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RESUMEN

El presente proyecto muestra la sintesis enantioselectiva de Tetrahidrocarbazoles (THC),
estructuras base de diversos alcaloides de importancia biologica.

La sintesis se llevd a cabo mediante reacciones de cicloadicion [4+2] utilizando al
modo de activacion trienamina a través del aldehido indolico o,p-insaturado 4 con
diferentes dienofilos derivados de cromonas, benzoquinonas y naftoquinonas.

Inicialmente, se realizé la sintesis enantioselectiva del derivado THC-6, mediante la
condensacion de la amina secundaria del catalizador quiral al grupo carbonilo del aldehido
indolico a,B-insaturado 4 el cual, sufri6 una reaccion del tipo Diels-Alder con la 3-
cianocromona 1 como dienofilo obteniendo el derivado tetrahidrocarbazolico con buenos
rendimientos y excesos enantioméricos.

La viabilidad de la reaccion se demostré6 mediante el uso de diferentes diendfilos
derivados de la 3-cianocromona, benzoquinona y naftoquinona variando el patron de
sustitucion por grupos electrodonadores y electroatractores con rendimientos del 36 al 51 y
excesos enantioméricos del 83 a 96%. Del mismo modo al derivado THC-6 se le realizaron
diversas transformaciones quimicas en sus grupos funcionales con el objetivo de sintetizar
esqueletos base de alcaloides con diversidad estructural.

Finalmente, el compuesto THC-6 se evalu6 para medir su potencial bioldgico en el
sistema nervioso central, encontrando que este compuesto posee una excelente actividad
ansiolitica con una dosis efectiva 50 (DEsp) de 4.1 mg/Kg y antidepresiva con un efecto
maximo de 16%. Cabe senalar que, a la fecha, este es el primer reporte sobre la actividad
ansiolitica de tetrahidrocarbazoles.



ABSTRACT

In this project we show the enantioselective synthesis of tetrahydrocarbazole (THC),
frameworks of various alkaloids with biological activity.

The synthesis was carried out by [4+2] cycloaddition reactions using the trienamine
activation mode through the o,-unsaturated indolic aldehyde 4 with different dienophiles
such chromones, benzoquinones and naphtoquinones.

Initially, the synthesis of THC-6 derivative was accomplished, through the
condensation the secondary amine of the chiral catalyst with the carbonyl group of the o,f3-
unsaturated indolic aldehyde 4 which underwent a Diels-Alder type reaction with 3-
cyanochromone 1 as dienophile obtaining the tetrahydrocarbazole derivative with good
yield and enantiomeric excess.

The viability of the reaction was demonstrated using different dienophiles of 3-
cyanochromone, benzoquinone and naphthoquinone varying the substituent pattern for
electron donating and electron withdrawing groups with yields from 36 to 51% and
enantiomeric excesses from 83 to 96%. On the other hand, the THC-6 derivative was
subjected to various chemical transformations by changing its functionals groups in order to
synthesize alkaloids frameworks with structural diversity.

Finally, the THC-6 compound was evaluated for its biological potential in the
central nervous system, finding that this compound has an excellent anxiolytic activity with
an effective dose 50 (EDsp) of 4.1 mg/Kg and antidepressant activity with a maximum
effect of 16%. To the best of our knowledge, this is the first report dealing with the
anxiolytic activity of tetrahydrocarbazole core.



1. INTRODUCCION

1.1. Medicina Tradicional Mexicana y Quimica de Productos Naturales.

Actualmente la Medicina Tradicional Mexicana es reconocida como un recurso para la
preservacion de la salud de millones de seres humanos, es una parte importante de la
cosmovision de los pueblos indigenas, la cual representa el conocimiento sobre la madre
tierra y el uso de las plantas medicinales.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Medicina Tradicional se
define como “La suma total de conocimientos, habilidades y prdcticas basadas en teorias,
creencias y experiencias propias de diferentes culturas, sean explicables o no, utilizadas en
el mantenimiento de la salud y/o en la prevencion, diagndstico y tratamiento de
enfermedades fisicas y mentales”." De acuerdo a la Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, se reconoce hoy como, “El recurso fundamental para la salud de
millones de seres humanos, componente esencial del patrimonio tangible e intangible de
las culturas del mundo, un acervo de informacion, recursos y prdcticas para el desarrollo y
el bienestar. Un factor de identidad de numerosos pueblos del planeta”.*

Las plantas son la principal fuente en el ejercicio de la Medicina Tradicional
Mexicana, sin embargo, cabe sefialar que el uso de esta practica se extiende hasta el uso de
hongos, organismos marinos, insectos e inclusive algunos reptiles y anfibios. Con base en
esta informacion, cabe destacar que México es un pais megadiverso, es uno de los 7 paises
mas ricos del mundo en especies de plantas y animales, debido a que ocupa el tercer lugar a
nivel mundial en biodiversidad y el quinto lugar en plantas vasculares con mas de 23,000
especies, siendo el 50% endémica del pais.’

Como se ha mencionado previamente, por afos se han utilizado a las plantas
medicinales para la cura o el tratamiento empirico de diferentes enfermedades, debido a
esto, durante décadas, investigadores especialistas en el area, se han dado a la tarea de
realizar diversos estudios fitoquimicos y biodirigidos para saber cudles son los metabolitos
secundarios que sintetizan las especies responsables de la actividad bioldgica; todas estas
investigaciones dieron origen a lo que actualmente se conoce como Quimica de Productos
Naturales, la cual se define como “El estudio de metabolitos secundarios aislados de
fuentes naturales de origen vegetal, animal, fiingico o bacteriano en la obtencion de
compuestos con diversidad estructural y actividad biologica”. Es importante mencionar,
que las plantas sintetizan a los metabolitos secundarios principalmente como defensa ante
sus enemigos naturales y curiosamente estos compuestos son los que ejercen una accion
terapéutica.’

! Zhang, X. Organizacién Mundial de la Salud, OMS, Medicina Tradicional. Ginebra. 2018.

2 Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana. Universidad Nacional Auténoma de México. UNAM. 2009.
www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx

3 CONABIO; Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad. www.biodiversidad.gob.mx

4 Farnsworth, N. R.; Akerele, O.; Bingel, A. S. Bulletin of the World Health Organization, 1985, 63, 965-981.



http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/
http://www.biodiversidad.gob.mx/

Dentro de los principales metabolitos secundarios de importancia estructural y
bioldgica, se encuentran el grupo de los compuestos fendlicos, incluyendo a las cumarinas
y los flavonoides, el grupo de los terpenos (mono-, sesqui-, di- y triterpenos), esteroides y
a la amplia familia de los alcaloides.’

1.2 Alcaloides de Importancia Biologica.

Los alcaloides son compuestos nitrogenados derivados de aminoacidos con caracter
basico, que presentan una amplia diversidad estructural y las plantas lo utilizan como
defensa ante sus depredadores naturales. Dentro de la Medicina Tradicional Mexicana,
diversos estudios fitoquimicos en plantas medicinales endémicas de la region han
demostrado la presencia de alcaloides de importancia biologica y estructural, tal es el caso
de la teobromina y la cafeina, presentes tanto en las semillas del cacao (Theobroma cacao)®
como en las semillas del café (Coffea spp.),’ las cuales presentan actividad bioldgica como
estimulantes del sistema nervioso central, de igual forma, la nicotina presente en las hojas
del tabaco (Nicotiana tabacum)® se puede usar con esta misma finalidad e incluso,
dependiendo de la concentracion, se ha visto que presenta actividad insecticida. Otro
ejemplo es la mescalina presente en el bulbo del peyote (Lophophora williamsii),’ la cual
en forma de ungiiento puede ser utilizado para diferentes dolores, golpes e incluso
mordeduras y picaduras de animales e insectos venenosos (Figura 1).

o Me 0 Me

!

Me- |

°>N N HN N
A A

0”"°N N 0" "N N
Me Me
Cafeina Teobromina

NH,

OMe

Nicotina Mescalina

Figura 1. Algunos ejemplos de alcaloides comunes

% Kuklinski, C. Farmacognosia, 2003, Ediciones Omega. Espafia.

& Giorgetti, M.; Negri, G.; Rodrigues, E. Journal of Ethnopharmacology, 2007, 109, 338-347.

7 Patay, E. B.; Bencsik, T.; Papp, N. Asian Pacific Journal of Tropical Medicine, 2016, 9, 1127-1135.

8 Mizusaki, S.; Kisaki, T.; Tamaki, E. Plant Physiology, 1968, 43, 93-98.

°El-Seedi, H. R.; De Smet, P. A.; Beck, O.; Possnert, G. Journal of Ethnopharmacology, 2005, 101, 238-242.



Con base en esta informacion, el grupo de los alcaloides ha adquirido gran
importancia, principlamente porque debido a que no tienen una ruta biosintética definida y
al ser derivados de aminoacidos poseen una amplia familia de esqueletos base (alcaloides
del tipo indolizidina, pirrolizidina, isoquinolina, carbazoélicos, inddlicos, etc.) (Esquema 1).
Por otro lado, existen numerosos reportes sobre las actividades bioldgicas de esos
compuestos, dentro de las que destacan son su accion antiinflamatoria, citotdxica,
analgésica, amebicidas, antihipertensivos, relajantes musculares y sobre todo, como
estimulantes del sistema nervioso central.'’

H H
H N N
e lie M veles /
N N R / O
Indolizidina Pirrolizidina Isoquinolina Indol Carbazol Tetrahidrocarbazol

Esquema 1. Ejemplos de estructuras base presentes en algunos alcaloides

Debido a estas caracteristicas, diversos alcaloides han sido un atractivo constante
por parte de los quimicos especialistas en el area de sintesis organica para el desarrollo de
nuevas rutas de sintesis total o bien para el descubrimiento de nuevas metodologias para la
formacion de sus diferentes esqueletos base (Esquema 2).

ESS

Qi

Dihidrotubingensina A
Antibacterial

NH H
H;CO0C

Reserpina
Antipsicotico

MeO

Paclitaxel
Anticancerigeno

Yohimbina
Disfuncion erectil

Esquema 2. Ejemplos de algunos alcaloides de importancia bioldgica

El Paclitaxel, comercialmente conocido como taxol, es un alcaloide diterpénico con
esqueleto de toxano, sintéticamente derivado de la benzamida, este se utiliza como
anticancerigeno y su principal fuente de obtencion es la corteza del arbol Taxus brevifolia.''

10 cordell, G. A.; Farnsworth, N. R. Phytotherapy Research. 2001, 15, 183-205.
" Wani, M. C; Taylor, H. L.; Wall, M. E.; Coggon, P.; McPhail, A. T. J. Am. Chem. Soc. 1971, 93, 2325-2327.



De igual forma, la dihidrotubingensina A es un alcaloide derivado del carbazol que
se utiliza como agente antibacterial y cuya principal fuente de obtencidon es el hongo
Aspergillus tubingensis.'* También, la yohimbina es un alcaloide con niicleos de carbazol e
isoquinolina que se ha utilizado ampliamente para tratar la disfuncion eréctil y que
principalmente se extrae de la corteza del arbol Pausinystalia johimbe.”> Como tultimo
ejemplo se puede mencionar a la (-)-reserpina, cuyo nucleo de indol promueve su actividad
como antipsicotico y que inicialmente se aislo de un arbusto nativo de la India conocido
como Rauwolfia serpentina. Las estructuras de estos alcaloides se representan en el
Esquema 2.

Debido a la actividad terapéutica de estos compuestos, el hombre se ha visto en la
necesidad de atacar constantemente a la naturaleza para poder acceder a los beneficios que
los plantas medicinales les provee, este hecho desastroso, aunado a que compuestos del tipo
alcaloideo poseen una complejidad estructural muy atractiva, es que ha sido blanco de
interés para diferentes grupos de investigacion en el area de sintesis organica, pues se han
dado a la tarea de desarrollar novedosas rutas o diferentes metodologias de sintesis.
Desafortunadamente, las rutas clasicas de sintesis totales presentan varias desventajas
atribuidas a sus numerosas etapas de sintesis, rendimientos globales bajos o bien, la
obtencion de compuestos con estereoquimica no definida.

Un buen ejemplo de esto es la sintesis total de la (-)-reserpina descrita por Pearlman
en 1979." Como ya se menciond anteriormente, este compuesto es un alcaloide del tipo
indol, importante por su actividad antipsicotica y antihipertensiva, aislado por primera vez
en 1952 de las raices de Rauwolfia serpentina (Serpentaria). Es una estructura compleja
debido a que presenta un alto nimero de centros estereogénicos y todos ellos con una
estereoquimica bien definida. Dadas estas cualidades es que varios grupos de investigacion
se han dado a la labor de sintetizar a dicha molécula, donde a pesar de que cada una de las
reacciones que conlleva ocurren con un rendimiento considerablemente alto, es debido a
que transcurren con multiples etapas de sintesis que el rendimiento global puede ser de
apenas 10%.

En el caso particular de Pearlman, tras una serie de reacciones de proteccion y
desproteccion de grupos funcionales, de sucesivas oxidaciones, esterificaciones, asi como
otro tipo de complejas transformaciones, al cabo de 18 pasos de sintesis finalmente se logro
obtener la (-)-reserpina con tan solo 2.6% de rendimiento (Esquema 3).14:13

12 Sings, H. L.; Harris, G. H.; Dombrowski, A. W. Journal of Natural Products. 2001, 64, 836-838.
13 Myers, A., Barrueto, F. Journal of Medical Toxicology. 2009, 5, 223.
14 pearlman, B. A., J. Am. Chem. Soc. 1979, 101, 6404-6408.
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Esquema 3. Sintesis total de la (-)-reserpina descrita por Pearlman.'*

1’ Chen, F. E.; Huang, J. Chemical Reviews. 2005, 105, 4671-4706.



1.3. Sintesis Asimétrica y Aminocatalisis.

Para lograr obtener compuestos con estereoquimica definida han surgido diferentes rutas de
sintesis que en su mayoria se fundamentan en el uso de catalizadores quirales para obtener
un enantiomero en exceso con respecto al otro. A este tipo de sintesis se le conoce como
Sintesis Asimétrica. En este ambito destaca el cientifico Karl Barry Sharpless, quien se
galardond con el Premio Nobel en Quimica en el afio 2001 por sintetizar moléculas quirales
puras mediante reacciones de oxidacion con catalizadores enantioselectivos. De aqui surgen
la Epoxidacion de Sharples,m Dihidroxilacion Asimétrica de Sharpless” y la Oxiaminacion
de Sharpless,'® ilustradas en el Esquema 4.

Epoxidacion de Sharpless
R
R

R MesCOOH, Ti(Oi-P Q=R

Ru;%: C:3CI 2’0:2 :sr: - R OH
212, = ’
OH 70-87 %
>90 %ee

Dihidroxilacion Asimétrica de Sharpless

R R\  OH \/b
0.2-0.4% OsO4, acetona >_< 7SN
=\ » RO\((
3 H
Ar H

K R H,0, NMO, Ligante ~ HO R R"
80-95 %
22-88 %ee Ligante
Oxiaminacién de Sharpless
R"NCINa _ HO HN—R"
/—\ —_—
R R OsO4 R R'

>60 %
>80 %ee

Esquema 4. Reaccion de epoxidacion, dihidroxilacion y oxiaminacion de Sharpless

Otra forma propuesta por los diversos grupos de investigacion implica el uso de
nuevas herramientas de sintesis. Una de estas nuevas herramientas es la organocatalisis, la
cual consiste en el estudio de reacciones quimicas orgdnicas catalizadas por compuestos
orgdnicos de bajo peso molecular. Actualmente, la organocatalisis ha adquirido gran
importancia debido a la forma sencilla, rapida y eficiente en la cual transcurren las
reacciones quimicas, facilitando la sintesis de compuestos enantioméricamente
enriquecidos. Particularmente, la aminocatalisis, ha sido la técnica mas estudiada dentro de
esta 4rea y tiene su origen en que aminas primarias y/o secundarias quirales pueden
condensarse eficientemente con aldehidos y cetonas y a su vez, la hidrdlisis para la
regeneracion del compuesto carbonilo inicial es igualmente efectivo.'”

% Katsuki, T.; Sharpless, K. B. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 5974-5976.

7 Jacobsen, E. N.; Marko, 1.; Mungall, W. S.; Schroeder, G.; Sharpless, K. B. J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 1968-1970.

18 Sharpless, K. B.; Patrick, D. W.; Truesdale, L. K.; Biller, S. A. J. Am. Chem. Soc. 1975, 97, 2305-2307.

® Seayad, J.; List, B. Organic & Biomolecular Chemistry. 2005, 3, 719-724. b) MacMillan, D. W. C. Nature. 2008, 455, 304-308.



