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1. RESUMEN

El cancer de mama y cervicouterino, son considerados problemas de salud
mundialmente, siendo las primeras causas de muerte en mujeres por tumoraciones
malignas. A pesar de contar con diferentes tratamientos, las personas siguen
acudiendo a la Medicina Tradicional empleando especies vegetales como la hoja de
guanabana (Annona muricata) y la cancerina (Hippocratea excelsa), sin efectos

comprobados, ni normatividad como remedios para el cancer.

En este trabajo de tesis, se comprobd el efecto antiproliferativo de los
extractos de estas dos plantas sobre lineas celulares de cancer de mama y
cervicouterino. Obteniendo que el extracto acuoso de Hippocratea excelsa,
presenta un efecto antiproliferativo en las lineas celulares de cancer de mama,
logrando reportar una disminucion de la proliferacion al 52.2 % en MDA-MB-231 y
46.8 % en MCF-7 a una concentracion de 0.00550 ng/ ul, mientras que el extracto
acuoso de Annona muricata unicamente disminuye el 50 % en MCF-7 a una CI50
de 0.00682 ug/ul y presenta un efecto proliferativo en la linea celular HelLa
aumentando la proliferacion hasta un 120%. En los extractos etandlicos, se logro el
efecto antiproliferativo con el extracto de Annona muricata en MDA-MB-231 a una
Clso de 0.00682 pg/ul. Sugiriendo un importante efecto antiproliferativo de estos
extractos en el cancer de mama, lo que puede ofrecer a futuro un probable
tratamiento coadyuvante. Al mismo tiempo que se corroboré que el uso
indiscriminado de plantas sin la valoracion de su efecto puede causar efectos

contrarios como el caso del extracto de guanabana sobre el cancer cervicouterino.

Por otro lado, la sintesis de nuevos compuestos a partir de principios activos
obtenidos de productos naturales, como la Diosgenina, aumenta las opciones de
nuevas terapias con mayor bioseguridad y menores efectos negativos. En este
trabajo se obtuvo la amida de acetato de Diosgenin 5-7ona, la cual mostré una
buena accién antiproliferativa sobre las células de cancer de mama triple negativo.
Dejando a futuro la opcion de realizar modificaciones en esta estructura con el fin

de lograr una terapia mas efectiva contra el cancer.



2. INTRODUCCION

México es un pais privilegiado en cuanto a biodiversidad de especies
vegetales, donde solo se ha explorado cerca del 5 % de las plantas empleadas en
la Medicina Tradicional. Por lo que se busca aumentar el conocimiento en el campo
de las plantas de uso medicinal en el pais y en el Estado de Puebla, al corroborar
sus efectos y valorar asi el potencial farmacolégico que los compuestos pueden

llegar a tener, especificamente como anticancerigenos.

Dentro de las plantas empleadas en la medicina tradicional se encuentra el
barbasco, del cual se extrae la Diosgenina, sapogenina esteroidal y principal
precursores en la produccion de esteroides sintéticos. En los ultimos afios, varios
estudios han evidenciado la potencial accion anticancerigena de la Diosgenina,
dando paso al desarrollo de nuevos farmacos destinados a combatir la proliferacion
de células cancerosas. Sin embargo, muchos de los compuestos obtenidos por
sintesis quimica no tienen el efecto esperado en la clinica debido a la complejidad
o estadio de la enfermedad, por lo que valorar la creacion de nuevos compuestos
modificando las estructuras principales, por diferentes rutas de sintesis, puede
mejorar su bioseguridad y especificidad. Otras plantas empleadas en la Medicina
Tradicional Mexicana y menos estudiadas son la cancerina y la hoja de guanabana,
las cuales son vendidas de manera indiscriminada, para calmar distintas afecciones

incluyendo la promesa de curar el cancer.

Lo que se busco en este estudio es confirmar si estas plantas y el nuevo
producto obtenido a partir de un compuesto ya conocido, tienen un efecto
antiproliferativo especificamente para el caAncer de mama y cervicouterino, al mismo
tiempo que se brinda una concientizacién sobre el alentar un consumo seguro de

productos naturales.



3. ANTECEDENTES
3.1 ANTECEDENTES GENERALES

CANCER

El cancer es una enfermedad provocada por un grupo de células que se
multiplican sin control y de manera auténoma, invadiendo localmente y a distancia

otros tejidos ¥,

En el 2018, se estima que la carga del cancer ascendio a 18 millones de
casos nuevos y 9.6 millones de muertes @. Debido a los cambios en el crecimiento
poblacional y el envejecimiento, la OMS estima que para el 2030 los casos nuevos
sobrepasardn los 20 millones anuales. Sin embargo, esos numeros podrian
reducirse significativamente, ya que se calcula que entre el 30% y el 50% de los
canceres son prevenibles mediante la adopcion de habitos saludables, vacunacion

y diagndsticos y tratamientos oportunos ©).

CANCER EN MEXICO

En México la magnitud de los efectos del cancer en la salud del pais no es
muy diferente al panorama mundial, posicionando al cancer como la tercera causa
de muerte, después de las enfermedades cardiovasculares y la diabetes. Con un
descenso de 14 de cada 100 mexicanos y la expectativa de vida de quienes la
padecen es de alrededor de 63 afios. En la poblacion mexicana, al menos el 30 %
de las personas que tienen cancer es debido al estilo de vida que incluye habitos no
deseados como es: tabaquismo, alcohol, sedentarismo, consumo de alimentos
caloricos, bebidas azucaradas y falta de ejercicio. Para los hombres mexicanos, los
canceres mas mortales son: el cancer de prostata, de pulmén, colorrectal, de higado
y gastrico, mientras que para las mujeres mexicanas son: el cancer de mama, el

cervicouterino, de higado, colorrectal y ovario ¥. Teniendo los primeros lugares



dentro de la poblacion femenina, el cancer de mama, con 20 mil casos y el

cervicouterino con 14 mil ©),

CANCER DE MAMA

El cancer de mama es considerado como uno de los principales problemas
de salud publica en el mundo. En nuestro pais actualmente el carcinoma mamario
es la neoplasia maligna invasora mas comun y la causa mas frecuente de muerte
por enfermedad maligna en la mujer, constituyendo el 20 a 25% de todos los casos

de cancer en la mujer ©),

El estudio histopatolégico de los tumores proporciona gran cuantia de
informacion que permite predecir el comportamiento biolégico del tumor, ayudando
a determinar la terapia sistémica adecuada, segin el subtipo . La base
fundamental del tratamiento es la cirugia, la cual, segun la evaluacion de los
caracteres clinicopatologicos puede complementarse con distintas terapias
coadyuvantes (radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia). Existe un grupo de
pacientes en las que, a pesar de la terapia, la enfermedad presentara un curso
ominoso, con recidiva precoz y pobre sobrevida libre de enfermedad y sobrevida
total. Las razones de esta mala evolucion permanecen sin explicaciones precisas

que permitan plantear terapias adecuadas para estas pacientes ©).

CANCER CERVICOUTERINO

El cancer cérvicouterino es la segunda causa de mortalidad por neoplasias
malignas en la mujer en México considerado un problema de salud publica al
producir hasta 11 muertes por dia y se presenta principalmente en la poblacién de
nivel socioecondmico bajo y frecuentemente se encuentra en estadios avanzados
al momento del diagndstico ©.

La infeccién por VPH es la principal causa asociada a la presencia de este

cancer. Se ha atribuido como principal causa de mortalidad la inoportunidad en el
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diagnéstico, entre cuyos factores se identifican, entre otros, las barreras de
accesibilidad a la atencion médica, los aspectos sociales y culturales que impiden
la deteccion oportuna y la solicitud de demanda a los servicios ante los primeros

sintomas de la enfermedad @9,

El tratamiento del carcinoma cervicouterino depende de la etapa clinica. Las
modalidades terapéuticas han sido cirugia, la radioterapia y el tratamiento

combinado con radioterapia mas quimioterapia 4.

MEDICINA TRADICIONAL

La medicina herbolaria ha estado al lado del ser humano con la finalidad de
curar sus dolencias desde tiempos antiguos, esta se define como el uso extractivo
de plantas medicinales o sus derivados con fines terapéuticos para la prevencion y
tratamiento de diversas enfermedades a través de su empleo en la Atencion

Primaria de Salud ?2,

Un elevado porcentaje de la poblacion mundial utiliza la medicina herbolaria
como principal remedio medicinal. La atencion primaria de salud de hasta un 80%
de la poblacion de los paises en desarrollo se basa en la medicina tradicional, por

tradicién cultural o porque no existen otras opciones (3).

MEDICINA TRADICIONAL EN MEXICO

La herbolaria ha sido un recurso fundamental de atencion en ciudades y
regiones de México; sin embargo, a pesar de contar con esta amplia riqueza
farmacologica, numerosas propiedades curativas son aun desconocidas. En México
se han descrito poco mas de 25 mil especies de plantas lo que equivale
aproximadamente a 9.1% de las especies descritas en el mundo y de esas el 5%
son de uso medicinal distribuidas en los diferentes estados de las cuales solo se ha

realizado la validacién quimica, farmacoldgica y biomédica en un 5% de las
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especies. De ahi la necesidad de incrementar el conocimiento sobre los principios
activos y efectos que las plantas pueden causar con estudios cientificos integrales
en beneficio para la poblacion 1204,

3.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

ESTEROIDES A PARTIR DE DIOSGENINA

Los alcaloides esteroidales son estructuras con actividad bioldgica notable.
Estos productos y/o sus metabolitos estan presentes en los organismos Vivos
realizando funciones altamente especializadas, y estos han sido utilizados

aprovechando su potencial biomédico, un ejemplo de esto es la Diosgenina 9.

