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RESUMEN http://dx.doi.org/10.30827.ars.v57i2.4962

Objetivos: Sintetizar conjugados del acetéonido de la uridina con triterpenos (colesterol y 3f-50,80-
endoperoxido-colest-6-en-3-ol) y acido succinico como puente.

Meétodos: Se preparo el aceténido de la uridina en acetona mediante catdlisis dcida. Se prepararon los
succinatos de los esteroles con anhidrido succinico y catalizador nucleofilico 4-N,N-dimetilamino-pi-
ridina (DMAP). Los conjugados 1 y 2 se sintetizaron mediante la esterificacién de Steglich, con agente
de acoplamiento N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC)y DMAP. Los compuestos se caracterizaron por
espectroscopia de RMN ("H RMN y ®C RMN) y espectrometria de masas. Los derivados se evaluaron
sobre lineas celulares de ovario de hdmster chino (CHO-K1) y de cancer de mama (MCEF-7).

Resultados: Se obtuvieron derivados conjugados del aceténido de la uridina con dos triterpenos con
rendimientos superiores al 80%. Los conjugados de uridina con triterpenos no presentaron inhibicién
significativa de la viabilidad celular sobre las lineas celulares MCF-7 y CHO-K1, tampoco se evidencié
una relaciéon dosis-respuesta para los compuestos evaluados.

Conclusiones: El método de esterificacion con agentes de acoplamiento permitié obtener conjugados
de la uridina con triterpenos empleando el 4cido succinico como puente. Sin embargo los derivados de
uridina obtenidos no presentaron actividad citotéxica significativa (p<0,05) sobre las lineas celulares
evaluadas.

Palabras claves: actividad citotoxica, cAncer de mama, derivados de uridina, nucleésidos, triterpenos.

ABSTRACT

Aims: Synthesize of uridine acetonide conjugates with triterpenoids (cholesterol and 3p-5a,8a-endoper-
oxide-cholest-6-en-3-ol) and succinic acid as linking.

Methods: The acetonide derivative of uridine was prepared with acid catalysis in acetone. Sterols succi-
nates were prepared with succinic anhydride and nucleophilic catalyst 4-N,N-dimethylamino-pyridine
(DMAP). The conjugates were synthesized by Steglich method with N,N’-dicyclohexylcarbodiimide
(DCC) Coupling agent and DMAP. The compounds were characterized by NMR spectroscopy (‘"H NMR,
BC NMR), and mass spectrometry. The derivatives were assessed in Chinese Hamster Ovary (CHO) and
breast cancer (MCF-7) cell lines.

Results: The conjugates of uridine acetonide with two triterpenes were obtained with yields higher than
80%. The conjugates prepared don’t showed significant inhibition of cell viability on MCF-7 and CHO
cell lines, furthermore these substances did not show a relationship dose-response.

Conclusions: The esterification method with coupling agents allowed obtained uridine conjugates with
triterpenoids. However the uridine derivatives don’t showed significant cytotoxic activity (p<0,05)
against cell lines evaluated.

Key words: breast cancer, cytotoxic activity, nucleosides, triterpenes, uridine derivatives.
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INTRODUCCION

El cancer de mama se encuentra entre los diez tipos mas

diagnosticados y de mayor mortalidad a nivel mundial'2

Los nucleésidos anticancerosos y analogos se emplean
ampliamente desde la década de los 1960s, en la quimio-
terapia de tumores blandos y algunos tumores sélidos®*.
Estos farmacos presentan mecanismos de accién como
anti-metabolitos: inhibicion de la sintesis, transcripcién, y
desmetilacién del DNA, desestabilizacion de la membrana
mitocondrial e induccién y activacién de rutas de apopto-
sis®®. Sin embargo presentan desventajas farmacocinéticas
(baja selectividad por las células cancerosas y gran labili-
dad quimica y biolégica) y en la farmacodinamia (baja in-
corporacién celular e inactivacion intracelular por enzimas
nucledsido desaminasas y/o ectonucleotidasas)’#®.

