UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN
INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

CAMPUS TUXTEPEC

“Actividad antiproliferativa en lineas celulares MDA-MB-231y MCF-7 de
esteroides 6-metoxi-4,6-dien-3-ona”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
Ingeniero en Biotecnologia
PRESENTA:

SAMUEL NUNEZ LOPEZ

Director: Dr. Lemuel Pérez Picaso

SAN JUAN BAUTISTA TUXTEPEC, OAXACA 2019



o
£ B UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

CAMPUS TUXTEPEC
NPA
- —_— . “

"7..,..‘ .

ACTA DE REVISION DE TESIS

.
En la ciudad de San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca, ol dia 04 de febrero de 2012 a las 12 hr,
miembros de la comision revisora de tesis designada por la Jefatura de Carrera de la Ingenieria
Biotecnologia se reunieron en is sala de juntas del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Papaloapan, con la finalidad de examinar ia tesis tiulada “Actividad antiproliferativa en las |
celulares MDA MB-231 y MCF-7 de esteroides B-metoxi-4,6-dien-3-ona" presentada por el
Samuel Nufiez Lopez. con nimero de matricula 12090288, aspirante al titulo de Licenciatura

1

Después de intercambiar opiniones, los miembros de la comision manifestaron que la lesis satisface los
mmmwhsmmmhmmthu,mommosuamomdummd
aspirante puada proceder con el proceso de tulacion

Tuxtepec, Oaxaca, a 04 de febrero de 2018

ATENTAMENTE
| LA COMISION REVISORA
@L’L&@t <
Dr. Lemusl Pérez Picaso Dra, Roxana Martinez Pascual
Profesor Investigador Titular Profasor Investigader Thular
Universidad dei Papaloapan Universidad dal Papaloapan

Rewvisor de Tesis

Director de T

Dra. Afma Xdchil Avila Alejandre

P Investigador Titular
Universidad del Papaloapan Universidad del Papaloapan
Revisor de Tesis Revisor de Tesis
Dr. Lépez Torres ‘ guel Angel Pefa Rico
Prefesor investigador Titular Profesor Investigador Titular
Universidad del Papaloapan Universidad del Papaloapan
Revisor de Tasis Revisor do Tesis

Ay, Clesuto Cenersl No_ 200 Cot, Parque Industrial, Tadepec, Oax. C P 62301 Tel 017878759240



’ * UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN
CAMPUS TUXTEPEC
UNPA
%:t: ne ‘-;'
Tuxtepec, Oaxaca, a 04 de marzo de 2019
[ Oficio No. JCIB/002/04/2019

Lic. Yesenia Barrientos Arenal
Jefe de Servicios Escolares
Universidad del Papaloapan

Con base en el dictamen de la comisién revisora, se autoriza la impresion del
trabajo de tesis del alumno Samuel Nifiez Lépez titulado “Actividad antiproliferativa
en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 de esteroides 6-metoxi-4,6-dien-3-ona".
Para ser presentado como trabajo de tesis para obteper el titulo de Licenciado en
Ingenieria en Biotecnologia, toda vez que cumple satisfactoriamente con la
reglamentacion establecida para tal fin.

El Jurado de Examen Profesional estard compuesto por los siguientes profesores:

Presidente: Dra, Roxana Martinez Pascual

Vocal: Dr. Miguel Angel Pefia Rico

Secretario: Dra. Aima Xochil Avila Alejandre I UNIVERSO AL
Primer Suplente: Dra. Blanca Estela Barrera Figueroa -5 A ARy
Segundo Suplente: Dr. Adoifo Lopez Torres feid T T %W

/m,..*sm mas por el momento le envio un cordial saludo, L x
%, i QL :
6@1 Atentamente =5 CAmE \,.M“?*m,(%
] =
Terra uberrima, mens aperta £ _"}"1, Y
NPA :

Bowu Lo-tama, chi jI ju

4 weuy

oo =
o) T 15 lall >

'”Elﬂlgrgg':uc:ubnbullén Mario Pefia Castro Vo.Bo. M.C. fiedor Lopedirjona 9
~aupus Tonredefe de Carrera de Ingenieria en Vice Rector Aca BT

Biotecnologia Universidad del Papalvapm CTORIA
Universidad del Papaloapan ADE

EMICA

c.ep. Or. Lamuel Pérez Ploaso. Director de lesis, Pars sy conoaminmin
c.0p. Samuel Nofiez Lopez. Alumno, Pars su conocimiento
c.e.p. Archivo

| Universidsd cel Papsioapan, Av. Ciraule Central No. 200 Col. Pargus !‘w-t Tuxtepec, Oax. CP. 88301 Tel: 01 287 875 924 l




El presente trabajo no ha sido aceptado o empleado para el otorgamiento de titulo o
grado diferente o adicional al actual. La tesis es resultado de las investigaciones del autor,
excepto donde se indican las fuentes de informacidn consultadas. El autor otorga su
consentimiento a la Universidad del Papaloapan para la reproduccion del documento con
el fin del intercambio bibliotecario siempre y cuando se indique la fuente.



AGRADECIMIENTOS

A mis padres Georgina y Gilberto por suinmenso apoyo en cada etapa de mi
vida. Papa eres un ejemplo de vida, superaste cada obstaculo en tu camino,
eso me ensefid a ser mejor cada dia. Mama, siempre con las palabras

adecuadas para ayudarme a entender mis emociones.

A mi hermana Gema, por ser uno de mis ejemplos a seguir, por esos regafos
justificados que me impulsan a ser mejor.

A Liz por ensefiarme algunos matices de la vida y traer al mundo a mi pequefio
Gael.

Dr.Lemuel por darme la oportunidad de ser parte de su equipo de trabajo, por
los consejos extrema paciencia y por su disposicion en cada momento.

Dr. Omar por el conocimiento trasmitido e inmenso apoyo durante el
proyecto, sin sus consejos y orientacion no hubiésemos logrado los
reconocimientos obtenidos en la tesis.

Dr. Pefia por ayudarme en la parte bioldgica, uno de los personajes tras

bambalinas.

Gracias a mis revisores Dra. Roxana Martinez Pascual, Dr. Miguel Angel Pefia
Rico, Dra. Alma Xochil Avila Alejandre, Dra. Blanca Estela Barrera Figueroa y al
Dr. Adolfo Lépez Torres, por sus observaciones y aportaciones para hacer de
este un mejor trabajo.

Agradezco al Vicerrector M.C. Héctor Lépez Arjona por su valioso apoyo, a la
Lic. Yesenia Barrientos y a todo el personal de Servicios Escolares por su apoyo
y amabilidad. A la quimica Lety y a Bety por su apoyo y facilitacion para
proporcionarme el material requerido para este trabajo.

A Yuno mi persona especial, por apoyarme en esta etapa de mi vida y por
seguir siendo parte de este viaje. Te amo.



El presente trabajo se realizd en la Universidad del Papaloapan campus Tuxtepec, bajo la
direccién del Dr. Lemuel Pérez Picaso y colaboracién del Dr. Omar Vifias Bravo en las
instalaciones del Laboratorio de Quimica Orgdnica, se agradece a LINAN-UNPA (INFRA-
2015-01-252013). Las evaluaciones bioldgicas se realizaron en el laboratorio de LINAN-
UNPA en colaboracién con el Dr. Miguel Angel Pefia Ricoy el ensayo de citometria se realizé
en colaboracion con la Dra. Luz del Carmen Camacho Castillo, del Instituto Nacional de

Pediatria.



iNDICE

INDICE ..ottt |
RESUMEN ...ttt ettt ettt et et e st et esse e e ne e s be e s aneeneesmneeneesaneenneeeaneens \Y
ABSTRACT ... ettt ettt ettt sttt et e a ettt e s a e e et e e ehe e e st e e bt e saeeeabeeeae e e bt e eabe e abe e bt e e abe e beeeabeebeeenre e aneenees v
INDICE DE FIGURAS........ocveviieieetetetetseaeeeae ettt st bbb s ss s s s e s s s assete s s s s s asaeteses s s anaesesans VI
INDICE DE ESQUEMA ..ottt ettt ettt et esesesesesesessssssasseassnsnaees Vil
INDICE DE TABLAS......cuititetiieeecteteteteeess ettt ss et s e s s as st ebe st ss s asaes et s s ssaet ettt sssanaetesesssnasaesesans IX
ABREVIATURAS ...ttt ettt et e st s e st e s st e e n e e s n e e s me e s reenneeenneennnesaneen X
1. INTRODUGCCION.......ccuutititceeecteteee et s s st es s s s s s s s s s st esesasesasasasasasasasnas 1
I I O o ToT =T PR PR PR VRPOPRRPRUPRN 1
1.2, Importancia de [0S @STErOIdES.......uuiiiiiiiii it s s e s e saae e e s s aaaeeeennes 1
2. MARCO TEORICO. ...cvvieieiecteteteeeeseete ettt sttt sttt sttt ae st s s ass st et es s snsstesess s 3
2.1. Tratamientos CONtra €l CANCET. .....cooiiiiiiiieeeeee e 3
0 0 O =Y o1 = TN o Lo o 4T ] o ¥- | SRR 3
2.1.2. Actividad de @SteroideS. ...cccuuiiiiiiiiiiiieieeee e 4
0t B S (=T (o] =PTSRS OR PSR 5
2.1.2.2. ACIHOS DIlIAr@S....vcvveveveeevetete ettt ettt ettt ettt ettt ae b st s b e s e anas 6
2.1.2.3. VItaming D ..ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin e e 6
2.1.2.4. Hormonas eSteroidales. .......coouiiiiiiiiiieiie e 6

2.2. Nomenclatura de [0S eSteroides. ........cooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 6
2.2.1. Esteroides fuNdamentales. .........ooviiiriiiiiiieiciee ettt 7
2.3. Reactividad de 105 @STeroides. ........cocueiiiiiiiiiiiiiie e 8
2.3.1. Degradacion de IMArKET. ......cccvvveeeeiieiiiiiiiireeeeeeeeeeeeeserreeeeeeeeesesabsbraeeeeeessessssssraeseeeeessennnes 9
3. ANTECEDENTES. ...ttt ettt ettt ettt e sb e e bt e s st e e be e s ab e e be e sateebeeebeesaeeebeesaeeenseas 11



3.1. Actividad bioldgica de eSteroides. ........ccccuiiiieiiiiie e 11

3.2. Modificaciones sintéticas en esteroides efectuadas Por 12, ...ccceeeeeeeeecccireeeeiee e, 15
A, JUSTIFICACION. ..ottt ettt ettt et eas st e s st et et et essss et steteseasss et esensesessteseasasesasanes 18
5. HIPOTESIS. .ttt bbbt 19
6. OBJETIVO PRINCIPAL.....cettitititittittttetttttteeeteteieeteie s s 20
7. OBJETIVOS SECUNDARIOS. ..ceeiieieieetit ettt ettt e e e sttt e e e e e e s e snnrr et e e e e e e s sennnreneeeeeeeeeas 20
8. MATERIALES Y METODOS. .....uvututieeenteniseeeases e tsssessetsssessesessee s ssssesssssesessssessssssessssssssssses 21
8.1. Preparacion del reactivo de JONES. ...oevv et 21
8.1.1. Reactivo a una concentracion de 2.19 M. .......ccciiiieiiiiieeneeeeeeeree e 21
8.1.2. Reactivo a una concentracion de 0.25 M. ......ceiiiiiiiiiiiiiiieeiiee et 22

8.2. Procedimiento para la obtencién de 4-en-3,6-dionas esteroidales (57, 58, 59)................ 22
8.3. Procedimiento para la obtencién de los enol éteres (60, 61, 62). .........ccceeevuvieeericiieeerennne 22
8.2. Cromatografia en capa fina......cccuiiiiiiii i 24
8.3. Aislamiento Y PUIIFICACION. ....coi it e e eearrrr e e e e e e e 25
8.4. Resonancia Magnética Nuclear (RIMIN). .......ooi it aree e e e e e e 25
8.5. Disolventes y Materias PriMas. ......ueeeeeeeeieciiiiieee e e e e e e esccrre e e e e e s eserer e e e ee e e e essnneerreeeeaeeens 25
8.6, ENSAYO IMT T, e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeaeaeaeaaaeeeaeaeens 26

8.6.1. Procedimiento para evaluar la actividad antiproliferativa de los enol éteres (60, 61,

[ PSPPSR PSPPSRI 26
8.6.2. Condiciones del MeiO. .......coouiiiiiiiiiiiiiiee e 26
8.6.3 CUILIVO dE CEIUIAS....coueeieiiiie et ettt s 26
8.6.5. Ensayo MTT: Determinacidn de la viabilidad celular. ........ccoovvveeeeiieiiiiiiinieeeeee e, 27