La Diosgenina es la sapogenina esteroidal que mas se explota
industrialmente en el mundo; posee un espirocetal en el C-22, conformando los
anillos E y F. Se aisla de la Dioscorea (planta), especialmente de las especies D.
tokoro, D. floribunda, D. deltoidea y D. composita, esta ultima encontrada por Maker
(Fig. 1), también conocida como barbasco, contiene aproximadamente el 8% de
Diosgenina y en ciertas temporadas del afio el contenido en el tubérculo puede
llegar al 9% (16),

Figura 1. Marker y Diosgenina.



ESTEROIDES CONTRA EL CANCER Y AMIDOESTEROIDES

Existen diversos enfoques para el tratamiento del cancer, pero la forma mas
eficaz que se ha observado en los Ultimos dias para el tratamiento del cancer
hormona-dependiente, es privar a las células cancerosas de los estrégenos
mediante la inhibicién de su biosintesis, esto es posible lograrlo al inhibir la enzima

aromatasa, que es clave en la sintesis de estrégenos 17,

La enzima clave en la sintesis de estradiol es la aromatasa, que en realidad
cataliza tres hidroxilaciones (Figura 2): para convertir la testosterona en estradiol:
dos reacciones de hidroxilacion del C-19, que consume nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato en su forma reducida (NADPH), para dar la forma hidroxilada y
aldehidica; y la aromatizacion, que consume nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato en su forma oxidada (NADH) y aromatiza el anillo A. La dltima reaccion,
consistente en la reduccion del grupo cetonico en C-3 ocurre en ausencia de la 3-
beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que cataliza esta reaccion en la sintesis
otros esteroides ¥, Entre los diferentes inhibidores esteroideos esta el Formestano

y los derivados 6-Hidroxiimino-4-en-3-onas (19:20),

OH

HOH,C
2NADPH + 2H* E
—_—
2NADP + 2H,0
19-Hidroxilasa

(o]

TESTOSTERONA

OH

NADH + H*

R
NAD + Ac. Formico
Aromataza

19-Hidrox
—_—

HO
ESTRADIOL

Figura 2. Reaccion de conversion de testosterona a estradiol.



Los amidoesteroides son derivados de gran importancia a nivel
farmacologico debido a la presencia de un heteroatomo en su estructura. En 1960,
Jacobs publicé la primera sintesis de derivados 6-azaesteroidales a partir del
colesterol, para esta fecha ya se habian sintetizado una gran variedad de
azaesteroides tales como 2-aza, 3-aza, 4-aza, 7-aza, 12-aza, 13-aza, 15-aza, 16-

azay l7-azaesteroides, pero aun no habia reportes de derivados 6-azaesteroidales.

Se ha demostrado que una gran variedad de esteroides ejerce actividad
antiproliferativa @1, entre ellos se reportan estudios recientes, que la hecogenina
presenta este tipo de actividad en células de cancer cervicouterino HelLa, CaSKiy
ViBo, las cuales ejercen su efecto antiproliferativo en un rango de concentraciones

bajas, que van de 29 a 45 ug/ml 2,

Las modificaciones en la Diosgenina ejercen un efecto anticancerigeno
contra una amplia variedad de células tumorales, incluyendo cancer de mama y
leucemia. Los derivados de Diosgenina, con funciones oxima y dioxima en los C-23
y C-3, C-6, han sido analizados en las respectivas lineas celulares in vitro, han
manifestado recientemente resultados que muestran ser capaces de inhibir la
proliferacion de células de cancer cévicouterino CaSKi, HelLa, y ViBo, con IC50 de:
21.92, 19.21 y 39 pg/ml respectivamente en el caso de la dioxima, mientras que
para la oxima las IC50 son: 5.57, 5.32 y 13.76 ug/ml, los cuales son resultados muy

alentadores 3,

Recientemente, se han publicado trabajos de grupos de investigacion
enfocados a la obtencién de nuevos agentes terapéuticos contra el cancer, entre los
gue destacan los esteroides citotoxicos, donde mediante diversas modificaciones a
las estructuras esteroidales por insercion de heteroatomos, se han obtenido nuevos
derivados prometedores en la lucha contra diversos tipos de cancer, entre los que

destacan las oximas esteroidales y diversos esteroides nitrogenados B 4.
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El ESTUDIO DE LAS PLANTAS MEDICINALES

Las hierbas son organismos muy complejos, y al analizarlos se puede
apreciar que pueden contener docenas de constituyentes que pueden ser Utiles para

elaborar preparaciones medicinales o fitomedicamentos (),

Para el estudio de las plantas medicinales, la metodologia a seguir

comprende las siguientes etapas 9.

+ Estudios, Etnobotanico y Etnofarmacoldgico, basados en investigacion
bibliografica exhaustiva, para conocimiento del uso tradicional y los efectos de
las plantas dotadas con propiedades medicinales.

» Estudio de Actividad Biolégica: Comprobacion cientifica del uso terapéutico por
ensayos que involucran evaluacién in vitro o in vivo.

+ Estudio Fitoquimico: por medio de un ensayo biodirigido, permite determinar
cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en la planta a partir
del cual puede orientarse el fraccionamiento de los extractos.

» Estudios de Toxicidad y Citotoxicidad: evaluacion sobre organismos o células
del posible efecto toxico de los extractos de plantas.

* Desarrollo de un producto fitoterapéutico: Formular con los extractos o

compuestos activos un fitofarmaco para su evaluacion clinica.

PLANTAS MEDICINALES CONTRA EL CANCER

En el caso del cancer, el descubrimiento de farmacos antineoplasicos a partir
de productos naturales comenz6 en los afios cincuenta, cuando se estudié la
vincapervinca (Catharanthus roseus) la cual era usada en muchas culturas para el
tratamiento de la diabetes, con el fin de encontrar productos antihiperglucemiantes
naturales y se descubrio que los alcaloides que contenia y sus derivados

semisintéticos tenian efectos anticancerigenos 7).
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Dentro de la medicina tradicional mexicana se ha reportado el uso de varias
plantas para tratar el cancer, de las cuales solo algunas han sido estudiadas como
el Agave en céncer cervicouterino, la Annona chirimola para cancer de pulmon y
Quercus spp para cancer gastrico, sin embargo, aun hay muchas especies por

estudiar (29,

e Hippocratea excelsa Kunth / Cancerina

La cancerina (Figura 3), es una planta nativa, perteneciente a la familia
Celastraceae. Trepadora, lefiosa, que se encuentra en la selva baja y en bosques
semihumedos, colectandose en los estados de Puebla, Morelos y Guerrero. En la
medicina tradicional se considera util para el tratamiento de diversas enfermedades:
como hemorragia, infeccién uterina, infecciones de la piel, piojos, gastritis, Ulceras

y diferentes tipos de cancer (de mama, estbmago, pulmoén e higado) @9,

Se han realizado estudios de cancerina mostrando efectividad
anticancerigena en lineas de cancer gastrico HCT-15, en extractos etandlico y

metandlico con una dosis letal 50 de 2.4 ug/mly 1.9 ug/ml respectivamente G0

Figura 3. Corteza de Hippocratea excelsa / Cancerina
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¢ Annona Muricata L./ Guanabana

Especie nativa de Mesoamérica, es un arbusto perennifolio de 3 a 8 m de
altura, Con hojas obovadas, de 6 a 12 cm de largo por 2.5 a 5 cm de ancho, glabras
y un tronco ramificado cerca de su base, su fruto es carnoso verde-oscuro, con una
pulpa blanca algodonosa y jugosa (Figura 4). Dentro de sus usos medicinales es
utilizada para tratar fiebre, dolor, enfermedades respiratorias y de la piel, parasitos
internos y externos, infecciones bacterianas, hipertension, inflamacién, diabetes y

cancer BD,

Estudios en literaturas indican que su composicién quimica presenta;
alcaloides, flavonoides y acetogeninas, los cuales pueden brindarle propiedades
antitumorales, mostrando en estudios recientes concentraciones inhibitorias 50 de

35.58ug/ml para las lineas celulares MCF-7 en la fraccion hidroalcohdlica 2.

Figura 4. Partes aéreas de Annona muricata L:

a) arbusto, b) hojas, c) flor, d) fruto, e) semillas

Los productos de origen natural puros se caracterizan por su composicion
guimica variada y por consiguiente es necesario someterlos a procesos de
extraccion, separacion y purificacion, para asi evitar impurezas o contaminaciones
(33), Las técnicas de extraccion se realizan para aislar los principios activos del

material vegetal. La extraccién con disolventes consiste en colocar en contacto las
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partes de la planta con un disolvente capaz de solubilizar los principios activos,
obteniendo un extracto que posteriormente se puede concentrar eliminando el

disolvente G4,

MODELOS IN VITRO

Los modelos in vitro son realizados en dispositivos de laboratorio utilizando
tejidos, células o moléculas provenientes de las especies animales, han sido
fundamentales para el estudio de procesos biolégicos cuya finalidad ha sido recrear
el microambiente in vivo para extrapolar los resultados de un experimento a un
contexto biologico. En el modelo in vitro, se puede explicar la forma en la que se
produce el mecanismo de un fenédmeno y de alguna manera brindar informacion de
cémo hacer manipulable o controlable el fenédmeno natural observado. Este modelo
se caracteriza por el uso de cultivos y co-cultivos celulares (lineas celulares), en el
cual, las condiciones fisicoquimicas y fisiologicas del ambiente se controlan de

forma artificial, con la finalidad de simular el ambiente in vivo 9.