La uridina y algunos derivados fosfatados y glicosilados,
son responsables de funciones celulares como moduladores
en la formacién de membranas y de la demanda energgética,
cofactores de glicosiltransferasas y agonistas de receptores
purinérgicos (P2Xn y P2Ym)'". Algunos estudios encon-
traron que derivados glicosilados de la uridina, presenta-
ron inhibicién de enzimas glicosil-transferasas'?. La uridi-
na a concentraciones mayores a la fisiol6gica y derivados
3’-C-etiniluridina exhibieron potencial antitumoral sobre
cancer de mama y prostata’®?’®. Ademas se encontré que el
tri-acetato de uridina presenta efectos moduladores sobre
la toxicidad manifestada en la quimioterapia con fluorou-

racilo™.

Algunas investigadores aislaron 5a,8a-epidioxi-colesteroles
de organismos marinos (ascidia Trididemnum sp.y erizo de
mar Diadema sp.), los cuales presentaron actividad citot6-
xica significativa sobre lineas celulares de cancer de mama

MCF-7, sarcoma uterino FL, entre otros'>'°.

Por lo expuesto anteriormente sobre la uridina y 5a,8a-
epidioxi-colesteroles, se propuso la sintesis de conjugados
de uridina con dos esteroles del colestano, vinculados me-
diante un di-acido y la evaluacién de su citotoxicidad en
MCE-7.
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MATERIALES Y METODOS
Sintesis

Todos los solventes empleados fueron grado reactivo al
igual los reactivos: Uridina, 99% (Alfaesar); anhidrido
succinico, 99% (Merck), agente de acoplamiento N,N’-di-
ciclohexilcarbodiimida (DCC), 99% y catalizador nucleofili-
co: 4-N,N-dimetilamino-piridina (DMAP), 99% (Alfaesar);
colesterol, (99%) (Panreac) y 7,8-dehidro-colesterol, (99%)
(Merck). Cromatografia en columna normal (silica gel 60N)
con gradiente: mezclas hexano/acetato de etilo y acetato
de etilo/acetona. Los productos se analizaron por espec-
troscopia de resonancia magnética nuclear (‘H-RMN a 300
MHz, BC-RMN a 75 MHz, COSY H-H y HSQC), en un es-
pectréometro Bruker NMR 300 (300 MHz, Software Bruker
TopSpin 3.1), solventes: cloroformo deuterado (CDCL,)
(compuestos 1y 2) y DMSO-d6 (aceténido y su succinato),
ambos 99% pureza de deuterio (Merck), se emple6 tetrame-
tilsilano como estandar interno. También se analizaron en
un espectrometro de masa Agilent serie 6300 (ESI-lon-Trap)
en modo positivo por inyecciéon directa.

3’,4’-Aceténido de uridina o D3

Se parti6 de 500 mg de uridina, se adicionaron 30 pL del &ci-
do inorgénico, se dej6 bajo agitacién constante por 3 horas”
(figura 1-a). Sélido amarillo, rendimiento 90%. NMR (300
MHz, DMSO-d6), 6 ppm (multiplicidad; integral | (Hz);
grupo; posicién): 1,26 (s; 3H; -CH,; 3'b-H aceténido), 1,48
(s; 3H; -CH,; 3’c-H aceténido), 3,57 (m; 2H;-CH,O-; 6'-H
ribosa (Rib)), 4,06 (q; 1H; J=4,2; -CH-; 5'-H Rib), 4,74 (dd;
1H; J=6,3 y 3,5; -CH-; 4-H Rib), 4,89 (dd; 1H; J=6,3 y 2,6;
-CH-; 3’-H Rib), 5,63 (d; 1H; J=8,0; -CH=; 5-H uracilo (U)),
5,82 (d; 1H; J=2,6; -CH-; 2’-H Rib), 7,79 (d; 1H; J=8,1; -CH=;
6-H U). 25,57 (1C; -CH,; 3'b-C aceténido), 27,49 (1C; -CH,;
3’c-C acetonido), 61,67 (1C; -CH,0O-; 6’-C Rib), 79,61 (1C;
-CH-; 4-C Rib), 80,92 (1C; -CH-; 3’-C Rib), 84,13 (1C; -CH-;
5-C Rib), 91,58 (1C; -CH-; 2’-C Rib), 102,19 (1C; -CH=; 5-C
U), 113,43 (1C; -OCO-; 3’a-C aceténido), 142,47 (1C; -CH=;
6-C U), 150,79 (1C; N-CO-N; 2-C U), 163,67 (1C; -CO-N; 4-C
U). MS (ESI-lon-Trap) (m/z): Calculada para C,H N,O,:
284,2652; encontrada 307,10 [M+Na]*.
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Figura 1. Esquema de reaccion para la formacion de los derivados conjugados del acetonido de la uridina con

tri-terpenos con puente de acido succinico.