9. RESULTADOS Y DISCUSION. .....vvvieiiieeteteete et teeeeeeeteeees et stetetsesesess e s s s tesessesssssesensssesssennanas 28
R Y101 (=1 Fe [0 oot TSRS 28
9.0, 0. IMIAtIIAS PrIMIAS e e s e s e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaaeaaaaaaeeaaeeeeseeeeeeneeesenenes 28



0.1.1.2. RULA 08 STNTOSIS. e teeeietetenieeeteeeetteteeeeeeetteereseeeseseteeessnnseseseeesnnnesssesereesssnnnnnses 28

9.1.1. ObtenCiON dE 3,6-ENAIONAS. ceuuureeieeeiiiiieiiee et ettt e ee e et e s eeeeertareeseseeseeersannnes 29
9.1.1.1. Sintesis de (25R)-espirostan-4-en-3,6-diona (57)......cccceccveeeeeciieeccciieeeeeeeeeen, 29
9.1.1.2. Sintesis de colestan-4-en-3,6-dionNa (58).......ccccveeeeeiieiirreeeeeeeeeeeeicirreeeeeeeeeeeanns 32
9.1.1.3. Sintesis de pregnan-4,16-dien-3,6,20-triona (59). .....ccccceueeeeecrireeeciiee e e, 34

9.1.2 Obtencidn de 105 €Nl BLEIES. .......cooiiiiiiiieiieee e 38
9.1.2.1. Sintesis de 6-metoxicolestan-4,6-dien-3-0na (60). ........ccccveeevrveercieeeniieeecreeeene 38
9.1.2.2. Andlisis de los espectros de RMN de *Hy 3C de 60............ccooeevrvvevrrevecrrennnnne. 39
9.1.2.3. Sintesis (25R)-6-metoxiespirostan-4,6-dien-3-0na (61). ........cccceeevrvvereeeeeerennnns 42

9.1.2.1. Caracterizacion por RMN del (25R)-6-metoxiespirostan-4,6-dien-3-ona (61)... 43

9.1.2.4. Sintesis de 6-metoxipregnan-4,6,16-en-3,17-diona (62). .......cccceeeeecrreeeesnnnnnnn. 47

9.2. ENsayos de Viabilidad. .......ccooiuiiiiiiiiiiie e e e e 51
9.2.1. Linea CelUIar IMICF-7. ....ceiiiiiiieeee et 51
9.2.2 Linea celular MDA-MB23 1. .......oooiiieiieeieeie ettt 52
9.3.3 Evaluacion de la actividad antiproliferativa en las células sanas HEK-293. .................. 54
9.2.3. Discusion de la actividad antiproliferativa. .........cccceeeiiiiieiiciiiiee e, 58

10. CONCLUSIONES.......eoiuttetteeite ettt ettt et sat e e steesate s bt e s at e st e e e beesate e bt e ssbeebeesabeesseeenbeesaeesnseesaeaens 60
11. REFERENCIAS. ..ttt ettt e eb et et e e s at e et e e sb e e et e e saee e eneeemneesaeeeaseesaneens 61



RESUMEN

Se establecié una metodologia regioselectiva novedosa para la obtencién de los enol éteres; 6-
metoxicolestan-4,6-dien-3-ona, (25R)-6-metoxiespirostan-4,6-dien-3-ona y 6-metoxipregnan-
4,6,16-trien-3,17-diona, a partir de sistemas esteroidales 4-en-3,6-dionas de colesterol,
diosgenina y 16-dehidropregnenolona mediante el empleo de I, y reflujo en metanol. A los tres
enol éteres obtenidos se les evalud la actividad antiproliferativa frente a lineas celulares de
adenocarcinoma de mama (MCF-7 y MDA-MB-231) y células de fibroblasto de rifidn (HEK-293)
con el ensayo MTT, utilizando dos controles, uno con células sin tratamiento y el otro con células
tratadas con doxorrubicina. Los enol éteres, 6-metoxicolestan-4,6-dien-3-ona y 6-metoxipregnan-
4,6,16-trien-3,17-diona, tuvieron mayor actividad que las células tratadas con doxorrubicina, de
forma dosis dependiente, siento el compuesto 6-metoxicolestan-4,6-dien-3-ona el que mostré
los mejores resultados con un ICso de 38 pg/mL para MDA-MB231, 18.8 pug/mL para MCF-7y 71.7
ug/mL para las células HEK-293. Finalmente, con un ensayo preliminar de citometria se determiné
que el enol éter 6-metoxipregnan-4,6,16-trien-3,17-diona, provoca la muerte celular por

procesos necroticos.



ABSTRACT

The syntheses of 6-methoxycholestan-4,6-diene-3-one, (25R)-6-methoxyspirostan-4,6-diene-3-
one and 6-methoxypregnan-4,6,16-triene-3,17-dione are reported. The products were prepared
from cholesterol, diosgenin and 16-dehydropregnenolone in a two step-sequence, first, an
oxidation of the starting materials with Jones reagent to obtain the corresponding 4-en-3-dione,
then a novel regioselective methodology with |2 in refluxing methanol. The antiproliferative
activities of the products were determined in vitro againstbreast adenocarcinoma cell lines (MCF-
7 and MDA-MB-231) and kidney fibroblast cells (HEK-293) by means of MTT assay. Two controls
were used, one with cells without treatment and other with cells treated with doxorubicin. The
enol ethers, 6-methoxycholestan-4,6-diene-3-one and 6-methoxypregnan-4,6,16-triene-3,17-
dione exhibited higher activity than the cells treated with doxorubicin, in a dose-dependent
manner. 6-methoxylestan-4,6-diene-3-one showed the best results with ICso (ug/mL) values of 38
for MDA-MB-231, 18.8 for MCF-7 and 71.7 for cells HEK-293. Finally, with a preliminary cytometry
test, it was determined that the enol ether 6-methoxypregnan-4,6,16-triene-3,17-dione caused

cell death by a necrotic processes.
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1. INTRODUCCION.
1.1. Cancer.

El cdncer se caracteriza por un crecimiento tisular descontrolado provocado por células
anormales con capacidad de invadir y destruir diferentes tejidos, se clasifica en funcion del tejido
y célula de origen, puede iniciar a partir de cualquier tipo de célula. Esta enfermedad es una de
las principales causas de muerte a nivel mundial, ocasiona aproximadamente nueve millones de
defunciones por afio, lo que representa el 12% del total de las muertes en el mundo (Cancer
Today, 2018). En México, el cancer mamario es considerado como un problema de salud publica;
es la segunda causa de muerte en la poblacién femenina mayor de 25 afios. El cdncer de mama
consiste en la proliferacion descontrolada de las células epiteliales que revisten los conductos
mamarios. Esta patologia es una enfermedad clonal, en donde una célula individual sufre
mutaciones somaticas hasta expresar estas alteraciones en las células vecinas (Hedenfalk I. et al,
2001). Estetipo de neoplasia, junto con el cancer de prdstata y el cervicouterino son denominadas
hormono-dependientes, de acuerdo al tejido de procedencia (Instituto Nacional del Cancer,

2018).

El tratamiento de este tipo de padecimiento se realiza de forma multidisciplinaria y se basa
principalmente en tres técnicas que son, la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia; en esta

ultima, se emplean farmacos de tipo esteroidal de forma exitosa (Medioni J., 2016).

1.2. Importancia de los esteroides.

Los esteroides son una clase de biomoléculas ampliamente distribuidas en la naturaleza, se
encuentran presentes en forma de metabolitos secundarios en plantas y animales. Estos
compuestos tienen diversas actividades biolégicas en los organismos como: reguladores de la
reproduccion animal, promotores del crecimiento vegetal, precursores de hormonas sexuales
(testosterona y estrogeno), ademas son una pieza fundamental para recubrir y regular la
permeabilidad de las paredes celulares (Moss, 1989). El empleo de esteroides en la industria
farmacéutica ha sido de gran interés por su intervencion en los procesos regulatorios de la

reproduccion, aplicandolos como agentes anticonceptivos, ademas se utilizan para la produccién



de hormonas sexuales o son empleados en la quimioterapia para tratar a pacientes con cancer
del tipo hormono-dependiente (Herruzo I., 2002). Ademas, estas moléculas por sus estructuras
privilegiadas y potencial bioactivo, son considerados como piezas fundamentales para el disefio

de nuevos compuestos que puedan ser aplicados en un futuro como terapia en pacientes

diagnosticados con cancer.

En este trabajo se realizd la sintesis regioselectiva de sistemas esteroidales 6-metoxi-4,6-dien-3-
ona derivadas de colesterol, diosgeninay 16-dehidropregnenolona obtenidas a partir de endionas
esteroidales (57, 58 y 59) y se evalud la actividad antiproliferativa con el ensayo MTT en dos lineas
celulares de adenocarcinoma de mama (MCF-7, MDA-MB-231) y en una linea celularnormal (HEK-

293).



2. MARCO TEORICO.

2.1. Tratamientos contra el cancer.

Los tratamientos en el cdncer se basan de acuerdo al tipo y la etapa de desarrollo de la
enfermedad, en general se utilizan tres técnicas de forma multidisciplinaria, estas se basanen la
aplicacion de cirugia, radioterapia y quimioterapia. En la cirugia se extirpa el area afectaday se
realiza en conjunto con la radioterapia o quimioterapia, administrandolas antes o después de la
operacion. La radioterapia afecta el proceso de replicacién de las células cancerosas, impidiendo
el desarrollo del tumor y la quimioterapia se basa enla administracién de fdrmacos para detener
el crecimiento y reducir el riesgo de que el cancer vuelva a desarrollarse. Estos fdrmacos se
pueden agrupar de acuerdo a su actividad, los que inhiben la proliferacién celular y los que

provocan muerte celular por necrosis o apoptosis (Martinez-Mata, 2013).

2.1.1. Terapia hormonal.

Enla actualidad, las opciones de tratamiento para el cancerincluyen el uso de la hormonoterapia.
Los farmacos cuyo principio activo son esteroides, son ampliamente usados para tratar células
cancerigenas dependientes de hormonas, como son: dexametasona (1), exemestano (2) y
formestano (4) (Scherbakov M. et al. 2018; Figura 1). Estos farmacos se agrupan como;
inhibidores de la aromatasa (IA), moduladores selectivos de receptores a estrégenos (MSRE) y
antagonistas de receptores a estrégenos (ARE), este tratamiento ha demostrado su eficacia en
los tipos de cancer que expresan receptores a estrégeno y progesterona. La terapia hormonal
disminuye los niveles de estas hormonas e impide que actuen en las células cancerosas, evitando

asi que el area afectada se expanda en otras partes del cuerpo (Herruzo I., 2002).

Los medicamentos mas representativos en la terapia hormonal (Figura 1) son el exemestano (2),
el fulvestrant (3) y el tamoxifeno (5), el primero actida como un MSRE en las células del seno; esto
quiere decir que bloquea los efectos del estrégeno en el tejido mamario, uniéndose a los
receptores de esta hormona impidiendo su insercién en la célula, por lo que las células no reciben
la sefal que les indica que crezcan y se multipliquen. El tamoxifeno (5) al ser un MSRE bloquea la
accion del estréogeno en las mamas, pero actla como estrogénico en otros tejidos como el Utero,

por lo que es posible el desarrollo de tumores en el endometrio (Medioni J., 2016).
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Figura 1. Esteroides usados en terapias hormonales en cancer de mama, dexametasona (1), exemestano (2),
fulvestrant(3), formestano (4) y tamoxifeno (5).

El fulvestrant (3) es un esteroide ARE en células del seno, actia de una forma similar al
tamoxifeno, pero a diferencia de este fdrmaco no provoca el efecto estrogénico en otros tejidos,

ademads se utiliza cuando los pacientes presentan resistencia a MSRE (Medioni J., 2016).

El exemestano (2) al ser un IA suprime de forma reversible el complejo enzimatico aromatasa que
se encarga de la biosintesis de la androstenediona a estrogenos, su funcién es bajar los niveles de
estrogenos en el organismo lo que provoca que las células no reciban mas suministro de esta

hormona, por lo que se detiene el crecimiento del area afectada por el cancer.

2.1.2. Actividad de esteroides.

Los esteroides son uno de los metabolitos secundarios mas importantes, debido a las actividades
bioldgicas que tienen en los seres vivos. Una de las funciones mas conocidas de estos compuestos

es que favorecen el crecimiento muscular.

Los cuatro grupos mas importantes de los esteroides son: esteroles (6), acidos biliares (7),

vitaminas esteroidales (8-9) y las hormonas esteroidales (10-14) (Escribano, 2010; Figura 2).



Colesterol (6) Acido célico (7) Vitamina D5 (8)

OH (o]

HO HO
Estradiol (10) Estrona (11)

Vitamina D3 (9)

OH

Testosterona (12) Progesterona (13) Cortisol (14)

Figura 2. Estructuras representativas delas principales familias de esteroides.