LINEAS CELULARES

-MCF-7. Correspondiente a cancer de mama, con morfologia en masa. Expresa
receptores a estrogenos (ER) y progesterona (PR), correspondientes a un tipo de
cancer luminal A, el cual no es agresivo y responde a terapias ya establecidas. La
linea MCF7 conserva varias caracteristicas del epitelio mamario diferenciado,
incluida la capacidad de procesar el estradiol a través de los receptores de
estrogeno citoplasmicos y la capacidad de formar clpulas. Las células expresan el
oncogén WNT7B. El crecimiento de las células MCF7 es inhibido por el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF alfa) 6),

-MDA-MB-231. Se caracteriza por su morfologia de tipo estrellada, sin expresion a
receptores ER, PR, ni HER2 y mostrando un tipo de cancer bajo en claudina

permitiendo asi su metastasis hacia sitios criticos ).
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-HelLa. Es una linea de cancer cervicouterino, es la linea celular mas antigua
conocida y utilizada por los seres humanos, contiene el virus del papiloma humano
(VPH) subtipo 18, morfol6gicamente es de tipo estrellada-alargada, y de crecimiento

rapido @7,

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es una de las diez principales causas de mortalidad a nivel mundial y
en México el cancer de mama y el cancer cervicouterino son las principales causas
de defuncion en mujeres. A pesar de que existen diferentes tratamientos que
detienen el crecimiento de las células cancerigenas dependiendo del estadio, estos

presentan efectos colaterales y el costo es elevado.

Uno de los tratamientos es la terapia hormonal sobre la cual se han desarrollado
ensayos clinicos para la obtencidbn de nuevos azaesteroides, los cuales han
demostrado tener propiedades que permiten inhibir el cancer, disminuyendo los
efectos secundarios a través de nuevas vias de sintesis y modificaciones
estructurales. En la literatura se han encontrado rutas de reaccién que involucran
alrededor de veintiséis etapas para la obtencion de derivados 6-azaesteroidales, y
por consecuencia los rendimientos globales son bajos. A diferencia de estos
reportes, la ruta que se propone en este trabajo permite esperar mayores
rendimientos globales que los reportados hasta el momento, disminuyendo el
tiempo para la obtencién del producto final y la purificacion, asi como los costos lo

cual es fundamental en cualquier proceso.

La curacién del cancer a través de hierbas o plantas tiene vigencia y se presenta
en nuestro pais, al saber que las hierbas poseen efectos terapéuticos, aunque
podemos encontrar actualmente un niumero cada vez mas elevado de trabajos de
investigacion que han demostrado el valor del uso tradicional de las hierbas enteras,
se sabe muy poco respecto al efecto de las dos especies seleccionadas. Como

resultado, los conocimientos presentan escasa relevancia y poca informacion al
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estudio de los remedios elaborados con plantas para tratar el cancer. La
investigacion de las propiedades medicinales de una planta es una labor compleja,
gue involucra diversas disciplinas que van desde los informes etnogréaficos de los
etndlogos hasta el analisis de laboratorio de quimicos, farmacélogos y médicos,
donde este trabajo pretende impactar y profundizar. La obtencion de extractos de
plantas medicinales usadas en la medicina tradicional para evaluar su actividad
bioldgica es una tarea imprescindible en el quehacer cientifico en el area de la salud,
misma que sera abordada con interés y aprovechando la amplia experiencia en el

area del tutor.

¢ Existen diferencias en el efecto antiproliferativo de los nuevos amidoesteroides
sintetizados a partir de Diosgenina y los extractos de plantas medicinales utilizados
en la Medicina Tradicional Mexicana, sobre las lineas celulares HeLa, MCF-7 Y
MDA-MB-231?

5. HIPOTESIS

Los nuevos derivados amidoesteroidales, asi como los extractos de plantas
utilizadas frecuentemente en la medicina tradicional de la region mixteca del estado
de Puebla tienen un efecto antiproliferativo sobre el crecimiento en lineas celulares
de cancer cervicouterino y mamario, HeLa, MCF-7 Y MDA-MB-231.
6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL.
Sintetizar y evaluar el efecto antiproliferativo de nuevos amidoesteroides

obtenidos a partir de Diosgenina y extractos de plantas medicinales usadas en la

medicina tradicional sobre lineas celulares HeLa, MCF-7 y MDA-MB-231
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6.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

Fase 1: Realizar modificaciones de forma selectiva en el anillo B de
Diosgenina, a través de metodologias optimizadas.

Caracterizar los productos obtenidos mediante técnicas espectroscopicas y
propiedades fisicas.

Recolectar y secar las plantas para realizar los extractos; Hippocratea
excelsa Kunth y Annona muricata L.

Evaluar los compuestos presentes en cada planta por medio de las pruebas
fitoquimicas.

Fase 2: Realizar los extractos en etanol y agua de Hippocratea excelsa Kunth
con la concentracién de 2.5g / 250 ml y de Annona muricata L. a 3.1g / 250
ml.

FASE 3: Evaluar la actividad antiproliferativa sobre lineas celulares Hela,
MCF-7 y MDA-MB-231 del nuevo amidoesteroide sintetizado.

Evaluar la actividad antiproliferativa de los extractos acuosos y etandlicos de
cancerina y guanabana sobre la linea HeLa, MCF-7 y MDA-MB-231.
Comparar el efecto antiproliferativo entre los extractos obtenidos de las
plantas.

Analizar el efecto del amidoesteroide sobre las lineas celulares MDA-MB-
231, MCF-7 y Hela.

7. MATERIAL Y METODOS

FASE 1. SINTESIS DEL AMIDOESTEROIDE, AMIDA DEL ACETATO DE
DIOSGENIN-5-EN-7-ONA

En una primera etapa del desarrollo experimental, se obtuvo el

amidoesteroide mediante reacciones directas, caracterizando en cada etapa los

productos obtenidos y registrando los rendimientos de cada una de las reacciones,

con base en metodologias consultadas en la bibliografia ) para este tipo de
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reacciones, sin optimizacién alguna. Con la finalidad de evaluar la importancia de la
posicion del grupo amido en el esteroide con relacion a su actividad biologia, se

realizo la siguiente ruta de reaccion.

PURIFICACION DE DIOSGENINA

Figura 5: Diosgenina

Preparacion del compuesto (Diosgenina 92%): Se colocaron 2g de
Diosgenina pura al 92% en un matraz previamente pesado y seco, al cual
posteriormente se agregd CH2Clz hasta disolver, de esta se tomd una muestra sobre
un vial para tener una referencia posterior al realizar las placas cromatograficas. A
continuacion, se afiadieron 4 cucharadas de gel de silice hasta obtener un gel y se
colocé en el rotavapor a velocidad maxima hasta obtener un polvo el cual se vierte
en la columna sobre una parte de aproximadamente de 6cm de gel de silice, y se
cubre con un algodon en la parte superior. Una vez colocado todo, se humedecio
con Hexano y se comenz6 a bajar columna (figura 6) con el sistema Hexano —
Acetato 9:1. Verificando cada frasco por medio de placas cromatograficas las cuales
se realizaron colocando por un lado la referencia tomada anteriormente y por el otro
una gota de la muestra las placas se corren con sistema 7:3 y son reveladas para
observar la presencia de impurezas y del producto puro deseado. Por medio de
presion positiva se recuperd el producto purificado presente en los frascos con
sistema positivos a este en las placas. La columna terminé cuando ya no se observo
presencia de producto en las placas y en este momento se realizo el secado de la

columna.
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Figura 6: Columna cromatografica y Diosgenina purificada

ACETILACION DE DIOSGENINA POR REFLUJO Y PURIFICACION DEL
PRODUCTO

reflujo

HO AcO

Esquema 1: Reaccion de Acetilacién de Diosgenina

Se tomaron 2 g de Diosgenina pura y se disolvieron en 10 ml de anhidrido
acético, se coloco la mezcla de reaccion a reflujo durante una hora, verificando la
presencia de agitacion y temperatura en la manta de calentamiento, al pasar el
tiempo la mezcla se observé completamente liquida. Posteriormente a temperatura
manejable, se vertio el contenido en un matraz con agua fria esperando la presencia
de precipitacion de un sélido de color blanco. El sélido se filtré en un embudo de
buchnner al vacio y se lavé con una solucion de Bicarbonato de sodio al 10%, una
vez listo se secd completamente el sélido y se revisé por cromatografia en capa
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fina. Posterior a esto se realiza columna de purificacion para la obtencién de Acetato

de Diosgenina puro (figura 7).

Figura 7: Acetato de Diosgenina purificado

OXIDACION DE ACETATO DE DIOSGENINA Y PURIFICACION DEL
PRODUCTO

Esquema 2: Reaccion de Oxidaciéon de Acetato de Diosgenina

Paso 1: Preparacion el reactivo de Collins. Se disolvieron 9.5 g de Trioxido
de Cromo en 40 ml de Cloruro de metileno y se introdujo a un bafio de 0°C.
Posteriormente se agregé lentamente durante un tiempo de 10 minutos 15ml de
Piridina, lo cual se realiz6 en la campana de extraccién, una vez agregada se dejo

el matraz en agitacion a temperatura ambiente por 20 minutos.
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Paso 2. Al reactivo de Collins se le agregd una solucién de 1.5 g de Acetato
de Diosgenina puro (figura 8) disuelto en 15 ml de cloruro de metileno, llevando la

reaccion en agitacion a temperatura ambiente durante 12 horas.