Succinato del aceténido de la uridina o D4

Todas las reacciones de esterificacién se hicieron con el
método de Steglich. Se parti6 de 300 mg del acetéonido de
uridina, se adicionaron 0,5 equivalentes de anhidrido suc-
cinico y 5% molar de DMAP respecto al anhidrido, se dejo
bajo agitacion constante por 3 dias (figura 1-a)'®**. Solido
amarillo, rendimiento 85%. NMR (300 MHz, DMSO-d6), &
ppm (multiplicidad; integral | (Hz); grupo; posicién): 1,26
(s; 3H; -CH,; 3’b-H acet6nido), 1,48 (s; 3H; -CH,; 2’c-H ace-
ténido), 2,60 (m; 4H;-CH,-; 6’b-H y 6’c-H 4cido succinico
(AS)) 4,40 (m; 3H;-CH,O- y -CH-; 6’-H y 5’-H ribosa (Rib)),
4,78 (m; 1H; -CH-; 4-H Rib), 4,93 (m; 1H; -CH-; 3’-H Rib),
5,62 (d; 1H; J=8,0; -CH=; 5-H uracilo (U)), 5,81 (d; 1H; ]=2,6;
-CH-; 2’-H Rib), 7,80 (d; 1H; J=8,1; -CH=; 6-H U). 25,57 (1G;
-CH,; 3'b-C acetonido), 27,49 (1C; -CH,; 3'c-C acet6nido),
28,07 (2C; -CH; 6'b-C 'y 6'c-C AS), 61,74 (1C; -CH,0-; 6'-C
Rib), 79,72 (1C; -CH-; 4-C Rib), 81,02 (1C; -CH-; 3'-C Rib),
84,15 (1C; -CH-; 5’-C Rib), 91,08 (1C; -CH-; 2’-C Rib), 103,29
(1C; -CH=; 5-C U), 144,44 (1C; -CH=; 6-C U), 151,26 (1C;
N-CO-N; 2-C U), 164,01 (1C; -CO-N; 4-C U), 171,05 (2G;
-COOR; 6’a-C AS), 171,95 (1C; -COOR; 6’d-C AS). MS (ESI-
Ion-Trap) (m/z): Calculada para C,;H, N,O, 384,338; en-
contrada 407,30 [M+Na]*.

Succinato de mono-colesterilo y succinato del 3f-5a,8c.-

endoperoxido-colest-6-en-3-ol (5a,8a-epidioxi-colesterol).

Ars Pharm. 2016; 57(2): 55-61

Se partié de 200 mg del esterol, y 5% molar de DMAP res-
pecto al anhidrido (figura 1-b), se dej6 bajo agitacién por
4 dias (figura 1-b)'®%®. Para el succinato del 3p-5a,8a-
endoperoxido-colest-6-en-3-o0l (50, 8a-epidioxi-colesterol),
se prepar6 previamente el epéxido a partir de 200 mg de
7,8-dehidrocolesterol en metanol, se afiadié eosina (foto-
sensibilizador), se someti6 a flujo constante de aire y radia-
cién con lampara halégena, se dej6 bajo agitacion constante
a temperatura ambiente por 24 horas?.

Sintesis de derivados conjugados de uridina-succinato-
tri-terpeno

La preparacion de los derivados conjugados del aceténido
de la uridina con colesterol y 5,8-epidioxi-esterol, se realizé

por dos rutas!®192,

a. Se partié de 150 mg del succinico mono-esterificado con
aceténido de uridina, se adicionaron 1,2 equivalentes del
esterol, luego 1,5 equivalentes de DCC y 5% molar de
DMAP respecto al succinato (figura 1-a).

