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La yema de un huevo toca un lecho de ceniza
Poco a poco se endurece

Pues el centro pierde su agua

Su color es ahora, oscuro como una pupila

Indistinguible de un trozo de basalto

La masa pétrea toca el vino

Persiguiendo el fondo se rompe

Los mil fragmentos se achican cada vez mas
La tension se libera

Una fase limpida y homogénea

Una solucion



Quédate hoy conmigo,

vive hoy conmigo un dia y una noche

y te mostraré el origen de todos los poemas.
Tendras entonces todo cuanto hay de grande en
la Tierra y el Sol,

(existen ademas millones de soles mas all3)

y nada tomaras ya nunca de segunda ni de tercera mano,
ni miraras mas por los ojos de los muertos,

ni te nutriras con el espectro de los libros.
Tampoco contemplaras el mundo con mis ojos
ni tomaras las cosas de mis manos.
Aprenderas a escuchar en todas direcciones

y dejaras que la esencia del Universo se filtre

por tu ser.”

Walt Whitman

Leaves of Grass
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La ibogaina es un alcaloide monoterpeno inddlico (MIA), clasificado como un
psicodélico del tipo oneirogénico (generador de suefios). Es el constituyente mayoritario del
extracto de la corteza de raiz de Tabernanthe iboga, un arbusto de la regién de Africa
central, donde es utilizado de forma sacramental por la poblacion bwiti hace al menos ciento

cincuenta anos.

El interés moderno que justifica el amplio estudio sobre la neurofarmacologia de este
alcaloide, esta fundado en la descripcion de su actividad antiadictiva. Estudios
observacionales indican que: tras una Unica administracion de altas dosis de ibogaina,
individuos que padecen trastorno por uso problematico de sustancias (principalmente a
opioides), presentan una marcada reduccion del sindrome de abstinencia (withdrawal) y
conducta de busqueda de sustancia (craving). La investigacion clinica se limitd a estudios de
fase 1 y 2, mostrando eficacia, pero advirtiendo problemas de seguridad. Existen
antecedentes que muestran que ibogaina puede promover la aparicién de arritmias
ventriculares y eventuales fatalidades, que han sido atribuidas a la inhibicion del canal de

potasio hERG, responsable de la repolarizacion de las células del miocardio.



Existe una amplia discusidn en la literatura entorno a la elucidacion del mecanismo de
accion de ibogaina; no se ha definido un receptor del sistema nervioso central Unico que
explique su actividad bioldgica. Se hipotetiza un mecanismo de accién polifarmacoldgico, ya
que el alcaloide presenta actividad micromolar por receptores nicotinicos, opioides,
glutamatérgicos, sigma y transportadores de monoaminas. Ademas, al igual que otros
psicodélicos, ibogaina genera eventos de plasticidad neuronal mediados el aumento en la
expresion de factores neurotroficos, lo que podria explicar sus efectos duraderos, incluso

luego de su eliminacién del organismo.

En modelos de comportamiento animal para depresién mayor, se describid
recientemente, un efecto tipo-antidepresivo de ibogaina, que resulta mas potente y rapido
que aquel observado para fluoxetina, un conocido antidepresivo de amplia distribucién en
la clinica. Este hecho, sumado a la conocida capacidad de ibogaina de inhibir el
transportador recaptador de serotonina humano (hSERT) de forma no competitiva, sugieren
que los efectos antiadictivos de la ibogaina podrian estar relacionados a un fuerte efecto
antidepresivo inducido por la sustancia. Esto inspird la propuesta del proyecto de quimica
medicinal abordado en la siguiente tesis doctoral, donde nos propusimos basarnos en la
estructura de la ibogaina para la preparacion de nuevas moléculas con potencial

antidepresivo

Para ello, llevamos a cabo la obtencion de andlogos de ibogaina mediante una
estrategia semisintética, lo que demandd la optimizacidn y escalado de un proceso de
extraccion de alcaloides de la iboga desde la corteza de raiz de Voacanga africana
(Apocynaceae); la evaluacion in vitro de los compuestos sintetizados como inhibidores de
hSERT y otros transportadores de monoaminas; y por Ultimo, la evaluacion in vitro de la

