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RESUMEN

Los triterpenos pentaciclicos hoy en dia han tomado relevancia debido a su amplio
espectro de actividades biolégicas que presentan, e incluyen la toxicidad frente a
células cancerosas. La ochraceolida A es un triterpeno de tipo lupano y con actividad
citotoxica significativa frente a un nimero considerable de lineas celulares. Se ha
encontrado que algunos derivados de triterpenos pentaciclicos que contienen algun
heterociclo fusionado al anillo A de su esqueleto, mejoran la actividad citotdxica contra
diversas lineas tumorales.

En el presente estudio se sintetizaron una serie de amidas alifaticas (6) y una serie de
amidas arométicas (9) derivadas de 2-aminotiazol[3,2-d]ochraceolida A. Todos los
compuestos fueron identificados por EM, pf, RMN-'H y RMN-3C.

La evaluacion de la actividad contra las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231
y SiHa revel6 que la introduccién de un anillo tiazdlico en el anillo A de la Ochraceolida
A provocé un aumento en la actividad contra estas lineas celulares, pero con
menoscabo de la selectividad. La conversion a amida del grupo amino en posicién 2
del anillo tiazdlico impacta en forma negativa la actividad citotoxica y antiproliferativa
contra las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231 y SiHa. La actividad citotéxica y
antiproliferativa es potenciada al introducir un segundo heterociclo ™ excedente
desactivado al sistema aromatico amida N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A).

Abstract

Pentaciclic triterpenes are relevant natural products due their broad spectrum of
biological activities, including activity against cancer cells. Ochraceolide A is a lupanic
triterpene with significant cytotoxicity against several cancer cells. It has been reported
that fusion of a heterocyclic ring at ring A of anticancer pentacyclic triterpenes
increasing their cytotoxic activity.

In this work were synthesized 15 amides from 2’-aminotiazole[3,2-dJochraceolide A.
The amides corresponded to two series, one aliphatic (six) and one aromatic (nine). All
compounds were characterized by MS, NMR-H, NMR-13C, mp.

The cytotoxic tests performed using the cancer the cell lines MCF-7, MDA-MB-
231 y SiHa, revealed that the fusion of a thiazolic ring at A ring of ochraceodlide A
increased the biological activity, while the selectivity decreasing. The transformation of
amino group into amide group provokes the losing of cytotoxic and antiproliferative
activities against the cell lines MCF-7, MDA-MB-231 and SiHa. The introduction of a
deactivated TT-excedent heterocycle into the amide derivative, dramatically raise the
antiproliferative and cytotoxic  activities.
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INTRODUCCION

En la actualidad la influencia de los productos naturales como fuentes de nuevos
farmacos ha tenido gran impacto. Recientemente, los triterpenos pentaciclicos han
tomado relevancia debido al amplio espectro de actividades biol6gicas que presentan,
que incluyen la toxicidad frente a células cancerosas.

Un amplio nimero de estudios ha demostrado que los triterpenos, con esqueletos de
tipo lupano, oleanano y ursano, tienen gran potencial en el tratamiento del cancer.®*
Sin embargo, en muchos casos las concentraciones efectivas no son las adecuadas
para su uso terapéutico. Por consiguiente, se ha tratado de encontrar derivados que
mejoren sus propiedades farmacoldgicas e indice terapéutico, como es el caso de los
derivados que contienen un heterociclo fusionado al anillo A de algin esqueleto
triterpénico. De forma particular, la introduccion de anillos de tipo tiazol, asi como los
derivados de estos con grupos lipofilicos en la posiciébn N, presentan actividades
anticancerigenas (Clsp < 10.0 pM), observandose una mejora en la actividad en
comparacion con los triterpenos de partida.®

Ochraceolida A es un triterpeno de tipo lupano y con actividad citotdxica frente a un
nimero considerable de lineas celulares.®” Con el fin de generar nuevos agentes
anticancerosos se plante6 como objetivo de este trabajo modificar la actividad biologica
de la Ochraceolida A, mediante la adicién de un anillo 2-aminotiazélico fusionado al
anillo A.






ANTECEDENTES

Triterpenos pentaciclicos como agentes anticancerosos

Los terpenoides son un grupo de metabolitos secundarios muy numerosos, hoy en dia
se cuenta con una amplia variedad de compuestos de esta naturaleza.'?® Entre los
terpenoides se encuentran los triterpenos, los cuales poseen 30 &tomos de carbono en
su estructura base; los mas abundante son aquellos con esqueleto de tipo dammarano,
lupano, germanicano, oleano, taraxerano, ursano, glutinano y friedelano.? Los
triterpenos pentaciclicos han tomado relevancia debido al amplio espectro de
actividades bioldgicas que presentan.® Estos metabolitos secundarios han demostrado
tener propiedades antibacteriana, antifingica, antiinflamatoria y antitumoral, se ha
demostrado que aquellos con esqueletos de tipo lupano, oleanano y ursano tienen un
gran potencial en el tratamiento del cancer.t34%-12

A continuacion, se describen algunos de los terpenoides mas estudiados que poseen
estos esqueletos. Entre los triterpenos del tipo lupano se puede encontrar al lupeol (1),
acido betulinico (2) y betulina (3). Ejemplos representativos de triterpenos de tipo
oleano son el acido oleandlico (4) y el acido malistico (5). Entre los de tipo ursano
destacan el acido ursoélico (6) y el acido asiatico (7).! Estos compuestos se caracterizan
por poseer propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antidiabéticas vy
anticancerigenas.> De manera particular, el acido betulinico, la betulina y lupeol
presentan actividad anticancerigena y antiinflamatoria.®®
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Figura 1. Estructuras de triterpenos pentaciclicos con esqueletos de tipo lupano: lupeol
(1), acido betulinico (2) y betulina (3); oleanano: acido oleanolico (4) acido malistico (5);
y ursano: acido ursélico (6) y el acido asiatico (7).

El lupeol (1) presenta diversas actividades bioldgicas contra la inflamacion, artritis,
diabetes, hipercolesterolemia, enfermedades del corazdn, toxicidad renal y toxicidad
hepatica.®'3-1® Se ha encontrado que suprime la proliferacién, invasion y metastasis en
varios tipos de cancer de mama y leucemia linfoblastica. Un estudio demostré que el
lupeol induce la apoptosis de lineas celulares de cancer de diversos origenes
histopatoldgicos, incluyendo leucemia linfoblastica (T-CEM, Clso = 27.6 uM), carcinoma
de mama (MCF-7, Clso = 50 puM), carcinoma de pulmén (A-549, Clso = 50 uM), mieloma
multiple (RPMI 8226, Clso = 37.5 uM), carcinoma de cuello de atero (HelLa, Clso = 50
UM), y melanoma (G361, Clso = 50 uM).19-20

El acido betulinico (2) posee actividad anti-VIH y anticancer; es un agente citotoxico
especifico del melanoma, induciendo la apoptosis de este tipo de células en cultivos
celulares e inhiben su crecimiento.’'?1"2 |a betulina (3) tiene propiedades
antimicéticas,  antimicrobianas,  antiinflamatoria,  antiviral, = hepatoprotectora,



gastroprotectora y anticancerigena. Modera la biosintesis del colesterol y de los acidos
grasos, ha mostrado eficacia en el tratamiento de la diabetes tipo Il mediante la
promociéon de la sensibilidad a la insulina de las células.?*2° El &cido oleandlico (4)
acttia sobre diversas etapas del desarrollo tumoral, inhibe el proceso de iniciacion de
tumores; y se demostré que induce la apoptosis de células de cancer de mama (MCF-7
y MDA-MB-453 con Clso de 4.0 y 6.5 UM, respectivamente).®%3! E| acido malistico (5)
induce apoptosis en células tumorales (Clso = 25 pM) mediante la sobreproduccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). Por otra parte, se ha
visto que este compuesto inhibe la actividad de la DNA topoisomerasa, estrategia que
ha sido empleada durante muchos afios en el tratamiento de varios tipos de
canceres.*?

El acido ursdlico (6) ha mostrado tener actividades antiproliferativas contra células de
cancer de higado (HepG2, Clso = 87.3 uM) y de cancer de mama (MCF7, Clsp = 14.3
UM).3% Asi como suprimir la proliferacion de una gran variedad de células tumorales,
inducir la apoptosis, la metastasis y la angiogénesis en modelos de cancer con
animales.®* In vitro, ha demostrado inducir la apoptosis de células de leucemia humana
(HL-60 y K562, CI'sso= 15 y 10 uM, respectivamente), células de cancer de endometrio
humano (SNG-II, Clsg = 50 uM), células de melanoma humano (M4Beu, Clso = 10 uM),
células de cancer de prostata (PC-3 y LNCaP, Clso = 55 y 45 uM, respectivamente) y
células de queratinocitos humanos (Ha-CaT, CEso= 12.5 uM).3542

El acido asiatico (7) ha demostrado reducir la inflamacion, inhibir la proliferaciéon celular
e inducir la apoptosis a través de una via dependiente de las mitocondrias.*®* Ha
mostrado una inhibicién del crecimiento celular de cancer de mama (MCF-7 y MDA-
MB-231, Clso = 5.9 y 8.1 uM, respectivamente). Su eficacia anticancerigena se atribuye
a su capacidad para inhibir el factor de transcripcion NF-kB, p38 MAP y ERK quinasas
en una variedad de células tumorales.**® Se ha visto que induce la muerte celular
apoptotica en el hepatoma humano y las células de glioma maligno a través de la
mejora de la liberacion de calcio intracelular e inhiben las células de cancer de colon
(HT-29, Clso= 75.7 UM) in vitro.4"—4°

Ochraceolidas A - E

Las ochraceolidas A-E (8-12, Figura 2) son triterpenos de tipos lupano que presentan
una y-lactona en el anillo F conocidos como lactonas terpénicas. Fueron aislados
inicialmente de la corteza del tallo de Kokoona ochrarea (Elm.) Merrill. Adicionalmente,
la ochraceolida A (8) se ha aislado de los tallos y corteza de Lophopetalum wallichii
(Celastraceae), del tallo de Cassine xylocarpa y recientemente de la corteza del tallo
de Elaodendron trichotomum; estudio en el cual se obtuvo a escala multigramo.’°%-52
En cuanto a su actividad biolégica, se ha evaluado la Cls, de la ochraceolida A contra
las lineas celulares cancerosas humanas: leucemia linfocitica (P-388, Clso = 0.5 uM),



carcinoma epidermoide oral humano (KB-3, Clsp = 5.9 uM), cancer de mama (UISO-
BCA-1, Clsp = 22.1 uM), cancer de colon (UISO-COL-2, Clsp = 15.03 uM), fibrosarcoma
humana (HT-1080, Cl 50 = 21.2 uM) y melanoma (UISO-MEL-2, Clsp = 18.3 uM).%®
Asimismo, se evalud su actividad inhibitoria sobre la enzima farnesil transferasa
(FPTasa) encontrandose que presenta una Clso de 2.2 uM.’

8 R1: Hz Rzz CH3
10 R1= =O R2= CH3 HO
12 R1= H2 R2= CHZOH
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Figura 2. Estructuras quimicas de: ochraceolida A (8), ochraceolida B (9), ochraceolida
C (10), ochraceolida D (11) y ochraceolida E (12).

La ocraceolida B (9) resultd ser activa contra las lineas celulares: leucemia linfocitica
murina (P-388, Clsp = 16.6 uM) y carcinoma epidermoide oral humano (KB-3, Clso =
11.1 pM). La ochraceolida C (10) fue activa contra: leucemia linfocitica murina (P-388,
Clso = 1.1 pM), carcinoma epidermoide oral humano (KB-3, Clso = 11.7 uM), cancer de
mama (UISO-BCA-1, Clsp = 9.6 uM) y cancer de colon (UISO-COL-2, Clso = 9.4 uM).%®
ochraceolida D (11) resulté activa contra las lineas celulares de: cancer de mama
(BC1, Clsg= 41.1 uM;); fibrosarcoma (HT-1080, Clso = 14.7 uM); cancer de pulmén (LU1
Clso =2 41.1 uM); melanoma (Mel2, Clso =2 41.1 uM); cancer de colon (Col-2, Clso = 41.1
KUM); cancer epidermoide oral (KB, Clso = 41.1 pM); leucemia linfocitica murina (P-388,
Clso = 10.2 uM); carcinoma epidermoide (A-431, Clsop = 19.5 uM); cancer de préstata
(LNCaP, Clso = 31.8 uM); cancer de mama dependiente de hormonas (ZR-75-1, Clso 2
41.1 puM) y glioma (U373, Clso =8.0 uM).® La ochraceolida E (12) fue activa contra



fiborosarcoma (HT-1080, Clso = 26.2 pM), glioblastoma (U373, Clsp = 18.3 uM),
melanoma (MEL-2, Clsq = 25.4 uM) y cancer de mama dependiente de hormonas (ZR-
75-1, Clso= 40.2 uM).®

En estos estudios, se destaca que la presencia de una lactona con una insaturacion
exociclica en a en triterpenos de tipo lupano, puede ser de gran importancia para la
actividad bioldgica.

Modificacidén estructural de triterpenos pentaciclicos. Fusion de heterociclos al
anillo A.

Si bien esta demostrado que muchos triterpenos pentaciclicos poseen diversas
actividades bioldgicas de interés, en muchos casos las concentraciones efectivas no
son lo suficientemente bajas para su uso terapéutico. Por lo cual, en las
investigaciones actuales se han sintetizado derivados con el objetivo de mejorar sus
propiedades farmacoldgicas y su indice terapéutico, para que permitan generar nuevos
farmacos. Recientemente, se ha encontrado que algunos derivados de triterpenos
pentaciclicos que contienen algun heterociclo fusionado al anillo A de su esqueleto,
presentan actividad citotéxica contra diversas lineas tumorales.>*%* Se ha visto que los
compuestos mas activos son los que presentan los anillos de tipo indol, pirazol,
isoxazol, triazol, pirazina, quinoxalina, pirimidina, triazina y tiazol.>%%" También
algunos derivados con anillos de tipo piridina se utilizan como bactericidas, fungicidas y
agentes anticancerosos.®®% De forma similar, se sabe que los derivados de tiofeno
presentan propiedades anticancerigenas y antimicrobianas.®*% De forma particular, el
anillo tiazdlico se encuentra presente en muchos compuestos que exhiben diferentes
propiedades entre las que destacan los anticancerigenos, antivirales, antimicrobiano,
antiulceroso y antiinflamatorios.5*:64-58

Respecto a la introduccién de anillo tiazélico en el anillo A del triterpeno pentaciclico se
ha observado que mejora la actividad biolégica como se muestra en las estructuras de
la tabla 1.5535469.70 Tg| es el caso del acido 2-aminotiazolbetulinico que resulté ser mas
activo contra células leucémicas (Clso 3 UM) que su precursor, el acido betulinico.>



Tabla 1.-Triterpenos pentaciclicos con un anillo tiazoldlico fusionado el anillo A de su
estructura.

