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RESUMEN

En el presente trabajo se reporta una sintesis eficiente para generar cuatro derivados con el
sistema 6-alcoxi-A*8-dieno-3-ona en dos pasos de reaccion, a partir de los esteroles comerciales
pregn-5-en-3B-ol-20-ona y B-sitosterol. El primer paso consistio en una oxidacion del alcohol y
del doble enlace presente en los esteroles usando el reactivo de Jones para obtener los derivados
esteroidales A*-3,6-dionas. Posteriormente, las dionas correspondientes se sometieron a un
tratamiento con yodo molecular, (cantidades cataliticas), usando metanol o etanol a reflujo, con

lo cual se favorecié la conversion 6-ceto del esteroide a la forma enol-éter

R R R
HO (o) o
o O...
Pregn-5-en-3p-0l-20-ona R
B-sitosterol R: Me
Et

Una vez formado los derivados 6-alcoxi-A*®-dieno-3-ona, resultd interesante estudiar su
reactividad quimica, por lo que se decidio utilizar como modelo al 6-metoxicolesta-4,6-dien-3-
ona Yy tratarlo con semicarbazida y acetato de sodio, esperando que el carbonilo del C-3 se
condensara para formar la semicarbazona correspondiente, sin embargo, bajo esas condiciones
se favorecid la conversion enol-éter hacia la forma ceto y la posterior condensacion de la
semicarbazida tanto en C-3 como en C-6, obtenido una mezcla de productos que no fue posible

separar por cromatografia en columna.

/s




Por ultimo, debido a que no se obtuvo un iminosteroide en el C-3, se opt6 por formar un
iminoestoroide en la cadena lateral esteroidal, haciendo reaccionar la p-anisidina con el diacetato
de (25R)-22,26-dioxocolest-5-en-33,16-diilo (82), este Ultimo se obtuvo en dos pasos de reaccion
a partir de diosgenina. Sin embargo, no fue posible obtener el iminoesteroide esperado,
observandose en su defecto, la formacion de una 1,4-dihidropiridina (84), cuya obtencién se

explicé mediante una condensacion 1,5-dicarbonilica con del grupo amino de la p-anisidina.

82 84
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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades comunmente diagnosticada, posicionandose dentro de las
principales causas de muerte en las mujeres y hombres,* se caracteriza por un crecimiento
anormal de células llegando a propagarse a otros tejidos del organismo, lo cual se conoce como
metéstasis.?

En las mujeres, la enfermedad mas comdnmente diagnosticada es el cancer de mama, mientras
que, en los hombres, es el cancer de préstata, seguido del cancer de pulmon. Segun datos
reportados se estima que en el afio 2020 se produjeron 2.3 millones de casos nuevos (11.7%) de
cancer de mama, superando al cancer de pulmon que era conocido como el cancer mas comun.®
El cancer de mama junto con el cancer de prostata y cervicouterino son tumores que dependen
de ciertas hormonas esteroidales para su proliferacion, es decir que muestran tener una hormono-
dependencia y en ausencia de éstas las células tumorales mueren.*

Los principales tratamientos para el cAncer de mama son la cirugia, radioterapia y quimioterapia
o0 la combinacion de éstas, los cuales, para su aplicacion, dependen de dos factores como es el
tipo de cancer y su grado de avance. El tratamiento de la quimioterapia esta constituido por el
uso de uno 0 mas agentes citotoxicos con efecto antineoplasico, sin embargo, se consideran no
selectivos y como consecuencia de su mecanismo de accion pueden llegar a causar efectos

adversos a los pacientes como dolor, diarrea, pérdida de peso y de cabello, entre otros.®

Ademas, existen otras alternativas mas suaves que la quimioterapia y con menos efectos adversos
para el tratamiento contra el cancer hormono-dependiente, donde se emplean moléculas de bajo
peso molecular, actuando como inhibidoras de alguna enzima implicada en el crecimiento
tumoral. Estos inhibidores se dividen en dos familias: 1) inhibidores de tipo I: son generalmente
esteroides que actian como inhibidores irreversibles y 2) inhibidores de tipo Il: estos no son
esteroides y son reversibles.® Los farmacos empleados en este tipo de terapias estan dirigidas a
dianas moleculares especificas que son importantes para la proliferacion o metastasis de las
células cancerosas.” En este contexto, de acuerdo a la literatura se reportan estudios sobre los
inhibidores de tipo | realizados a enzimas esteroidogénicas que participan en la biosintesis de
diferentes familias de hormonas esteroideas tales como, progestinas, mineralocorticoides,

glucocorticoides, androgenos y estrégenos, estas dos Ultimas familias juegan un papel importante
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en los canceres hormono-dependientes. Entre las enzimas implicadas en el cancer hormono-
dependiente se encuentran la aromatasa,® 5a-reductasa,® 17o-hidroxilasa/17a-liasa, la primera de
ellas, por ejemplo, esté relacionada en la biosintesis de la dihidrotestosterona, que a su vez se
encuentra implicada en el desarrollo de hiperplasia benigna prostatica.’ Por ello, se puede
considerar al nucleo esteroidal una estructura privilegiada para la generacion de nuevas
moléculas con actividad citotoxica, como inhibidores enzimaticos y como adyuvantes en el

tratamiento de enfermedades neoplasicas.®

En el afio 2000, Numazawa y colaboradores reportaron la sintesis de compuestos que contienen
insaturaciones en los anillos A y B del nicleo esteroidal (A, AY*8, A%6) y con diferentes
sustituyentes en el C-6, estos compuestos presentaron ser potentes inhibidores de la enzima
aromatasa, siendo esta enzima una diana terapéutica potencial para la reduccion selectiva de los

niveles de estrgenos en pacientes de cancer de mama avanzado.!

La formacion del sistema A*5-dien-3-ona ha sido reportada por diversos grupos de investigacion,

y conlleva metodologias complejas de hasta 5 pasos de reaccion partiendo del esterol con A®.*2

Dado al interés y la importancia de su actividad como posibles inhibidores, en este trabajo se
plantea sintetizar en dos pasos cuatro derivados de 6-alcoxi-4,6-dien-3-ona partiendo de pregn-
5-en-3B-0l-20-ona y B-sitosterol. Ademas, se estudia la reactividad de dicho sistema frente a
semicarbazida. Por altimo, se evalla su actividad citotoxica frente a células cancerosas de mama
MCF-7 con el ensayo MTT.
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2. MARCO TEORICO

Los esteroides son moléculas lipofilicas que desempefian funciones esenciales tales como
fisiolégicas incluida el crecimiento, el desarrollo, la reproduccion, diferenciacion sexual y como

intermediarios metabolicos.!®

2.1 Clasificacion de los esteroides

Uno de los esteroides méas importantes es el colesterol (Figura 1, 1), el cual es considerado el
principal precursor en la biosintesis de hormonas esteroideas que son secretadas por tres
glandulas, la corteza suprarrenal, los testiculos y los ovarios. Estas hormonas se clasifican de
acuerdo con el 6rgano que las segrega como: esteroides suprarrenales, éstos son secretados por
la corteza suprarrenal, en esta familia se incluyen a los corticoesteroides (glucocorticoides y
mineralocorticoides); y, las hormonas sexuales, que son producidas por el ovario y testiculos, en
esta familia se encuentran presentes los androgenos, estrogenos y progestinas.t4-1°

Los estrdgenos: son compuestos esteroidales como el estradiol y la estrona (Figura 1, 2y 3).
Estructuralmente se diferencian por contener 18 carbonos en el nicleo esteroidal y desempefian

un papel importante en el desarrollo de las caracteristicas sexuales femeninas.

Estréogenos
OH o

HO HO

Colesterol Estradiol Estrona

Figural. Familia de estrogenos
En la familia de los androgenos se encuentran la testosterona (4), dihidrotestosterona (5) y 11-
cetotestosterona (6), son esteroides con 19 carbonos en su estructura como se muestra en la
Figura 2. Influyen en el comportamiento sexual masculino y en las caracteristicas sexuales

secundarias.
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OH OH OH

(o) (o) (o)

Testosterona Dihidrotestosterona 11-cetotestosterona

Figura2. Compuestos pertenecientes a la familia de andrégenos

Las progestinas son esteroides con 21 atomos de carbono, las principales hormonas de esta
familia son la progesterona (7) y 17,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (8) (Figura 3), responsables

del mantenimiento del embarazo.

o HO
8
(o] ’ o

Progesterona 17,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona

Figura3. Compuestos pertenecientes a la familia de progestinas

Los corticoesteroides son esteroides con 21 4&tomos de carbonos, en esta familia se encuentran el
cortisol (9), corticosterona (10), aldosterona (11) y deoxicorticosterona (12) (Figura 4). Se
consideran reguladores claves en la homeostasis del cuerpo que proveen al organismo la
capacidad de resistir a cambios medioambientales y a la invasion de sustancias extrafias; ademas
producen alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, proteinas y la modulacion del

balance de los electrolitos y agua.'®
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OH OH OH

HO HO

12
o 10 o 11 o

Cortisol Corticosterona Aldosterona Deoxicorticosterona

Figura4. Compuestos pertenecientes a la familia de corticosteroides

2.2 Nomenclatura de los esteroides

Los esteroides tienen un ndcleo comin denominado ciclopentanoperhidrofenantreno, el cual
consiste en cuatro anillos fusionados, tres de ellos son de seis miembros y uno de cinco miembros.
En la Figura 5 se muestra la numeracion de acuerdo por la Union Internacional de Quimica Pura
y Aplicada (IUPAC), que nombra a cada uno de los anillos como A, B, C y D; es comUn encontrar
grupos metilos en las posiciones C-10 y C-13, numerados como 18 y 19, asi como también una

variedad de cadenas laterales en la posicién C-17.%

Nucleo
esteroidal

Figura5. Numeracion del nlcleo esteroidal
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2.3 Estereoquimica y forma tridimensional de los esteroides

Los esteroides no son moléculas planas, en realidad el sistema de anillos de los esteroides tiene
una forma tridimensional. Cada anillo de seis miembros tiene una conformacion en forma de silla
que tiene los grupos metilos en posicion opuesta, que le confiere a la molécula estabilidad. Sin
embargo, el anillo de cinco miembros adopta una conformacion no plana denominada “media
silla”, su forma varia en cada esteroide minimizando las tensiones generadas con su modo de
unién con el anillo C o cualquier sustituyente.

Es importante considerar la posicion de los enlaces unidos al anillo del sistema, los cuales se
dividen en dos grupos: 1) los que se encuentran cerca del plano medio del anillo se denominan
enlaces ecuatoriales; 2) los que son perpendiculares al plano se denominan enlaces axiales. Esta
distincion tiene importancia en las propiedades quimicas (reactividad) y fisicas (caracteristicas
espectroscopicas) de los esteroides. Por otro lado, para indicar la posicion de los enlaces del
anillo D de cinco miembros no se consideran totalmente axiales o ecuatoriales, sino que se
utilizan términos como: cuasiaxial y cuasiecuatorial. Para representar la estereoquimica de los
sustituyentes, se dibuja una linea continua si el enlace es B, y si el enlace es a una linea
discontinua.

La mayoria de los esteroides presentan la configuracion trans en los anillos A y B, es decir, el
enlace C-10, C-19 es trans con respecto a C-5y H-5. Igualmente, los anillos B-C y C-D son trans
entre ellos. Por otro lado, hay esteroides que difieren en la configuracién solamente en los anillos
A y B adoptando una configuracion cis. Esta configuracién se invierte por el cambio de

configuracion o o p del &tomo de hidrogeno presente en C-5 (Figura 6).181°

Anillo A/B trans

CH;
CH; H
- Conformacion trans
5
A

S5a-esteroide

T
= oI
T
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Anillo A/B cis

Conformacion cis

5pB-esteroide

Figura6. Estereoquimicay forma tridimensional del ntcleo esteroidal

En los esteroides 5a, la clasificacion de los enlaces axial/ecuatorial de sustituyentes es sencilla
porque estan orientados de manera similar. A diferencia de como se muestra en los esteroides 53,
la union A/B cis provoca una curva o forma de L en la estructura del anillo A con los otros tres
anillos respectivamente. Se debe considerar que la diferencia entre los esteroides So y 5p tiene
un efecto importante en su movilidad cromatografica (separacion por cromatografia) y sobre todo
en sus propiedades espectroscopicas y quimicas.?°

2.4 Caracteristicas e importancia del yodo

El yodo fue descubierto en 1811, es un elemento so6lido de color negro azulado con apariencia
cristalina brillante, debido a su alta electronegatividad forma yoduros (I7) con algunos elementos
(K1, HI, Agl), también se puede encontrar en la naturaleza en forma de yodatos.?"?? Es soluble
en diversos disolventes organicos como acetonitrilo, cloroformo, acetona, etanol, por mencionar
algunos, pero es ligeramente soluble en agua. Es considerado un excelente catalizador no
metalico, no es toxico, es econdmico, de facil disponibilidad y es amigable con el medio
ambiente. Se utiliza principalmente en reacciones quimicas por sus propiedades como oxidante,
ademas de que posee propiedades como desinfectante y biocida.?® Algunas reacciones quimicas
en las que se ha reportado el uso del yodo son: reacciones de oxidacion, sintesis de compuestos
heterociclicos, yodacion de compuestos organicos, proteccion y desproteccion de grupos
funcionales, adiciones de Michael, aromatizacion de cetonas a, B-insaturadas, entre otras

(Esquema 1).242°
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Reaccién para la formacion de compuestos heterociclicos.
o o o
11eq.1,
NH, + H @—— NH 43
EtOH. r.t. _
NH, N

Proteccion de grupos funcionales.

o) o)
0.1eq.l,

—_—

HS(CH,),SH s

0 THF, ta.
s

Reaccion de oxidacion.

(0}

/s,

1, (1.3 eq.)
KOH (2.6 eq.)