2.1.2.1. Esteroles.

Los esteroles son esteroides que presentan un grupo hidroxilo en la posicién B del C-3 y dobles
enlaces en el anilloB y en lacadena lateral (Lépez, 2014). El colesterol (6) es el esterol mas comun,
realiza funciones bioldgicas importantes en los organismos vivos; en primera instancia da
permeabilidad a las membranas celulares manteniendo los organulos dentro de la célula,
impidiendo el intercambio de fluidos de forma libre entre células vecinas. Ensegundo lugar, actua
como precursor de sustancias con actividades biolégicas como: hormonas sexuales (estradiol 10,
testosterona 12, y progesterona 13), hormonas adrecorticales (aldosterona y cortisol 14), acidos

biliares (7) y vitamina D (8-9) (Koolman et. al., 2005).



2.1.2.2. Acidos biliares.

Se forman en el higado a partir del colesterol, son considerados derivados estructurales del
colano, se caracterizan por tener una cadena alifatica ramificada en C-17, un grupo carboxilo en
C-24y grupos hidroxilo en su nucleo, el acido cdlico (7) es un ejemplo de este tipo de esteroides.
Su funcién es favorecer la degradacion de lipidos en el intestino delgado (Koolman et. al., 2005;

Escribano, 2010).

2.1.2.3. VitaminaD.

Su presencia en la dieta no es esencial, ya que sélo con exponerse a los rayos solares es suficiente
para cubrir la demanda de esta vitamina, su funcién principal es la regulaciéon y equilibrio
metabdlico del calcioy fosforo, esto promueve la formacion normal de huesos, siendo el 1,25-

dihidroxicolecalciferol la forma activa de la vitamina D3 (9) (Escribano, 2010).

2.1.2.4. Hormonas esteroidales.

Son sustancias que se biosintetizan en la glandula endocrina a partir del colesterol, estas se
encargan de regular las caracteristicas sexuales femeninas y masculinas (estradiol 10,
testosterona 12 y progesterona 13). Por ultimo, las hormonas suprarrenales (cortisol 14), actuan

en el metabolismo de los glucidos regulando la sintesis de glucégeno (Koolman et. al., 2005).

2.2, Nomenclatura de los esteroides.

Los esteroides son compuestos que estan conformados por el esqueleto de
ciclopentanoperhidrofenantreno (15), donde a cada uno de los anillos se les asigna una letra A, B
CyDiniciando de izquierda a derecha. La numeracién de los carbonos sigue un orden ascendente

iniciando en el anillo A y finalizando en el anillo D (Figura 3).

6
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Figura 3. Numeraciénde los carbonos en esteroides.



Las posiciones 10 y 13 pueden estar sustituidas y los carbonos de los sustituyentes reciben los
localizadores 19 y 18, respectivamente. Los esteroides con una cadena lateral situada en el
carbono 17 se enumeran con los localizadores que van del 20 al 27 (16). El carbono 25 puede
estar disustituido con dos metilos, a los cuales se les asignan los localizadores 26 y 27. Los
localizadores de los carbonos adicionales que estén en la posicion 24 se renombran con un
superindice conservando el nimero original (241, 242, etc.) (Gonzales, 1991). La estereoquimica
de los anillos de los esteroides puede variar debido a la configuracién que se encuentre entre los
anillos A/B (cis o trans). Con base en la fusién de los anillos Ay B los esteroides se catalogan como
5a o 5B (Figura 4). Ademas, hay distintos estereoisémeros de los anillos C y D, sin embargo, de

forma natural la fusidn de estos anillos es trans.

CH; H R

H y

5B—esteroide

5a-esteroide

Figura 4. Estereoquimica del anillo esteroidal en el carbono 5.

2.2.1. Esteroides fundamentales.

Son estructuras que seconsideran basicas para nombrar a las moléculas esteroidales por la lUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry; Figura 5). El primer grupo son los esteroides
gue no presentan un sustituyente en el C-17, se nombran como: gonano (17), estrano (18) y
androstano (19). El segundo grupo corresponde a los esteroides con sustituyentes en el C-17, se
designan como: pregnano (20), cardandlido (21), colano (22), bufandlido (23), colestano (24),

ergostano (25), estigmastano (26) y espirostano (27; Escribano, 2010).
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Figura 5. Estructuras basicas delos nucleos esteroidales.

2.3. Reactividad de los esteroides.

Los esteroides por su naturaleza bioactiva en los seres vivos son considerados como una fuente
importante de materias primas para obtener derivados con una mayor actividad bioldgica y

mayor selectividad.

En sintesis organica, las reacciones quimicas mas importantes en sistemas esteroidales se llevan
a cabo por loregular enlos anillos Ay B (Esquema 1), ademas otro sitiode interés es lareactividad
que presenta la cadena lateral, por ejemplo, en la posicién C-3 de los esteroles como el colesterol
hay un grupo hidroxilo, el cual se ha modificado mediante reacciones de esterificacion, oxidacion,

desplazamiento nucleofilico, eliminacién y epimerizacion, entre otras reacciones (Bhat S. et al,,

2005).
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SOBr, CgH5COCI
X TsCl RO
a; X=Cl d;R= Ac
b; X=Br e;R=Bz
f,R=Ts
Desplazamieno nucleofilico o
Acilacion
H3PO, Jones en CrQ3 )
acetona Ac. acético frio
28 o 29
Oxidacion

Eliminacion del grupo hidroxilo

Esquema 1. Reacciones que sufrenlos esteroides.
Es comun en los esteroides la presencia de dobles enlaces, estos pueden ser blanco de reacciones
como: hidrogenacion catalitica, adicion, ademds de reacciones en la posicion alilica, en cuanto a
los sustituyentes en C-17 dependiendo de los grupos funcionales presentes son las reacciones

gue se pueden realizar para la modificaciéon del esteroide (Pickering, 1980).

Un ejemplo representativo del uso de un esteroide para la obtencién de un compuesto comercial

es la sintesis de progesterona (13) mediante la degradacion de Marker.

2.3.1. Degradacion de Marker.

La degradacion de Marker es una ruta sintética donde se obtienen hormonas esteroidales a partir
de sapogeninas naturales, utilizando como materia prima, la raiz de Dioscorea, que es una especie
de fiame conocida como "cabeza de negro" que crece en zonas de Veracruz. Esta reaccion se
realiza en varias etapas (Esquema 2). La primera consiste en la apertura del anillo F que se realiza
tratando a la diosgenina (30) con anhidrido acético a 200°C, lo cual provoca la esterificacion de
los alcoholes C-3 y C-26, formando el diacetato de pseudodiosgenina (31). La oxidacion de 31

rompe la doble ligadura entre C-20 y C-22 y forma la diosona (32), posteriormente es hidrolizada



en medio bdasico para obtener la 16-dehidropregnenolona (33). La hidrogenacidn catalitica de 33
produce 34, cuya bromacion del doble enlace, seguido de una oxidacion del grupo hidroxilo del

C-3y subsecuente reduccion se obtiene la progesterona (13; Miramontes, 2001).

OAc
Ac,0, 200 °C o CrO3/ AcO
—>
AcO
Diosgenina (30) Diacetato de pseudodiosgenina (31)
[0} [0}
NaOH en Etanol Ha/Pd
—_—
AcO HO
Diosona (32) 16-dehidropregnenolona (33)
Estradiol (10)
o 0 Estrona (11)
1) Bry Testosterona (12)
2) CrO;
3) Zn/ AcOH
HO (o}
Progesterona (13)

Pregnenolona (34)

Esquema 2. Degradacion de Marker.



3. ANTECEDENTES.

3.1. Actividad bioldgica de esteroides.

Recientes investigaciones, han demostrado que esteroides naturales o sintéticos han mostrado
actividad antiproliferativa frente a diversas lineas celulares. Dentro de este tipo de compuestos

se encuentran algunos farmacos en actual uso clinico. A continuacién, se describen algunos

estudios efectuados en esta area.

En 1997, Rodriguez J. et al., aislaron de dos especies de esponjas marinas de Cinachyrella (C.
alloclada y C. apion) dos nuevos derivados esteroidales con el sistema 6-hidroximino-4-en-3-ona
(Figura 6): (6E)-colestan-6-hidroximino-4-en-3-ona (35) y (24R,6E)-24-etilcolestan-6-hidroximino-
4-en-3-ona (36) (Rodriguez J. et al., 1997). Posteriormente en el 2001 realizaron la sintesis y
evaluacion antiproliferativa en diferentes lineas celulares de cancer (P-388, A-549, HT-29 y MEL-
28) con valores de ICso expresados en pug/mL, para 35 con valores de 1.25, 1.25, 1.25 y 2.5
respectivamente, mientras que para 36 los valores de ICso fueron de 10 ug/mL en todas las lineas

celulares (Rodriguez J. etal., 2001).

\
N
“OH

Figura 6. Derivados esteroidales con el sistema 6-hidroximino-4-en-3-ona.
Cuil. etal., en el 2009 sintetizaron oximas esteroidales derivadas de colesterol (37), estigmasterol
(38) y B-sitosterol (39) afiadiendo el grupo oxima en el anillo A, B o en ambos anillos (Figura 7).
Estos compuestos mostraron actividad citotdxica en distintas lineas celulares de cancer (Sk-Hep-
1, H-292, PC-3y Hey-1B), indicando que existe una relacién entre la actividad de los compuestos
y la cadena lateral situada en el carbono 17, debido a que los que tuvieron mayor efecto en la
actividad antiproliferativa fueron los derivados del colesterol, siendo el mas activo la dioxima de
colesterol (37) con valores de ICso de 24, 33, 36 y 37 ug/mL para cada linea celular

respectivamente (Cuil. etal., 2009).
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Figura 7. Oximas esteroidales derivadas decolesterol (37), estigmasterol (38)y B-sitosterol (39).

Agouridas V. et al., en el 2009 describen la sintesis de nuevos esteroides 11 sustituidos,
utilizando como nucleo al fulvestrant (3; Figura 8), posteriormente evaluaron la concentracion de
hormonas (estradiol) en las células de adenocarcinoma de mama (MCF-7), observando que los
nuevos esteroides bajan los niveles hormonales en las células y relacionan esta baja
concentracion de estradiol (10) con la actividad antiproliferativa, concluyendo que los derivados
sintetizados de fulvestrant tienen potencial como agentes antagonistas de receptores a

estrogenos (Agouridas V. et al., 2009).

OH

i o

Figura 8. Derivados defulvestrant.
En las pruebas de citotoxicidad de los derivados esteroidales de 53-androstano y ergostano (41,
42; Figura 9) en lineas celulares de cancer (MCF-7 y RPMI-8226) y células de fibroblasto humano
(BJ), utilizando como control 28-homocastasterona, se observaron que los derivados de
ergostano (41y42), tuvieron mayor actividad que los derivados correspondientes de androstano.
El compuesto 41 presentd valores de ICsode 25.7+ 4.3 uM para MCF-7 y 23.5 £ 3.5 uM para RPMI-
8226, mientras que para 42 los valores fueron de 40.4 + 3.9 uM para MCF-7 y 27.0 £ 0.04 uM para

RPMI-8226. (Slavikova V. et al., 2008).

o o

Figura 9. Derivados esteroidales ergostano (41,42).
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En 1996, se evalud el efecto del acetato de nomegestrol (43) y la progestina (44; Figura 10), sobre
las enzimas estrona sulfatasa y el 17B-hidroxiesteroide, en células de cdncer de mama MCF-7 y T-
4D7, para ello utilizaron dosis fisioldgicas de sulfato de estrona como control. El acetato de
nomegestrol (43) bloqued de forma eficaz la actividad de las enzimas, impidiendo la biosintesis
de estrogenos a estradiol (10). Con esto llegaron a la conclusion que el nomegestrol (43) reduce
los niveles de estréogenos en el organismo, por lo que existe la posibilidad de realizar terapias

clinicas con este compuesto (Chetrite G. et al., 1996).

(o)
43 44

Figura 10. Acetato de nomegestrol (43)y la progestina (44).
He Z. et al., en el 2014, realizaron experimentos in vitro para investigar la actividad de la
diosgenina (30) en el proceso de migracion de las células MDA-MB-231, mediante un ensayo de
Transwell. Los resultados demostraron que la diosgenina tiene un impacto en el comportamiento
migratorio de las células MDA-MB-231 que no depende de la concentracién. Ademads,
encontraron que la diosgenina inhibe la polimerizacién, la fosforilacion de Vav2 y la activacion de
Cdc42, esto es atribuido al potencial antimetastatico de la diosgenina, por lo que estos resultados
vislumbran el potencial terapéutico de este compuesto en el tratamiento del cancer de mama

(HeZ. etal., 2014).

En el 2001 MoalicS. et al., realizaron una investigacion sobre el efecto de la diosgenina (30) en la
proliferacion de las células de osteosarcoma humano 1547, probando los efectos de este
esteroide en las ciclooxigenasas; los tratamientos con diosgenina causaron una inhibicién en la
proliferacién de las células cancerigenas, deteniendo el ciclo celular en la fase G1, provocando

muerte celular por procesos apoptoéticos (MoalicS. et al., 2001).