Triterpeno base Triterpeno con un anillo tiazélico en el anillo A

Friedelina Tiazofriedelina

Acido Oleandlico Acido tiazoloeandlico
Sin selectividad ante PTP1B Inhibe a la proteina tirosina fosfatasa PTP1B Clsg
=1.92 uM

2-aminotiazoalobetulona
CEM Clsp =85 uM

Alobetulona
Citotoxicidad contra la linea celular
leucemia linfoblastica aguda (CEM) Clso
=250 M

2-bromotiazoalobetulona

CEM Clso =150 uM




Acido betulinico
Citotoxicidad contra la linea celular leucemia
linfoblastica aguda (CEM) Clso =250 uM

Acido 2-aminotiazolbetulinico
CEM Clso =3 pM
Cancer de pulmoén A549 Clsy=7 uM
Cancer de colon HCT116p53WT Clso=4.3 uML
Leucemia mieloide K562 Clso=4.8 uM
Fibroblastos humanos normales
MRC-5 Clsp=15.7 uM

Acido 2-bromotiazolbetulinico
CEM Clso=11 uM




En cuanto a la modificacién de la lipofiia de derivados azélicos de triterpenos,
recientemente, estudios de “pull-down” condujeron a la obtencion de una serie de
derivados citotdxicos del acido 2-aminotiazololeandlico, con sustituyentes lipofilicos en
la posicién N. La ruta sintética para su obtencién se presenta en el esquema 1.%*

CuBr,; EtOAc

>
CHCI; 18 h
Acido 2-bromoleandnico
Acido oleanénico (13)
(4)
NH,SCN
N-metilpirrolidina
4h
COOH

COOH SCN

/\N_<\S | Aietato de dietilamonio
~—/ N - g
“, CHCI3; 24 h ]
Acido 2-tiocianatoleandnico
Acido 2-NN-dietilaminotiazololeanénico (14)

(15)

Acetato de N-metilpiperazinio
CHCI3; 24 h

/ \ S
—N N |
__/ N

Acido 2-N-metilpiperazinioleanénico
(16)
Esquema 1.- Sintesis de acido 2-bromoleandnico (13), acido 2-tiocianatoleandnico
(14), &cido 2-NN-dietilaminotiazololeandnico (15) y &cido 2-N-metilpiperazinioleanénico
(16) a partir del &cido oleandnico (4).

En este trabajo se observdé que los compuestos: &cido  2-NN-
dietilaminotiazololeanonico (15) y &cido 2-N-metilpiperazinioleanonico (16) presentan

10



actividad citotoxica contra células de leucemia T-linfoblastica (Clsp = 11.3 uM) a una
concentraaciin menor que en el caso del &cido oleandnico (Clso >50 pM). De forma
particular, los intermediarios el &cido 2-bromoleanénico (13) y el &cido 2-
tiocianoleandnico (14) mostraron mejora en la actividad con Clsp de 4.5 y 6.4 uM,
respectivamente.>*

11
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OBJETIVO

Obtener amidas de tiazo-ochraceolida A con actividad antiproliferativa contra células
cancerosas de mama.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer el procedimiento para fusionar un anillo 2-aminotiazélico al anillo A
de ochraceolida A.

e Obtener una serie de amidas alifaticas y una serie de amidas aromaticas
derivadas de 2-aminotiazolochraceolida A.

e Caracterizar los compuestos obtenidos por métodos espectroscépicos Yy
espectrométricos.

e Determinar las actividades citotoxica y antiproliferativa de los compuestos
obtenidos contra las lineas celulares de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231
y SiHa.

e Evaluar la relacibn que guardan las caracteristicas estructurales de los
derivados obtenidos y su correspondiente actividad antiproliferativa contra las
lineas celulares de cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231 y SiHa.

13
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MATERIALES Y METODOS

Todos los disolventes de grado industrial empleados para la extraccion, separacion y
purificacion fueron destilados previamente a su uso. Los reactivos y disolventes
utilizados en las reacciones fueron de la marca Aldrich, con grado de pureza superior al
95%.

Los analisis por cromatografia en capa delgada (CCD) se realizaron en cromatofolios
de aluminio impregnados con gel de silice con aglutinante de yeso e indicador de
fluorescencia y con un grosor de capa de 0.25 mm, marca Merck o Aldrich. Los
agentes reveladores fueron UV a una longitud de onda corta (254 nm), de onda larga
(366 nm) y asi como 6leum (acido acético glacial, agua y acido sulfdrico en
proporciones 20:4:1, respectivamente).

Para las separaciones cromatograficas se utilizaron columnas de vidrio empacadas con
gel de silice para CCD grado estandar sin aglutinante con tamafio de particula de 2-25
um y tamafio de poro de 60 A marca Aldrich y gel de silice para cromatografia en
columna (CC) con un tamafio de particula 40-63 um (malla 230-400). Para la
cromatografia de exclusion por tamafio se utiliz6 Sephadex lipofilico LH-20.

Los andlisis de difraccion de rayos X de monocristal se realizaron en un difractometro
de Bruker Smart Apex equipado con detector bidimensional de carga acoplada y con
dispositivo de baja temperatura.

Los espectros de RMN-'H y de RMN-3C, los experimentos mono y bidimensionales
homo y heteronucleares se obtuvieron utilizando un equipo Bruker Avance Ill HD 400
MHz con una sonda dual de BBO de 5 mm con un gradiente protegido en z, empleando
disolventes deuterados de acuerdo a la polaridad de la muestra o compuesto. Los
desplazamientos quimicos estan reportados en ppm referidos a la sefial residual del
disolvente deuterado utilizado en cada caso.

Los andlisis por espectrometria de masas (EM) se realizaron en un equipo de la marca
JEOL GCMate Il con impacto electrénico (IE) a 70 eV e insercién directa en una
camara de ionizacion a 300°C con una resolucion de 3,000 al 10 % del pico y con un
calibrador perfluoro queroseno de referencia.

El punto de fusion (pf) del producto soélido, se determind en un equipo modelo Al 9100
de la marca Electrothermal y se reporta (°C) sin correccion.
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El triterpeno Ochraceolida A empleado para las reacciones fue aislado y purificado en
el laboratorio de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Quimica en la UADY e
identificado por métodos espectroscdpicos y espectrométricos.

Modificacién de triterpenos
Bromacion de ochraceolida A

Se disolvié ochraceolida A (452 mg, 1 mmol) en 4 mL de tetrahidrofurano (THF) y se
adicion6 gota a gota una solucion de tribromuro de feniltrimetilamonio (375.95 mg, 1
mmol, en 1 mL de THF) con agitacion por 10 minutos. Posteriormente, se dejé en
agitacion por 10 minutos adicionales y se agreg6 una solucién saturada de NaHCOs3
(20 mL); finalmente, se extrajo con diclorometano (3 x 30 mL). La fase organica se
secO con Na;SO, anhidro y se llevé a sequedad en un evaporador rotatorio.

Sintesis de 2’-aminotiazol[3,2-d]ochraceolida A

A un equivalente de 2-bromo ochraceolida A (630 mg, 11.84 mmol) en 9 mL de THF
anhidro se adicionaron 10 equivalentes de tiourea (884.3 mg, 11.61 mmol).
Posteriormente, se calenté a reflujo con agitacién por 4 horas; y se adiciond una
solucion saturada de NaHCO3; (20 mL); la fase organica se extrajo con diclorometano
(3 x 30 mL), se secé con Na,SO, anhidro y se llevd a sequedad en un evaporador
rotatorio. La purificacion se llevé a cabo por medio de una columna cromatografica
empacada con gel de silice para CCD, con un sistema de hexano y acetato de etilo en
polaridad creciente (rendimiento global del 80%).

2’-aminotiazol[3,2-d]ochraceolida A (TZOc). (480 mg, 80 %). Punto de fusién (pf)
314-318 °C. RMN-'H (400 MHz, CDCls): 8 6.32 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 5.69 (d, J = 1.1 Hz,
1H), 5.19 (s, NHy), 4.94 (dd, J = 14.2, 7.2 Hz, 1H), 3.13 (dd, J = 10.3, 8.2 Hz, 1H), 2.53
(d, J =15.4 Hz, 1H), 2.17 (dd, J = 12.9, 7.4 Hz, 1-2H), 2.11 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 1.93
(td, J = 12.3, 3.7 Hz, 1H), 1.18 (s, 3H), 1.09 (s, 3H), 1.08 (s, 3H), 0.89 (s, 6H), 0.81 (s,
3H). RMN-3C (100 MHz, CDCls): & 171.4, 164.9, 151.9, 139.2, 124.9, 115.8, 82.38,
52.5, 52.2, 48.6, 47.8, 45.1, 44.0, 43.0, 40.9, 39.1, 38.5, 37.8, 37.0, 34.6, 33.4, 30.3,
27.8, 26.7, 22.1, 21.2, 19.55, 19.4, 16.2, 15.7, 14.2. EM (IE+): [M+] de m/z 508.3124
calculado para Cz1H44N20,S, encontrado m/z 508.3127.

Sintesis de N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) amidas alifaticas.
A la mezcla de un equivalente de cloruro de acido correspondiente (0.11 mmol) y un

equivalente de trietilamina (0.11 mmol) se le adicion6 1.1 equivalente de 2-
aminotiazolochraceolida A (50 mg, 0.0984 mmol) en 2 mL de diclorometano, con
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agitacion por 12 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se adicion6 diclorometano
(20 mL), y se lavo con HCI 1IN (20 mL), salmuera (20 mL) y agua destilada (20mL); se
sec6 con NaSO, anhidro y llevé a sequedad en un evaporador rotatorio. La
purificaciéon se llevd a cabo por medio de una columna cromatogréfica empacada con
gel de silice para CC con el sistema de hexano y acetato de etilo en polaridad
creciente.

N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) acetamida (TZOcAc). (10 mg, 18 %). pf 317-321
°C. RMN-H (400 MHz, CDCl3): 8 6.35 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.72 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 4.96
(dd, J = 14.1, 7.3 Hz, 1H), 3.15 (dd, J = 10.5, 8.0 Hz, 1H), 2.71 (d, J = 15.6 Hz, 1H),
2.22 (s, 3H), 2.21 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 2.18 (dd, J = 13.1, 7.1 Hz, 1H), 1.96 (td, J =
12.4, 4.0 Hz, 1H), 1.22 (s, 3H), 1.13 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.88 (s, 3H),
0.84 (s, 3H). RMN-13C (100 MHz, CDCl3): d 171.4, 168.0, 139.2, 128.9, 124.9, 120.3,
82.3, 52.4, 52.2, 48.6, 47.8, 45.2, 44.0, 43.1, 41.0, 38.8, 38.5, 37.8, 36.1, 34.6, 33.2,
30.1, 29.8, 29.7, 26.7, 23.4, 22.2, 21.3, 19.5, 19.2, 16.2, 15.7, 14.3. EM (IE+): [M+] de
m/z 550.3229, calculado para Cs3HasN203S, encontrado m/z 550.3220.

N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) propionamida (TZOcPr). (8 mg, 18 %). pf 323-
326 °C. RMN-'H (400 MHz, CDCls): 8 6.35 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 5.72 (d, J = 1.3 Hz, 1H),
4.96 (dd, J = 14.1, 7.2 Hz, 1H), 3.15 (dd, J = 10.4, 8.1 Hz, 1H), 2.72 (d, J = 15.6 Hz,
1H), 2.44 (g, J = 7.5 Hz, 2H), 2.22 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 2.18 (dd, J = 12.6, 7.1 Hz, 1H),
1.96 (td, J = 12.4, 3.8 Hz, 1H), 1.25 (t, J = 7.6 Hz, 3H), 1.21 (s, 3H), 1.12 (s, 3H), 1.11
(s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.88 (s, 3H), 0.84 (s, 3H). RMN-*C (100 MHz, CDCls): & 171.4,
171.1, 155.7, 149.3, 139.2, 125.0, 120.5, 82.3, 52.6, 52.3, 48.6, 47.9, 45.2, 44.0, 43.1,
41.0, 38.7, 38.6, 37.8, 36.5, 34.7, 33.3, 30.4, 29.8, 29.7, 27.8, 26.7, 22.4, 21.3, 19.5,
16.2, 15.7, 14.3, 9.2. EM (IE+): [M+] de m/z 564.3386, calculado para CszsHsN2O3S,
encontrado m/z 564.3380.

N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) butiramida (TZOcBu) (31.4 mg, 55 %). pf 299-302
°C. RMN-'H (400 MHz, CDCl3): 5 6.34 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.71 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 4.95
(dd, J = 14.2, 7.3 Hz, 1H), 3.14 (dd, J = 10.4, 8.0 Hz, 1H), 2.70 (d, J = 15.6 Hz, 1H),
2.38 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.21 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 2.17 (dd, J = 12.8, 7.2 Hz, 1H), 1.95
(td, J = 12.4, 3.8 Hz, 1H), 1.74 (m, 2H), 1.20 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 0.98 (t, J
= 7.4 Hz, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.83 (s, 3H). RMN-*C (100 MHz, CDCls): &
171.4, 170.3, 154.9, 150.7, 139.1, 125.0, 120.4, 82.3, 52.6, 52.2, 48.6, 47.8, 45.1, 43.9,
43.1, 40.9, 38.7, 38.5, 38.3, 37.8, 36.7, 34.6, 33.3, 30.4, 27.8, 26.6, 22.4, 21.3, 19.5,
19.4, 18.7, 16.1, 15.7, 14.2, 13.8. EM (IE+): [M+] de m/z 578.3542, calculado para
CssHs0N203S, encontrado m/z 578.3550.