Desde el descubrimiento de la aminocatalisis, se han desarrollado diferentes modos
de activacion, tal es el caso de la via enamina, que consiste en la condensacion de la amina
quiral secundaria con el grupo carbonilo de un aldehido enolizable, de tal manera que el
carbono o del aldehido adquiere un cardcter nucleofilico que permite funcionalizarse en la
posicion a al grupo carbonilo. Del mismo modo, existe el modo de activacion ién iminio,
el cual se fundamenta en la capacidad que presenta una amina quiral para condensarse con
compuestos carbonilicos a,pB-insaturados para formar un intermediario i6n iminio,
provocando que el carbono B pueda sufrir ataques nucleofilicos dando la funcionalizacion
en esa posicion.

A raiz de los primeros trabajos en aminocatalisis,”’ la activacion enamina e i6n
iminio, han sido consideradas como las metodologias mas utilizadas en organocatalisis para
la funcionalizacidén enantioselectiva en las posiciones o y B de compuestos carbonilicos,
debido a eso, se han derivado nuevos modos de activacion denominados dienamina,”’
trienamina” y ion iminio vinilogo® (Esquema 5).

El modo de activacion dienamina, se forma a partir de la condensacion del
catalizador quiral (amina primaria o secundaria) con un aldehido o cetona a,-insaturado
enolizable, como consecuencia el carbono y adquiere un caracter nucleofilico logrando la
funcionalizacion en esa posicion. En este contexto, el modo de activacion trienamina,
consiste en la condensacion de un aminocatalizador quiral con un aldehido o cetona
a,B,y,0-insaturado enolizable, al formarse este modo de activacién simula a un dieno que
puede llevar a cabo reacciones de cicloadicion [4+2].

Activacioén via enamina Activacion via ion iminio
o  ReyR R Rl o O Re~Rs Ra--Ro 0
Hk ’ N +E o N | ©
—_— —_— 3 +N
R %\R . E.. R | R H | R [ NY g R
R, -catalizador -catalizador
R4 R4 R4 R Ry * "Nu
Activacién via dienamina Activacién via trienamina _ . _
Ryp. R Rav R
] ) NS o] Q .
Ro< -Rs = _
R RQ‘N/R3 A R X=Y YH R \ R N R K=Y
H P - > X # H—> = —_—
i L -catalizador i ‘ e -catalizador
1 1 1
Ry R1

Esquema 5. Principales modos de activacion en aminocatalisis

0 List, B.; Lerner, R. A,; Barbas lll, C. F. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 2395-2396.

2 Ramachary, D. B.; Reddy, Y. V. Europen Journal of Organic Chemistry 2012, 2012, 865-887.

2 a) Arceo, E.; Melchiorre. P. Angewandte Chemistry International Edition 2012, 51, 5290-5292. b) Jia, Z.-).; Jiang, H.; Li, J.-L.; Gschwend, B.; Li,
Q.-Z.; Yin, X.; Grouleff, J.; Chen, Y.-C.; Jgrgensen.; K. A. J. Am. Chem. Soc. 2011, 113, 5053-5061. c) Albrecht, L.; Cruz-Acosta, F.; Fraile, A.;
Christensen, J. Jgrgensen, K. A. Angewandte Chemical International Edition. 2012, 51, 9088-9092.

z a) Tian, X.; Liu, Y.; Melchiorre, P. Angewandte Chemistry International Edition. 2012, 51, 6439-6442. b) Hayashi, Y.; Okumara, D.; Umemiya,
S.; Uchimaru, T. Chemical Catalysis Chemistry. 2012, 4, 959-962. c¢) Halskov, K. S.; Naicker, T.; Jensen, M. E.; Jorgensen, K. A. Chemical
Communications. 2013, 49, 6382-6384.



Dichas estrategias han permitido la funcionalizacion remota de compuestos
carbonilicos, gracias a la transferencia de asimetria desde el catalizador a centros de
reaccion localizados a cinco y siete enlaces. Con base en lo anterior, no cabe duda que la
aminocatalisis ha permitido un notorio avance en el campo de la sintesis asimétrica, 1til
para la sintesis de compuestos con actividad bioldgica tales como agroquimicos, firmacos y
materias primas de la industria cosmética y alimentaria.

1.4. Reacciones de Cicloadicion.

Las reacciones de cicloadicion son un tipo de reaccién con mecanismos concertados en las
cuales dos moléculas interactuan para formar un nuevo anillo mediante el reordenamiento
de los electrones © para formar nuevos enlaces ¢ (Esquema 6).

-CH;

T e
~CH H,C™ "2
h,c*CH2 2

Esquema 6. Ejemplo de una reaccion de cicloadicion [2+2]

De los tres tipos de reacciones de cicloadicion caracteristicos por el numero de
electrones m involucrados, destacan las reacciones de cicloadicion [4+2] por ocurrir de
manera sencilla. A este tipo de reaccion también se le conoce como Diels-Alder que ocurre
entre un dieno y un alqueno activado ( llamado diendfilo) para generar un anillo de
ciclohexeno. Este tipo de reacciones han sido estudiados ampliamente de manera
computacional, mecanistica y sintética.

Este tipo de reacciones tienden a estar permitidas por simetria, sin embargo, para
que se realicen de manera aun mas eficiente es que deben cumplir con algunos
requerimientos minimos. Los dos principales efectos que alteran la velocidad de la reaccion
son los conformeros del dieno y los sustituyentes del diendfilo.

Con respecto a los conformeros del dieno, estos deben ser capaces de adoptar una
conformacidn s-cis, que aunque sean menos estables que la s-trans, es una caracteristica
que ha demostrado ser indispensable para promover la reaccion con respecto a aquellas
moléculas mas impedidas para adquirir dicha conformacion.

El otro aspecto importante a considerar son los sustituyentes del diendfilo, donde se
ha visto que la presencia de grupos electroatractores como C=0O, C=N directamente
enlazados al C=C ayudan a que la reaccion se promueva de manera mas eficiente que con
respecto a cuando no los tienen o con aquellos que presentan grupos electrodonadores.
Incluso, a una mayor presencia de grupos electroatractores se favorece la velocidad con la
que transcurren las reacciones.

Debido a que se trata de una reaccion concertada se sabe que es regioselectiva y
estereoselectiva. El hecho de que sea concertada, nos permite predecir que la formacion de
los nuevos enlaces ¢ ocurre de manera simultanea, y no que se genere un enlace antes que



otro, evitando asi la rotacion del enlace o presente en el dienofilo, lo que evita la formacion
de otro diasteroisomero como se ejemplifica en el Esquema 7.

CO,CHs WCO,CH; CO,CHj; CO,CHs
O+l — K KL KT

CO,CHg4 “CO,CH,4 CO,CHj4 “CO,CH,

67 % 23 % No observado

Esquema 7. Ejemplo de la reaccion de cicloadicion [4+2] donde se observa la preferencia por un
diasteroisdmero

En ese mismo ejemplo se logra apreciar una mayor tendencia a generarse el
producto endo con respecto al producto exo. Esto ocurre cuando hay grupos
electroatractores en el dienofilo, ayudando a predecir que se prefiere el acercamiento endo
entre las moléculas. A este tipo de prediccion del compuesto mayoritario se le conoce como
Regla de Alder, que aunque no es una regla 100 % certera, es util como una guia inicial.

El hecho de que la reaccion de cicloadicion [4+2] sea permitida se atribuye a la
simetria de los orbitales frontera. En este caso el Orbital Molecular Ocupado de Mas Alta
Energia (HOMO) del dieno interactia por simetria con el Orbital Molecular Desocupado de
Mas Baja Energia (LUMO) del dienofilo; permitiendo asi un traslape de fase que permite el
flujo de electrones desde el dieno al dienofilo, favoreciendo asi la formacion simultanea de
los nuevos enlaces 6.2 %>

HOMO
dieno ‘\ Permitido
—_—————
por simetria
88w
dienofilo

Esquema 8. Imagen representativa del flujo de electrones del dieno al diendfilo permitida por simetria

* Carey, F. A; Sundberg, R. J. 2007, Advanced Organic Chemistry: Part A: Structure and Mechanisms. Springer Science & Business
Media. Pp. 833-964.
» Carey, F. A.; Giuliano, R. M. 2007, Quimica Orgdnica 9a. Edicién. McGraw Hill Mexico. Pp. 391-405.



1.5. Sintesis Enantioselectiva de Carbazoles v Tetrahidrocarbazoles.

Una de las principales estructuras base de los alcaloides son los carbazoles y sus derivados,
los tetrahidrocarbazoles (THC). El carbazol, también conocido como 9H-carbazol o 9-
azafluoreno, es una especie triciclica que consiste en un anillo de pirrol fusionado en sus
caras “b” y “d”, a dos anillos de benceno. Fue aislado por primera vez en 1872 por Graebe
y Glazer a partir del alquitran.?®

H H H
N N Nap
d
gf e
Esquema 9. Estructuras del 9H-carbazol, un dihidrocarbazol, un tetrahidrocarbazol (THC) y nomenclatura

La sintesis asimétrica de THC es de gran interés y atractivo para los quimicos
sintéticos, principalmente para quienes sintetizan compuestos con actividad farmacéutica.
Existen tres categorias generales en las cuales se pueden clasificar las sintesis de THC y
son: 1) Alquilacion del tipo Friedel-Crafts de indoles, 2) Reacciones de cicloadicion [4+2]
con 2- ¢ 3-vinilindoles y 3) Por generacion in situ de orto-quinodimetanos (0ODM).”’

Las reacciones de alquilacion del tipo Friedel-Crafts pueden ser asistidas por
metales de transicion, organocatalisis o por 4cidos de Lewis. Como ejemplo del primer
caso, tenemos a la reaccion descrita en 2004 por Widenhoefer y su grupo,28 quienes
reportaron una reaccion de hidroarilacion intramolecular asimétrica de alquenil indoles
catalizada por complejos de platino(Il). Bajo esta estrategia, empleando diferentes
catalizadores se sintetizaron una serie de compuestos derivados de THC con rendimientos
entre 56-96% y excesos enantioméricos del 47-90% como se ilustra en Esquema 10a. De
manera similar, esta reaccion se puede llevar a cabo con alenos, utilizando complejos de Au
como catalizadores. Dicha sintesis también fue descrita en 2007 por Widenhoefer y col.”
con rendimientos del 50-90% y con excesos enantioméricos del 72-92% (Esquema 10b).

a)
R | [(R)-comp1]PtCL, (10 %mol) R O
AgOTF (10 %mol) R" MeO PAr
\ R" 7 McOH, 60°C,20h \ R MeO PAr,
N R" N
R R (R)-compl
b)
R" R"
R \[r '‘Bu
C [(R)-comp1]Au,Cl, (2.5 %mol)
I AgBE, (5 %mol) - Ar= OMe
\ PhMe, -10 °C, 17 h
N R 'Bu
/ R

Esquema 10. Sintesis de tetrahidrocarbazoles por alquilacion del tipo Friedel-Crafts. a) De indoles con
olefinas catalizadas por Pt y b) De indoles con alenos catalizadas por Au.

% Graebe, C.; Glazer, C. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1872, 5, 12.

z Tan, F.; Cheng, H. G. Chemical Communications. 2019, 55, 6151-6164.
28 Liu, C.; Widenhoefer, R. A. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 10250-10251.
* Lju. C.; Widenhoefer, R. A. Organic Letters., 2007, 9, 1935-1938.



Cuando se requiere hablar de la sintesis de THC por alquilacion de indoles
utilizando organocatélisis en la reacciéon de Friedel-Crafts se pueden ejemplificar las
reacciones desarrolladas por Nicolaou™ y MacMillan®' en el afio 2009. En ambos casos
cada uno trabajo la a-arilacion de indolil aldehidos catalizados por imidazolidinonas
quirales. En el caso de la reaccion de Nicolaou se formo el enlace de la posicion “f’ del 4-
formil-THC con rendimientos del 55-64% y excesos enantioméricos de 94-98%; mientras
que en la reaccion de MacMillan se generd el enlace “b” del 1-formil-THC con
rendimientos del 84-86% y excesos enantioméricos de 92-96%. Ambas reacciones se
ejemplifican en el Esquema 11.

a)
o (R,R)-comp2 (20 %mol) 0 Q N/
A TFA (20 %mol) 4 T Do
CAN (2 equiv) _ O Bn" NN~ Bu
\ H,0 (2 equiv) | H
N DME, -30 °C, 24h N (R,R)-comp2
Boc Boc
CAN= Ce(NH,),(NO3)g
b) (S,5)-comp3 (20 %mol) Q N/
CAN (2 equiv) )‘
NaHCOj (2 equiv) O N~ Bu
\ NaO,CCF; (2equiv) | Ar H
N" Acctona, -30 °C, 24 h N Ar= 1naftilo
o~ o7 (S,S)-comp3

Esquema 11. Reacciones intramoleculares de a-arilacion de indoil aldehidos catalizadas por imidazolidinonas
quirales descritas por a) Nicolaou b) MacMillan.

De manera similar en el 2011, Xiao y colaboradores® desarrollaron una reaccion de
Friedel-Crafts intramolecular con aldehidos w-indolil a,B-insaturados con la presencia de
una amina secundaria quiral, como se describe en el Esquema 12. Con esta metodologia se
lograron sintetizar 9 diferentes compuestos con rendimientos del 40-95% y excesos
enantioméricos de 89-98%.

Ar
PNz
\ N
N comp4 (20 %mol) \ H OTMS
Ho - N7 =35 }
PhMe, -20 °C,3.5-48 h Ho = Ar= 3,5-(CF3)2-CoHy
| CHO comp4

Esquema 12. Alquilacion intramolecular organocatalitica de aldehidos w-indolil o,B-insaturados

30 Nicolaou, K. C.; Reinbruger, R.; Sarlah, D. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 2086-2087.
3 Conrad, J. C.; Kong, J.; Laforteza, B. N.; MacMillan, D. W. C.; J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 11640-11641.
327hu, X.; An, X.; Chen, J. R.; Xiao, W. J. Chemical Catalysis Chemistry. 2011, 3, 679.



Un caso de sintesis de THC por alquilacién de indoles utilizando 4cidos de Lewis
como catalizadores en la reaccion de Friedel-Crafts se puede ejemplificar con la reaccion
desarrollada en el afio 2005 por Evans y colaboradores.™ Utilizando complejos de escandio
se logré sintetizar el derivado tetrahidrocarbazélico con un rendimiento del 99% y exceso
enantiomérico de 96% (Esquema 13).

\
O
\ V@ ,
\ comp5 (2 %mol) - N B

N\SC/N

> H z O
o e ~
| N7 NMe o

7 "NMe
— — comp5

Iz

Esquema 13. Alquilacion de Fridel-Crafts intramolecular de indoles catalizada por complejos de escandio

Las reacciones de cicloadicion [4+2] son de gran importancia y constantemente es
utilizada para la obtencion de THC. Los tres principales tipos de reaccion de cicloadicion
[4+2] son los que utilizan a) 3-vinilindoles, b) 2-vinilindoles y ¢) orto-quinodimetanos
generados in situ.

Ejemplos especificos del uso de 3-vinilindoles son los reportados en 2008 por Ricci
y colaboradores,” donde reportan una reaccién asimétrica Diels-Alder con N-
fenilmaleimida en presencia de un organocatalizador quiral para generar un THC con un
rendimiento del 91% y un exceso enantiomérico del 98%. Una vez generado el
correspondiente cicloaducto, se llevdo a cabo una hidrolisis acida para la obtencidon del
correspondiente derivado acido de THC (Esquema 14).

Qo™ :

N Q—Q "CoH M€ NT
comp6 (20 %omol) H H H NPh 5 M HCI S
DCM, -55°C, 48 h™ TTFA

H
+
ﬂ conv 91 % conv 68% CF3 OM
0=\ 0 ee 98% ee 94% compé e
Ph

Esquema 14. Ejemplo de reaccion de cicloadicion [4+2] de un 3-vinilindol.

Un caso concreto de las reacciones de cicloadicion [4+2] con 2-vinilindol para
generar THC es el reportado por los mismos autores en el 2010.%° Siguiendo el
procedimiento descrito, obtuvieron una serie de cinco compuestos, que aunque los
sintetizaron con bajos rendimientos (aproximadamente de 10-15%) y con porcentajes de
excesos enantioméricos 58-72%, los autores lograron introducir una nueva ruta sintesis de
THC (Esquema 15).

