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1. RESUMEN

El cancer es un problema de salud a nivel mundial; se le atribuyen el 13% de las
defunciones mundiales ocurridas en 2007 y en México es considerado como un problema
prioritario siendo de las principales causas de muerte, solamente por debajo de los
decesos causados por las enfermedades del sistema circulatorio y las enfermedades
endocrinas, nutricionales y metabdlicas. De lo anterior resulta imprescindible la busqueda
de nuevos agentes anticancer. En la frecuente busqueda de compuestos de origen
natural, las tetrahidro-B-carbolinas, dihidro-B-carbolinas y B-carbolinas y/o sus derivados
han mostrado poseer actividad citotéxica, la cual se ha atribuido a su intercalacién con el
ADN, su inhibicion de las topoisomerasas | y Il y/o actuando como reguladores de CDK,
cinesina 5 (Eg5) y NF-kB. Tomando en cuenta lo anterior, se propuso la sintesis de 14
tetrahidro-B-carbolinas y una [-carbolina empleando como sustratos la triptamina o el
aminodcido correspondiente mediante una ciclacién del tipo Pictet-Spengler obteniendo
rendimientos moderados. (Fig. 1) . Asi, la actividad citotoxica de los compuestos
obtenidos (y/o mezclas, segln sea el caso) se evalué empleando el modelo de
sulforrodamina B. Como resultado, se determiné que dos de los compuestos obtenidos
presentaron alta actividad, pero baja selectividad. La actividad citotoxica de los
compuestos no dependi6 de manera absoluta de la planaridad de la molécula, sin
embargo, dependié de la configuracidn en la posicion 3; asi como del sustituyente en la
posicion 1. Ademas, se obtuvo un compuesto (C12), un racemato (C4) y una mezcla

diasteroisomérica (C8) con una alta selectividad hacia cancer de mama (MCF-7).
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Figura 1. Sintesis de B-carbolinas por medio de una ciclacién de Pictet-Sp  engler
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2. INTRODUCCION

La existencia del cancer se conoce desde la antigiedad, en los viejos
manuscritos de Egipto y de la India ya se habla de tumores ulcerados e incluso se
han encontrado momias con tumores 06seos. A pesar de ello, tan solo
recientemente la sociedad ha tomado conciencia del terrible impacto que supone

la elevada frecuencia y mortalidad del cancer (Diaz-Rubio & Garcia-Conde, 2002).

Actualmente representa una de las principales causas de muerte a nivel
mundial, se le atribuyen 7.9 millones de defunciones (o aproximadamente el 13%
de las defunciones mundiales) ocurridas en 2007 y aproximadamente el 72% de
estas defunciones se registraron en paises de ingresos bajos y medianos (entre
los que se encuentra México). Se prevé que el nimero de defunciones anuales
mundiales por cancer seguira aumentando y llegara a unos 12 millones en 2030
(WHO, 2011).

En México, durante 2007 el cancer representd la tercera causa de muerte
entre las mujeres con 35 303 defunciones (15.4%), mientras en los hombres fue la
cuarta causa con 33 509 muertes, lo que representa 11.8% del total de
defunciones entre los varones. Estuvo solamente por debajo de los decesos por
las enfermedades del sistema circulatorio y las enfermedades endocrinas,

nutricionales y metabdlicas (INEGI, 2011).

En la actualidad es posible curar y prevenir el cancer con las estrategias
multidisciplinarias de tratamiento disponibles. Esta temible enfermedad, en un
tiempo sinénimo de muerte ha cedido ante los avances de la actual deteccion
precoz y el diagnostico, asi como el mayor desarrollo de multiples modalidades
terapéuticas (Rubin, 2003). Sin embargo, se continda en la blisqueda de agentes
antitumorales mas efectivos y selectivos debido a que uno de los problemas en el
desarrollo de farmacos anti cancer en la clinica es la toxicidad a largo plazo de las
quimioterapias, que afectan virtualmente cada o6rgano del cuerpo (Chabner &
Roberts Jr, 2005). De manera que una de las cuestiones en la investigacion sobre
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el cancer es la busqueda de compuestos anticancer que puedan ser usados para
regular el ciclo celular y conduzcan a tratamientos antitumorales mas efectivos
(Santos y cols., 2009).

En este sentido, se han reportado algunos compuestos que reconocen al ADN
entre los que se encuentran los llamados “Groove binders” o acanaladores, los
compuestos alquilantes y los agentes intercaladores; estos ultimos son usados
rutinariamente, siendo los de mayor interés en oncologia clinica las antraciclinas,
acridinas y antraquinonas. Estas moléculas comparten una estructura planar
(aromatica, policiclica) gracias a la cual se apilan entre los pares de DNA en los
sitios de intercalamiento lo cual ocasiona cambios conformacionales en la doble

hélice alterando la duplicacion, transcripcion y el reparamiento (Wu y cols., 2009).

Muchas de estas moléculas provienen de productos naturales, siendo estos
una de las fuentes mas importantes para el descubrimiento de productos
innovadores. Existen muchos productos naturales que han mostrado interacciones
con el ADN formando complejos no covalentes, ademas, un relativamente nuevo
concepto ha sido la idea de la interferencia entre la interfase en la interaccion de
dos proteinas o entre proteinas y acidos nucleidos. Una de las clases de
productos naturales mas exitosas en este concepto para un uso médico son los
inhibidores de las topoisomerasas, enzimas que pueden alterar la topologia del

ADN rompiendo y uniendo las hebras (Kool, 1999).

Recientemente se han aislado y sintetizado agentes intercalantes de ADN y se
ha encontrado que las B-carbolinas como la Harmina y sus derivados son
altamente citotoxicos en lineas celulares tumorales, se ha demostrado una
correlacion entre la intercalacion de ADN vy la citotoxicidad y se cree que actdan a
través del intercalamiento de ADN para inhibir las topoisomerasas | y Il (Wu y
cols., 2009). Adicionalmente, se ha informado que algunas carbolinas pueden
actuar como reguladores de CDKs (Song y cols., 2002), Kinesina5 (Eg5) (Barsanti
y cols., 2010) y NF-kB (Haefner, 2002).
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Es debido a estas propiedades antitumorales y a su relativamente sencilla
estructura que se planteo hacer la sintesis de tetrahidro-p-carbolinas a partir del L
y D-triptofano y la triptamina con diferentes sustituyentes en las posiciones 1, 2, 3
y 9, para obtener una serie de analogos que permitan determinar la relacion entre

la estructura y la actividad citotoxica.

En este trabajo se muestra la sintesis de 14 tetrahidro-B-carbolinas y una -
carbolina mediante la reaccion de condensacion de Pictet-Spengler y la relacion
que existe entre su estructura y la citotoxicidad en lineas celulares de cancer

humano.



©

Facultad de Quimica MARCO TEORICO
UNAM

3. MARCO TEORICO

3.1 Algunos aspectos sobre el cancer

Se considera al cancer como una enfermedad genética, producto de la
proliferacion anémala de un clon celular. La carcinogénesis se concibe como un
proceso con multiples fases, en el que se suceden una serie de alteraciones
genéticas en el interior de la célula, que mediante los procesos de promocion y

regresion, conducen a la malignizacién (Rubin, 2003).

3.1.1. Etiologia

Segun la actual corriente de pensamiento en oncologia molecular,
determinados oncogenes celulares intrinsecos, genes supresores del crecimiento
y la pérdida de regulacion sobre los puntos que controlan el ciclo celular, la
proliferacion celular y la diferenciacion por medio de la expresion génica,
desempefian papeles interactivos que llevan a las células normales a un estadio

premaligno que acaba por desembocar en una neoplasia manifiesta (Rubin, 2003).

En estudios sobre las vias de transduccidn de sefial en las células, se observo
gue muchos aspectos del crecimiento celular normal, de su diferenciacion y su
muerte se controlan por medio del equilibrio entre las sefales positivas y negativas
que se originan en el interior y el exterior de la célula. En el cancer este equilibrio
esta alterado como consecuencia de los cambios en los productos génicos
implicados, cualquier alteracion en su capacidad para responder a una sefal
especifica puede hacer que una célula prolifere ante otras células que
normalmente evitarian tal proliferacion. Las alteraciones genéticas pueden
originarse directa o indirectamente en factores como las mutaciones génicas
hereditarias, la lesion del ADN secundaria a sustancias quimicas o radiaciones, la
incorporacion de determinados virus al interior de la célula o errores aleatorios
durante la sintesis del ADN. Fearon y Volgestein presentaron un modelo de
progresion tumoral que fue desarrollado para el cancer de colon (Fig. 2) y es una

buena herramienta para su mejor entendimiento, este modelo propone que la
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mutacion de un gen denominado APC (poliposis adenomatosa de colon) da lugar
a un aumento del nivel de proliferacion en una o varias células del tejido normal.
La hipometilacién del ADN, la activacién del protooncogen KRAS y la pérdida del
gen DCC (delecion en el cancer de colon) estan implicadas en la progresion del
adenoma benigno. La mutacién del gen supresor tumoral TP53 y otras perdidas
cromosOmicas estan implicadas en la progresion del carcinoma maligno y a la
metastasis (Rubin, 2003).

Cambio en la Pérdida Otros

metilacion del ADN Mutacén del DCC Mutacion cambios
genéticos

Mutacién
del APC del K-RAS de la p53

Célula
| del Aumento del
normal de , Adenoma | p Adenomall | ——% Aqcnomalil p Carcinoma +  Metéstasis

crecimiento
colon

Figura 2. Modelo de los cambios genéticos y la prog  resion del cancer de colon . [Modificado
de Rubin, 2003]

Los datos obtenidos de los estudios epidemiolégicos sugieren que la mayoria
de los canceres humanos (50%-80%) estan producidos por agentes ambientales y
aunque los factores genéticos intrinsecos son importantes a la hora de determinar
la susceptibilidad individual, el hecho es que la mayoria de los canceres humanos
no siguen o reflejan simples patrones hereditarios, ello significa que la inmensa
mayoria de los canceres se pueden prevenir si se llegan a identificar los factores

causales externos (Rubin, 2003).

Los factores externos conocidos que causan cancer incluyen: a) carcindgenos
fisicos, como la luz ultravioleta y la radiacion ionizante; b) carcin6genos quimicos,
como el asbesto y el humo del tabaco, y c) carcinégenos biolégicos, como las

infecciones causadas por determinados virus, bacterias o parasitos (Rubin, 2003).
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3.1.2. Control del ciclo celular

El ciclo celular se regula por una serie de proteinas conocidas como ciclinas,
cinasas dependientes de ciclinas (CDK ciclin dependent kinases) e inhibidores de
cinasas dependientes de ciclinas (CDKI), que participan activando e inactivando
las reacciones de fosforilacion sobre proteinas especificas. Estas reacciones
regulan las rutas bioquimicas o puntos de control de las sefales inhibitorias
mitogénicas y de crecimiento, y coordinan la secuencia de transiciones del ciclo
celular. En la fase tardia G1 existen importantes puntos de control cuando la célula
debe realizar y completar la sintesis de ADN, y en G2, donde ha de realizar y
completar la mitosis. Las ciclinas actian como reguladores positivos de la
actividad de las cinasas dependientes de ciclinas, ya que esta actividad depende
de su unidon con la ciclina apropiada. Los CDKI actian como reguladores

negativos de esa actividad (Rubin, 2003).

Los niveles de ciclinas fluctan durante el ciclo, alcanzandose los picos de
produccion en el momento de la maxima actividad de las cinasas. El estricto
control de la degradacion de las ciclinas en varias partes del ciclo celular también
contribuye a regular la actividad de las CDK. Como se indica en la figura 3, el paso
de la fase G; a la S se controla por las actividades de las CDK asociadas con las
ciclinas D, E y A. La ciclina D y sus CDK asociadas (2, 4, 5y 6) son responsables
de la fosforilacion de la proteina pRB del retinoblastoma, necesaria para la
transicion celular de la fase G; a la S. En su forma hiperfosforilada, la pRB se une
al factor de transcripcion E2F e inhibe la transcripcion de proteinas esenciales
para la entrada en la fase S. La fosforilacion de la pRB libera E2F y se activa la
trascripcion. Tanto las CDK asociadas con la ciclina E como las asociadas con la
A desempefian un papel modulador de la actividad transcriptora y son
fundamentales para la progresion de la fase S. Los complejos ciclina D/CDK
también parecen estar implicados en la reentrada de las células quiescentes (Go)
en el ciclo. La cinasa dependiente de ciclina 1 CDK1 (también denominada CDC-
2) se asocia con la ciclina B y desempefia una tarea de control de la entrada de

las células en mitosis (Rubin, 2003).
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Existen dos familias diferentes de inhibidores de las CDK (CDKI): las KIP
(proteinas inhibidoras de cinasas) y las INK4 (inhibidoras de la CDK4). La familia
KIP incluye la CIP1/WAF1, también denominada p21, SDI1, la KIP1 y la KIP2.
Estas proteinas unen al complejo ciclina-CDK e inhiben su actividad. Pequefas
variaciones en la concentracion de KIP/CDK en las células controlan la actividad
de la cinasa dependiente de la ciclina en los puntos de control del ciclo celular. El
aumento de los noveles de las KIP en las células suele provocar la deteccion de
Gi, por lo que estas proteinas desempefian importantes tareas en la
diferenciacién, la senescencia y las respuestas celulares a las citocinas
reguladoras del crecimiento y al dafio del ADN. En particular la p21 tiene una
regulacion positiva en las células en fase de senescencia o tras el dafio del ADN, y
actua deteniendo a las células en G; o finalizando la sintesis de ADN. La familia
INK4 de los CDKI incluye a la p15INK4b, p16INK4a, p18INK4c y la ciclina D-CDK4
0 —CDK®6 y pueden impedir que las células abandonen la fase G; (Rubin, 2003).