Figura 8: Adicion de Acetato al reactivo de Collins

Pasado el tiempo necesario el crudo de reaccion se extrajo con CH2Cl2y se
pas6 por una columna con gel de silice para retirar el oxidante. La solucién fue
lavada con agua destilada y neutralizada con una solucién de acido clorhidrico al
15%, y se deja en agitacion por 30 minutos. El crudo de reaccion fue separado y
secado con sulfato anhidro para eliminar el agua presente y evaporado en
rotavapor. De lo obtenido se tomé una placa de cromatografia, para proceder a la
purificacion en una columna de cromatografia con gel de silice, comenzando con

sistema 95:5.

Todas las soluciones en las cuales ha quedado Trioxido de cromo se
inactivaron con metanol hasta notar un cambio de coloracién a verde para que asi
ser desechadas adecuadamente. Posterior al proceso se realiz6 la purificacion en

columna del Acetato de diosgenin-5-en-7-ona (figura 9).
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Figura 9: Acetato de diosgenin-5-en-7-ona en crudo

REACCION DE CONDENSACION, OBTENCION DE LA OXIMA DEL ACETATO
DE DIOSGENIN-5-EN-7-ONA

NH,0H- HCl

EtOH, REFLUJO

Y 0
Hac\( 0 Hac\(

o o

Esquema 3: Reaccion de Condensacién

Se colocaron 500mg de Acetato de diosgenin-5-en-7-ona, 100mg de
Hidroxilamina y 100 mg de Acetato de potasio, diluidos en 30 ml de etanol en un
matraz redondo y se pone la reaccién a reflujo hasta observar la desaparicion de la
materia prima, se ha calculado un promedio de 3 a 4 horas. Una vez terminada la
reaccion se continua la agitacion y se apaga la manta de calentamiento esperando
a que este enfrie para proceder a destilar el alcohol, obtenido un sélido el cual se
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disuelve en cloruro de metileno y se lava con agua por duplicado. Posteriormente
se lavo con solucion de salmuera y otra vez con agua para que por ultimo la fase
organica se seque con sulfato. Una vez listo se filtr6 y se concentré a presion
reducida. Al producto obtenido se le realizé placa de cromatografia (figura 10) y se
procede a realizar su purificacion por columna. De su purificacién por columna se
comprueba por resonancia magnética si es correspondiente a la Oxima de acetato

de diosgenin-5-en-5,7-diona.

Figura 10: Acetato de diosgenin-5-en-7-ona en crudo

REACCION DE REAREGLO DE BECKMANN, OBTENCION DE LA AMIDA DEL
ACETATO DE DIOSGENIN-5-EN-7-ONA

6]
POCI3, PIRIDINA
" -

0°C, 3hrs
0
H3C\\< NOH )k
o)

Esquema 4: Reaccidon de Reareglo de Beckmann
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En un matraz de balon de 250 ml provisto de barra magnética de agitacién,
se disuelven .420g de la oxima en 10 ml de piridina, mientras se prende el
recirculador para que comience a bajar la temperatura. Se agita hasta que el sélido
se diluye y se enfria aproximadamente a -15°C con ayuda del recirculador.
Manteniendo la agitaciéon se agregd gota a gota una mezcla de cloruro de fosforilo
(POCLs3) 1.85ml y piridina 5.6ml. Una vez terminado el goteo se mantuvo la

temperatura por 10 minutos y posteriormente se llevo a 0° C.

Se dej6é en agitacion por 3 horas. Verificando cada 30 minutos que la
temperatura se siga manteniendo igual. Una vez transcurrido el tiempo la mezcla de
reaccion fue vertida en un vaso de precipitado provisto de agitacion magnética,
conteniendo &cido clorhidrico HCI concentrado 13.22ml, y hielo finamente picado,
se dej6 en agitacion durante 15 minutos. La fase organica fue extraida con cloruro
de metileno (CH2Cl2), y lavada tres veces con una solucion al 10% de HCI (figura
11). Posteriormente se hicieron lavados con agua destilada. Para finalizar se paso
por sulfato de sodio Na2SO4 para eliminar el agua y se concentré al rotavapor a
sequedad.

Figura 11: Lavado y separacion de fases

Al final se elabora una placa cromatogréfica la cual revela dos manchas las

cuales clasificamos como mancha alta y baja, comprobando por resonancia
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magnética que la llamada mancha baja es la Amida de acetato de diosgenin-5-en-

7-ona (figura 12).

PR

L | | BEEEE.
N8\ MBMehu

Figura 12: Placa cromatografica del compuesto final

e FASE 2. ELABORACION DE EXTRACTOS

CARACTERIZACION FITOQUIMICA

Una vez listo el material vegetal se procedi6 a la realizacion del analisis fitoquimico
de la corteza de cancerina y la hoja pulverizada de guanabana con el fin de
determinar los compuestos principales contenidos.

Flavonoides. Prueba de Shinoda, 1mg de la muestra se agreg6 a etanol y se agito
para realizar un pequeio extracto, en otro tubo se adicionaron 20 gotas del extracto
de etanol con la planta, una viruta de magnesio y 5 gotas de acido clorhidrico. Si se
detectd un cambio de coloracién naranja, rojo, rosa, violeta se dice que la prueba
es positiva.

Esteroides y triterpenos. Prueba de Liebmann- Buchard, en un tubo de ensayo
se adicion6 1.5 mg de muestra vegetal en cloroformo, mas el reactivo preparado

con 1ml de anhidrido acético y 1 ml de cloroformo. Considerando positiva la prueba
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a esteroides en el cambio de coloracion a tonalidades azules o verde y coloraciones
violetas es positivo a triterpenos.

Alcaloides. Prueba de Dragendorff, se agregaron 2 mg de la muestra en etanol y
se colocan unas gotas sobre otro tubo de ensayo para posteriormente se agrego el
reactivo de Dragendorff. La prueba es positiva al dar precipitados de color rojo,
naranja o marron.

Colesteroles. En 1 g de planta en el tubo de ensaye, se adicionaron 3 ml de
cloroformo para posteriormente adicionar el mismo volumen de &cido sulfurico.
Entendiendo que una coloracion rojiza caracteristica en la capa cloroférmica es
positiva.

Oxidrilos Fendlicos. Prueba de Cloruro férrico, se tomaron 2 mg de la muestra y
se colocaron en 1ml de etanol, posteriormente se adicionaron 6 gotas de una
solucion de sulfato férrico al 5 %. Si al paso de unos minutos se observo un
precipitado de color azul, verde o rojo se dice que la prueba es positiva.
Insaturaciones. Prueba de Permanganato de potasio, 1mg de la muestra se situo
en un tubo de ensaye mas etanol, posteriormente se afiadieron 2 gotas de
permanganato de potasio al 2 % en agua y se agitd. Si al paso de unos minutos se
observa decoloracion o un precipitado de color café se dice que la prueba es
positiva.

Cumarinas. Prueba de Hidréxido de sodio, se colocdé gramo de la muestra en un
tubo de ensaye, agregando posteriormente 6 gotas de hidréxido de sodio acuoso al
10 %. Mostrando una coloracion amarilla, si el color desaparece al acidular con 5
gotas de &cido clorhidrico, se dice que es positivo.

Lactonas. Se ocuparon 2 mg del material vegetal, agregando 6 gotas de hidréxido
de sodio alcohdlico al 10 % y agitar, si se observa el cambio de coloracion a amarillo
0 anaranjado y posteriormente al agregar 5 gotas de acido clorhidrico el color
desaparece, se dice que la prueba es positiva.

Saponinas. Prueba de espuma, a una porcién de la corteza en un tubo se afadio
agua hirviendo, agitando por 3 a 5 minutos. Si se observo la aparicion de espuma,

la prueba es positiva.
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Figura 13: Pruebas fitoguimicas de Annona muricata e Hipocratea excelsa

EXTRACCION DE MATERIAL VEGETAL PARA EVALUACION DE ACTIVIDAD
BIOLOGICA.

Para la extraccion del material vegetal, se realizard mediante el uso de
extraccion a reflujo, mediante un equipo Soxhlet, que es de material de vidrio, que
se utiliza para la extraccion de compuestos contenidos en un sdélido, a través de un
solvente afin. Este método es aplicable en muestras de alimentos en general, ya
gue la técnica se basa en la extraccion de grasas de una muestra organica. El
aparato de Soxhlet fue creado en 1879 por el quimico aleman Franz Von Soxhlet
(figura 14). La metodologia del equipo Soxhlet se basa en la extraccion de grasa de
la muestra mediante el tratamiento con solvente en dicho equipo. La duracion del
tiempo de extraccion depende del tipo de muestra que se analice, pero la mayoria

requieren hasta 3-4 horas. La extraccidon por Soxhlet tiene las siguientes etapas:

1. Colocacién del solvente en un matraz de balén.
Ebullicion del solvente que se evapora hasta un condensador a reflujo.

3. El condensado cae sobre un recipiente que contiene un cartucho poroso
con la muestra en su interior.

4. Ascenso del nivel del solvente cubriendo el cartucho hasta que llegue al
punto en que se produce el quiebre, que hace un efecto sifon que

devuelve el solvente con el material extraido al balén.
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5. Se vuelve a producir este proceso la cantidad de veces necesaria para
gue la muestra quede agotada. Lo extraido se va concentrando en el

matraz baldén del solvente.