Ghosh D. et al., en el 2012 obtuvieron derivados esteroidales 6B-alcoxi sustituidos a partir de
androstan-1,4-dien-3,17-diona (Figura 11). La actividad antiproliferativa de los nuevos derivados

serealizé en células de cancer de mama MCF-7 utilizando como controles al letrozol, exemestano
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(2) y formestano (4). Todos los derivados de androsta-1,4-dien-3,17-diona tuvieron mayor
actividad antiproliferativa que los controles 2 y 4 (ICsode 50.01 y 48.6 nM, respectivamente), de
los cuales los esteroides 45a y 45b fueron los que mostraron mayor actividad con valores de ICso

de 12 y 20 nM, respectivamente (Ghosh D. etal., 2012).
o}

o
OR

45a; R= CH,C=CCH,CHj

45b; R= CH,C=CCH,0H

Figura 11.Derivados esteroidales deandrostan-1,4-dien-3,17-diona.
Los efectos de los brasinoesteroides (Figura 12); 24-epibrasinélido (46; ICso de 60 +3.1 para LNCaP
y 65+ 0.9 uM para DU-145) y 28-homocastasterona (47; ICsode 45 + 2.3 para LNCaPy 45 + 2.8
MM para DU-145) se evaluaron en lineas celulares de cdncer de prostata humano sensibles a
hormonas e insensibles a ellas (LNCaP y DU-145, respectivamente), mediante citometria de flujo
y ensayos de inmunofluorescencia, los estudios indicaron que estos esteroides naturales inhiben

el crecimiento celularen la fase G1 en las células LNCaP, lo que sugiere que el proceso de muerte

celular es mediante apoptosis (Steigerova J. et al., 2012).

OH -

(o) (o)

Figura 12. 24-epibrasindlido (46) y 28-homocastasterona (47).
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3.2. Modificaciones sintéticas en esteroides efectuadas por l>.

La transformacion selectiva de los grupos funcionales en las moléculas para obtener los
compuestos deseados, es una de las tareas mds importantes para la sintesis organica debido a
que permiten obtener moléculas con actividades biolégicas importantes (Jereb et al., 2011). El
interés de la industria farmacéutica en las aplicaciones de los esteroides, ha llevado a desarrollar

estrategias de sintesis que permitan la obtencién de este tipo de compuestos.

El empleo de iodo molecular en la modificacidn estructural de diversos tipos de compuestos
organicos en reacciones de oxidacién, hidrdlisis, cicloadicién, reduccidn, etc., ha abierto una ruta
para que se aplique en los esqueletos esteroidales permitiendo asi, una mayor diversidad
estructural en este tipo de compuestos. Eliodo es un reactivo que se encuentra con frecuencia
en productos naturales, farmacos, materiales funcionales y productos agroquimicos, es el

oxidante mas débil de los halégenos, es poco electrofilicoy a menudo necesita de la presencia de

un acido fuerte o un oxidante (Banerjee et al., 2006).

Es soluble en disolventes organicos y tiene poca solubilidad en agua, una de las caracteristicas
mds notables de esta molécula es su capacidad para formar asociados como iones yoduros o
triyoduros. Una de sus caracteristicas es que presenta ventajas sobre catalizadores como los
acidos de Lewis y en especial ante los catalizadores metalicos, su actividad catalitica es amplia,
siendo tolerante al agua, relativamente barato y es amigable con el medio ambiente (Sun et al.,
2014). Algunas de las reacciones donde se ha empleado el iodo molecular en esteroides son en

desprotecciones, deshidrogenaciones y aromatizacion.

Se ha descrito en la literatura que la desproteccion del cetal de la androstan-3,17-diona (49),
empleando cantidades cataliticas de iodo molecular (10 moles %) en condiciones neutras
utilizando acetona como disolvente (Esquema 3). De una serie de distintos compuestos organicos
se observo que los dobles enlaces del grupo acetato y el grupo hidroxilo no sufren modificaciones

bajo estas condiciones (Kottawar et al., 2013).
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>
acetona, HZO
MeO 5 min., 25 °C o) 49

MeO
Esquema 3. Desproteccién de cetales con |».
En el grupo de investigacién de Sun et al., realizaron una reaccién con testosterona (12),
empleando 12 lo que propicié la formacidon de mudltiples productos, sin embargo, mostré
selectividad hacia la obtencion de productos deshidrogenados (50 y 51) al cambiar de disolvente
y variar los equivalentes de |». El tratamiento del compuesto 51 con diazabiciclo [5.4.0] undec-7-

eno (DBU), produjo el complejo 1, 4,6-trienona 52 (Sun et al., 2004; Esquema 4).

2
—_— Mezcla de compuestos.

e S s
S e 55

OH

DMSO

Esquema 4. Reaccion de deshidrogenacién dela testosterona (12) conl».

En otro proyecto Sun et al., realizaron la aromatizacion del arilciclohexenol derivado de
testosterona (12; Esquema 5a), empleando |2 en presencia de DMSO como agente oxidante. La
sintesis inicia con la deshidratacion del alcohol terciario por la accion del |2, formando el dieno |

(Esquema 5b), la subsecuente adicién de otra molécula de |2, genera dos deshidrogenaciones y

ocasiona la migracion del metilo del C-10 al C-1, para formar el bifenil 54 (Sun et al., 2004).
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Esquema 5. a) Aromatizacion del arilciclohexanol (53) y b) mecanismo de reaccién para la obtencidn de 54.
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4. JUSTIFICACION.

Actualmente se conoce que los esteroides presentan por si solos importantes actividades
bioldgicas, tal es el caso de la diosgenina que inhibe la proliferacion celular y causa muerte por
procesos apoptoticos en lineas celulares cancerigenas (Moalic S., et al., 2001). Ademas, se han
descrito esteroides 3,6 disustituidos con actividad antiproliferativa como el exemestano y (6E)-
hidroximino-24-etilcolestan-4-en-3-ona (Medioni J., 2016; Cui J., et al., 2008). Por lo que la
funcionalizacion de estructuras esteroidales mediante sintesis orgdnica puede proporcionar
nuevos compuestos con alto potencial bioldgico que pueden ser utilizados como agentes con

actividad antiproliferativa en lineas celulares de cancer.
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5. HIPOTESIS.

Los esteroides 6-metoxi-4,6-dien-3-ona sintetizados presentaran actividad antiproliferativa

frente a las lineas celulares de cancer de adenocarcinoma de mama, MCF-7 y MDA-MB-231.
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6. OBIJETIVO PRINCIPAL.

Evaluar la actividad antiproliferativa de los esteroides 6-metoxi-4,6-dien-3-ona, en dos lineas

celulares de cancer de mama.

7. OBIJETIVOS SECUNDARIOS.
e Sintesis de esteroides enol éteres a partir de las endionas de colesterol, diosgeninay 16-
dehidropregnenolona.

e Realizarla caracterizacién quimica de los compuestos obtenidos.

e Efectuar la evaluacion antiproliferativa de los esteroides enol éteres sintetizados.
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8. MATERIALES Y METODOS.

La metodologia que se siguid para efectuar la evaluacién de la actividad antiproliferativa de los
sistemas esteroidales 3,6-sustituidos (60, 61, 62) se dividid en sintesis y evaluacion bioldgica
(Esquema 6). La sintesis inicié con la oxidacién de las materias primas (6, 30, 33) con el reactivo
de Jones y se caracterizaron los crudos de reaccion de los esteroides (57, 58 y 59), posteriormente
se trataron los sistemas 4-en-3,6-dionas esteroidales con |2 para obtener los enol éteres (60, 61 y
62) y se caracterizaron mediante RMN. Finalmente, se evalud la actividad antiproliferativa de los
esteroides 60, 61 y 62, con el ensayo MTT en dos lineas celulares de adenocarcinoma de mama
(MCF-7, MDA-MB-231) y una de células de fibroblasto de rifién (HEK-293), utilizando como

control positivo células tratadas con doxorrubicina.

Obtencion de los enol éteres

(61, 62, 63)
ez
Oxidacién Obtencién de endionas Caracterizacion
Colesterol |:'> esteroidales (57,58,59) —> Loa = =) por RMN
Diosgenina ’ Ae_ (60,61,62)
16-dehidropregnenolona | \ = 4
7 L
— -¢-_ ﬂ
D S 2N MCF-7
Caracterizacién Reriicackon MDA-MB-231

Filtracién de los por RMN HEK-293
crudos de rezccién {57,58,59)

Actividad bioldgica
{60,61,62)

Esquema 6. Estrategia experimental parala sintesis y evaluacién antiproliferativa de esteroides 3,6-sustituidos.

8.1. Preparacion del reactivo de Jones.
8.1.1. Reactivo a una concentracionde 2.19 M.

En un vaso de precipitado provisto de agitaciéon magnética, se colocd 1 g de CrOzy se adiciond
con mucha precaucion gota a gota 0.86 mL de H2S04 concentrado. La mezcla del acido y CrOs se
diluyod con H20 destilada a un volumen final de 3.7 mL manteniendo el vaso de precipitado en un

bafio de hielo por un tiempo de 30 min.
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8.1.2. Reactivo a una concentracionde 0.25 M.

En un vaso de precipitado provisto de agitacién magnética, se colocé 6.7 g de CrO3y se adiciond
con mucha precaucién gota a gota 5.8 mL de H2SO4 concentrado. La mezcla del acidoy CrOs se
diluyé con H>0 destilada a un volumen final de 19.2 mL manteniendo el vaso de precipitado en

un bafio de hielo por un tiempo de 30 min.

8.2. Procedimiento para la obtencion de 4-en-3,6-dionas esteroidales (57, 58, 59).

En un matraz balén de 50 mL provisto de agitacién magnética a temperatura ambiente, se disolvid
diosgenina (30, 1 g, 2.41 mmol), colesterol (6, 1 g, 2.58 mmol) o 16-dehidropregnenolona (33, 1
g, 3.18 mmol), en una mezcla de CHCl> (10 mL)/acetona (15 mL), cuando el esteroide no se
disolvio adecuadamente se agregd una cantidad adicional de CH;Cl; hasta tener una mezcla

traslucida (Shirini et al., 2005; Mphahlele, 2009; Hunter, A. et al., 2006)

A la disolucidn del esteroide se le afiadié el reactivo de Jones recién preparado gota a gota (4.56
mL). La reaccidon se monitoreé cada 10 min. con ayuda de CCF utilizando una mezcla de
disolventes Hexano/AcOEt (7:3), hasta observar por placa que el esteroide se consumid por
completo. Para inactivar la reaccién se ainadidé isopropanol poco a poco hasta que ocurrié un

cambio de coloraciéon en la reaccién, de naranja a verde.

La mezcla de reaccidn, se filtrd al vacio empleando un matraz Kitazato y un embudo Biichner que

contenia celita como fase estacionaria. La endiona se arrastré con ayuda de CH2Cl> destilado.

Por ultimo, en un matraz balén previamente pesado se retird el exceso de disolvente con ayuda
de un rotavapor, el residuo se analizdé por RMN y se sometid a la siguiente reaccién sin previa

purificacion.
8.3. Procedimiento para la obtencion de los enol éteres (60, 61, 62).

En un matraz bola de dos bocas provisto de agitacion magnética se colocaron las 4-en-3,6-dionas
esteroidales derivadas de diosgenina (57, 0.4 g, 0.942 mmol), colesterol (58, 0.4 g, 1.002 mmol) y
16-dehidropregnenolona (59, 0.4 g, 1.22 mmol), y se disolvieron en MeOH (50 mL); se agregd
cuidadosamente cantidades cataliticas de |2 (10% mol). La reaccién se mantuvo a reflujo, y se

monitored por CCF cada 30 min. hasta que se observé el consumo total de la materia prima. La
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reaccion se detuvo agregando una solucién de Na2S203 (2 cristales de reactivo en 10 mL de H20

destilada) poco a poco hasta que se observé un cambio en la coloracion.

A la mezcla de reaccion se le realizaron extracciones con CH2Cl2 (2 x 30 mL) y la fase organica se
lavd con salmuera y se evapord a presion reducida. El residuo se purificd por cromatografia en
columna utilizando como eluyente el sistema Hexano/AcOEt (8:2) obteniéndose 134.2 mg para el
compuesto 60, 200 mg para el compuesto 61,y 75 mg para el compuesto 62, con rendimientos

del 50%, 67.1% y 37.5 % respectivamente para cada esteroide.

6-metoxicolestan-4,6-dien-3-ona (60):

RMN H (400 MHz, CDCl3) 6:6.24 (1H, s, H-4), 5.16 (1H, d, J= 2.2 Hz, H-7), 3.58 (3H, s, H-6’), 2.54
(1H, ddd, J= 17.91, 14.4, 5.3 Hz, H-2B), 1.11 (3H, s, H-19), 0.92 (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), 0.76 (3H, s, H-18).