N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) isobutiramida (TZOciBu). (32.5 mg, 57 %). pf

282-285 °C. RMN-H (400 MHz, CDCls): & 6.34 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 5.70 (d, J = 1.2 Hz,
1H), 4.95 (dd, J = 14.2, 7.2 Hz, 1H), 3.14 (dd, J = 10.3, 8.2 Hz, 1H), 2.71 (d, J = 15.6
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Hz, 1H), 2.58 (hept, 1H), 2.21 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 2.17 (dd, J = 12.8, 7.3 Hz, 1H), 1.95
(td, J = 12.4, 3.7 Hz, 1H), 1.25 (d, J = 6.9 Hz, 6H), 1.21 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 1.10 (s,
3H), 0.91 (s, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.83 (s, 3H). RMN-3C (100 MHz, CDCls): & 174.3,
171.4, 155.0, 150.7, 139.1, 125.0, 120.5, 82.3, 52.6, 52.2, 48.6, 47.8, 45.1, 43.9, 43.1,
40.9, 38.7, 38.5, 37.8, 36.6, 35.6, 34.6, 33.3, 30.4, 27.8, 26.6, 22.4, 21.3, 19.5, 19.4,
19.3, 19.2, 16.1, 15.7, 14.2. EM (IE+): [M+] de m/z 578.3542, calculado para
CssHs50N203S, encontrado m/z 578.3560.

N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) pentanamida (TZOcPe). (30.5 mg, 52 %). pf 284-
287 °C. RMN-'H (400 MHz, CDCls): 6 6.34 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 5.71 (d, J = 1.3 Hz, 1H),
4.95 (dd, J = 14.2, 7.2 Hz, 1H), 3.14 (dd, J = 10.4, 8.1 Hz, 1H), 2.70 (d, J = 15.6 Hz,
1H), 2.39 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.21 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 2.17 (dd, J = 12.9, 7.2 Hz, 1H),
1.94 (td, J = 12.4, 3.7 Hz, 1H), 1.68 (m, 2H), 1.19 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.09 (s, 3H),
0.91 (t, J = 7.3 Hz, 6H), 0.87 (s, 3H), 0.83 (s, 3H). RMN-1C (100 MHz, CDCls): & 171.4,
170.4, 154.8, 150.7, 139.1, 125.0, 120.4, 82.3, 52.6, 52.2, 48.6, 47.8, 45.1, 43.9, 43.1,
40.9, 38.7, 38.5, 37.8, 36.7, 36.2, 34.6, 33.3, 30.4, 27.8, 27.2, 26.6, 22.4, 22.3, 21.3,
19.5, 194, 16.1, 15.7, 14.2, 13.8. EM (IE+): [M+] de m/z 592.3699, calculado para
CssHs52N203S, encontrado m/z 592.3705.

N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) 4-metilbutanamida (TZOcMeBu) (30.9 mg, 53
%). pf 208-211 °C. RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 6.34 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.71 (d, J =
1.3 Hz, 1H), 4.95 (dd, J = 14.2, 7.2 Hz, 1H), 3.14 (dd, J = 10.4, 8.1 Hz, 1H), 2.70 (d, J =
15.6 Hz, 1H), 2.26 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 2.22 (m, 1H), 2.21 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 2.17 (dd,
J=13.0, 7.2 Hz, 1H), 1.95 (td, J = 12.4, 3.7 Hz, 1H), 1.20 (s, 3H), 1.10 (d, 6H), 0.99 (s,
3H), 0.97(s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.87 (s, 3H), 0.83 (s, 3H). RMN-C (100 MHz, CDCls): &
171.4, 169.9, 154.9, 150.7, 139.1, 125.0, 120.4, 82.3, 52.6, 52.2, 48.6, 47.8, 45.7, 45.1,
43.9, 43.1, 40.9, 38.7, 38.5, 37.8, 36.7, 34.6, 33.3, 30.4, 27.8, 26.6, 26.1, 22.5, 22.4,
21.3, 19.5, 194, 16.1, 15.7, 14.2. EM (IE+): [M+] de m/z 592.3699, calculado para
C3ssHs2N203S, encontrado m/z 592.3690.

Sintesis de amidas aromaticas.

A un equivalente de 2-aminotiazolochraceolida A (50 mg, 0.0984 mmol) en 1 mL de
piridina se adicionaron dos equivalentes del cloruro de benzoilo correspondiente
(0.1968 mmol), con agitaciébn por 4 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se
adicion6 H.O (Agua; 40 mL), la fase acuosa se extrajo con diclorometano (3 x 50),
posteriormente la fase orgénica se lavé con una solucion saturada de NaHCO3 (20 mL);
se secO con Na,SO, anhidro y llevé a sequedad en un evaporador rotatorio. La
purificacion se llevo a cabo por medio de una columna cromatografica empacada con
gel de silice para CC, con el sistema Hx:AcOEt en polaridad creciente.
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N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) benzamida (TZOcBzA). (42 mg, 70 %). pf 227-
230 °C. RMN-'H (400 MHz, CDCls): 6 7.92 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.53 (d, J = 7.4 Hz, 1H),
7.46 (t, J =7.5 Hz, 2H), 6.33 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 5.71 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 4.94 (dd, J =
14.2, 7.1 Hz, 1H), 3.14 (dd, J = 10.2, 8.3 Hz, 1H), 2.74 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 2.24 (d, J =
15.6 Hz, 1H), 2.16 (dd, J = 12.8, 7.3 Hz, 1H), 1.94 (td, J = 12.3, 3.4 Hz, 1H), 1.20 (s,
3H), 1.09 (s, 6H), 0.91 (s, 3H), 0.88 (s, 3H), 0.82 (s, 3H). RMN-13C (100 MHz, CDCls): &
171.4, 164.3, 155.4, 151.0, 139.0, 132.7, 132.3, 128.9, 127.4, 125.0, 120.7, 82.3, 52.6,
52.2, 48.5, 47.8, 45.0, 43.9, 43.0, 40.9, 38.7, 38.4, 37.7, 36.7, 34.6, 33.3, 30.4, 27.8,
26.6, 22.4, 21.2, 19.5, 194, 16.1, 15.6, 14.2. EM (IE+): [M+] de m/z 612.3386,
calculado para CsgHasN203S, encontrado m/z 612.3375.

N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) 4-metilbenzamida (TZOcMeBzA). (40.9 mg, 66
%). pf 247-250 °C. RMN-'H (400 MHz, CDCl): & 7.82 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.26 (d, J =
8.2 Hz, 2H), 6.34 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 5.71 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 4.95 (dd, J = 14.2, 7.2
Hz, 1H), 3.14 (dd, J = 10.3, 8.2 Hz, 1H), 2.74 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 2.40 (s, 3H), 2.24 (d,
J=15.6 Hz, 1H), 2.17 (dd, J =12.8, 7.3 Hz, 1H), 1.95 (td, J = 12.4, 3.7 Hz, 1H), 1.22 (s,
3H), 1.10 (s, 3H), 1.09 (s, 6H), 0.91 (s, 3H), 0.88 (s, 3H), 0.82 (s, 3H). RMN-**C (100
MHz, CDCls): & 171.4, 164.1, 155.4, 151.0, 143.5, 139.1, 129.6, 129.4, 127.4, 125.0,
120.7, 82.3, 52.6, 52.2, 48.6, 47.8, 45.0, 43.9, 43.0, 40.9, 38.7, 38.5, 37.7, 36.7, 34.6,
33.3, 30.5, 27.8, 26.6, 22.5, 21.6, 21.3, 19.5, 19.4, 16.1, 15.7, 14.2. EM (IE+): [M+] de
m/z 626.3542, calculado para CssHsoN203S, encontrado m/z 626.3552.

N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) 4-metoxibenzamida (TZOcMeOBzA). (31.5 mg,
50 %). pf 230-233 °C. RMN-'H (400 MHz, CDCl3): 7.9 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.96 (d, J =
8.8 Hz, 2H), 6.34 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 5.71 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 4.95 (dd, J = 14.2, 7.1
Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.14 (dd, J = 10.1, 8.3 Hz, 1H), 2.74 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 2.24 (d,
J=15.6 Hz, 1H), 2.17 (dd, J = 12.8, 7.3 Hz, 1H), 1.95 (td, J = 12.2, 3.5 Hz, 1H), 1.22 (s,
3H), 1.12 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.89 (s, 3H), 0.83 (s, 3H). RMN-13C (100
MHz, CDCls): & 171.4, 163.7, 163.2, 155.6, 150.9, 139.1, 129.4, 125.0, 124.4, 120.6,
114.2, 82.3, 55.6, 52.6, 52.2, 48.6, 47.8, 45.1, 43.9, 43.1, 40.9, 38.7, 38.5, 37.8, 36.7,
34.6, 33.3, 30.5, 27.8, 26.6, 22.5, 21.3, 19.5, 19.4, 16.1, 15.7, 14.2. EM (IE+): [M+] de
m/z 642.3491, calculado para CssHsoN204S, encontrado m/z 642.3482.

N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) 4-fluorobenzamida (TZOcFBzA). (27 mg, 43 %).
pf 232-235 °C. RMN-H (400 MHz, CDCls): & 8.00 (dd, J = 8.8, 5.2 Hz, 2H), 7.17 (t, J =
8.6 Hz, 2H), 6.34 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 5.71 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 4.96 (dd, J = 14.2, 7.2 Hz,
1H), 3.15 (dd, J =10.3, 8.1 Hz, 1H), 2.75 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 2.26 (d, J = 15.6 Hz, 1H),
2.18 (dd, J = 12.8, 7.3 Hz, 1H), 1.96 (td, J = 12.4, 3.7 Hz, 1H), 1.24 (s, 3H), 1.14 (s,
3H), 1.11 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.89 (s, 3H), 0.83 (s, 3H). RMN-*C (100 MHz, CDCls):
0 171.4, 166.9, 164.3, 163.2, 155.9, 150.2, 139.1, 130.2, 130.1, 128.3, 125.0, 120.9,
116.4, 116.1, 82.3, 52.6, 52.2, 48.6, 47.9, 45.1, 44.0, 43.1, 41.0, 38.7, 38.6, 37.8, 36.6,
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34.6, 33.3, 30.5, 27.8, 26.7, 22.5, 19,5, 19.4, 16.2, 15.7, 14.2. EM (IE+): [M+] de m/z
630.3291, calculado para CssHi7N203SF, encontrado m/z 630.3283.

N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) 4-clorobenzamida (TZOcCIBzA). (41.4 mg, 65
%). pf 233-236 °C. RMN-'H (400 MHz, CDCls): 8 7.9 (d, J = 8.7, 2H), 7.45 (d, J = 8.6
Hz, 2H), 6.34 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 5.71 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 4.95 (dd, J = 14.2, 7.2 Hz,
1H), 3.14 (dd, J = 10.4, 8.1 Hz, 1H), 2.75 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 2.25 (d, J = 15.6 Hz, 1H),
2.17 (dd, J = 12.7, 7.2 Hz, 1H), 1.95 (td, J = 12.4, 3.7 Hz, 1H), 1.21 (s, 3H), 1.104 (s,
3H), 1.101 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.88 (s, 3H), 0.83 (s, 3H). RMN-*3C (100 MHz, CDCls):
6 171.4, 163.3, 155.6, 150.6, 139.2, 139.1, 130.6, 129.3, 129.0, 125.0, 121.0, 82.3,
52.6, 52.2, 48.6, 47.8, 45.1, 43.9, 43.1, 40.9, 38.7, 38.5, 37.8, 36.6, 34.6, 33.3, 30.5,
27.8, 26.7, 22.4, 21.3, 19,5, 19.4, 16.1, 15.7, 14.2. EM (IE+): [M+] de m/z 646.2996,
calculado para CssH47N20O3SCl, encontrado m/z 646.2997.

N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) 4-nitrobenzamida (TZOcNOBzA). (22 mg, 34 %).
pf 218-221 °C. RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 8.35 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 8.19 (d, J = 8.8
Hz, 1H), 6.35 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 5.72 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 4.97 (dd, J = 14.1, 7.2 Hz,
1H), 3.16 (dd, J =10.2, 8.2 Hz, 1H), 2.77 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 2.28 (d, J = 15.7 Hz, 1H),
2.19 (dd, J = 12.8, 7.3 Hz, 1H), 1.97 (id, J = 12.4, 3.7 Hz, 1H), 1.26 (s, 3H), 1.16 (s,
3H), 1.12 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.84 (s, 3H). RMN-3C (100 MHz, CDCls): &
171.4, 162.8, 156.3, 150.3, 149.7, 139.2, 137.8, 128.9, 125.0, 124.2, 121.4, 82.4, 52.5,
52.2, 48.6, 47.9, 45.2, 44.0, 43.1, 41.0, 38.8, 38.7, 37.8, 36.6, 34.6, 33.3, 30.5, 27.8,
26.7,22.5,21.3,19,5,16.2, 15.7, 14.3. EM (IE+): [M+] de m/z 657.3236, calculado para
C3sH47N30s5S, encontrado m/z 657.3248.

N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) furan-2-carboxamida (TZOcFurA). (22 mg, 37
%). pf 238-241 °C. RMN-'H (400 MHz, CDCls): & 7.54 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.31 (d, J =
3.5 Hz, 1H), 6.57 (dd, J = 3.5, 1.7 Hz, 1H), 6.34 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 5.72 (d, J = 1.3 Hz,
1H), 4.95 (dd, J = 14.2, 7.2 Hz, 1H), 3.15 (dd, J = 10.4, 8.1 Hz, 1H), 2.75 (d, J = 15.6
Hz, 1H), 2.24 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 2.18 (dd, J = 12.8, 7.3 Hz, 1H), 1.95 (td, J = 12.4, 3.7
Hz, 1H), 1.24 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.83 (s, 3H).
RMN-13C (100 MHz, CDCls): & 171.4, 154.9, 154.2, 151.1, 146.2, 145.4, 139.1, 125.0,
121.1, 116.8, 112.9, 82.3, 52.6, 52.2, 48.6, 47.8, 45.1, 44.0, 43.1, 40.9, 38.8, 38.5,
37.8, 36.7, 34.6, 33.3, 30.5, 27.8, 26.7, 22.5, 21.3, 19.5, 19.4, 16.2, 15.7, 14.2. EM
(IE+): [M+] de m/z 602.3178, calculado para CszsH4sN204S, encontrado m/z 602.3166.

N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) 5-metilfuran-2-carboxamida (TZOcMeFurA). (37
mg, 60 %). pf 237-240 °C. RMN-!H (400 MHz, CDCl3): & 7.20 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 6.34
(d, J=2.0 Hz, 1H), 6.18 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 5.72 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 4.96 (dd, J = 14.2,
7.2 Hz, 1H), 3.15 (dd, J = 10.5, 8.0 Hz, 1H), 2.74 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 2.37 (s, 3H), 2.24
(d, J =15.6 Hz, 1H), 2.18 (dd, J = 12.8, 7.3 Hz, 1H), 1.96 (td, J = 12.4, 3.7 Hz, 2H), 1.25
(s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.11 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.90 (s, 3H), 0.83 (s, 3H). RMN-3C (100
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MHz, CDCls): & 171.4, 156.1, 154.8, 154.2, 151.2, 144.5, 139.0, 125.0, 120.8, 118.1,
109.4, 82.3, 52.6, 52.2, 48.5, 47.8, 45.0, 43.9, 43.0, 40.9, 38.8, 38.4, 37.7, 36.7, 34.6,
33.3, 30.4, 27.8, 26.6, 22.4, 21.2, 19.5, 19.4, 16.2, 15.7, 14.2, 13.9. EM (IE+): [M+] de
m/z 616.3335, calculado para Cs7H4sN204S, encontrado m/z 616.3325.