B

MeOH, 0 °C

RO" RO

R= MeOCH,

Esquema 1. Ejemplo de algunas reacciones quimicas catalizadas con 1,.24%

El yodo es considerado un catalizador fuerte debido a su capacidad como acido de Lewis,
ademas, es importante mencionar la amplia gama de estados de oxidacion que contienen los
compuestos de yodo, desde yoduro (I) hasta el anion peryodato (1047, I'7), confiriéndole al yodo
un alto grado de flexibilidad como catalizador redox.??> En este contexto, también se le ha
utilizado como catalizador alternativo en reacciones promovidas por metales, haciendo los
procesos de transformacién mas eficientes, con mayores rendimientos, disminuyendo el uso de

disolventes y el nimero de pasos de reaccion.?6-?7
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3. ANTECEDENTES

Los derivados esteroidales que contienen el sistema A #-dien-3-ona son compuestos interesantes
desde el punto de vista farmacoldgico debido a que han mostrado ser agentes inhibidores de la

enzima aromatasa®® y Sa-reductasa.*?

Cabeza y colaboradores,? evaluaron la actividad inhibitoria especificamente en la conversion de
testosterona a dehidrotestosterona (DHT) en Grganos laterales y vesiculas seminales, de una serie
de compuestos derivados del acetato de 16-dehidropregnenolona conteniendo grupos haldégenos
en la posicion C-6 del nicleo. La sintesis consistio en cinco pasos preliminares para obtener el
compuesto (17) (Esquema 2), el cual no presentd actividad inhibidora en las pruebas realizadas.
Mientras que los compuestos halogenados en C-6 fueron los mas activos. El derivado 20 inhibio
la conversion de testosterona a DHT y el compuesto 21 aument6 la formacién de DHT a dosis

bajas. Sin embargo, a dosis altas este esteroide inhibe completamente la formacion de DHT.*

(o] (o] (o}
5 pasos \''OH i \''OAc
B —— CH; CH,
AcO 16 o 17 o 18
(o} (o]
i ('OAc iii \'OAc
_— —_—
CH; CH;
20 R: Br
o - 19 o 21 R: Cl
6 !

i) (CF3C0),0, CHzCOOH,APTS, t.a i) MCPBA-reflujo iii) HCI o HBr, AcOH, t.a

Esquema 2. Sintesis de derivados de acetato de 16-pregnenolona.?®

La sintesis de derivados de pregna-4,16-dien-6,20-diona reportados por Pérez,3' se realizo
mediante el siguiente procedimiento: primero, se llevd a cabo la epoxidacién en el anillo B (C-5

y C-6) de 22 con acido m-cloroperbenzoico en cloroformo, lo que gener6 el analogo 23
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(Esquema 3); posteriormente, con una solucion de CrOz en acetona condujo a 24; luego, se trato
con SOCI; en piridina para dar el derivado 3B-acetoxi 25; cuya hidrolisis basica condujo al
derivado 3pB-hidroxi (26). De este derivado se generaron dos productos, el primero se obtuvo
luego de la oxidacion del alcohol en C-3 para dar 27; el segundo producto resulté de la
esterificacion del grupo alcohol del C-3 y posterior tratamiento con acido benzoico,
diciclohexilcarbodiimida y 4,4-dimetilaminopiridina en cloruro de metileno generando los
derivados 28 y 29.

Los productos sintetizados se evaluaron como inhibidores de la enzima 5a-reductasa de hdmster
y prostata humana, los resultados obtenidos mostraron que los compuestos 23, 25, 27 y 28 son

buenos inhibidores de esta enzima.

mﬁq@»@w&
Q&gg&/

28 X=H
OH 29 X=F

i) m-cloroperbenzoico, CHCI; ii) CrO3, acetona 0°C iii) SOCI,, piridina, t.a iv) NaOH, MeOH, rt v) CrO3, H,0O-
acetona vi) BzOH 6 4-F-BzOH, DCC-CH,Cl,

Esquema 3. Sintesis de pregna-4,16-dien-6,20-diona (27) y los derivados 28 y 29.3!
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En el 2006, Amr y colaboradores!? sintetizaron una serie de compuestos que contienen un anillo
de pirazolina derivados de testosterona con sistemas A%-3-ona y A*6-3-ona, mostrando excelentes
actividades inhibidoras de la enzima Sa-reductasa. Para obtener los derivados, partieron de 30,
que con tratamiento de hidrazina en &cido acético glacial a reflujo por 6 h generé el derivado
pirazolina N-sustituida (31) (Esquema 4). De este derivado se obtuvieron dos productos
interesantes de la siguiente manera: 1) oxidacion de 31, usando la reaccion de Oppenauer,
generando el producto A*-3-ona (32). 2) Deshidrogenacion de 31 con la reaccion de Wettstein

para proporcionar analogos A*®-dien-3-ona (33).

i) R-NHNH,, CH3COOH ii) Oxidacion de Oppenauer iii) Oxidacién de Wettstein

Esquema 4. Ruta de sintesis para la obtencion de derivados A*-eno-3-ona y A*®-dien-3-ona.'?

En 1985, Marsh?® describe la sintesis y evaluacion de derivados A4, A4 A6 AL46 de
androstenediona como inhibidores de estrégenos. Especialmente, los derivados 4-hidroxi, 34, 35,
36 y 37 (Figura 7), mostraron ser potentes inhibidores. Estos compuestos mantienen la
conjugacion del sistema 3-ceto-4-eno en su estructura que beneficia la inactivacién mas rapida

de la aromatasa en microsomas de rata.
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0O o o o
ok ; { (o ; { o ; { ok ; {
OH OH OH OH

34 35 36 37

Figura7. Derivados esteroidales con insaturaciones en el anillo A/B.%

Numazawa y colaboradores,!* describen la sintesis de andlogos A%, Al*® y A% de
androstenedionas sustituidas en el C-6 por ésteres y éteres. Dichos compuestos fueron evaluados
por su actividad como inhibidores de la enzima aromatasa en las microsomas de la placenta
humana. La sintesis consistid en una secuencia de varios pasos para obtener el derivado 3-ceto-
4,6-dieno, tomando como materia prima a la 6-hidroxiandrost-4-en-3,17-diona (39) que fue
sintetizada a partir de la dehidroisoandrosterona®? (38) (Esquema 5).

La sintesis también consistio en estudiar el efecto sobre la afinidad y la tasa de inactivacion de la
enzima aromatasa en la introduccion de varios sustituyentes de 6-éster y 6-éter en los derivados
de androstenediona. El esteroide que presentd un mejor resultado actuando como inhibidor de la
5a-reductasa fue el 6a-metoxi (40) y 6a-etoxi-4-eno (41), los cuales exhibieron una ICso= 0.70

1M para el derivado a-metoxi (40a) y una ICso= 0.75 uM para el derivado a-etoxi (40b).

o) o] o] o
- . i i
E— —_— —_—
—_—
HO o - o - o
OH OR OR

38 39 40 41
R: a= CHj; b=

Dehidroisoandrosterona

i) CH3CN, RI (R: CH3, CoHs, C3H7 y C4Hg), Ag,0 ii) Cloranil, p-TsOH, Xileno.

Esquema 5. Ruta de sintesis del 6-metoxi o 6-etoxi-4,6-dieno.**

Ademas, los compuestos 6a-n-hexanoiloxi y 6a-benciloxiandrostenedionas (42 y 43) (Figura 8)
fueron los inhibidores méas potentes presentando valores de ICso = 0.088 y 0.085 uM,
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respectivamente. Haciendo énfasis en que la serie de esteroide con el sistema 4-eno y 1,4-dieno
sustituidos en 6a. presentaron mayor afinidad por la enzima que sus isomeros 6f. Por ultimo, se
concluy6 que la introduccion de los derivados de 6-éster y 6-éter aumenta la tasa de inactivacion
de la enzima aromatasa y que el &tomo de oxigeno en la posicion C-6 y su andlogo A* juega un

papel importante en la union de los compuestos esteroidales al sitio activo de la enzima

T T

42 43

aromatasa.

Figura8. Derivados esteroidales con sistema 3-ceto-4-eno y 3-ceto-1,4-dieno sustituidos en 6a.'*

Sollman y colaboradores,® reportaron una metodologia para la preparacion de derivados de
testosterona (4) y progesterona con sistema 3-ceto-4,6-dieno sustituido en el C-6 con un grupo
alcoxi (Esquema 6). La sintesis implicé el uso dos equivalentes de bromuro clprico en metanol
a5 °C por 7 dias, lo cual gener0 a la 6-metoxitestosterona (44), mientras que con el uso de un
exceso de bromuro cuprico (4 equivalentes), en las mismas condiciones que el compuesto

anterior, produjo a la 6-metoxi-6-dehidrotestosterona (45) con un rendimiento del 60%.

OH OH OH

OMe OMe
45 4 44

i) 2eq. CuBr, / MeOH, 5 °C ii) 4 eq. CuBr, / MeOH, 5 °C

Esquema 6. Sintesis de derivados de testosterona con sistema A*-en-3-ona y A*®-dien-3-ona.*
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En este mismo trabajo, se menciona la obtencion del derivado 6-metoxi-A*S-dien-3-ona (48) a
partir del compuesto 6-bromo-A“-3-ona. En el Esquema 7, se muestra la reaccion de acetato de
6B-bromotestosterona (46) con dos equivalentes molares de CuBr. a reflujo en MeOH, en este
caso con la presencia de un exceso de piridina gener6 el compuesto 47. Sin embargo, cuando la
reaccion anterior se llevo a cabo a temperatura ambiente con CuBr2 en MeOH, pero en ausencia
de piridina se obtuvo el derivado 6-metoxi-6-dehidrotestosterona (48) con un 70% de

rendimiento.

L, ko

o (o} (o}
OMe Br OMe

48 Acetato de 6B-bromotestosterona 46 47

a) 2 eq. CuBry, MeOH, 5 eq. Piridina, reflujo b) 2 eq. CuBr,, MeOH, t.a
Esquema 7. Reaccion de acetato de 6B-bromotestosterona en presencia y ausencia de piridina.®®

Geng y col.,** describen una metodologia para la sintesis de derivado de 3-arilimino (51). En el
Esquema 8 se muestra dos rutas de sintesis a partir del colest-4-en-3,6-diona (49), para obtener
el derivado 6-metoxicolesta-4,6-dien-3-ona (50) usando n-BuLi, Mel en THF/HMPA a -78 °C
por 2 h, mientras que en presencia de p-anisidina sufre una reaccion de condensacién acoplandose
en C-3 para dar el compuesto 51, al cual se le realiz6 un calculo de la energia y rotacion especifica
de cada una de las conformaciones que forma debido a la mutarrotacion o una mezcla en

equilibrio de isomeros-(E)- y (Z) del compuesto 51.
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MeO " _r
. ‘
N 51 0 49 0
0

(0] OMe

i) n-BuLi, Mel, THF, HMPA ii) p-anisidina, Na,SO,4, CH;COOH, EtOH

Esquema 8. Sintesis para obtener el derivado 6-metoxicolesta-4,6-dien-3-ona.®*

Mori y col.,® mencionan la sintesis de las hormonas esteroidales 6-alcoxi-4,6-dien-3-ona a partir
de la 6B-hidroxi-17p-acetoxiandrost-4-en-3-ona (52), la sintesis consistio en realizar primero una
oxidacion con CrOz y CH3COOH para obtener el compuesto17p-acetoxiandrost-4-en-3,6-diona
(53), sequido de la reaccion de la dicetona en EtOH con un exceso de p-TsOH, obteniendo el

enol etil éter deseado (54) (Esquema 9).
OAc OAc OAc

OH o OW

52 53 54

i) CrO3, CH;COOH ii) EtOH, p-TsOH

Esquema 9. Sintesis de enol etil éter con p-TsOH.*

Por otro lado, los derivados 6-alcoxi-4,6-dien-3-ona han servido de material de partida para la
introduccién de residuos alquilicos en el C-7 del esqueleto esteroidal. Como es el caso de
Campbell y col.,*® que reporta la sintesis de una serie de estos derivados en varios pasos. En el
Esquema 10 se muestra la sintesis de 61 que inicié a partir del 3,11-diceto-4,17(20)-cis-
pregnadien-21-oato (55), con O-formiato de metilo en MeOH generando el correspondiente enol
éter, 3-metoxi-11-ceto-3,5,17(20)-cis-pregnatrien-21-oato (56). Posteriormente, se introdujo un
grupo halogenuro en el C-6 con HBrO obteniendo el compuesto 6-bromo-A?-3-cetona (57), el

cual sufrié una eliminacion para dar el compuesto 6-dehidro (58). El tratamiento de 58 con

—
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pirrolidina y la reduccion del grupo ceto en C-11 a un grupo hidroxilo con LiAlH4 condujo al
intermediario clave de la reaccion 59; este compuesto se tratd con CH3sBrMg y CuCl seguido de
una acetilacion en C-7, sin afectar el grupo hidroxilo en C-11, generando el derivado 78-metil-
A*-3-cetona (60). Finalmente, con el cambio de la cadena lateral se obtuvo el compuesto 7p-

metilcortisona (61).

CO,CH; CO,CH; _CO,CH;
HC HC H
o o o / o
i ii iii
—_— B ——— —_—
o e)
55 56 58
HO HO
iv v

o 0o CH,

59 60 61

i) O-formiato de metilo, MeOH ii) HBrO iii) colidina iv) p-TsOH, CH,Cl,, pirrolidina, LiAIH,4 v) CH3BrMg, CuCl, THF
vi) tert-butanol, piridina, yodosodiacetato de fenilo, OsOy4, 6°C

Esquema 10. Sintesis de 7p-metilcortisona propuesta por Campbell y col.*

El sistema 4,6-dien-3-ona también se ha observado en metabolitos secundarios (62),%- y
formando parte de derivados con actividad androgénica (63 y 64)*° y progestogénica (65)*°
(Figura 9).

OH OH

Ly gl

-1OH

62 63 64 65

Figura9. Diversos metabolitos secundarios con sistema A*8-dien-3-ona.*
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Recientemente en nuestro grupo de investigacion, desarrollamos un método sencillo para generar
el sistema A*® con un grupo —OR en el C-6, en dos pasos a partir de colesterol, diosgenina y de
la 16-DHP.*! Posteriormente, se introdujeron grupos oxima en el C-3. El derivado 68 exhibid los
mejores resultados como agente citotdxico, con un valor de ICsp= 20 pM contra células
cancerigenas humanas MFC-7 (Esquema 11).