Figura 3. El ciclo celular y las ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (CDK) asociadas.

El circulo interno representa el ciclo celular y las flechas gruesas indican donde se activas las
distintas ciclinas y sus CDK asociadas. Las flechas abiertas indican el cambio en la fosforilacién de
la proteina del retinoblastoma (pRB). [Rubin, 2003]
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Los genes que regulan el control del ciclo celular suelen estar alterados en las
células cancerosas. En los tumores humanos, son habituales los cambios
genéticos en la ciclina D y se ha observado una sobreexpresion de la ciclina D1
hasta en el 45% de los canceres de mama. El gen INK4a es uno de los que muta
con mayor frecuencia en los tumores humanos y esta implicado en el melanoma
familiar. También es habitual la alteracion de las vias reguladoras de la actividad
de la pRB (Rubin, 2003).

3.2 Productos naturales y cancer

El papel de los productos naturales (PN) como fuente para la cura de diversas
enfermedades ha sido reconocido desde tiempos antiguos. Hoy en dia con el
avance de la ciencia y la tecnologia y el progreso de la quimica combinatoria, los
PN siguen teniendo una enorme contribucion en el descubrimiento de nuevos
farmacos. Muchos compuestos derivados de plantas se han empleado
satisfactoriamente para el tratamiento del cancer, siendo de los ejemplos mas
significativos los alcaloides de la familia de la vinca aislados de la especie
Catharanthus roseus, el taxol proveniente de la corteza del arbol Taxus brevifolia
y el etoposido (epipodofilotoxina) aislado de las especies Podophyllum peltatum y

Podophyllum emodi (da Rocha y cols., 2001).

Existen muchos productos naturales que han mostrado interacciones con el
ADN, los cuales toman como ventaja sus propiedades de union con él para
reaccionar en alguna forma. Por ejemplo es comuin encontrar moléculas
electrofilicas que reaccionan con sitios nucleofilicos en las bases del ADN, o
radicales libres que reaccionan con la parte con desoxirribosa. Algunos
mecanismos de reaccion resultan en un ataque covalente del producto natural con
el ADN y algunos otros nunca lo forman. Ademas, es posible la interferencia en la
interfase de la interaccion de dos proteinas o entre proteinas y acidos nucleicos
como muestran los PN inhibidores de las topoisomerasas (Kool, 1999).
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Aproximadamente el 60% de los farmacos anticancer introducidas en el 2002
fueron productos naturales o derivados de los mismos. Los PN que son
bioldgicamente activos, de uso terapéutico y que se unen con el ADN contindan
revelando nuevos paradigmas en el reconocimiento de secuencias selectivas, para
definir nuevas dianas terapéuticas, para explotar nuevos mecanismos que logren
la selectividad celular y para proveer una rica fuente de nuevos farmacos.
Diversos estudios a lo largo del tiempo han arrojado algunos datos sobre el modo
de union y reconocimiento de algunas pequefias moléculas con el ADN, muchas
han surgido como consecuencia de definir el sitio de accién (ADN) de los
productos naturales biolégicamente activos y la subsecuente elucidacion de su
selectividad de enlace y su estructura de enlace. Actualmente se conocen
modelos generales de reconocimiento; sin embargo, aun son desconocidos
algunos aspectos estructurales importantes para dar la afinidad o selectividad para
la interaccion con el ADN (Tse & Boger, 2003).

3.2.1. Interaccion de PN con el ADN

La union de pequefias moléculas con el ADN se puede clasificar en tres
calases de interaccion: intercalacién, union al surco menor del ADN y union al

surco mayor (Tse & Boger, 2003) (Fig. 4).

agernte
intercatanta

al surco menor
[Tl Qs

3.4 nm

&l surco mayor
[rmspor qeoohna)

Figura 4. Sitios de interaccién de pequefias molécul  as con el ADN. [Miryam, 2008]
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3.2.1.1. Intercalacion

Este concepto fue reconocido por primera vez en estudios de aminoacridinas
realizados por Lerman en 1961. La propuesta resultd de la observacion de
cambios fisicos en el ADN por la unién con proflavina, incluyendo cambios en los
patrones de difraccion de rayos X, incremento de la viscosidad y la disminucion del
coeficiente de sedimentacion. Esta distorsion fisica del ADN se ha convertido en la
sefal de intercalacion. La conexion entre la intercalacion y la distorsion de la
estructura natural del ADN ha provisto las bases para la correlacion entre la simple
intercalacion y el potencial mutagénico y ha dado paso a la predileccion del ADN

como blanco quimioterapéutico (Tse & Boger, 2003).

Un extenso numero de productos naturales que se unen al ADN lo hacen por
medio de intercalacion y algunos de ellos se unen al canal menor y/o mayor del
ADN siendo estabilizados por la intercalacion de un croméforo de quinona. De
hecho una aplicaciébn importante del disefio de novo de intercaladores es su
ataque analogo a la secuencia selectiva de moléculas de union al surco o canal
para aumentar su afinidad, selectividad o su estabilidad temporal (Tse & Boger,
2003).

Las caracteristicas estructurales que llevan a la intercalacién y la selectividad
de enlace, aunque es aparentemente simple, es muy compleja y ha sido objeto de
extensivos estudios. Se ha pensado que las mayores fuerzas que actiuan en la
intercalacion son interacciones-m y las interacciones de estabilizacion
electrostatica, donde el cromdéforo busca el maximo traslape con los pares de
bases (intercalacion paralela). El tipico ejemplo es el que forma la actinomicina
posicionada en el ADN para hacer el maximo traslape con los pares de bases de
manera que los sustituyentes del péptido ciclico quedan en el surco menor. (Tse &
Boger, 2003).

3.2.1.2. Unidn al surco menor

Las pequefias moléculas que se unen al surco menor del ADN son adiciones

mMAas recientes en este campo. A diferencia de la intercalacion, donde la unién con
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el compuesto induce un gran cambio en la conformacién del ADN, las uniones al
sSurco menor se caracterizan por una pequefia o no aparente distorsion en el ADN
y a veces ocurre con cambios inducidos en la conformacion del enlace del

compuesto (Tse & Boger, 2003).

3.2.1.3. Unio6n al surco mayor

La union con el surco mayor de ADN no ha sido tan explotada con pequefias
moléculas o productos naturales como el canal menor. Esto es de sorprender
dado el hecho de que los surcos mayores contienen mas donadores de puentes
de hidrogeno y sitios aceptores y por consecuencia mayor informacion; de hecho
la mayoria de las proteinas tienen contacto y reconocen esta cara del ADN. No
obstante, hasta la fecha solamente hay algunos pocos ejemplos de productos
naturales que se unan selectivamente al surco mayor, de los cuales muchos se
unen por intercalacion y forman ademas contactos de puentes de hidrogeno con

estos surcos (Tse & Boger, 2003).

3.2.2. Inhibidores de las ADN Topoisomerasas

Las Topoisomerasas son enzimas que forman parte de la maquinaria celular
capaces de causar alteraciones en la topologia del ADN necesarias para el buen
funcionamiento de la célula. Existen dos tipos de topoisomerasas eucarioticas,
topoisomerasa | y topoisomerasa Il las cuales se definen de acuerdo a su
mecanismo catalitico; la topoisomerasa | cataliza el paso de la cadena de ADN a
través de la ruptura transitoria de una sola hebra, que incluye la relajacion del ADN
superenrollado teniendo una gran participacion en la duplicacion, transcripcion y
recombinacion pero sin ser esencial para la sobrevivencia de la célula; por su
parte, la topoisomerasa Il cataliza el paso a través de la ruptura de la doble hélice,
pero ademas ha mostrado la habilidad de remover e introducir catenanos de ADN
y ser esencial para la sobrevivencia de la célula. La topoisomerasa Il se ha
establecido como uno de los blancos quimioterapéuticos vitales y preeminentes

siendo la diana para dos de los cinco agentes antitumorales mas importantes, el
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etoposido y la adriamicina. Por su parte la topoisomerasa | también ha demostrado
ser un buen blanco quimioterapéutico siendo inhibida por moléculas con una
variada diversidad estructural, como por derivados de la camptotecina (MacDonald
y cols., 1999).

La unién de pequefias moléculas al ADN puede ser mediante intercalacion o
union con el surco menor, generalmente , tal asociacién puede servir para alterar
la conformacién del ADN e inhibir el reconocimiento de la enzima, o posiblemente
promover la formacién del complejo inhibidor- ADN- enzima para bloquear el
acceso de la enzima a los sitios reactivos del sustrato, o haciendo rigido el ADN
para restringir su alteracién topologica durante la catélisis (fig. 5), (MacDonal y
cols., 1999).

]ADN*

+[Topo | ==
@ | I

[how] + (Topo ) =——=
| ADN" | +(Topo |
s= superenrollado
r= relajado
*= modificacion relativa al estado normal.
Figura 5. Inhibicién de las ADN topoisomerasas. [Modificado de MacDonald y cols., 1999]

Una importancia fundamental del desarrollo de agentes dirigidos a las
topoisomerasas ha sido el reconocimiento de la muerte celular inducida por estos
agentes a través de la apoptosis. La sefal apoptoética aparece involucrando el
reconocimiento por p53 del dafio al ADN causado por un agente dirigido a la

topoisomerasa y que procede a través de bcl-2 (MacDonald y cols., 1999).
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El descubrimiento de nuevos agentes dirigidos a las topoisomerasas y el
subyacente entendimiento de los mecanismos fundamentales de los archivos
clinicos de estos agentes pueden proporcionar los conocimientos necesarios para

conseguir que estos agentes sean exitosos. (MacDonald y cols., 1999).

3.2.3. Accion sobre blancos especificos

Dado que los agentes que dafian al ADN tienen poca selectividad para
eliminar a las células tumorales con respecto a las células proliferativas normales,
se han ampliado las estrategias y se ha abierto la ventana hacia la busqueda de
moléculas que actien sobre blancos més especificos como CDK’'s (Jenkins y
cols., 2008) , NF-kB (Haefner, 2002) , Kinesinas (Schmid & Birbach, 2008) y Eg5

(Sunder-Plassmann y cols., 2005).

3.3. B-Carbolinas

Los alcaloides B-carbolinicos son un grupo amplio de alcaloides inddlicos
naturales y sintéticos los cuales poseen una estructura comun de un anillo
triciclico pirido (3,4-b) indol (Fig. 6) y presentan una gran diversidad de
propiedades farmacologicas (Wu y cols., 2009 b), entre los que la Harmina, el
Harmano y sus derivados han sido de gran interés debido a sus propiedades

citotéxicas (Fig. 7).

Figura 6. Esqueleto de tetrahidro- B—carbolina.
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Figura 7. Estructura quimica de algunas dihidro-
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—
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N
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Figura 8. Estructura quimica de tetrahidro-

B-carbolinasy B-carbolinas naturales.

R'=R’=H, R>=0OH, R*=Br
R'=Br, R*=0H, R*= R*=H

R'=H, R?=OH, R*=Br, R*=C,H,0,

H  /™NH

R'=H, R*=Br
R'=Br, R’=H

R'=R’=H,

B-carbolinas y B-carbolinas halogenadas

[Modificado de Kabayashi & Ishibashi, 1999].
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Las B-Carbolinas se han encontrado en plantas como Passiflora edulis,
Eleagneus angustifolia, Perganum harmala (Misra y cols., 1999), Symplocos
serchuensis, S. racomosa Roxb (Ishida y cols., 1999); ademas muchas -
carbolinas halogenadas han sido encontradas en organismos marinos,
especialmente en tunicatos (ascidias o pipas de mar), incluyendo [-carbolinas
simples, pirrolil- B-carbolinas, pirrolinil- B-carbolinas y tetrahidro- B-carbolinas con

un anillo de oxatiazepina (Kabayashi & Ishibashi, 1999) (Fig. 8) .

3.3.1. Biosintesis de alcaloides B-carbolinicos

Las B-carbolinas, como muchos alcaloides medicinales, son basicamente
alcaloides inddlicos que contienen triptamina la cual proviene del triptéfano y una
parte terpenoide que proviene del glucdsido iridoide secologanina. La triptamina y
secologanina se condensan a la forma estrictosidina, el cual es el precursor

comun de todos los alcaloides indélicos (Misra y cols., 1999) (Fig. 9).

La biosintesis de los alcaloides B-carbolinicos, p. €j., el harmano del triptofano
en Passiflora edulis y Eleagneus angustifolia, ha sido discutida. Se ha observado
que hay una fuerte relacion entre la actividad de la triptéfano descarboxilasa y la
sintesis de serotonina en cultivos de la raiz de Perganum harmala. Al adicionar
triptamina a los cultivos celulares, el contenido de serotonina fue aumentando pero
no el de B-carbolinas. Se hizo un intento para identificar los intermediarios de la
biosintesis de las B-carbolinas y se observd la oxidacion de las dihidro-3-
carbolinas a alcaloides aromaticos. Sin embargo los procesos de biosintesis de
estos compuestos no estan del todo claros (Misra y cols., 1999).
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Figura 9. Biosintesis de alcaloides indélicos [Modificado de Misra y cols., 1999].
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3.3.2. Sintesis de B-carbolinas

La sintesis de B-carbolinas generalmente se lleva a cabo mediante la reaccién
de Pictet-Spengler, la cual es relativamente sencilla, rapida, accesible y con
buenos rendimientos en la mayoria de los casos. A continuacion se muestran los

principales aspectos de esta reaccion.

3.3.2.1. Reaccion de Pictet-Spengler

La reaccion de Pictet-Spengler es uno de los métodos clave para la
construccion de esqueletos de isoquinolina, un importante heterociclo encontrado
en muchos productos naturales bioactivos. Esta reaccion incluye la condensacién
de la B-ariletilamina [1] con un aldehido, cetona o un compuesto 1,2- dicarbonilo

[2] para dar la correspondiente tetrahidroisoquinolina [3] (Li, 2005) (Fig.10).