N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) 5-nitrofuran-2-carboxamida (TZOcNOFurA). (17
mg, 26 %). pf 232-235 °C. RMN-'H (400 MHz, CDCls): 6 7.43 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 7.41
(d, J=3.8 Hz, 1H), 6.35 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 5.72 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 4.96 (dd, J = 14.1,
7.2 Hz, 1H), 3.16 (dd, J = 10.4, 8.1 Hz, 1H), 2.76 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 2.26 (d, J = 15.7
Hz, 1H), 2.18 (dd, J = 12.8, 7.3 Hz, 1H), 1.96 (td, J = 12.4, 3.7 Hz, 1H), 1.26 (s, 3H),
1.16 (s, 3H), 1.12 (s, 3H), 0.92 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.84 (s, 3H). RMN-C (100 MHz,
CDCls): 8 171.4, 154.5, 154.0, 151.7, 150.6, 146.8, 139.1, 125.0, 121.9, 117.8, 112.6,
82.4, 52.6, 52.2, 48.6, 47.8, 45.1, 44.0, 43.1, 40.9, 38.8, 38.6, 37.8, 36.7, 34.6, 33.3,
30.4, 27.8, 26.7, 22.5, 21.3, 19.54, 19.5, 16.2, 15.7, 14.2. EM (IE+): [M+] de m/z
647.3029, calculado para CszsHasN3O6S, encontrado m/z 647.3032.

Evaluacion de las actividades citotoxicay antiproliferativa

Las lineas celulares utlizadas en los bioensayos fueron de adenocarcinoma de
glandula mamaria (MCF-7, ATCC HTB-22), carcinoma metastasico de glandula
mamaria (MDA-MB-231, ATCC HTB-26), carcinoma escamoso de cérvix (SiHa, ATCC
HTB-35) y células normales de rifién de Cercopithecus aethiops (Vero, ATCC CCL-81).
Todas provenientes de la American Type Culture Collection (ATCC). Las células fueron
cultivadas en Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con
10% se suero fetal bovino (SFB). Al medio de cultivo se le adicion6 10,000 U de
penicilina y 10 mg mL-1 de estreptomicina y 5 mg mL-1 de anfotericina B. Las lineas
celulares fueron incubadas en una atmosfera con 95% de humedad y 5% de CO2 a 37
°C hasta la formacién de una monocapa.

Las actividades citotoxica y antiproliferativa se evaluaron en placas de 96 pozos para
cultivo celular. A cada pozo se le agregé 5,000 células usando medio DMEM
adicionado con 10,000 U/mL de penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina y 5 mg/mL de
anfotericina B, y se incubaron por 24 h. La citotoxicidad fue medida hasta que las
células alcanzaron 90-100 % de confluencia en ausencia de SFB, en tanto que la
actividad antiproliferativa fue realizada cuando las células alcanzaron un 50-60 % de
confluencia, en presencia de SFB (10%).

Los experimentos se realizaron adicionando a cada tres pozos, posteriormente se
adicion6 a los pozos el compuesto a evaluar para alcanzar las siguientes
concentraciones: 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 y 1.65 yg/mL. En cada placa de 96 pozos se
evaluaron seis compuestos, adicionalmente tres pozos fueron para el control positivo y
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tres pozos para el control negativo sin tratamiento. Posteriormente a continuacion las
placas se incubaron por 48 ho

ras tres dias en una atmésfera con 95% de humedad y 5% CO, a 37° C.
Seguidamente, se adicion6é a cada pozo 100 uL del medio con 10 pyL de Tetra Metil
Tetrazolio (MTT) al 0.5% en amortiguador salino de fosfatos (PBS, pH 7.2). Se incubo
por 6 h a 37° C y se afadira 100 pL de isopropanol acidificado (4% de HCI), se midi6 la
densidad oOptica (DO) a 590 nm usando un espectrofotometro. Se utiliz6 Docetaxel
como control positivo y como control negativo DMSO al 0.05%. Cada evaluaciéon se
realizé por triplicado y cada experimento se realiz6 en tres ocasiones. Los resultados
estan expresados en concentracion citotoxica media 50 (CCso), determinados por la
férmula [(DO control negativo — DO compuesto producto)/ DO control negativo] x 100.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se sintetizaron un total de 15 tiazoderivados de Ochraceolida A, los cuales fueron
sometidos a pruebas para determinar su nivel de actividad contra células de cancer de
mama (MCF-7, MDA-MB-231), cancer cervicouterino (SiHa) y normales de rifién de
mono verde africano (Vero).

Para la obtencién de una serie de amidas alifaticas y aromaticas con potencial
actividad antiproliferativa, derivadas del 2-aminotiazolochraceolida A, se utiliz6 2.5 g de
ochraceolida A; la cual fue obtenida de un trabajo previo®? y fue caracterizada por
RMN-'H y RMN-3C.

Obtencién de 2-bromo ochraceolida A (BrOc)

Con la finalidad de establecer un procedimiento para fusionar un anillo 2-
aminotiazolico al anillo A de ochraceolida A, en primera instancia se llevé a cabo una
bromacion en la posicién a al carbonilo de este triterpeno (esquema 2). La reaccién se
realizé adicionando gota a gota un equivalente de tribromuro de feniltrimetilamonio a
una solucién que contenia un equivalente de ochraceolida A en THF y dejando en
agitacion por 10 minutos a temperatura ambiente. El crudo de reaccion se analizé por
RMN-1H.

Tribromuro de feniltrimetilamonio

py
X

THF, 10 min, 25 °C

2-bromo ochraceolida A
(Oc) (BrOc)

Esquema 2.- Reaccion para la obtencion de 2-bromo ochraceolida A (BrOc).

Ochraceolida A

En la reaccion de bromacién para la obtencién del 2-bromo ochraceolida A, se utilizé el
reactivo de tribromuro de feniltrimetilamonio; este ha sido utilizado ampliamente en la
literatura en la bromacion de compuestos carbonilicos en la posicidon a, en condiciones
leves sin afectar al doble enlaces en la estructura.”*~’” Cabe mencionar que se evitd
utilizar medios muy acidos, procurando mantener la integridad de la lactona y el doble
enlace en la ochraceolida A. Por lo que se utiliz6 THF como disolvente, el cual se ha
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observado que evita reacciones colaterales del HBr generado en la reaccion; el THF
reacciona con el HBr formando 4-bromo-1-butanol.”®

El mecanismo de reaccion por el cual actda el tribromuro de feniltrimetil amonio ha sido
descrito en la literatura cientifica.”® Este reactivo actta por medio de la formacion de
intermediarios idnicos, formando bromuro de feniltrimetilamonio y bromo molecular.
Este intermediario i6nico reacciona con la ochraceolida A por medio de una bromacién
en a-carbonilo, donde la desprotonacion del carbono a forma un ion enolato,
posteriormente el ataque nucleofilico del ion enolato a la molécula de bromo genera
una mezcla de epimeros y el HBr (esquema 3).

le © © g
—N— Br-Br-gr —» Br —N— + Bn,

Esquema 3.- Mecanismo de reaccién para la obtencion de los epimeros 2-bromo
ochraceolida A (BrOc).

En el espectro de RMN-!H (Figura 3a) del crudo de reaccién se pueden observar un
mayor nimero de sefiales simples esperadas de grupos metilo entre 1.2 y 0.8 ppm,
indicando, que el producto se encuentra como una mezcla. También, se pueden
apreciar dos sefales dobles con & 6.32 (J = 1.8 Hz) y & 569 (J = 1.0 Hz)
caracteristicas de protones vinilicos correspondientes a los protones H-29; lo que
indicé que se mantuvo la insaturacion en C20-C29. Las sefiales con 84.94 (m) y 6 3.12
(m) fueron proporcionales cada una a un protén y correspondientes a los metinos H-21
y H-19, respectivamente; por comparacioén con el espectro de ochraceolida A (Figura
3b) y tomando en cuenta las similitudes en desplazamiento quimico de las sefales en
ambos espectros (Figura 3), se puede deducir que la y-lactona a,B-insaturada se
mantienen en la estructura del esqueleto triterpénico. Por otra parte, se puede observar
la apariciobn de una sefial con & 5.09 que corresponde al protdn en posicidon 2; este
proton ipso al aomo de bromo electrén-atrayente experimenta un efecto de
desapantallamiento. La presencia de dos sefiales dobles de dobles con & 2.65 (J =
12.98, 6.31 Hz) y 6 2.48 (J = 11.39, 13.14 Hz) que en conjunto son proporcionales a
un proton (0.6 y 0.4, respectivamente) y corresponden a uno de los protones en la
posicion uno los cuales estan adyacentes al atomo de bromo (H-1), experimentando un
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efecto de desapantallamiento; lo que indicé que el producto se encuentra como una
mezcla de los epimeros: 2a-bromo ochraceolida A y 23-bromo ochraceolida A.

=i S
a)

H-29 H-29
Bl g
b)

=) %
o ~
— ~

6‘.5 ‘ é.3 ‘ é.l ‘ 5‘.9 ‘ fl(zp'gm)‘ 2.7 ‘ 2‘.5 ‘ 2.3 ‘.1 ‘ 1‘.9 ‘ 1‘.7 ‘ 1‘.5 ‘ 1‘.3 ‘ 1‘.
Figura 3. Espectros de RMN-!H: a) crudo de reaccién para la obtenciéon de 2-bromo
ochraceolida A y b) ochraceolida A; ambos en CDClza 400 MHz.

En una primera instancia se intenté separar los isGmeros previo a las siguientes
reacciones planteadas en el objetivo. El crudo de reaccion se sometié a cromatografia
en columna empacada con gel de silice para CCD, empleando como fase movil
mezclas de Hx y AcOEt de polaridad creciente. De esta columna se obtuvo
practicamente puro sol6 uno de estos epimeros y nuevamente la mezcla; las
identidades de los compuestos fueron establecidos por experimentos de RMN.

De la comparacién de los espectros de RMN-!H del crudo de reaccion (Figura
4a) y el epimero 2-bromo ochraceolida A (Figura 4b), se puede observar la presencia
de dos sefiales dobles de dobles con & 2.65 (J = 12.8, 6.3 Hz) y & 2.48 (J = 13.27,
11.49 Hz) que en conjunto son proporcionales a un proton y corresponden a uno de los
protones en la posicidn uno; en particular la sefial con & 2.48 tiene un aumento en su
intensidad y del valor de su integral de 0.40 a 0.94. Asimismo, la sefial con & 2.65
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disminuy6 la intensidad de su sefial y el valor de su integral de 0.60 a 0.08, lo que
indico que la purificacion de uno de los epimeros de la 2-bromo ochraceolida A a un
92%, en relacién a los dos compuestos.

6.34
6.34
6.33
5.69
5.69

[
{s.
<

H-29

1.00]

b)

H-29 H-29

<
—

‘ 6‘.4‘ ‘ 6‘.1‘ ‘ 5‘.8 5‘.5‘ ‘ 5‘.2‘ 9‘ ‘ 4‘.6 3.4 ‘fl( 3.)1 ‘ 2‘.8‘ ‘ 2‘.5‘ ‘ 2‘.2‘ ‘ 1‘.9‘ ‘ 1‘.6‘ ‘ 1‘.3‘ ‘ 1‘.0‘

ppm
Figura 4. Espectros de RMN-'H en CDCls: a) crudo de reaccién para la obtencién de 2-
bromo ochraceolida A y b) el epimero minoritario de la 2-bromo ochraceolida A; ambos

a 400 MHz.

En el espectro de RMN -13C del epimero aislado 2-bromo ochraceolida A (Figura 5) se
observan 30 sefiales, dos de ellas con & 209.2 y & 171.4 correspondientes a una
cetona (C3) y una lactona (C30) presentes en la molécula; otras dos sefales con &
139.2 y & 1249 correspondientes a los carbonos vinilicos (C20 y C29,
respectivamente) asi como una sefial a 82.3 correspondiente a un metino (C21). Con
base en los experimentos DEPT de 135° y 90° se determiné la presencia de seis
metilos, nueve metilenos, siete metinos y ocho carbonos cuaternarios, se pudo detectar
la conversibn de un grupo metileno a un grupo metino, al obtenerse 2-bromo
ochraceolida A.
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Figura 5. Espectro en CDClz de: a) DEPT 90°; b) experimento DEPT 135% ¢) RMN-3C
del epimero 2-bromo ochraceolida A.
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Con la finalidad de establecer la orientacion del atomo de bromo en este compuesto se
llevé a cabo un experimento NOESY. En la figura 6 se presentan los acoplamientos de
mayor relevancia. De forma particular se observé que la sefial con & 5.09,
correspondiente al hidrogeno ipso al atomo de bromo (H-2), el cual interacciona con los
dos protones de la posicion 1 con & 2.07 (HB-1) y & 2.48 (Ha-1). De igual forma se
puede apreciar que este protdn (H-2) tiene un acoplamiento con la sefial con 61.14
(metilo, C-23), metilo con orientacién B en la posicién 4 del anillo A del triterpeno
(Figura 7). Asimismo, el proton HB-1 correlaciona con la sefial con 60.83 (metilo, C-25),
cabe mencionar que no se observd acoplamiento alguno de los hidrégenos del grupo
metilo (C-25) con el protdn en la posicion 2 (H-2). Con base en estas observaciones se
dedujo que el atomo de bromo se encuentra en orientacién 3 en la posicion 2 del anillo
A (Figura 6). Por lo tanto, el epimero aislado de la reaccion de bromacién corresponde
a la 2B-bromo ochraceolida A.
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Figura 6.- Principales acoplamientos observado en el experimento NOESY del

compuesto 2B-bromo ochraceolida A.
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Figura 7.- Experimento NOESY del compuesto 23-bromo ochraceolida A

Obtencién de 2-aminotiazolochraceolida A (TZOc)

Una vez obtenida la 2-bromo ochraceolida A, se procedié a la fusion del anillo
2-aminotiazélico al anillo A de este triterpeno para formar la 2-aminotiazolochraceolida
A (TZOc). Para esto no fue necesaria la purificacion de los epimeros por lo que se hizo
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reaccionar el crudo de la reaccion de la obtenciéon de 2-bromo ochraceolida A con
tiourea en THF a reflujo (esquema 4).