Con la finalidad de analizar la importancia del tipo de extraccion y los
principios activos que estos presentan, se procedera a realizar extraccion diferencial
con 2 diferentes solventes; Etanol, como solvente no polar con una constante
dieléctrica de 24 y agua como solvente polar con una constante dieléctrica de 82.
Los extractos que se obtendran seran: 125ml de extracto acuoso y etandlico de
Cancerina a una concentracion 2.5g / 250 mly 125ml de extracto acuoso y etanolico

de Hoja de guandbana a una concentracion 3.1g / 250 ml

Figura 14: Proceso de extraccion Soxhlet
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+ FASE3

PRUEBAS IN VITRO, PROLIFERACION CELULAR

Preparacion: Se realizé la proliferacion de células MDA, MCF-7 (Ca de mama) y
Hela (CaCu) en cajas t-75 como medio de cultivo primario, estas células crecen en
medio de cultivo especifico como lo son D-Mem y RPMI respectivamente.
Diariamente se visualizan al microscopio dichas células, hasta lograr visualizar su
confluencia (estado en donde obtenemos las caracteristicas fisiologicas,

bioguimicas y genéticas naturales de dicha linea celular)

Dia 1 de conteo: Una vez obtenida la confluencia, visualizada en el
microscopio, se procede a contar mediante camara de Neubauer. Para dicho
proceso primero se tripsinizaron las células, con la finalidad de inhibir su adhesion.
Se colocan 4 ml de tripsina al 1x, por cada caja T-75 y se introduce a la incubadora
por 3 min, posteriormente se corrobora la separacion de las células al microscopio,

de no estar completada se procede a percutir la caja suavemente.

Una vez garantizada la separacion total de dichas células se inhibe la tripsina
con el medio correspondiente a la linea celular colocando el doble de volumen inicial
(8 ml). Se vacia el contenido total a un tubo Falcon de 15 ml y se centrifuga a 1500
rpm por 10 min. Una vez obtenido el pellet, se elimina el sobrenadante y se adiciona
5 ml de medio suplementado y se resuspende. En un tubo Eppendorf se agregan
45 ul de PBS al 1x + 45 ul de azul de Tripan + 10 ul de la solucion obtenida en el

Falcon anterior.

De dicha mezcla se obtienen 10 ul y se colocan en la cAmara de Neubauer
cubierta por su respectivo cubreobjetos y se visualiza al microscopio. Al conteo
obtenemos los siguientes resultados 600,000 células por ml de MDA y 1,740,000

células por campo de HelLa. Una vez obtenido el resultado, se agrega el volumen
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correspondiente a 5,000 células por pozo y se completa el volumen hasta obtener

200mcl por pozo.

Adendum: Para este experimento se probaron 4 extractos, por lo que se
utiliza 1 linea por cada uno con su respectivo duplicado, por lo que se utilizan las 8
lineas de una caja de 96 pocillos (figura 15) y se utilizan todas las columnas para

ampliar el margen de concentraciones.

Figura 15: Microplaca de 96 pozos

Dia 2, adhesion de nocivo:

Pasadas las 24 horas del paso anterior, se procedi6 a visualizar las células
al microscopio, las cuales se observaron adheridas y de caracteristicas normales.
Una vez corroboradas dichas caracteristicas y la viabilidad celular, se retira el
volumen por pozo (200 ul) por pipeta. Y se adicionan la concentracion de extracto
deseada (10' - 110") y se complementa el volumen con medio suplementado de la

célula correspondiente.

Dia 3 “XTT”:

24 horas posteriores, se retira todo el volumen y se agregan 50 ul de XTT (se
elabora una solucién de 5 ml del frasco proliferador y 100ul del activador) y se
agregan 100 pl de medio suplementado de cada linea celular (Tabla 1). Se ingresa

alaincubadoray se esperan 4 horas para leer en lector de ELISA a 500nm y 600nm.
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Todas las células se incuban a 37°C y 5% de CO2, son de tipo adherente y con
distintos tiempos de duplicacion, el cual determina la frecuencia con la que se
cambia el medio (Tabla 2).

Tabla 1. Suplemento del medio de cultivo segun lalinea celular.

Linea celular Medio SFB L-Glut Antibidtico
MCF-7 MEM 10% 1% 0.5%

MDA-MB-231 DMEM 10% - 0.5%
HelLa RPMI-1640 10% - 0.5%

SFR: suero fetal bovino

Tabla 2: Tiempo de duplicacién y cambio de medio en funcién alalineacelular.

Linea celular Tiempo de duplicacion Cambio de medio
MCF-7 38 horas Cada 2 dias

MDA-MB-231 38 horas Cada 2 dias
Hela 24 horas Cada dia
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8. RESULTADOS

SINTESIS ORGANICA

La Sintesis Orgéanica realizada a traves de Diosgenina diguié un analisis

retrosintético, con 4 reacciones en total.

Ac,0/Piridina
Reflujo

2 hrs

HO

x

<

(2]
o%

NH,0H- HCI

EtOH, Reflujo
§° 2 hrs

POCI;, Piridina
-

0°C, 3 hrs

0 NOH

HQC\(
]

Esquema 5: Analisis retrosintético

En donde los productos obtenidos de la sintesis a partir de Diosgenina y
comprobados por RMN fueron los siguientes: Acetato de Diosgenina, Acetato de
diosgenin 5-en-7-ona, Oxima de acetato de diosgenin-5-en-7-ona y la Amida (25R)-

3B-acetoxi-7-aza-B-homo-5-espirosten-8-ona
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1. Caracterizacién de Diosgenina
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Figura 16: Espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H de Diosgenina
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Figura 17: Espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 13C de

Diosgenina
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2. Caracterizacion del acetato de Diosgenina.
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Figura 18: Espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H de acetato de

Diosgenina
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Figura 19: Espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 13C de acetato

de Diosgenina
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3. Caracterizacion del Acetato de 5-en-7-ona.
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Figura 20: Espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H de Acetato

de 5-en-7-ona
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Figura 21: Espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 13C de Acetato
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4. Caracterizacion de la oxima del acetato de (25R, 7E)-hidroximinoespirost-5-

eno.
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Figura 23: Espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 13C de Oxima

de Acetato
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5. Caracterizacion de la Amida del acetato de diosgenin-5-en-5,7-diona.
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Figura 24: Espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H de Amida del

acetato de diosgenin-5-en-5,7-diona.
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Figura 25: Espectro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 13C
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EVALUACION DE LOS PRODUCTOS DE SINTESIS OBTENIDOS SOBRE
LINEAS CELULARES (OXIMA, AMIDA).

e Evaluacion de la oxima del acetato de (25R, 7E)-hidroximinoespirost-5-

eno sobre lalinea celular HeLa

120

% Proliferaciéon celular

[ERN
o
o

80

60

40

20

Cl1 50% 19.43

IR
IRIKININD

4 8 16 20 40 80
Concentracion en pg/ml

Figura 26: Curva dosis respuesta de la oxima sobre HelLa

e Evaluaciéon de la Amida del acetato de diosgenin-5-en-5,7-diona, sobre
la linea celular MDA-MB-231
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Figura 27: Curva dosis respuesta de la amida sobre la linea MDA-MB-231
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PRUEBAS FITOQUIMICAS
Las pruebas fitoquimicas, se realizaron sobre las especies seleccionadas,
especificamente en las hojas de Annona muricata y la corteza de Hippocratea

excelsa previamente secadas.

Tabla 3: Analisis fitoquimico

Especie vegetal

Compuesto Hippocratea excelsa Annona muricata
Alcaloides Negativo Positivo
Colesterol Abundante Minimo
Cumarinas Positivo Negativo
Esteroides Positivo Positivo

Flavonoides Negativo Positivo

Insaturaciones Positivo Negativo
Lactonas Negativo Negativo
Oxidos fendlicos Positivo Negativo
Saponinas Positivo Positivo
Terpenos Positivo Positivo

Teniendo un panorama de las propiedades de cada planta. En el caso de Annona
muricata se infiere que por la presencia de los compuestos ya mencionados posee

un efecto, antitumoral, analgésico, antinflamatorio, al igual que Hipocratea excelsa.

Por lo que se procedi6 a realizar diferentes extractos con diversos disolventes, para

poder probar si se ejercia un efecto antiproliferativo, y en que dosis.

RESULTADOS DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

Las concentraciones utilizadas para realizar los extractos se basaron en el

conocimiento recomendado por las personas que ejercen la Medicina Tradicional
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en la comunidad, con el fin de verificar si estas dosis y preparaciones tienen el efecto

deseado sobre el consumidor.

Mediante el método de extraccion Soxhlet, se obtuvieron 4 extractos diferentes
(figura 28), 2 por cada especie. Utilizando un disolvente acuoso y un organico como
lo es el etanol, para posteriormente realizar la verificacion de efectividad sobre
cultivos celulares de cancer de mama y cervicouterino.

1. 125 ml de extracto acuoso de cancerina concentracion 2.5g / 250 ml.
125 ml de extracto etandlico de cancerina concentracion 2.5g / 250 ml.
125 ml de extracto etandlico de hoja de guanabana concentracion 3.1g / 250
ml.

4. 125 ml de extracto acuoso de hoja de guanabana concentracion 3.1g / 250

ml.

Figura 28: Extractos acuosos y etanolicos
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EVALUACION DE EXTRACTOS SOBRE LINEAS CELULARES HELA, MDA-MB-
231 Y MCF-7

La proliferacion celular se midié6 mediante el KIT XTT de Roche sembrando 4x10*
células en placas de 96 pozos y midiendo la absorbancia a 450 nm y como

referencia a 650 nm. Obteniendo diferentes lecturas para cada uno de los extractos.
Extracto acuoso de Hippocratea excelsa.