®) , .
AN acido AN
I -|- I
R—— NH l»u\ 2 ) R—
I = 2 R R calentamiento Z \ NH
R R,
1 2 3

Figura 10. Pictet-Spengler Sintesis de Isoquinolina s [Modificado de. Li, 2005]

R= H, hidroxi, alcoxi, alquil ;R1, Ro= H, alquil, Ar, carbonil

Esta reaccion puede ser también un método clave para la formacion de
tetrahidro-B-carbolinas[5] a partir de bases inddlicas [4] y aldehidos, cetonas o
compuestos 1,2- dicarbonilo [2] (Fig.11). Estas reacciones son similarmente
catalizadas con acidos o termoinducidas y han sido utilizadas en la sintesis de

numerosos alcaloides indolicos (Li, 2005).
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R* NH., + O acido R N \ NH
__ \ 111\ 2 ) !
N R R calentamiento = N 1 Ry
H H
4 2 5

Figura 11. Pictet-Spengler Sintesis de tetrahidro-  B-carbolinas [ Modificado de Li, 2005]

R= H, hidroxi, alcoxi, alquil; R1, Ro= H, alquil, Ar, carbonil

3.3.2.1.1. Caracteristicas generales de la reaccién

Las caracteristicas generales de la reaccion son las siguientes : 1) solamente
las B-ariletilaminas con sustituyentes electrodonadores dan altos rendimientos; 2)
el compuesto carbonilico puede ser aldehido o cetona o cualquier sustituto labil al
acido; 3) el aldehido mas frecuentemente usado es el formaldehido o su dimetil
acetal; 4) el numero de grupos electrodonadores en el anillo aromatico tiene
influencia en la facilidad de la reaccion, y, por ejemplo la presencia de dos grupos
alcoxi permiten que la reaccion se lleve bajo condiciones fisioldgicas (esto es
importante en cuanto a la biosintesis de alcaloides); 5) la reaccién se lleva a cabo
usualmente con un ligero exceso del compuesto carbonilico en un medio prético o
aprotico; y 6) desde que la reaccion pasa por el intermediario de la base de Schiff,
la base de schiff puede prepararse por separado y sometida a condiciones acidas
para que se lleve a cabo la formacion de la tetrahidroisoquinolina (Kirt & Czako,
2005).

3.3.2.1.2. Mecanismo de reaccion

La reaccién de Pictet-Spengler es una ciclacién intramolecular, catalizada con
acido, de un intermediario imino de la 2-ariletilamina, formado por condensacion

con un compuesto carbonilico, para dar los derivados de 1,2,3,4-
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tetrahidroisoquinolina (Kirt & Czakd, 2005). La figura 12 muestra el mecanismo de
reaccion en el cual el primer paso en la reaccion de Pictet-Spengler es la
formacion de la base de Schiff. La amina y el aldehido dan lugar a un aminal, el
cual es deshidratado bajo condiciones acidas para formar la imina
correspondiente. La protonacion de la imina resulta en la formacién del ion iminio,
gue reacciona con el anillo aromatico rico en electrones en una ciclacion 6-endo-
trig para formar el heterociclo de seis miembros. La pérdida de un proton restaura

la aromaticidad del ciclo, lo cual lleva a la formacién del producto (Li, 2005).

3
3 a R -
. \G B_R R4 T.P . \O( B R3 +H Rll X 3 Il-I HOH
RF A R ' HN_ N on +
S o (Ao o g \ﬁOH +

2
R
R3 +
6-endo-trig Rl/ 2 -H .
X NH
H 2\°
R R

Figura 12. Pictet-Spengler. Mecanismo de reaccion  [Modificado de Li, 2005].

La condensacién de Pictet-Spengler de bases indodlicas y compuestos
carbonilicos para formar las B-carbolinas es muy parecida en el mecanismo que la

reaccion de condensacion de isoquinolinas (Li, 2005).
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3.3.3. Actividad biolégica de B—Carbolinas

Estos compuestos tienen una gran diversidad de efectos bioquimicos y
propiedades farmacoldgicas. Se han reportado los efectos de estos alcaloides en
el sistema nervioso central SNC, asi como su afinidad con los receptores de
benzodiazepinas (BZRs) y 5-hidroxiserotonina; recientemente se estudia su
actividad anti cancerigena y se estdn haciendo disefios hacia las estructuras
planares (Wu y cols., 2009 b). Estudios in vitro han mostrado la habilidad de las 3-
carbolinas para retener el ciclo celular en la progresion de células tumorales
(Santos y cols., 2009).

3.3.3.1. Actividad citotdxica

Se ha reportado que las B-carbolinas como la Harmina y sus derivados son
altamente citotéxicos en lineas celulares tumorales y se ha demostrado una
correlacion entre la intercalacion de ADN vy la citotoxicidad. Se piensa que estos
compuestos actian a través del intercalamiento de ADN para inhibir a las

topoisomerasas | y Il (Wu y cols., 2009).

En el 2009 Wu y colaboradores exploraron series de conjugados N-(3-carboxil-
9-benzil-b-carbolin-1-il)etilamino como potenciales agentes anticancerosos
derivados de fuentes naturales, encontraron que la citotoxicidad de estos
compuestos dependia de los siguientes bloques de construccién: anillo B-carbolin-
3-carboxilico, aminoécido en el C-1 y bencilo en N-9, que la accién antitumoral
podia estar relacionada con la sustitucion en al aminoacido y que los compuestos
activos in vivo contenian un grupo alifatico pequefio (metil, isopropil), un grupo
acido (carboximetil, ac. 5-oxotetrahidropirrol-2-carboxilico y fenol) y/o un grupo
basico (guanidopropil, indol) en el C-1 del aminoacido. Ademas, el bencil en el
nitrogeno inddlico le confirié proteccion y un grupo perpendicular con lo cual tenia
accion sobre topoisomerasas | y Il. El estudio de toxicidad aguda en raton reveld
que los compuestos no presentan efectos toxicos significativos y en comparacion

con lo preestablecido, no presentaron neurotoxicidad. (Wu y cols., 2009).
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Por su parte Wu y colaboradores (Wu y cols., 2009 b) sintetizaron compuestos
con base en la Harmina mediante la condensacion de triptamina o triptéfano con
benzaldehido y observaron que los sustituyentes alquilicos en la posicion 9 del
nacleo B-carbolinico jugaban un papel importante en la actividad anticancerosa,
qgue los sustituyentes en posicion C-3 (derivados del triptéfano) disminuyeron la
citotoxicidad y que la actividad anticancerosa se relacionaba con una estructura
planar (Wu Yy cols., 2009 b).

La naturaleza y las propiedades de los sustituyentes introducidos en la
posicion 9 del nucleo B-carbolinico pueden ser los responsables de su capacidad
de inhibir a la Topo I, los grupos electrodonadores son mas favorables mientras
gue los sustituyentes electroatractores disminuyen la inhibicion de la enzima. Por
otra parte, los compuestos que presentan una mayor intercalacion con el ADN
corresponden a los mas potentes inhibidores de Topo | y agentes citotoxicos, 1o
cual sugiere que la union con el ADN esta correlacionada con la inhibiciéon de la
Topoisomerasa | o la citotoxicidad in vitro; también, en este estudio se demostro
gue las B-carbolinas pueden actuar como fotosensibilizadores en la ruptura del
ADN (Cao y cols., 2005).

En cuanto a la inhibicion de Topo I, se ha informado la sintesis de derivados
aril tetrahidro-B-carbolinicos de los cuales los mas potentes fueron los derivados
1-indolil- B-carbolinicos y 1-metilendioxifenil-B-carbolinicos que lograron una
estimulacién de la ruptura del ADN a concentraciones menores de 25uM. Por
analogia a la podofilotoxina esperaban que la actividad sobre Topo Il residiera en
el enantibmero 1R en comparacion del enantiomero 1S, sin embargo, encontraron
diferencias con lo esperado. Finalmente los autores proponen a estos compuestos
como estructuras prototipo minimas para el disefio de inhibidores de Topo I
(Lehnert y cols., 1994).

La interaccion de los alcaloides carbolinicos con el ADN han sido investigadas
por varios métodos y todos los resultados han mostrado que estos compuestos se
intercalan con el ADN en diferente grados; sin embargo, aunque se ha reportado

mucho acerca de la actividad antitumoral de las B-carbolinas poco se sabe de su
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interaccién con la molécula de ADN por si sola, y lo que se ha encontrado en
estudios con harmina, harmano, harmalol y harmalina ha sido lo siguiente: los
alcaloides [B-carbolinicos interactian con las bases via los atomos de citosina
(02), timina (02), guanina y adenina (N7) asi como con los grupos fosfato de la
columna (unién externa) con una intercalacion débil y parcial en los pares de
bases G-C y A-T del ADN. La unién con el ADN de estas moléculas se da en este
orden harmina > harmalol > harmalina > harmano, la mayor actividad de la
harmina se atribuye a la presencia de un metoxilo en el anillo bencénico del
esqueleto B-carboli. Por otra parte, la harmina es mas activa que la harmalina
debido a la planaridad de la primera y la falta de planaridad de la segunda, de lo
cual se puede concluir que la union de compuestos planares con el ADN es mas
fuerte que con compuestos no planares, con la disminucion en la planaridad de los
compuestos también disminuye la afinidad por el ADN. También se informo que el
harmalol tiene mas afinidad al ADN que la harmalina y que esto puede estar
relacionado con una mayor propiedad electrodonadora por parte del OH que del
OCHj3 lo cual incrementa la afinidad de unidn en el anillo inddlico. Por dltimo, no se
observaron cambios conformacionales del ADN debidos a la formacion de

complejos con las B-carbolinas (Nafisi y cols., 2010).

El entendimiento del mecanismo y los blancos celulares responsables de la
actividad citotoxica de las B-carbolinas contindia en estudio ya que se ha reportado
que presentan intercalacion con el ADN vy la inhibicion de topoisomerasas; sin
embargo, sus bajas actividades indican una poca probabilidad de que sean
blancos para una potente inhibicion del crecimiento celular, debido a esto se ha
estudiado la accion de estos compuestos sobre blancos relacionados con la

regulacion del ciclo celular (Song y cols., 2004).

3.3.3.1.1. Accion sobre CDK's

Como ya se menciond, las cinasas dependientes de ciclinas (CDK) juegan un

papel importante en la regulacién del ciclo celular (division celular, diferenciacion
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celular y apoptosis) y muchas evidencias muestran que estan reguladas de
manera anormal en los canceres humanos en comparacién con su regulacién en

las células normales (Song y cols., 2002).

Se ha observado que la harmina y sus derivados son inhibidores de CDKS5,
CDK1 (CDC2)y CDK2; se ha informado que para que presente una buena
actividad la B-carbolina necesita ser totalmente aromética y que la sustitucion en la
posicibn 6 reduce su potencia. La harmina y sus derivados pueden tener
potenciales aplicaciones farmacéuticas como inhibidores de CDK’s ya que tanto
CDC2 y CDK2 son de gran importancia en la regulacion del ciclo celular siendo
blancos especificos para evitar la progresion del cancer, y CDK5 esta envuelta en
la patologia del desarrollo del Alzheimer. En una caracterizacion detallada se
mostro que la harmina inhibe especificamente CDK1, CDK2 y CDK5 por una
inhibicion competitiva por el ATP. La harmina presentd una fuerte inhibicién del
crecimiento de células tumorales y de la duplicacion de ADN, ademas de ser un
inhibidor especifico de la proliferacion celular , efectos que son una contribucién de
su inhibicion de CDK’s (Song y cols., 2004).

Por otra parte, la importancia del desarrollo de nuevos inhibidores de las
CDK’s puede ser ejemplificado por la reciente validacion del CDK4/ciclina D1
como blanco en células de cancer de mama MCF-7; sin embargo, debido a que la
aromaticidad de las B-carbolinas representa un mayor riesgo de efectos toxicos
por su intercalacion con el ADN, se ha informado la sintesis de compuestos
tetrahidro-B-carbolinicos no planares como inhibidores de CDK4, teniendo que los
derivados 2-bifenil-tetrahidro-B-carbolinicos exhiben una clara selectividad por la
CDK4 y que los compuestos mas activos presentan una inhibicion a
concentraciones de 9-10uM (Jenkins y cols., 2008).

3.3.3.1.2. Accion sobre cinesina Eg5

Eg5 (cinesina-5) es un miembro de la familia de las proteinas cinesinas, las
que hidrolizan el ATP a medida que migran a lo largo de los microtubulos, juegan
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un papel importante en la motilidad del cromosoma , ensamblaje/funcion del huso
y en el transporte de vesiculas y organelos. Es esencial en la mitosis y se expresa
solamente en células proliferativas, la inhibicion de Eg5 bloquea la separacion del
centrosoma de tal modo que inhibe la division celular. Algunos agentes
antimitéticos paran la division celular a través de efectos directos en la estabilidad
de los microtubulos, mientras que la inhibicion de Eg5 bloque la mitosis evitando la
formacion del huso sin afectar directamente la dinamica de los microtubulos, por lo
tanto es un blanco especifico para la division celular y evita la neurotoxicidad de

los taxanos y los alcaloides de la vinca (Barsanti y cols., 2010).

Recientemente se inform6é que las tetrahidro-B-carbolinas son potentes
inhibidores de Eg5 y de los estudios de la relacion estructura actividad encontraron
que al colocar un grupo bencilo en el C-1 se obtiene una muy buena actividad y
que esta aumenta al colocar un grupo alquilo en C-6 del esqueleto tetrahidro-B-
carbolinico debido a que se forma un fuerte puente de hidrogeno entre el alcohol
fenolico y el carbonilo de Glu118 de la enzima, otros puentes de hidrogeno que se
pudieran formar son con el NH de la carbolina; sin embargo, los resultados
sugieren gque la mayoria de las interacciones presentadas son hidrofdbicas.
Ademas, durante experimentos de cocristalizacion se observé que la enzima

muestra selectividad por el enantiomero R (Barsanti y cols., 2010).