RMN 13C (100 MHz, CDCl3) &: 199.8 (C-3), 159.4 (C-5), 149.9 (C-6), 119.3 (C-4), 109.1 (C-7), 56.1
(C-17), 54.5 (C-6'), 54.3 (C-14), 51.0 (C-9), 43.2 (C-13), 39.5 (C-24), 39.4 (C-12), 36.3 (C-10), 36.0
(C-22), 35.7 (C-20), 35.4 (C-8), 34.14 (C-1), 33.6 (C-2), 28.1 (C-16), 27.9 (C-25), 23.8 (C-15), 23.8 (C-
23), 22. (C-26), 22.5 (C-27), 20.6 (C-11), 18.6 (C-21), 16.4 (C-19), 12.0 (C-18).

(25R)-6-metoxiespirostan-4,6-dien-3-ona (61):

RMN H (400 MHz, CDCls) &: 6.24 (1H, s, H-4), 5.12 (1H, d, J= 2 Hz, H-22), 4.44 (1H, ddd, J= 7.5 Hz,
H-16), 3.59 (1H, s, H-6"), 3.38 (3H, dd, J= 10.89, H-26), 2.54 (1H, ddd, J= 17.91, 14.4, 5.3 Hz, H-2B),
1.13 (1H, s, H-19), 0.98 (1H, d, J= 6.9 Hz, H-21), 0.88 (1H, s, H-18), 0.80 (1H, d, J= 6.3 Hz, H-27).

RMN 13C (100 MHz, CDCl3) &: 199.7 (C-3), 159.0 (C-5), 150.6 (C-6), 119.5 (C-4), 109.2 (C-22), 108.3
(C-7), 80.4 (C-16), 66.9 (C-26), 62.1 (C-17), 54.7 (C-6'), 54.2 (C-14), 51.1 (C-9), 41.6 (C-20), 41.3 (C-
13),39.6 (C-12), 36.4 (C-10), 35.0 (C-8), 34.2 (C-1), 33.6 (C-2), 31.4 (C-23), 31.3 (C-15), 30.2 (C-25),
28.8 (C-24),20.4 (C-11), 17.1 (C-27), 16.5 (C-19), 16.3 (C-18), 14.5 (C-21).
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6-metoxipregnan-4,6,16-trien-3,20-diona (62):

RMN H (400 MHz, CDCls) &: 6.75 (1H, dd, J= 1.83, 1.86, 3.41 Hz, H-16), 6.24 (1H, s, H-4), 5.12 (1H,
d, J= 2.24 Hz, H-7), 3.60 (1H, s, H-6’), 2.54 (1H, ddd, J= 17.91, 14.4, 5.3 Hz, H-2B), 2.27 (1H, s, H-
21), 1.13 (1H, s, H-19), 0.97 (1H, s, H-18).

RMN 13C (100 MHz, CDCl3) &:199.7 (C-3),196.6 (C-20), 159.0 (C-5), 155.1 (C-17), 150.4 (C-6), 143.7
(C-16), 119.7 (C-4), 107.8 (C-7), 54.7 (C-6'), 54.5 (C-14), 51.5 (C-9), 46.8 (C-13), 36.5 (C-10), 34.4
(C-1), 34.0 (C-12), 33.7 (C-8), 33.6 (C-2), 31.9 (C-15), 27.1 (C-21), 20.5 (C-11), 16.3 (C-19), 15.9 (C-
18).

8.2. Cromatografia en capafina

Se utilizaron placas precortadas provistas de fase estacionaria de gel de silice (SiO2) grado 60 de
0.2 mm de espesor ALUGRAM Xtra SIL G/UV254 de Macherey-Nagel. Como lafase movil, se utilizé
el sistema de disolventes Hexano/AcOEt que permitid obtener el mejor sistema para predecir el
comportamiento de los nuevos esteroides en una columna cromatografica para su aislamientoy

purificacion.

Para el revelado de las placas se utilizé luz ultravioleta de onda corta y de onda larga (254 nmy
365 nm, respectivamente, lampara UVG-11); inmersidon en H2SO4 al 50% para posteriormente
someterlas a una parrilla de calentamiento a 100°C durante 5-10 minutos; inmersion en una

solucion de KMnOg al 0.74% y calentamiento durante 5-10 minutos.

Para la determinacién del factor de retenciéon (Rf) de los productos de reaccidn, se utilizd la

siguiente ecuacion:

distancia recorrida por el compuesto

distancia recorrida por el disolvente
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8.3. Aislamiento y purificacion.

Para la obtencion de las endionas esteroidales se utilizd un sistema que constaba de un embudo
buchner y un matraz kitasatoal vacio, empleando como fase estacionaria celitay como fase movil

CH2Cl; destilado.

En cuanto a la purificacion de los enol éteres, se empled como fase estacionaria gel de silice de
230-400 mallas MN Kieselgel 60 de Macherey-Nagel y como fase mdvil se utilizaron los sistemas
de disolventes obtenidos en CCF para los diferentes crudos de reaccién. Para la recoleccién de las

fracciones de cada columna se utilizaron tubos de ensaye.

8.4. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Los espectros de RMN se obtuvieron con un equipo VARIAN 400MR, a 400 MHz para los espectros
de 'H y a 100 MHz para los de '3C. Como disolvente se utiliz6 CDCl3 (99.8% D, Aldrich) y

tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.

Se agregaron de 4-20 mg de la muestra en un vial pequefio, se anadieron de 0.5-0.7 mL de CDCl3
(99.8% D), se mezcld en el vial y se transfirid la solucidén a un tubo de RMN con ayuda de una
pipeta pasteur, se comprobd el nivel de la muestra en el tubo y cuando fue necesario, se
agregaron gotas de disolvente para llevar la disolucién al nivel recomendado para el andlisis en el
equipo. Los desplazamientos quimicos (&) se expresan en ppm, las constantes de acoplamiento
(/) se expresan en Hertz (Hz). La multiplicidad de las sefiales en 'H estdn definidas como; “s” para
una sefal simple, “d” para una seiial doble, “dd” para una sefial doble de dobles, “ddd” para una

sefial doble de doble de dobles. La manipulacién de los FIDs (Free Induction Decay) se realizd en

el software MestReNova version 9.0.1.

8.5. Disolventes y materias primas.

Los reactivos fueron grado analitico. Los disolventes de grado técnico se destilaron para su

posterior uso.

25



8.6. Ensayo MTT.

El ensayo MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), es una técnica
cuantificable y colorimétrica, en el cual se utiliza un lector de placas a 545 nm, usualmente es
implementada en ensayos de citotoxicidad y proliferacién celular, la cual se basa en la reduccion
de una sal de tetrazolio por accién de las enzimas mitocondriales succinato-deshidrogenasa a
cristales de formazano, un compuesto de tonalidad azul (la cantidad de células tefidas es igual a
los cristales de formazano formados), Unicamente las células que no han sido dafiadas realizan la
reduccién del MTT, esta técnica permite observar la actividad mitocondrial, asi como la viabilidad

celular (Mosmann T. 1983).

8.6.1. Procedimiento para evaluarla actividad antiproliferativa de los enol éteres (60, 61, 62).

Se realizd la evaluacion de la actividad anticancerigena de los esteroides 6-metoxi-4,6-dien-3-ona
(60, 61 y 62) a través del ensayo MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)
con las lineas celulares de adenocarcinoma de mama MCF-7 y MDA-MB-231 y para las células

normales HEK-293 (Mosmann, 1983; Darzynkiewicz et al., 2001).

8.6.2. Condiciones del medio.

Con la finalidad de obtener mejores resultados y proporcionar durante el ensayo de MTT las
mejores condiciones a las células se les adicioné: medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v), antibidtico

(penicilina/estreptomicina) al 1% (m/v) y L-glutamina al 1% (v/v).
8.6.3 Cultivo de células.

1. Enuna caja petri con 10 mL de medio se colocaron las células crioconservadas en DMSO,
se dejaron reposar por cuatro horas y se cambié el medio por uno nuevo para eliminar el
DMSO de las células, posteriormente se incubaron las células durante 24 h a 37°C con un
5% de CO2 y una humedad del 92%.

2. Seretird el medio de la caja petri con ayuda de una pipeta automatica, selavé la superficie
de la caja con ayuda de medio normal y posteriormente se agregd 1 mL de tripsina para

despegar las células. Las células se observaron al microscopio para corroborar que se
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realizé el levantamiento con éxito, se agregaron 5 mL de medio completo para inactivar
el efecto de la enzima, se trasvaso el contenido de la caja petri a un tubo falcon yse llevé
a la centrifuga en condiciones de 1000 rpm a 4°C durante 10 min.

Una vez obtenido el botén de células se decantd el medio y se homogenizé en 1 mL de

DMEM. El conteo de la densidad celularse realizd en una cdmara de Neubauer.

8.6.5. Ensayo MTT: Determinacion de la viabilidad celular.

En una placa de 6 pocillos se colocaron 1500 puL del medio DMEM que contuviera el
equivalente a 40,000 células. Se sometié la placa a incubacion a una temperatura de 37°C,
con COz al 5% y humedad del 92% durante 24 h.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se adicionaron el medio de cultivo con el
compuesto a evaluar (de acuerdo a la concentracion determinada). Cada ensayo se
acompaid de por lo menos tres controles y se incubaron en las condiciones descritas
anteriormente.

Posteriormente, se retird el medio de la placay se adicionaron 10 pL del reactivo MTT por
cada 200 plL de medio, y se incubd nuevamente entre 4-6 horas a 37°C, con 5% de CO2y
92% de humedad.

Transcurrido el tiempo se retird el medio y se dejd secar el exceso de liquido por lo menos
24 h.

Finalmente se midié la absorbancia que presentd la muestra a 570 nm, disolviendo los

cristales de formazano con ayuda de isopropanol a un volumen final de 2 mL en cada celda.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION.

9.1. Sintesis quimica.
9.1.1. Materias primas

El colesterol (6), estd asociado a problemas de salud en el sistema circulatorio, provocando
enfermedades como las enfermedades cardiovasculares, por otro lado, también es un esteroide
muy importante en el metabolismo de los mamiferos ya que es materia prima para la formacion
de hormonas esteroidales (testosterona 12y estrégenos) y es crucial en el funcionamiento celular
dando rigidez a las membranas celulares, por lo que evita la destruccion de las mismas. La
diosgenina (30) es un esteroide que se halla en forma de glicésido en los tubérculos del fiame del
género dioscorea y es un precursor importante en la industria para la obtencién de varios
productos como: anticonceptivos orales, hormonas sexualesy farmacos del tipo cortisona. Por
ultimo, el compuesto 16-dehidropregnenolona (33) es un intermediario para la sintesis de

progesterona. (Olivares F.,2001; Saavedra O. M. et al., 2012).

9.1.1.2. Ruta de sintesis.

Las reacciones de deshidrogenacion de la enona de testosterona (12) (Sun et al., 2004) y la
aromatizacion del fenilciclohexenol (53) (Kottawar etal., 2013) derivado de testosterona, usando
iodo molecular, son un area de oportunidad para efectuar nuevas modificaciones en la estructura
de un esteroide (Esquema 7). En este trabajo se exploré la reactividad de sistemas 4-en-3,6-dionas

(55) usando |2 molecular como catalizador de la reaccién.

Py
I, DMSO l,, DMSO
Tolueno ph”-
DBU [¢] B
(o} 12 (o} 52 Ph 54 H 53

Reflujo o

l,, MeOH 2
o 55 Reflujo
o

Esquema 7. Reacciones utilizando como catalizadorl, molecular.
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La ruta de sintesis, se inicié con la oxidacién del esteroide respectivo (colesterol 6, diosgenina 30
o 16-dehidropregnenolona 33; Esquema 8), con el reactivo de Jones para la obtencién de la
endiona esteroidal. La reactividad del sistema 4-en-3,6-diona (55) presente en estos derivados se

evalud frente a I2 molecular con la finalidad de obtener los sistemas deshidrogenados en el anillo

A o B.

R, R4 R4

R, R
2 [
. 9
Oxidacién o

R,
HO (o]
55 56
6,30,33 5 o

Esquema 8. Sintesis paralaformaciondeendionas esteroidales.
En la elucidacién de los productos de sintesis obtenidos se emplearon experimentos de RMN en
1D y 2D para observar las modificaciones que sufre la estructura esteroidal comparando los

espectros de las materias primas con los espectros de los productos obtenidos.