3 Evans, D. A.; Fandrick, K. R.; Song, H. J. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 8942-8943.
3 Gioia, C.; Bernardi, L.; Ricci, A., Angewandte Chemical International Edition. 2008, 47, 9236-9239.
3 Gioia, C.; Bernardi, L.; Ricci, A., Synthesis, 2010, 161-170.



comp7 (20 %mol) \
DCM, 0°C, 84 h N
H

OMe

conv 10-15% comp7
ee 58-72%

Esquema 15. Ejemplo de reaccion de cicloadicion [4+2] de un 2-vinilindol.

Casos similares fueron reportados en 2010 por el grupo de Zhao®® y en 2011 por
Chen y colaboradores.®” En 2011 el grupo de Melchiorre,*® report6 la primera reaccion de
Diels-Alder asimétrica para la generacion de THC a partir de la generacion in situ de
0QDM con el uso de 3-(2-metil-indol-3-il)acrilaldehidos. Empleando aminocatalizadores
quirales, pudieron obtener derivados de THC con nitroolefinas (rendimientos del 54-96% y
excesos enantioméricos de 90-93%) y con oxoindoles olefinicos (rendimientos 53-98% y
excesos enantioméricos de 94-99%) como diendfilos (Esquema 16).

O\@ @»O
H OTMS
catlS (20 % mol) = R orto-quinodimetano
PhCO,H (20 %mol) generado

in situ

DCE, RT, 24-72 h PhMe, 70 °C, 40 h
R3
\/\NO2
OHC—
N
I L}
R’
conv 53-98% conv 54-96%
dr 8:2->20:1 dr 10:1->20:1
ee 94-99% ee 90-93%

Esquema 16. Reaccion Diels-Alder con generacion de 0QDM a partir de derivados de indol.

% Zheng, C.; Lu, Y.; Chen, X.; Zhao, G. Chemistry European Journal. 2010, 16, 5853-5857.
37 Cao, Y. J.; Cheng, H. G.; Zhang, J. J.; Xiao, W. J. Advanced Synthesis and Catalysis. 2011, 353, 617-623.
*8Liu, Y.; Nappi, M.; Arceo, E.; Melchiorre, P. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 15212-15218.



2. JUSTIFICACION

La organocatdlisis ha demostrado ser una herramienta eficiente en la sintesis de
compuestos con alto grado de esterecocontrol. Por esta razon, esta herramienta puede ser
aplicada a la sintesis y diversificacion de esqueletos base de alcaloides con importancia
biologica, a través de diferentes modos de activacion en aminocatalisis.

Como consecuencia, se pretende utilizar al modo de activacion trienamina para
poder desarrollar reacciones de cicloadicion [4+2] con diferentes diendfilos que permitan
acceder a la sintesis de esqueletos base de alcaloides del tipo tetrahidrocarbazolico con alto
grado de estereocontrol y sobre todo con diversidad estructural.

Debido a los antecedentes previamente ya reportados sobre la actividad biologica de
alcaloides y su accion en el sistema nervioso central, se realizardn los bioensayos
pertinentes para medir la actividad ansiolitica y antidepresiva de uno de los THC
sintetizados.



3. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una nueva metodologia mediante el uso de la organocatalisis, especificamente a
la aminocatalisis, como herramienta para la sintesis de alcaloides de importancia biologica
de una manera corta, eficiente y con estereoquimica definida, la cual permitird acceder a
bibliotecas de compuestos con diversidad estructural.

3.1 Objetivos Particulares

a) Aplicar del modo de activacion trienamina en la sintesis enantioselectiva de derivados
alcaloideos del tipo tetrahidrocarbazdlicos a través de reacciones de cicloadicion [4+2]
organocataliticas con derivados de cromonas.

b) Llevar a cabo la sintesis estereoselectiva de derivados de tetrahidrocarbazoles a partir de
benzoquinonas y naftoquinonas que permitan acceder a estructuras con diversidad
estructural.

¢) Evaluar la actividad biolégica de los compuestos obtenidos como ansioliticos y/o
antidepresivos.

R -catalizador




4. METODOLOGIA

4.1 Sintesis de materiales de partida.

4.1.1 Sintesis de la 3-cianocromona.

La obtencion de las materias primas inicio con la 3-cianocromona. La 3-cianocromona es
un producto que se encuentra comercialmente disponible, aunque también se trata de un
compuesto que puede ser sintetizado como se ilustra en el Esquema 17 con un rendimiento
del 68% a partir de la 2’-hidroxiacetofenona, tal como lo describi6 Pellegatti en el 2012.%
Este compuesto tiene la cualidad de ser un excelente diendfilo en un reacciones de
cicloadicion [4+2].

o (@]
POCI; CN
DMF |
H,NOH*HCI
OH z o
1
68 %

Esquema 17. Sintesis de 3-cianocromona descrita por Pellegatti et al.

4.1.2 Sintesis del aldehido derivado de indol

El compuesto utilizado como dieno, es un aldehido derivado de indol, el cual no se
encuentra comercialmente disponible, razén por la cual fue necesaria su sintesis mediante
un proceso de tres etapas como fue descrito por Liu y Melchiorre en el 2011.>* En el
Esquema 18 se ilustra la estrategia sintética desarrollada para la obtencion del aldehido
indolico a,B-insaturado 4. Inicialmente se llevo a cabo la proteccion del grupo amino del 2-
metil-1H-indol-3-carbaldehido, empleando el di-ters-butil dicarbonato en presencia de 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) como base, disueltos en acetonitrilo. Bajo estas condiciones
se obtuvo el producto 2 con un rendimiento del 85%.

Posteriormente, se llevo a cabo una reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons>***

sobre el derivado protegido, utilizando el dietilcianometilfosfonato, obteniendo el nitrilo 3,
con un rendimiento del 71%.

Finalmente, se efectu6 una reaccion de reduccion con DIBAL sobre el grupo ciano
para obtener el correspondiente aldehido 4 con un rendimiento del 39% (Esquema 18).

% pellegatti, L., Org. Process Res. Dev., 2012, 16, 1442-1448.
343a) Liu, Y.; Nappi, M.; Arceo, E.; Melchiorre, P. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 15212-15218. b) Horner, L.; Hoffmann, H.; Wippel, H. G.; Klahre, G.
Chem. Ber. 1959, 92, 2499-2505. c) Wadsworth, W. S.; Emmons, W. D. J. Am. Chem. Soc. 1961, 83, 1733-1738.
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Esquema 18. Ruta sintética para la preparacion del 2,4-dienal inddlico.

4.2 Sintesis de los organocatalizadores: diaril prolinolsilil éter

Otro compuesto clave en las reacciones aminocataliticas son los aminocatalizadores
quirales. Algunos se encuentran comercialmente disponibles pero en algunos otros casos
fue necesaria su sintesis. Un ejemplo de catalizador que tuvo que ser sintetizado en el
laboratorio es el diarilprolinolsilil éter Sb. La sintesis de dicho catalizador se realizo al
llevar a cabo la reaccion de proteccion del (S)-o,a-difenil-2-pirrolidinmetanol con cloruro
de trifenilsililo en presencia de DMAP, con un rendimiento del 73% (Esquema 19). La
sintesis del catalizador 5e también se realizdé en el grupo de trabajo con metodologias
similares. Los catalizadores Sa, Sc¢ y 5d son comerciales.
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Esquema 19. Reaccion para la sintesis del catalizador 5b.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Reaccion de cicloadicion [4+2] organocatalitica para la sintesis de los derivados
tetrahidrocarbazdlicos.

5.1.1 Estudio de la optimizacion de las condiciones de reaccion.

Una vez obtenidas las materias primas, se realizo el estudio de la reaccion de cicloadicion
[4+2] entre el aldehido inddlico a,B-insaturado 4 y la 3-cianocromona 1 con la finalidad de
encontrar las mejores condiciones de reaccion que pudieran favorecer la formacion del
cicloaducto THC-6 con alto grado de estereocontrol (Esquema 20).

Las condiciones de reaccion evaluadas fueron elegidas acorde a lo reportado en la
literatura.”

Para este estudio se propuso el uso de diferentes organocatalizadores derivados de
diarilprolinolsilil éter Sa-e. Se sugiri6 el uso de aditivos de naturaleza quimica, tanto acida
como basica, esto con la finalidad de favorecer la condensacion del catalizador con el
aldehido, asi como la correspondiente hidrolisis durante el ciclo catalitico.

Dentro de los parametros para poder realizar una eficiente optimizacion de las
condiciones de reaccion, se utilizaron disolventes polares aproticos y no polares a
diferentes temperaturas (Tabla 1).
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Esquema 20. Reaccion general de sintesis para la obtencion de derivados de tetrahidrocarbazol a partir de
cromonas.

3 Albrecht, L.; Cruz, A. F.; Fraile, A.; Albrecht, A.; Christensen, J.; Jgrgensen, K. A. Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 9088-9092.



Tabla 1. Optimizacion de las condiciones de reaccion para la obtencion del cicloaducto THC-6

Exp Equivalentes | Disolvente Aditivo T t Conversion dr™ Rend.”
4:1% [20%mol] | [°C] | [h] [%]™
1 1:1 CHCl3 S. a. t.a. | 24 <10 n. d. -
2 1:1 CHCI, AB t.a. | 24 <10 n. d. -—-
3 1:1 CHCl3 S. a. 50 72 <10 n. d. -
4 1:1 CHCI, AB 50 72 44 n. d. -—-
5 1.5:1 CHCI, AB 50 72 62 n. d. ---
6 1.5:1 THF AB 60 24 <10 n. d. -
7 1.5:1 MeCN AB 70 24 <10 n. d. -
8 1.5:1 DCE AB 70 24 <10 n. d. -
9 1.5:1 CHCI, AB 55 28 85 77:22 49
10 1.5:1 CHCIL, p-NO,AB 55 52 84 76:23 54
11 1.5:1 CHCI, AcONa 55 72 29 83:16 -
12 1.5:1 CHCI, DPTU 55 72 27 76:23 -—-
13 1.5:1 Tolueno AB 70 22 92 74:25 67
14 1.5:1 Tolueno p-NOAB | 70 | 48 51 70:29 57
15 1.5:1 Tolueno AcONa 70 72 14 77:22 ---
16 1.5:1 Tolueno DPTU 70 72 28 62:17:21 -
17 1.5:1 Dioxano AB 70 48 72 79:12:9 69
18 1.5:1 Dioxano p-NO,AB 70 48 52 84:15 59
19 1.5:1 Dioxano AcONa 70 52 11 54:45 -
20 1.5:1 Dioxano DPTU 70 72 40 68:13:19 ---

Escala de reaccion 4 (1.0 mmol), 1 (1.5 mmol). ™ISe determinaron en el crudo de reaccion por 'H-RMN.
[9IRendimiento del diasteroisémero mayoritario.

Todos los experimentos de la Tabla 1 (exp. 1-20) se realizaron en presencia de 20%
mol del organocatalizador 5a. Los experimentos 1 y 2 se hicieron de manera simultanea
para ver la viabilidad de la reaccion a temperatura ambiente. Se utilizd una proporcion
equimolar del aldehido derivado de indol 4 y de la 3-cianocromona 1 en ausencia y
presencia de aditivo (4cido benzoico, AB); al cabo de 24 horas se pudo observar que la
reaccion procedid aunque con muy baja conversion. Con estos resultados, se desarrollaron
los experimentos 3 y 4, donde se varid la temperatura, con el fin de favorecer la reaccion.
Al cabo de 72 horas se observo que la conversion del experimento 3 seguia siendo baja,
mientras que la conversion en el experimento 4 habia sido mas significativa. Con estos
resultados preliminares se concluyo que tanto la presencia de calor como de un aditivo eran
necesarios para promover la reaccion de cicloadicion [4+2]. Una observacion extra en los
experimentos fue que el aldehido derivado de indol se consumia de manera mas
considerable con respecto a la cromona, tomando esto en consideracion se decidio afadir
1.5 mmol de aldehido derivado de indol 4 por cada 1.0 mmol de cromona 1 (reactivo
limitante).



Una vez que se observo que la presencia de un aditivo y temperatura eran necesarias
para llevar a cabo la reaccion de cicloadicion, los experimentos 5-9, 13 y 17 se realizaron
para determinar como la naturaleza del disolvente afectaba a la reaccion. En ese sentido, se
observd que en el crudo de reaccion habia una mejor conversion cuando los disolventes
eran cloroformo, tolueno y dioxano, con respecto a cuando se empleaba 1,2-dicloroetano
(DCE), tetrahidrofurano (THF) o acetonitrilo (MeCN), ya que en estos tres hubo una mejor
conversion en tan solo 24 horas. En el caso del dioxano, se decidi6 usar mas tiempo de
reaccion debido a que a pesar de que su conversion fue elevada al cabo de 24 h, la
conversion no era completa.

Una vez seleccionados tres diferentes disolventes como los Optimos en la reaccion
(CHCI;, tolueno y dioxano), se analizd la influencia del aditivo; esto al utilizar tanto
aditivos basicos como 4cidos para ver cémo su presencia afectaba la reaccion. Se
seleccionaron dos aditivos de caracter acido: el acido benzoico (AB) y el &acido 4-
nitrobenzoico (p-NO-AB); uno de caracter basico, el acetato de sodio (AcONa) y otro por
formacion de enlace de hidrogeno, la difeniltiourea (DPTU).

En los experimentos 11, 12, 15, 16, 19 y 20 se pudo observar que la naturaleza
basica del aditivo, asi como por enlace de hidrogeno, fue contraproducente para la reaccion,
ya que disminuyd la conversion, incluso a mayores tiempos de reaccion. Caso contrario, a
lo que ocurri6 con las reacciones en presencia de aditivos acidos, reacciones en las que se
observd hubo una mayor conversion en menor tiempo, como se demuestra en los
experimentos 9, 10, 13, 14, 17 y 18. Con estos experimentos se logré determinar que las
mejores condiciones de reaccion correspondian a las de la entrada 13 con 1.5 equivalentes
de aldehido derivado de indol con 1.0 equivalentes de la 3-cianocromona, utilizando
tolueno como disolvente a 70°C y 4cido benzoico como aditivo al 20% mol. Bajo estas
condiciones. Se logro una conversion del 92% en 22 h.

5.1.2. Estudio de la pureza enantiomérica: eleccidn del aminocatalizador.

Una vez seleccionadas las mejores condiciones de reaccidon, se realizaron las
pruebas para determinar la eficiencia de la reaccion por el uso de diferentes
aminocatalizadores. Para estas pruebas se utilizaron cinco diferentes catalizadores Sa-e, los
cuales se muestran en el Esquema 21. La principal diferencia entre los aminocatalizadores
utilizados se encuentra en el aumento de tamaio de los sustituyentes en la prolina, esto con
la finalidad de obtener a un control de la estereoquimica elevada, favorecido por la

transferencia de asimetria desde el catalizador. Dichos resultados se describen en la Tabla
2.
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Esquema 21. Variacion del catalizador en las condiciones de reaccion.

Tabla 2. Optimizacion de las condiciones de reaccion a través de diferentes aminocatalizadores.
Determinacion de la pureza enantiomérica.

Ex Equivalentes | Catalizador T t Conversion 4l Rend. Ee
P 4:1 20% mol | [°C] [h] [%]™ [%]9 | [%]
21 1.5:1 5? 70 22 92 74:25:1 67 63
22 1.5:1 5b 70 46 96 70:29:1 54 83
23 1.5:1 5c 70 54 85 81:18:1 62 5
24 1.5:1 5d 70 96 62 74:16:9 20 26
25 1.5:1 Se 70 96 63 74:13:12 37 2
26 1.5:1 5? 55 54 77 78:21:1 45 81
27 1.5:1 5b 55 96 90 65:33:2 60 80
28 1.5:1 5b 110 10 71 77:21:2 34 55
(MW)
29 1.5:1 Sb 130 7 Degradacion
(MW)

Tabla 2. ™Escala de reaccion 1 (1.0 mmol), 4 (1.5 mmol). ™ISe determinaron en el crudo de reaccion por
'H-RMN. “IRendimiento del diasteroisomero mayoritario. [/Se determiné por HPLC utilizando una columna
quiral Chiracel OD-H.

Con los experimentos 21-29 se determinaron las mejores condiciones de reaccion
las cuales, nos ayudaron a generar un enantidmero en mayor presencia con respecto del
otro. El uso de los catalizadores Sc y Se (experimentos 23 y 25) dieron porcentajes de
exceso enantiomérico considerablemente bajos, siendo practicamente iguales a tener una
mezcla racémica, esto es presumiblemente a que el tamafio del sustituyente en el
organocatalizador no es lo suficientemente grande para evitar de manera significativa el
ataque del dienofilo a la especie intermediaria trienamina por una sola de sus caras. Por esta
razon ambos organocatalizadores fueron descartados.