El extracto acuoso de Hippocratea excelsa es el que mostré6 mejor efecto
antiproliferativo sobre las lineas celulares de cancer de mama, logrando reportar
una disminucion del 50% de la poblacion celular en MDA-MB-231 y el 46.8% en
MCF-7 ambas a una Clso de 0.00550 ug/ ul (Fig. 29, 30). En cambio, para la linea
HelLa solo se alcanzé una disminucion del 65.9% a esa misma concentracion (Fig.

31).
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Figura 29: Curva dosis respuesta del extracto acuoso de Hippocratea excelsa en la
linea celular de cancer de mama triple negativo, MDA-MB-23.
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Figura 30: Curva dosis respuesta del extracto acuoso de Hippocratea excelsa en la
linea celular de cancer de mama MCF-7.
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Figura 31: Curva dosis respuesta del extracto acuoso de Hippocratea excelsa en la
linea celular de cancer cervicouterino, Hela.
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Extracto etandélico de Hippocratea excelsa.

El extracto etandlico sobre las lineas celulares mostrd la disminucion de la

poblacion al 60.2% en las tres lineas celulares (Fig. 32,33,34) a la maxima

concentracion alcanzada en este ensayo, que fue de 0.00550 ug/ pl.
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Figura 32: Curva dosis respuesta del extracto etandlico de Hippocratea excelsa en
la linea celular de cancer de mama triple negativo, MDA-MB-231
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Figura 33: Curva dosis respuesta del extracto etanolico de Hippocratea excelsa en
la linea celular de cancer de mama luminal A, MCF-7.
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Figura 34: Curva dosis respuesta del extracto etandlico de Hippocratea excelsa en
la linea celular de cancer cervicouterino HelLa.

Extracto acuoso de Annona muricata.

El extracto acuoso de Annona muricata mostré un comportamiento diferente al
extracto de Hippocratea excelsa, con un efecto antiproliferativo Unicamente sobre la
linea celular de cancer de mama MCF-7 con una Clso de 0.00682 ug/ul (Fig. 35)
disminuyendo el 50 % de la poblacién celular y para la linea MDA-MB-231 no se
reporta una Clsp, ya que solo se logro disminuir hasta el 86.6 % de proliferacion (Fig.
36).

Sin embargo, se observo un efecto contrario al aplicar el extracto sobre la linea
celular HeLa, de cancer cervicouterino, al ayudar el aumento de la proliferacion

celular hasta un 20 % mas del valor inicial (Fig. 37).
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Figura 35: Curva dosis respuesta del extracto acuoso de hoja de guanabana en la

linea celular de cancer de mama luminal A, MCF-7
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Figura 36: Curva dosis respuesta del extracto acuoso de Annona muricata en MDA-
MB-231
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Figura 37: Curva dosis respuesta del extracto acuoso de Annona muricata en la

linea celular de cancer cervicouterino, HelLa

Extracto etandélico de Annona muricata.

El extracto etandlico sobre las lineas celulares unicamente mostro la
disminucién de la poblacion a un 50 % en la linea celular de cdncer de mama MDA-
MB-231 (Fig. 38) a una concentracion de 0.00682 ug/ ul. Mientras que para MCF-7

(Fig. 39) y HeLa (Fig. 40) no se logré alcanzar una disminucién significativa.
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Figura 38: Curva dosis respuesta del extracto etandlico de Annona muricata en
MDA-MB-231
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Figura 39: Curva dosis respuesta del extracto etanolico de Annona muricata sobre

MCF-7
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Figura 40: Curva dosis respuesta del extracto etanolico de Annona muricata sobre
HelLa

Los resultados de las graficas son resumidos en la Tabla 4, al mismo tiempo
gue se realizé una prueba ANOVA para determinar cual de los extractos es el que
mostro mejor acciéon. Obteniendo valores significativos los cuales indican que el
extracto acuoso de ambas especies tiene el mejor efecto antiproliferativo sobre la
linea celular de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231.
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Tabla: 4. Efecto antiproliferativo de los extractos

Extracto

Clso sobre lineas celulares

MCF-7 MDA-MB 231 HelLa
Acuoso Clso: 0.0055 Clso: 0.0055 NA
Hippocratea excelsa mg/mi mg/ml
Etandlico NA NA NA
Acuoso Clso: 0.00682 NA EP
Annona muricata mg/ml
Etandlico NA Clso: 0.00682 NA
mg/ml

Clso: concentracién inhibitoria, NA: No alcanzo la Clso:, EP: efecto proliferativo.
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DIAGRAMA DE RESULTADOS

FASE 1: SINTESIS DEL AMIDOESTEROIDE

Acetato de Diosgenina

Acetato de diosgenin 5-en-7-ona

Diosgenina |

Ruta de
Sintesis

Productos

h

Oxima de acetato de diosgenin-5-

en-7-ona

FASE 2: ELABORACION DE EXTRACTOS

Amida (25R)-3B-acetoxi-7-aza-B-
homo-5-espirosten-8-ona

Pruebas
fitoquimicas

Hippocratea excelsa,
Annona muricata

\

Extraccién por
Soxhlet

e
.

-
\

Hippocratea excelsa: positivo a esteroides,
flavonoides, 6xidos fendlicos, fitoesterol,
saponinas y terpenos.

Annona muricata: positivo a alcaloides,
esteroides, flavonoides, fitoesterol,
saponinas y terpenos

Agua

Extracto acuoso y etandlico
de Hippomoea excelsa al 1%

Etanol [P

Extracto acuoso y etandlico
de Annona muricata al 1.2%

FASE 3: PRUEBAS BIOLOGICAS POR
XTT

Oxima \

Amida Hela [—»
Extractos de / MDA-MB- [
Hippocratea 231
excelsay
Annona [ MCE-7 —»
muricata

Tratamiento

Extracto acuoso de Hippocratea
Extracto etandlico de Hippocratea
Extracto acuoso de Hippocratea

Extracto etandlico de Hippocratea

Oxima de acetato de diosgenin-5-
en-7-ona

Amida (25R)-33-acetoxi-7-aza-B-
homo-5-espirosten-8-ona

CISO (ng/pl)
MCF-7 MDA- HelLa
MB 231
0.0055  0.0055 NA
NA NA NA
0.00682 NA EP
NA 0.00682 NA
---------------------- 0.019
---------- (N0 [ AR——
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9. DISCUSION

1. Caracterizacion de la Diosgenina.

La técnica de resonancia magnética nuclear (RMN) es sin duda la
herramienta mas poderosa en la elucidacion estructural de las moléculas organicas,
debido a esto, en la caracterizacion de los compuestos obtenidos se les dara una
especial atencién a los espectros de RMN, no obstante, para la elucidacién
inequivoca se emplearon otras técnicas espectroscopicas y fisicas que se describen

en la parte experimental y cuyos espectros se encuentran en el apéndice.

La Diosgenina se elucid6 a través de sus espectros de RMN para observar y
entender de mejor forma las modificaciones realizadas. A continuacion, se
describen los datos mas relevantes de los espectros de RMN en una y dos
dimensiones. Los datos que arroja el espectro de 1H dan una idea muy clara acerca
de la estructura de las moléculas, sin embargo, la gran mayoria de las veces se
tiene que recurrir al experimento de 13C y técnicas bidimensionales de correlacion

homonuclear y heteronuclear.

Una de las informaciones mas importantes que ofrece el espectro de 1H es
el nimero de sefales, indica el nimero de protones diferentes que hay en la
molécula. El desplazamiento quimico también es muy importante, da informacion
del ambiente quimico y magnético que rodea a cada proton. La integracion de las
sefales, la multiplicidad y las constantes de acoplamiento complementan la

informacion pues dan la proporcion, la vecindad y la conformacion de la molécula.

Para el caso de la Diosgenina, con formula molecular C27H4203, de los
cuarenta y dos protones que se tienen, treinta y cuatro son diferentes por lo que se
esperan treinta y cuatro sefiales en el espectro de proton, dado que la mayoria de
las sefales caen en un rango muy pequefio (entre una y dos ppm), solo con este

experimento es casi imposible asignar todas las sefales de la estructura. Sin
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embargo, es posible distinguir a los protones mas caracteristicos, es decir, aquellos
gue se encuentran cerca de grupos electronegativos y que se desplazan a campos
bajos (a la izquierda del espectro) y aquellos que, aunque caen en el area
congestionada (campos altos) se pueden diferenciar debido a su multiplicidad o

integracion como en el caso de los protones de metilo.

En el espectro de 1H se observa la sefial del proton vinilico H-6 en 5.34 ppm.
En 4.41 ppm se observa la sefial de H-16 como una sefial ddd con J16-17 = J16-
15ax=J16-15ec= 7.6 Hz. En 3.51 ppm se observa una sefial multiple que se asigno
al proton base de oxigeno H-3. Los protones diastereotdpicos H-26 ecuatorial y axial
se encuentran en 3.46 y 3.37 ppm; el protén H-26 ecuatorial tiene una multiplicidad
ddd con una Jgem= 10.8 Hz, una J26ec-25ax= 4.4 y por ultimo una J = 2.4 Hz debido
al acoplamiento en W con el proton H-24 ecuatorial. Para el caso de H-26 axial, se
observa una sefal dd con Jgem= J26ax-25ax = 10.8 Hz, que al tener el mismo valor
se observa como un triplete.