En otro estudio en el cual sintetizaron tetrahidro-B-carbolinas a partir del
triptéfano sustituidas también con un anillo bencénico en el C-1, encontraron que
la actividad de estos compuestos dependia en gran medida de los sustituyentes
en las posicion 3 y 4 de este anillo y al igual que en el estudio anterior vieron que
el grupo metahidroxifenil es de suma importancia para la actividad, ademas,
observaron que los isébmeros trans son mas activos que los isémeros cis. Por los
resultados obtenidos sugieren a las tetrahidro-B-carbolinas como candidatos

potenciales para farmacos anti cancer (Sunder-Plassmann y cols., 2005).
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3.3.3.1.3. Accion sobre NF-kB

El factor nuclear- kB (NF-kB) juega un papel importante en la transduccion de
sefales y en la expresion de citocinas pro inflamatoria como el factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a). Recientemente se ha visto que no solo es importante en el
tratamiento de la inflamacion si no también en la terapia contra el cancer. Esto no
es de sorprender ya que se ha visto que condiciones de inflamaciéon crénica
predisponen al cancer, se han visto leucocitos asociados a tumores que liberan
citocinas pro inflamatorias como TNF-a ,interleucina-1 (IL-1) e interleucin-6 (IL-6)
las cuales contribuyen a la progresion de la malignizacion. Se piensa que cuando
se produce TNF-a de manera crénica esto contribuye en el crecimiento del tumor y
la metastasis, ademas se ha reportado que el NF-kB controla el crecimiento
celular aumentando la transcripcion de ciclina D1, de manera que promueve el
tumor génesis mediante la supresion de la apoptosis y la estimulacion de la
proliferacion celular. De manera que se considera atractiva la busqueda de
compuestos que puedan intervenir en la liberacion de NF-kB como los inhibidores
de cinasa IkB (IKK) (Haefner, 2002).

La funcion de las IKK (IKKB) es activar al NF-kB mediante la fosforilacion de
su inhibidor (IkB). Se ha reportado que las B-carbolinas pueden inhibir la IKK
actuando como antagonistas competitivos de ATP y que particularmente la B-
carbolina PS-1145 desarrollada por Aventis y Millennium Pharmaceuticals
demostro ser efectiva en apoptosis en raton (Schmid & Birbach, 2008).

3.3.3.2. Actividad genotoxica

En una revisién sobre el posible potencial genotdéxico que presentan las -
carbolinas naturales: harmano (H), norharmano (NH), harmina, harmalina, harmol
y harmalol realizado por C. de Meester en 1995 se mostré que el harmano y el
norharmano asi como algunos de sus derivados poseen propiedades que les

permiten interferir con varias enzimas y procesos bioquimicos (Meester, 1995).
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Asi se encontraron evidencias de que estos compuestos pueden disminuir la
capacidad para reparar el dafio al ADN y de arreglar mutaciones, intercalarse en
las cadenas de ADN incrementando la actividad de los mutagenos, distorsionar el
ADN de manera que los mutagenos puedan actuar mas facilmente, unirse a
enzimas como la MAO (monoaminoxidasa) o al ion Fe de P-450 el cual modula la
actividad de enzimas del sistema metabdlico, formar metabolitos mutagénicos del
H y NH solo en presencia de mutagenos que contengan aminas aromaticas,
inactivar mutagenos directamente por medio de reacciones quimicas sin la
intervencidon de procesos metabdlicos 6 formar un metabolito del NH que pudiera
reaccionar con el metabolito de un compuesto como el 3-aminopiridina para
formar nuevas especies mutagénicas. Sin embargo en esta revisidn no reportaron
estudios in vivo de estos compuestos y mas precisamente su interferencia con la

iniciacidn o la progresion de la carcinogénesis (Meester, 1995).

En estudios posteriores se reporta que la actividad comutagénica de H y NH
es considerada muy débil. También se informé que las B-carbolinas aromaticas
como el harmano y la harmina son capaces de interactuar con el ADN por medio
de intercalacion, cosa que no sucede con las dihidro-B-carbolinas, como la
harmalina. Aparentemente como ya se ha mencionado anteriormente esto se debe
a la no planaridad del sistema de anillos y a la falta de aromaticidad de estas
dihidro- B-carbolinas. De tal manera que las actividades que se reportan deberian
de estar relacionadas con la capacidad de interactuar con el ADN, y de hecho
encontraron que las B-carbolinas aromaticas fueron mas citotoxicas que las
dihidro- B-carbolinas y adicionalmente se vio que el harmano, la harmina y el
harmol, que estan totalmente aromatizados mostraron una muy baja o casi nula
actividad genotoxica, mientras la harmalina y el harmalol fueron practicamente no
genotoxicos. Otra cosa interesante que reportan es que aunque la harmina y el
harmano presentaron las actividades mas altas en las pruebas in vitro, las pruebas
indican que no producen mutagenicidad in vivo. De manera que se sugiere que las
B-carbolinas probablemente no conllevan a un riesgo genético a largo plazo
(Picada y cols., 1997). Ademas, se han hecho mas estudios y no han demostrado

que dichos efectos tdxicos sean significativos (Jiménez y cols., 2008).
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3.3.3.3. Actividad en el SNC

Las tetrahidro- B-carbolinas y las [-carbolinas totalmente aromaticas
(norharmano) no sustituidas pueden cruzar la barrera hematoencefalica
facilmente, estos compuestos se han encontrado en el cerebro, el fluido
cerebroespinal y en el plasma. En el cerebro el norharmano es transformado en el
ion 2-metil- B-carbolinio y subsecuentemente en el ion 2,9-dimetil- B-carbolinio
cuya estructura quimica puede ser superpuesta en el ion 1-metil-4-fenil-piridinio
(MPP™) el cual produce el sindrome de Parkinson en humanos (fig. 12) (Hamann y
cols., 2008).

mpp " 9-metil-g-carbolina x HCI yoduro de 2,9-dimetil-g-carbolinio
_ - CI —
+ + +
T !
CH, CHj

Figura 13. Estructuras quimicas de MPP  *, 9-metil- B-carbolinia x HCl y yoduro de 2,9-dimetil-
B-carbolinio [Modificado de Hamann y cols., 2008].

Estos compuestos fueron identificados predominantemente como agentes con
acciones neurotoxicas, estan presentes en cantidades significativamente altas en
pacientes con Parkinson y son considerados como potenciales factores

patogénicos en esta enfermedad (Hamann y cols., 2008).

Por otra parte, recientemente se ha informado que la 9-metil- B-carbolina
(Fig.13) presenta efectos neuroprotectivos y actia en la diferenciacion de
neuronas. Se encontraron dos acciones de este compuesto, la primera fue que es
capaz de incrementar el nUmero de neuronas dopaminergicas (DA) en un cultivo

primario mencenfalico mediante la regulacion positiva de la transcripcion de DA /
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factores neurotroficos y marcadores DA y la segunda, ejerciendo efectos
neuroprotectivos en el cultivo en general, ademas, dicho compuesto inhibié la
proliferacion en células de retinoblastoma (50uM) in vitro. Estos hallazgos podrian
tener consecuencias potenciales en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson
y ayudar a generar un alto nimero de neuronas DA trasplantables en cultivos de

células madre. (Hamann y cols., 2008).
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4. HIPOTESIS

Si las B-carbolinas presentan actividad citotoxica a lineas celulares de cancer
humano, entonces, ésta sera dependiente de la naturaleza y posicion de los
sustituyentes en su estructura e independiente del grado de aromaticidad del

tercer anillo.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Sintetizar a partir del D-triptéfano y L-triptofano; asi como de la triptamina,
tetrahidro-B-carbolinas y B-carbolinas con distintos grados de sustituciébn en
posiciones 1, 2,3y 9, que sean citotdxicas a lineas celulares de cancer humano

5.2. Objetivos particulares

Obtener mediante la reaccion de Pictet-Spengler de la triptamina con un
aldehido o cetona adecuado, tetrahidro-p-carbolinas y B-carbolinas con diferentes
grados de sustitucion.

Sintetizar mediante la reaccion de Pictet-Spengler empleando como sustrato el
D y L-triptéfano, tetrahidro-B-carbolinas con dos estereocentros en C-1 y C-3 con

diferente patrén de sustitucién.

Evaluar la actividad citotoxica de los compuestos obtenidos en las lineas

celulares de cancer humano.

Establecer la relacion estructura-actividad cualitativa y preliminar a partir de la

informacién obtenida.
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6. METODOLOGIA

6.1 Aspectos generales

Los aminoacidos L-Triptofano (Sigma-Aldrich, TO254-25G) y D-Triptofano
(Sigma-Aldrich, T9753-5G) asi como la triptamina (Sigma-Aldrich, 246557-25G) y
la (1S,2S)-N-Tosil-1-2-difeniletilendiamina  (Sigma-Aldrich, 364002-500MG)
utilizados en la sintesis de los compuestos, se adquirieron de forma comercial y se
utilizaron directamente sin purificar. El punto de fusion de los compuestos fue
determinado en un aparato Fisher-Johns. La pureza de los intermediarios y los
compuestos evaluados fue determinada mediante CCF (Alugram Merck 60F2s4).
La espectroscopia RMN'H (300 y 400 MHz) y RMN®C (75 y 100 MHz) se
determind en los equipos Varian VXR-300S y Bruker (400) en CDCl; y DMSO-dg
con TMS como estandar interno. El espectro de infrarojo IR (FT-IR) se determind
en un aparato Bruker, modelo Tensor 27. La espectroscopia de masas (IE, 70 eV)
fue determinada en el aparato Jeol modelo AX505-HA. EIl exceso enantiomérico
de los productos e intermediarios racémicos se determind mediante HPLC (HP,
Serie 1100).
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Derivados de Triptamina

N
N
H

N
H
c2 v Cl
1
V
Y Y\ NH - = LN
\ N OEt \ OEt
N H 5 H
H ca Cda 0
C3
Vi
VII
\ NChz -—-——— \ NH °
Et
N o OEt N1
H H 5
Cac o Cab
Vil
\ NCbz
N OEt
|
Boc
C5

Figura 14. Esquema general de reacciones. Derivados  de Triptamina

1) HCHO, EtOH, @, A, 6h; HCHO 6 H,SO4, T.A, @, 24h 1) &c. Pirdvico, EtOH, @, A, 2.5h IIl) KMnQO4, THF, @, 0C,
7h 1V) &c. Carbetoxipiriivico, EtOH, @, A, 34h V) KMnO4, THF, @, -10C — 0T, 3h VI) HCOzH, NEts, dicloro (r]e-
bencen) rutenio, (1S,2S)-N—tosil-1,2-difeniletilendiamina, @ 0T —T.A 17h VII) CbzCl, NEt;, CH,Cl,, @
0T —»T.A17h VIIl) Boc, CH3CN, DMAP, @, T.A, 12h
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Derivados de Triptéfano
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Figura 15. Esquema general de reacciones. Derivados  de Triptéfano

[) SOCl,, MeOH, @, A 3h 1I) 4c. PirGvico, H', @, T.A, 72h 1Il) HCHO, H*, @, T.A, 2.5h IV) AcOCI, MeOH, @ ,A3h 6
SOCl,, MeOH, @, A 3h V) CbzClI, NEtz , DMAP, 0C, @, 20h VI) ac. Carbetoxipirivico, H*, @, T.A, 72h
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6.2 Sintesis

6.2.1. Sintesis del dimero de dicloro ( n®-bencen) rutenio.

- cl
@ \ /;:/. / \ /Cl
Ru~___RU, ~_
RuCl; * 3H,0 > cl Cl ”
EtOH \ Vi

Figura 16. Sintesis del dimero de dicloro ( n6-bencen) rutenio.

En un matraz provisto de refrigerante se colocaron 640 mg de cloruro de
rutenio (RuClz* 3H,0), 3.5ml (5ml / g RuCls * 3H,0) de 1,4-ciclohexadieno y 14ml
de EtOH, la mezcla se dejo a reflujo durante 6h. Posteriormente la mezcla se filtré
en presencia de atmosfera inerte y se obtuvo el producto (70%) como un sélido
café-naranja el cual se colocé en una camara de vacio para ser utilizado en la

reaccion correspondiente.

6.2.2. Sintesis del acido carbetoxipiravico.

o) 1. NaOH 6M, H,O 0]
2. HCl 6M
EtO
NOEI - EtOWLOH
O ONa o O

Figura 17. Sintesis del acido carbetoxipirivico.

En un matraz provisto de agitador magnético se colocaron 14.25 g de la sal de
sodio del dietiloxoloacetato y se disolvieron en 136 ml de agua destilada (2
ml/mmol); posteriormente se adicionaron 11.32 ml (0.167 ml/mmol sustancia) de
una solucion 6M de NaOH gota a gota a temperatura ambiente. La reacciéon se

agité por 4h a temperatura ambiente y luego se enfrio a [D°C para adicionar 23.8
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ml (0.35 ml/mmol sustancia) de HCI 6M obteniendo el producto en solucién &cida.
La mezcla de reaccion fue extraida 12 veces con AcOEt (70 ml x 12), la fase
organica se sec6 con Na,SO, anhidro y se concentrg a presion reducida para dar
una suspension oleosa de color amarillo que posteriormente se utiliz6 como sintén

para reacciones posteriores.