9.1.1. Obtencion de 3,6-endionas.

9.1.1.1. Sintesis de (25R)-espirostan-4-en-3,6-diona (57).

-
< ~
<

19
Jones, 30 min., t.a.

HO

o

Esquema 9. Obtencidndel (25R)-espirostan-4-en-3,6-diona (57).
La oxidacién de la diosgenina (30) para formar la endiona esteroidal (57; Esquema 9), se efectud
con el método de oxidacion con reactivo de Jones con la metodologia de Farhad Shirini con
algunas modificaciones y se obtuvo una baja conversién de la materia prima (aprox. 10 %), el
compuesto purificado se observé por CCF como una mezcla de compuestos (Tabla 1, experimento
1). Este resultado se mejord al poner como reactivo en exceso al acido crémico, obteniendo una
conversion completa de la materia prima a la endiona esteroidal (57) en un menor tiempo (Tabla
1, experimento 2). El crudo de la segunda reaccién se analizé con RMN de *Hy 3C y se corroboré
la formacion completa a la endiona esteroidal (57) que se utilizd sin previa purificacion en la

siguiente reaccién. Para entender de forma adecuada el comportamiento de la diosgenina (30)
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en la reaccion de oxidacién, se compararon los espectros de 13C de la materia prima y el producto

de reaccién (Figura 13).

Tabla 1. Condiciones para lasintesisde (25R)-espirostan-4-en-3,6-diona (57).

Experimento 1 2
Diosgenina 5g(12.06 mmol) 1 g (2.41 mmol)
Disolventes | CH2Cl2/acetona CHzClz/acetona
Jones 1.5 mL (0.375 mmol)! | 4.56 mL (9.98 mmol)?
Temperatura | Ambiente Ambiente

Tiempo 3h 30 min.

Conversion 10% 100%

Reactivo 1, Reactivo 2
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Figura 13. Comparacion de los espectros de RMN de 13Ca) diosgenina (30) y b) endiona esteroidal (57).

Con respecto al experimento de 13C se observé que la Unica parte de la estructura que sufre un

cambio estructural eran los anillos Ay B. Primero se compararon los carbonos unidos a oxigeno,

observando que las posiciones C-16 y C-22 no presentaron un cambio significativo en los
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desplazamientos quimicos, para C-16 y C-22 se observd un ¢ 81.02 y 109.49 en la materia prima
contra ¢ 80.73 y 109.43 en el producto. Sin embargo, los desplazamientos quimicos de C-3y C-6
variaron significativamente al pasar de la diosgenina a la endiona, de 71.91 y 121.73 ppm contra
199.69 y 202.67 ppm en el producto, con lo cual se corroboré que estas posiciones sufrieron una
oxidacion hacia cetonas. Al comparar los desplazamientos quimicos de los metilos de las
posiciones C-18, C-19, C-21y C-22, no se observaron diferencias significativas entre los espectros
de la materia prima vy el producto (Tabla 2), asi mismo, la senal asignada a C-4 mostré cambios

significativos entre la materia prima y el producto (42.47 ppm vs 119.54 ppm).

Tabla 2. Comparacién de los 8 (ppm) representativos de la diosgenina (30) y suendiona (57).

Diosgenina Endiona
Posicion G
de

carbono | H°
3 71.9 199.7
4 42.5 119.5
5 141.0 159.0
6 121.7 202.7
16 81.0 80.4
18 16.5 16.3
19 17.4 16.5
21 14.7 14.5
22 109.5 109.2
27 19.6 17.1

31



9.1.1.2. Sintesis de colestan-4-en-3,6-diona (58).

’,
//

HO 6

Jones
1 h, t.a.

7,
’,
‘.

58

o

Esquema 10. Obtenciodn del colestan-4-en-3,6-diona (58).

En un primer ensayo (Esquema 10), se oxidaron 5 g de colesterol (6) con 0.03 equivalentes de
acido crémico por 3 h, sin embargo, por CCF se observd una trasformacion parcial de la materia
prima. En un segundo ensayo, se utilizaron 3.9 equivalentes la materia prima y en exceso acido

crémico (1 equivalente; Tabla 3, experimento 2), con lo cual se logré la conversion completa, lo

cual se corroboré mediante experimentos de RMN de *Hy 13C.

Tabla 3. Condiciones para lasintesisdecolestan-4-en-3,6-diona (58).

Experimento 1 2
Colesterol 5g(12.9 mmol) 1 g(2.58 mmol)
Disolventes | CH2Cly/acetona CH2Cl2/acetona
Jones 1.5 mL (0.375 mmol)! | 4.56 mL (9.98 mmol)2
Temperatura | Ambiente Ambiente

Tiempo 3h 1lh

Conversion 46% 100%

Reactivo 1, Reactivo 2
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Mediante RMN de 13C se verificé la obtencion de la endiona derivada de colesterol (58; Figura

14).

C-6 c-3 Cc-4

T N I N

C-3

i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 12[)r (110 ) 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
1 (ppm|

Figura 14. Espectros de RMN de 13Cde a) endiona 58y b) colesterol (6).

En el espectro de 13C de 58, se observaron dos sefiales caracteristicas pertenecientes a cetonas,
en 199.90 y 202.67 ppm que confirmé la formacidn de una dicetona en la estructura. Ademas, el
desplazamiento quimico del carbono C-4 varié significativamente de 42.51 ppm para la materia

prima a 125.61 ppm en la endiona 58, debido al cambio de grupo funcional en esta posicién (Tabla

a).



Tabla 4. Comparacién de los d (ppm) representativos del colesterol (6) y su endiona 58.

Colesterol Endiona
Posicion
de

carbono
3 72.0 199.9
4 42.5 125.6
5 140.9 161.3
6 121.9 202.7
7 32.1 47.0
17 56.3 56.1
18 12.0 121
19 19.6 17.7

9.1.1.3. Sintesis de pregnan-4,16-dien-3,6,20-triona (59).
(o)

Jones

—_——
59
33 3 h, ta.

HO
o

Esquema 11. Obtencion de pregnan-4,16-dien-3,6,20-triona (59).
La obtencidn de la endiona esteroidal (59) a partir de 16-dehidropregnenolona (33; Esquema 11),
se realizé con 0.12 equivalentes de reactivo de Jones y 1 equivalente de 16-dehidropregnenolona
(33), obteniendo una baja transformacion del esteroide (aproximado del 15%), por CCF se observo
una mezcla de dos compuestos (Tabla 5, experimento 1). Para mejorar el rendimiento en la
sintesis de la endiona (59), se incrementd el tiempo de reaccidn utilizando la misma cantidad de
33 y el agente oxidante en exceso. La reaccién se monitored revelando con UV (254 y 365 nm) y
con una solucion de KMnOg4 al 0.75%, con lo cual se determind que la materia prima no se

consumio en su totalidad (conversion aproximada del 20%, Tabla 5, experimento 2).
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Tabla 5. Condiciones para lasintesisdel pregnan-4,16-dien-3,6,20-triona (59).

Experimento 1 2
16-dehidropregnenolona | 1g (3.18 mmol) 1g(3.18 mmol)
Disolventes CH2Cl2/acetona CH2Clz/acetona
Jones 1.5 mL (0.375 mmol)! | 4.56 mL (9.98 mmol)?
Temperatura Ambiente Ambiente

Tiempo 1h 3h

Conversion 15% 20%

Reactivo 1, Reactivo 2

En el andlisis de la reaccion de oxidacion con el reactivo de Jones de la 16-dehidropregnenolona
(33) se compararon los espectros de RMN de 13C entre el esteroide y el producto de oxidacion, se
observd el mismo patrén de sefiales en cuanto a los protones y carbonos que sufrieron cambios
en grupos funcionales o ambientes quimicos, similares a los observados en los derivados de

diosgenina (57) y colesterol (58).
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Figura 15. Espectros de RMN de 13Ca) endiona 59y b) 16-dehidropregnenolona (33).

Al realizar el andlisis en el espectro de 13C de RMN entre la materia prima y el esteroide obtenido
en la reaccidén de oxidacion, se confirmd la presencia de una doble ligadura en el C-4 debido a los
picos observados en 125.95y 160.84 ppm, asignados a C-4 y C-5, respectivamente (Figura 15). Las
sefiales en 199.58 y 201.79 ppm corroboraron la presencia de dos grupos cetonas, confirmando
asi la oxidacion de las posiciones C-3 y C-6. El desplazamiento quimico de C-4 varid
considerablemente con respecto al espectro de la materia prima pasando de 46.25 ppm a 125.95

ppm, mientras que el pico asignado a C-5 se desplazé de 141.54 ppm a 160.84 ppm (Tabla 6).
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Tabla 6. Comparacién de los 6 (ppm) representativos dela 16-dehidropregnenolona (33)y suendiona 59.

16-dehidropregnenolona Endiona
Posicion o
de
carbono 33 59
HO o
o

3 71.8 199.6
4 46.3 126.0
5 1415 160.8
6 121.2 201.8
7 32.5 46.7
17 155.5 154.9
18 15.9 15.9
19 19.5 17.7
20 197.1 196.8
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9.1.2 Obtencion de los enol éteres.

9.1.2.1. Sintesis de 6-metoxicolestan-4,6-dien-3-ona (60).

I,
—

MeOH
Reflujo

Esquema 12.Sintesis de 6-metoxicolestan-4,6-dien-3-ona (60).

Enlasintesis de 6-metoxicolestan-4,6-dien-3-ona (60) se realizaron 2 experimentos, en la primera
reaccion se utilizé 1 equivalente de la endiona esteroidal y 0.12 equivalentes de |2, (Esquema 12),
se monitored la reaccion cada 30 min y se revelé mediante UV (254 y 365 nm) y con una solucion
al 0.75% de KMnOa. Al revelar la placa con KMnO4 se pensd que la reaccién no se habia llevado
con éxito, ya que Unicamente se observaba la endiona de colesterol, pero al revelar a 365 nm se
observd que el producto y la materia prima tenian el mismo Rf. En esta longitud de onda
Unicamente se podia observar el producto (Tabla 7, experimento 1) mientras que la endiona no
fluorescia. En el segundo experimento se utilizé como disolvente AcOH glacial concentrado (20
mL), 1 equivalente de la endiona y 0.24 equivalentes de |2, se monitore6 con CCF la reaccion,
observandose la formacidon de un compuesto nuevo sinla presencia de materia prima (Tabla 7,
experimento 2). Para corroborar que se tenia efectivamente el esteroide de interés se realizaron
experimentos de RMN de tHy 13C.

Tabla 7. Condiciones paralasintesis del enol éter 60.

Experimento 1 2

58 0.4 g (1.004 mmol) 0.2 g (0.502 mmol)
Disolvente MeOH (50 mL) MeOH (25 mL)
2 0.03 g (0.1181 mmol) | 0.03 g (0.1181 mmol)
Reflujo Presente Presente
Tiempo de Rx. | 2 h 20 min. 3 h 20 min.
Rendimiento | ---------- 67.1%
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9.1.2.2. Anailisis de los espectros de RMN de 'Hy 3Cde 60.

Al comparar los espectros de la materia prima y el producto se observaron algunos cambios
significativos, la sefial asignada al C-6 en el producto se ubicé en 149.9 ppm contra 202.7 ppm de
la materia prima, lo que indico que la cetona del C-6 sufrié una trasformacién. Ademas, se observo
una nueva sefal a 54.6 ppm, que indicaba que se habian obtenido resultados semejantes a lo
observado en la reaccion anterior donde los carbonos de los anillos C y D no eran afectados por
el I, ademas se seguia conservando la cetona en el anillo A en 199.69 ppm del C-3 por lo que la
estructura del nuevo esteroide deshidrogenado solo presentd cambios en el anillo B. Ademas, se

observé que la cetona en 201.98 ppm se desplazd hasta 54.67 ppm sefial caracteristica a un OMe

(Tabla 8, Figura 16).

Tabla 8. Comparaciondelos d(ppm) representativos de la endiona 58y el enol éter 60.

Endiona 58 6-metoxicolestan-4,6-dien-3-ona
Posicién de
carbono
3 199.9 199.8
4 125.6 119.3
5 161.3 159.4
6 202.7 149.9
7 47.0 109.1
& | 54.5
17 56.1 56.1
18 12.1 12.0
19 17.7 16.4

39



c4

N & C-5

T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120f1(110 )100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
ppm

Figura 16. Espectros de RMN de 13Cdel a) enol éter 60y b) endiona 58.
En el experimento de gHMBC de 6-metoxicolestan-4,6-dien-3-ona (60) se observd la correlacion
entre el protdn H-6"y el carbono C-6, debido a la naturaleza de la estructura el protén de H-6
solo puede asociar a C-6, de esta forma se corroboré que el enol estd ubicado en esa posicion. Se
analizé con un mayor énfasis los anillos Ay B ya que es la region donde el colesterol sufrié todas
las modificaciones durante la oxidacion y posterior tratamiento con l.. Otra correlacién
importante para la caracterizacién inequivoca del producto fue la observada entre H-4 y los
carbonos C-6y C-10, asi como la correlacién que existe entre el protén de H-7 y los carbonos de

C-6,C-5y C-9 (Figura 17).
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Figura 17. Espectro de gHMBC del compuesto 60.
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9.1.2.3. Sintesis (25R)-6-metoxiespirostan-4,6-dien-3-ona (61).