b. Se parti6 150 mg del succinico mono-esterificado con es-
terol, se adicionaron 1,2 equivalentes del aceténido de
uridina, el DCC y DMAP se adicionaron las mismas pro-
porciones que en ruta (a) (figura 1-b).
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3’,4’-aceténido-uridina-succinato-3""p-5"a,8" a-
endoperoxido-colest-6"-en-3"-ol conjugado
(3’,4-aceténido-uridina-succinato-5"a,8"” a-epidioxi-

colesterol conjugado) o D1

Solido blanco, rendimiento 90%. P.F. 93-94 °C. NMR (300
MHz, CDCl,), § ppm (multiplicidad; integral | (Hz); grupo;
posicion): 1,34 (s; 3H; -CH,; 3'b-H aceténido), 1,52 (s; 3H;
-CH,; 2'c-H acet6nido), 2,60 (m; 4H;-CH_-; 6’b-H y 6’c-H 4ci-
do succinico (AS)) 4,34 (m; 3H;-CH,O-y -CH-; 6'-H y 5-H
ribosa (Rib)), 4,80 (m; 1H; -CH-; 4'-H Rib), 4,97 (m; 2H; -CH-
O; 3’-H Rib y 3”-H epidioxicolesterol (EDOColes)), 5,66 (d;
1H; J=2,6; -CH-; 2-H’ Rib), 5,71 (d; 1H; J=8,1; -CH=; 5-H ura-
cilo (U)), 6,26 (d; 1H; J=8,4; -CH=; 7”-H EDOColes), 6,55 (d;
1H; J=8,3; -CH=; 6”-H EDOColes), 7,31 (d; 1H; ]=8,2; -CH=;
6-H U). 12,68 (1C; -CH,; 18”-C; EDOColes), 18,09 (2C; -CH,;
19”-Cy 21”7-C EDOColes), 22,59 (2C; -CH,; 26”-C y 27”-C
EDOColes), 24,80 (1C; -CH,; 3'b-C aceténido), 25,76 (1C;
-CH,; 3’c-C acetonido), 28,07 (2C; -CH,; 6'b-C 'y 6'c-C AS),
63,06 (1C; -CH,O-; 6’-C Rib), 70,21 (1C; -CH-O; 3”-C EDO-
Coles), 79,41 (1C; -CH-; 5”-C EDOColes), 81,17 (1C; -CH-;
4’-C Rib), 84,32 (1C; -CH-; 3’-C Rib), 84,88 (1C; -CH-; 5'-C
Rib), 81,57 (1C; -CH-; 8”-C EDOColes), 94,55 (1C; -CH-; 2'-C
Rib), 102,40 (1C; -CH=; 5-C U), 114,61 (1C; 3’a-C acet6nido),
130,98 (1C; -CH=; 6”-C EDOColes), 134,94 (1C; -CH=; 7”-C
EDOColes), 142,03 (1C; -CH=; 6-C U), 149,52 (1C; N-CO-
N; 2-C U), 162,64 (1C; -CO-N; 4-C U), 171,09 (2C; -COOR;
6’a-C AS), 171,78 (1C; -COOR; 6'd-C AS). MS (ESI-lon-Trap)
(m/z): Calculada para C,;H_N,O,: 782,9592; encontrada
805,60 [M+Na]".

3’,4’-aceténido-uridina-succinato-3"'f-colest-6"-en-3" -0l
(8’ ,4’-acetonido-uridina-succinato-colesterol conjugado) o
D2