El caso del experimento 24, donde se emple6 a Sd como catalizador dio un
porcentaje de exceso enantiomérico mayor a los catalizadores previamente descritos, pero
con un valor ain menor del 50%, ademas de presentar una baja conversion ain después de



96 h de reaccion. Caso contrario a lo que ocurridé con el uso de los catalizadores Sa y Sb
(exp. 21 y 22) con los que se consiguieron porcentajes de excesos enantioméricos de 63 y
83% y conversiones de 92 y 96% en 22 y 46 h.

Una vez seleccionados estos catalizadores, se prosiguié a analizar en qué medida
podia afectar la temperatura a la enantioselectividad de la reaccion. En este sentido, se
realizaron los experimentos 26 y 27, en los cuales empleando a este par de catalizadores,
pero a una temperatura ligeramente menor (55°C), se observo que para el catalizador Sa el
porcentaje de exceso enantiomérico aumento de 63 a 81%, aunque se redujo la conversion
al 77% (en 54 h); caso contrario a lo ocurrido al emplear Sb a 55°C, donde se observo un
ligero descenso del exceso enantiomérico de 83 a 80%, con una conversion ligeramente
menor al 90% (en 96 h).

Para completar los experimentos referentes a la optimizacion del exceso
enantiomérico se realizaron dos pruebas utilizando las mejores condiciones de reaccion,
pero llevando a cabo los experimentos en un reactor de microondas tanto a 110°C como a
130°C. Los resultados obtenidos en el experimento 28 sefialan un porcentaje de exceso
enantiomérico aproximado de 60%, muy por debajo del 83% obtenido en el experimento
22, aun con una buena conversion del 70% en un tiempo menor. Los resultados obtenidos
con el experimento 29 no fueron concluyentes, pues aunque hubo una conversion
significativa del aldehido derivado de indol, esta fue una reaccion de descomposicion
atribuida principalmente a las altas temperaturas alcanzadas en el experimento (130°C).

Con estos resultados, se logro seleccionar las mejores condiciones para la reaccion
de cicloadicion organocatalitica, los cuales corresponden a los obtenidos en el experimento
22: donde el uso de 1.5 equivalentes de aldehido derivado de indol 4, con 1.0 equivalentes
de la 3-cianocromona 1, disueltos en tolueno a 70°C con acido benzoico al 20% mol como
aditivo y a Sb como organocatalizador (20% mol), nos da como resultado la formacion del
cicloaducto tetrahidrocarbazolico con una elevada conversion del 96% en menos de 48 h
de agitacion con un rendimiento del 56% para un solo enantidmero con el 83% de exceso
enantiomérico.

5.2. Alcance v limitaciones de la reaccion de cicloadicion.

5.2.1 Reaccidn con derivados de cromonas.

Una vez establecidas las mejores condiciones de reaccion para la sintesis organocatalitica
de THC-6, se evaluaron diferentes cromonas con el fin de conocer el alcance y las
limitaciones de la reaccion, variando la naturaleza de los sustituyentes (electrodonadores y
electroatractores) del anillo aromatico, asi como del sustituyente electroatractor de la
posicion 3 de la cromona.

Asi, se planteo la sintesis de 6 compuestos tetrahidrocarbazolicos (6-11), logrando
sintetizar de manera satisfactoria solamente 3 de esos compuestos: 6, 7 y 8. Los resultados
se muestran en el Esquema 22.
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Esquema 22. Sintesis de derivados tetrahidrocarbazolicos. Los porcentaje de conversion y dr se determinaron
por RMN-'H, el porcentaje de rendimiento se determind con respecto al diastereoisdmero mayoritario, el
porcentaje de exceso enantiomérico se determind por HPLC utilizando una columna quiral Chiracel OD-H, la
rotacion Optica se determind en THF a las concentraciones previamente mencionadas.

Cuando se llevo a cabo la reaccion de cicloadicion [4+2] variando el grupo
electroatractor ciano de la cromona por grupos electroatractores tales como aldehido, acido
carboxilico o fenilo, la conversion de dicha reaccidon se ve disminuida. Este efecto de
disminucién en la conversion es presumiblemente atribuido a la presencia de grupos
carbonilo en las cromonas (-COOH para THC-9 y —COH para THC-10) los cuales podrian
estar sufriendo dos tipos de reaccion de competencia en la condensacion entre el
aminocatalizador empleado en la reaccion, es decir, el grupo amino del catalizador se
encontraria condensando de manera igualmente efectiva con el C=0 del derivado de indol 4
como con el C=0O presente en la cromonas. Por otro lado, la reaccion entre el acido
carboxilico derivado de la cromona, podria estar llevando a cabo una reaccion acido base
con el grupo amino del catalizador quiral.



Por otro lado, el uso de la flavona, para la sintess de THC-11 podria estar
disminuyendo la conversion en la reaccion, debido a que el grupo fenilo no funge como un
grupo desactivador en la posicion correcta de la cromona, imposibilitando asi la formacion
satisfactoria del THC-11. Sin embargo, queda abierta la posibilidad de que la presencia de
grupos electroatractores presentes en el fenilo de la flavona como ciano (-CN), acidos
carboxilicos, (-COOH), nitro (-NO,) o incluso algiin halégeno entre otros, podrian ayudar a
desactivar dicho grupo funcional y promover asi el éxito en la reaccion.

La reaccion de formacion de los THC THC-7 y THC-8 se logr6 de manera
satisfactoria en las condiciones de reaccion previamente establecidas, con buenos
porcentajes de conversion, valores considerables de dr y especialmente con buenos
rendimientos para un solo enantiomero. También se ha demostrado que presentan un buen
porcentaje de ee y con eso, la obtencion de un unico producto.

5.2.2 Reaccidn con otros diendfilos: derivados de benzo- y naftoquinonas.

Con base en los resultados previamente obtenidos, se evaluaron las mismas condiciones de
reaccion, pero aplicadas a diferentes tipos de diendfilos, tal es el caso de derivados de
benzo- y naftoquinonas. Este estudio se realizo con la 1,4-benzoquinona 12 para obtener al
derivado THC-13, asi como con la 1,4-naftoquinona 14 para obtener la especie THC-15.
Los resultados se muestran en el Esquema 23.

La reaccion entre el aldehido derivado de indol y la 1,4-benzoquinona, para generar
el aducto THC-13, se llevo a cabo de manera satisfactoria con los parametros previamente
establecidos. Sin embargo, la reaccion no concluyd al cabo de las 72 h previamente
establecidas, mostrando un alto nivel de conversion hacia un Unico producto, razon por la
cual se decidi6 finalizar la reaccion al cabo de 96 h. Dada la simetria de la benzoquinona,
es que presumiblemente se obtiene un solo producto de cicloadicion. Con excelente
rendimiento asi como exceso enantiomérico.

Por otro lado, de manera desafortunada, la sintesis del aducto THC-15 (Esquema
23) no fue exitosa. Inicialmente, el proceso de la reaccion demostraba ser viable siendo que
tanto por cromatografia en placa fina, como por lo observado en el espectro del crudo por
'H-RMN se observaba conversion. En consecuencia, se realizé la purificacion de la
reaccion y se llevaron a cabo todos los experimentos analiticos necesarios para la
elucidacion estructural, encontrando que el producto aislado no era el esperado.

Al realizar todos los estudios necesarios, se llegd a la conclusion de que
probablemente la naftoquinona en las condiciones de reaccion, sufre una aromatizacion en
su estructura antes de que pueda reaccionar con el aldehido, ademas de que éste sufre una
notoria descomposicion por el tiempo de reaccion (>96 h a una temperatura de 70°C).
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Esquema 23. Sintesis de derivados tetrahidrocarbazolicos a partir de benzo- y naftoquinonas. El porcentaje
de conversion y dr se determinaron por RMN 'H, el porcentaje de rendimiento se determiné con respecto al
diastereoisdbmero mayoritario, el porcentaje de exceso enantiomérico se determind por HPLC utilizando una
columna quiral Chiracel OD-H, La rotacion optica se determind en THF a las concentraciones mencionadas.

5.3 Transformacion sintética al aducto THC-6

Una vez sintetizado el aducto tetrahidrocarbazolico THC-6 y con la finalidad de demostrar
su aplicacion sintética, se plantearon inicialmente diversas transformaciones en sus grupos
funcionales, se le dio principal importancia a la reaccion de tipo Wittig, la cual se muestra
en el Esquema 24.
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Esquema 24. Reaccion de Wittig en el derivado THC-6

La reaccion di6 como resultado la sintesis eficiente de la olefina de Wittig THC-16,
en un tiempo aproximado de 12 h y con 62% rendimiento.

5.4 Sintesis del enantiomero de THC-6 (THC-6")

Se realiz6 la sintesis del enantiomero de THC-6, denominado THC-6", mediante el uso del
enantiomero del catalizador Sb, bajo las mismas condiciones de reaccion, esto para
evaluarlo en la actividad bidlogica.
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Esquema 25. Sintesis del aducto THC-6"



6. ACTIVIDAD BIOLOGICA.

6.1 Pruebas de Actividad Biologica: Evaluacion de la actividad ansiolitica vy
antidepresiva.

Los alcaloides son un amplio grupo de productos naturales con importancia bioldgica, los
cuales poseen una amplia diversidad estructural, siendo de importancia, alcaloides del tipo
isoquinolina, pirrolizidina, indol, carbazolicos, entre otros. Estudios previos han
demostrado que poseen importantes actvidades farmacoldgicas tales como, citotdxicos,
analgésicos, antiinflamatorios y sobre todo, en efectos en el sistema nervioso central.

Por otro lado, a pesar de que compuestos del tipo indol, carbazolico y
tetrahidrocarbazoélico son estructuras base de alcaloides de importancia bioldgica, no se han
reportado muchos estudios acerca de la accion de este tipo de compuestos en el sistema
nervioso central, motivo por el cual, se decidié evaluar al aducto THC-6 como posible
ansiolitico y antidepresivo.

Cabe senalar que debido al resultado obtenido en la sintesis de THC-6, donde se
logré aislar solo un diastereoisémero con un buen exceso enantiomérico, se decidio
sintetizar el enantiomero opuesto con el fin de poder referenciar la accion biologica del par
de enantiomeros.

6.2 Metodologia

6.2.1 Animales

Los ratones se obtuvieron del bioterio de la Division de Ciencias Naturales y Exactas
(Universidad de Guanajuato, México) y se alojaron en jaulas con alimento y agua ad
libitum. El protocolo experimental fue aprobado por el Comité Institucional de Bioética en
Investigacion de la Universidad de Guanajuato (CIBIUG-P30-2019) antes del comienzo de
todos los experimentos.

6.2.2 Tratamiento Farmacoldgico

Los ratones fueron divididos en seis grupos (n=8, para cada grupo) como se describe a
continuacion: el Grupo I se utilizé como control negativo (solucion salina), el Grupo II
recibi6 1.5 mg/Kg (p.o.) de clonazepam (CNZ) o 20 mg/Kg de fluoxetine (FLX) los Grupos
ITI-V1, fueron tratados con el THC-6 en concentraciones de 0.1, 1, 10 y 25 mg/Kg (p.o.)
Los ratones recibieron el tratamiento una hora antes de cada experimento. Después del
tratamiento, cada experimento se realiz6 como se describe a continuacion.



6.2.3 Prueba exploratoria del cilindro

Los animales fueron puestos de manera individual en cilindros de acrilico (45 cm de alto,
20 cm de diametro con paredes de 3 mm), colocado verticalmente en una habitacion libre
de ruido. La cantidad de elevaciones se grabaron en video durante 5 minutos (Oliva et al.,
2004).*° Los valores EDsj se calcularon mediante analisis de regresion lineal.

6.2.4 Prueba de suspensién de la cola (TST)

Los ratones fueron suspendidos individualmente a 50 cm del suelo en el borde de una mesa,
fijado con cinta adhesiva colocada a 1 cm de la punta de la cola. La duracién de
inamovilidad (s) fue grabado por 5 min con una cdmara digital (Peng et al., 2007; Castagné
et al., 2010).*"

6.2.5 Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como media + error estdndar de la media (SEM). Los
resultados fueron analizados empleando pruebas de ANOVA y de Dunnett. Un valor de
p<0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.

6.3 Resultados

El THC-6 mostré actividad como ansiolitico en forma dependiente de la dosis (Figura 2A).
El valor de Emax y el valor de la dosis efectiva 50 fue de 61.1% (25 mg/Kg) y 4.1 mg/Kg
respectivamente. E1 THC-6 ejercio un efecto como antidepresivo con Emax= 16 % (Figura
2B).

El enantiomero THC-6" mostr6 una EDsy> 50 mg/Kg en la prueba exploratoria del cilindro
y en la prueba de suspension de cola (no mostré resultados). Los controles positivos CNZ
(1.5 mg/Kg) y FLX (20 mg/Kg) indujeron acciones ansiolitica y antidepresiva por 90% y
49%, respectivamente (Figura 2).

Discusion

La prueba exploratoria del cilindro evalua la aversion de los ratones a nuevos ambientes
abiertos (Aguirre-Hernandez et al., 2007). La prueba TST induce un comportamiento de
inmovilidad, que conduce a la desesperacion en los animales, que emula la depresion

humana (Castagné et al., 2010). Los resultados mostraron que el THC-6 indujo un
comportamiento de tipo ansiolitico y bajas acciones de tipo antidepresivo en ratones.
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Figura 2. Efectos ansioliticos y antidepresivos de THC-6.

Los efectos ansioliticos y antidepresivos del THC-6 (0.1-25 mg/Kg p.o.) fueron evaluados usando la prueba
exploratoria del cilindro registrando el numero de elevaciones (A) y la prueba de suspension de cola grabando
el tiempo de inamovilidad (B). Grupos adicionales fueron administrados con 1.5 mg/Kg de clonazepam
(CNZ) y fluoxoxetina (FLX) como control positivos o los vehiculos (solucion salina). Los datos
demostrativos de dos experimentos en paralelo (n=8). Los resultados representan la media =+ error estandar de
la media (SEM). ** representa p<0.05 a comparacion del grupo vehiculo para las pruebas de ANOVA y de
Dunnett.

40 Oliva, I., Gonzélez-Trujano, M. E., Arrieta, J., Enciso-Rodriguez, R., Navarrete, A., Phytotherapy Research, 2004, 18, 290-296.

a Castagné, V., Moser, P., Roux, S., Porsolt, R. D., Current Protocols in Neuroscience, 2011, 55, 8-10.

42 Peng, W. H,, Lo, K. L., Lee, Y. H., Hung, T. H,, Lin, Y. C., Life Sciences, 2007, 81, 933-938.

43Aguirre—Hernémdez, E.; Martinez, A., Gonzalez-Trujano, M., Moreno, J., Vibrans, H., Soto-Hernandez, M., J. Ethnopharmacol, 2007, 109, 140-145



7. CONCLUSIONES

En conclusion, se logréd desarrollar una metodologia sintética basada en el modo de
activacion trienamina, para la obtencion enantioselectiva de tetrahidrocarbazoles, los cuales
son esqueletos base de alcaloides de importancia biologica.

El presente estudio permitié observar el papel que tuvo el aminocatalizador quiral
estéricamente impedido, para favorecer la alta enantioselectividad en la reaccion de
cicloadicion [4+2].

Se lograron sintetizar diferentes derivados tetrahidrocarbazoélicos funcionalizados,
demostrando asi la viabilidad de la reaccion, ademés de que nos abre el panorama hacia la
aplicacion de dichas estructuras como bloques de construccion de moléculas mas complejas
o para la sintesis de productos naturales.

Finalmente, el derivado tetrahidrocarbazolico THC-6, demostré poseer una
importante actividad ansiolitica y antidepresiva en ratones. Del mismo modo, el
enantiomero THC-6" perdid la actividad biologica, demostrando que la estereoquimica
asociada a este tipo de compuestos es fundamental. Cabe sefalar que este es el primer
estudio sobre la actividad ansiolitica y antidepresiva de derivados del tipo
tetrahidrocarbazolicos.



8. PERSPECTIVAS

* Estudio de la reaccion de cicloadicion [4+2] en derivados de la benzoquinona con
patrones de sustitucion con grupos electroatractores y electrodonadores.

* Estudio del comportamiento de la reaccion con naftoquinonas, asi como la
busqueda de las mejores condiciones de reaccion para evitar los problemas observados en
el presente proyecto.