actividad inhibitoria del canal hERG, para los andlogos mas prometedores.
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Ibogaine is an indole monoterpene alkaloid (MIA), classified as a oneirogenic
psychedelic (dream generator). It is the major constituent of the extract from the root bark
of Tabernanthe iboga, a shrub native to the central African region, where it has been
sacramentally used by the Bwiti population for at least one hundred and fifty years. The
modern interest justifying the extensive study of the neuropharmacology of this alkaloid is
founded on its description of anti-addictive activity. Observational studies indicate that
following a single administration of high doses of ibogaine, individuals suffering from
substance use disorder (primarily opioids) experience a marked reduction in withdrawal
syndrome and substance-seeking behavior. Clinical research has been limited to phase 1
and 2 studies, showing efficacy but warning of safety issues. There is evidence showing that
ibogaine may promote the onset of ventricular arrhythmias and eventual fatalities, which
have been attributed to the inhibition of the hERG potassium channel, responsible for

myocardial cell repolarization.

There is extensive discussion in the literature regarding the elucidation of the
mechanism of action of ibogaine; a single central nervous system receptor explaining its
biological activity has not been defined. A polypharmacological mechanism of action is

hypothesized, as the alkaloid exhibits micromolar activity on nicotinic, opioid, glutamatergic,



sigma receptors, and monoamine transporters. Additionally, like other psychedelics,
ibogaine induces neuronal plasticity events mediated by increased expression of
neurotrophic factors, which could explain its lasting effects, even after elimination from the

body.

In animal behavior models for major depression, a type-antidepressant effect of
ibogaine was recently described, which is more potent and faster-acting than that observed
for fluoxetine, a well-known antidepressant widely used in clinical practice. This, coupled
with ibogaine's known ability to inhibit the human serotonin reuptake transporter (hSERT)
non-competitively, suggests that the anti-addictive effects of ibogaine may be related to a
strong antidepressant effect induced by the substance. This inspired the proposal of the
medicinal chemistry project addressed in the following doctoral thesis, where we aimed to
base ourselves on the structure of ibogaine for the preparation of new molecules with

antidepressant potential.

To achieve this, we carried out the obtaining of ibogaine analogs through a semisynthetic
strategy, which required the optimization and scaling of a process for extracting iboga
alkaloids from the bark of the root of Voacanga africana (Apocynaceae); the in vitro
evaluation of the synthesized compounds as inhibitors of hSERT and other monoamine
transporters; and finally, the in vitro evaluation of the inhibitory activity of the hERG channel,

for the most promising analogs.
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1 Introduccion

Los psicodélicos son un grupo de pequefias moléculas con accidn a nivel del sistema nervioso
central (SNC) capaces de alterar la percepcion del entorno, las emociones y la conciencia de quien
las consume, sin interrumpir la memoria, ni generar delirio.* H. Osmond, acufié este concepto como
un neologismo de: psico (del griego psyche) relativo a la mente, y délico (del griego delein), desvelar;
en conjunto “manifestacion de la mente”.? Esta descripcion remplazéd las categorias de
psicotomiméticos y alucindgenos, que hacian referencia a la capacidad de estas moléculas de

provocar estados parecidos a la psicosis y alucinaciones visuales respectivamente.?

Los psicodélicos pueden clasificarse en: psicodélicos clasicos (serotoninérgicos), que incluye a
la psilocibina (componente psicoactivo de algunas especies de hongos Psilocybe), la mescalina
(componente psicoactivo del cactus de peyote), o la dietilamida del &cido lisérgico (LSD), entre otros
(Figura 1.1).° Los psicodélicos cldsicos son agonistas parciales del receptor de serotonina del subtipo
2A (5-HT2a), un receptor acoplado a proteina G, que regula de forma positiva la excitabilidad de
neuronas piramidales en la corteza prefrontal.™* Por otro lado, los psicodélicos no clasicos, también
llamados psicodélicos atipicos, tienen otros blancos moleculares de accidn y se subclasifican segin
el efecto subjetivo de la experiencia en: disociativos (ej. ketamina); oneirogénicos o generadores de

suefios (ej. ibogaina) y empatdgenos (ej. 3,4-metilendioximetanfetamina, MDMA).