R R R R
i ii iii
R ——— —_— —_—
HO o o HON
fo) OMe

Colesterol OMe

Diosgenina 66 67 Oxima de colesterol 68

DHP

i) Reacitvo de Jones ii) I,, MeOH, A

Esquema 11. Sintesis para la obtencion de los derivados 6-alcoxi-A*S,

3.1 Reacciones efectuadas con I,

El yodo es considerado un agente oxidante universal, menos costoso, asi como también menos
toxico. Debido a su buena capacidad oxidante también posee una gran capacidad funcional como
desinfectante o biocida. Diversos compuestos organicos e inorganicos que contienen yodo
frecuentemente se utilizan en las reacciones de sintesis organica para la modificacion de
compuestos, especialmente se han descrito reacciones para la oxidacion de alcoholes y aldehidos
a ésteres, nitrilos y amidas, formacion de enlaces C-C,* aromatizacién de cetonas a, PB-
insaturadas, entre otras.?® El yodo posee ventajas sobre la mayoria de otros catalizadores
metalicos como el negro de Pd, CuBro—LiBr, MnO2, KMnQa, CuCl; y FeClz por mencionar
algunos,*® ya que es soluble en la mayoria de disolventes organicos y ligeramente soluble en
agua; ademas de que es amigable con el medio ambiente.*44°

Domingo y col.,*® describen un método amigable con el medioambiente utilizando 1, para la
reaccion de deshidrogenacion de esteroides para formar derivados con el sistema A*8-3-ona. El
tratamiento consistid en reaccionar a la testosterona (4) con I.-DMSO, obteniéndose en un mayor
rendimiento el derivado A*®-dien-3-ona (69) sin afectar al grupo hidroxilo ubicado en el C-17, y

como subproducto el compuesto 70. Este nuevo derivado (70) se obtuvo en mayor rendimiento
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cuando se modificd el tratamiento de 4 con 1 equivalente de I, en DMSO, que finalmente con el

tratamiento DBU se observo la formacion del compuesto 71. (Esquema 12)

OH 0.2 eq. I2
DMSO

(o}

Testosterona 4 1eq. '2

DMSO

Esquema 12. Reaccion de deshidrogenacion de testosterona utilizando yodo.*

Se ha descrito en la literatura una metodologia quimioselectiva para la desproteccion de grupos
0O,0-acetales y O,0-cetales aciclicos y ciclicos catalizada por yodo molecular (10% en mol)
utilizando acetona como disolvente, obteniendo excelentes rendimientos en poco tiempo y en
condiciones neutras.*® Ademas de la desproteccion de alcoholes catalizada por I, en MeOH o la

desproteccion del grupo isopropilideno terminal en CHsCN (Esquema 13).47-48

OTBDMSO HO
BzO BzO
o
:ID\O i >\o
0\}\ Me

o\/l\
Me
Me

Me

i) I,/CHZCN ii) 1/MeOH

Esquema 13. Reacciones catalizadas por I, en MeOH y CH3zCN.#"-8
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Una ventaja del uso de yodo es que los distintos grupos funcionales como dobles enlaces, grupo
hidroxilo o grupo acetato que se encuentran presentes en la estructura de la molécula no sufren

ninguna modificacion (Esquema 14).

[o] o
OMe o
X-"oMe NH
— e
MeO o
OMe
OAc OAc OH OH
LD~ oS oﬁjﬁ - Ljﬁ
(o]
</O H o H </0 H H

Esquema 14. Ejemplos de desproteccion de acetales y cetales catalizada por yodo molecular en acetona.
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4. JUSTIFICACION

Los esteroides son moléculas lipofilicas que se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza como metabolitos secundarios, ademas de que poseen diversas funciones fisioldgicas.
Asimismo, sus derivados como los que presentan sistemas 4,6-dien-3-ona han sido objeto de
estudio debido a sus actividades bioldgicas tales como: androgénica, progestogénica, inhibidores
de las enzimas 5a-reductasa o aromatasa. Estas estructuras son muy interesantes en el area de la
sintesis organica debido que a partir de ellas se pueden hacer modificaciones en su estructura
para que posean un potencial bioldgico y ser utilizados como inhibidores enzimaticos en lineas

celulares de cancer.
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5. HIPOTESIS

Los esteroides con sistema 6-alcoxi-4,6-dien-3-ona sintetizados a partir de la 5-pregnen-3-ol-
20-onay B-sitosterol presentaran actividad citotoxica frente a lineas celulares de cancer de mama
MCF-7.
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6. OBJETIVOS

Objetivo general

Sintetizar 4 derivados esteroidales con el sistema 6-alcoxi-4,6-dien-3-ona y evaluar su capacidad
citotoxica utilizando el método MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) frente a la linea celular de cancer de mama MCF-7. Estudiar la reactividad del

sistema 6-alcoxi-4,6-dien-3-ona con semicarbazida en medio basico.

Objetivos particulares
1) Oxidar los esteroles 5-pregnen-33-ol-20-ona (72) y pB-sitosterol (73), utilizando el

reactivo de Jones hacia los compuestos A*-3,6-dionas (72a y 73a).

O,

2) Sintetizar los derivados A*®-dien-3-ona 72b, 72¢ y 73b, 73c a partir de las A*-3,6-dionas
mediante tratamiento catalitico de I, y ROH a reflujo.

72b _ 73b
72¢ R= Me, Et 73c

3) Caracterizar los productos mediante Infrarrojo, Resonancia Magnética Nuclear y
Espectrometria de masas.
4) Estudiar la reactividad del sistema 6-alcoxi-4,6-dien-3-ona con semicarbazida en medio

basico.
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5) Efectuar la evaluacion citotoxica frente a la linea celular de cancer de mama MCF-7 de
todos los productos por el método MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio).
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Como se menciond en el capitulo de los antecedentes, se encuentran reportados en la literatura
diversos trabajos sobre la sintesis de compuestos con el sistema 6-alcoxi-A*®-3-ona, sin embargo,
todas las metodologias implican una serie de pasos o condiciones de reaccion drasticas. En este
trabajo se propuso sintetizar los derivados 6-alcoxi-A*®-3-ona de dos familias de esteroides en
dos pasos de reaccion usando I> como catalizador.

La metodologia empleada en este trabajo consistid en dos etapas: la primera, es en la sintesis de
los compuestos derivados 6-alcoxi-A*®-3-ona (Esquema 15) y la segunda etapa consistio en la
evaluacion citotoxica de dichos compuestos obtenidos por el método MTT.

La sintesis inicio con la oxidacion de los esteroides pregn-5-en-33-ol-20-ona (72) y B-sitosterol
(73) con el reactivo de Jones para obtener los intermediarios 3,6-diona-4,6-dieno (72ay 73a), la
reaccion fue monitoreada por cromatografia en capa fina y purificada por cromatografia en
columna. Una vez obtenidos estos intermediarios se prosigui6 a la segunda reaccion que consistio
en el uso de I, en MeOH o EtOH a reflujo segun corresponda, asi como su posterior purificacion.
Por ultimo, tanto los intermediarios como los productos obtenidos se caracterizaron mediante
RMN, IR y MS. Finalmente, se evalué la actividad citotdxica de los productos frente a la linea

celular de cancer de mama MCF-7 por el método MTT.

R1 R1 R1
Reactivo de Jones I2
—_— —_—
MeOH, A
HO o (0]
o

72,73 72a, 73a 72b, 73b, R2=
72c, 73¢c, R%=

R'= }O /,,,,r\/g/

Esquema 15. Sintesis general para la obtencién de los derivados esteroidales 6-alcoxi-4,6-dien-3-ona.
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7.1.  Sintesis para la obtencidn de dicetonas (73ay 74a)

Como primer paso, utilizando 72 y 73 como material de partida se llevé a cabo la reaccion de
oxidacion con el reactivo de Jones 2.5 mL, para obtener las endionas correspondientes en un
tiempo de 3 h, sin embargo, cuando se realiz6 una CCF se observo que la materia prima no se
habia consumido en su totalidad, por ello se afiadieron 2 mL mas del reactivo de Jones, dejandolo
en agitacion por un total de 5 h. La CCF mostré ademas otra mancha mas tenue que correspondia
al subproducto A*-3-ona. En esta reaccion, el tiempo es un factor importante debido a que, entre
mas tiempo de reaccion, mayor es el rendimiento obtenido de la endiona. Cabe destacar que el
esteroide que se oxidd més rapidamente fue p-sitosterol, obteniendo un mayor rendimiento de la
endiona 74a (Tabla 1). La estructura de cada endiona obtenida se elucidé mediante RMN de H*
y 13C, asi como en experimentos en 2D (COSY, HMBC).

Materia prima Reactivo de Jones (mL) = Tiempo de reaccién (h) Rendimiento (%)
Pregn-5-en-3B-0l-20 (72) 4.5 5 65
B-sitosterol (73) 45 5 80

7.1.1. Analisis del espectro de *H y *C del Pren-4-en-3,6,20-triona (72a)

En la Figura 10, se muestra el espectro de *H de la dicetona 72a, destaca una sefial que integra
para un proton en 6.16 ppm que corresponde al protén vinilico H-4. En 2.14 ppm se observa una
sefial simple que integra para tres protones y que corresponden a los protones o de C-21; a
campos altos (0.69 y 1.18 ppm) se observan dos sefiales simples que integran para tres protones

cada unay que corresponden a los metilos 18, 19, respectivamente.
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Figura 10. Espectro de RMN de *H del compuesto Pren-4-en-3,6,20-triona (72a).

En el espectro de 3C (Figura 11) se observan las 21 sefiales que se esperan para el compuesto
72a. En 208.8 ppm se encuentra la sefial para el carbonilo de cetona en C-20, mientras que en
201.6 y 199.2 ppm aparecen las sefiales de los carbonilos de la endiona C-3 y C-6,
respectivamente. En 160.5 y 125.6 ppm se encuentran las sefiales para los dos carbonos vinilicos
C-5 y C-4, respectivamente. Todas las sefiales se asignaron con ayuda de experimentos
bidimensionales (HSQC y HMBC), cabe destacar que el nimero de sefiales y los desplazamientos

quimicos son consistentes con lo reportado en la literatura.*
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Figura 11. Espectro de RMN de 3C del compuesto Pren-4-en-3,6,20-triona (72a).

De igual manera, se llevo a cabo la caracterizacion de la endiona 73a. En la Tabla 2 se muestran
los desplazamientos quimicos caracteristicos de *H y 3C de las dos endionas sintetizadas, 72ay
73a. Se destacan los patrones de desplazamiento para el sistema conjugado CO-C=C-CO.

Se puede observar que el patron de desplazamiento quimico del protén H-4 en los derivados 72a
y 73a se encuentra entre 6.16 y 6.17 ppm. Mientras que para los protones de los grupos metilos
18 y 19, el rango de desplazamiento quimico se encuentra entre 0.73-1.18 ppm. Los
desplazamientos quimicos de los carbonos del grupo carbonilo en C-3 se encuentran entre los
valores de 201.6 y 199.4 ppm, mientras que para el grupo carbonilo presente en C-6 se observaron
entre valores cercanos a 199.2 y 202.2 ppm. Las sefiales asignadas a los carbonos vinilicos se
observaron entre valores de desplazamientos quimicos para el carbono en C-4 (cercanos a 125
ppm), en C-5 (cercanos a 160 ppm), respectivamente. Asimismo, para el caso de la endiona 72a
que presenta un grupo carbonilo de cetona en C-20, su desplazamiento quimico se encuentra a

208.8 ppm. Los datos observados son consistentes con los descritos en la literatura.>
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12a 73a 12a 73a

'H 8 (ppm) 8 (ppm) BC 8 (ppm) S (ppm)
H-4 6.16 6.17 C-3 201.6 199.4
H-18 0.69 0.73 C-4 125.6 125.4
H-19 1.18 1.17 C-5 160.5 161.0
H-21 2.14 0.95 C-6 199.2 202.2
H-27 0.86 C-20 208.8

7.1.2 Andlisis de la caracterizacion de Pren-4-en-3,6,20-triona (72a) de espectrometria

infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

En la Figura 12 se muestra el espectro de IR en el cual se muestran las bandas caracteristicas
correspondiente al compuesto 72a. A 1700 cm™ se observa la banda de vibracion de tension del
enlace C=0 que corresponde a C-20, mientras que a 1681 cm™ se observa la banda de tension
del enlace carbonilo insaturado (C=0 a, B, v, 8) en C-3, y en 1658 cm™ se observa la banda de
vibracion de tension del grupo C=0 en C-3. De igual manera, en 1265 cmse aprecia la banda
de flexion que corresponde al enlace carbonilo-carbono (C-CO-). Asimismo, se observan la
banda de vibracion de tension del enlace C=C en 1585 cm™, en 731 y 701 cm™ se observa la
banda de flexién fuera del plano (Out of plane) perteneciente al enlace C=C-H. Finalmente en
3056 cm™ se observa la banda de tension para los enlaces C(sp?)-H y por debajo de 3000 cm™ se

observan las bandas de vibraciones de tensién de los enlaces C-H.




Figura 12. Espectro de IR del compuesto 72a.