Con respecto al espectro de 13C, se mostraron las 27 sefiales de carbonos
de la molécula. Las sefiales de los carbonos vinilicos C-5 y C-6 se observan en
140.8 y 121.4 ppm. El desplazamiento en 109.3 ppm es muy caracteristico para
carbonos espirocetalicos. Las sefiales de los carbonos base de oxigeno de C-3, C-

16 y C-26 se observaron en 71.7, 80.8 y 66.8 ppm respectivamente.

2. Caracterizacion del acetato de Diosgenina.

La esterificacion se llevo a cabo por calentamiento de la Diosgenina a reflujo
de anhidrido acético y dimetil amino piridino por 1 hora. En el espectro de 1H se
observé que las sefales correspondientes a H-6 y H-16 no presentan cambios
considerables respecto a la Diosgenina. Por el contrario, en 4.59 ppm se observo
una sefial multiple que se asigné al protdn base de oxigeno H-3, que a diferencia
del espectro de Diosgenina, esta sefial se observa desplazada a campos bajos
debido a la desproteccion que el grupo acetato ejerce sobre este protén.

Los protones diastereotdépicos H-26 ecuatorial y axial presentan un

desplazamiento similar que en la Diosgenina encontrandose en 3.47 y 3.37 ppm

-52-



respectivamente. De la misma manera, en 2.31 ppm se observé una sefial maltiple
ancha que integra para dos protones, asignandose a los protones 4 ecuatorial y 4
axial También se observo una sefial simple en 2.03 ppm caracteristica de protones
metilicos alfa a grupos carbonilo, correspondientes al metilo del acetato. Las
sefales simples hacia 1.04 y 0.79 ppm se asignaron a los protones de los metilos
19 y 18 respectivamente. Hacia campos altos aparecen dos sefiales dobles en 0.97
y 0.78 ppm con constantes de acoplamiento de 6.8 y 6.4 Hz que se asignaron a los

protones de los metilos 21 y 27 respectivamente.

Por su parte, en el espectro de 13C, se mostraron las 29 sefales que
corresponden con el nimero de carbonos de la molécula. En 170.2 ppm destaca
una sefal caracteristica del carbonilo de grupo éster. Las sefiales de los de los
carbonos vinilicos C-5 y C-6 aparecen en 139.5 y 122.2 ppm. El carbono
espirocetalico 22 se mostré hacia 109.1 ppm. Las sefiales de los carbonos base de
oxigeno de C-3, C 16 y C-26 se observaron a campos bajos hacia 73.8, 80.7 y 66.8

ppm respectivamente.

3. Caracterizacion del Acetato de 5-en-7-ona.

La reaccion de oxidacion alilica se logré primeramente preparando el reactivo
de Collins disolviendo CrO3 en CH2CI2 a 0 °C y posteriormente agregando
lentamente piridina. Una vez listo el reactivo, se agreg6é acetato de Diosgenina
disuelto en CH2CI2 y se dej6 la reaccidn en agitacion por 12 horas. Mediante CCF
se observé que la materia prima se encontraba en menor proporcion que el producto

esperado obtenido en un 71 % de rendimiento.

En el espectro de 1H, se observo a campos bajos una sefial simple ancha en
5.71 ppm que se asigno al proton H-6. Los protones H-3 y H-16 se desplazaron
hacia 4.71 y 4.48 ppm mientras que los protones diastereotopicos H-26ec y H-26ax
no presentan cambios en su desplazamiento. Los cambios mas significativos con
referencia al espectro de la materia prima fueron la presencia de cuatro sefales a

campos bajos; una sefial multiple que integra para un protén en 2.88 ppm que se
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asigno al protén H-15ec; una sefial ddd que integra par un protén en 2.56 ppm
asignada a H-4ec cuyas constantes de acoplamiento fueron Jgem=14, J4ec-3ax=
7.2 y Jdec-2ec= 2 Hz, una sefial dd que integra para un proton en 2.49 ppm con
Jgem=11.2 y J4ax-3=1.6 Hz asignada al proton H-4ax y una sefial multiple en 2.41
ppm que se asignod al proton a al grupo carbonilo H-8. Los desplazamientos a
campos bajos de estos protones se explican debido al apantallamiento que ejerce
el grupo carbonilo y del doble enlace. Hacia 2.05 ppm se pudo observar una sefial
simple que se asigné al metilo del grupo acetato en C-3. A campos altos se
mostraron las sefales simples hacia 1.23 y 0.79 ppm que se asignaron a los
protones de los metilos 19 y 18 respectivamente. De la misma manera, las dos
sefales dobles en 0.98 y 0.79 ppm con constantes de acoplamiento de 6.8y 6.4 Hz

se asignaron a los protones de los metilos 21 y 27 respectivamente.

En el espectro de 13C se observaron 29 sefiales que corresponden al
namero de carbonos de la molécula. La sefial en 201.4 se asign6 a C-7, ya que el
desplazamiento quimico es caracteristico de cetonas a,B-insaturadas. En 170.3
ppm se observo una sefal que fue asignada al carbonilo del grupo acetato. Por otro
lado, las sefales en 164.0 y 126.4 ppm se asignaron a los carbonos vinilicos C-5y
C-6. El desplazamiento del carbono espirocetalico no presenta cambios
significativos apareciendo en 109.2 ppm, mientras que los carbonos base de
oxigeno C-16, C-3 y C-26 se desplazan hacia 80.9, 72.1 y 66.7 ppm

respectivamente.

4. Caracterizaciéon de la oxima del acetato de (25R, 7E)-hidroximinoespirost-5-
eno.

La formacion de la oxima a partir de la enona se llevé a cabo con NH20H.HCI
a reflujo de una solucién de etanol y acetato de sodio por dos horas. Los mejores
resultados fueron utilizando 1 eq. de la oxima por 1.5 eq. de NH20OH.HCI. La
caracterizacion mostrd la presencia de una sola oxima que se obtuvo en un

rendimiento del 71 %.
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En el espectro de 1H se observaron dos sefales simples anchas en 8.46 y
6.59 ppm que corresponden al proton del hidroxilo de la oxima y al proton H-6 con
respecto al espectro de 1H de la materia prima. Los protones base de oxigeno 3y
16 presentaron ligeros cambios en su desplazamiento y aparecieron en 4.68 y 4.61
ppm mientras que los protones diastereotopicos 26ec y 26ax se desplazaron hacia
3.50y 3.45 ppm respectivamente apareciendo como una sefial que integra para dos
protones como se aprecia en la figura 52. El proton 15ec se vio afectado por el grupo
hidroxilo de la oxima, y aparecié como una sefial multiple integrando para un protén
hacia 2.85 ppm. Un ligero cambio se presenté en el desplazamiento de los protones
4ec, 4ax y 8 los cuales se ven como sefiales multiples hacia 2.54, 2.45y 2.42 ppm.
La sefal simple hacia 2.04 ppm corresponde al metilo del grupo acetato, mientras
gue a campos altos se mostraron las sefiales simples hacia 1.14 y 0.80 ppm que se
asignaron a los protones de los metilos 19 y 18 respectivamente. Las dos sefiales
dobles en 1.01 y 0.80 ppm con constantes de acoplamiento de 7.2 y 5.6 Hz se

asignaron a los protones de los metilos 21 y 27.

En el espectro de 13C se apreciaron las 29 sefales correspondientes al
namero de carbonos de la molécula. Primeramente, la sefial que correspondia a la
enona en C-7 dejo de observarse y se notd una sefial en 156.5 ppm caracteristico
de oximas, la cual fue asignada al carbono de la oxima en C-7. En 170.3 ppm
aparece una sefal que fue asignada al carbonilo del grupo acetato en C-3 mientras
gue los carbonos vinilicos C-5y C-6 se muestran en 151.4y 113.6 ppm. El carbono
espirocetalico no presenté cambios en su desplazamiento mostrandose hacia 109.5
ppm. Los carbonos base de oxigeno se apreciaron en 80.8 y 72.9 ppm

respectivamente.

5. Caracterizacion del (25R)-3®-acetoxi-7-aza-B-homo-5-espirosten-7-ona.

En el espectro de 1H se observé una sefial simple en 5.84 ppm correspondiente al
proton vinilico H-6 y una sefial simple ancha en 5.72 ppm que se asigno al protén
de la enamida. De los protones base de oxigeno, el H-3 no presenta cambios y
aparecio en 4.69 ppm mientras que el protén H-16 present6 ligeros cambios en su
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desplazamiento y se mostré en 4.43 ppm. Los protones diastereotopicos 26ec y
26ax se desplazaron hacia 3.47 y 3.37 ppm y el proton H-8 se vio mas afectado por
el grupo carbonilo de la enamida, por lo cual fue desplazado hasta 3.42 ppm. Los
protones 4ax y 4ec se mostraron como una sefial dd con Jgem=J4ax-3=11.6 Hz en
2.60 ppm y una sefial multiple en 2.46 ppm respectivamente. El protén 15ec se vid
ligeramente afectado por el carbonilo de la enamida y se desplazé como una sefal
multiple hacia 2.23 ppm. El metilo del grupo acetato en C-3 se mostré en 2.04 ppm
y los metilos 19 y 18 como seiales simples en 1.29 y 0.78 ppm. Los metilos 21y 27
se mostraron como sefiales dobles en 0.98 y 0.79 ppm con J21-20= 6.0 Hz y J27-

25= 6.0 Hz respectivamente.