Rendimiento: 98.6%; RMN *H (300MHz, CDCls): 5(ppm)= 11.6 (sa,1H, OH) ,
10.2 (sa, 1H, OH), 6.1 (s, 1H, CH), 4.3 (g, 2H, CH>), 1.3 (t, 3H, CHs); RMN *3C (75
MHz, CDCls): 8(ppm)= 171.6 (Cq), 165.7 (Cq), 157.7 (Cq), 98.5 (CH), 61.6 (CHy),
14 (CHs); IR [CHCI3, cm™]: 3577, 3000, 1734, 1660, 1242, 1195.

6.2.3. Compuesto C-A . Sintesis del éster metilico del L-Triptéfano.

COOCH
COOH MeOH, SOCI, 3
Q_S\EHZ > \ NH,
N N
H H

Figura 18. Sintesis del éster metilico del L-Tript6  fano.

En un matraz de tres bocas provisto de refrigerante y embudo de adicién, bajo
atmosfera inerte se colocaron 500mg de L-Triptofano (L-Trp) y se disolvieron en
MeOH anhidro (Cbp), la mezcla se colocé en agitacion a 0T durante
aproximadamente 10min. Posteriormente se agregaron poco a poco mediante
embudo de adicion O 2ml de cloruro de tionilo (SOCI,). La mezcla de reaccion
continué en agitacion, se llevé a temperatura ambiente y a reflujo (90C) donde
permanecio durante 3hr. Posteriormente, el contenido del matraz se tratd con
solucion saturada de bicarbonato de sodio, se extrajo con DCM y la fraccion
organica se concentré6 a presion reducida. Se recristalizO mediante par de
disolventes (MeOH A/Hex) para purificar y se obtuvo un soélido blanco fino en

forma cuantitativa.
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Rendimiento: 100%; p.f.: 195-197; RMN *H (300MHz, DMSO-d6): d(ppm)=
11.1 (s,1H, NH), 8.7 (s, 2H, NHy), 7.5 (d, J=7.8 Hz , 1H, CH), 7.3 (d, J= 7.8 Hz,
1H, CH), 7.2 (s, 1H, CH), 7.1 (t, 1H, CH), 7.0 (t, 1H, CH), 4.2 (t, 1H, CH), 3.6 (s,
3H, OCHs); RMN *3C (75 MHz, DMSO-d6): 5(ppm)= 170 (C=0), 136.2 (Cq), 126.8
(Cq), 126.8 (CH), 125 (CH), 121 (CH), 119 (CH), 118 (CH), 111.5 (CH), 106.3
(Cq), 52.6 (CH), 52.5 (OCH3), 26 (CH,) ; EM-IE (m/z, %): 219 [M™, 7], 218 [M™"-
1,15], 159 [13], 130 [100] ; IR [KBr, cm™]: 3266, 2950, 1749, 1580, 1500, 1439,
1387, 1355, 1285, 1234.

6.2.4. Compuesto C-B . Sintesis del éster metilico del D-Triptéfano.

COOCH
~COOH MeOH, SOCI, 3
WNW - §
N N
H H

Figura 19. Sintesis del éster metilico del D-Tripté  fano.

En un matraz de tres bocas provisto de refrigerante y embudo de adicién, bajo
atmosfera inerte se colocaron 500mg de D-Triptéfano (D-Trp) y se disolvieron con
MeOH anhidro (Cbp), la mezcla se coloco en agitacion a 0 €T durante
aproximadamente 10min. Posteriormente se agregaron poco a poco mediante
embudo de adicion O 2ml de cloruro de tionilo (SOCIy). La mezcla de reaccién
continué en agitacion, se llevé a temperatura ambiente y a reflujo (90C) donde
permanecio durante 3hr. Posteriormente el contenido del matraz se trato con
solucion saturada de bicarbonato de sodio, se extrajo con DCM y la fraccion
organica se concentro a presion reducida. Se hizo una recristalizacion con par de
disolventes (MeOH A/Hex) para purificar y se obtuvo un soélido blanco fino en

forma cuantitativa.
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Los espectros de IR, EM y RMN *H y **C concuerdan con los informados

previamente para su enantiomero (6.2.3).

6.2.5. Compuesto C1 . Sintesis de la 1,2,3,4-tetrahidro- B-carbolina.

5 4 3
HCHO, EtOH ® b 4
- 7
N g °NJ 1
H

H

Figura 20. Sintesis del compuesto C1.

En un matraz de dos bocas provisto de refrigerante con pipa y embudo de
adicion, se colocaron 970 mg del clorhidrato de triptamina disuelta en 16ml (3.2ml
/mmol) de etanol absoluto. La solucion mantenida en atmosfera inerte se calent6 a
reflujo (70C-100C) y en estas condiciones se adic iono gota a gota el formol
(2ml). Se mantuvo el reflujo por aproximadamente 6h. Una vez transcurrido este
tiempo el contenido del matraz se precipitd por par de disolventes (CH.Cl,/ Hex) y
se filtro el precipitado formado. Se obtuvo un sélido muy fino de color blanco-

amarillento.

Rendimiento: 10%; p.f.:240-242; RMN 'H (300MHz, DMSO-d6): d(ppm)=
11.06 (s,1H, H-9, indol NH) , 9.5 (sa, 1H, NH), 7.45 (d, J= 7.8 Hz , 1H, H,-8), 7.34
(d, J= 7.8 Hz, 1H, Hy4-5), 7.17-6.975 (2 x t, ,J=7.2, 7.8, 7.8, 7.2 Hz, 2H, H4-6, Hy-
7), 4.32 (s, 2H, H-1, CHy), 3.35 (m, 2H, H-3, CHy), 2.92 (t, J= 5.7, 6 Hz, 2H, H-4,
CH,); RMN *3C (75 MHz, DMSO-d6): d(ppm)= 136.03 (Cq), 126.59 (Cq), 125.94
(Cq), 121.55 (CH), 118.91 (CH), 117.81 (CH), 111.30 (CH), 105.46 (Cq), 41.40
(CH,), 40.19 (CH,), 18.04 (CHy) ; EM-IE (m/z, %): 172 [M™, 35], 143 [100] ; UV
(Amax€n MeOH) nm: 221.
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6.2.6. Compuesto C2 . Sintesis de ( rac) 1-metil-1,2,3,4-tetrahidro- B-carbolina.

O

5 4 3
0] 6
HO/{k"é b a AW
7
WNHZ / \
8 Ng¢ 1

N CH
H ~3
H

Y

Figura 21. Sintesis del compuesto C2.

En un matraz de dos bocas provisto de refrigerante y embudo de adicién se
colocaron 3.65¢g del clorhidrato de triptamina disuelta en 59.4ml (3.2ml /mmol) de
etanol absoluto. La solucion mantenida en atmosfera inerte se calenté a reflujo y
en estas condiciones se adicionaron, gota a gota, 1.6ml de acido pirtvico disueltos
en 44.4ml de etanol (2ml/mmol). La reacciéon se mantuvo en reflujo durante 2.5 h,
después de las cuales se puso en refrigeracion. Posteriormente se tomo una
alicuota de 1g y se trato con una solucion saturada de bicarbonato de sodio
(CBOmI); se observo la presencia de un precipitado coloidal el cual se extrajo con
acetato de etilo (30ml x 3). La fase organica se trato con una solucion saturada de
cloruro de sodio y después se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se
concentrd a presion reducida. Se formé un precipitado que fue lavado con hexano

y éter isopropilico que después se filtro para obtener un sdlido de color café claro.

Rendimiento: 25%; p.f.:158-161; RMN *H (300MHz, CDCls): (ppm)= 8.00
(s,1H, H-9, indol NH) , 7.46 (d, J= 7.9 Hz, 1H, Ha-8), 7.28 (d , J= 7.2 Hz, 1H, Ha-
5), 7.16-7.06 (m, 2H, 6-Hy, 7-Hy), 4.17 (m, 1H, H-1, CH,), 3.4 (m,1H), 3.05 (m,
1H), 2.73 (m), 1.43 (d, 3H, H-1', CH3); RMN *C (75 MHz, CDCls): 5(ppm)= 136.68
(Cq), 135.68 (Cq), 127.44 (Cq), 121.53 (CH), 119.38 (CH), 118.08 (CH), 110.75
(CH), 108.29 (Cq), 48.20 (CH), 42.50 (CH,), 22.45 (CHy), 20.55 (CHs, C-1) ; IR
[CHCIl3, cm™]: 3473.50 (N-H, indol), 3005-2849 (C-H), 1455, 1377, 1306, 1241. UV
(Amaxen CHCI3) nm : 281, 244.
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6.2.7. Compuesto C3 . Sintesis de la 1-metil- B-carbolina.

6 > 43
KMnO, THF o 8/~
| NH > 7 \ N
N 8~ C°NgY 1
H  CH, H CHs

Figura 22. Sintesis del compuesto C3.

En un matraz de dos bocas provisto con un embudo de adicion que contenia
650 mg de permanganato de potasio, se colocaron 161.5 mg de C2 y 16.2 ml de
THF como disolvente, la mezcla se puso en agitacion a una temperatura de [0-10°
C. Una vez que se disolvid el solido, se agregé una pequefia cantidad de
permanganato de potasio manteniendo la agitacion y la temperatura constante.
Aproximadamente cada 15 minutos se adicionaron pequefias cantidades de
permanganato de potasio monitoreando la reaccion mediante CCF y manteniendo
la agitacion y la temperatura en un rango de —7°C a OT. La reaccion se detuvo
después de siete horas, el contenido del matraz se filtr6 y el sélido se lavd con
THF frio, el filtrado se concentré a presion reducida y el sélido resultante se

disolvié en DCM para dejar secar al vacio durante la noche.

Rendimiento: 16%; p.f.: 195-200; RMN 'H (300MHz, DMSO-d6): d(ppm)=
13.18 (s,1H, H-9, indol NH) , 8.58 (d, J= 6 Hz, 1H, 3-H), 8.46 (d, , J= 7.8 Hz, 1H,
Ha-8), 8.39 ( d, J= 6 Hz, 1H, H-4), 7.79-7.38 ( m, 3H, Ha-5, Ha-6 Ha-7), 3.09 (s,
3H, Hs-1', CHs); RMN *C (75 MHz, DMSO- d6): 5(ppm)= 143.17 (Cq), 138.71
(Cq), 133.86 (Cq), 131.54 (Cq), 131.11 (CH), 128.19 (CH), 123.33 (CH), 121.13
(CH), 119.76 (Cq), 115.27 (CH), 112.75 (CH), 15.89 (CH3, C-1") ; EM-IE (m/z, %):
182 [M™, 100], 154 [M-C2H,4, 10], 28 [M-C1oHeN2, 23] ; IR [CHCIls, cm™]: 3354.68
(N-H, indol), 3083.31, 2751.55, 1633.83, 755.67, 479.35; UV ( Amaxen MeOH) nm:
248.5.

6.2.8. Compuesto C4 . Sintesis de ( rac) 1-(2-etoxi-2-oxoetil)-1,2,3,4-tetrahidro-
3-carbolina.
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Figura 23. Sintesis del compuesto C4.

En un matraz de tres bocas provisto de refrigerante y embudo de adicion se
colocaron 10.2g de clorhidrato de triptamina en 165.5 ml de etanol (3.2ml/mmol),
la mezcla se agitd y calenté a reflujo. Posteriormente, en aproximadamente 20min
se llevo a cabo la adicion gota a gota de 10g (1.2eq) de acido carbetoxipiravico
disuelto en 124ml de etanol (2ml/mmol). Después de 36h, se suspendié el reflujo y
se dej6 a temperatura ambiente, y se llevdo a refrigeracion por 2 dias. El
precipitado se filtr6 para obtener un polvo beige que correspondié al clorhidrato del
producto deseado.

Dicha sal se tratdé con una solucién saturada de NaHCO; por una hora. La
extraccion organica convencional de la fase acuosa permitié obtener el producto

(racemato) como un semisélido color café claro.

Rendimiento: 53%; p.f.: (+HCI)199-203; RMN *H (300MHz, CDCls): 8(ppm)=
8.61 (s,1H, H-9, indol NH) , 7.59-6.99 (m, 4H, Ha-5, Ha-6, Ha-7, Ha-8), 4.48 (ma,
1H, H-1), 4.27-4.09 (m, 2H, H-3", CH,), 3.4-2.7 (6H, H-1", H-3, H-4, 3 x CH)), 1.25
(t, 3H, H-4", CH3) ; RMN **C (75 MHz, CDCls): (ppm)= 173.14 ( C, CO,Et), 135.55
(Cq), 134.82 (Cq), 127.12 (Cq), 121.71 (CH), 119.26 (CH), 118.08 (CH), 110.95
(CH), 108.93 (Cq), 61.05 (CH,, C-3’), 48.78 (CH, C-1), 41.92 (CH,, C-3), 40.73
(CH,, C-1"), 22.49 (CH,, C-4), 14.13 (CHs, C-4") ; IR [KBr, cm™]: 3475.61 (N-H,
indol), 3000, 2936, 1721.71 ( CO,Et), 1609,1460.

Con el fin de caracterizar la mezcla, se determind su perfil cromatografico en
HPLC bajo dos condiciones diferentes (el radio enantiomérico fue de

aproximadamente 1:1 en ambos casos):
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1) Columna Chiralpak IA; fase movil: Hex / iPrOH / Net; 90/10/0.1; flujo
0.8 mL/min, concentracion de la muestra: 1mg/ml; Tre1= 14.27 (R),
TRE2: 15.47 (S)

2) Columna Chiralpak IA; fase movil: Hex / iPrOH / Butilamina 80/20/0.1;
flujo 1 mL/min, concentracion de la muestra: 1mg/ml; Tre1= 6.706 (R),
TRE2: 7.942 (S)

6.2.9. Compuesto C4a . Sintesis de 1-(2-etoxi-2-oxoetil)-3,4-dihidro- [3-
carbolina.

KMnO,, THF

@)

L
Y
=
N\

P

o

N

Figura 24. Sintesis del compuesto C4a.