7.2.  Sintesis para la obtencion de los enol éteres (72b, ¢ y 73b, c)

Las endionas obtenidas 72a y 73a se trataron con I> (10 mg) en MeOH para dar los derivados 6-
metoxi (72b y 73b) y en EtOH, para obtener los andlogos 6-etoxi (72c y 73c) por un tiempo de
reaccién de 5 h para 72b, mientras que para 73b de 6 h, ambos a reflujo. La reaccion se monitoreo
cada hora por cromatografia en capa fina, observandose en la lampara UV (254 nm y a 365 nm)
y revelandolas en una solucion de H2SO4 al 50%. El producto se observa muy bien a una longitud
de 365 nm debido a la conjugacion ceto enol éter, mientras que la diona correspondiente no revela
a esa longitud. Pasado un cierto tiempo se volvié a realizar una segunda CCF y se observé que
la materia prima no se habia consumido en su totalidad, por lo que se eligio en agregar 12 mg
mas de yodo. Pasado el tiempo de reaccion, se notd que la endiona no se consumio en su totalidad,
por lo que al purificar el producto por cromatografia en columna se recuper6 la materia prima
correspondiente. Por altimo, para corroborar que se obtuvo los derivados enoles éteres objetivos
se analizo por RMN de 'Hy 3C.
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Con respecto al mecanismo de reaccion, algunas reacciones catalizadas por I se explican con
base en la habilidad que tiene el enlace I-1 de interactuar con bases de Lewis®! debido a la
presencia de una region electropositiva. En este caso, la accién catalitica del yodo se puede
atribuir a un proceso de complejacion con el oxigeno del grupo carbonilo en el C-6 (I, Esquema
16). Como resultado, dicho carbono se vuelve un sitio mas electrofilico y susceptible al ataque
nucleofilico por ROH (I1). Una transferencia de proton en los intermediarios 111y IV generan el
intermediario V, el cual puede sufrir una eliminacién del protdn p para liberar el grupo saliente
(HIO).

e 0D
(o) (o)
(o) ,Os.
I\/
~1
l Il 1l
-H*
—— 0 » o ’ .
o2 o)
H OR

(o)

S
I

(1 0 H
/o@ /0 ®0~
" HO-R '

~
LQ ©° o)
R
HI
HIO + HI == I, + H,0
\Y; \4

Esquema 16. Mecanismo hipotético para la transformacion de los esteroides A*5-3-ona hacia los derivados 6-
alcoxi-A*5-3-ona con yodo en ROH.

7.2.1 Anadlisis del espectro de *H y 13C del 6-metoxi-4,6-dieno-3,20-diona (72b)

En la Figura 13 se muestra el espectro de H del enol éter 72b, destacan dos sefiales que integran
para un proton en 6.26 y 5.15 ppm y que corresponden a los protones vinilicos H-4 y H-7,
respectivamente. En 3.59 ppm se observa una sefial simple que integra para tres protones y que
corresponde a los protones base de oxigeno del grupo metoxi (MeO-) en C-6; a campos altos

(0.7, 1.1y 2.4 ppm) se observan tres singuletes que corresponden a los metilos 18, 19, 21.
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Figura 13. Espectro de RMN de *H del compuesto 72b.

En el espectro de 3C (Figura 14) se observan las 22 sefiales que se esperan para el compuesto
72b. En 209.1 ppm se destaca la sefial para el grupo carbonilo de cetona en C-20, mientras que
en 199.6 ppm se observa una sefial para el carbonilo de cetona insaturada en C-3. En 158.9, 150.3,
119.7 y 108.2 ppm se observan las sefiales para los cuatros carbonos vinilicos presentes en C-5,
C-6, C-4 y C-7, respectivamente. Todas las sefiales se asignaron con ayuda de experimentos
bidimensionales (HSQC y HMBC).
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Figura 14. Espectro de RMN de *3C del compuesto 72b.

7.2.2 Analisis de la caracterizacibn de 6-metoxi-4,6-dieno-3,20-diona (72b) de
espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

En el espectro de IR (Figura 15) que corresponde al compuesto 72b, se observa la banda de
vibracion de tension a 1699 cm™ que pertenece grupo carbonilo (C=0) en C-20, mientras que en
1655 cm™ se observa la banda de tension del carbonilo insaturado (C=O a, B, v, 8) en C-3. De
igual manera en 1584 cm™ se observa la banda de tension correspondiente a los carbonos
vinilicos C=C. En la region espectral de 1225 cm™ se observa la banda de tension para enlace C-
Oy en un rango menor de 3000 cm, se observa la banda de tension correspondiente al enlace

C-H presente en la molécula.
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Figura 15. Espectro de IR del compuesto 72b.

7.2.3 Andlisis del espectro de *H y 13C del 6-etoxi-4,6-dieno-3,20-diona (72c)

De igual manera se analizaron los espectros de *H y *C del compuesto 72c, en el cual se
observaron sefiales caracteristicas que corresponden con la estructura propuesta. En la Figura 16
se muestra el espectro que corresponde al derivado 6-etoxi-4,6-dien-3,20-diona, en el cual se
puede observar una sefial simple a 6.31 ppm que corresponde al protén vinilico H-4 y en 5.12
ppm destaca una sefial doble que pertenece al proton vinilico H-7. En 3.74 ppm, se observé una
sefial cuddruple que corresponde a los protones bases de oxigeno del grupo etoxi (CH3CH20),
mientras que a campos altos (1.32 ppm) se observé un triplete que corresponde a los protones del

metilo del mismo grupo.
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Figura 16. Espectro de RMN de H del compuesto 72c.

En el espectro de *C (Figura 17), en 209.0 y 199.7 ppm se observaron las sefiales asignadas a
los grupos carbonilos de cetona en C-20 y C-3, respectivamente. En un rango de 159.1-108.9
ppm se observaron las sefiales que corresponden a los carbonos vinilicos en C-5, C-6, C-4y C-
7. Adicionalmente, se observ6 en 62.9 ppm una sefial que corresponde a la fraccion base de
oxigeno (CH20), mientras que en 14.4 ppm se confirmd la sefial perteneciente al grupo metilo
base de oxigeno (CH3CH-O) presente en C-6. Todas las sefiales se asignaron con ayuda de los

experimentos bidimensionales (HSQC y HMBC).
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Figura 17. Espectro de RMN de *C del compuesto 72c.

En la Tabla 3 se resumen los desplazamientos quimicos seleccionados de *H y *3C de las dos
familias de enoles éteres sintetizados. Se puede observar que el patron de desplazamiento
quimico del protén H-4 en los derivados metoxi y etoxi esté entre 6.24-6.31 ppm, mientras que
para el protén H-7 los desplazamientos quimicos se encuentran entre 5.12-5.17 ppm. De igual
manera se pueden observar los desplazamientos quimicos de los protones base de oxigeno
(6°CH30), en este caso en los derivados 72b y 73b, se encuentran entre 3.58 ppm y 3.59 ppm,
respectivamente. Por otro lado, para los derivados etoxi, los desplazamientos quimicos de los
protones del grupo CH.O para ambos compuestos se observo a 3.74 ppm, en el caso de los
protones del metilo del grupo CH3CH>O aparecieron a campos altos a 1.31 ppm para 73c y para
el compuesto 72c a 1.32 ppm. Las sefiales de los carbonos correspondientes al grupo cetona en
C-3 de los derivados metoxi y etoxi se encuentran cercanos a 199 ppm. Las sefiales asignadas a
los carbonos vinilicos se observaron entre valores de desplazamientos quimicos para el carbono
en C-4 (entre 119.2-119.5 ppm), en C-5 (158.3-159.6 ppm), en C-6 (149.2-150.0) y en C-7
(108.0-110.0 ppm), respectivamente. También se observo las sefiales correspondientes a los
grupos metilos base de oxigeno de los derivados metoxi (72b y 73b) que ambos desplazamientos
quimicos estan cercanos a 54.6 ppm. Mientras para los derivados etoxi las sefiales asignadas a

los grupos CH>0 se observan cercano a 62.8 ppm, y para el grupo CH3CH>0O alrededor de 14
ppm.
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1H 13C
Derivados H-4 | H-7 | 6°CHs0 H-18 H-19 | C-3 C-4 C-5 C-6 Cc-6’
metoxi
XI OCHs
6.25 | 5.14 3.59 0.72 1.12 | 199.5| 119.5 | 158.8 | 150.1 54.6
o
6.24 | 5.12 3.58 0.77 1.12 | 199.7 | 119.3 | 159.3 | 150.0 54.6

Deriados etoxi | H-4 | H-7 | CHO | CH:CH,O| C-3 | C-4 | C-5 | C-6 | 6CHO 6
CH3CH0

° 1631|512 | 374 1.32 199.7 | 1195 | 159.1 | 1494 | 62.9 144

w 6.31| 517 | 3.74 131 199.9 | 119.2 | 159.6 | 149.2 | 62.8 14.5

7.2.4 Analisis de la caracterizacion de 72c de espectrometria infrarroja por transformada de
Fourier (FT-IR)

En la Figura 18 se muestra el espectro de IR donde se observan las bandas de absorcion
caracteristicas que corresponde al compuesto 72c. En la region de 1701 cm se observa la banda
de vibracion de tension del enlace de carbonilo de cetona C=0 en C-3, mientras que, en 1658

cm se observa una sefial de vibracion de tension para el carbonilo insaturado (C=0 a, B, v, d).




Igualmente, se observa en 1224 cm™ la banda de vibracion de estiramiento que pertenece al
enlace C-O. En 1584 cm™ se observa la banda de tension que corresponde al enlace C=C, y en

2943 cm™* se observan una banda de tension del enlace C(sp®)-H.

Figura 18. Espectro de IR del compuesto 72c.

7.3.  Reactividad de los derivados de enol éteres

Para evaluar la estabilidad de los enol éteres, y considerando que, en un trabajo previo hecho por
nuestro equipo de investigacion,> en el cual el derivado 6-metoxicolesta-4,6-dien-3-ona (75) se
hizo reaccionar con hidroxilamina para obtener la correspondiente oxima (76) (Esquema 17); se
plante6 hacer reaccionar 75 con semicarbazida para generar la semicarbazona correspondiente
enel C-3.

—
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HO_ ~

74 75 76

i) Reactivo de Jones ii) I,/MeOH iii) NH,OH-HCI, EtOH, AcONa.

Esquema 17. Trabajo previo, reaccion del 6-metoxicolesta-4,6-dien-3-ona (76) con hidroxilamina.

Cabe mencionar que se tomd como modelo al colesterol debido a que es una materia prima
accesible, y no posee otro grupo funcional que interfiera en la reaccion de condensacion. Una
vez transformado el colesterol (1) en el enol-éter 75, ésta se hizo reaccionar con clorhidrato de

semicarbazida y acetato de sodio a reflujo de etanol.

H
HZNTN\N/
o o
76
1 i J—
H
HZNTN\N/ B
|
0 o N wn
OZ\NHZ
77a 77b

i) Reactivo de Jones ii) 1/MeOH iii) H,NNHCNH,+ HCI, EtOH, AcONa.

Esquema 18. Ruta de sintesis para obtener el derivado imino.

Con esta reaccion se esperaba obtener el compuesto 76 sin embargo, se obtuvo el compuesto 77,
cuya formacion se puede explicar considerando que en el medio de la reaccion ocurrié una
hidrolisis favoreciendo la transformacion enol-éter/ceto regenerando el derivado 74, el cual
sufri6 una condensacion en C-3 y en C-6, obteniendo una mezcla de ambos isémeros (77a'y 77b)

(Esquema 18).
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En la Figura 19 se muestra una expansion del espectro de *C que se obtuvo para dicha mezcla,
sin embargo, no fue posible separar los compuestos puros. En el espectro se puede observar una
sefial intensa en 201.4 ppm que corresponde a una sefial del grupo carbonilo de cetona, lo que
descart6 que el grupo metoxi siguiera presente en la estructura. Mientras que en 158.0 ppm se
observaron dos picos caracteristicos del carbonilo de fraccidn de la semicarbazida; y entre 149.7
a 105.0 ppm se observan sefiales que corresponde a los carbonos vinilicos y a las sefiales del

enlace C=N.

Figura 19. Espectro de *C del compuesto 79.

7.4. Reaccién de condensacion entre un derivado de diosgenina 22,26-

dioxocolestanico y p-anisidina

Dado que no se formd el iminoesteroide en el C-3, se intentd formar un imino esteroide en el C-
26 mediante la reaccion de condensacion de un aldehido derivado de diosgenina y la p-anisidina.
Los aldehidos, al poseer en su estructura un &tomo pequefio de hidrogeno, el carbono del grupo

carbonilo tiene una carga ligeramente mas positiva que las cetonas provocando que el nucledfilo,
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que en este caso se utilizé el grupo amino de la p-anisidina, no tenga impedimento y pueda atacar
mas efectivamente al grupo carbonilo. Para llevar a cabo esta reaccién, se tomé como materia
prima a la diosgenina (78), a la cual se le realiz6 una apertura de anillo en medio acido para
formar el derivado 26-hidroxi-22-oxocolestanico 79. Posteriormente, se efectué una oxidacion

del grupo alcohol de 79 con un agente oxidante suave para acceder al aldehido 80 (Esquema 19).

CH,
Ac,0/ BF;OEt,

R

0°C

78 79 80

Esquema 19. Reaccidn general para la obtencién del compuesto 80.

7.4.1. Apertura de los anillos E y F de la diosgenina

La reaccion de apertura de la diosgenina se llevd a cabo usando el BFz*OEt, como acido de
Lewis, en presencia de anhidrido acético a 0 °C.53 Es importante mantener la temperatura en esta
reaccidn, ya que si se eleva se generan otros productos indeseables.

Bajo estas condiciones de reaccion, uno de los grupos carbonilos del Ac2O es activado por el
acido de Lewis (Esquema 20), mientras que el otro grupo carbonilo es atacado por el par
electronico del &tomo de oxigeno presente en el anillo E, este ataque es promovido a la vez por
el par electronico del aomo de oxigeno del anillo tetrahidropiranico, formando como
intermediario el ion oxonio I. Posteriormente, | sufre el ataque de una molécula de agua sobre el
C-22 formando el intermediario I1; asi el atomo de oxigeno tetrahidropiranico recupera su par
electrénico. A continuacidn, ocurre una desprotonacion de Il seguido de la protonacién del atomo
de oxigeno tetrahidropiranico que conduce a la formacion del intermediario hemiacetalico 111.
Después la apertura del anillo F de este intermediario se obtiene mediante la participacién de un
par electronico del &tomo de oxigeno del alcohol para generar una cetona protonada IV, cuya
desprotonacion conduce al compuesto 22-0x0-26-hidroxilado (79).
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i \_C_H3 — 2 CH3
o: Et,0-BF,/Ac,0 2 o
et 2 3/ACY OAc H,0 : o,chz
0°C
HO o] _
,4 0-BF; I "
80 G’< lon oxonio
H H
= o X
. - CH, = CH,;
_— LQ‘H —_— O‘H
OAc OAc
1] v 79

Esquema 20. Mecanismo de reaccién para la formacion del compuesto 79.