Soélido pardo, rendimiento 80%. P.F. 72-73 °C. NMR (300
MHz, CDCl,), § ppm (multiplicidad; integral | (Hz); grupo;
posicion): 1,25 (s; 3H; -CH,; 3'b-H aceténido), 1,48 (s; 3H;
-CH,; 2’c-H aceténido), 2,35 (m; 1H; -CH-; 7”-H colesterol
(Coles)), 2,64 (m; 4H; -CH,-; 6'b-H y 6’c-H 4cido succinico
(AS)) 4,40 (m; 3H; -CH,O- y -CH-; 6'-H y 5-H ribosa (R)),
4,67 (m; 1H; -CH-O; 3”-H Coles), 4,82 (m; 1H; -CH-; 4’-H
Rib), 5,05 (m; 1H; -CH-; 3’-H Rib), 5,48 (m; 1H; -CH=; 6”-
H Coles), 5,75 (d; 1H; J=2,6; -CH-; 2-H" Rib), 5,80 (d; 1H;
J=8,0; -CH=; 5-H uracilo (U)), 7,45 (d; 1H; J=8,1; -CH=; 6-H
U). 12,66 (1C; -CH,; 18”-C Coles), 18,75 (2C; -CH,; 19”-C y
21”-C Coles), 22,43 (2C; -CH,; 26”-C y 27”-C Coles), 24,86
(1C; -CH,; 3'b-C acetonido), 25,47 (1C; -CH,; 3'c-C acetoni-
do), 28,27 (2C; -CH,-; 6'b-Cy 6'c-C AS), 32,27 (2C; -CH,- y -
CH-, 77-Cy 8”-C Coles), 64,32 (1C; -CH,O-; 6’-C Rib), 74,98
(1G; -CH-O; 3”-C Coles), 81,79 (1C; -CH-; 4'-C Rib), 84,93
(1C; -CH-; 3’-C Rib), 85,11 (1C; -CH-; 5’-C Rib), 94,78 (1C;
-CH-; 2’-C Rib), 102,88 (1C; -CH=; 5-C U), 114,84 (1C; 3'a-C
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acetonido), 123,50 (1C; -CH=; 6”-C Coles), 139,05 (1C; -CH;
5”-C Coles), 142,31 (1C; -CH=; 6-C U), 149,79 (1C; N-CO-
N; 2-C U), 163,48 (1C; -CO-N; 4-C U), 171,96 (2C; -COOR;
6’a-C AS), 172,02 (1C; -COOR; 6'd-C AS). MS (ESI-lon-Trap)
(m/z): Calculada para C_H N, O 752,9762; encontrada
775,60 [M+Na]".

Efecto sobre la viabilidad celular

Lineas celulares CHO-K1 (ovario de hamster chino, ATCC
N° CCLé61) y MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano,
ATCC N° HTB22), medios de cultivo HAM F12 y DMEM
(Sigma), suero bovino fetal (SBE, Gibco), penicilinal00
U/mL-estreptomicina 100 pg/mL (Gibco) y bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, Sigma).
Solventes: DMSO grado reactivo, pureza 99,9% (Sigma) y
2-propanol grado reactivo, pureza 98% (J. T. Baker). Las ab-
sorbancias se leyeron en espectrofotémetro Multiskan FC

Microplate Photometer-ThermoScientific.
Cultivo celular

Los experimentos se realizaron con cultivos de células
CHO-K1 y MCF-7 en fase exponencial, en medio DMEM
suplementado con 5% de SBEF, penicilina 100 U/mL-estrep-
tomicina 100 png/mL, se incubaron a 37°C por 48 h. La linea
celular MCF-7 se incub6 en atmésfera hiimeda con 5% de
Cco

.
Ensayo MTT

Las células MCF-7 y CHO-K1 fueron sembradas en medio
DMEM o F-12 suplementado con SBE, en platos de 96 po-
zos con densidad celular de 5x10° células/pozo y 6x10° de
células/pozo, respectivamente. Los cultivos se trataron con
concentraciones de 1 pM, 10 pM y 100 uM de la uridina
(Urd) o sus derivados, durante 48 horas a 37°C. Después
se adicion6 10 pL de MTT (5 mg/mL) y se incubaron en la
oscuridad a 37°C por 4 horas, luego a cada pozo se adicion6
100 pL de iso-propanol acidulado, se agit6 por 1 hora y se
midié la absorbancia a 570 nm. Se calcul6 el porcentaje de
viabilidad celular de experimentos por duplicado de tres
réplicas por cada tratamiento. Los resultados se expresaron
como la media y la desviacion estandar (X+SD) y el anali-
sis estadistico se realiz6 con ANOVA de dos vias, el Test
de Bonferroni con p<0.05 mediante el Software GraphPad
Prism Version 5.

RESULTADOS
Aspectos sintéticos

El método de Steglich emplea agentes de acoplamiento y/o
catalizadores nucleofilicos para activar los dcidos orgénicos

en solventes organicos de mediana polaridad a tempera-

Ars Pharm. 2016; 57(2): 55-61



Sintesis y actividad citotoxica de conjugados de la uridina con triterpenos en células de cdncer de mama

tura ambiente, por lo tanto es un método ideal para tra-
bajar con sustratos l4biles como la uridina, este permitio
la obtencién de los conjugados de uridina sin degradacion
alguna, con porcentajes de rendimiento del 80% y 90% para
los conjugados con colesterol (2) y 5,8-epidioxicolesterol
(1), respectivamente. Sin embargo los conjugados se obtu-
vieron solo mediante la secuencia (b) presentada en la me-
todologia (figura 1-b).