En un matraz de dos bocas provisto con un embudo de adicién el cual
contenia con 3.72 g de permanganato de potasio, se colocaron 1.24 g de C4y 90
ml de THF como disolvente, la mezcla se puso en agitacion a una temperatura de
(00° C. Una vez que se disolvid el sdlido se agregd una pequefia cantidad de
permanganato de potasio manteniendo la agitacion y la temperatura constantes. El
permanganato se agregé a la reacciéon en 6 adiciones, cada una 15 minutos
llevando un control del avance de reaccion mediante CCF y manteniendo la
agitacion y la temperatura en un rango de —3°C a 0 C. Se dej6 en agitacion a las
mismas condiciones y se detuvo después de tres horas, el contenido del matraz
se filtré y el solido se lavd con THF frio, se concentrd a presion reducida y el sélido
resultante se disolvié en diclorometano para dejar secar a vacio durante la noche.
Se obtuvo cuantitativamente un solido amarillo opaco que se utilizé directamente

en la siguiente reaccion (6.2.10).
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6.2.10. Compuesto C4b . Sintesis 1 R-(2-etoxi-2-oxoetil)-1,2,3,4-tetrahidro- [3-

carbolina.
pn, N ()
‘ N R )
/I: /Ru\
ph? N cl
CH "
VN o—/ 3 - \ NH _/CHg
N HCO,H/ NEt5 (5:2) N™ o
H H
\
o o]

Figura 25. Sintesis del compuesto C4b.

En un matraz de dos bocas seco se hicieron reaccionar durante 30 minutos
(T.A) 176mg de (1S,2S)-N-Tosil-1,2-difeniletilendiamina y 120 mg del dimero de
dicloro(n®-bencen)rutenio en CHsCN (20 ml) (matraz 1). Por otro lado, la imina
(C4a) se disolvié en 48ml de acetonitrilo a 0C (matraz 2). En un tercer matraz, se
preparé una mezcla 5:2 de HCO,H/NEt; (2.5 ml) que se enfri6 a 0T y se mantuvo
en corriente de argon. Posterior a los 30 minutos la mezcla contenida en el matraz
1 se enfrid y el contenido de los matraces 2 y 3 se verti6 en 1 gota a gota y de
manera sucesiva via canula de doble via. La mezcla de reaccion se dejo en
agitacion y a 0C —T.A durante la noche. Posteriormente, previo analisis en CCF
la reaccion se tratdé con K,COs (pH=9), se extraj6 con AcOEt (4x50) y la fase
organica se lavo con agua y salmuera, se sec6é con Na,SO, anhidro y se
concentro a PR. El producto crudo se purifico mediante cromatografia en columna
flash sucesivas con las siguientes condiciones: 1) gel de silice, malla 230-400,
(1:40), eluyente AcOEt 100% + 1% TEA, 2) gel de silice, malla 230-400, (1:80),
eluyente AcOEt 100% + 1% TEA. Se obtuvo un semisdélido amarillo claro.

Rendimiento: 30%.

Empleando las condiciones (1) previamente descritas para la mezcla racémica
se determind un exceso enantiomérico del 81% (re= 90.5: 9.5), (Fig. 26). Dicha

mezcla se empled para la preparacion de los derivados C4c y C5.
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Figura 26. Cromatograma de (1 R)-(2-etoxi-2-oxoetil)-1,2,3,4-tetrahidro- [(-carbolina.

6.2.11. Compuesto C4c . Sintesis del 1 R-(2-etoxi-2-oxoetil)-2-
benciloxicarbonil-1,2,3,4-tetrahidro-  B-carbolina.

ChzCl, NEt 5, CH,CI,

Figura 27. Sintesis del compuesto C4c.

En un matraz de tres bocas en presencia de argon y provisto de agitacion se
colocaron 370 mg de C4b, 1.4 ml de diclorometano, 0.7 ml de trietilamina y DMAP
en cantidad catalitica (0C). Simultdneamente, en un segundo matraz se
disolvieron 330 mg de CbzCl en 2ml de diclorometano en presencia de argoén a 0°
C; esta mezcla se agrego cuidadosamente en el primer matraz en presencia de
argon y se dejé en agitacion a 0° C. Aproximadamente 14 horas después (0C,
T.A) se detuvo la reaccion y se agregaron 5ml de agua y 5ml de acido clorhidrico

2.0 N; se separaron las fases y la fraccion organica se lavé con agua (3 x 5 ml),
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SS NaHCO3 (3 x 5ml) y salmuera. Dicha fase se secd con Na,SO, anhidro y se
filtr6. El filtrado se concentr6 PR para dar en forma cuantitativa un semisdlido

(C4c). El producto se utilizo en la siguiente reaccion directamente (6.2.12).

6.2.12. Compuesto C5 . Sintesis de 1 R-(2-etoxi-2-oxoetil)-2-benciloxicarbonil-
O-tert -butiloxicabonil-1,2,3,4-tetrahidro-  B-carbolina.

Y

Figura 28. Sintesis del compuesto C5.

Una solucion del acido 2,2-dimetil propionico anhidro (266 mg) en CH3CN (3
ml) y DMAP (32 mg) se adicionaron a una soluciéon de C4c (370 mg) en CH3CN
acetonitrilo (3 ml) y se dejo en agitacion a temperatura ambiente por 12 horas. La
reaccion se detuvo mediante la adicion de 6 ml de HCI 0.4M. Después de la
separaciéon de la fase organica, la fase acuosa se extrajo con CH,Cl, (2 x 15 ml).
Se reunieron las fases organicas y se lavaron con una solucién saturada de
NaHCO;3; y salmuera. Dicha reunion se filtr6 y concentr6 a PR para obtener
cuantitativamente el producto C5 como un semisolido ligeramente café. La
purificacion se efectué por medio de cromatografia flash en gel de silice (1:20;
230-430) empleando como eluyente una mezcla de n-Hexano/AcOEt (4:1).

Rendimiento: 100%; RMN *H (300MHz, CDCls): 5(ppm)= 8.18 (d, J= 6Hz,
1Ha,), 7.5-7.25 (m, 8Hy), 6.32 (m, 1H), 5.16 (2 x s, 2H), 4.47 (m, 1H), 4.08 (m, 2H),
3.34-2.6 (m, 5H), 1.73 (s, 3H, CHg), 1.60 (s, 6H, 2 x CH3), 1.17 (m, 3H, CHy); IR
[KBr, cm™]: 2980, 1730, 1457, 1425, 1140.
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6.2.13. Compuesto C6 . Sintesis del acido 1,2,3,4-tetrahidro- [(-carbolin- 3S-
carboxilico.

s , 3 ,COOH

COOH +
\ NH, & NG9 1

N H
H

Figura 29. Sintesis del compuesto C6.

En un matraz se colocaron 5 g de L-Triptofano disueltos en 100 ml de una
mezcla H,O/H,SO, (3:1), posteriormente se adicionaron 8 ml de formaldehido
(HCHO) y la mezcla se puso en agitacion a temperatura ambiente durante 2.5 h;
se ajusté el pH a 6-7 con hidroxido de amonio (NH,OH). Después se coloco en
refrigeracion y se dej0 en congelacion durante la noche. La muestra se
descongeld en un bafio de agua sin calentamiento, una vez descongelada se filtré
y se observo un precipitado amarillento, este se lavo varias veces con MeOH y se

obtuvo un sélido amatrillo claro.

Rendimiento: 64%; p.f.:227-230; RMN *H (300MHz, DMSO): 5(ppm)= 10.97
(s,1H, H-9, indol NH) , 7.49-7.43 (2 x d, , J= 8.4, 8.1Hz, 2H, Hy-5 Hy-8), 7.16-6.95
(m, 2H, Ha-6, Ha-7), 4.45-2.79 (m, 5H, H-3, H-4 CH,, H-1); RMN *C (75.4 MHz,
DMSO): &(ppm)= 169.78 (C, CO,H), 136.34 (Cq), 128.82 (Cq), 126.27 (Cq),
121.45 (CH), 119.38 (CH), 117.88 (CH), 109.84 (CH), 107.46 (Cq), 56.22 (CH, C-
3), 39.44 (CH, C-1), 22.78 (CH,, C-4); IR [KBr, cm™]: 3439.18 (N-H, indol),
2956.66~2782.65 (CH), 1632.55 (CO,H), 1453, 1398, 1301, 1028, 751.
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6.2.14. Compuesto C7 . Sintesis del acido 1-metil-1,2,3,4-tetrahidro-  B-carbolin-
3S-carboxilico.

o)
COOH
COOH HoJ\fo 5 o o) >
7 2NH
\ NH > \
N 8 ¢ Ngd 1
H CH
H 0

Figura 30. Sintesis del compuesto C7.

En un matraz de dos bocas se hicieron reaccionar 500mg de L-tript6fano
disuelto en 10 ml de una mezcla H,O/H,SO, (3:1) con 0.35 ml de acido piravico
(1.1 eq). La mezcla permanecié en agitacion y temperatura ambiente durante 72 h
y una vez transcurrido este tiempo se adicionaron unas gotas de hidréxido de
amonio para llegar a un pH=7 y se refrigerd. Al cabo de tres semanas se filtro el

precipitado formado obteniéndose un sélido blanco-amarillento muy fino.

Rendimiento:  65%; p.f.:214-216; 'H RMN (300MHz, DMSO-d6 + D,O):
O(ppm)= 7.38 (t, J= 9.0 Hz, 2H, Ha-5, Ha-8), 7.06 (td, , J= 7.5 Hz, J= 1.2 Hz, 1H),
6.97 (td, J= 7.5Hz, J= 0.9 Hz, 1H), 4.1 (1H, H-1), 3.95 ( dd, J= 12Hz, J= 5.1 Hz,
1H, H-3), 3.22 (dd, J= 16Hz, J= 5.1Hz, 1H, H-4,), 2.86 (dd, J= 16Hz, J= 12Hz, 1H,
4-Hg), 1.74 (s, 3H, CHs); *C RMN (75 MHz, DMSO+d6): d(ppm)= 171.49 (C,
COzH), 170.86 (C, CO2H, 2° diasteroisomero), 136.77 (Cq), 132.46 (Cq), 126.19
(Cq), 122.60 (CH), 119.89 (CH), 118.75 (CH), 112.41(CH), 105.06 (Cq), 62.01,
53.46, 23.94 (CHs3, C-1"), 23.23 (CH3, C-1’, 2° diasteroisémero); EM-IE (m/z, %):
230 [M™, 85], 215 [M-CHs, 35], 185 [25], 183 [55], 44 [100] ; IR [KBr, cm™]:
3430.90 (N-H, indol), 3203-2797.8, 1635.7 (CO,H), 1614.55 (CO,H), 1394, 1358,
1315, 1232; UV ( Amax, €n H20) nm: 220.

HPLC (NUCLEODEX beta-PM, TEAA 1% pH4 / MeOH 70/30, flujo: 0.7ml/min,
162bar).
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Cuadro 1. Tiempo de retencién (T.R), area bajo lac urva (ABC) y radio diasteroisomérico (  rd)
de la mezcla C7.

Pico TR (min) ABC (%) rd
1 2.257 52.0754
2 2.558 30.5303 5:3

6.2.15. Compuesto C8 . Sintesis de &acido 1-(2-etoxi-2-oxoetil)-l,2,3,4-
tetrahidro- B-carbolin -3S-carboxilico.

zi
o
Y

Figura 31. Sintesis del compuesto C8.

En un matraz de dos bocas se hicieron reaccionar 500mg de L-Tript6fano
disueltos en 10 ml de una mezcla H,O/H,SO,4 (3:1), con el acido carbetoxipirtvico
en agitacion a temperatura ambiente (T.A).Después de 24h se observdo un
precipitado en el matraz del cual se tom6é CCF y se observo la formacion de un
producto, sin embargo, aun habia sustrato por lo cual la reaccion continuo en
agitacion a T.A durante 72hs mas. Se filtro el precipitado y se lavd con agua fria,

se obtuvo un sélido amatrillo claro.

Rendimiento: 10%; p.f.:200-203; RMN *H (300MHz, DMSO): &(ppm)= 10.97
(s,1H, H-9, indol NH) , 7.43-7.4 (2 x d, J= 7.8, 8.1Hz, 2H, Ha-5 H,-8), 7.07-6.97 (2
x t,J=7.5, 7.5 Hz, 2H, H-6, Ha-7), 4.12 (m, 3H, 1-H, CH,-3"), 3.59 (d, J= 16.5 Hz,
2H, CH,-1"), 3.0 (dd, J=15.3, 4.2 Hz, 1H), 2.6 (m, 2H), 1.17 (t, J= 7.2 Hz, 3H, CH3s-
4’); RMN *C (75.4 MHz, DMSO): d(ppm)= 173.63, 173.45, 170.29, 136.38 (Cq),
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131.24 (Cq), 123.77 (Cq), 121.39 (CH), 118.56 (CH), 117.94 (CH), 111.32 (CH),
108.04 (Cq), 60.27, 59.63, 52.90, 43.83, 24.19, 13.93; EM-IE (m/z, %): 302 [M™,
38], 215 [100], 169 [70], 44 [63]; IR [KBr, cm™] 3367.64 (N-H, indol), 3184.32-
2985.4 (CH),1711.01 ( CO.Et, CO,H), 1340, 1225, 1162. UV ( Amax €N Hz0) nm:
219.

HPLC ( NUCELODEX beta-PM, TEAA 1% pH4 / MeOH 70/30, flujo:
0.7ml/min, 162bar)

Cuadro 2. Tiempo de retencion (T.R), area bajo la curva (ABC) vy radio diasteroisomérico (rd)
de producto C8.