7.4.1.1.  Analisis del espectro de RMN de H y 13C del diacetato de (25R)-26-hidroxi-22-
oxocolest-5-eno-34, 16f-diilo (79)

En el espectro de RMN de *H para el compuesto 79 (Figura 20), en 5.34 ppm se observa la sefial
del protén vinilico H-6, como una sefial doble ancha que integra para un proton en C-6. En 4.96
y 4.57 ppm se encuentran sefiales maltiples que pertenecen a los protones C-3 y C-16,
respectivamente. En 3.41 ppm se observa una sefial doble debido al acoplamiento con el proton
de H-25 (J= 6.0 Hz). Mientras que a campos altos (2.02 y 1.96 ppm) se observan los protones de

los metilos que pertenecen a los grupos acetatos en las posiciones C-3 y C-16, respectivamente.
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Figura 20. Espectro de *H de RMN del compuesto 79.

En el espectro de RMN de **C del compuesto 79 (Figura 21), en 213.6 ppm se observa la sefial
caracteristica al carbono de cetona en C-22, mientras que la sefial de los carbonilos de los grupos
acetatos en C-3 y C-16, se distinguen en 1704 y 169.8 ppm, respectivamente.
Asimismo, en 139.6 y 122.2 ppm se observan las sefiales de los carbonos vinilicos presentes en
C-5 y C-6, respectivamente. Cabe destacar que el nimero de sefiales y los desplazamientos

quimicos son consistentes con lo reportado en la literatura.>®
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Figura21. Espectro de 13C de RMN del compuesto 79,
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7.4.1.2.  Analisis de la caracterizacion de 79 de espectrometria infrarroja por transformada
de Fourier (FT-IR)

Figura 22. Espectro de IR del compuesto 79.

En la Figura 22 se muestra el espectro de IR donde se observan las bandas de absorcion
caracteristicas correspondientes al compuesto 79. En la region de 3465 cm™ se observa la banda
de tension ancha que corresponde al enlace O-H, en la region de 2928 cm™ se observa la banda
de tension del enlace C-H. Asimismo, se observa que en la region de 1705 cm™ aparece la banda
de vibracion de tension del enlace de carbonilo (C=0) de los grupos acetatos presentes en C3 'y
C-16, respectivamente. Mientras que en 1728 cm™ se observa una sefial de vibracion de tension
que corresponde al carbonilo de cetona (C=0) en C-22. Igualmente, se observa en 1573 cm™ la
banda de tension que corresponde al enlace C=C.

61

—
| —



7.4.2. Oxidacion del diacetato de 25(R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-eno-38, 16-

diilo (79) con PCC

Una vez obtenido el derivado 79, se prosiguio a la oxidacion del grupo alcohol presente en C-26

con PCC (Esquema 21) para generar el correspondiente aldehido (80).

74.2.1.

PCC

CH,Cl,

AcO AcO

79 80

Esquema 21. Sintesis para la obtencién del compuesto 80.

Analisis del espectro de RMN de *H y 13C del diacetato de (25R)-22,26-dioxocolest-
5-eno-3p, 16p-diilo (80)

En la Figura 23 se muestra el espectro de *H del 26-aldehido (80), destaca una sefial doble que

integra para un proton en 9.6 ppm que corresponde al proton del aldehido en C-26. En 5.3 ppm

se observa una sefial doble que corresponde al proton vinilico H-6. En un rango de 5.15-4.35

ppm, se observan un paquete de sefiales traslapadas que corresponden a los protones C-3 y C-16,

respectivamente. A campos altos (2.03 y 1.96 ppm) destacan dos sefiales simples que integran

para tres protones cada una y que corresponden a los metilos de los grupos acetatos en las

posiciones C-3 y C-16, respectivamente.
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Figura 23. Espectro de RMN de H del compuesto 80.

En el espectro de 3C (Figura 24) se observan las 31 sefiales que se esperan para el compuesto
80. En 212.3 ppm se aprecia la sefial caracteristica de C-22 que pertenece al carbonilo de cetona,
mientras que a 204.5 ppm se observa la sefial que pertenece al carbonilo de aldehido en C-26. En
170.6 y 170.01 ppm se observan las sefiales caracteristicas de los carbonilos de los grupos
acetatos en C-3 y C-16, respectivamente. Las sefiales para los carbonos vinilicos C-5y C-6 se
observan a 140.0 y 122.3 ppm. Asimismo, en 75.8 y 74.0 ppm se observan las sefiales que
corresponden a C-16 y C-3, respectivamente. Cabe destacar que el nimero de sefiales y los

desplazamientos quimicos son consistentes con lo reportado en la literatura.>
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Figura 24. Espectro de RMN de **C del compuesto 80.

7.4.2.2.  Analisis de la caracterizacion de 80 de espectrometria infrarroja por transformada
de Fourier (FT-IR)

En el espectro de IR correspondiente al compuesto 80 (Figura 25), se pueden observar las bandas
de absorcion esperadas mas importantes, en la region de 2936 cm™ se aprecia la banda de
vibracion de tensién que corresponde al enlace C-H. Mientras que se observa una banda de
vibracion de tension débil a 2826 cm™ que corresponde al enlace C-H del carbonilo de aldehido.
De igual manera se pueden observar que los grupos carbonilos (C=0) de los grupos acetatos,
cetona y aldehido comprenden en la region de 1705, 1720y 1726 cm™, respectivamente. Por otro
lado, se observa una banda de flexién de los carbonos alfa al grupo carbonilo (C-CO-C) en 1250

cm
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Figura 25. Espectro de IR del compuesto 80.

7.4.3. Reaccion de condensacion de 26-aldehido con p-anisidina

Una vez obtenido el compuesto 80 planteamos realizar la reaccion de condensacion con p-
anisidina. Con esta reaccion se esperaba obtener el compuesto 81, sin embargo, se obtuvo el
compuesto 82. De acuerdo con el Esquema 22 se puede observar que con en estas condiciones
de reaccion se favorecio la condensacion 1,5-dicarbonilica con el grupo amino de la p-anisidina.
Cabe resaltar que el rendimiento de reaccion fue bajo (7.5%), sin embargo, fue interesante el
producto ya que no hay reportes en la literatura de este compuesto y result6 ser una nueva forma

de generar un anillo de tipo 1,4-dihidropiridina en la cadena lateral de la diosgenina.
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80

AcO

82

i) Tolueno, p-TsOH

Esquema 22. Reaccion de condensacion de 82 con p-anisidina.

7.4.3.1.  Andlisis del espectro de RMN de *H y 13C del compuesto 82

En el espectro de *H (Figura 26) se observan las sefiales correspondientes al compuesto 82, a
campos bajos (7.24-6.76 ppm) destacan las sefiales que pertenecen a los protones del grupo
aromatico, en 5.84 ppm se observa una sefial simple que corresponden a los protones H-23 y H-
26, mientras que a 5.35 ppm destaca una sefial doble que integra para un protén que pertenece al
proton vinilico H-6. En 3.87 ppm se observa una sefial simple que integra para tres protones y
que corresponde a los protones del grupo metoxi (ArOMe). Por otro lado, en 2.02 ppm se observa
una sefial simple que integra para tres protones que pertenecen a los metilos de los grupos acetatos
en C-3 y C-16, respectivamente. Asimismo, a campos altos 1.93 y 1.87 ppm se observan las
sefiales que integran para tres protones y que corresponden a los protones de los grupos metilos

presentes en C-27 y C-21, respectivamente.
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Figura 26. Espectro de RMN de *H del compuesto 82

En el espectro de *3C (Figura 27) se observan las sefiales que se esperan para el compuesto 82.
En 170.7 y 170.4 ppm se aprecian las sefiales caracteristicas del carbonilo de los grupos acetatos
que pertenecen a C-3 y C-16, respectivamente. En 158.7 ppm se observa la sefial caracteristica
para el carbono ipso (Ar-O-Me). Mientras que la sefial para el carbono unido al nitrégeno (C-23)
se aprecia en 139.6 ppm. Las sefiales para los carbonos vinilicos C-5y C-4 se observan a 138.6
y 122.3 ppm, respectivamente. Por ultimo, en un rango de 114.0 a 129.6 se aprecian las sefiales

de los carbonos del grupo aromatico.

67

—
| —




Figura 27. Espectro de *C de RMN del compuesto 82.

7.4.3.2.  Analisis de la caracterizacion de 82 de espectrometria infrarroja por transformada
de Fourier (FT-IR)

A continuacion, se muestra el espectro de IR que corresponde al compuesto 82 (Figura 28). En
3059 cm* se observa una banda de tension del enlace =C-H que corresponde al anillo aromatico,
mientras que la banda de tension del enlace C=C se observa alrededor de 1514 cm™. Por otro
lado, se observan la banda perteneciente al carbonilo de los grupos acetatos que caen en un rango
de 1725 cm™. Finalmente, para el grupo alquil aril éter (metoxi benceno) se aprecian dos bandas
de tension o estiramiento del enlace C-O, las cuales estan entre 1257 cm™ correspondiente al
enlace Ar-O-Me, mientras que en 732 cm™ se observa la banda de flexion oop del anillo

aromatico p-sustituido.
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Figura 28. Espectro de IR del compuesto 82.

7.5.  Evaluacion biologica de los derivados esteroidales

Como se menciond en los objetivos, se llevd a cabo la evaluacion citotdxica de los compuestos
72b-73b, 72c-73c, 82 por el método MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio).>® Se utilizd la linea celular de cancer de mama MCF-7, se aplicaron diferentes
concentraciones de los compuestos a 2x10* células utilizando como grupo control las células sin

ningun tratamiento (Tabla 4).
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Concentracion de compuestos en DMSO

Compuestos 0.5 % DMSO 0.75 % DMSO 1% DMSO
72b 275 nug /mL 412.5 png /mL 550 pg /mL
73b 71.25 pg /mL 106.9 pg /mL 142.5 pg /mL
72¢c 260 pg /mL 390 pg /mL 520 pug /mL
73c 68.75 pg /mL 103.125 pg /mL 137.5 pg /mL
82 250 pg /mL 375 pg /mL 500 pg /mL

En la Figura 29 se muestra el grafico del grupo control negativo y el porcentaje del disolvente
DMSO sin tratamiento que se utilizo para la preparacion de las diferentes concentraciones de
compuestos, donde se puede observar que el disolvente DMSO por si solo a un porcentaje de 0.5,

0.75y 1 % muestra actividad frente a las células inhibiendo el 25% de ellas.

MTT DMSO vs MCF-7 24 h
125+

100+

75+

% Viabilidad celular

0.75 1
% DMSO

Figura29. Ensayo MTT de distintos porcentajes de DMSO contra células MCF-7 con 24 h de
incubacion. Los resultados se expresan como porcentaje con respecto al control negativo (CN).
Los datos se expresan como valores + de desviacion estandar (SD). El analisis estadistico fue realizado
mediante un ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Dunnett. Los valores con p <0.05
fueron considerados estadisticamente significantes. Siendo ** p <0.01.

Mientras que los resultados para los compuestos se pueden observar en la Figura 30 que muestra
que los productos no inhibieron de manera dosis dependiente el porcentaje de células. En el

grafico de los compuestos 73b,73c y 82, se observd inhibicion a partir de las concentraciones
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142.5, 137.5 y 500 pg/mL, respectivamente. Mientras que para los compuestos 72b y 72c se
puede observar que si hubo inhibicién y que el porcentaje de células vivas esta en un rango del
25-30%. Como conclusion de este ensayo se predijo que posiblemente la actividad mostrada en
los datos no se debia a los compuestos sintetizados si no que el DMSO pudo influir en la

inhibicion de las células.
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Figura 30. Ensayos MTT de los compuestos esteroidales sintetizados (derivados metoxi: 72b y
73b., derivados etoxi: 72c y 73c., y 82) contra células de cancer de mama MCF-7 con 24 h de
incubacion. Los resultados de expresan como porcentajes con respecto al control negativo (CN). Los
datos se expresan como valores + de desviacion estandar (SD). El analisis estadistico fue realizado
mediante un ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Dunnett. Los valores con p <0.05
fueron considerados estadisticamente significantes. Siendo * p <0.05, ** p <0.01 and *** p <0.001.

Por ello se opto por repetir el ensayo, esta vez preparando 5 mg/ 100 pL del compuesto en DMSO,
cabe recalcar que ciertos compuestos no se disolvieron completamente por lo que se le agrego

mas volumen del disolvente (Tabla 5).
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Compuesto Cantidad del DMSO Concentracion final Concentracion final
compuesto (uL) (mg/mL) (M)
(mg)

72b 55 100 55 0.18

72¢ 5.2 100 52 0.16

73b 5.7 400 14.2 0.034

73c 55 400 13.7 0.031

82 5.0 100 50

A partir de las soluciones estdndar mostradas en la tabla anterior, se realizaron calculos para
obtener las concentraciones de los compuestos a un porcentaje de 0.25-1% de DMSO. Es
importante mencionar que como no todos los compuestos presentaron un porcentaje de viabilidad
considerado en el ensayo anterior, para esta prueba se tomd como referencia el porcentaje de
viabilidad de las pruebas anteriores mostradas en la Figura 30. En el primer ensayo, se prepard
una solucion de 72b a una concentracién de 275 pg/mL, observandose un porcentaje de
viabilidad cercano al 25%. Por lo anterior, se esperaba que a una concentracion menor (135.5
pg/mL), el porcentaje de inhibicién fuera mayor, sin embargo, como se observa no fue el caso,
por el contrario, se observd un porcentaje de viabilidad de 50%. De igual manera para el derivado
72c, a una concentracion de 130 pg/mL, mostré una inhibicion del 50% de manera dosis
dependiente de células. En el caso de los compuestos derivados de B-sitosterol (73b y 73c) se
observa que el porcentaje de viabilidad se mantiene en un rango de 70-100%. Mientras que para
el compuesto 82, a una concentracion de 375 pg/mL, present6 un porcentaje <50% de viabilidad

y a una concentracion de 260 pg/mL se observo alrededor de 50% de células vivas (Figura 31).
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Figura 31. Ensayos MTT de los compuestos esteroidales sintetizados (derivados metoxi: 72b y
73b., derivados etoxi: 72c y 73c., y 82) contra células de cancer de mama MCF-7 con 24 h de
incubacion. Los resultados se expresan como porcentaje con respecto al control negativo (CN).
Los datos se expresan como valores + de desviacién estandar (SD). El analisis estadistico fue
realizado mediante un ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc Dunnett. Los valores

con p <0.05, ** p <0.01 and *** p <0.001.