O O

Tiourea

>

s
HN— |
N

THF, Reflujo, 4 h

2-bromo ochraceolida A 2-aminotiazolochraceolida A
(BrOc) (TZOc)

Esquema 4.- Reaccion para la obtencion de 2-aminotiazolochraceolida A (TZOc).

En cuanto a la introduccién de un 2-aminotiazol a triterpenos pentaciclico se
han descrito algunos ejemplos.>*54698081 En estos utilizan tiourea y como disolvente
metanol; para nuestro propésito se planted utilizar las mismas condiciones Unicamente
cambiando el disolvente por uno aproético, tratando de garantizar la estabilidad de la
lactona. Este mecanismo de reaccion por el cual se da la formacién del 2-aminotiazol
ha sido propuesto por Morales et al.8? en 2006. Esta reaccion transcurre por medio de
la reaccion de Hantzch.”®82-8 | a formacion del compuesto se explica mediante un
mecanismo de dos pasos (esquema 5). La reaccidon transcurre por una ciclacién de
intermediarios formados por una reaccién tipo SN, de una a—bromocetona con tiourea.
Esto se debe a que la tiourea presenta un equilibrio tautomérico por el cual puede
reaccionar de dos formas diferentes. Asi, uno de estos tautdbmeros, con el grupo SH,
reacciona con el carbono halégenado por medio de una reacciéon de sustituciéon
nucleofilica.®® La reaccioén inicia por medio un ataque del atomo de azufre a la o—
bromocetona expulsando al bromo, debido a que el S tiene un caracter mas
nucleofilico que el grupo amino. Seguido de una protonacion del carbonilo, lo que
incrementa la carga parcial positiva en este por efectos de resonancia, haciéndolo mas
atractivo a un ataque nucleofilico del nitrégeno de la tiourea. Con base en este
mecanismo de reaccion se propone que el grupo tiazol formado en el anillo A de la
ochraceolida A el &tomo de azufre queda unido directamente al C2 y el nitr6geno al C3
de la ochraceolida A.
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Esquema 5.- Mecanismo de reaccion para la obtencién de 2-aminotiazolochraceolida
A (TZOc).
Vogel's Textbook of Practical Organic Chemistry

Para establecer una metodologia que permitiera obtener el anillo aminotiazélico en el
triterpeno y conservar la lactona fusionada al anillo E, se procedi6 a determinar las
condiciones Optimas para esta reaccién; se utilizaron diferentes numeros de
equivalentes de tiourea a emplear en la reaccion y se evalu6 la necesidad de llevar a
cabo la reaccion en atmosfera de nitrégeno para prescindir de la himedad en el medio.
En la tabla 2 y Figura 8 se puede observar que se obtiene un buen rendimiento,
utilizando un equivalente de 2-bromo ochraceolida A y 10 equivalentes de tiourea; se
observa una disminucion de las sefales con 6 5.5, 5.4 (H-2) y & 1.14, 1.11 (H-24 y 23,
respectivamente) correspondientes a la mezcla de epimeros de la 2-bromo
ochraceolida A en los espectros de RMN-H (figura 8, cuadros punteados); ya que se
sabe que los rendimientos sobre el 90% son denominados excelentes, los rendimientos
sobre el 80% muy buenos, sobre el 70% son buenos, alrededor del 50% son regulares,
y debajo del 40% se consideran rendimientos malos.® Asimismo, se observa que no
existe diferencia en llevar a cabo la reaccién en un sistema abierto o en atmdsfera de
nitrégeno, al no interferir la humedad del medio en la reaccién. Todas las reacciones se
llevaron a cabo a reflujo por 4 horas.

Tabla 2.- Condiciones de reaccidn para la obtencion de 2-aminotiazolochraceolida A.

Reactivos Temperatura Condicion  Relacion*
2-bromo ,
. Tiourea

ochraceolida A (Equivalentes)

(Equivalentes) a
a) 1 15 Reflujo Atm N, 78 %
b) 1 5 Reflujo Abierto 88 %
0) 1 10 Reflujo Atm N, B
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d) 1 10 Reflujo Abierto B

*Relacion obtenida a través de los espectros de RMN-1H, con respecto a la cantidad de reactivo
sobrante (figura 8).
B = Relacién no calculada debido a que desaparece la materia prima.
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Figura 8.- Espectros de RMN-'H ((CD3).CO; 400 MHz) del crudo de reaccién con: a)
1.5 equivalentes de tiourea en una atm. de N» , b) 5 equivalentes de tiourea en un
sistema abierto, c) 10 equivalentes de tiourea en una atm. de N2 y d) 10 equivalentes
de tiourea en un sistema abierto para la obtencion de 2-aminotiazolochraceolida A
(TZOc).

El crudo de reaccibn se someti6 a cromatografia en columna; la 2-
aminotiazolochraceolida A se obtuvo con un 80 % de rendimiento global; dicho
rendimiento se puede considerar como bueno, tomando en cuenta que es la primera
vez que se realiza para este compuesto. Cabe mencionar que este procedimiento se
podria optimizar ain mas para obtener mejores rendimientos. El compuesto fue
caracterizado por RMN. En el espectro de RMN-H (Figura 9a) se pueden observar dos
sefiales caracteristicas de protones vinilicos en C-29 (6 6.32, J=19Hzy 6 5.69, J =
1.1 Hz), y los metinos H-21 y H-19 (0 4.94 y & 3.12, respectivamente). Los
desplazamientos quimicos de estas sefiales en comparacion con los de la 2-bromo
ochraceolida A resultaron ser muy similares (Figura 9b), lo cual nos permite suponer
gue se mantiene la insaturacion en C20-C29 y la y-lactona ap-insaturada en la
estructura del producto. Por otra parte, se observa una sefal ancha con & 5.19
correspondiente a los protones de un grupo amino (2H) lo cual es de esperarse al ser
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protones intercambiables con el medio. Asimismo, se observan dos sefiales dobles con
0 254 (1H, d, J = 1535 Hz, HB-1) y & 212 (1H, d, J = 15.35 Hz, Ha-1)
correspondientes al grupo metileno en la posicibn uno. Cabe mencionar que se
observé la desaparicion de la sefial con & 5.05 (H-2) presente en el espectro de la 2-
bromo ochraceolida A, correspondiente al protdn ipso al bromo en la posicion 2.
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Figura 9.- Espectros de RMN-H: a) 2-aminotiazolochraceolida A (TZOc) y b) crudo de
reaccion para la obtencion de 2-bromo ochraceolida A (BrOc); en CDCls; a 400 MHz.

En el espectro de RMN -C (Figura 10) se observaron 31 sefiales, una de ellas con
171.4 correspondiente al carbonilo de la lactona (C30), otras dos sefiales con 6 139.2 y
0 124.9 correspondientes a los carbonos vinilicos (C20 y C29, respectivamente), y una
sefial a 82.3 ppm correspondiente a un metino (C21). Los experimentos DEPT de 135°
y 90° permitieron determinar la presencia de seis metilos, nueve metilenos, seis
metinos y diez carbonos cuaternarios en la estructura del triterpeno. Se puede destacar
la aparicion de tres carbonos arométicos con & 164.9, & 1519 y & 1158 y la
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desaparicién del grupo carbonilo de tipo cetona (C3 en la 2-bromo ochraceolida A con
0 209.2).

a) 82.3
c21
[ v bl
b)
82.3

. — H

139.2 124.9 Cc21
171.4
164.9
30 C20 C29 1158
151.9 h
J |- —

5 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 85 80 75 55 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (ppm)

Figura 10. Espectros en CDCl; de: a) DEPT 90°% b) experimento DEPT 135° ¢) RMN-
13C de 2-aminotiazolochraceolida A (TZOc) en CDCls.

Con la finalidad de establecer la posicion de los carbonos aroméaticos en este
compuesto se realiz6 un experimento de HMBC (Figura 11). Se observé que las
senales a 6 2.54 y 8 2.14, correspondientes a los protones del metileno en la posicién 1
(HB y Ha, respectivamente), presentan correlacion con los carbonos aromaticos a ©
151.9 (C3) y & 115.8 (C2). Asimismo, los protones a & 1.18 y & 1.09, correspondientes
a metilos geminales en posiciones 24 y 23, respectivamente; mostraron acomplamiento
solamente con el carbono a & 151.9 (C3). El tercer carbono aromatico a & 164.9 no
mostrd acoplamiento con ningun protén. Con base en estas observaciones se dedujo
que la formacion del heterociclico aromético se realiz6 en la posiciéon 2 y 3 para formar
el 2-aminotiazolochraceolida A. Por otra parte, se observo que las sefiales a § 4.94y 6
3.12 (H-21 y H-19, respectivamente) acoplaron con la senal con & 171.42 (C30),
confirmando que la y-lactona af-insaturada se mantuvo en la estructura del esqueleto
triterpénico.
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Figura 11.- Experimento HMBC de la 2-aminotiazolochraceolida A (TZOc).

El compuesto 2-aminotiazolochraceolida A (TZOc), se logro cristalizar por evaporacion
lenta de una solucién de ésta, en una mezcla de hexano y acetato de etilo, lo que
permitio la obtencion de cristales de color blanco, con la calidad suficiente para ser
analizados por difraccion de rayos X de monocristal. La estructura obtenida se muestra
en la figura 12; asimismo, los datos cristalograficos mas importantes se proporcionan
en la tabla 3. Se observa el atomo de azufre enlazado al carbono en la posicién 2 y el
atomo de nitr6geno al carbono en la posicién 3 del triterpeno. El resultado de este
analisis permitié establecer de forma inequivoca la identidad de la molécula, asi como
la configuracion absoluta por medio de dispersion anémala, corroborando lo que se
habia determinado por experimentos de RMN. Es importante mencionar que es la
primera vez que se obtiene la estructura por difraccion de rayos X de un triterpeno con
un anillo 2-amino tiazélico fusionado al anillo A de un triterpeno.
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Figura 12. Estructura de la 2-aminotiazolochraceolida A (TZOc) obtenida por difraccion
de rayos X de monocristal.

En los datos del sistema cristalino (Tabla 3) se puede observar que la 2-
aminotiazolochraceolida A (TZOc) tiene un sistema cristalino ortorrombico por lo que
contiene tres lados desiguales y cada lado se encuentra a 90° formando un prisma
rectangular. En su celda unitaria podemos encontrar cuatro moléculas de 2-
aminotiazolochraceolida A (Z= 4) los cuales van formando lo que se le conoce como
ejes tornillo obteniéndose un grupo espacial P2:2:2; (Figura 13).

Tabla 3. Datos cristalograficos de la 2-aminotiazolochraceolida A (TZOc).

Formula empirica C31H4aN202S

Sistema cristalino Ortorrémbico

Grupo de espacio P2:2,2
Dimensiones por unidad de celda a=7.6419 A a=90°

b=7.853 Ap =90°
c=52.971 Ay =90°,

Volumen 3178.89 A3
z 4

El 2-aminotiazolochraceolida A (TZOc) cuenta con 7 anillos donde 3 ciclohehaxos se
encuentran en conformacion de silla y uno en semisilla (anillo A); su anillo F se
encuentra en forma de sobre con el carbono 17 fuera del plano (Figura 14), el anillo
aromatico y la lactona son planos. EI compuesto se encuentra formando una red de
puentes de hidrogeno entre el azufre y el nitrégeno del anillo tiazolico de la estructura
con el grupo amino del 2-aminotiazol de otra molécula.
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Figura 13. Celda unitaria del sistema cristalino de la 2-aminotiazolochraceolida A
(TZOc) obtenida por difraccion de rayos X de monocristal.

Figura 14. Puentes de hidrégeno observados en la red cristalina de la 2-
aminotiazolochraceolida A obtenida por difraccion de rayos X de monocristal.
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Sintesis de Amidas alifaticas

Una vez obtenida la 2-aminotiazolochraceolida A (TZOc), se procedié a la
sintesis de la serie de amidas alifaticas (Esquema 6). Para ello, se hizo reaccionar un
equivalente de TZOc con 1.1 equivalente de cloruro de acido R-CO-CI (R = Me, Et, Pr,
iPr, Bu, iBu) en diclorometano. Este tipo de reaccion ya ha sido descrito ampliamente
en la literatura.8”®® El crudo de reaccion se sometié a cromatografia en columna; se
purificaron los derivados TZOcAc, TZOcPr, TzZOcBu, TZOciBu, TZOcPe vy
TZOcMeBu, los rendimientos se encuentran expuestos en la tabla 4. Los compuestos
fueron caracterizados por RMN-H y RMN -13C.

o}

RJJ\CI

>:

Trietilamina R
CH,Cly; 12 hrs

2

L . R = Me, Et, Pr, iPr, Bu, iBu
2-Aminotiazol ochraceolida A TZOcAc, TZOcPr, TZOcBu,

(TZOc) TZOciBu, TZOcPe y TZOcMeBu

Esquema 6.- Reaccion para la obtencién de la serie de amidas alifaticas TZOcAc,
TZOcPr, TZOcBu, TZOciBu, TZOcPe y TZOcMeBu.
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Tabla 4.- Rendimientos obtenidos sobre los derivados de amidas alifaticas TZOcAc,
TZOcPr, TZOcBu, TZOciBu, TZOcPe y TZOcMeBu.