Pico TR (min) ABC (%) rd
1 2.295 36.2573
2 2.524 63.7427 2:3

6.2.16. Compuesto C9 . Sintesis del éster metilico del acido 1,2,3,4-te trahidro-
B-carbolin-3 S-carboxilico.

s , 3 ,COOCH;

6
COOH AcOCI, MeOH b a )
N g ¢ Ngd 1
H H

Figura 32. Sintesis del compuesto C9.

En un matraz de tres bocas en condiciones de atmosfera inerte provisto de
refrigerante y una trampa con solucion bésica, se colocaron 6 ml de metanol y se
dejo en agitacion a -5° C; después de aproximadamente 5 min se agregaron
cuidadosamente 1.5 ml de AcOCI manteniendo la agitacion. Una vez terminada
la adicion la mezcla se dejo en agitacion durante [110 min y se llevdo a una
temperatura de —5°C. Posteriormente se agrego 1 g de C6 en presencia de argon.

Posteriormente la mezcla se llevo a 60°C (reflujo) durante tres horas. El contenido
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del matraz se traté con solucion saturada de bicarbonato de sodio y se extrajo con
acetato de etilo (20ml x 2). La fase organica se lavé con salmuera y se secO con
Na,SO, anidro, se filtr6 y se concentr6. La muestra se sometid a una
cromatografia en columna flash con las siguientes condiciones: gel de silice, malla
230-400, (1:50), elucién en gradiente con mezclas de AcOEt /MeOH (100/0 a
0/100). Se obtuvo un sdlido muy fino de color café claro (<10%, p.f.: 239-242).

Este producto se empled directamente en la generacion de C11 (6.2.18).

6.2.17. Compuesto C10 . Sintesis del éster metilico del acido 1-metil-1,2 ,3,4-
tetrahidro- B-carbolin- 3S-carboxilico.

Figura 33. Sintesis del compuesto C10.

En un matraz de dos bocas provisto con atmdsfera inerte, se agregaron
500mg del éster metilico del L-triptofano disuelto en 10 ml de una mezcla
H.O/H,SO, (3:1). La mezcla se agitd y posteriormente se agregaron 0.35 ml de
acido piravico (1.1 eq). La mezcla permanecié en agitacion y temperatura
ambiente durante 72 h; una vez transcurridos este tiempo se adicionaron unas
gotas de hidroxido de amonio para llegar a un pHLT y se refrigeré. Al cabo de tres
semanas se filtrd el precipitado formado obteniéndose un sélido blanco-amarillento
muy fino. La fase acuosa se extrajo con n-butanol (2x25), se concentro a presion
reducida y el residuo se lavé con DCM para luego filtrarlo y obtener un sdlido
marron (71%, p.f.: > 270C).

Sin embargo, el producto resultd ser el acido libre de C10 debido a la hidrélisis

del éster.
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6.2.18. Compuesto C11 . Sintesis del éster metilico del &cido 2-
benciloxicarbonil-1,2,3,4-tetrahidro-  (3-carbolin-3 S-carboxilico.

s , s,COOCH;
COOCH; 6 s & o
CbzCl, NEts, CH,Cl, , { 2h—¢
\ NH > C d
8 Ng ¢ 1 (@]
H » -
6 -
5" 4//

Figura 34. Sintesis del compuesto C11.

Una disolucion de ChbzCl (653 mg, 3.83 mmol) en DCM (2 ml) a 0T en
atmosfera de argdén, se adicion0d gota a gota sobre una disolucidon previamente
preparada de C9 (730 mg), DMAP (cat.) y trietilamina (1.3 ml, 9.6 mmol) en DCM
(2.8 ml) bajo las mismas condiciones. La mezcla de reaccipon se mantuvo en
agitacion durante 20 h (0C, T.A.). Posteriormente, se agregaron 5ml de H,O y 5ml
de HCI 2.0N. La fase organica se separd y se lavé con H,O (2 x 5 ml). Despueés,
se secO con Na,SO, anhidro y se concentré a PR. El producto crudo se purifico
por medio de cromatografia flash empleando gel de silice (230-400) y como
eluyente mezclas de polaridad ascendente (Hexano/ AcOEt, 100:0 a 0:100) para

dar un semisolido café claro.

Rendimiento: <10%; p.f.:ND; RMN *H (300MHz, CDCls): d(ppm)= 7.6-7 (m,
9Har), 5.2 (s, 2H, -COOCH,-Ph), 5.2 (m, 1H), 4-3.8 (m, 2H), 3.8 (s, 3H, OCHy), 3.6
(m, 1H), 3 (m, 1H); EM-IE (m/z, %): 364 [M™, 15], 229 [M-Cbz, 100], 169 [45], 143
[20], 91 [63]; IR (Sol/CHCIs3): cm™ 3468.22 (N-H, indol), 3031.68, 2955.83-2855.62,
1736.81 (CO,;Me), 1703.38 ( Cbz), 1450, 1414, 1329, 1282, 1239.
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6.2.19. Compuesto C12 . Sintesis del acido 1,2,3,4-tetrahidro- [(-carbolin-3 R-
carboxilico.

3 COOH

COOCH HCHO, H* b
\ NH, »

Figura 35. Sintesis del compuesto C12.

En un matraz se colocaron 1.2 g de D-Triptéfano (24.5 mmol) disueltos en
26.3 ml de una mezcla H,O/H,SO4 (3:1), posteriormente se adicionaron 2ml de
formaldehido (37%) y la mezcla se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente
durante 2.5 h; se ajusto el pH a 6 con hidroxido de amonio, se tapo y coloco en
refrigeracion. Posteriormente se filtré y se lavé con H,O y se sec6 en desecador.
Se obtuvo un sélido color café claro (99.3%; p.f.: 208-212).

Los espectros de IR, EM, RMN *H y **C concuerdan con los informados para
su enantiomero C6 (6.2.13).

6.2.20. Compuesto C13 . Sintesis del &acido 1-metil-1,2,3,4-tetrahidro- [3-
carbolin-3 R-carboxilico.

o)
COOH
COOH HoJ\fo s 5 L4 3.
\ ; 2NH
§ NH > \
N g ¢ Ngd 1
H CH
H CHs

Figura 36. Sintesis del compuesto C13.

En un matraz de dos bocas en presencia de atmdsfera inerte, se agregaron
300mg de D-triptéfano en 6 ml de una mezcla (3:1) de H;O/H,SO,.
Posteriormente, se agregaron 0.25ml de acido piravico (1.1 eq) a la mezcla en

agitacion. La reaccion permanecié en agitacion y temperatura ambiente durante 24
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h. Después se adiciond hidroxido de amonio para llegar a un pHL7 y se enfrio.
Una semana después se filtr6 en frio el precipitado formado y se colocé en
desecador. Se obtuvo un soélido blanco- amarillento muy fino de manera
cuantitativa (p.f.: 220-221).

Los datos espectroscopicos coinciden con lo encontrado para C7 (6.2.14).

6.2.21. Compuesto C14 . Sintesis de acido 1-(2-etoxi-2-oxoetil)-1,2,3,4-
tetrahidro- B-carbolin-3 R- carboxilico.

O OEt

COOH
o HOZCMO

Qg

N
H

Y

Figura 37. Sintesis del compuesto C14.

En un matraz de dos bocas se colocaron 500 mg de D-Triptéfano que fueron
disueltos en 10 ml de una mezcla H,O/H,SO, (3:1). En una de las bocas se
coloco atmosfera inerte (argbn) mientras por la otra se agrego el acido
carbetoxipirivico. Se tap6 el matraz y se dejé en agitacion a temperatura
ambiente. Después de 4 dias, se filtré el precipitado formado y se lavd con agua

fria para obtener un solido color amarillento (15%; p.f.: 200-202).

Las caracteristicas espectroscépicas de RMN *H y »*C e IR fueron idénticas a
C8 (6.2.15).

6.2.22. Compuesto C15 . Sintesis del éster metilico del éacido 1,2,3,4-
tetrahidro- B-carbolin-3 R-carboxilico.
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s 4 s COOCHg

6
~‘COOH AcOCl, MeOH b a 5
\ NH - 7 \ NH
N g~ ¢ Ng 43
H H

Figura 38. Sintesis del compuesto C15.

En un matraz de tres bocas en condiciones de atmosfera inerte provisto de
refrigerante y una trampa con solucion basica, se colocaron 3 ml de metanol y se
dejo en agitacion a —-5° C; después de aproximadamente 5 min se agregoé
cuidadosamente 1ml de AcOCI manteniendo la agitacion. Una vez terminada la
adicion la mezcla se dejo en agitacion durante 110 min y se llevd a una
temperatura de —5°C. Posteriormente, se agregaron 500 mg de C12 en presencia
de argdn; la mezcla se puso en agitacion y se llevo a temperatura ambiente,
después, se mantuvo en 60°C durante tres horas. El contenido del matraz se trato
con disolucion saturada de bicarbonato de sodio y se disolvi6 en DCM, se
separaron las fases y la fraccién organica se concentré a presion reducida. La
muestra se sometié a una cromatografia en columna flash empleando gel de silice
(230-400,1:100), y mezclas de AcOEt / MeOH (100:0 a 0:100) como eluyente.

Finalmente se obtuvo el producto como un sélido amarillo-naranja.

Rendimiento: 10%; p.f.:237-240; RMN 'H (300MHz, CDCl; + DMSO-ds):
d(ppm)= 9.43 (s, 1H, H-9, indol NH), 7.45 (d, J= 7.5 Hz, 1H, Hx-8), 7.33 (d, J= 6.6
Hz, 1H,Ha-5), 7.19-7.03 (m, 2H, 6-Ha, 7-Ha), 4.21 (d, J= 8.4 Hz, 2H, H-1), 3.88
(dd, J=9.6, 4.8 Hz, 1H, H-3), 3.80 (s, 3H, CO,CHs), 3.2-2.9 (m, 2H, H-4); RMN *C
(75 MHz, CDCl; + DMSO-d6): &(ppm)= 173.14 ( Cg, CO,CHas), 136.25 (Cq),
131.51(Cq), 126.96 (Cq), 121.38 (CH), 119.09 (CH), 117.59 (CH), 111.09 (CH),
10.36 (Cq), 55.87 (CHs, CO,CHs), 52.27, 42.07, 25.04; EM-IE (m/z, %): 230 [M™,
45], 185 [40], 171 [M-CO,CHjs, 38], 143 [100]; IR [KBr, cm™]: 3395.13 (N-H, indol),
3054.08-2853.05 (CH), 1742 ( CO,CHs), 1442.9, 1377.9, 1350; UV (Amax €N
MeOH) nm: 223.5.
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6.3. Evaluacion de la actividad citotoxica de las B-carbolinas en lineas

celulares de cancer humano por el método de sulforr odamina B.

La evaluacidon biolégica se realizé en la unidad de pruebas biologicas del

Instituto de Quimica.

6.3.1. Fundamento del método analitico

Comunmente, en los estudios de citotoxicidad in vitro sobre lineas celulares,
se emplean diferentes métodos de tincion celular con el fin de estimar de manera
indirecta el numero de células viables presentes después de un tratamiento
(Escobar y cols., 2010).

La Sulforrodamina B (SRB) es un colorante anidénico que se une
electrostaticamente a proteinas anionicas (PTS) de células cancerosas que han
sido precipitadas con &acido tricloroacético (TCA) en el fondo de micropozos. El
complejo SRB-PTS es solubilizado con buffer, lo que facilita medir la densidad
Optica (DO) de los micropozos. La DO es directamente proporcional al crecimiento
celular e inversamente proporcional al grado de citotoxicidad de un compuesto de
prueba (Ibafiez, 2004).

6.3.2. Compuestos de prueba

La evaluacion preliminar de la actividad citotoxica de cada compuesto de
prueba se realizé a una concentracion de 50 uM. Se utiliz6 doxorrubicina como

control positivo.

6.3.3. Lineas celulares

Las lineas celulares de cancer humano utilizadas en el estudio fueron las
siguientes: PC-3 (cancer de prostata), MCF-7 (cancer de mama), K562 (leucemia),
U251 (SNC), HCT-15 (céancer de colon) y SKLU-1 (pulmén).

Cada linea celular fue cultivada en medio RPMI 1640 suplementado con suero
fetal bovino (10%), L-glutamato (2mM), penicilina (1%). Los cultivos se incubaron a

37, humedad del 95%, en una atmosfera con un 5% d e CO..
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6.3.4. Evaluacion

Posterior al cultivo, las células adherentes fueron separadas por
procedimientos convencionales con una solucion de tripsina-EDTA para obtener
las suspensiones celulares. La cantidad de células viables de cada linea celular se
determind empleando el método de exclusion del azul de tripano en un

hematocitémetro.

En una placa de Elisa de 46 posos se colocaron de 5 000 a 10 000 células
viables (dependiendo de cada linea celular) y se incubaron a 37C durante 24h.
Una vez transcurrido el tiempo, las células se trataron con los compuestos de
prueba e incubadas durante 48 horas. Posteriormente las células se fijaron in situ

por adicion de 50ul de una solucion fria de acido tricloroacético al 50% p/v.

Las células ya fijas fueron incubadas durante 30 minutos a temperatura
ambiente con una solucién de sulforrodamina B al 0.4% (SRB). Después de este
tiempo se elimino el exceso de la solucion colorida en las placas de Elisa y se

efectuaron lavados con acido acético al 1% y se secaron a la intemperie.