(0] 0\

Esquema 13. Reaccion para obtener (25R)-metoxiespirostan-4,6-dien-3-ona (61).
En la reaccion del (25R)-espirostan-4-en-3,6-diona (57), se realizaron 3 experimentos (Esquema
13). En un primer ensayo se utilizaron 1 equivalente de la endiona y 0.17 equivalentes |2, en MeOH
como disolvente. La reaccién se monitored con CCF cada hora, visualizando las placas en una
ldmpara de UV (254 y 365 nm) y revelandolas con una solucion al 0.75% de KMnQ4, con lo cual se

determind la formacion de un nuevo producto (Tabla 9, experimento 1).

En un segundo ensayo se utilizaron las mismas condiciones con respecto al primero a excepcion
del tolueno como disolvente, esperando que el alto punto de ebullicion favoreciera una mayor
conversion. La reaccion se monitored con CCF dando como resultado que la endiona esteroidal
no sufrié ninguna modificacidén en su estructura. Para forzar la reaccién a la formacién de un
compuesto diferente se adicionaron 20 mL de acido acéticoglacial, sinembargo, no se observaron

resultados favorecedores (Tabla 9, Experimento 2).

En el tercer experimento se utilizaron 1 equivalente de la endiona (57) y 0.13 equivalentes de I,
la reaccidon se monitored con CCF observando que la materia prima se habia consumido por
completo (Tabla 9, experimento 3). Una vez purificados los compuestos se procedié a su analisis

por RMN en 1y 2D.

42



Tabla 9. Condiciones paralasintesis del enol éter 61.

Experimento 1 2 3

57 0.1 g(0.235 mmol) | 0.1 g(0.235 mmol) 0.4 g (0.938 mmol)
Disolvente MeOH (50 mL) Tolueno (50 mL) MeOH (50 mL)
I2 0.01 g (0.039 mmol) | 0.01 g (0.039 mmol) | 0.03 g (0.1181 mmol)
Tiempo de Rx. | 4 h 20 min. 4h 2h
Rendimiento | ------------ | —-mmeeeee 50%

9.1.2.1. Caracterizacion por RMN del (25R)-6-metoxiespirostan-4,6-dien-3-ona (61).

El espectro de 13C permitié confirmar que el carbonilo del C-3 no sufrié modificacién quimica ya
que el desplazamiento quimico no varidé significativamente (Figura 18). Este mismo
comportamiento se observé con los carbonos vinilicos de C-4 y C-5. Sin embargo, el pico asignado
al carbono 6 cambid significativamente de 201.98 ppm a 150.64 ppm. Ademas, se observaron dos
sefiales nuevas en el espectro del producto en 150.64 y 108.34 ppm correspondientes a los
carbonos C-6y C-7 respectivamente, los cuales corresponden a un carbono cuaternario y a un
metino (determinado por un experimento DEPT), aunado a ello se observd una sefial simple a
54.67 ppm que corresponde a un metilo lo que sugirié la formaciéon de un enol éter que podia
estar entre los carbonos C-6 y C-7 (Tabla 10). Para asegurar que efectivamente se tenia la

formacion de un sistema enol éter, se realizaron experimentos de 2D (gHSQC y gHMBC).
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Tabla 10. Comparacionde los §(ppm) representativos de la endiona 57 y el enol éter 61.

Endiona Enol éter
Posicion de
carbono

3

4

5 160.8 159.0
6 202.0 150.6
& |- 54.7
7 46.9 108.3
16 80.7 80.4
18 16.4 16.3
19 17.2 16.5
21 14.6 14.5
22 109.4 109.2
27 17.6 17.1
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Figura 18. Comparacién entre los espectros de RMN de 13Cdel a) enol éter 61y b) endiona 57.
En el experimento de gHMBC de 61 se observa la correlacion entre el protén de H-6" y el carbono
de C-6, debido a la naturaleza de la estructura el proton de H-6’ sdlo se puede observar al C-6,
de esta forma se corrobord que el enol esta ubicado en esa posicién (Figura 19). Se analizd mas
en detalle este experimento dando un mayor énfasis enlos anillos Ay B ya que es la region del
esteroide donde se han presentado todas las modificaciones. Esta deduccién se argumentd mejor
a partir de las correlaciones entre H-4 con los carbonos C-5y C-10, asi como la correlacion entre

el protén H-7 con C-6, C-5, C-9y C-14 (Figura 19).
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Espectro de gHMBC del compuesto 61.
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9.1.2.4. Sintesis de 6-metoxipregnan-4,6,16-en-3,17-diona (62).
(o) o

2
-
62

MeOH

Reflujo

(o] o

Esquema 14. Reaccion para obtener 6-metoxipregnan-4,6-dien-3-ona (62).
Enla primera reaccion planteada se pusieron areaccionar 0.15 g (1 equivalente) de pregnan-4,16-
dien-3,6,20-triona (59) en presencia de 0.02 g (0.17 equivalentes) de I>. La reaccién (Esquema 14),
se monitored con ayuda de CCF utilizando los mismos reveladores que en las reacciones
anteriores, dando como resultado una mezcla de materia prima y un producto nuevo (Tabla 11,

experimento 1).

Para corroborar que la endiona esteroidal sufrié un cambio en su estructura durante la reaccion,
se realizaron experimentos de RMN de 'H y 13C en RMN. En un segundo ensayo se utilizaron las
mismas condiciones aumentando las cantidades de pregnan-4,16-dien-3,6,20-triona a 0.200 g (1
equivalente) y de 1a20.03 g (0.19 equivalentes), la reaccién se monitoreé con CCF observandose
la formacion de dos productos y el consumo de la materia prima. Se realizé el andlisis de RMN del
compuesto purificado para contrastarlos con los espectros obtenidos de los productos de las
reacciones anteriores, observando que setenian los mismos desplazamientos en los primeros dos

anillos del esteroide (Tabla 11, experimento 2).

Tabla 11. Condiciones para la sintesis del enol éter 62.

Experimento 1 2

59 0.15 g (0.4599 mmol) 0.2 g (0.6131 mmol)
Disolvente MeOH (50 mL) MeOH (50 mL)
I2 0.02 g (0.07873 mmol) | 0.03g(0.1181 mmol)
Tiempo de Rx. | 2 h 30 min. 3 h 30 min.
Rendimiento | -------- 37.5%

Después de realizar los experimentos con |2 molecular se compararon los espectros de RMN de

1H y 13C de la endiona con 6-metoxipregnan-4,6,16-trien-3-ona (Tabla 12). El anillo A del nuevo
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esteroide en comparacion con la endiona, no mostré cambios en su estructura, conservando
tanto la cetona del carbono C-3 a 199.87 ppm vy el carbono vinilico de C-4. Nuevamente, la senal
del C-6 de la materia prima se modificd considerablemente en el espectro de 13C del producto

(201.79 vs 150.01 ppm) lo que sugirié que el C-6 sufrié un cambio de grupo funcional de cetona a

alqueno (Figura 20).

Tabla 12. Comparacidn de los 8 (ppm) representativos dela endiona 59y enol éter 62.

Endiona 59 Enol éter 62
Posicién o o
de
carbono | 59 . 62
0 o
3 199.6 199.7
4 126.0 119.7
5 160.8 159.0
6 201.8 150.4
& |- 54.7
7 46.7 107.8
16 143.9 143.7
17 154.9 155.1
18 15.9 15.9
19 17.7 16.3
20 196.8 196.6
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Figura 20. Espectros de RMN de 3Cdel a) enol éter 62 y b) endiona 59.

El espectro de gHMBC se utiliza para observar correlaciones entre protén y carbono a dos y tres
enlaces, en este compuesto en particular se analizé la correlacién entre los protones H-6, H-6’, H-
7 y H-4 con los carbonos ubicados en los anillos Ay B, se observéd que H-6" correlaciond con el C-
6, corroborandose que el enol éter se ubicé en el anillo B, al igual que en los otros casos antes
mencionados (Figura 21). Ademas, se analizd el experimento con mayor detalle en los anillos Ay
B ya que es donde la materia prima ha sufrido todas las modificaciones durante las reacciones de
oxidacidn y las realizadas con |2, donde al igual que los compuestos anteriores se observan las

mismas correlaciones. (Figura 21).

49



H-4

2 (ppm)

A 61 02 4l 60 39 58 A7 506 33 54 3D 52 5] 30 40 AN A7 A0

H-6'

C6 — ¢

-y
A6 45 &«

' v

— et ey —r—y—r—1—
4 A3 43 41 40 39 38 27 36 13 A D
12 (ppm)

Y U '

I 33 31 30 29 248 27 2

Y

0 23 2

vy~

‘

2

3

3

2

-

n
10
"

1%

Figura 21. Espectro de gHMBC del compuesto 62.
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9.2. Ensayos de viabilidad.

9.2.1. Linea celular MCF-7.

Los compuestos 6-metoxicolestan-4,6-dien-3-ona (60), (25R)-metoxiespirostan-4,6-dien-3-ona
(61) y 6-metoxipregnan-4,6,16-trien-3-ona (62), se probaron inicialmente frente a la linea celular
de cancer de mama MCF-7, con la finalidad de evaluar su actividad antiproliferativa. El ensayo de
MTT fue usado para determinar la actividad bioldgica, empleando diferentes concentraciones de
los compuestos (100, 33.3, 11.1, 3.7, 1.2, 0.4, 0.13, 0.045 pg/mL), utilizando como grupo control
células sin tratamiento de la misma linea celular. Los resultados mostraron (Figura 22) que el
esteroide 61 inhibié de manera dosis dependiente, es decir a mayor concentracion menor
porcentaje de célulasvivas, siendosignificativoa partir de las dosis 0.4, 1.2,3.7, 11.1y 33.3 ug/mL
(P=****P<0.0001), siendo la dosis de 33.3 pg/mL la que mostré menor supervivencia celular (80%
aproximadamente), ademas el derivado esteroidal 60 también inhibié de forma exitosa la
proliferacion de las células cancerigenas MCF-7, mostrando una diferencia significativa a partir de
las concentraciones de 0.4 a 100 pg/mL donde presentd la menor supervivencia celular en su
dosis maxima (80% aproximadamente). El compuesto 62 también presentd actividad
antiproliferativa, observandose su mejor actividad a una dosis de 100 pg/mL afectando al

porcentaje de supervivencia en valores del 50% aproximadamente.

a) b)

120 120 -

100 Control 1001

60
61
62

80 80

ek

60 60

40 401

% Supervivencia
% Supervivencia

20 204

0 20 40 60 80 100 120
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Concentracion gg/mL

Figura 22. Actividad antiproliferativadelos esteroides 60, 61y 62 frente a las célulasdecancer de mama MCF-7.
Los datos son expresados como la media = SD con una P=0.0001
**¥*¥*¥P<0.0001, ns = no significativo.a) Prueba de Tukey, b) ANOVA.
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9.2.2 Linea celular MDA-MB-231.

Una vez realizadas las pruebas preliminares en los cuales se observé que los esteroides 60, 61 y
62 mostraron buena actividad antiproliferativa contra las células MCF-7, se evaluaron
nuevamente con el ensayo de MTT utilizando las células de cancer de mama MDA-MB-231, que
es una linea celular altamente resistente a los tratamientos anticancerigenos, y se empled el

farmaco doxorrubicina como control positivo, asi mismo se modificaron las dosis iniciales

guedando de la siguiente manera (300, 150, 75, 37.5, 18.8, 9.4, 4.7, 2.3 pg/mL).
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Figura 23. Actividad antiproliferativadelos esteroides 60y 62 frente a las células MDA-MB-231 vs control. Los
datos son expresados como la media = SD con una P=0.0001
*P<0.005, ****P<0.0001. a)Prueba de Tukey, b) ANOVA.

Los resultaron mostraron que el esteroide 60 inhibié de forma efectiva el crecimiento de las
células de cancer de mama MDA-MB-231, observando que a mayor concentracién menor era el
porcentaje de células vivas (Figura 23), teniendo diferencia significativa a partir de las dosis 0.04
hasta 100 pug/mL, siendo la concentracion de 100 pg/mL la que mostré mayor afectacion en la
proliferaciéon de las células (aproximadamente 70%), mientras que el compuesto 62, no tuvo
diferencia significativa, ademas de mostrar inhibicion dosis dependiente, en donde Ila
concentracion de 100 pg/mL fue la que logré tener efecto sobre la supervivencia en la linea MDA-

MB-231 con una afectacién aproximada del 60% (Figura 23).