* Evaluacion de la actividad ansiolitica y antidepresiva de los derivados
tetrahidrocarbazolicos sintetizados de la 3-cianocromona y de la benzoquinona sustituidas,
esto con el fin de formar pequefias bibliotecas de compuestos con variedad funcional y de
actividad biologica.



9. SECCION EXPERIMENTAL

En este apartado se proporcionan detalles de la sintesis y los datos de caracterizacion
analitica y espectroscopica de los diversos compuestos obtenidos.

Los disolventes utilizados como medio de reaccion (CHCl;, THF, MeCN, tolueno,
1,4-dioxano, EtOH, MeOH, DMF, DCM, etc.) a menos que se indique lo contrario, se
utilizaron en grado analitico y los reactivos disponibles comercialmente, sin purificacion
adicional. La cromatografia de capa fina se desarrolld en placas de gel de silice sobre
soporte de aluminio (Merk Kiesegel 60 Fjs4). La purificacion de las reacciones se llevo a
cabo sobre columnas cromatograficas empleando gel de silice como fase estacionaria (60
malla 230-400).

Los espectros de RMN de 'H fueron obtenidos en un espectrometro Bruker
Ascend™ (500 MHz para 'H y 126 MHz para 13C), Bruker Ascend™ (400 MHz para 'H y
100 MHz para *C) y Bruker Avance III HD 500™ (500 MHz para 'H y 126 MHz para BC)
en CDCls. Los desplazamientos quimicos (8) de los espectros de RMN de 'H y BC estan
referenciados con respecto a la sefial residual del CHCls, 7.26 ppm en 'H y 77.16 ppm en
BC respectivamente. Los datos de los espectros se reportan en el siguiente orden:
Desplazamiento quimico en ppm (0), multiplicidad, la constante de acoplamiento en Hz (J)
e integracion. Las multiplicidades se reportan como s (singulete), d (doblete), dd (doble de
dobletes), ddd (doble de doble de dobletes), 7 (triplete), dt (doble de triplete), ddg (doble de
doble de cuadruplete), g (cuadruplete), o m (multiplete).

La proporcién diasteromérica (dr) de los productos fue determinada por 'H RMN
(500 MHz). El exceso enantiomérico (ee) fue determinado por cromatografia liquida de alta
resolucion (High Performance Liquid Chromatograph HPLC) con columnas quirales
Chiralcel OD-H, OJ-H, OB-H, y Chiralpack AS-H y AD-H, y un sistema de disolventes i-
PrOH/hexano como eluyente, en un equipo Shimadzu Prominence — 1. Las trazas de HPLC
de los compuestos enantioméricamente enriquecidos sintetizados se compararon con las
correspondientes muestras racémicas.

Los puntos de fusion fueron obtenidos en un aparato automatizado EXMelt y se
reportan en grados Celsius (°C) y no estan corregidos.

Las rotaciones Opticas fueron obtenidas mediante Bellingham Stanley™ ADP440+
Model Digital Polarimeter.



9.1. Sintesis del dienofilo.

9.1.1. Sintesis de 3-cianocromona 1

o A una solucion de POCI; (3.7 mL, 40 mmol) en DMF (6.2 mL) a 0
(;[HJ\ °C se dejo agitar por 30 min. Al cabo de este tiempo, a la mezcla de

CN reaccion se le adiciond 2’-hidroxiacetofenona (1.4 g, 10 mmol), la
o} mezcla de reaccion se removio del bano de hielo, permitiendo que la

PM= 171.03 g/mol | reaccion ocurriera a temperatura ambiente por 4 h. La reaccion se
monitored mediante CCF para corroborar el término de la reaccion.

Una vez finalizada la reaccion, se agregaron 40 ml de DCM y la mezcla de reaccion se
llevé a 0 °C. Se adicioné6 H,NOH-HCI (2.1 g, 30 mmol) en DMF (10 mL) a 0 °C y se dejé
agitar por 4 h a temperatura ambiente, finalmente se afiadié agua destilada fria (100 mL).

Al crudo de reaccion se extrajo con DCM (2x20 ml), a la fase orgéanica se le realizd un
lavado con agua destilada (10 mL), seguida de otro lavado con solucion saturada de
NaHCO; (10 mL), y finalmente otro lavado con agua destilada (50 mL). La fase organica
se seco sobre Na,SOy, se concentro y el residuo se purificd por cromatografia en columna
(20% AcOEt/hexanos) para obtener 1 como un sélido amarillo translacido (1.1 g, 68%).
pf=174-176 °C.

"H NMR (500 MHz, CDCl3) 5 8.42 (s, 1H), 8.25 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 7.79 (ddd, J =
8.8,7.2, 1.7 Hz, 1H), 7.58 — 7.49 (m, 2H).

9.2. Sintesis del aldehido de indol a.B,y,6-insaturado 4

9.2.1. Sintesis de tert-butil 3-formil-2-metil-1H-indol-1-carboxilato 2**

A una solucion de 2-metil-1H-indol-3-carbaldehido (6 g. 37,73
-0 mmol) en MeCN (150 mL) se adicion6 DMAP (0.46 g, 3.77 mmol)
seguido de diterbutil dicarbonato (10.8 mL, 45.28 mmol). La
reaccion se agitd a temperatura ambiente por 4 h.

N

N

}/" O El crudo de reaccion se concentrd y posteriormente se redisolvio en
o )T DCM (20 mL). Se traté con una solucion de NaHCO; (3x20 mL) y
se realiz6 una extraccion con DCM (3x20 mL). La fase organica se
secd sobre Na,SOg.

PM= 259.31 g/mol

El disolvente se removid a sequedad seguido de una recristalizacion utilizando MeOH
dando el producto deseado (8.3 g, 85%) en forma de un s6lido de color amarillo pélido. pf=
110°C.

a4 Dhayalan, V.; Clement, J. A.; Jagan, R.; Mohanakrishnan, A. K. Eur. J. Org. Chem. 2009, 4, 531-546.



"H NMR (500 MHz, CDCl3) 5 10.34 (s, 1H), 8.33-8.29 (m, 1H), 8.08-8.04 (m, 1H), 7.35-
7.31 (m, 2H), 2.93 (s, 3H), 1.72 (s, 9H) ppm.

3C NMR (126 MHz, CDCl;) § 186.09, 149.99, 149.02, 135.69, 126.23, 125.12, 124.58,
121.14, 118.53, 115.20, 85.80, 28.31, 13.98 ppm.

9.2.2. Sintesis de tert-butil (E)-3-(2-cianovinil)-2-metil-1H-indol-1-carboxilato 3

A una solucidon de dietilcianometil fosfonato (3.58 g, 20.2 mmol) en
THF anhidro (30 ml) a 0 °C, se afiadi6 gota a gota n-butilitio (18.6
mmol, 2.5 M en hexanos) y la mezcla de reaccion se agitdo por 1 h a
la misma temperatura.

CN

O> A esta se adicion6 gota a gota la solucion del reactivo de Wittig via

canula. Después de la adicion, la mezcla de reaccion se agito a 0 °C
PM= 282.34 g/mol por 5 h. Posteriormente, la reaccion se concentrd y el residuo se

recristalizé utilizando DCM/hexanos para obtener el nitrilo como un
solido color baige (3.1 g, 71%). pf~117-123 °C.

=
N
N}/_ Se prepard una solucion de 2 (15.5 mmol) en THF anhidro (20 ml).
@)

'H NMR (500 MHz, CDCl)  8.18-8.12 (m, 1H), 7.69-7.65 (m, 1H), 7.59 (d, J=16.6 Hz,
1H), 7.35-7.28 (m, 1H), 5.92 (d, J=16.6 Hz, 1H), 2.69 (s, 3H), 1.70 (s, 9H) ppm.

3C NMR (126 MHz, CDCl3) § 150.07, 142.45, 141.22, 136.39, 126.42, 124.79, 123.97,
119.49, 119.08, 115.90, 114.44, 94.78, 85.37, 28.33, 14.47 ppm.

9.2.3. Sintesis de tert-butil (E)-2-metil-3-(3-oxoprop-1-en-1-il)-1H-indol-1-carboxilato 4**

Una solucion del nitrilo 3 (2.8 g, 10 mmol) en tolueno anhidro (60
mL) se llevd a cabo a -78 °C y se adiciono una solucion de DIBAL-
= H en hexanos (1 M, 12 mL) gota a gota durante 10 min. La mezcla
N de reaccion se agit6 a -78 °C por 6 h. Posteriormente se adiciond

metanol (4 mL) a la misma temperatura. La mezcla de reaccion fue
N>/_O llevada a temperatura ambiente y después se adicion6 HC1 1 M (20
o )T mL) y se agitd por 2 min. Se agregd 40 mL de AcOEt y se separo6 la

fase organica.

O

’d

PM= 285.34 g/mol

El producto crudo se extrajo con AcOEt (3x20 mL). Las fases
orgdnicas se combinaron y se secaron sobre Na,SO4, se concentraron y el residuo se
purificd por cromatografia en columna (20% AcOEt/hexanos) para obtener 4 como un
solido de color amarillo (1.2 g, 46%). pf= 85-87 °C.

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) & 9.69 (d, J=7.6 Hz, 1H), 8.14 (d, J=7.8 Hz, 1H), 7.81 (d,
J=7.2 Hz, 1H), 7.71 (d, J= 15.9, 1H), 7.36-7.29 (m, 2H), 6.86 (dd, J=15.9, 7.6 Hz, 1H),
2.76 (s, 3H), 1.71 (s, 9H) ppm.



3C NMR (126 MHz, CDCls) § 194.40, 150.13, 144.60, 142.29, 136.46, 128.01, 126.79,
124.75, 123.99, 119.70, 115.74, 114.89, 85.36, 28.34, 14.55 ppm.

9.3. Sintesis del catalizador quiral.

9.3.1. Sintesis de (S)-a.a-difenil-2-pirrolidin-metanol-trimetilsilil-éter 5b*> %

A una solucioén de (S)-a,a-difenilprolinol (0.5 g, 1.97 mmol) en THF

A’>\\/\OSiPh3 anhidro se adicion6 sucesivamente cloruro de trimetisilano (1.0 g,
N

N Phph 3.45 mmol) y DMAP (0.48 g, 3.94 mmol).

La mezcla de reaccion se calent6 a reflujo por 20 h. Posteriormente
se dejo enfriar a temperatura ambiente y se adiciondé H,O (1 mL). El
disolvente se evaporo y se realizd una extraccion DCM/H,0 (3x30 mL). La fase organica
se separd, se secO sobre Na,SO4 y se concentrd a vacio. El residuo se purificé por
cromatografia en columna (5% EtOH/DCM). El producto se consiguié como un aceite
ligeramente café que después de recristalizar con AcOEt se observa como un soélido color
blanco (1.4 g, 70%). pf= 147-150 °C.

PM= 511.74 g/mol

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.64-7.63 (m, 1H), 7.45-7.28 (m, 14H), 7.25-7.07 (m,
10H), 3.97 (t, J= 7.6 Hz, 1H), 2.69-2.65 (m, 1H), 2.57-2.48 (m, 1H), 1.82-1.77 (m, 1H),
1.49-1.44 (m, 2H), 1.31-1.26 (m, 1H) ppm.

BC NMR (126 MHz, CDCl;) § 136.40, 135.62, 135.14, 130.24, 129.48, 129.23, 128.06,
127.84, 127.67, 127.61, 127.25, 126.88, 85.13, 65.35, 47.10, 28.14, 25.18 ppm.

a Gomez-Bengoa, E.; Landa, A.; Lizarraga, A.; Mielgo, A.; Oiarbide, M.; Palomo, C. Chem. Sci. 2011, 2, 353-357.
a6 Villegas Gémez, C., Cruz, D. C.; Mose, R.; Jgrgensen, K. A. Chem. Commun. 2014, 50, 6035-6038.



9.4. Procedimiento general para la sintesis de los derivados tetrahidrocarbazolicos
THC.

(@]
A\
[}j/\Ph
A 0 N Ph
+ H  OSiPh;
N\ R | R' (20 % mol)
N o PhCOOH (20 % mol)

Boc PhMe
4 la-e 70°C

En un vial equipado con un agitador magnético se prepard una solucion del catalizador Sb
(20% mol) en tolueno (0.4-0.8 mL). Posteriormente se adiciond el correspondiente aldehido
(1.5 equiv) y a menos que se indique lo contrario, se adicion6 PhCO,H como aditivo (20%
mol) para llevar a calentamiento a 70°C. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion
por al menos 10 min. Posteriormente se agregd el diendfilo (1.0 equiv). La mezcla de
reaccion se agité por 72 h luego, se concentrd a sequedad y se purificod por cromatografia
en columna (15% AcOEt/hexanos).

Sintesis de racemato: Los racematos se prepararon con base al procedimiento general de
las reacciones de cicloadicion [4+2] anteriormente descrita, utilizando una mezcla 1:1 de
los catalizadeores (S)-5a y (R)-5a.




9.4.1. Sintesis de tert-butil 12a-ciano-13-0x0-12-(2-oxoetil)-6.12.12a.13-
tetrahidrocronen[2.3-b]carbazol-7(5aH)-carboxilato THC-6

El producto se obtuvo como una mezcla de diasteroisdmeros
71:29 siguiendo la metodologia general para la reaccion de
cicloadicion [4+2] organocatalitica. Se utilizo el catalizador Sb
(0.02 mmol, 10mg), el aldehido 4 (0.15 mmol, 43 mg), el
dienofilo 1 (0.1 mmol, 17.2 mg), PhCO,H (0.02 mmol, 2.5 mg)
en tolueno (0.4 mL). El exceso enantiomérico se determind por
HPLC empleando una columna quiral Chiralcel OD-H (90:10
PM= 456.50 g/mol Hexanos/i-PrOH), flujo: 1 mL/min, A= 210 nm; Tmayor= 13.12
min, Tmenor= 28.08 min.

El producto deseado se observd como un sélido amarillento en forma de espuma con un
rendimiento del 51% y 83% de exceso enantiomérico.

"H NMR (500 MHz, CDCl3) § 9.89 (s, 1H), 8.18 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.94 (dd, J=7.9, 1.7
Hz, 1H), 7.58 (ddd, J = 8.7, 7.2, 1.8 Hz, 1H), 7.29 (ddd, J = 8.5, 5.0, 3.5 Hz, 1H), 7.21 —
7.09 (m, 3H), 6.99 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.17 (d, J= 3.9 Hz, 1H), 4.39 (s, 1H), 3.80 (ddd, J =
19.2, 4.6, 2.7 Hz, 1H), 3.69 (d, J = 19.6 Hz, 1H), 3.51 — 3.37 (m, 2H), 1.71 (s, 9H) ppm.

B3C NMR (126 MHz, CDCl;) § 198.38, 150.04, 137.54, 136.16, 130.54, 128.58, 126.88,
124.46, 123.10, 122.98, 118.15, 118.06, 117.43, 116.04, 115.98, 115.06, 84.78, 76.06,
44.29,29.71, 28.29, 27.53 ppm.

9.4.2. Sintesis de  tert-butil  12a-ciano-2-metil-13-0x0-12-(2-oxoetil)-6,12.12a.13-
tetrahidrochromen[2.3-b]carbazol-7(5aH)-carboxilato THC-7

El producto se obtuvo como wuna mezcla de
diasteroisomeros 62:27:11 siguiendo la metogolodia
general para la reaccion de cicloadicion  [4+2]
organocatalitica. Se utilizo el catalizador 5b (0.02 mmol, 10
mg), el aldehido 4 (38 mg, 0.135 mmol), el diendfilo 1a
(15.6 mg, 0.090 mmol) PhCO,H (0.018 mmol) como
aditivo en tolueno (0.4 mL). El exceso enantiomérico se
PM= 470.53 g/mol determiné por HPLC empleando una columna quiral
Chiralcel OD-H (90:10 Hexanos/i-PrOH, flujo: 1 mL/min, A= 210 nm; Tmayor= 10.92 min,
Tmenor= 27.19 min.

El producto deseado se observd como un solido amarillento en forma de espuma con un
rendimiento del 36% y 96% de exceso enantiomérico.

"H NMR (500 MHz, CDCl) 5 9.89 (s, 1H), 8.18 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.71 (dd, J = 2.3, 1.0
Hz, 1H), 7.39 — 7.35 (m, 1H), 7.29 (ddd, J = 8.5, 5.1, 3.4 Hz, 1H), 7.19 — 7.15 (m, 2H),



6.88 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.13 (t, J = 3.7 Hz, 1H), 4.37 (s, 1H), 3.79 (ddd, /= 19.2, 4.5, 2.6
Hz, 1H), 3.67 (d, J = 19.3 Hz, 1H), 3.50 — 3.36 (m, 2H), 2.34 (s, 3H), 1.71 (s, 9H). ppm.