Psicodélicos clasicos. Agonistas 5HT2A
« O
HO\P/p N— ~SN N
-0 © 0 NH, ) e
N \O:Q/\/ |
N 0
H ~ NH
Psilocibina Mescalina LSD
Psicodélicos atipicos.
MeQO Cl H
6] N
N
| ® JT
N | 0
H O
) . MDMA
Ibogaina Ketamina (empatogeno)
(oneirogénico) (disociativo)

Figura 1.1. Estructuras de psicodélicos clave para entender su clasificacion.

La investigacion con psicodélicos fue intensa en las décadas de los 1950's y 1960's,

principalmente debido a la sintesis y descubrimiento del efecto psicoactivo del LSD, por parte del
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quimico suizo Albert Hoffman (1938). Esto promovid un gran avance en el campo de la neuroguimica,
especificamente en el estudio de los sistemas de neurotransmisidn, en base al cudl se desarrollarian
posteriormente nuevas opciones terapéuticas, como los inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina.® La mayor parte de los estudios clinicos conducidos en este periodo abordaron el
tratamiento de distintas afecciones psiquiatricas como: trastornos de humor, uso problemético de
alcohol, entre otros.® La investigacidn clinica con LSD y otros psicodélicos se vio stbitamente
interrumpida por el ingreso de estas sustancias en el listado de sustancias controladas por los
convenios de la Organizacién de Naciones Unidas (ONU), que prohiben su produccién y
comercializacidn. Aunque los convenios permiten de forma explicita la investigacidn cientifica; existié
una prohibicién funcional apoyada en estrictos controles institucionales, que llevd al alejamiento de

investigadores de esta area del conocimiento.®

Desde el inicio del siglo XXI, la investigacidn con psicodélicos atraviesa un periodo de auge, al
cual muchos actores de la comunidad cientifica se refieren como “renacimiento”.’ Un factor
preponderante de este resurgimiento son los avances en investigaciones clinicas con psilocibina,®
para el tratamiento de la depresién mayor; y MDMA para el tratamiento del trastorno por estrés
postraumatico (PTSD, por su sigla en inglés).” En ambos casos se trata de un esquema terapéutico
de psicoterapia asistida con psicodélicos; este modelo de tratamiento implica un cambio sustancial,
que difiere de la medicina alopética/tradicional actual. Ademas, a diferencia de la medicacién
psiquidtrica utilizada en la clinica actualmente —con posologias por largos periodos de tiempo o
crénicas— los psicodélicos se administran en forma aguda, a dosis Unica, o en pocas sesiones. Los
efectos positivos se observan incluso luego de que la sustancia ha dejado el organismo, Lo que hace
suponer un mecanismo que involucra cambios estructurales en el SNC, mediado por eventos de
neuroplasticidad.®’ No existen hoy tratamientos con psicodélicos aprobados por agencias
reguladoras de medicamentos, como FDA en Estados Unidos, o EMA en la Unidn Europea; pero es de

esperar que, si la investigacién clinica prosigue, esta regulacidn se produzca en los préximos afios.

Dentro de la medicacidn psiquiatrica actual, los antidepresivos mas utilizados en la clinica, los
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), presentan una muy baja eficacia, donde
un porcentaje de entre el 40-60% de los pacientes no responde al tratamiento.’® Ademas, tienen un
periodo de latencia de 3 a 4 semanas para producir mejorias clinicas.’® Por esto, es clave acceder a
nuevas moléculas con potencial antidepresivo; buscando una mayor eficacia y mejores tiempos de

respuesta. En este sentido, los psicodélicos se presentan como una opcién prometedora.