Caraterizacion

Los conjugados de uridina con los triterpenos se identifi-
caron por comparacion con los datos espectroscépicos 'H-
RMN a 300 MHz, "C-RMN a 75 MHz, COSY H-H y HSQC
de la uridina y el aceténido de la uridina. Los resultados
de RMN y espectrometria de masas de los derivados con-

jugados de la uridina estan de acuerdo con la estructura
propuesta.

Actividad biol6gica

Los conjugados del aceténido de la uridina con triterpenos
(D1 y D2), el aceténido de la uridina (D3), el succinato del
aceténido (D4) y el epidioxicolesterol (D7) no presentaron
inhibicién significativa de la viabilidad celular sobre célu-
las CHO-K1 y MCEF-7, atin bajo la concentracién mas alta
evaluada (100 uM) (figura 2). La uridina (Urd) presento ci-
totoxicidad apreciable (alrededor del 20%) a la mayor con-
centracion evaluada. Cabe destacar que la evaluacion de la
citarabina (D6) sobre las mismas lineas celulares presento
resultados similares que la uridina.
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Figura 2. Viabilidad celular de los derivados conjugados de Uridina con triterpenos (D1 y D2), sustancias
intermedias (D3 y D4), citarabina (D6) y 5a,8a-epidioxi-colesterol (D7) con las concentraciones 1uM,
10uM y 100uM durante 48 horas. A. Linea celular CHO-K1. B. Linea celular MCF-7. C- (control sin trata-
miento), Urd: Uridina. Los datos se muestran como la media + S.D. La significancia estadistica se calculé

con p<0.05.

DISCUSION

Aspectos sintéticos

Al ensayar dos secuencias para la obtencién de los deriva-
dos conjugados de la uridina, se encontré que la ruta (b)
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arrojo los mejores resultados, esto se debié posiblemente a
que el intermediario O-acil-isourea-b formado por el suc-
cinato del triterpeno es menos voluminoso y més reactivo
ante un ataque nucleofilico que el derivado O-acil-isourea-

a formado por el succinato del aceténido de uridina, el
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cual presenta grandes repulsiones estéricas entre los dos
ciclohexilos, el uracilo y el aceténido ciclico, esto puede im-
pedir el ataque del catalizador nucleofilico.

El aceténido de uridina presenta mayor solubilidad en sol-
ventes de polaridad media que el nucleésido, por lo tanto
la probabilidad de choques efectivos y su accién como nu-
cledfilo sobre el carbonilo de la amida cuaternaria (DMAP-
succinico-esterol) se incrementa. Otra ventaja, se debe a que
esta amida cuaternaria presenta una apreciable parte plana
cerca al carbonilo, lo cual permite o facilita el ataque como
nucledfilo del hidroxilo de la posiciéon 6” de la ribosa, el cual
se ubica anti al aceténido ciclico, minimizando asi las repul-
siones estéricas al momento del ataque.

CARACTERIZACION
Espectro de acoplamiento protén-proton (COSY H-H)

En el espectro para el compuesto 2, en campo alto, se ob-
servan los acoplamientos caracteristicos de las cadenas y
anillos del colesterol, los correspondientes al dcido succini-
co y a los metilos del aceténido. En campo medio, despla-
zamientos quimicos entre (3,0-6,0) ppm, se observa que la
sefial multiplete en =4,40 ppm, (protones 6’-H (-CH,-O) y
5-H (-CH-O) ribosa) esta acoplada con un multiplete mas
desprotegido 6=4,82 (protén 4'-H ribosa), este protén a su
vez presenta acoplamiento con una sefial de mayor despla-
zamiento 8=5,05 (protén 3’-H ribosa), la cual esta acopla-
da con una senal doblete mas desprotegida 8=5,75 (protén
2’-Hribosa). Se observa que el multiplete en 6=5,48 (protén
posicion 6”-H colesterol) presenta varios acoplamientos
con protones localizados en campo alto. En campo bajo
(desplazamiento quimico superior a 6 ppm), se observa que
el doblete con el mayor desplazamiento 6=7,45 (protén 6-H
uracilo) esta acoplado con un doblete mas protegido 6=5.80
(protén 5-H uracilo). De igual forma se hizo el anélisis para

el compuesto 1.
Espectro de acoplamiento protén-carbono (HSQC)