Con base a estos datos se calcul6 la concentracion letal media (LCso) de cada compuesto, como
se observa en la Tabla 6 en el que se pueden observar que no inhibieron de manera dosis
dependiente el porcentaje de células, observandose que las concentraciones exceden por arriba

de 300 uM.
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Compuesto LCso (M)
1 72b ~400
2 72c ~364
3 73b >333
4 73c >300
5 82 <623

De acuerdo con la informacién de la Tabla 6, se concluye que los compuestos sintetizados no se

consideran buenos agentes citotoxicos para la linea celular estudiada.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Reactivos y disolventes

Las materias primas y los reactivos utilizados son de marca Sigma-Aldrich, fueron usados sin
purificacion previa. Los disolventes de grado analitico empleados fueron metanol (MeOH) y
etanol (EtOH).

8.2 Cromatografia

Se empled el uso de la cromatografia en capa fina (CCF), utilizando placas comerciales de gel
de silice ALUGRAM® SIL G/UV254. El revelado de las placas se empled luz ultravioleta (254
nmy 365 nm) o por calcinacion de las placas sumergidas en acido sulfurico (H2SO4) al 50%. Las
columnas cromatograficas (CC) se realizaron en gel de silice Davisil™ grado 633 (malla 200—

425), usando como eluyente un sistema de hexano / acetato de etilo (AcOEt).

8.3 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear se obtuvieron en un espectrometro Spinsolve,
Magritek 80 NMR (80 MHz para *H, 20 MHz para **C). Se uso cloroformo deuterado (CDCls)
como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como sefial estdndar interna. Se realizaron
experimentos para una elucidacion completa y se obtuvieron espectros de *H, *C, DEPT, asi
como espectros de experimentos bidimensionales (COSY, HMBC y HSQC). Los
desplazamientos quimicos se expresan en ppm (d), las constantes de acoplamiento (J) se expresan
en Hertz y la multiplicidad se indico de la siguiente manera: s = singulete, d = doblete, t = triplete,
dd = dobles de dobles, td = triplete de dobles, g = cuarteto y m = multiplete.

8.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Se obtuvieron los espectros infrarrojos de los intermediarios y productos en un instrumento de
FTIR Perkin Elmer Spectrum 100 (rango: 4000-600 cm™). Los datos se expresaron en funcion

del nimero de onda (cm™).
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8.5 Espectrometria masas (EM)

Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) de los intermediarios y productos se
obtuvieron en un espectrometro Synapt G2-Si (Waters) equipado con una fuente de iones por
electropulverizacion (ESI), un filtro de masas de cuadrupolo Unico y un analizador de masas de
tiempo de vuelo (Q-TOF).

8.6 Preparacion del reactivo de Jones

En un vaso de precipitado se agregaron 5 g de CrOs, seguido de 14.3 mL de H>O posteriormente
se afadieron gota a gota 4.51 mL de H2SOs4, la mezcla se mantuvo en agitacion constante en un
bafio de hielo durante 30 minutos.

8.7 Ensayo por el método MTT

Para determinar la citotoxicidad de las proteinas elegidas en las lineas celulares de origen
canceroso se realizd mediante la transformacién del bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol a formazan (MTT) por las deshidrogenasas mitocondriales.

El principio del ensayo se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa
en un compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionalidad
mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de
formazan producido. La técnica sigue los criterios determinados por (Mosmann, 1983).>° Para
esto se retaron a las células con diferentes concentraciones de las proteinas seleccionadas durante
24 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, se afiadié 5 mg/mL de MTT y se incub6 por 4 h a
las condiciones de cultivo. Finalmente, se retir6 el medio y se agregaron 100 pL de isopropanol
0 DMSO, para disolver los cristales de formazan formados. Se realiz6 una lectura de absorcion
a 595 nm y por ultimo se realizé una grafica de absorbancia contra concentracion celular para

determinar la LCso.
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8.7.1 Lineas celulares

La evaluacion de la citotoxicidad se realiz6 en lineas celulares de cancer de mama MCF-7.

8.7.2 Condiciones del medio:

Las condiciones fueron: medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de penicilina-estreptomicina. Las células fueron
mantenidas a una atmosfera de 5 % de CO» y humedad saturada (95 %) a 37 °C. Para los ensayos

se utilizaron 2.0x10* células.
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9. PARTE EXPERIMENTAL

9.1. Procedimiento para la sintesis de derivados 4-en-3,6-endionas

R1 R1
/C§i§ Reactivo de Jones
—_—
HO (o)
(0]

Esquema 23. Sintesis de derivados de 4-en-3,6-endionas.

En un matraz de bola de 100 mL se afiadié una solucion del esteroide (1 g, 2.92 mmol para pregn-
5-en-3pB-0l-20-0na, 2.41 mmol para B-sitosterol), en una mezcla de CH>Cly/Acetona (25 mL/10
mL), después fue afiadido lentamente el reactivo de Jones 4.5 mL (2.8 M), la reaccion se dejo 6
h en agitacion magnética a temperatura ambiente (Esquema 23). Una vez terminado el tiempo
de reaccidn se procedio a inactivar la reaccion afiadiendo poco a poco (5.0 mL) isopropanol hasta
que se observo un cambio de color de naranja a verde. El crudo de reaccion se pasé por una
percolativa que contenia gel de silice como fase estacionaria y se eluy6 con AcOEt (150 mL).
Por altimo, el disolvente se concentr6 a presion reducida. El residuo se purificd como se indica

para cada derivado del esteroide.

Pregna-4-eno-3,6,20-triona (72a)

72a
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El residuo se purificd por CC (80-20 hexano-AcOEt) obteniéndose 72a como un sélido (680 mg,
65 % de rendimiento). IR: 1700 (C=0), 1658 (C=0), 1681 (C=0 a, B, v, d insaturado), 1585
(C=C) cm™. RMN 'H (80 MHz, CDCl3) &: 6.16 (1H, s, H-4), 2.14 (3H, s, H-211), 1.18 (3H, s,
H-19) 0.69 (3H, s, H-18); RMN *C (20 MHz, CDCls) &: 208.6 (C-20), 201.4 (C-3), 199.0 (C-6),
160.3 (C-5), 125.4 (C-4), 62.9 (C-9), 56.2 (C-14), 50.4 (C-17), 46.2 (C-7), 43.6 (C-13), 39.4 (C-
10), 37.9 (C-12), 35.2 (C-1), 33.7 (C-2), 33.7 (C-8), 31.2 (C-21), 23.9 (C-16), 22.6 (C-15), 20.6
(C-11), 17.3 (C-19), 13.0 (C-18). HRMS ESI: calculado para C21H2803 ([M+H]"): 328.2038,
encontrado: 328.2117.

24-Etilcolest-4-eno-3,6-diona (73a)

o
73a

El residuo se purificé por CC (90:10 Hexano-AcOEt), obteniéndose 73a como un solido (820
mg, 80% de rendimiento). IR: 1678 (C=0), 1686 (C=0 a, P, y, & insaturado), 1602 (C=C) cm™,
RMN 'H (80 MHz, CDCl3) &: 6.17 (1H, s, H-4), 1.17 (3H, s, H-19), 0.95 (3H, d, J= 6.4 Hz, H-
21), 0.87 (3H, d, J= 6.7 Hz, H-26), 0.86 (3H, d, J= 6.7 Hz, H-27), 0.73 (3H, s, H-18). RMN 3C
(20 MHz, CDCls) 6: 202.2 (C-6), 199.4 (C-3), 161.0 (C-5), 125.4 (C-4), 56.5 (C-17), 55.8 (C-
14), 50.9 (C-9), 46.7 (C-7), 45.7 (C-24), 42.5 (C-13), 39.7 (C-12), 39.1 (C-8), 36.0 (C-20), 35.5
(C-1), 34.1 (C-10), 33.9 (C-22), 33.8 (C-2), 29.1 (C-25), 28.0 (C-16), 26.0 (C-23), 23.9 (C-15),
23.0 (C-28), 20.8 (C-11), 19.8 (C-26), 19.0 (C-21), 18.6 (C-27), 17.4 (C-19), 11.9 (C-18), 11.8
(C-29). HRMS ESI: calculado para C29H4s02 ([M+H]"): 427.3498, encontrado: 427.3576.

9.2.  Procedimiento para la sintesis de los derivados 6-alcoxi-4,6-dien-3-onas
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R! R!

I
—_—

MeOH, A
o o
OR?

o)
R2= Me, Et
"= QE o

Esquema 24. Ruta de sintesis para la obtencion de enol éter derivados de pregn-5-en-33-ol-20-ona y -
sitosterol

En un matraz de bola de 100 mL se afiadio la dicetona correspondiente (0.5 g, 1.52 mmol pregna-
4-eno0-3,6,20-triona, 1.17 mmol 24-etilcolest-4-eno-3,6-diona) y se disolviéo en MeOH o EtOH
grado ACS (30 mL), se afiadieron cantidades cataliticas de 1> (22 mg) y se dejé en agitacion
magnética a reflujo por 5 h (Esquema 24). Posteriormente el disolvente se elimind a presion
reducida y al crudo de reaccion se diluyé con CH>Clz y se lavo con una solucion acuosa de
NaHSOz al 5% (15 mL), salmuera (2 x 30 mL) y agua (3 x 30 mL). Por ultimo, la fase orgénica
resultante se seco sobre Na>SOa4 anhidro, se filtré y se concentr6 a presion reducida. El residuo

se purificd como se indica en cada caso.

6-Metoxipregna-4,6-dieno-3,20-diona (72b)

oL

72b

El residuo se purificéd por columna cromatogréafica (75:25—7:3 Hexano/AcOEt) obteniéndose
72b con caracteristica aceitosa (130 mg, 25% de rendimiento). IR: 1699 (C=0), 1657 (C=0 a,
B, v, & insaturado), 1584 (C=C), 1225 (C-O) cm™. RMN !H (80 MHz, CDCls) §: 6.25 (1H, s, H-
4),5.14 (1H, d, J7s= 1.6 Hz, H-7), 3.59 (3H, s, CH30), 2.14 (3H, s, CH3-21), 1.12 (3H, s, H-19),
0.72 (3H, s, H-18). RMN *3C (20 MHz, CDCls) §: 209.0 (C-20), 199.5 (C-3), 158.8 (C-5), 150.1
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(C-6), 119.5 (C-4), 108.0 (C-7), 63.3 (C-17), 54.6 (CH30), 54.6 (C-14), 50.9 (C-9), 44.5 (C-13),
38.5 (C-12), 36.3 (C-10), 35.3 (C-8), 34.2 (C-1), 33.5 (C-2), 31.4 (C-21), 24.0 (C-16), 22.7 (C-
15), 20.5 (C-11), 16.3 (C-19), 13.3 (C-18). HRMS ESI: calculado para C22H310s ([M+H]*):
343.2273, encontrado: 343.2277.

6-Etoxipregna-4,6-dieno-3,20-diona (72c)

o~
72c

El residuo se purificé por columna cromatografica (85:15, Hexano/AcOEt) obteniéndose 72¢ con
caracteristica aceitosa (310 mg, 57% de rendimiento). IR: 1701 (C=0), 1657 (C=0 a.,B,y,0-
insaturado), 1584 (C=C), 1224 (C-O) cm™*. RMN 'H (80 MHz, CDCls) &: 6.31 (1H, s, H-4), 5.12
(1H, d, J76= 1.6 Hz, H-7), 3.74 (2H, q, J= 7.2 Hz, CH0), 2.14 (3H, s, CH3-21), 1.32 (3H, t, J=
7.2 Hz, CH3CH20), 1.12 (1H, s, H-19), 0.72 (1H, s, H-18). RMN 3C (20 MHz, CDCls) &: 209.0
(C-21), 199.7 (C-3), 159.1 (C-5), 149.4 (C-6), 119.5 (C-4), 108.9 (C-7), 63.3 (C-17), 62.9
(CH20), 54.6 (C-14), 50.9 (C-9), 44.6 (C-13), 38.5 (C-12), 36.3 (C-10), 35.4 (C-8), 34.2 (C-1),
33.5 (C-2), 31.4 (C-21), 24.0 (C-16), 22.7 (C-15), 20.5 (C-11), 16.4 (C-19), 14.4 (CH3CH-0),
13.3 (C-18). HRMS ESI: calculado para C23Hs303 ([M+H]"): 357.2430, encontrado: 357.2420.

6-Metoxi-24-etilcolest-4,6-eno-3-ona (73b)

73b
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El residuo se purifico por columna cromatografica (92:08, Hexano/AcOEt) obteniéndose 73b
con caracteristica aceitosa (310 mg, 59% de rendimiento). IR: 1661 (C=0 a.,f,y,0-insaturado),
1586 (C=C), 1226 (C-O) cm™. RMN 'H (80 MHz, CDCls) 5: 6.24 (1H, s, H-4), 5.12 (1H, d, -
g= 1.9 Hz, H-7), 3.58 (3H, s, CH30), 2.53 (1H, m, H-2pB), 1.12 (3H, s, H-19), 0.77 (3H, s, H-18),
0.75 (3H, t, Jag-28= 7 Hz, H-29). RMN 3C (20 MHz, CDCls) §: 199.7 (C-3), 159.3 (C-5), 150.0
(C-6), 119.3 (C-4), 109.1 (C-7), 56.0 (C-17), 54.6 (CH30), 54.4 (C-14), 51.1 (C-9), 45.8 (C-24),
43.3 (C-13), 39.5 (C-12), 36.4 (C-10), 36.1 (C-20), 35.5 (C-8), 34.2 (C-1), 33.8 (C-22), 33.6 (C-
2), 29.1 (C-25), 28.1 (C-16), 26.1 (C-23), 23.9 (C-15), 23.0 (C-28), 20.6 (C-11), 19.8 (C-26),
19.0 (C-27), 18.7 (C-21), 16.4 (C-19), 11.9 (C-18), 11.9 (C-29). HRMS ESI: calculado para
Cs0Ha902 ([M+H]"): 441.3733, encontrado: 441.3727.