13C NMR (126 MHz, CDCl3) § 138.70, 128.00, 124.42, 122.96, 118.14, 117.83, 116.03,
28.30, 27.59, 20.50 ppm.

9.4.3. Sintesis de tert-butil 2.4-dicloro-12a-ciano-13-o0x0-12-(2-oxoetil)-6,12.12a,13-
tetrahidrocromen[2.3-b]carbazol-7(5aH)-carboxilato THC-8

El producto se obtuvo como wuna mezcla de
diasteroisdbmeros 68:28:4 siguiendo la metodologia
general para la reaccion de cicloadicion [4+2]
organocatalitica. Se utilizd el catalizador 5b (0.018
mmol), el aldehido 4 (38 mg, 0.135 mmol), el diendfilo 1b
(21.5 mg, 0.0.90 mmol) PhCO,H (0.018 mmol) como
aditivo en tolueno (0.4 mL). El exceso enantiomérico se
determind por HPLC empleando una columna quiral
Chiralcel OD-H (90:10 Hexanos/i-PrOH, flujo: 1 mL/min,
A= 210 nm; Tmayor= 13.17 min, Tmenor= 37.58 min.

PM= 524.38 g/mol

El producto deseado se observd como un sélido rosado en forma de espuma con un
rendimiento del 44% y 98% de exceso enantiomérico.

"H NMR (500 MHz, CDCL3) & 9.89 (s, 1H), 8.17 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 2.5 Hz,
1H), 7.64 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 7.31 (ddd, J = 8.5, 6.5, 1.9 Hz, 1H), 7.19 (h, J= 6.9, 6.5 Hz,
2H), 5.22 (s, 1H), 4.38 (s, 1H), 3.85 (ddd, J = 19.3, 4.7, 2.5 Hz, 1H), 3.73 (d, J = 20.0 Hz,
1H), 3.50 — 3.37 (m, 2H), 1.72 (s, 9H) ppm.

3C NMR (126 MHz, CDCl3) & 198.14, 150.04, 137.12, 136.12, 130.26, 128.45, 126.74,
126.39, 124.62, 124.34, 123.06, 119.33, 118.11, 116.11, 115.25, 114.57, 85.00, 53.44,
44.22,29.72, 28.30, 27.24 ppm.

9.4.4. Sintesis de tertbutil 7.10-dioxo-11-(2-oxoetil)-6,6a.7.10,10a.11-hexahidro-5H-
benzol[b]carbazol-5-carboxilato THC-13

El producto se obtuvo como una mezcla de diasteroisomeros
>99:<1 siguiendo la metogolodia general para la reaccion de
cicloadicion [4+2] organocatalitica. Se utilizd el catalizador Sb
(0.018 mmol), el aldehido 4 (38 mg, 0.135 mmol), la 2,4-
benzoquinona 12 (10 mg, 0.090 mmol), PhCO,H (0.018 mmol)
como aditivo en tolueno (0.4 mL). El exceso enantiomérico se
determindé por HPLC empleando una columna quiral Chiralcel
AD-H (98:2 Hexanos/i-PrOH, T= 35 °C, flujo: 1 mL/min, A= 210
NM; Tmayor= 15.09 min, Tmenor= 24.49 min.

PM= 418.15 g/mol




El producto deseado se observo como un so6lido amarillento en forma de espuma con un
rendimiento del 80% y 98% de exceso enantiomérico.

'"H NMR (500 MHz, CDCI3) 5 9.85 (s, 1H), 8.12 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.35 (ddd, J = 8.5,
3.8, 1.7 Hz, 1H), 7.29 (ddt, J = 6.1, 4.6, 1.9 Hz, 2H), 7.26 — 7.19 (m, 1H), 4.21 (p, J = 2.0
Hz, 1H), 3.75 (dd, J = 18.3, 1.7 Hz, 1H), 3.35 (q, J = 3.1 Hz, 1H), 3.19 (dd, J = 18.3, 6.2
Hz, 1H), 2.86 (dt, J = 4.1, 2.2 Hz, 1H), 2.65 (dt, J = 19.8, 2.3 Hz, 1H), 2.54 (dd, J = 19.8,
3.2 Hz, 1H), 1.69 (s, 9H) ppm.

9.5. Transformaciones.

9.5.1. Reaccidn de olefinacidén de Wittig: sintesis de THC-16

En un vial seco con barra de agitacion se colocod el
aminocatalizador 5b (0.02 mmol, 10.0 mg), PhCO,H (0.02
mmol), el aldehido inddlico 4 (0.15 mmol, 43.0 mg) y el
derivado de cromona 1 (0.1 mmol, 17.2 mg) en tolueno (0.5
mL). La reaccion se agitd6 a 70°C, una vez terminada la
reaccion, observado conversion completa por 'H-RMN, se le

N 0 adiciono el acetato de metiltrifenilfosforanilideno (0.2 mmol,
oc 67.2 mg), agitando a temperatura ambiente toda la noche. El
PM= 512.19 g/mol crudo de reaccion se purifico por cromatografia en columna en

silica gel (hexano:EtOAC/ 9:1) con un rendimiento del 62%.
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10.2 CROMATOGRAMAS




SHIMADZU

LabSolutions

<Sample Information>

10/14/2019 4:19:14 PM Page 1/1

Analysis Report

Sample Name : Catalisis
Sample ID : mfvg00-e
Data Filename : mfvg00-e.lcd
Method Filename : Epoxido racemico (4a).lcm
Batch Filename
Vial # 211 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 15 uL
Date Acquired : 9/19/2018 5:38:33 PM Acquired by : user
Date Processed :9/24/2018 2:19:24 PM Processed by : user
<Chromatogram>
uAU
1250000 Detector A 210nm
1000000~
T (<]
] S
750000 2
1 ~
: 5
1 N
SOOOOOi
250000
0 L%J\/\ \ \ T T 1 T T T
0 10 20 30 40 50 60
min
<Peak Table>
Detector A 210nm
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 13.076| 39934941 699671 45.197 M
2 27.497 | 48422533 489133 54.803 M
Total 88357474 1188804
7
O~
PN
N
Boc ©
THC -6
Racemato

C:\LabSolutions\Data\Organocatalisiimfvg00-e.lcd
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10/14/2019 4:23:08 PM Page 1/1

SHIMADZU
LabSolutions

Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name : Catalisis
Sample ID : mfvg01
Data Filename : mfvg01.lcd

Method Filename
Batch Filename

: Epoxido racemico (4a).lcm

Vial # 211 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired : 9/19/2018 4:21:19 PM Acquired by : user
Date Processed :9/19/2018 5:43:20 PM Processed by : user
<Chromatogram>
mAU
1000 9 Detector A 210nm
’ o
750-]
500~
] 3
250+ o
0-
- 777 71 - - T T T T T 1 T T T T 1T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
min
<Peak Table>
Detector A 210nm
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 13.136| 56449085 971724 82.032 M
2 27.895| 12364027 145189 17.968 M
Total 68813112 1116913
O
[
A5
T
Boc ©
THC-6
C atalizador 1
70 °C

C:\LabSolutions\Data\Organocatalisiimfvg01.lcd
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10/14/2019 4:31:16 PM Page 1/1

SHIMADZU

Labsolutions Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name : Catalisis
Sample ID : mfvg-61
Data Filename : mfvg-61.lcd

Method Filename : Epoxido racemico (4a).lcm
Batch Filename

Vial # 211 Sample Type : Unknown

Injection Volume :5uL

Date Acquired : 10/22/2018 3:45:30 PM Acquired by : user

Date Processed :10/22/2018 4:41:12 PM Processed by : user

<Chromatogram>

mAU
2 Detector A210nm
o

750
500

250

0““1‘0‘ - ‘2‘0‘ - ‘3‘0‘ - ‘4‘0
min
<Peak Table>
Detector A 210nm
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 13.180| 30567657 825953 90.281 M
2 28.443 3290549 36894 9.719 M
Total 33858206 862848
T
O
LT
Boc ©
THC-6
Catalizador 1
55 °C

C:\LabSolutions\Data\Organocatalisiimfvg-61.lcd


mwets
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10/14/2019 4:26:05 PM Page 1/1

SHIMADZU

Labsolutions Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name : Catalisis
Sample ID : mfvg-57a
Data Filename : mfvg-57a.lcd

Method Filename : Epoxido racemico (4a).lcm
Batch Filename

Vial # 211 Sample Type : Unknown
Injection Volume :5uL
Date Acquired : 10/22/2018 1:11:18 PM Acquired by : user
Date Processed :10/22/2018 2:09:57 PM Processed by : user
<Chromatogram>
mAU
4000; § Detector A 210nm
] o
3000~
2000-
1000i o
il &
M g
O,
71 T 1 1 U \ \ \
0 5 10 15 20 25 30 35
min
<Peak Table>
Detector A 210nm
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 13.004 | 174202082 3966206 91.414 M
2 28.349| 16361363 202440 8.586 M
Total 190563445 4168646

Boc

THC-6
Catalizador 2
70 °C

C:\LabSolutions\Data\Organocatalisiimfvg-57a.lcd
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10/14/2019 4:33:38 PM Page 1/1

SHIMADZU
LabSolutions

Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name : Metodo HPLC

Sample ID : mfvg63
Data Filename : mfvg63.lcd
Method Filename : Epoxido racemico (4a).lcm
Batch Filename
Vial # 211 Sample Type : Unknown
Injection Volume :5uL
Date Acquired : 11/12/2018 12:06:34 PM Acquired by : user
Date Processed : 11/12/2018 12:53:50 PM Processed by : user
<Chromatogram>
mAU
, Detector A 210nm
2000
1500
1000
500
0
71 ! ! — T T T T T T 1 T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
min
<Peak Table>
Detector A 210nm
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 12.493| 106486027 2068341 89.635 M
2 26.146| 12313693 166420 10.365 M
Total 118799720 2234761

THC-6
Catalizador 2
55 °C

C:\LabSolutions\Data\Organocatalisiimfvg63.lcd
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10/14/2019 4:27:07 PM Page 1/1

SHIMADZU

Labsolutions Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name : Catalisis
Sample ID : mfvg-58
Data Filename : mfvg-58.1cd

Method Filename : Epoxido racemico (4a).lcm
Batch Filename

Vial # 211 Sample Type : Unknown
Injection Volume :5uL
Date Acquired : 10/22/2018 1:49:39 PM Acquired by : user
Date Processed :10/22/2018 2:34:24 PM Processed by : user
<Chromatogram>
mAU
750 S Detector A 210nm
* o
5001 3
. S
&
250+
Y
— " . T ' - T 1 - T 1 T T T 1 T T T 1 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
min
<Peak Table>
Detector A 210nm
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 13.191| 42040349 729650 52.629 M
2 28.095| 37840459 387848 47.371 M
Total 79880809 1117498
@]
[
P
LT
Boc ©
THC-6
Catalizador 3
70 °C

C:\LabSolutions\Data\Organocatalisiimfvg-58.Icd
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10/14/2019 4:28:05 PM Page 1/1

SHIMADZU

Labsolutions Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name : Catalisis
Sample ID : mfvg-59
Data Filename : mfvg-59.1cd

Method Filename : Epoxido racemico (4a).lcm
Batch Filename

Vial # 211 Sample Type : Unknown
Injection Volume :5uL
Date Acquired : 10/22/2018 2:24:27 PM Acquired by : user
Date Processed :10/22/2018 3:06:55 PM Processed by : user
<Chromatogram>
mAU
)l %3 Detector A 210nm
300~ o
200+
] <
&
| &
100
S
L L L L L AL I
0 5 10 15 20 25 30 35
min
<Peak Table>
Detector A 210nm
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 13.258 18421703 317734 62.768 M
2 28.264 | 10927227 111144 37.232 M
Total 29348930 428877
T
50
JL L 2
Boc ©
THC-6
C atalizador 4
70 °C

C:\LabSolutions\Data\Organocatalisi\imfvg-59.lcd
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10/14/2019 4:30:12 PM Page 1/1

SHIMADZU

Labsolutions Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name : Catalisis
Sample ID : mfvg-60
Data Filename : mfvg-60.lcd

Method Filename : Epoxido racemico (4a).lcm
Batch Filename

Vial # 211 Sample Type : Unknown
Injection Volume :5uL
Date Acquired : 10/22/2018 3:04:36 PM Acquired by : user
Date Processed :10/22/2018 4:02:33 PM Processed by : user
<Chromatogram>
mAU
= Detector A 210nm
™
] 2
200-
2]
] o
150 &
100
50
oﬂ,J\W
L e L L \
0 5 10 15 20 25 30 35
min
<Peak Table>
Detector A 210nm
Peak# Ret. Time Area Height Conc. Unit Mark Name
1 13.311] 12817418 224447 49.086 M
2 28.313| 13294530 138714 50.914 M
Total 26111949 363161

Boc

THC-6
Catalizador 5
70 °C

C:\LabSolutions\Data\Organocatalisi\mfvg-60.lcd
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10.3 ARTICULO DE DIVULGACION CIENTIFICA Y LOGROS ACADEMICOS
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ISSN:2007-672X

El Tronco “Magico” del Cuachalalate: Regalo de la Medicina Tradicional Mexicana a la Quimica
de Productos Naturales.

Marco F. Valtierra Galvan, Miguel A. Vazquez, Eduardo Pefia Cabrera, David Cruz Cruz, Clarisa Villegas Gomez*

Division de Ciencias Naturales y Exactas, Departamento de Quimica, Universidad de Guanajuato. Col. Noria Alta S/N. Guanajuato, Gto. 36050. México
e-mail: clarisa.villegas @ugto.mx

Resumen

Actualmente, la Medicina Tradicional Mexicana es reconocida como un recurso para la preservacion de
la salud de millones de seres humanos, es una parte importante de la cosmovision de los pueblos indigenas,
representando el conocimiento sobre la madre tierra y el uso de plantas medicinales. Esta sabiduria, dia
con dia ha ido adquiriendo cada vez mas importancia, pues se ha ido fortaleciendo para poder preservar
su identidad. Dentro de este tesoro vegetal, se encuentra el Cuachalalate, el cual ha sido ampliamente
utilizado en la Medicina Tradicional como agente gastroprotector, donde el tallo se utiliza en forma de
infusion para tratar ulceras estomacales, esto debido a la disminucion de la secrecion de jugos gastricos,
ayudando a la renovacion del epitelio. Estudios previos, demuestran que la actividad biologica se debe a
la presencia de triterpenos, tales como el acido masticadienonico y algunos de sus derivados. El presente
articulo, destaca la importancia de este arbol nativo de México, su uso como alternativa en la cura de
problemas digestivos, asi como el perfil quimico para conocer los metabolitos secundarios responsables
de su actividad bioldgica.

Palabras clave: Medicina Tradicional Mexicana, Cuachalalate, Amphipterygium adstringens; Triterpenos.

Abstract

Nowadays, the Mexican Traditional Medicine is recognized as a resource for the preservation of the health
of millions of human beings, it is an important part of the worldview of indigenous people, representing
knowledge about mother earth and the use of medicinal plants. This wisdom, day by day has been
acquiring more and more importance, because it has been strengthened to preserve its identity. Within this
vegetable treasure, the cuachalalate, has been widely used in traditional medicine as a gastroprotective
agent, where the stem is used as an infusion to treat stomach ulcers, this due to the decrease in the secretion
of gastric juices, helping to renew the epithelium. Previous studies, show that the biological activity is due
to the presence of triterpenes, such as masticadenonic acid and some of its derivatives. This article
highlights the importance of this Mexican native tree, its use as an alternative for the cure of digestive
problems, as well as the chemical profile to know the secondary metabolites responsible for its biological
activity.

Keywords: Mexican Traditional Medicine, Cuachalalate, Amphipterygium adstringens; Triterpenoids.

36



Naturaleza y Tecnologia
Ao 6 Numero 1, Mayo 2019
ISSN:2007-672X

Introduccion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la Medicina Tradicional se define como
“La suma total de conocimientos, habilidades y
prdcticas basadas en las teorias, creencias y
experiencias propias de diferentes culturas, sean
explicables o no, utilizadas en el mantenimiento de
la salud y/o en la prevencion, diagndstico y

tratamiento de enfermedades fisicas y mentales”.
(Zhang, 2018)

En México, la Medicina Tradicional Indigena se
define como un conjunto de practicas relacionadas
a la atencion de la salud, y que tiene sus raices en
los conocimientos sobre la salud y enfermedad que
los diferentes pueblos indigenas y rurales de
nuestro pais han acumulado a través de su historia,
los cuales estan fundamentados en wuna
interpretacion del mundo (cosmovisién) de la
salud y enfermedad de origen prehispanico.