En el espectro de 13C se apreciaron 29 sefiales correspondientes al nUmero de
carbonos de la molécula. La sefial correspondiente a la oxima en C-7 ya no se
observé y se mostré una nueva sefal en 167.4 ppm que se asigno al carbonilo de
la enamida. En 170.2 ppm permanecio la sefial asignada al carbonilo del grupo
acetato en C-3 mientras que los carbonos vinilicos C-5 y C-6 presentaron ligeros
cambios y se mostraron en 155.8 y 122.4 ppm. EIl carbono espirocetalico se
desplazé hacia 109.3 ppm mientras que los carbonos base de oxigeno se

apreciaron en 79.6 y 72.5 ppm respectivamente.

e Evaluaciéon de la Amida del acetato de diosgenin-5-en-5,7-diona, sobre
la linea celular MDA-MB-231

Una vez obtenido el amidoesteroide, se procedio a evaluar, su actividad sobre
la linea celular MDA-MB-231, esperando como resultado una inhibicion del
crecimiento celular como se ha observado en diversos compuestos modificados a
partir de Diosgenina. Obteniendo un resultado positivo al efecto antiproliferativo,
ya que se observa que el compuesto amidoesteroideo sintetizado, ejerce un efecto
inhibitorio sobre la proliferacion celular en la linea celular MDA-MB-231 de cancer

de mama triple negativo, con una Clso a los 0.097ug/ul.
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Siendo una posible opcion de estudio para tratamiento del cancer de mama no
hormonodependiente, el cual muestra mayor mortalidad dentro de la poblacion

mexicana y menor esperanza de vida (menos de 4 afios) posterior a su diagndstico.

e Pruebas fitoquimicas

Las pruebas fitoquimicas realizadas a las especies de plantas seleccionadas,
muestran la presencia de compuestos como son alcaloides, esterorides,
flavonoides, saponinas, terpenos y un minimo de colesterol para la Hoja de
Guanabana (Annona Muricata) y cumarinas, esteroides, compuestos insaturados,
oxidos fendlicos, saponinas y abundante colesterol para la cancerina (Hippocratea

Excelsa).

La presencia de alcaloides, los cuales son metabolitos secundarios producidos
por las plantas, brinda regulacién del crecimiento y proteccion contra plagas o
depredadores a las plantas. Quimicamente van desde compuestos muy sencillos
como la coniina, hasta compuestos de estructuras pentaciclicas. Dentro de la
actividad biolégica de los alcaloides de origen vegetal en el ser humano, se

mencionan, un efecto analgésico, anestésico, pscotrépico o antitumoral.

Los esteroides, que son alcoholes secundarios policiclicos con estructura de
ciclopentanofenantreno, controlan el proceso de crecimiento y desarrollo de las
especies vegetales asi como su diferenciacion celular. Su efecto fisioldgico en seres

humanos involucra modificacion en la actividad hormonal.

Las saponinas como glicésidos de alcoholes tanto terpenoides como esteroides
con una cadena espiroacetal, son solubles en agua y alcohol y se conocen como
agentes espumantes. Tienen un efecto antimicrobiano, antifUngico e incluso

participan en la inhibicion del tamafio de tumores en vegetales.
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Los flavonoides, son polifenoles naturales, de los cuales se han descrito
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antiagregantes, antihemorragicas,
vasodilatadoras, antineoplasicas, antivirales, antibacterianas, antialérgicas y

hepatoprotectoras.

Los terpenos, son un metabolito secundario, insolubles en agua, los cuales
participan en la sintesis de las vitaminas A, K, E y brindan coloracion y aroma. Estos
compuestos son el principal compuesto en los aceites escenciales, a los cuales se

les atribuye su efecto terapéutico.

Teniendo asi un panorama de las posibles propiedades para Annona muricata e
Hipocratea excelsa, infiiendo que por la presencia de los compuestos verificados
por las pruebas fitoquimicas, pueden poseer un efecto, antitumoral, analgésico y

antinflamatorio.

. Pruebas biolégicas de los extractos obtenidos de Hippocratea excelsa

y Annona muricata

La actividad biolégica de los extractos de Hippocratea excelsa y Annona
muricata muestra un efecto antiproliferativo dependiendo de la dosis empleada y el
tipo de linea celular probada.

En los extractos acuosos, el extracto acuoso de Hippocratea excelsa
presentd un efecto antiproliferativo en ambas las lineas celulares de céancer de
mama, por un lado la linea MCF-7, la cual es un modelo de estudio perfecto para el
cancer de mama Luminal, el cual tiene la caracteristica de expresar receptores de
estroégenos y progesterona y por otra parte la linea MDA-MB-231 que no muestra
expresion a estos receptores. Sugiriendo asi que el efecto del extracto de
Hippocratea no es especifico sobre estos receptores y que puede deberse ser por
diversos mecanismos. Cuestion la cual no ocurrié con Annona muricata, en donde

el extracto acuoso tuvo efecto antiproliferativo sobre MCF-7 sugiriendo una mejor
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disposicion a los receptores de estrogenos y progesterona. Sin embargo, en cancer
cervicouterino, tuvo un efecto contrario al deseado, causando un aumento en la
proliferacion celular, a partir de una concentracion de 0.00186 ug/ ul, logrando

aumentar hasta un 120% la proliferacion celular

El extracto etandlico de Hippocratea mostré disminuir el porcentaje de
proliferacion celular en todas las lineas, sin embargo a las concentraciones
manejadas en el ensayo no se alcanzoé reducir la poblacién al 50 %, por lo que se
sugiere realizar un ensayo mas adelante con mayores concentraciones, para
comprobar el efecto. Sin embargo en la linea celular de cancer cervicouterino, HelLa,
se logr6 un mejor resultado con respecto al extracto acuoso. Mientras que el
extracto etandlico de Annona tuvo efecto sobre la linea celular MDA-MB-231 a una
Clsode 0.00682 pg/ pl.

El efecto sinérgico de los compuestos identificados en las pruebas
fitbquimicas, da una idea de como el conjunto de los principios activos brindan una
propiedad caracteristica, pero con diversos mecanismos de accion a los extractos

vegetales.
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10. CONCLUSIONES

Se ha considerado el uso medicinal que se les da a las plantas dentro de la
medicina tradicional mexicana, principalmente para su uso en el cancer
cervicouterino y mamario, lo que ha provocado que en los ultimos afios el consumo
de plantas medicinales vaya en aumento, empleandose como sustitutos o en
combinacion de terapias prescritas por los médicos, sin considerar que no se cuenta

con estudios sistematicos que evallen su efecto y seguridad.

Dos especies empleadas en la medicina Tradicional Mexicana contra el
cancer son Hippocratea excelsa y Annona muricata, de las cuales no hay dosis, ni
indicaciones de preparacion establecidas para su uso adecuado, simplemente las
personas las preparan tal y como un conocido les ha recomendado o como leen en

foros de internet.

Los resultados de este estudio comprobados estadisticamente mediante una
prueba ANOVA comprueban significativamente que el disolvente empleado para la
elaboracion de los extractos influye en la actividad que este va a presentar, debido
a la extracciéon de principios con diversas polaridades que ejercen un efecto
diferente sobre las células. Obteniendo asi que los extractos preparados en agua

muestran buenos resultados antiproliferativos sobre las lineas de cancer de mama.

La concentraciéon empleada del extracto también es un factor del cual
depende el efecto. Hippocratea excelsa tiene un efecto antiproliferativo sobre lineas
celulares de cancer de mama luminal A y triple negativo cuando aplica en una
concentracion de 0.00550 ug/ul y en agua como disolvente, efecto similar presenta
la misma preparacion a una concentracion de 0.00682 ug/ul Annona muricata para
el cancer luminal A. Aunque también Annona mostro un efecto antiproliferativo sobre

el cancer triple negativo, pero en su preparacion con etanol a 0.00682 pg/pl.

El empleo de Annona muricata en preparacion etandlica, para el tratamiento

de cancer cervicouterino queda completamente contraindicado, debido a que causa
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un efecto contrario, aumentando la proliferacion de las celulas. Entendiendo asi que
como cualquier medicamento, las plantas también pueden provocar efectos no
deseados, reacciones adversas, intoxicaciones e interacciones con otras

sustancias.

A pesar de encontrar el efecto antiproliferativo de estas especies en cancer
de mama como se sugiere dentro de la Medicina Tradicional, se deben realizar mas
ensayos con respecto a su accion para sugerir su empleo como coadyuvantes, de
manera normada y segura por parte de la poblacion. Considerando entonces que
es necesario establecer igualmente un control médico estricto con las plantas
medicinales como se realiza con los medicamentos de patente, ya que pueden
servir como remedios o0 venenos, dependiendo de las dosis, la oportunidad, la via

de administracion, la constitucién del sujeto tratado, entre otros factores.

En cuanto a la sintesis de compuestos con actividad cancerigena en el
laboratorio a partir de materia prima de origen vegetal, es una gran labor y requiere
de esfuerzo y colaboracion de grupos multidisciplinarios para lograr entender desde
la obtencion del producto vegetal, la sintesis o semi-sintesis organica y la aplicacion
en cultivos celulares. Realizando modificaciones en los productos de sintesis a
partir de Diosgenina, se podra mejorar las estructuras y haciendo especifica su
actividad anticancerigena y asi lograr en un futuro una terapia mas efectiva contra

el cancer con minimos efectos secundarios.

Como perspectivas a futuro resultado de este trabajo se tiene por parte del
area de sintesis; proponer alguna modificacion que haga al amidoesteroide soluble
en agua y realizar modificaciones en la técnica de sintesis con el fin de mejorar el
rendimiento final en las Ultimas dos reacciones. Y a partir de los extractos vegetales,
realizar estudios para otros tipos de canceres e identificar el principio activo, con el
fin de probar su accion aislada en cada linea celular y realizar la sintesis de un

compuesto con estructura similar y efecto anticancerigeno especifico.
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