6-Etoxi-24-etilcolest-4,6-dieno-3-ona (73c)

0\/
73c

El residuo se purificé por columna cromatografica (92:08, Hexano/AcOEt) obteniéndose 73c con
caracteristica aceitosa (340 mg, 64% de rendimiento). IR: 1655 (C=0 «,B,y,6-insaturado), 1586
(C=C), 1226 (C-0) cm™. RMN H (80 MHz, CDCls) &: 6.31 (1H, s, H-4), 5.17 (1H, d, J7.s= 1.6
Hz, H-7), 3.74 (2H, q, J= 7.2 Hz, CH20), 1.31 (3H, t, J = 7.2 Hz, CH3CH-0), 0.93 (3H, d, J21-
20= 6.5 Hz, CH3-21), 1.12 (1H, s, H-19), 0.85 (3H, s, H-18), 0.76 (3H, t, J20.2= 6.5 Hz, H-29).
RMN 3C (20 MHz, CDCls) &: 199.9 (C-3), 159.6 (C-5), 149.2 (C-6), 119.2 (C-4), 110.0 (C-7),
62.8 (CH20), 56.0 (C-17), 54.4 (C-14), 51.1 (C-9), 45.8 (C-24), 43.3 (C-13), 39.5 (C-12), 36.4
(C-10), 36.1 (C-20), 35.5 (C-8), 34.2 (C-1), 33.8 (C-22), 33.6 (C-2), 29.1 (C-25), 28.1 (C-16),
26.1 (C-23), 23.9 (C-15), 23.0 (C-28), 20.6 (C-11), 19.8 (C-26), 19.0 (C-27), 18.7 (C-21), 16.4
(C-19), 14.5 (CH3CH:0), 11.9 (C-18), 11.9 (C-29). HRMS ESI: calculado para CsiHs:10>
([M+H]"): 455.3889, encontrado: 455.3889.
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9.3.  Procedimiento para la formacion del diacetato de (25R)-26-hidroxi-22-
oxocolest-5-eno-34, 164-diilo (79)

AcO

79

En un matraz de bola de 150 mL se disolvieron 2 g de diosgenina (78) (4.82 mmol) en CH2Cl,
(15 mL) y anhidrido acético glacial (4.3 mL). La mezcla se enfrio a 0 °C, luego se agrego gota a
gota BF3*OEt; (4.3 mL) y se mantuvo en agitacion durante 15 minutos, transcurrido ese tiempo
se vertio en un matraz Erlenmeyer que contenia agua fria. Posteriormente, se afiadié poco a poco
una solucion saturada de NaHCOs3 y se dejo toda la noche en agitacion magnética para favorecer
la hidrolisis del anhidrido acético excedente. La fase organica se extrajo con CH2Cl2 (3 x 50 mL),
se lavo con salmuera (3 x 50 mL) y agua destilada (3 x 50 mL). La fase organica se secé sobre
Na>SO4 anhidro, se filtro y el disolvente se evaporé a presion reducida. El crudo de reaccion se
purificd por cromatografia en columna utilizando un sistema hexano/AcOEt 6:4, obteniéndose
79 como un solido blanco (832 mg, 41.6% de rendimiento). IR: 3465 (O-H), 2937 (C-H,
alifatico), 1728 (C=0, cetona), 1705 (C=0, acetato), 1573 (C=C) cm™. RMN H (80 MHz,
CDCl3) &: 5.38 (1H, d, J=2.4 Hz, H-6), 5.18-4.81 (1H, m, H-16), 4.80-4.34 (1H, m, H-3), 3.41
(2H, d, J=5.6 Hz, CH>-26), 2.72-2.51 (1H, m, H-23a), 2.43-2.30 (*H, m, H-23b), 2.02 (3H, s,
CH3CO2-3), 1.96 (3H, s, CH3CO2-16), 1.14 (3H, d, J=7.2 Hz, CHs-21), 1.02 (3H, s, CHz-19),
0.97 (3H, d, J=7.2 Hz, CH-27), 0.87 (3H, s, CH-18). RMN 3C (20 MHz, CDCls) &: 213.7 (C-
22), 170.4 (CH3CO>-3), 169.8 (CH3CO»-6), 139.6 (C-5), 122.2 (C-6), 75.6 (C-16), 73.7 (C-3),
67.4 (C-26), 55.0 (C-17), 53.9 (C-14), 49.7 (C-9), 43.4 (C-20), 41.8 (C-13), 39.6 (C-12), 38.5
(C-23),38.0 (C-4),36.8 (C-1), 36.5 (C-10), 35.3 (C-25), 34.8 (C-15), 31.6 (C-7), 31.2 (C-8), 27.7
(C-2), 26.4 (C-24), 21.4 (CH3CO02-3), 21.1 (CH3CO2-16). 20.7 (C-11), 19.3 (C-19), 16.8 (C-27),
16.6 (C-21), 13.2 (C-18). HRMS ESI: calculado para CsiHOs ([M+H]+): 517.3451,
encontrado: 517.3524.
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9.4. Procedimiento para la obtencion de diacetato de (25R)-22,26-
dioxocolest-5-eno-3p, 164-diilo. (80)

AcO

80

En un matraz de bola de 100 mL se disolvio6 el compuesto 79 (0.832 g, 1.61 mmol) en 30 mL de
CHCI; y posteriormente se agregé PCC (0.5124 g, 2.37 mmol). La mezcla de reaccion se dejo
3 h en agitacion magnética a temperatura ambiente, transcurrido ese tiempo, el crudo se paso por
una percolativa que contenia gel de silice como fase estacionaria y se eluy6 utilizando un sistema
hexano/AcOEt (5:5, 175 mL). Por altimo, el disolvente se concentrd a presion reducida. El crudo
de reaccion se purifico por cromatografia en columna utilizando un sistema hexano/AcOEt 75:25,
obteniéndose 80 como un sélido blanco. (832 mg, 100% de rendimiento). IR: 2936 (CH alifatico),
1720 (C=0, aldehido), 1728 (C=0, cetona), 1705 (C=0, acetato), 1596 (C=C) cm™. RMN *H
(80 MHz, CDCls) &: 9.59 (1H, d, J=1.6 Hz, H-26), 5.35 (1H, d, J=4 Hz, H-6), 5.14-4.82 (1H, m,
H-16), 4.72-4.35 (1H, m, H-3), 2.03 (3H, s, CH3CO0»-16), 1.96 (3H, s, CH3CO-3), 1.16 (3H, d,
J=7.2 Hz, CH3-21), 1.07 (3H, d, J=4.0 Hz, CH3-27), 1.02 (3H, s, CHz-19), 0.87 (3H, s, CH3-18).
RMN C (20 MHz, CDCls) 8: 212.3 (C-22), 204.4 (C-26), 170.5 (CH3C02-16), 169.8 (CH3CO--
3), 139.7 (C-5), 122.5 (C-6), 75.6 (C-16), 74.0 (C-3), 55.1 (C-17), 54.0 (C-14), 49.8 (C-9), 43.5
(C-20), 42.0 (C-13), 39.7 (C-12), 38.7 (C-23), 38.1 (C-4), 36.9 (C-10), 36.7 (C-25), 36.6 (C-1),
34.8 (C-15), 31.8 (C-7), 31.5 (C-8), 27.8 (C-2), 26.3 (C-24), 21.5 (CH3CO0-16), 21.2 (CH3CO:-
3), 20.8 (C-11), 19.3 (C-19), 16.8 (C-27), 13.6 (C-21), 13.2 (C-18). HRMS ESI: calculado para
C31H4606 ([M+H]+): 515.70, encontrado: 517.69.
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9.5.  Procedimiento de la reaccién de condensacion del 26-aldehido (80) con

p-anisidina

AcO

82

En un matraz de bola de 100 mL se disolvié 80 (370 mg, 0.71 mmol) y p-anisidina (176 mg, 1.43
mmol) en tolueno (15 mL) y se afiadieron cantidades cataliticas de p-TsOH. La mezcla de
reaccion se dejé 5 h en agitacién magnética a reflujo usando la trampa de Dean-Stark para
recolectar el agua formada en la reaccion. El crudo de reaccion se purificd por cromatografia en
columna utilizando un sistema hexano/AcOEt 7:3, obteniéndose 82 como un sélido blanco (60
mg, 7.3% de rendimiento). IR: 1725 (C=0 acetato), 1514 (C=C), 1257 (Ar-O-Me) cm™. RMN
'H (80 MHz, CDCl3) &: 7.24-6.76 (H-Ar), 5.83 (1H, s, H-23, H-26), 5.35 (1H, d, J=4.0 Hz, H-6)
5.18-4.98 (1H, m, H-16), 4.81-4.33 (1H, m, H-3), 3.87 (3H, s, CH30), 2.02 (3H, s, CHs-AcO-
3,16), 1.92 (3H, s, H-27), 1.89 (3H, d, J = 4.0 Hz, H-21), 1.01 (3H, s, H-19), 0.79 (3H, s, H-18).
RMN 3C (20 MHz, CDCls) &: 170.6 (OAc-3), 170.4 (OAc-16), 158.9 (Ar-C-O-ipso), 139.8 (C-
23),138.8 (C-5), 131.9 (C-22), 129.7 (CH-Ar), 128.10 (C-25), 122.4 (C-6), 114.2 (CH-Ar), 105.9
(C-26), 102.8 (C-23), 76.2 (C-16), 73.9 (C-3), 58.1 (C-17), 55.6 (C-OMe), 54.5 (C-14), 50.0 (C-
9), 42.6 (C-13), 39.8 (C-12), 38.2 (C-4), 37.0 (C-10), 36.7 (C-1), 35.2 (C-15), 31.7 (C-7), 31.6
(C-8),28.9 (C-24), 27.9 (C-2), 23.0 (C-20), 21.5 (C-12), 21.2 (C-27), 20.9 (C-11, OAc-3, OAc-
16), 19.4 (C-19), 13.0 (C-21), 12.8 (C-18).
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10. CONCLUSIONES

Se sintetizaron 4 derivados con el sistema 6-alcoxi-A*®-dien-3-ona (72b, 72c, 73b, 73c) mediante
una secuencia de dos pasos a partir de los esteroles 5-pregnen-33-o0l-20-ona y B-sitosterol con
buenos a moderados rendimientos (25-64%). Dicho protocolo permite obtener el sistema
insaturado en un menor numero de pasos y mediante una metodologia y tratamiento de reaccion
sencillo con respecto a las técnicas reportadas en la literatura. Adicionalmente, se confirmo la
versatilidad del yodo, en este caso como un catalizador para favorecer la transformacion ceto-
etol éter en el esqueleto esteroidal.

Se estudio la estabilidad del sistema 6-alcoxi-A*5-dien-3-ona, el cual resulté ser labil, ya que en
presencia de un medio basico se promovid la forma ceto sobre la endlica.

Se encontro la formacién de una 1,4-dihidropiridina en la cadena lateral, la cual se genero
mediante una reaccion de condensacion 1,5-dicarbonilica con p-anisidina catalizada con pTsOH.
Los compuestos 72b, 72c, 73b,73c y 82 se evaluaron para determinar su actividad citotdxica en
células de cancer de mama MCF-7 mostrando una incipiente actividad citotoxica.

Las estructuras de todos los intermediarios y productos obtenidos se caracterizaron mediante

RMN, IRy espectrometria de masas (MS).

86

—
| —



11. ANEXO

11.1. 24-Etilcolest-4-eno-3,6-diona (73a)

Figura 32. Espectro de RMN de 'H de 24-Etilcolest-4-eno-3,6-diona 73a.
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Figura 33. Espectro de RMN de *C de 24-Etilcolest-4-eno-3,6-diona 73a.

Figura 34. Espectro de IR del compuesto 73a.
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11.2. 6-Metoxi-24-Etilcolest-4,6-eno-3-ona (73b)

Figura 35. Espectro de RMN de *H del compuesto 73b.

Figura 36. Espectro de RMN de 3C del compuesto 73b.
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Transmitancia (%)

Figura 37.

Espectro de IR del compuesto 73b.
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11.3. 6-etoxi-24-Etilcolest-4,6-eno-3-ona (73c)

Figura 38. Espectro de RMN de H del compuesto 73c.

Figura 39. Espectro de RMN de *C del compuesto 73c.
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Transmitancia (%)

Figura 40. Espectro de IR del compuesto 73c.

-\

92 )



12. REFERENCIAS

[1] Reynoso-Noveron, N.; Torres-Dominguez, J. A. Epidemiologia del cancer en México: carga global y
proyecciones 2000-2020. Journal of Behavioral Medicine. 2018, 8, 9-15.
https://www.redalyc.org/pdf/2830/283059952003.pdf

[2] World health organization. International agency for research on cancer. Global cancer observatory
(GLOBOCAN) Available from URL.: https://gco.iarc.fr/

[3] Sung, H.; Ferlay, J.; Siegel, R. L.; Laversanne, M.; Soerjomataram, |.; Jemal, A.; Bray, F. Global
cancer statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in
185 countries. CA: a cancer journal for clinicians. 2021, 71(3), 209-249.
https://doi.org/10.3322/caac.21660

[4] Revisado en: https://seom.org/informacion-sobre-el-cancer/guia-actualizada/163-informacion-al-
publico-guia-de-tratamientos/hormonoterapia/1031--el-cancer-es-una-enfermedad-hormonodependiente
[5]Goldman, A. Manual de enfermeria oncolégica.
Ciudad Autonoma de Buenos Aires: Instituto Nacional del Cancer. 2014, 85.