Historicamente, el nacimiento de la Medicina
Tradicional Mexicana es posterior al mestizaje,
debido a eso, los colonizadores veian a este tipo de
costumbre como un fuerte impedimento para la
evangelizacion de los grupos indigenas. Como
resultado, se busco hacer una relaciéon entre la
medicina indigena y la occidental donde, solo se
podia reconocer la utilidad empirica de los
recursos naturales empleados en el ejercicio de las
practicas curativas, mientras que las costumbres de
los rituales indigenas se intentaron marginar,
lamentablemente la medicina occidental no pudo
tener el mismo impacto en todos los grupos
indigenas, ocasionando que persistieran las
practicas y tradiciones curativas, las cuales siguen
adquiriendo relevancia hasta nuestros dias.
(Jiménez, 2017)

Las plantas medicinales son la principal fuente en
el ejercicio de la Medicina Tradicional Mexicana,
sin embargo, cabe sefialar que el uso de esta
practica se extiende hasta el uso de hongos,
organismos marinos, insectos e inclusive algunos

animales. En este sentido, es de importancia
destacar que México es un pais megadiverso, ya
que es uno de los 7 paises mas ricos del mundo en
especies de plantas y animales, posee el tercer
lugar mundial en biodiversidad y el quinto lugar
mundial en plantas vasculares con mas de 23,000
especies diferentes, de las cuales el 50% son
endémicas de la region. (Fuente, Conabio).
Gracias a esta riqueza vegetal, en M¢éxico
alrededor de 4000 especies de plantas con flores
(15% de la flora total) tienen propiedades
medicinales, es decir que mas o menos una de cada
siete especies posee alguna propiedad curativa.
(Tabla 1) (Jiménez, 2017).

Dentro de las especies que se han utilizado por
afios y que, hasta el dia de hoy, la poblacion ha
seguido fielmente su uso, encontramos al
“gordolobo” (Bocconia  frutescens L.)
(Papaveraceae) donde su uso medicinal abarca
diversas afecciones respiratorias como resfriado,
tos ferina, bronquitis y tuberculosis, para
problemas de la piel, se aplica el latex sobre jiotes,
escarlatina, tifla y verrugas. Del mismo modo,
también es muy utilizado en trastornos del aparato
digestivo como disenteria, dolor de estdmago,
ulceras y afecciones del higado. Por otro lado, el
“arnica” (Heterotheca inuloides) (Compositae),
este género es originario de México con respecto a
otras sinonimias, se utiliza principalmente como
cicatrizante, desinfectante, desinflamante y
analgésico, asi como para tratar problemas
gastrointestinales como ardor de estdmago,
gastritis o ulceras y en afecciones respiratorias
como bronquitis o dolores de pulmén. Del mismo
modo, otra especie muy comun es el “toronjil”
(Agastache mexicana) (Labiatae) endémico de
México, se usa frecuentemente para tratar el
espanto, como ocurre en los estados de Hidalgo,
Michoacan, en Morelos y Puebla.

37



Naturaleza y Tecnologia
Aflo 6 Numero 1, Mayo 2019
ISSN:2007-672X

Tabla 1. Enfermedades mas comunes de la Medicina Tradicional Mexicana

Mal de ojo.

Empacho, susto,
espanto de tierra, mal
de espanto.

Caida de mollera, mal
de mollera.

Alferesia

Torceduras

Corazon
(Latido/taquicardia)

Anginas

Aire (aire de animales
de muerto, basura,
agua).

Golpe de aire.

Daio (brujeria, maldad,
hechizo o posesion)

DIGESTIVO
Afecta principalmente a los nifios menores de tres afios. Sintomas: gastroenteritis infecciosa
Trastorno generalmente de la infancia: pérdida de apetito, indigestion, flatulencia, dolor
abdominal, estrefimiento.

Signo caracteristico de una severa deshidratacion en nifios, hundimiento de la fontanela que
usualmente se acompafia de fiebre, vOmito o diarrea como una manifestacion de
gastroenteritis infecciosa.
NERVIOSO
Término coloquial para llamar a las convulsiones, generalmente en nifios, independiente del
origen.
MUSCULO-ESQUELETICO

En la mayoria de los casos, son luxaciones, esquinces u otro traumatismo ocasionado por
accidentes.

CARDIOVASCULAR
Percepcion de alteraciones en el ritmo o intensidad del flujo sanguineo sobre la red vascular
(sistema de palpitaciones)

RESPIRATORIO

Medicina moderna: Amigdalitis

CREENCIA POPULAR
Se atribuye a la accién de una entidad nociva, de origen exterior que no siempre es fisica
(aire), que penetra o se adhiere a una parte del cuerpo. En la mayoria de los casos se refiere
a trastornos cutdneos, respiratorios o musculares. Sindrome de filiacion cultural.

Creencias culturales sobre la brujeria: ocasionar molestias, enfermedades, lesiones o bien
dafiar a una persona victima de procedimientos que pueden ser naturales o sobrenaturales.
Sindrome de filiacién cultural.

Fuente: Jiménez, 2017
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En algunas comunidades se emplea en la curacion
del mal de ojo o problemas nerviosos como el
susto. El cocimiento administrado por via oral se
recomienda en el tratamiento de problemas
gastricos como dolor de estdbmago, colico, dolor
intestinal o empacho. Una planta que se utiliza de
manera frecuente en la vida cotidiana es el
“epazote” (Teloxys ambrosioides L. Weber)
(Chenopodiaceae), originario de América, se
emplea  contra  multiples  padecimientos
relacionados al sistema digestivo, es util en casos
severos de parasitosis y trastornos menstruales, en
algunas regiones del pais es util contra picaduras
de alacran y verrugas. Por otra parte, se destaca el
uso de esta planta en el tratamiento de
enfermedades tradicionales de filiacion cultural
como el “espanto, susto o mal de 0jo”. Existe un
arbusto llamado “mala mujer de cerro”
(Cnidoscolus multilobus) (Euphorbiaceae) esta es
empleada principalmente como analgésico dental
y en alteraciones ginecobstétricas especificamente
para tratar la inflamaciéon de los ovarios.
Finalmente, y no de menos importancia se
encuentra el “ajo” (Allium sativum L.) (Liliaceae)
originario del oeste de Asia, Europa y del
Mediterrdneo, se utiliza para combatir los
parasitos intestinales, oxiuros, tricocéfalos, tenia e
incluso amibas. Para el tratamiento de reumatismo
y problemas de la piel como sabafiones, rofia o
sarna, siendo también muy efectivo como auxiliar
en picaduras de diferentes clases de insectos.

Cuachalalate.

Amphipterygium adstringens Schiede ex
Schlech. (Anacardiaceae) con sinonimia popular
chalalate, coachalalate, volador, cuachalala o
cuachinala 'y sinonimia botanica Juliania
adstringens Schlechter. Es un arbol de 10 m de
altura, con el tronco torcido, de corteza grisacea
con escamas. Las hojas en el anverso son de color
verde opaco y en el reverso son grisaceas,
agrupadas en las puntas de las ramas. Las flores se
encuentran solitarias o en ramilletes. Los frutos

Sin embargo, es de suma importancia mencionar
que no todas las plantas medicinales son utilizadas
con fines terapéuticos, existen especies que poseen
un interés especial con propodsitos menos
ortodoxos y/o mas bien ludicos, como ejemplo
podemos mencionar al “peyote” (Lophophora
williamsii) (Cactaceae), los huicholes lo utilizan
como alucinégeno en ceremonias curativas,
adivinatorias y en rituales religiosos. En varias
regiones del pais se emplea como analgésico, para
aliviar dolores reumaticos, del mismo modo, la
planta se aplica o ingiere contra las picaduras de
escorpion o mordeduras de vibora. La
“mariguana” (Cannabis sativa L. var. Indica)
(Cannabinaceae), tiene como principal uso,
tratamiento del reumatismo, sanacién de dolores
musculares y contra el insomnio, teniendo como
desventaja sus propiedades narcéticas si es
fumado. (Biblioteca de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009)

Con lo anteriormente mencionado y con toda la
riqueza floristica que tiene México, son muchas las
especies de las cuales podriamos hacer énfasis
pero lamentablemente, este espacio no nos lo
permite, sin embargo, en la presente contribucion
podemos dar a conocer una especie vegetal que por
muchos afios la poblacion se ha visto beneficiada
debido a sus propiedades medicinales, ‘el
cuachalalate”, herramienta fundamental dentro de
la Medicina Tradicional Mexicana.

son nueces abultadas y alargadas. El origen es
desconocido y habita en climas calidos y
semicalidos, crece en zonas perturbadas de bosque
tropical caducifolio y subcaducifolio, de matorral
xero6filo, bosque espinoso, mesofilo de montania y
pino-encino.

Dentro de la Medicina Tradicional Mexicana, los
pueblos prehispanicos le atribuian un efecto
purificador, anos después el cuachalalate ha sido
utilizado en varios estados de la republica, el
cocimiento de la corteza se utiliza para tratar
ulceras, cancer de estomago, gastritis y ciertas
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lesiones cutaneas. Para tratar heridas se lava
localmente con un macerado de la corteza en agua,
los granos y las llagas se curan mediante la
ingestion del cocimiento o la aplicacion de la
resina de la corteza, del mismo modo se utiliza en
golpes o postemas, mordeduras o piquetes de
animales venenosos y como cicatrizante.

Por otra parte, se emplea en malestares digestivos,
dolor de estdbmago, infeccion o inflamacion
intestinal, para limpiar el estdmago, para el higado,
vesicula, contra la tifoidea y en problemas del tipo
bucal como estomatitis, dolor de muelas,
endurecimiento de las encias y herpes (fuegos)
bucales.

En el caso de problemas relacionados con
afecciones respiratorias, se utiliza para aliviar la
tos, inflamacion de anginas, enfermedades
pulmonares, incluso para tratar a la tuberculosis.
En algunos casos, se utiliza en problemas de
circulacion sanguinea, ayuda a purificar,
desintoxicar y curar varices y ulceras varicosas.
Otras aplicaciones medicinales son para fiebre,
paludismo, caida del cabello y manchas en la piel.
(Garcia, 1973)

En la historia de nuestro pais, en el siglo XX,
dentro del tratado de Maximino Martinez, se
registra a esta especie como anticancerosa,
antipalidica, astringente y para la fiebre tifoidea.
Posteriormente, la Sociedad Farmacéutica de
Meéxico, la registré como astringente. De manera
desafortunada, se considera como una especie en
peligro de extincion. (Rzedowski, 1987)

HO

Figura 1. Estructura de la sarsasapogenina.

Perfil quimico y de la actividad biolégica del
Cuachalalate.

Durante décadas se han realizado
numerosos estudios acerca del perfil quimico, asi
como de la actividad bioldgica de los extractos y
metabolitos  secundarios aislados de A.
adstringensis.

Los primeros ensayos biologicos los realizd
Delgado a finales de 1962, evaluando la actividad
antineoplasica de la corteza seca del cuachalalate
en ratones portadores de adenocarcinoma
mamario, encontrando que el extracto metanolico
inhibi6 en un 54% el crecimiento tumoral. Del
mismo modo, una fraccion butanolica obtenida por
particion del extracto metandlico mostré una
inhibicion del 50%.

Sin embargo, cabe sefalar que los extractos
provenientes de éter de petrdleo y cloroformo
tuvieron un efecto totalmente contrario, pues
incrementaron el crecimiento tumoral en un 57 y
113% respectivamente (Delgado, 1962).

En ese mismo aflo, los mismos autores realizaron
un estudio preliminar para conocer el tipo de
metabolitos secundarios presentes en la especie,
realizando diferentes ensayos de identificacion,
tales como contenido de fitosteroles, alcaloides,
compuestos glicosidados y taninos, encontrando la
presencia de fitosteroles, algunos taninos Yy
compuestos  glicosidados, incluyendo una
saponina esteroidal semejante a la sarsasapogenina
(Figura 1) (Delgado, 1962).

En los afios de 1983 y 1987 se realizaron diversos
estudios fitoquimicos de la corteza, encontrando
un perfil quimico triterpénico del tipo tirucalano
conformado por el acido masticadienonico, el
acido instipolinacico y el dacido cuachalalico
(Amezcua, 1983) (Garcia, 1987) (Mata, 1989)
(Figura 2).
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HO"

acido masticadienénico acido 3a-masticadienonico

&cido instipolinacico acido cuachaldlico

Figura 2. Perfil triterpénico de la corteza de A.
adstringensis.

Posteriormente, en 1989 Mata reportd el
aislamiento del acido 3-epi-
hidroximasticadienoico, el acido 3-a-

hidroximasticadiendico, acido epi-oleanodlico, el
acido isomasticadienonico, -sitosterol, asi como,
tres diferentes acidos alquilanacardicos, tales
como, el acido 6-pentadecilsalicilico, el acido 6-
heptadecilsalicilico y el acido 6-
nonadecilsalicilico. (Mata, 1989) (Figura 3).

acido 3-epi-oleandlico acido isomasticadiendnico

COOH
HO R

R= -(CH,)14CH3 &cido pentadecilsalicilico
= -(CH,)15CHj &cido heptadecilsalicilico
= -(CH,)1gCHj3 &cido nonadecilsalicilico

jsliss]

B-sitosterol

Figura 3. Metabolitos secundarios aislados de A.
adstringensis.

En 1991, el grupo de investigacion de Mata en
colaboracion con Navarrete, estudiaron el efecto
hipocolesterolémico del extracto hexanico via
subcutanea en ratas, mostrando un efecto

significativo a una dosis de 100 mg/Kg, bajando
los niveles de colesterol hasta en un 31%. Con base
en esos resultados, se realizo el aislamiento de los
metabolitos presentes en dicho extracto,
encontrando una mezcla de compuestos fenolicos
de cadena alquilica larga (Figura 4). Sin embargo,
es de importancia mencionar que ninguna de estas
mezclas mostrd una actividad hipocolesterolémica
significativa. (Mata, 1991)

COOH
R=-(CHyp)1,CH3
HO R = -(CHp);5CHg
R=-(CHy)16CH3

R=-(CHy)1gCH3
R= -(CHy);4-CH=CH-(CH,),CH3 (2)

COOCH;, S= 'Egnzgmgns
HsCO R R=(CHg)eCH,
R=-(CHy)1gCH3

R= -(CHy);4-CH=CH-(CH,),CH3; (2)

CHO

HO R = -(CHy)17CH3
R= -(CHp)19CH3
R=-(CHy)21CH3

Figura 4. Compuestos alquilfendlicos asilados del extracto
hexdnico de A. adstringensis.

Uno de los usos mas importantes que tiene el
cuachalalate dentro de la Medicina Tradicional
Mexicana es el tratamiento de enfermedades
relacionadas con el sistema digestivo, para
corroborar esta actividad, Navarrete en 1998,
realizd los estudios correspondientes para evaluar
el efecto gastroprotector del extracto metandlico
de la corteza de A. adstringensis en ulceras
gastricas en ratas, inducidas por etanol, dicho
estudio fue comparado ante el efecto ya conocido
del subsalicilato de bismuto (Pepto-bismol®)
como control positivo, encontrando que el extracto
metanolico posee un 74.5% de efecto
gastroprotector contra un 62.2% del Pepto-
bismol®. Con base en estos resultados, se realizo
la particion de dicho extracto, obteniendo tres
extractos de diferentes polaridades, CH:Cl,
EtOAC y Acetona. Estos, fueron evaluados para
medir la actividad antiulcerosa, encontrando que el
extracto diclorometanico fue el mas activo con un
77.1% de efecto gastroprotector en comparacion
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con el 47. 3% del Pepto-bismol® a una dosis de
300 mg/Kg. Tomando en cuenta este resultado se
realiz6 el fraccionamiento del extracto de CH2Cl
mediante cromatografia en columna, obteniendo
cuatro fracciones diferentes con un perfil quimico
del tipo triterpénico, estas fueron evaluadas en
compararacion con el Pepto-bismol® a una dosis
de 100 mg/Kg, encontrando un porcentaje de
efecto gastroprotector hasta del 96.7% con
respecto al 36.7% del control. (Navarrete, 1998)

Posteriormente, en 1999, Soto-Hernandez reportd
el estudio fitoquimico del cuachalala, tomando en
cuenta factores como la estacion y el sexo de la
especie. En dicho proyecto, se colectd la corteza
de cuatro arboles en diferentes estaciones del afio,
asi como de diferente sexo. Cada de una de las
muestras se dejaron secar y se les realizd una
extraccion con hexano. Posteriormente, cada
extracto se someti® a una separacion
cromatografica en mezclas de Hexano:Acetato de
Etilo como eluyente, de manera general, de cada
uno de los extractos, se aislaron los siguientes
compuestos de interés: el acido masticadienonico,
el acido o-hidroximasticadienonico, la mezcla de
los acidos masticadienonico e
isomasticadienonico y otra mezcla del &4cido
hidroximasticadienonico con un compuesto hasta
ahora desconocido. De los resultados obtenidos se
realizo una comparacion sobre la concentracion de
los compuestos aislados y el sexo de la especie, asi
como de la concentracion de los compuestos con
la época de afio, encontrando que el acido
masticadienénico, el acido o-
hidroximasticadiendnico y la mezcla de los acidos
masticadienéonico e isomasticadienonico se
encuentran en mayor proporcion en plantas

femeninas y solo la mezcla de acido
hidroximasticadienéonico con el compuesto
desconocido, predominaron en  plantas

masculinas. (Figura 2 y 3) (Soto-Hernéndez,
1999).