Compuesto Rendimiento*

(0]
s
18 %
TZOcAc :QZIN/>_” °

TZOcPr

o

#_s o
O

I G 55 %

EIN%”

TZOcBu

(@]
S 0
TZOciBu %IN%MJH/ 57 %
(@]
S

0,
TZOcPe 52%

TZOcMeBu

0]
iI:%NM 53 %

*con base al producto aislado

Como se observa en la tabla 4, los rendimientos obtenidos son moderados para
las amidas alifaticas entre un 52 y 57 % utilizando un equivalente de Tiazo Ochr con
1.1 equivalente de cloruro de acido correspondiente vy trietilamina en diclorometano a
excepcion de los compuestos TZOcAc y TZOcPr 8181 | os rendimientos los podemos
considerar como moderados por ser la primera vez que se sintetizan estos compuestos
con estos productos de partida y si se compran con la literatura en los cuales se
aprecia mejores resultados, a excepcion de dos compuestos de los cuales se
obtuvieron malos rendimientos. El bajo rendimiento de estos dos compuestos se puede
deber a la formacién de productos no deseados, como la posible apertura de la lactona
en un medio &cido, debido a la posible descomposicion de los cloruros de &cido en
presencia de agua y la posterior formacion de acido clorhidrico. En el analisis por CCD
se observo la formacion de un compuesto de mayor polaridad y no fue posible su
aislamiento. Otro de estos compuestos formados en ambas reacciones es una diamida.
Las diamidas formadas fueron aisladas e identificadas por RMN-'H formando los
compuestos TZOc2Ac y TZOc2Pr (figura 15 y 16, respectivamente); esto es posible
debido a la adiciéon de dos acilos al grupo 2-amino, se han obtenido este tipo de
compuestos en reacciones utilizando condiciones similares en especial relacionado al
uso de trietilamina.®?-% Para la formacioén de los dos compuestos (TZOcAc y TZOcPr)
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se probaron diferentes medios de reacciéon; primeramente en un sistema cerrado y
abierto, diferentes cantidades de equivalentes de cloruro de &cido correspondiente (1,
1.1, 1.2, 1.5, 2 equivalentes) y de trietilamina utilizada (1, 1.1, 1.2, 1.5, 2 equivalentes)
en diferentes tiempos de reaccion monitoreados por CCD sin obtener buenos
rendimientos para ambos compuestos. Se opt6é por cambiar la metodologia utilizando
piridina como base; es importante mencionar que con esta metodologia no se obtuvo el
resultado esperado, por lo que se obtuvieron rendimientos ain mas bajos, ademés se
observé la formacién de las diamidas con el paso del tiempo.

En el espectro de RMN-'H (Figura 15) del compuesto TZOc2Ac se puede
observar la aparicion de una senal simple & 2.34 (Ha) proporcional a 6H,
correspondientes a dos grupos metilos del grupo amida. En el compuesto TZOc2Pr
(Figura 16) se aprecian dos sefiales, un cuadruple a & 2.65 (Ha, J = 7.2, 5.1 Hz)
proporcional a 4 H y una sefal triple a & 0.98 (HB, J = 7.3 Hz) proporcional a 9 H,
correspondiente a dos metilos del grupo amida y un metilo.

_<5 34
6.34
_<5 71
5.70
/4.99
1r4.97
Y4.95
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—2.34
27
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Figura 15.- Espectros de RMN-'H del compuesto TZOc2Ac en CDCl; a 400 MHz.
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Figura 16.- Espectros de RMN-H del compuesto TZOc2Pr en CDCl; a 400 MHz.

De forma general, en los espectros de RMN-'H de los compuestos TZOcAc, TZOcPr,
TZOcBu, TZOciBu, TZOcPe y TZOcMeBu (Figura 17), se pueden observar dos
sefales dobles con & 6.32 (1H-29, J = 1.9 Hz) y & 5.69 (1H-29, J = 1.3 Hz),
caracteristicos de protones vinilicos, dos sefiales con & 4.94 (m) y & 3.12 (m)
proporcionales cada una a un protén, correspondiente a los metinos H-21 y H-19,
respectivamente. Los desplazamientos quimicos de estas sefiales, en comparacion
con los de la 2-aminotiazolochraceolida A, resultaron ser muy similares, lo que permite
suponer que se mantiene la insaturacién en C20-C29 y la y-lactona en la estructura.
Adicionalmente, se observa la desaparicién de la sefial ancha con & 5.19 presente en
el espectro de 2-aminotiazolochraceolida A, correspondiente a los protones del grupo
amino.

Por otra parte, se observo la aparicién de sefales caracteristicas de protones
alifaticos. En el compuesto TZOcAc, Unicamente se observa la aparicion de una sefial
simple con & 2.22 (3H, Ca con respecto al carbonilo), correspondientes a un grupo
metilo del grupo amida. En el compuesto TZOcPr, se aprecian dos sefales, un
cuadruple con & 2.45 (2H, J = 7.5 Hz, Ca con respecto al carbonilo) y una sefial triple
con 6 0.98 (3H, J = 7.6 Hz, CPB con respecto al carbonilo), generados por el grupo etilo.
Para el compuesto TZOcBu, se observa la aparicion de dos sefiales triples con 6 2.38
(2H, J = 7.4 Hz, Ca con respecto al carbonilo) y  0.98 (3H, J = 7.4 Hz, Cy con respecto
al carbonilo), correspondientes a la cadena de un propilo; la sefial de los protones (2H)
del carbono B aparece en la region caracteristica de los metilenos. En el compuesto
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TZOciBu, se puede apreciar la sefial séptuple con & 2.58 (1H, J = 6.95 Hz, Ca con
respecto al carbonilo) y una sefal doble & 1.10 (6H, J = 4.7 Hz, CB con respecto al
carbonilo), caracteristicos de un isopropilo. Para el compuesto TZOcPe, se observan
dos sefiales triples 8 2.39 (2H, J = 7.5 Hz, Ca con respecto al carbonilo) y 6 0.91 (3H, J
= 7.5 Hz, Cd con respecto al carbonilo), correspondientes a la cadena de un butilo. Por
ultimo, en el compuesto TZOcMeBu, se observa la aparicion de un doble & 2.28 (2H, J
= 6.2 Hz, Ca con respecto al carbonilo), una sefal séptuple & 2.22 (1H, J = 7.3 Hz, C
con respecto al carbonilo) y una senal doble & 1.10 (6H, J = 4.2 Hz, Cy con respecto al
carbonilo), caracteristicos de un isobutil del grupo amida.
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Figura 17. Espectros de RMN-'H de la TZOc) 2'-aminotiazol[3,2-dJochraceolida A,
TZOcAc) N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) acetamida, TZOcPr) N-(2-tiazolil[3,2-
dlochraceolida A) propionamida, TZOcBu) N-(2-tiazolil[3,2-dJochraceolida A)

butiramida, TZOciBu) N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) isobutiramida, TZOcPe) N-(2-
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tiazolil[3,2-d]ochraceolida A)-pentanamida, TZOcMeBu) N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida
A) 4-metilbutanamida; todos en CDClza 400 MHz.

En el espectro de RMN-*C de los compuestos TZOc, TZOcAc, TZOcPr,
TZOcBu, TZOciBu, TZOcPe y TZOcMeBu (Figura 18), se observan 31 sefiales para
la 2-aminotiazolochraceolida A (TZOc), 33 sefiales para el compuesto TZOcAc, 34
sefales para el compuesto TZOcPr, 35 sefiales para los compuestos TZOcBu y
TZOciBu, 36 sefales para los compuestos TZOcPe y TZOcMeBu; entre estas sefales
se pueden apreciar la sefial & 171.4 correspondiente a la lactona (C30); dos sefales
con & 139.2 y & 124.9 correspondientes a los carbonos vinilicos (C20 y C29,
respectivamente). Se puede destacar la aparicion de una sefial en cada compuesto
con 6 168.0,5 171.1, 6 170.3,5 174.3, 5 170.5y 6 169.8 (TZOcAc, TZOcPr, TZOcBu,
TZOciBu, TZOcPe y TZOcMeBu, respectivamente) correspondiente a cada carbonilo
del grupo amida.
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Figura 18. Espectro en CDCl; de RMN-BC de la TzZOc) 2-aminotiazol[3,2-
dJochraceolida A, TZOcAc) N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) acetamida, TZOcPr) N-
(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) propionamida, TZOcBu) N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida
A) butiramida, TZOciBu) N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) isobutiramida, TZOcPe) N-
(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida  A) pentanamida, TZOcMeBu) N-(2-tiazolil[3,2-
dJochraceolida A) 4-metilbutanamida.
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Sintesis de Amidas aromaticas

Para la obtencién de la serie de las amidas aromaticas (Esquema 7), se
observo que utilizando las mismas condiciones en la sintesis de las amidas alifaticas,
se obtenian bajos rendimientos para algunos compuestos. Esto motivd el uso de
piridina como base y disolvente obteniéndose mejores rendimientos.®°"-1% para esto
se hizo reaccionar un equivalente de 2-aminotiazolochraceolida A con 1.1 equivalente
de cloruro de benzoilo para sustituido o furoilo sustituido en 5, segun correspondiera (R
= Ph, p-MeOPh, p-NO:Ph, p-CIPh, p-FPh, Fu, 5-MeFu, 5-NO;Fu) en piridina. El
producto de cada reaccion se sometid a cromatografia en columna; purificAndose 9
derivados denominados TZOcBzA, TZOcMeBzA, TZOcMeOBzA, TZOcFBzA,
TZOcCIBzA, TZOcNOBzA, TZOcFurA, TZOcMeFurA, TZOcNOFurA, cuyos
rendimientos se exponen en la tabla 5. Todos los productos fueron caracterizados por
RMN-H y RMN-C.

(¢}
0] R = Ph, p-MePh, p-MeOPh, p-NO,Ph, \)k
p-CIPh, p-FPh, Fu, 5-MeFu, 5-NO,Fu =" ©
O
RJLCI
Piridina
4 hrs
2-Aminotiazol ochraceolida A TZOcBzA, TZOcMeBzA, TZOcMeOBzA,
(TZOc) TZOcFBzA, TZOcCIBzA, TZOcNOBzA,

TZOcFurA, TZOcMeFurA, TZOcNOFurA
Esquema 7.- Reaccion para la obtencion de la serie de amidas aromaticas TZOcBzA,

TZOcMeBzA, TZOcMeOBzA, TZOcFBzA, TZOcCIBzA, TZOcNOBzA, TZOcFurA,
TZOcMeFurA, TZOcNOFurA.
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Tabla 5.- Rendimientos obtenidos sobre los derivados de amidas aromaticas 7-15

Compuesto Rendimiento*

o)
¥—S
0]
TZOcBzA J\N/% N 60 %
(@)
TZOcMeBzA ?ISyN 66 %
/)
>N H
0

¥ S
TZOcMeOBzA I )—N 50 %
S I
o/
WS
TZOCFBzA I )—N 43 %
e
F
¥ S
TZOcCIBzA I )—N 65 %
N H
cl
0
¥ S
TZOcNOBzA I )N 34 %
>N H
NO,
O
S s 5
TZOCFurA I >N \ 37 %
w N H /
i s 0
(@)
TZOcMeFurA I Y \ 60 %
»~N H /
TZOcNOFurA S 0 26%
cNOFu I/>_N NO, b
LY H \ /

*con base al producto aislado
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Como se observa en la tabla 5, los rendimientos obtenidos para las amidas
aromaticas se encuentran entre un 66 y 26 %. Se puede observar que son
rendimientos poco mayores a los obtenidos en la sintesis de la serie de amidas
alifaticas, pero aun los considerar como moderados al compararlos con la literatura
donde se observan mejores resultados y por ser la primera vez que se realizan con
estos productos de partida. Se observé que en esta metodologia la piridina tiene un
papel de gran importancia ya que reacciona con los cloruros de acilo para formar sales
de acilo (Esquema 8).1°1192 | 35 sales de acilo generan un agente acilante aiin mas
reactivo que el cloruro de acilo correspondiente, debido a que se retira mas densidad
electrénica del carbono Csp., obteniéndose mayores rendimientos. Por otra parte, y de
forma similar a la trietilamina, reaccionan con el HCI producido generando cloruro de
piridinio.

N

| .
. [

Cl
(0]
RJJ\C| — RJJ\N@

R = Ph, p-MePh, p-MeOPh, p-NO,Ph, p-CIPh, p-FPh, Fu, 5-MeFu, 5-NO,Fu
Esquema 8.- Formacion de las sales de acilo.

En los espectros de RMN-'H de los compuestos TZOc, TZOcBzA,
TZOcMeBzA, TZOcMeOBzA, TZOcFBzA, TZOcCIBzA, TZOcNOBzA (Figura 19) y
TZOc, TZOcFurA, TZOcMeFurA, TZOcNOFurA (Figura 20), se pueden observar dos
senales dobles con & 6.32 (1H-29, J = 1.9 Hz) y & 5.69 (1H-29, J = 1.3 Hz),
caracteristicos de protones vinilicos, dos sefiales con & 4.94 (m) y & 3.12 (m)
proporcionales cada una a un protén, correspondiente a los metinos H-21 y H-19,
respectivamente; los desplazamientos quimicos de estas sefiales resultaron ser muy
similares a las observadas en el espectro de la 2-aminotiazolochraceolida A, lo que
permite concluir que se mantiene la insaturacion en C20-C29 y la y-lactona en la
estructura. Como era de esperarse, se observd la desaparicion de la senal ancha a ©
5.19 presente en el espectro de 2-aminotiazolochraceolida A, correspondiente a los
protones de un grupo amino.
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Figura 19. Espectros de RMN-'H de la TZOc) 2’-aminotiazol[3,2-d]Jochraceolida A,
TZOcBzA) N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) benzamida, TZOcMeBzA) N-(2-tiazolil
[3,2-d]ochraceolida
d]ochraceolida A) 4-metoxibenzamida, TZOcFBzA) N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A)
4-fluorobenzamida, TZOcCIBzA) N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) 4-clorobenzamida,

A)

4-metilbenzamida, TZOcMeOBzA) N-(2-tiazolil[3,2-
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TZOcNOBzA) N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) 4-nitrobenzamida; todos en CDCl; a
400 MHz.
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tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) 5-nitrofuran-2-carboxamida; todos en CDClza 400 MHz.
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Se observo la aparicion de sefiales de protones aromaticos. Para el compuesto
TZOcBzA, tres sefales de protones aromaticos con & 7.92 (Ar-2H, Joro = 7.50 Hz, d), &
7.54 (Ar-1H, Jpara = 7.17 Hz, t) y & 7.46 (Ar-2H, Jmeta = 7.63 Hz, t), correspondientes al
grupo benzilo del grupo amida. En el compuesto TZOcMeBzA, se aprecia la aparicion
de dos sefiales de protones aromaticos con 6 7.82 (Ar-2H, Joo = 8.2 Hz, d), & 7.26 (Ar-
2H, Jmeta = 8.1 Hz, d) y una sefal simple con & 2.40 (p-Me), correspondientes al grupo
p-toluilo del grupo amida. Para el compuesto TZOcMeOBzA, se observan dos sefales
de protones aromaticos con & 7.90 (Ar-2H, Joro = 8.8 Hz, d), 6 6.95 (Ar-2H, Jneta = 8.8
Hz, d) y una sefial simple con & 2.40 (p-OMe), correspondientes al grupo p-
metoxibenzoilo del grupo amida. En el compuesto TZOcFBzA, Unicamente se
observan dos sefiales de protones aromaticos con & 8.00 (Ar-2Ho, J = 8.8, 5.2 Hz, dd)
y 6 7.18 (Ar-2H, Jneta = 8.6 Hz, t), generados por el p-fluorbenzoilo del grupo amida. En
el compuesto TZOcCIBzA, se manifiestan dos sefiales de protones aromaticos con &
7.90 (Ar-2H, Joro = 8.6 Hz, d), 8 7.45 (Ar-2H, Jmeta = 8.6 Hz, d), correspondientes al p-
clorobenzoilo del grupo amida. Por ultimo, en el compuesto TZOcNOBzA, se puede
apreciar la aparicion de dos sefales de protones aromaticos con © 8.36 (Ar-2H, Joro =
8.8 Hz, d), © 8.19 (Ar-2H, Jmeta = 8.8 Hz, d), generados por el p-nitrobenzoilamida del
grupo amino.