En el espectro para el compuesto 2, en campo alto, se ob-
servan los acoplamientos caracteristicos de las cadenas y
anillos del colesterol, ademas de los correspondientes al
acido succinico, empleado como puente y a los metilos
del aceténido. En campo medio, con desplazamientos de
protén (3,0-6,0) ppm y carbono (50-110) ppm, se observa
que la sefial de los protones 6’-H y 5'-H de la ribosa, esta
acoplada con dos clases de carbono, un carbono mas pro-
tegido localizado 6=64,32 ppm (posicién 6’-C ribosa) y otro
carbono con mayor desplazamiento 6=85,11 ppm (posicion
5’-C ribosa). Luego se ve que la senal del protén 4’-H ri-
bosa esta acoplado con un carbono més protegido 8=81,79
ppm (posicién 4'-C ribosa) y la sefial del protén 3’-H ribo-
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sa esta acoplada con un carbono con mayor desproteccion
0=84,93 ppm (posicién 3’-C ribosa). Se ve posteriormente
un acoplamiento entre la sefial del protén 2’-H ribosa y un
carbono que presenta mayor desplazamiento $=94,78 ppm
(carbono 2’-C ribosa). También se observa que la sefial del
protén olefinico del colesterol (posicion 6”-H) esta acopla-
do con un carbono con gran desprotecciéon §=123,50 ppm
(posicién 6”-C colesterol).

En campo bajo, se observa que la sefial del protéon 5-H ura-
cilo esta acoplada con un carbono vinilico con gran despro-
teccion 6=102,88 ppm (posicion 5-C uracilo). Por dltimo se
ve un acoplamiento entre la sefial del protén 6-H uracilo
con otro carbono vinilico con una mayor desproteccién
0=142,31 ppm (posicion 6-C uracilo). De igual forma se hizo

el analisis para el compuesto 1.
Actividad biolégica

Los resultados obtenidos para la uridina y citarabina (figu-
ra 2), sugieren una posible resistencia por la linea celular
MCE-7 ante los nucleésidos, por tanto es de esperarse que
los compuestos derivados de uridina no exhiban citotoxici-
dad significativa, la resistencia puede deberse a tres facto-
res: A. la sobreproducciéon de enzimas blanco, como pyr1,3
y pyr5,6 que intervienen en la sintesis de novo de nucleési-
dos pirimidinicos, inhibiendo la ruta de salvamento de los

mismos?.

B. la sobre-expresion de las fosfo-glicoproteinas trans-mem-
branales, esto puede disminuir el transporte de nucleésidos
del medio exterior a través de la membrana®.

C. La sobreexpresion de los receptores de tirosina quinasa
(ErbBX), que modulan el ciclo celular, evitando la deten-

cion del ciclo celular inducido por los nucledsidos?.

Desde el punto de vista quimico, la estructura de los con-
jugados 1y 2 puede afectar la actividad, debido a que los
triterpenos y el aceténido ciclico presentan un gran tamafio
y orientacién espacial, exhibiran grandes repulsiones esté-
ricas que pueden afectar las interacciones con el sitio activo
de las esterasas, quedando el carbonilo lejos o impedido
para la reaccion de hidrolisis o restitucion del hidroxilo en
la posicion 6" de la ribosa, esencial para la activacion de los
nucleésidos (fosfatacion por parte de las quinasas)®*?.

CONCLUSIONES

El método de esterificaciéon de Steglich, permitié6 obtener
conjugados del aceténido de la uridina con triterpenos con
rendimientos altos, sin embargo fue necesario utilizar un
di-dcido como puente. La ruta de acoplamiento directo en-
tre el succinato del aceténido y los esteroles no dio los re-

sultados esperados. El acoplamiento entre los succinatos de
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los triterpenos con el aceténido se obtuvo con rendimientos
altos, superiores al 80% y tiempos de reaccién menores.

La uridina, los conjugados con triterpenos y las sustancias
intermedias no presentan un efecto citotdxico significativo
con p<0,05 para, tampoco se observa relacion entre la cito-
toxicidad y la concentracién de los mismos. La poca acti-
vidad exhibida por la uridina y citarabina, sugiere que las
lineas celulares empleadas, particularmente la MCF-7, no
son afectadas por los nucledsidos y pueden presentar algtn

mecanismo de resistencia.
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