[6] Poirier. New cancer drugs targeting the biosynthesis of estrogens and androgens. Drug Devel. Res.
2008, 69, 304-318. https://doi.org/10.1002/ddr.20263

[7] Padma, V. V. An overview of targeted cancer therapy. BioMedicine. 2015, 5, 1-6. d0i:10.7603/s40681-
015-0019-410.7603/s40681-015-0019-4

[8] Roleira, F. M.F.; Costa, S. C.; Gomes, A. R.; Varela, C. L.; Amaral, C.; Augusto, T. V.; Correia-da-
Silva, G.; Romeo, I.; Costa, G.; Alcaro, S.; Teixeira, N.; Tavares-da-Silva, E. J. Design, synthesis,
biological activity evaluation and structure-activity relationships of new steroidal aromatase inhibitors.
The case of C-ring and 7B substituted steroids. Bioorg. Chem. 2023, 131. 106-286.
https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2022.106286.

[9] Aggarwal, S.; Thareja, S.; Verma, A.; Bhardwaj, T. R.; Kumar, M. An overview on 5a-reductase
inhibitors. Steroids. 2010, 75 (2), 109-153. doi: 10.1016/j.steroids.2009.10.005. PMID: 19879888.

[10] Salvador, J. A.; Carvalho, J. F.; Neves, M. A; Silvestre, S. M.; Leitdo, A. J.; Silva, M. M.; S& e Melo,
M. L. Anticancer steroids: linking natural and semi-synthetic compounds. Natural product reports. 2013,
30(2), 324-374. https://doi.org/10.1039/.

[11] Numazawa, M.; Shelangouski, M.; Nagasaka, M. Probing the binding pocket of the active site of
aromatase with 6-ether or 6-ester substituted androst-4-ene-3,17-diones and their diene and triene analogs.
Steroids. 2000, 65(12), 871-882. doi:10.1016/s0039-128x(00)00169-0

[12] Amr, Ael-G.; Abdel-Latif N.A.; Abdalla, M. M. Synthesis of some new testosterone derivatives fused
with substituted pyrazoline ring as promising 5alpha-reductase inhibitors. Acta Pharmaceutica. 2006,
56(2), 203-218. PMID: 16613726.

[13] Adhya, D.; Annuario, E.; Lancaster, M. A.; Price, J.; Baron-Cohen, S.; Srivastava, D. P.
Understanding the role of steroids in typical and atypical brain development: Advantages of using a “brain
in a dish” approach. Journal of Neuroendocrinology. 2018, 30(2). https://d0i:10.1111/jne.12547

[14] Britannica, T. Editors of Encyclopaedia. "Steroid hormone.” Encyclopedia Britannica. 2022.
https://www.britannica.com/science/steroid-hormone.

[15] Kime, D. E. The steroids. fundamentals of comparative vertebrate endocrinology. Springer Science.
1987, 3-56. https://doi:10.1007/978-1-4899-3617-2_1

[16] McKay L.I.; Cidlowski J.A. Physiologic and pharmacologic effects of corticosteroids. In: Kufe DW,
Pollock RE, Weichselbaum RR, et al., editors. Holland-Frei Cancer Medicine. 6th edition. Hamilton
(ON): BC Decker. 2003. Available from: https://www.nchi.nlm.nih.gov/books/NBK 13780/

93

—
| —



[17] Moss, G. P. Nomenclature of steroids (Recommendations 1989). Pure and Applied Chemistry. 1989,
61(10), 1783-1822. https://doi:10.1351/pac198961101783

[18] Verkade, P. E.; Hoffmann-Ostenhof, O. IUPAC-IUB revised tentative rules for nomenclature of
steroids. Journal of Organic Chemistry. 1969, 34(6), 1517-1532. https://doi:10.1021/jo01258a001

[19] Kumar, D.; Kumar, V.; Jalwal, P. Systemic nomenclature of Steroids [Cyclopentaphenanthrene ring]
their derivatives -An Overview. International Journal of Chemical Studies. 2016, 4(3), 124-132.

[20] Kasal, A. Structure and nomenclature of steroids. Steroid Analysis. 2010, 1-25.
https://d0i:10.1023/b135931 1

[21] Courtois, B. Ann. Chim. 1813, 88, 304.

[22] Nguyen, T. B. Elemental sulfur and molecular iodine as efficient tools for Carbon-Nitrogen bond
formation through Redox reactions. Asian Journal of Organic Chemistry. 2017, 6(5), 477-491.
https://d0i:10.1002/ajoc.201700011

[23] Togo, H.; lida, S. Synthetic use of molecular iodine for organic synthesis. Synlett. 2006, (14), 2159—
2175. https://doi:10.1055/s-2006-950405

[24] U-Tekale, S.; S-Kauthale, S.; A-Dake, S.; R-Sarda, S.; P-Pawar, R. Molecular iodine: an efficient
and versatile reagent for organic synthesis. Current Organic Chemistry. 2012, 16(12), 1485-1501.
https://doi:10.2174/138527212800672574

[25] Banerjee, A.; Vera, W.; Mora, H.; Laya, M. S.; Bedoya, L.; Cabrera, E. V. lodine in organic synthesis.
Journal of Scientific & Industrial Research. 2006, 65, 293-308.

[26] Mphahlele, M. J. Molecular lodine—An expedient reagent for oxidative aromatization reactions of
a,B-unsaturated cyclic compounds. Molecules. 2009, 14(12), 5308-5322.
https://doi:10.3390/molecules14125308

[27] Phukan, P. lodine as an extremely powerful catalyst for the acetylation of alcohols under solvent-
free conditions. Tetrahedron Letters. 2004, 45(24), 4785-4787. https://doi:10.1016/j.tetlet.2004.04.076
[28] Marsh, D. A.; Brodie, H. J.; Garrett, W.; Tsai-Morris, C. H.; Brodie, A. M. H. Aromatase inhibitors.
Synthesis and biological activity of androstenedione derivatives. Journal of Medicinal Chemistry. 1985,
28(6), 788-795. https://d0i:10.1021/jm00383a017

[29] Cabeza, M.; Gutiérrez, E.; Miranda, R.; Heuze, I.; Bratoeff, E.; Flores, G.; Ramirez, E. Androgenic
and anti-androgenic effects of progesterone derivatives with different halogens as substituents at the C-6
position. Steroids. 1999, 64(6), 413-421. https://d0i:10.1016/s0039-128x(99)00018-5

[30] Ramirez, E.; Cabeza, M.; Heuze, |.; Gutiérrez, E.; Bratoeff, E.; Membrillo, M.; Lira, A. Synthesis
and pharmacological evaluation of new 16-Methyl Pregnane derivatives. Chemical and Pharmaceutical
Bulletin. 2002, 50(1), 15-20. https://doi:10.1248/cpb.50.15

[31] Pérez-Ornelas V.; Cabeza M.; Bratoeff E.; Heuze I.; Sanchez M.; Ramirez E.; Naranjo-Rodriguez E.
New b5alpha-reductase inhibitors: in vitro and in vivo effects. Steroids. 2005, 70(3), 217-224.
https://d0i:10.1016/j.steroids.2004.11.008. PMID: 15763601.

[32] Ehrenstein, M. Acetolysis of the stereoisomeric 5,6-oxides and preparation of the acetates of 4-
androstene-3, 17-dione-6(a)-ol and 6(c)-hydroxy-11-desoxycorticosterone. Journal of Organic
Chemistry. 1941, 06(4), 626-646. https://doi:10.1021/jo01204a016.

[33] Sollman, P.; Dodson, R. Alkoxylation of steroids with cupric bromide: Alcohol. Journal of Organic
Chemistry. 1961, 26(10), 4180-4181. https://d0i:10.1021/jo01068a650

[34] Geng, X.; Mague, J. T.; Pascal, R. A. Synthesis and chiroptical properties of arylimines of cholest-
4-ene-3,6-dione. Journal of Organic Chemistry. 2012, 77(23), 10920-10924.
https://doi:10.1021/j0301591g

[35] Mori, H. Synthesis of 6-alkoxy-3-Oxo-4,6-diene steroidal hormones. Chemical and Pharmaceutical
Bulletin. 1961, 9, 328-332. https://doi.org/10.1248/cpb.9.328

[36] Campbell, A.; Babcock, J. C. The synthesis of some 7a- and 7p-methyl steroid hormones. Journal
of the American Chemical Society. 1959, 81, 4069-4074. https://doi.org/10.1021/ja01524a063.

94

—
| —



[37] Ran, H. L.; Huang, S. Z.; Wang, H.; Yang, L.; Gai, C. J.; Duan, R. J.; Dai, H. F.; Guan, Y. L.; Mei,
W. L. Cytotoxic steroids from the stems of Strophanthus divaricatus. Phytochemistry. 2023, 210, 113-
668. https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2023.113668

[38] Li, J.; Tao, H.; Lei, X.; Zhang, H.; Zhou, X.; Liu, Y.; Yang, B. Arthriniumsteroids A-D, four new
steroids from the soft coral-derived fungus Simplicillium lanosoniveum SCSI1041212. Steroids. 2021,
171, 108831, 1-5. https://doi:10.1016/j.steroids.2021.108831

[39] Pranata, A.; Yamada, S.; Weththasinghe, S.; Caldwell, K.; Zahra, P. W.; Karamatic, S. L.; Gardiner,
M. G.; McLeod, M. D. The in vivo metabolism of Jungle Warfare in greyhounds. Steroids. 2023, 109-
150. https://doi.org/10.1016/j.steroids.2022.109150.

[40] Barradell, L. B.; Faulds, D. Cyproterone. A review of its pharmacology and therapeutic efficacy in
prostate cancer. Drugs & Aging. 1994, 5(1), 59-80. https://doi.org/10.2165/00002512-199405010-00006.
[41]. NUfez-Lépez, S. Tesis de maestria UNPA 2022.

[42] Togo, H.; lida, S. Synthetic use of molecular iodine for organic synthesis. Synlett. 2006, (14), 2159—
2175. https://d0i:10.1055/s-2006-950405

[43] Domingo, V.; Prieto, C.; Silva, L.; Rodilla, J. M. L.; Quilez del Moral, J. F.; Barrero, A. F. loding, a
mild reagent for the aromatization of terpenoids. Journal of Natural Products. 2016, 79(4), 831-837.
https://doi:10.1021/acs.jnatprod.5b00914

[44] Klpper, F. C.; Feiters, M. C.; Olofsson, B.; Kaiho, T.; Yanagida, S.; Zimmermann, M. B.; Kloo, L.
Commemorating two centuries of iodine research: An interdisciplinary overview of current research.
Angewandte Chemie International Edition. 2011, 50(49), 11598-11620.
https://doi:10.1002/anie.201100028

[45] Jereb, M.; Vrazi¢, D.; Zupan, M. Todine-catalyzed transformation of molecules containing oxygen
functional groups. Tetrahedron. 2011, 67(7), 1355-1387. https://doi:10.1016/j.tet.2010.11.086

[46] Sun, J.; Dong, Y.; Cao, L.; Wang, X.; Wang, S.; Hu, Y. Highly efficient chemoselective deprotection
of O,0-acetals and O,0-ketals catalyzed by molecular iodine in acetone. Journal of Organic Chemistry.
2004, 69(25), 8932-8934. https://doi:10.1021/jo0486239

[47] Vaino, A. R.; Szarek, W. A. A mild and efficient method for the deprotection of tert-
butyldimethylsilyl ethers using iodine in methanol. Chemical Communications. 1996, 20, 2351.
https://d0i:10.1039/cc9960002351

[48] Yadav, J. S.; Satyanarayana, M.; Raghavendra, S.; Balanarsaiah, E. Chemoselective hydrolysis of
terminal isopropylidene acetals in acetonitrile using molecular iodine as a mild and efficient catalyst.
Tetrahedron Letters. 2005, 46(50), 8745-8748. https://doi:10.1016/j.tetlet.2005.10.043

[49] Hunter, A. C.; Priest, S.-M. An efficient one-pot synthesis generating 4-ene-3,6-dione functionalised
steroids from steroidal 5-en-3p-ols using a modified Jones oxidation methodology. Steroids. 2006, 71(1),
30-33. https://doi:10.1016/j.steroids.2005.07.007

[50] Xiao, T.; Cheng, X.; Huang, J.; Guo, Z.; Tao, L.; Shen, X. Bioactive substances inhibiting COX-2
and cancer cells isolated from the fibrous roots of Alangium chinense (Lour.) Harms. RSC Adv. 2023,
26;13(5), 3346-3363. https://doi: 10.1039/d2ra06931h. PMID: 36756416.

[51] Laurence, C.; Graton, J.; Berthelot, M.; El Ghomari, M. J. The diiodine basicity scale: Toward a
general halogen-bond basicity scale. Chemistry - A European Journal. 2011, 17(37), 10431-10444.
https://d0i:10.1002/chem.201101071

[52] Nufiez-Lopez, Samuel. Tesis de maestria UNPA 20109.

[53] Fernandez-Herrera, M. A.; Lépez-Mufioz, H.; Hernandez-Véazquez, J. M. V.; Lopez-Davila, M.;
Escobar-Sanchez, M. L.; Sanchez-Séanchez, L.; Pinto, B.M.; Sandoval-Ramirez, J. Synthesis of 26-
hydroxy-22-oxocholestanic frameworks from diosgenin and hecogenin and their in vitro antiproliferative
and apoptotic activity on human cervical cancer CaSki cells. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2010,
18(7), 2474-2484. https://doi:10.1016/j.bmc.2010.02.051

[54] Zeferino-Diaz, R.; Olivera-Castillo, L.; Davalos, A.; Grant, G.; Kantun-Moreno, N.; Rodriguez-
Canul, R.; Bernés S; Sandoval-Ramirez J.; Fernandez-Herrera, M. A. 22-Oxocholestane oximes as

( 1
| % )



potential anti-inflammatory drug candidates. European Journal of Medicinal Chemistry. 2019, 68, 78-86.
doi: https://10.1016/j.ejmech.2019.02.035.
[55] Mosmann, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application to proliferation
and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods. 1983, 65(1-2), 55-63.
https://doi:10.1016/0022-1759(83)90303-4

96

—
| —