En el compuesto TZOcFurA, se aprecia la aparicion de tres sefales de
protones aromaticos con & 7.54 (d, J = 0.9 Hz, Ar3-1H), 7.31 (d, J = 3.5 Hz, Ar5-1H),
6.57 (dd, J = 3.5, 1.7 Hz, Ar4-1H) correspondientes al grupo furoilo del grupo amida.
Para el compuesto TZOcMeFurA, se observan dos sefiales de protones aromaticos
con & 7.20 (d, J = 3.4 Hz, Ar5-1H), 6.18 (d, J = 3.4 Hz, Ar4-1H), y una sefial simple con
0 2.37 (Ar5-Me, 3H), correspondientes al grupo 5-metilfuroil del grupo amida. En el
compuesto  TZOcNOFurA, Unicamente se observan dos sefiales de protones
aromaticos con 6 7.43 (d, J = 3.8 Hz, Ar4-1H), 7.41 (d, J = 3.8 Hz, Ar3-1H), generados
por el grupo 5-nitrofuroilo amida.

En el espectro de RMN-3C de los compuestos TZOcBzA, TZOcMeBzA,
TZOcMeOBzA, TZOcFBzA, TZOcCIBzA, TZOcNOBzA y la 2-aminotiazolochraceolida
A (Figura 21), se observan 31 sefiales para la 2-aminotiazolochraceolida A, 36 sefiales
para los compuestos TZOcBzA, TZOcCIBzA y TZOcNOBzA, 37 sefiales para los
compuestos TZOcMeBzA y TZOcMeOBZzA, 38 sefiales para el compuesto TZOcFBzA;
se puede apreciar una de estas senales & 171.4 correspondiente a la lactona (C30);
dos sefiales con & 139.2 y & 124.9 correspondientes a los carbonos vinilicos (20 y 29,
respectivamente) en todos los derivados. Para los compuestos TZOcBzA,
TZOcMeBzA, TZOcMeOBzA, TZOcCIBzA y TZOcNOBzA, se puede destacar la
aparicion de cuatro sefiales las cuales son equivalentes a seis carbonos arométicos,
debido a que cuatro carbonos son homoto6picos generando Unicamente dos sefiales, y
la aparicién de una sefial en cada compuesto con & 164.3, & 164.1, & 163.5, 6166.9, &
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163.4 y 6 162.8 (TZOcBzA, TZOcMeBzA, TZOcMeOBzA, TZOcFBzA, TZOcCIBzA,
TZOcNOBZzA, respectivamente) correspondiente al carbonilo del grupo amida.

En el espectro de RMN-*C de los compuestos TZOcFurA, TZOcMeFurA,
TZOcNOFurA y la 2-aminotiazolochraceolida A (Figura 22), se observan 31 sefiales
para la 2-aminotiazolochraceolida A, 36 sefiales para los compuestos TZOcFurA y
TZOcNOFurA; 37 sefales para los compuestos TZOcMeFurA; se puede apreciar una
de estas sefiales con & 171.4 correspondiente a la lactona (C30); dos senales con &
139.2 y & 124.9 correspondientes a los carbonos vinilicos (20 y 29, respectivamente)
en todos los derivados. Para los compuestos TZOcFurA, TZOcMeFurA vy
TZOcNOFurA se puede destacar la aparicibn de cuatro carbonos aromaticos y la
aparicion de una sefial en cada compuesto con 6 154.9, & 156.1, & 154.5 (TZOcFurA,
TZOcMeFurA y TZOcNOFurA, respectivamente) correspondiente al carbonilo del
grupo amida.
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Figura 21. Espectro en CDCl; de RMN-*C de la TZOc) 2-aminotiazol[3,2-
dlochraceolida A, TZOcBzA) N-(2-tiazolil[3,2-dJochraceolida A) benzamida,
TZOcMeBzA) N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) 4-metilbenzamida, TZOcMeOBzA) N-
(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) 4-metoxibenzamida, TZOcFBzA) N-(2-tiazolil[3,2-
dJochraceolida A) 4-fluorobenzamida, TZOcCIBzA) N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A)
4-clorobenzamida, TZOcNOBzA) N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceoclida A) 4-nitrobenzamida;
todos en CDCls;a 400 MHz.
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Figura 22. Espectros de RMN-'H de la TZOc) 2’-aminotiazol[3,2-d]Jochraceolida A,
TZOcFurA) N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) furan-2-carboxamida, TZOcMeFurA),
N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) 5-metilfuran-2-carboxamida, TZOcNOFurA) N-(2-
tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) 5-nitrofuran-2-carboxamida; todos en CDClza 400 MHz.

De la serie de amidas alifaticas (compuestos TZOcAc, TZOcPr, TZOcBu,
TZOciBu, TZOcPe y TZOcMeBu) y las amidas aromaticas (compuestos TZOcBzA,
TZOcMeBzA, TZOcMeOBzA, TZOcFBzA, TZOcCIBzA, TZOcNOBzA, TZOcFurA,
TZOcMeFurA y TZOcNOFurA) se presenta a continuacion la elucidacion estructural
de dos de estos, como modelo por similitud se eligieron estos dos ejemplos: el
compuesto TZOciBu (amida alifatica) y el compuesto TZOcBzA (amida aromatica); y
de esta manera corroborar la obtencién de los derivados de amida propuestas en los
objetivos del presente trabajo.
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Elucidacion estructural del compuesto N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A)
isobutiramida

El compuesto N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A) isobutiramida (compuesto TZOciBu)
se obtuvo como un solido de color anaranjado con un rendimiento del 57 %. Su
identidad fue establecida por EM, RMN-'H y RMN-2C (Figura 16 y 18). En el espectro
de RMN-3C (Figura 23) se observan 35 sefiales, una de ellas con & 171.4
correspondiente al carbonilo de la lactona (C30), otras dos sefiales con 6 139.1y & 125
correspondientes a los carbonos vinilicos (C20 y C29, respectivamente), y una sefial
con d 82.3 correspondiente a un metino (C21). Los experimentos DEPT de 135° y 90°
permitieron determinar la presencia de ocho metilos, nueve metilenos, siete metinos y
11 carbonos cuaternarios en la estructura del triterpeno. Se puede destacar la
aparicion de una sefial con & 174.3 correspondiente al carbonilo del grupo amida y la
aparicion de la aparicién de dos carbonos metilicos (6H, & 1.25) con respecto a la 2-
aminotiazolochraceolida A.
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Figura 23. Espectro en CDCI; de: a) DEPT 90°% b) experimento DEPT 135° c) RMN-
13C de TZOciBu.
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En el experimento de HSQC (Figura 24) se observé la correlacién entre los protones de
sefales con & 6.34 y 5.71 (H-29) y el carbono del metileno a & 125. Por otra parte, el
protén de sefal con & 3.15 (1H) mostré correlacion con el carbono del metino de senial
con & 45.1. También se observé que el protén de sefal con & 4.96 (1H) presento
interaccion con el metino de sefial con & 82.2 que de acuerdo con el desplazamiento
debe de encontrarse unido a un atomo de oxigeno. Se puede destacar la aparicion de
una sefial con & 1.25 (1H) que presentd interacciéon con el metino con & 35.6
correspondiente al metino del grupo isopropilo y una sefial doble con & 1.25 (6H) que
presentd una correlacion con los metilos con & 19.2 y & 19.3 pertenecientes al gurpo
isopropilo.
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Figura 24. Ampliaciones del experimento HSQC (CDCls, 400 MHz) del compuesto
TZOciBu.

En el experimento HMBC (Figura 25) se observo que el carbono del carbonilo
(CONH) con sefal con & 174.3 presenta correlacion con los protones de la sefial con 6
1.25 correspondiente a metilos B-carbonilos (6H). Este mismo carbono tiene interaccion
con una sefial séptuple a 6 2.58 (1H, J = 6.95 Hz), el cual es generado por el protdon a-
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carbonilo del grupo amida. Por su parte, el carbonilo de éster (6 171.4) presentd
correlacién con los protones de sefiales con & 4.96 (H-21) y 3.15 (H-19), asi como con
los protones vinilicos H-29 (6 6.34 y 5.71, respectivamente). Estas correlaciones
confirmaron que el esqueleto del compuesto TZOciBu contiene a una lactona en su
estructura.

Por otra parte, se observo que las sefales a & 2.71 y & 2.21, correspondientes a los
protones del metileno en la posicion 1 (HB y Ha, respectivamente), presentan
correlacion con los carbonos aromaticos a & 151.9 (C3) y & 115.8 (C2). Asimismo, los
protones a & 1.21 y ® 1.11, correspondientes a metilos geminales en posiciones 24 y
23, respectivamente; mostraron acomplamiento solamente con el carbono a & 151.9
(C3). El tercer carbono aromético a & 155.0 no presentd acoplamiento con ningun
protén.
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Figura 25. Ampliaciones del experimento HMBC (CDClz, 400 MHz) del compuesto
TZOciBu.
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Con base en los datos expuestos anteriormente se estableci6 que la
estructura del compuesto TZOciBu corresponde a N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A)
isobutiramida (Figura 26). Los datos espectroscopicos se encuentran en la tabla 6.

Figura 26. Estructura del N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) isobutiramida.
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Tabla 6. Datos espectroscépicos de RMN-H, *C (CDCls, 400 MHz) para el compuesto
TZOciBu.

Posicion THS (ppm) 13CS (ppm)
1 2.71(1H,d, J=15.6 Hz) 38.7
2.21(1H,d, J=13.9 Hz)
2 - 120.5
3 - 150.7
4 - 39.6
5 1.28 (1H,t,J=3.2Hz) 52.6
6 1.59 (2H, m) 19.5
7 1.47 (2H, m) 33.3
8 - 40.9
9 1.49 (1H, m) 48.6
10 - 38.5
11 1.61 (2H, m) 21.3
12 1.72 (2H, m) 27.8
13 1.95 (1H, td, J = 12.3, 3.6 Hz) 37.8
14 - 43.1
15 1.68 (2H, m) 26.6
16 1.43 (2H, m) 34.6
17 - 43.9
18 1.48 (1H, m) 52.2
19 3.15(1H, m) 451
20 - 139.1
21 4.96 (1H, m) 82.3
22 217 (1H,d, J=5.7 Hz) 47.8
142 (1H,d, J= 3.1 Hz)
23 1.11(3H, s) 224
24 1.21(3H, s) 30.4
25 0.87 (3H, s) 16.2
26 1.10 (3H, s) 15.7
27 0.91 (3H, s) 14.3
28 0.83 (3H, s) 19.5
29 6.34 (1H,d, J=1.8 Hz) 125.0
571 (1H,d, J=1.0Hz)

30 - 1714
C2 - 155.0
CONH - 174.3
Ca 2.58 (1H, Hept, J= 6.9 Hz) 35.6
CB 1.25 (6H, d, J = 6.9 Hz) 19.2
19.3
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Elucidacion estructural del compuesto N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A)
benzamida

El compuesto N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) benzamida (compuesto TZOcBzA) se
obtuvo como un sélido de color anaranjado con un rendimiento del 60 %. Cuya
identidad fue establecida por EM, RMN-'H y RMN -13C (Figura 19 y 21).

En el espectro de RMN -13C (Figura 27) se observan 36 sefiales, una de ellas con
171.4 correspondiente al carbonilo de la lactona (C30), otras dos sefiales con § 139.1y
® 125 correspondientes a los carbonos vinilicos (C20 y C29, respectivamente) y una
sefial a 82.3 ppm correspondiente a un metino (C21). Los experimentos DEPT de 135°
y 90° permitieron determinar la presencia de seis metilos, nueve metilenos, nueve
metinos y 12 carbonos cuaternarios en la estructura del triterpeno. Se puede destacar
la aparicion de una sefial a & 164.4 correspondiente al carbonilo del grupo amida y la
aparicion de cuatro sefales en la region de carbonos aromaticos equivalentes a seis
carbonos, con respecto a la 2-aminotiazolochraceolida A.
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Figura 27. Espectro en CDCl; de: a) DEPT 135% b) experimento DEPT 90°% ¢) RMN-
13C del compuesto TZOcBzA en CDCls.

En el experimento de HSQC (Figura 28) se observd la correlacion entre el proton de
sefales con & 6.23 y 5.70 (H-29) y el metileno de sefial con & 125. Por otra parte, el
protén de senal con & 3.14 (1H) mostré correlacidn con el metino de sefial con & 45.1.
También se observé que el proton de sefal con & 4.94 (1H) presentd interaccién con el
metino de sefal con & 82.3 que de acuerdo con el desplazamiento debe de
encontrarse unido a un heterodtomo. Se puede destacar la correlacion de tres sefiales
de protones aromaticos a & 7.92 (2H, d, Joro = 7.50 Hz), 6 7.54 (1H, t, Jpara = 7.17 HZ) y
O 7.46 (Ar-2H, t, Jmeta = 7.63 Hz), con los metinos (& 127.5, d 132.7 y & 128.9,
respectivamente) pertenecientes al grupo bencilo del grupo amida.
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Figura 28. Ampliaciones del experimento HSQC (CDCls, 400 MHz) del compuesto
TZOcBzA.