Posteriormente se realizé un analisis comparativo utilizando el control positivo doxorrubicina,
donde el esteroide 60 no presentd diferencia significativa con el grupo de células tratadas con el
farmaco, teniendo actividad bioldgica en todas las concentraciones. Mostrando la misma

tendencia de dosis dependiente de inhibicién, lo que significa que a mayor concentracién la
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actividad antiproliferativa aumentd, siendo la dosis de 300 pug/mL la que afecté mas a las células,
aproximadamente en un 70%, mientras el compuesto 62 tuvo menor actividad antiproliferativa
al compararlo con el grupo tratado con el farmaco, sin embargo este compuesto inhibié la
proliferacion de las células cancerigenas MDA-MB-231 Unicamente con la dosis 300 pg/mL

aproximadamente en un 60% (Figura 24).
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Figura 24. Actividad antiproliferativa delos esteroides 60y 62 frente a las células MDA-231vy el control positivo.
Los datos son expresados como la media + SD con una *P<0.005, ****P<0.0001. a)Prueba de Tukey, b) ANOVA.

Al comparar los datos obtenidos en los ensayos en las células MFC-7 contra lo observado en las
células MDA-MB231, es de destacar que la actividad antiproliferativa es ligeramente mayor en la
linea celular MCF-7 y que los esteroides tienen mayor actividad antiproliferativa que el farmaco
doxorrubicina. Al igual que en los otros ensayos existe una inhibicién del crecimiento celular dosis

dependiente sobresaliendo el compuesto 60 (Figura 25).
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Figura 25. Comparacidnde la actividad antiproliferativa entrelas lineas celulares MDA-231y MCF-7 Los datos son
expresados como la media + SD con una P= ***P<0.0005, ****P<0.0001, ns = no significativo.a) Prueba de Tukey,
b) ANOVA.
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9.3.3 Evaluacion de la actividad antiproliferativa en las células sanas HEK-293.

Una vez comprobada la actividad antiproliferativa frente a lineas celulares de cancer, MCF-7 y
MDA-MB-231, se evalud la selectividad de los sistemas esteroidales 60 y 62, asi como la
comparacion de dicho efecto contra un farmaco de referencia (control positivo). Los resultados
mostraron mayor actividad de los sistemas esteroidales 60 y 62 en comparacién con el fadrmaco
de referencia, y una tendencia de que a mayor dosis de compuesto aumenta la efectividad
biolégica en las células cancerigenas. Por lo cual la siguiente evaluacion debia realizarse con
células normales (HEK-293) cultivdndolas bajo las mismas condiciones, utilizando el control
positivo y el grupo de células sin tratamiento, para ver si los esteroides eran selectivos con el tipo
de células, dafiando a las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7, sin afectar a las células normales
HEK-293, esperando incluso que el control positivo tuviera mayor actividad antiproliferativa que

los sistemas esteroidales 60y 62 (Figura 26).
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Figura 26. Actividad antiproliferativa delos esteroides 60y 62 con HEK-293.
Los datos son expresados como la media + SD con una P=0.0001*P<0.005**P< 0.001, ***P<0.0005, ****P<0.0001,
ns = no significativo. a) Prueba de Tukey, b) ANOVA.

En la evaluacidn de los compuestos 60 y 62 se observd que la actividad antiproliferativa en las
células HEK-293 es de manera dosis dependiente (Figura 26), lo cual corresponde al
comportamiento observado en los tratamientos realizados en las células cancerigenas. Los
resultados mostraron que para las células normales de fibroblastos de rifion fue necesario una
mayor concentracién de los compuestos para afectar al porcentaje de supervivencia, con valores

de ICso de 54.4 pg/mL para 60 y 204.4 ug/mL para el derivado 62, mientras que en las células
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cancerigenas los valores de ICso para el compuesto 60 fueron de 46.2 y 18.8 pug/mL, en MDA-MB-
231 y MCF-7 respectivamente y para el esteroide 62 de 139 y 118 pg/mL para MDA-MB-231 vy
MCF-7 respectivamente; estos resultados indican que los nuevos compuestos son selectivos para

las células de adenocarcinoma de mama.
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Figura 27. Actividad antiproliferativa delos esteroides 60y 62 en la linea celular HEK-293 y el control positivo
(doxorrubicina). Los datos son expresados como la media = SD con una P= ***P<0.0005, ****P<0.0001. a) Prueba
de Tukey, b) ANOVA.

En el ensayo de las células normales empleando el compuesto 60 utilizando el control positivo
(doxorrubicina), se observé un comportamiento similar a lo descrito previamente, es decir las
células HEK-293 se vieron afectadas a dosis mayores a lo observado con el farmaco control
positivo, afectando un 30% aproximadamente, siendo la concentracion de 300 pg/mL del
esteroide 60, la de mayor efectividad que inhibid el crecimiento de las células hasta en un 80%
aproximadamente lo que indicd que este esteroide era el doble de efectivo contra estas células
(Figura 27). Posteriormente se analizé el compuesto 62 contra el grupo control positivo, el cual
no mostré diferencia significativa, ademas se observé la misma tendencia que en los ensayos
anteriores de inhibicién dosis respuesta donde sélo las células normales se afectaban a medida
que las dosis aumentaban, siendo la concentracién de 300 pg/mL la que tuvo los mejores
resultados, afectando de forma negativa al crecimiento celular hasta en un 50% en relacién con
el control positivo, ademas en algunas dosis este porcentaje esta por encima del grupo control

positivo.
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Figura 28. Actividad antiproliferativadelos esteroides 60y 62. Los datos son expresados como la media £ SD con
una P= **P< 0.001, ***P<0.0005, ****P<0.0001, ns = no significativo. ANOVA.
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Figura 29. Actividad antiproliferativadelos esteroides 60y 62. Prueba de Tukey.

Los resultados obtenidos en el ensayo MTT indican que el esteroide 60 afecta mas a las células
HEK-293 que a las lineas celulares cancerigenas MDA-MB231 y MCF-7. De las dos lineas celulares
de cancer la que sufriéo mayores efectos en su porcentaje de supervivencia fueron las células MCF-
7, ademds los compuestos tuvieron mas actividad antiproliferativa que el control positivo,
observdndose en todos los ensayos la inhibicidon dosis respuesta en las tres lineas celulares

empleadas, teniendo como mayor dosis efectiva la concentracion de 300 pug/mL, afectando mas
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a las células que el farmaco empleado en el control positivo, lo que indica que estos esteroides
podrian ser utilizados como tratamiento para lineas de células cancerigenas mas agresivas donde

los compuestos no provocan efecto en la actividad antiproliferativa de las células (Figura 28, 29).
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Figura 30. Ensayo preliminar de Anexina/IP medido por citometria.

Por ultimo, en colaboracién con la Dra. Luz del Carmen Camacho Castillo del Instituto Nacional de
Pediatria, se realizé un ensayo preliminar de Anexina/IP que fue desarrollado y medido por
citometria (Hedley B., et al., 2013), permitiendo entender de mejor forma el modo de accién de
los compuestos sobre la célula y saber el tipo de muerte que provocan los esteroides. En este
estudio se realizaron dos ensayos; uno con una concentracién de 50 pg/mL en donde se observa
gue las células sufren tanto procesos apoptdticos como necrdticos, esta ultima condicion fue la

que predomind en el ensayo. A una concentracién de 100 pg/mL se observd la muerte de las

células por procesos apoptéticos y en mayor proporcién por procesos necrdticos (Figura 30).
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9.2.3. Discusion de la actividad antiproliferativa.

Diversos estudios han demostrado que la diosgenina disminuye la tasa de proliferacion celular en
la linea celular de osteosarcoma humano 1547, induciendo la muerte por apoptosis, deteniendo
el ciclo celular en la fase G1 (Shawakfen, K. et. al., 2008) Ademas, un derivado: la dioxima de
diosgenina es un compuesto que presenta actividad antiproliferativa frente a las lineas celulares
CaSki, HelLa y ViBo, no citotéxicos, inductores de apoptosis con accion selectiva (Moalic, S. et. al.,
2001) En otros estudios realizados se ha observado que las células cancerigenas son afectadas
por procesos apoptéticos aun cuando existe una modificacion de la diosgenina afiadiendo a su
estructura oximas en los carbonos C-3y C-6, lo cual sugiere que la muerte celular por procesos
apoptoticos podria estar ligada nuevamente con el tipo de funcionalizacién de la diosgenina. De
igual forma 4 oximas esteroidales aisladas de esponjas marinas presentaron fuerte actividad
biolégica demostrando que los compuestos con el sustituyente ramificado de colesterol en C-17
también tienen gran potencial como compuestos lideres para ser desarrollados contra algunos

tipos de cancer (Martinez, S. et. al., 2013).

En el presente trabajo se observd que el compuesto 61 presentd la mayor actividad anti
proliferativa en comparacion a los esteroides 60 y 62 en la prueba preliminar de MTT frente a las
células cancerigenas MCF-7. Esto posiblemente se deba al tipo de sustituyente en el carbono 17
de los esteroides y a las modificaciones estructurales realizadas por sintesis quimica, pero al
analizar los esteroides se observa que la tasa de proliferacién celular disminuye o aumenta, al
cambiar el tipo de nucleo esteroidal donde se observa que el compuesto 62 presentd la menor
actividad antiproliferativa que el resto de los esteroides aun teniendo las modificaciones
realizadas, esto no quiere decir que los cambios realizados a los esteroides no tengan un papel
importante en la actividad bioldgica, sino que potencian o modulan la actividad antiproliferativa
a las estructuras utilizadas en el presente trabajo. Los resultados obtenidos indicaron que el
derivado esteroidal de colesterol 60 (ICsoen pg/mL, 46.2 MDA-MB-231, 18.8 MCF-7) fue el que
tuvo los mejores resultados en la actividad antiproliferativa incluso por encima del farmaco
doxorrubicina (ICso en pg/mL, 186 MDA-MB-231, 133 MCF-7) frente a las lineas celulares de
cancer de mama, ademads afectd la tasa de proliferacién celular de las células normales HEK-93.

En dicha actividad se muestra una relacion dosis dependiente entre los esteroides y las lineas
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celulares de cancer y las células normales, en donde el tipo de esteroide y la modificacion de los
anillos A y B son esenciales para la actividad. El andlisis preliminar por citometria indica que el
mecanismo de muerte de estos derivados esteroideos se lleva a cabo en las células por procesos

apoptéticos.

Al analizar estos resultados, se podria especular que el sistema a,3-insaturados en los anillos Ay
B sea el responsable de los procesos apoptéticos tanto en las células cancerigenas como en
normales y que el porcentaje de células afectadas por el esteroide estd directamente ligado al
tipo de nucleo esteroidal donde al ser mas complejo se aumente la actividad antiproliferativa,
ademas las especies quimicas agregadas al nucleo esteroidal incrementen o le confieran la
actividad a los compuestos. A pesar de que los esteroides afectaron también a las células
normales, se considera que pueden ser compuestos lideres para el desarrollo de farmacos que
puedan ser utilizados en el tratamiento de aquellos tipos de cdncer que son altamente resistentes

a los medicamentos comerciales.
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10. CONCLUSIONES.

Se establecié una metodologia regioselectiva novedosa para la obtencidn de esteroides 6-metoxi-
4,6-dien-3-ona (60, 61, 62) a partir de los sistemas esteroidales 4-en-3,6-dionas de colesterol,
diosgenina y 16-dehidropregnenolona mediante el empleo de |2 y reflujo en metanol, con
rendimientos del 67.7%, 50% y 37.5% para los esteroides 60, 61 y 62, respectivamente. Los tres

compuestos sintetizados no han sido descritos en la literatura.

Los enol éteres presentaron una mayor inhibicién de la proliferacion celularen células de cancer
de mama que las tratadas con el farmaco de referencia, la citotoxicidad observada
en valores de ICso (ug/mL) en la actividad antiproliferativa en las lineas celulares de cancer de
mama fueron superiores a doxorrubicina; en el compuesto 60 las ICsofueron de 18.8 (MCF-7) y
46.2 (MDA-MB-231), mientras que en el compuesto 62 las ICso fueron de 118.8 (MCF-7) y 139
(MDA-MB-231); para las células normales (HEK-293) es necesaria una mayor concentracion (ICso
de 54.4 y 204 pg/mL para 60 y 62 respectivamente) de los enol éteres, que en las células
cancerigenas, estoindicé que los derivados esteroidales son mas activos en las células de cancer

de mama.

El ensayo de anexina/IP por citometria de flujo para determinar el tipo de muerte celular, en el
esteroide 62, indicé que la posible causa de muerte en las células cancerigenas es en mayor

proporcion realizada por procesos necroticos.

En este estudio se demostrd que los enol éteres 60, 61 y 62 derivados de colesterol, diosgenina y
16-drehidropropegnolona presentan actividad antiproliferativa, se debe agregar que existe una
relacién entre el sustituyente en el C-17 y la actividad antiproliferativa en las lineas celulares de
cancer, siendo el derivado colestanico (60) el mds activo, por otra parte, los compuestos

sintetizados pueden ser desarrollados como posibles estructuras para el disefio de un compuesto

bioactivo con potencial actividad en el tratamiento de canceres del tipo hormono-dependiente.
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