Con respecto a la relacion de la abundancia de los
metabolitos secundarios con la estacion del afio, se

encontré que en el mes de febrero la concentracion
mayoritaria es del 4cido masticadienonico y de la
mezcla del acido a-hidroximasticadienénico con
el compuesto desconocido. Por otro lado, en el mes
de noviembre la acumulacion de la mezcla de los
acidos masticadienonico e isomasticadienonico es
mayoritaria.

Debido a la abundancia del 4acido o-
hidroximasticadienénico, se evalud en
experimentos preliminares para determinar su
actividad antiinflamatoria, encontrando que
después de 3 horas de ser administrado a una
concentracion de 10 mg/Kg mostrd un 93% de la
inhibicion del edema

Con base en los usos de esta especie dentro de la
medicina tradicional, asi como de la actividad
biologica que presentan los derivados del acido
masticadienonico, este estudio resulta ser de gran
interés, pues proporciona informacion mas precisa
para saber cual es la mejor época del afio para
poder colectar la especie, asi como la
identificacion de la mejor concentracion de los
compuestos con respecto al sexo de la especie
vegetal.

Posteriormente, en el afio 2003, Navarrete y su
grupo de colaboradores, siguieron la linea de
investigacion descrita previamente por Soto-
Hernéndez en 1999. Continuando con el estudio de
la fraccion activa del extracto diclorometanico de
la corteza, realizaron la separacion cromatografica
de los metabolitos secundarios presentes, logrando
aislar, el acido masticadienonico, el acido 3-o-
hidroximasticadiendico, B-sitosterol y el 4acido 3-
epi-oleanolico (Figura 3). Estos compuestos
fueron evaluados bioldgicamente para medir la
actividad gastroprotectora, utilizando a 1la
carbenoxolona como control positivo, este es un
farmaco comercial muy utilizado en el tratamiento
de ulceras del tracto digestivo. (Figura 5).
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Figura 5. Estructura de la carbenoxolona.

Los estudios se realizaron en ratas Wistar,
mediante la induccion de ulceras gastricas con
etanol. Los resultados mostraron que a una dosis
de 30 mg/Kg, el 4cido 3-epi-oleandlico fue el mas
activo con un 88.8% de efecto gastroprotector,
similar al de la carbenoxolona con un 88.4 %, los
otros compuestos fueron menos activos, pues el
acido 3-a-hidroximasticadiendico, el acido
masticadiendnico y el [B-sitosterol tuvieron un
69.8, 29.3 y 42.5 % respectivamente. (Navarrete,
2003).

Por otro lado, Martinez-Vazquez en el 2004, inicié
los estudios para medir las propiedades
antiinflamatorias basandose en la utilidad de la
especie dentro de Ila Medicina Tradicional
Mexicana. Evalud la efectividad del extracto
acuoso Yy hexdnico de la corteza de A.
adstringensis en ratas Wistar con dos tipos de
modelo de inflamacién aguda: edema en la oreja
inducido por TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato) y edema en la pata inducido por
carragenina.

Los resultados mostraron que en el edema de
oreja inducido por TPA, el extracto hexanico tuvo
una interesante actividad antiinflamatoria con un
comportamiento dependiente de la dosis (EDsg >
1.0) mientras que el extracto acuoso no mostré
un efecto significativo.

En los resultados del edema de pata inducido por
carragenina, se encontraron efectos inversos,
pues el extracto acuoso mostré un 73.5% de

inhibicién total del edema, mientras que el
extracto acuoso mostré solo un 14.4% a una
concentraciéon de 100 mg/Kg de peso corporal.
Estos resultados podrian indicar que tanto el
extracto acuoso, como el hexanico poseen

diferentes mecanismos de accion
antiinflamatoria.
Por otro lado, como se ha mencionado

previamente, la corteza de este arbol posee
diversos constituyentes del tipo triterpénico,
entre los cuales podemos encontrar al acido
masticadiendnico y al acido 3-a-
hidroximasticadiendnico, debido a que son de los
principales metabolitos con mayor abundancia y
actividad bioldgica de interés, se decidid
estudiarlos en los mismos modelos de
inflamacién, encontrando que el acido 3-a-
hidroximasticadiendnico mostré un efecto
dependiente de la dosis (EDso=0.748) en el edema
de oreja inducido por TPA, mientras que otro
derivado triterpénico no mostré efecto alguno. En
el caso de los resultados del edema de pata
inducido por carragenina ambos compuestos
mostraron casi la misma actividad (alrededor del
44% de inhibicion total del edema a una dosis de
100 mg/Kg de peso corporal). (Martinez-Vazquez,
2004).

Bajo esta linea de trabajo, un afio después
Martinez reporté la semisintesis de dos derivados
del acido masticadiendnico, el acido 24, 25S-
dihidromasticadiendénico y el acido
masticadiendlico (Figura 6). Del mismo modo,
bajo este esquema de trabajo, se reportd la
actividad citotdxica del extracto hexanico de la
corteza del cuachalalate, asi como de los
metabolitos secundarios y sus derivados
semisintéticos.
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N\\—COOH

NaBH,
MeOH HO

acido masticadiendlico

acido masticadienonico

Pd/C
EtOAC

acido 24,25S-dihidromasticadienénico

Figura 6. Diagrama semisintético de los derivados del cido
masticadiendnico. a) Acido 24, 255-
dihidromasticadiendnico. b) dcido masticadiendlico.

El extracto hexdnico y compuestos aislados se
evaluaron para medir la actividad citotoxica frente
a cinco diferentes lineas celulares (HCT-15 de
colon, MCF-7 de mama; U251 de cerebro; PC-3
de prostata y K562 de leucemia). Los resultados
mostraron que el extracto hexdnico es muy activo
especificamente con la linea celular de mama y
leucemia con una ICso de 7.9 £ 1.9 mg/puL y 8.4 £
0.1 pg/mL respectivamente.

Por otro lado, el derivado semisintético, el acido
maesticadiendlico mostr6 una  importante
actividad contra la linea celular de colon con una
ICs0: 20.2 £ 8.4 uM, del mismo modo, el acido
masticadienonico presentd valores significativos
contra las lineas celulares de mama, cerebro y
prostata con valores de ICso de 18.4 + 1.0 uM, 20.4
+2.2 uMy 27.4 £ 3.9 uM respectivamente.

El segundo derivado semisintético, el acido 24,
25S-dihidromasticadienonico, mostro una
moderada actividad contra la linea celular de colon
con un ICso de 22.9 £ 5.2 uM, siendo muy cercano
al valor mostrado por el acido masticadienodlico.
Cabe senalar que ambos productos no son aislados
del cuachalalate, si no modificados sintéticamente
a partir del &cido masticadienonico. (Martinez-
Viazquez, 2005)

En otro orden de ideas, el dolor es considerado uno
de los malestares mas comunes que aquejan a la
poblacion mundial, los agentes analgésicos
convencionales juegan un papel importante en la
medicina moderna, pero desafortunadamente
causan muchos efectos adversos, debido a eso
surge la necesidad de seguir en la continua
busqueda de nuevos y mejores farmacos que curen
el dolor. Tomando en cuenta esta informacion,
Deciga-Campos en el 2005, dedico parte de sus
estudios a investigar el potencial antinociceptivo
(reversion o alteracion de los aspectos sensoriales
de la intensidad del dolor) de seis plantas
comunmente utilizadas en la Medicina Tradicional
Mexicana para el dolor o el tratamiento de golpes
contusos  (Exostema  caribaeum  (albarillo),
Brickellia  veronicaefolia  (hiertba  dorada),
Scaphyglottis  livida (Orquidea), Ligusticum
porteri  (raiz de 0s0), Gnaphalium spp.
(Gordolobo) y Amphipterygium adstringensis
(cuachalalate)).

El efecto antinociceptivo fue probado en ratones
machos mediante la prueba de retorcimiento, es
decir que de manera intraperitoneal se administrd
acido acético al 0.6% provocando contracciones
abdominales, movimientos repentinos de las patas
traseras y  torsion de los  musculos
dorsoabdominales. La reduccion del estiramiento
por unidad de tiempo se considerd6 como
antinocicepcion. (Deciga-Campos, 2005)

La prueba se llevo a cabo mediante la
administracion por via oral de los extractos
metanolicos-cloroférmicos de las seis especies
vegetales, los resultados mostraron que E.
caribaeum, Gnaphalium spp. y A. adstringensis no
tuvieron un efecto antinociceptivo, sin embargo,
B. veronicaefolia, S. livida y L. porteri, tuvieron
una significativa reduccion del nimero de
contracciones producidas por el 4cido acético.

Por otro lado, siguiendo los estudios de Navarrete

en 1998, sobre los efectos gastroprotectores del
cuachalalate, Romero y su grupo de colaboradores
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estudiaron los efectos de la corteza de este arbol
contra Helicobacter pylori (bacteria Gram-
negativa considerada como el principal agente
etiologico de la gastritis cronica, enfermedad de
ulcera péptica relacionada al carcinoma gastrico).

Mediante extraccion via Soxhlet, se realizaron
acorde a la polaridad diferentes extractos (éter de
petroleo, éter dietlilico, cloroformo, etanol y
agua). Se evaluaron para medir la actividad
antibacterial contra H. pylori, encontrando que el
concentrado de éter de petréleo mostré una
actividad significativa.

Con base en la actividad, se realizd un estudio
biodirigido de la fraccion, aislando una mezcla de
acidos anacardicos mas los tres triterpenos ya
conocidos y previamente reportados; el acido
masticadienonico, 3-hidroximasticadienonico y 3-
epi-oleanolico.

Todos los compuestos fueron evaluados frente a
cultivos de H.pylori a diferentes concentraciones
(200, 100, 50, 12.5 y 6.25 pg/ml) utilizando
metronidazol y amoxicilina como referencia. Los
resultados mostraron que solo la mezcla de los
acidos anacardicos poseen una potente actividad
antibacteriana dependiente de la dosis con una
completa inhibicion en el crecimiento de la
bacteria (MIC a 10 pg/ml) comparado con el
metronidazol (MICgo a 300 pg/ml) y amoxicilina
(MICgp a 0.1 [g/ml). (Romero, 2007).

Para identificar los componentes en la mezcla de
los acidos anacardicos, se realizo la esterificacion
de los mismos mediante diazometano, obteniendo
la mezcla de los ésteres metil anacardicos, la cual
se sometio a un cromatdgrafo de gases, revelando
una composicion de cuatro acidos fenodlicos de
cadena larga; C-15 (46.8%), C-16 (7.2%), C-17
(29.9%) y C-19 (7.5%), similares a los reportados
por Mata. (Mata, 1991, Figura 4).

Posteriormente, bajo esta misma linea de
investigacion, Romero junto con Rivero-Cruz
realizaron los estudios del extracto metandlico de

la corteza del cuachalalate frente a la actividad
antibacterial contra Streptococcus mutans 'y
Porphyromonas gingivalis, mostrando una MIC
de 69 y 82 ug/ml respectivamente. Debido a los
resultados obtenidos, el extracto se sometid a un
fraccionamiento aislando un nuevo 4cido
anacardico; el 4acido 6-[16"Z-pentadecenil]-
salicilico, junto con compuestos ya conocidos y
previamente reportados. (Figura 3 y 7). (Rivero-
Cruz, 2011).

COOH

HO \©/\/\/\/\/\/\/\/E/\
acido 6-[16" Z-nonadecenil]salicilico

COOH

HOW

acido 6-[8" Z-pentadecenil]salicilico

Figura 7. Compuestos aislados del extracto metandlico de
A. adstringensis.

Los compuestos aislados (Figura 7) se evaluaron
para medir la actividad antibacterial, encontrando
que el nuevo acido anacéardico posee una potente
actividad antibacterial contra S. mutans y P.
gingivalis, con MICs de 7 y 12 pg/ml
respectivamente.

Finalmente, como ultima contribucién al presente
articulo, es importante hacer mencién sobre una
revision  realizada  por  Reyes-Chilpa vy
colaboradores, inspirada principalmente por los
datos reportados sobre el uso de plantas
medicinales en afecciones respiratorias.

Hasta la fecha, se conoce que aproximadamente
187 especies de plantas ya sean endémicas o no de
la region, se utilizan dentro de la Medicina
Tradicional para el tratamiento de enfermedades
respiratorias incluyendo las relacionadas con la
tuberculosis. Reyes-Chilpa, realizd la revision
bibliografica pertinente para saber los datos
etnobotanicos, quimicos y farmacologicos de
especies utilizadas por diversos pueblos indigenas,
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filtrando su busqueda a especies vegetales que han
sido estudiadas exclusivamente como agentes
antituberculosos (actividad antimicobacteriana).

Como resultado de la revision, de las 187 especies
de plantas utilizadas en el tratamiento de
enfermedades respiratorias, solo el 62 (33% del
total) fueron evaluadas in vitro en su actividad
antimicobacteriana. Cabe senalar que para la
mayoria de los autores que reportaron la actividad
de estas especies vegetales contra Mycobacterium
tuberculosis, proponen que una MIC <200 pg/ml
se considera prometedora.

De todas las plantas estudiadas, para catalogar las
especies mas activas, se eligieron las especies con
una MIC < 64 pg/ml de las cuales se enlistan:
Aristolochia taliscana (guaco), Aristolochia
brevipes, Citrus sinensis (naranja), Chrysactinia
mexicana (hierba de San Nicolds), Persea
americana (aguacate), Olea europea (0livo).

Es de importancia mencionar, que algunos autores
no reportaron la actividad en MIC, sino en
porcentaje de inhibicion, eligiendo asi, las especies
con un porcentaje de actividad inhibitoria >95%;
de las cuales encontramos a Amphyterigium
adstringensis (cuachalalate), Larrea divaricata
(arilla) y Phoradendron robinsonii (muérdago).
(Reyes-Chilpa, 2017).

Conclusiones

Amphipterygium  adstringensis  (cuachalalate,
cuachalald) es una especie que ha sido utilizada
por afos dentro de la medicina tradicional para la
cura de diversas enfermedades tales como, tlceras
estomacales, gastritis, tratamiento en golpes
contusos y como cicatrizante en diversas lesiones
cutaneas. Debido a estos y muchos otros usos, ha
resultado ser de interés en el area de la quimica de
productos naturales, esto para saber cual es el
perfil quimico de la especie, asi como para tener el
conocimiento de cuales son los metabolitos

secundarios actividad

bioldgica.

responsables de la

Se encontrdé que una serie de triterpenos del tipo
tirucalano son los responsables de la actividad
anti-inflamatoria, teniendo la capacidad de inhibir
edemas tanto en oreja como en pata de raton.
Asimismo, ejerce una capacidad gastroprotectora,
inhibiendo el crecimiento bacteriano de H. pylori
(bacteria causante de los problemas de gastritis y
cancer gastrico).

Del mismo modo, se encontrd un perfil quimico de
una mezcla de acidos anacardicos, los cuales

demostraron tener una potente actividad
antibacteriana  contra  Helicobacter  pylori,
Streptococcus  mutans 'y  Porphyromonas

gingivalis. Por otro lado, la mezcla de los
triterpenos del tipo tirucalanos mostraron una
importante actividad citotdxica frente a diferentes
lineas celulares.

Finalmente, el presente articulo muestra la
efectividad del uso del cuachalalate como
alternativa en el tratamiento de diversas
afecciones. Una vez mas, se demuestra la cantidad
de tesoros culturales, mejora de la salud y sobre
todo de recursos cientificos que la Medicina
Tradicional Mexicana nos ha provisto por afios,
esto gracias a la diversidad cultural y vegetal que
tiene nuestro pais.
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