En el experimento HMBC (Figura 29) se observo que el carbonilo de la lactona

(6 171.4) presentd correlacion con los protones de senales con 6 4.94 (H-21) y 3.14 (H-
19), asi como con los protones vinilicos H-29 (& 6.33 y 5.70, respectivamente). Estas
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correlaciones confirmaron que el esqueleto del compuesto TZOcBzA contiene a una
lactona a,B-insaturada en su estructura. De igual forma, se observé que las sefales a &
2.74 y b 2.24, correspondientes a los protones del metileno en la posicion 1 (HB y Ha,
respectivamente), presentan correlacion con los carbonos arométicos con 6 151.1 (C3)
y 6 120.8 (C2). Asimismo, los protones con d 1.21 y & 1.11, correspondientes a metilos
geminales en posiciones 24 y 23, respectivamente; mostraron acomplamiento
solamente con el carbono con & 120.8 (C3). El tercer carbono aromatico con & 155.5
no mostré acoplamiento con ningun proton. Por otra parte, el carbono del carbonilo del
grupo amida (CONH) con sefal con & 164.4 presentd correlacion con dos protones
aromaticos de sefiales con & 7.92 (Ar-2H, d, Joro = 7.50 Hz) y & 7.46 (Ar-2H, t, Jmeta =
7.63 Hz), correspondientes al grupo benzilo del grupo amida. Por su parte, se observé
una correlacion del proton & 7.54 (Ar-1H, t, Jpara = 7.17 Hz) en posicion para del grupo
bencilo del grupo amida con los carbonos aromaticos con & 127.5y 6 128.9 (Co y Cm,
respectivamente), correspondientes al grupo bencilo del grupo amida.
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Figura 25. Ampliaciones del experimento HMBC (CDCls, 400 MHz) del compuesto
TZOcBZzA.

Con base en los datos expuestos anteriormente se establecid que la
estructura del compuesto TZOcBzA corresponde a N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A)
benzamida (Figura 26). Los datos espectroscipicos se encuentran en la tabla 7.

Figura 26. Estructura del N-(2-tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) benzamida (compuesto
TZOcBZzA.
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Tabla 7. Datos espectroscépicos de RMN-H, *C (CDCls, 400 MHz) para el compuesto

TZOcBZA.

Posicion H5 (ppm) 13C6 (ppm)
1 2.74 (1H,d, J=15.6 Hz) 38.8
2.24 (1H,d, J=15.6 Hz)

2 - 120.8
3 - 151.1
4 - 36.7
5 1.29 (1H,t, J=3.0 Hz) 52.7
6 1.59 (2H, m) 19.5
7 1.47 (2H, m) 33.3
8 - 40.9
9 1.49 (1H, m) 48.6
10 - 38.5
11 1.61 (2H, m) 21.3
12 1.71 (2H, m) 27.8
13 1.94 (1H, td, J=12.3, 3.4 Hz) 37.8
14 - 43.1
15 1.67 (2H, m) 26.6
16 1.51 (2H, m) 34.6
17 - 43.9
18 1.47 (1H, m) 52.2
19 3.14 (1H, m) 45.1
20 - 139.1
21 4.94 (1H, m) 82.3
22 2.15 (1H, m) 47.8
1.40 (1H, m)

23 1.09 (3H, s) 224
24 1.20 (3H, s) 30.5
25 0.88 (3H, s) 16.2
26 1.09 (3H, s) 15.7
27 0.91 (3H, s) 14.2
28 0.82 (3H, s) 19.4
29 6.33 (1H,d, J=1.5Hz) 125.0
5.70 (1H,d, J=1.0 Hz)

30 - 1714
C2 - 155.5

CONH - 164.4
Ca - 132.3
Co 7.92 (2H, d, Jorto = 7.50 Hz) 127.5
Cm 7.46 (Ar-2H, t, Jmeta = 7.63 Hz) 128.9
Cp 7.54 (1H, 1, Jpara = 7.17 Hz) 132.7
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Actividad bioldgica de los compuestos obtenidos

Se evaluo la susceptibilidad de dos lineas celulares de cancer de mama (MCF-7
y MDA-MB-231), una de céncer cervicouterino (SiHa) y una de células normales
(Vero), a diferentes concentraciones de Ochraceolida A (Oc), 2-bromo ochraceolida A
(BrOc), 2-aminotiazolochraceolida A (TZOc) y a 15 derivados obtenidos de este Ultimo
compuesto.

La actividad citotoxica y antiproliferativa de cada compuesto fue evaluada con el fin de
determinar si el efecto de los compuestos sobre las células se debe a una disminucién
de la tasa de crecimiento y no solo a una muerte celular generado por un efecto de
toxicidad.

De manera general, en la industria si un compuesto es activo contra células
cancerosas a una concentracion <10 yM se considera significativo; sin embargo, en el
ambito académico, en revistas de area de la Quimica de Productos Naturales, se
considera a un compuesto activo contra células de cancer, si tiene efecto sobre ellas a
concentraciones <30 uM.1% Por tal motivo en el presente trabajo se consideraron
cuatro niveles de actividad: Débil (30 - >20 uM), moderada (20 - >10 uM), alta (10 - >5
pM) y altamente significativa (<5 pM).

También se evalué la selectividad de los compuestos para ejercer efecto sobre células
cancerosas pues se considera que actividad que un compuesto exhibe contra células

cancerosas no se debe a una accién citotéxica si presentan un indice de selectividad
210.104

Actividad citotoxica

Los resultados obtenidos (Tabla 8) muestran que las células cancerosas de mama
altamente invasivas tipo triple negativo (MDA-MB-231) fueron susceptibles, en algun
grado, a sélo el 11 % de los compuestos evaluados; en tanto que las de tipo
hormonodependiente (MCF-7) y las células cancerosas de cérvix de Utero (SiHa) lo
fueron a un mayor nimero de compuestos (33 y 44 %, respectivamente).

Ochraceolida A soélo resultd ser activa, moderadamente, contra las células cancerosas
correspondientes a la linea celular SiHa (18.0 uM). La introduccion del &tomo de bromo
en la posicion 2 del anillo A del triterpeno provoco un ligero aumento de esta actividad
(11.2 uM), sucediendo lo mismo con la selectividad al pasar de 2.6 a 3.1. Es importante
resaltar que la presencia del &tomo de halégeno condujo a la aparicién de citotoxicidad
débil contra la linea celular MCF-7 (23.7 uM), asi como un incremento discreto de la
citotoxicidad contra las células normales. La introduccién de halégenos en moléculas
bioactivas obedece a la necesidad de incrementar la lipofilicidad, con lo cual el
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incremento observado en la actividad citotdéxica podria estar asociada al incremento de
esta caracteristica fisicoquimica.l%®

La fusién del anillo tiazélico en las posiciones 2 y 3 del anillo A del triterpeno llevé a un
incremento en la actividad citotoxica contra las cuatro lineas celulares utilizadas. En el
caso de las células cancerosas hormonodependientes y las de cancer de cuello
uterino, la actividad se clasificO como alta, mientras que las consideradas como triple
negativo fueron medianamente susceptibles al compuesto. Estos resultados son
congruentes con los publicados en la literatura cientifica. Asi se ha descrito que la
introduccion de un anillo heterociclico al anillo A de un triterpeno aumenta su actividad
citotoxica.%*

Desfortunadamente, las células normales de rifion de mono verde presentaron una
muy alta susceptibilidad a TZOc (4.4 uM), situacién que llevé a una caida pronunciada
de la selectividad, llegando a valores cercanos a cero. Esta pérdida de la selectividad
puede ser aducida a la presencia del grupo amino en el anillo tiazdlico, pues se ha
descrito que sistemas de este tipo pueden generar “promiscuidad” en términos de
actividad biolégica.1%®

La conversion del grupo amino del tiazol en amida produjo, de manera general, la
pérdida de la actividad biolégica, asi casi todas la amidas alifaticas y aromaticas
resultantes, a excepcion de cinco, fueron consideradas carentes de actividad citotoxica.

Los compuestos TZOc, TZOcAc, TZOcBu, TZOcFurA y TZOcNOFurA fueron los
Unicos que presentaron actividad citotéxica, en diferente grado, contra las células
pertenecientes a las lineas celulares MCF-7 y SiHa, siendo esta Ultima las mas
susceptible. Entre los cinco compuestos activos contra SiHa, el compuesto TZOcBu
(propil amida) presentd alta actividad (8.6 pM) con un indice de selectividad
significativo (20) y el compuesto TZOcNOFurA (nitrofuroil amida) exhibié actividad
citotoxica altamente significativa (1.6 pM) aunque con un indice de selectividad
ligeramente bajo (8). Estos resultados demuestran que la actividad citotoxica generada
por el 2-aminotiazol fusionado al anillo triterpénico puede ser modulada a través de la
transformacién del grupo amino a amida alifatica o heteroaromética.

65



Tabla 8.- Actividad citotéxica de ochraceolida A y sus derivados contra células

cancerosas y normales.

Compuesto

Lineas celulares CCs, uM (IS)?

MCF7 MDA-MB-231 SiHa VERO

Oc 342(1.3) 2212(0.2) 18.0 (2.6) 459
BrOc 23.5(1.5) 94.3 (0.4) 11.2 (3.1) 34.5

TZ0c 7.4 (0.6) 16.0 (0.3) 5.3(0.8) 44
TZOcAc 90.9 (2.0) 181.8 (1.0) 181.8 (1.0) 181.8
TZOcPr 88.7 (2.0) 177.3(1.0) 177.3(1.0) 177.3
TZ0cBu 27.00 (6.4) 86.5 (2.0) 8.6 (20.2) 173.0
TZOciBu 29.6 (5.9) 86.5 (2.0) 19.6 (8.8) 173.0
TZOcPe 168.81 (1.0) 168.9 (1.0) 47.3(3.6) 168.9
TZOcMeBu 168.81 (1.0) 84.5 (2.0) 238(7.1) 168.9
TZOcBzA 163.31 (1.0) 163.4 (1.0) 36.4 (4.5) 163.4
TZOcMeBzA 159.65 (1.0) 159.7 (1.0) 159.7 (1.0) 159.7
TZOcMeOBzA 155.68 (1.0) 155.8 (1.0) 155.8 (1.0) 155.8
TZOcFBzA 158.64 (1.0) 158.7 (1.0) 155.8 (1.0) 158.7
TZOcCIBzA 154.72 (1.0) 154.8 (1.0) 65.4 (2.4) 154.8
TZOcNOBzA 152.13 (1.0) 152.2 (1.0) 152.2 (1.0) 152.2
TZOcFurA 166.02 (0.5) 166.1 (0.5) 255 (3.3) 83.1
TZOcMeFurA 162.25 (1.0) 162.3 (1.0) 434 (3.7) 162.3
TZOCcNOFurA 4.19(3.0) 12.7 (1.0) 1.6 (8.0) 12.7
Docetaxel 0.01 (130) 0.19 (6.8) 0.22 (5.9) 13

2= [ndice de selectividad
Actividad Antiproliferativa

En general, los compuestos evaluados que exhibieron actividad citotoxica también
presentaron actividad antiproliferativa, aungue a concentraciones mas elevadas.

Al igual que en el caso de la citotoxidad, la conversién del grupo amino, en la posiciéon
2 del anillo tiazélico, a un grupo amida tuvo un impacto negativo profundo en la
actividad antiproliferativa contra las lineas celulares utilizadas, observandose que casi
todos los compuestos resultaron ser inactivos. La excepcion fue el compuesto
TZOcNOFurA, el cual resultdé ser al final el de mayor actividad antiproliferativa
significativa (2.9 pM).
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Tabla 9.- Actividad antiproliferativa de ochraceolida A y sus derivados contra células
cancerosas y normales.

Lineas celulares CCs, uM (IS)?

Compuesto MCF7 MDA-MB-231 SiHa VERO
Oc 110.6 (1.0) 2212(02) 332 (14) 1106
BrOc 94.3 (0.3) 188.7 (0.2) 135 (2.6) 26.0
TZOc 20.7 (1.0) 228(0.2) 6.9 (0.6) 197
TZOcAc 181.1 (1.0) 181.8 (1.0) 90.9 (2.0) 1818
TZOcPr 177.3 (1.0) 177.3 (1.0) 88.7 (2.0) 1773
TZOcBu 479 (18) 173.0 (1.0) 9.5 (18.1) 86.5
TZOciBu 86.5 (1.0) 173.3 (1.0) 16.6 (10.4) 86.5
TZOcPe 168.9 (1.0) 168.9 (1.0) 38.6 (4.4) 168.9
TZOcMeBu 84.5 (1.0) 168.9 (1.0) 186 (9.1) 845
TZOcBzA 163.4 (1.0) 163.4 (1.0) 29.9 (5.5) 1634
TZOcMeBzA 159.7 (1.0) 159.7 (1.0) 79.9 (2.0) 159.7
TZOcMeOBzA 155.8 (1.0) 155.8 (1.0) 1558(10) 1558
TZOcFBzA 158.7 (1.0) 158.7 (1.0) 79.4 (2.0) 158.7
TZOcCIBzA 154.8 (1.0) 154.8 (1.0) 774 (2.0) 154.8
TZOcNOBZA 152.2 (1.0) 152.2 (1.0) 76.1 (2.0) 152.2
TZOcFurA 166.1 (1.0) 166.1 (1.0) 312 (2.7) 83.1
TZOcMeFurA 162.3 (1.0) 162.3 (1.0) 39.1 (4.2) 162.3
TZOCcNOFurA 6.1(1.0) 10.3(0.3) 29 (4.4) 9.1
Docetaxel 0.01 (1) 0.06 (1.8) 0.09 (1.2) 0.11

a2 = [ndice de selectividad
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CONCLUSIONES

El procedimiento para fusionar un anillo 2-aminotiazélico al anillo A de
ochraceolida A involucra el uso de 2-bromo ochraceolida, por lo tanto, es crucial
la introduccién selectiva de bromo en el carbono dos del triterpeno en cuestion.
De acuerdo con los ensayos realizados se concluye que es indispensable el
uso de tribromuro de feniltrimetilamonio para tal fin.

Es indispensable el uso de un disolvente polar aprético en la reaccion de
formacion del anillo tiazélico para mantener intacta la lactona presente en la
Ochraceolida A.

Para lograr la obtencién de amidas derivadas de N-(2-tiazolil[3,2 d]ochraceolida
A) es necesario mantener condiciones anhidras.

La introduccion de un anillo tiazdlico en el anillo A de la Ochraceolida A provoco
un aumento en la actividad contra células cancerosas MCF-7, MDA-MB-231 y
SiHa con menoscabo de la selectividad.

La conversion a amida del grupo amino en posicién 2 del anillo tiazélico impacta
en forma negativa la actividad citotoxica y antiproliferativa de las amidas N-(2-
tiazolil[3,2-d]Jochraceolida A) contra las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231 y
SiHa.

La actividad citotdxica y antiproliferativa contra las lineas celulares MCF-7,
MDA-MB-231 y SiHa, asi como la selectividad es potenciada al introducir un
segundo heterociclo 1T excedente desactivado en un sistema aromético amida
N-(2-tiazolil[3,2-d]ochraceolida A).
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Impacto electrénico
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I6n molecular
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Metanol
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Resonancia magnética nuclear de carbono 13
Heteronuclear Single Quantum Coherence
Heteronuclear Multiple Bond Correlation
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