Los complejos proteina-SRB se disolvieron en una solucion amortiguadora
Tris(hidroximetillaminometano. La densidad 6ptica de las soluciones en cada pozo

se determino en un lector de Elisa a 515 nm.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los compuestos fueron sintetizados mediante la reaccion de
condensacion de Pictet-Spengler de la triptamina o el L/D-Triptéfano con el
correspondiente aldehido o cetoacido (figs. 14 y 15). En los cuadros 3 y 4 se
ilustran los compuestos obtenidos, asi como algunas caracteristicas y el
rendimiento en el cual fueron obtenidos. C4, C7, C8, C13 y C14 corresponden a
las mezclas diasteroisoméricas (R/S en Carbono 1) que en este estudio preliminar

se analizaron como tales.

Cuadro 3. Tetrahidro- B-carbolinas sintetizadas

<
CZ’Q—RZ R* R? R R
I, ®

I
C1 H H H H
% g C2 CH, H H H
Z 3 *C3 CHs H
8 2 C4 CH,CO,Et H H H
3 C5 CH,CO,Et Cbz H Boc
C6 H H —COOH H
Cc7 CH; H —COOH H
£ cs CH,COEt H —COOH H
g_ C9 H H —=COOMe H
= C10 CHs H —COOMe H

©

2 C11 H Cbz —COOMe H
8 C12 H H | - “COOF H
o C13 CH; H | .COOF H
Cl4 CH,CO,Et H | .COOF H
C15 H H | COOMe H

*B-carbolina
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Cuadro 4. Peso molecular, punto de fusion y rendimi  ento de las tetrahidro- -
Carbolinas sintetizadas.

B -Carbolina PM p.f (C) Rendimiento (%) re 0 de
C1 172 240-242 <10% -
C2 186 158-161 25% -
*C3 182 195-200 16% -
C4 258.3 199-203 55% 1:1 (R/S)
C4b 258.3 - 30% 9:1(R/S)
C5 492.6 - 100%
C6 216 227-230 64% -
Cc7 230 214-216 65% 5:3
C8 302 200-203 10% 2:3
C9 246.3 239-245 <10% -
C10 244.3 > 270 71% -
Cl1 364 - <10% -
C12 216 208-212 99% -
C13 230 220-221 100% -
Cil4 302 200-202 15% -
C15 230 237-240 10% -

*B-carbolina

Como se puede observar en las figs. 14 y 15, y en el cuadro 4, la ciclacion
Pictet-Spengler constituye una via de sintesis sencilla y flexible para la obtencion
de tetrahidro-B-carbolinas y alcaloides analogos. Sin embargo, aungue en general
los rendimientos son buenos, en algunos casos particulares es necesaria la

optimizacién posterior.

En la literatura actual se han descrito una variedad de condiciones para
efectuar la ciclacion Pictet-Spengler; asi, se sabe que de primera mano se puede
efectuar en medio acuoso en presencia de un &acido mineral a temperatura

ambiente o a reflujo dependiendo del aldehido o especie sustrato para formar la
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imina. De esa manera, se emplearon dichas condiciones como primera opcion,
aunque dependiendo del resultado, en algunos casos se efectué como método
alternativo la ciclacion en medio organico (etanol) a reflujo con o sin la presencia

de un acido organico (p. ej. C4 y C5).

Por otro lado, se observé que la presencia de un grupo voluminoso disminuye
la eficiencia (<20%) con la que se obtiene el producto esperado (p. ej. C8 y C14).
En ese sentido, recientemente (Pulka & Misicka, 2011) describieron la
dependencia que sigue el tipo de ciclacibn (mecanismo asociado) con las
condiciones de reaccidbn empleadas para la obtencion diasteroselectiva de
productos impedidos estéricamente. Tomando en cuenta dichos hallazgos, es
posible que se puedan obtener diasteroselectivamente C8 y C14, entre otros.

Con el fin de generar los correspondientes ésteres metilicos de los derivados
del triptéfano (D 6 L), se realizaron esterificaciones en presencia de cloruro de
acetilo 6 cloruro de tionilo; sin embargo, la esterificacion procedido con bajo
rendimiento. Asi que, se propuso realizar el camino alterno, es decir, efectuar la
esterificacién del triptéfano y la ciclacion posterior; pero, aunque la esterificacion
con cloruro de tionilo procede de manera excelente, durante la ciclacion (o0 en su
procesamiento) el éster se pierde y el rendimiento global en ambas vias no es muy

diferente.

El radio enantiomérico (C2 y C4) 0 el diasteroisomérico (C7, C8, C13 y C14)
de los productos se evalu6 mediante HPLC empleando diferentes condiciones (ver
Metodologia). Considerando que, para fines de evaluacion bioldgica es necesario
contar con los enantiomeros O diastereoisomeros por separado, se propuso la
obtencion de C5 empleando como paso llave la reduccion enantioselectiva de la
imina producto de la oxidacion de C4. Asi fue posible obtener éste ultimo en un
radio enantiomérico R/S de 9:1. Por lo que esta via constituye una alternativa a la
resolucién de racematos. Es importante mencionar que diferente a lo esperado, la
resolucion de las mezclas de los diasteroisdmeros obtenidos no fue posible via

columna cromatografica y en algunos casos ni empleando cromatografia de
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liguidos de alta resolucion. Por lo que, posteriormente, en continuidad con este
trabajo sera necesario proponer su obtencion diasteroselectiva.

Los compuestos obtenidos (0o mezclas, segun sea el caso) fueron

caracterizados por medio de técnicas espectroscopicas y espectrométricas.

Asi que, una vez contando con los productos, se llevo a cabo la evaluacion de
la actividad citotéxica a la concentracion 50uM empleando el modelo de SRB
(Ibafiez, 2004). Como se puede observar en el cuadro 8 y en la figura 39, fue

posible obtener compuestos con un rango de actividad variable.

En la figura 40 se puede observar que la linea celular mas sensible a los

compuestos evaluados fue la de cancer de mama (MCF-7).

Asi también se observo que los compuestos mas activos fueron C5y C11 (90-
100% de inhibicion), aunque no mostraron selectividad (Cuadro 5, Fig. 39 y 40). El
rasgo estructural comin a estos compuestos es la presencia de un sustituyente en

la posicion N-2 (carbamato).

Algo muy interesante fue que a diferencia de C6, que es de actividad marginal,
el enantiomero C12, derivado del D-Triptéfano presentd una actividad selectiva a
la linea MCF-7. Dicho compuesto es de estructura sencilla y se obtiene en un
rendimiento cuantitativo. En ese mismo sentido C4 (racemato) present6 actividad
importante en la misma linea celular, pero al observar la actividad de C4b (R/S
9:1) se aprecia que dicho enantiomero (R) no presenta tal actividad, por lo que el
resultado parece indicar que el enantiomero S es el selectivo. Dicha hipotesis

tendra que ser confirmada mediante la resolucidn o preparacion del enantibmero S

La mezcla de diasteroisomeros C8, también presentd selectividad hacia la
linea celular MCF-7.
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Cuadro 5. Citotoxicidad de los compuestos obtenidos
humanas cancerosas a una concentracion de 50uM.

en lineas celulares

% de inhibicion del crecimiento por la linea celula

r

Compuesto U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
C1 11.6 13.29 45.19 52.93 16.04 46.12
C2 64.2 50.6 27.9 17.7 61.9 55.3
*C3 35.8 24.18 60.0 48.87 36.09 35.52
C4 30.4 55.11 26.5 26.1 91.8 53.3
C4b ND 5.17 0 11.57 10.07 46.16
C5 100 100 100 100 100 100
C6 15.52 11.07 29.81 13.93 22.92 13.82
C7 44.3 6.12 2.31 12.4 17.4
C8 55.4 52 0 7.3 100 27.4
C9 ND ND ND ND ND ND
C10 ND ND ND ND ND ND
Ci11 100 60.89 94.27 100 99.24 100
Ci12 12.2 12.1 0 5 95.9 7.6
C13 5.75 19.64 12.96 1.3 2.95 2.4
Ci14 36.11 2.5 11.7 1.8 10.3 13.3
C15 0 0 20.98 0 6.96

Doxorrubucina 100 68.8 100 65.1 80.0 87.9

(1pm)

U251=Glia del sistema nervioso central, PC-3= prostata, K562= leucemia, HCT-15=colon, MCF-7=

mama, SKLU=pulmén; ND: no determinada aun.
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Figura 39. Citotoxicidad de las Tetrahidro- B-carbolinasy B-carbolinas sintetizadas, en
células de cancer humano a una concentracién de 50 M.
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Como se puede observar en la figura 41, los derivados de la triptamina, en
general, presentan una actividad moderada. En cuanto a la relaciéon entre la
actividad citotéxica y la planaridad de las p-carbolinas se encontr6 que el
compuesto C3, el Unico compuesto que esta totalmente aromatizado presento su
actividad mas alta frente a la linea celular K562 inhibiéndola en un 60%, mientras
gue su actividad frente a las demas lineas celulares estuvo por debajo del 50%;
por su parte, el analogo no planar C2 presenté una mayor actividad inhibitoria en
la mayoria de las lineas celulares excepto en K562 y HCT-15, por lo tanto, este
hallazgo preliminar permite inferir que para esta serie de compuestos la planaridad
de la molécula no juega un papel determinante en la actividad citotoxica, de
manera que es posible que el mecanismo de accidon de estos compuestos no sea
en su mayoria mediante la accion directa en el ADN; sin embargo, sera necesario

sintetizar algunos anélogos mas; asi como, realizar estudios farmacodindmicos.

100
g 9 Q_QNH
T 30
2 N R1
£ 70 H
b
5 ©0 (1 WCL,H
T
2 >0 M C2,CH3
0 40
S i *C3, CH3
a2 30
\_: 20 B C4, CH2CO2Et
“ 10 i C4b,(1R)-CH2CO2Et
0
U251 PC-3 K562  HCT-15 MCF-7  SKLU-1

Figura 41. Citotoxicidad de los compuestos analogos a la triptamina, con respecto a la
sustitucion en R *a una concentracién de 50 pM.* B-carbolina.
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Por otro lado, se puede observar en las figuras 42 y 43 que la presencia de
sustituyentes carboxilo en la posicion 3, decrece la actividad citotéxica en la
mayoria de los casos. Por ejemplo, cuando se tiene metilo en C-1 (Fig. 43) la

introduccién de los carboxilos en posicion 3 disminuye la actividad citotoxica.

100 &
A

o 90 /\/ S NH
E N
g 80 H
E 70 MCLH
@
g 60 ® C6, —-COOH
T
5 0 W C12,-::COOH
5 40
2 30 H C15,-::COOMe
€ 20
X 10

0

U251 PC-3 K562 HCT-15  MCF-7  SKLU-1

Figura 42. Citotoxicidad de algunos compuestos cuya diferencia es en la sustituci6n en R “a

una concentracion de 50 M.

Por otro lado, en la figura 44 se puede apreciar que la actividad mostrada por
el racemato C4 en SKLU-1, coincide con la encontrada para C4b, por lo que es
probable que el enantibmero R, sea el responsable de tal actividad; hecho
contrario al observado en la linea de cancer MCF-7, donde nuestros resultados

parecen sugerir que el enantidmero S es el responsable.
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Figura 44. Citotoxicidad, a una concentracién de 50

sustituyente -CH ,CO,Et en posicién 1y cuya diferencia radica en la sus
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8. CONCLUSIONES

* La reaccion de Pictet-Spengler constituye una estrategia sencilla y versatil
que permitié la generacion de tetrahidro-B-carbolinas con diferente patrén

de sustitucién en rendimientos moderados.

 La actividad citotoxica de las tetrahidro-B-carbolinas dependi6é de la

configuracion en la posicion 3; asi como del sustituyente en la posicion 1.

« La presencia de un sustituyente carboxibenzoilo en N-2 incrementa
significativamente la actividad de los compuestos estudiados; sin embargo,

disminuye la selectividad en las lineas celulares de cancer empleadas.

* Nuestros resultados sugieren que la actividad citotoxica de los compuestos

no depende de manera absoluta de la planaridad de la molécula.

e Se obtuvo un compuesto (C12), un racemato (C4) y una mezcla
diasteroisomérica(C8) con una alta selectividad hacia cancer de mama
(MCF-7).
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9. PERSPECTIVAS

En la presente investigacion se generd informacion preliminar de relaciones
estructura-actividad citotoxica de una serie de derivados de las tetrahidro-B-

carbolinas; sin embargo, sera necesario posteriormente:
* La optimizacion de las condiciones de reaccion cuyo rendimiento fue bajo.

» La determinacion de la concentracion inhibitoria media de los compuestos

de mejor perfil farmacoldgico.
* La generacion de mas de una molécula plana.

* La resolucion de las mezclas diasteroisoméricas activas, con el fin de
determinar de forma inequivoca la configuracién en la posicion 1 del

compuesto mas activo.

* La resolucion o la generacion enantioselectiva del enantiomero S, posible

responsable de la alta selectividad del racemato C4 a la linea MCF-7.
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Espectro de RMN*H (300MHz, CDCls) del acido carbetoxipiravico.

Espectro de RMN**C (75MHz, CDCls) del acido carbetoxipirvico.
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Espectro de RMN*H (300MHz, DMSO-dg) de C-A.
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Espectro de RMN*H (300MHz, DMSO-dg) de C1.
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Espectro de RMN*3C (75MHz, CDCls) de C4.
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Espectro de RMN*H (300MHz, CDCls) de CS5.
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Espectro de RMN*H (300MHz, DMSO-ds) de C6.
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Espectro de RMN*H (300MHz, DMSO-dg +D,0) de C7.
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Espectro de RMN*H (75MHz, DMSO-ds +D,0) de C7.
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Espectro de RMN*H (300MHz, DMSO-ds) de C8.
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Espectro de RMN*3C (75MHz, DMSO-dg) de CS8.
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Espectro de IR (CHCI3) de C11.
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Espectro de RMN*H (300MHz, CDCls) de C11.

Espectro de RMN*H (300MHz, DMSO-dg) de C13.
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Espectro de RMN*3C (100MHz, DMSO-dg) de C14.
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