Dentro de los psicodélicos atipicos del tipo oneirogénico, ibogaina, un alcaloide monoterpénico
inddlico que se aisla de la corteza de la raiz de Tabernanthe iboga, presentd un efecto tipo
antidepresivo mas potente y rapido que fluoxetina (un conocido ISRS), en modelos
comportamentales en roedores; lo que indica un perfil prometedor.’* Ademas, a diferencia de otros
ISRS, inhibe al transportador recaptador de serotonina (SERT) de forma no competitiva, lo que
resulta interesante y lo diferencia a otros farmacos utilizados en la clinica.?*!® El amplio estudio sobre

la neurofarmacologia de este alcaloide esta fundado en la descripcidn de su actividad antiadictiva.
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Los estudios observacionales, anecddticos y ensayos clinicos abiertos indican que tras una Unica
administracidn a altas dosis, los individuos que padecen trastorno por uso problemaético de sustancias
(principalmente opioides), presentan una marcada reduccidn del sindrome de abstinencia
(withdrawal), y de la conducta de bldsqueda de sustancia (craving). En este sentido, los efectos anti-

adictivos podrian estar mediados, en parte, por efectos antidepresivos descritos anteriormente.

El desarrollo clinico de ibogaina se vio enlentecido —principalmente— por su capacidad de
modificar el ritmo cardiaco, lo que puede resultar en generacidn de arritmias fatales.®® En concreto,
ibogaina provoca la prolongacidn del intervalo QT del electrocardiograma, efecto que esta asociado

a su capacidad de inhibir el canal de potasio hERG, presente en miocitos del tejido cardiaco.*

Lo expuesto hasta el momento posiciona a la ibogaina y su espacio quimico, como un terreno
fértil para el acceso a moléculas con alto potencial antidepresivo sin dejar de tener en cuenta los
aspectos negativos referidos a la cardiotoxicidad; cuya solucién implica —igualmente— la generacién
de diversidad estructural. En la presente tesis se aborda la construccién de nuevos andlogos de
ibogaina mediante una estrategia semisintética, lo que implicd la seleccién de una fuente natural para
la extraccién de alcaloides, asi como un estudio detallado de la reactividad de este tipo de
estructuras. Para la estimacidn del potencial antidepresivo, se realizaron ensayos in vitro basados
en cultivo celular, donde se evalud a los compuestos preparados como inhibidores de hSERT y otros
transportadores de monoaminas (Figura 2.1). Finalmente se establecid, solo para analogos

seleccionados, la capacidad de inhibir el canal hERG, como forma de estimar su cardiotoxicidad.

Fuente de Producto
Natural

Figura 1.2. Flujo de trabajo, tres grandes unidades tematicas que seran descritas como

objetivos especificos del trabajo.

Alcaloides de la iboga: modificaciones estructurales y evaluacion de su potencial antidepresivo
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2 Antecedentes

En el presente capitulo se presenta el alcaloide ibogaina, en un recorrido que muestra: su
historia, un importante paneo del estado del arte sobre su actividad bioldgica a nivel del sistema
nervioso central (SNC) y su toxicidad, en especial su efecto sobre la funcidn cardiaca. En la segunda
seccién, se introduce la patologia de la depresidn y las principales dianas farmacoldgicas para el
tratamiento de esta; con énfasis en los transportadores de monoaminas humanos, que son de
especial relevancia para esta tesis. Por ultimo, se abordan los aspectos quimicos de los alcaloides
de la iboga, lo que incluird una revisién del espacio quimico explorado con objetivos de quimica
medicinal, algunas modificaciones estructurales complejas sobre el producto natural, terminando
por identificar las principales fuentes naturales (origen biosintético) poniendo foco en los procesos

de extraccidn de alcaloides.

2.1 Ibogaina

2.1.1 Origen e historia

La ibogaina (1) es un alcaloide monoterpénico del indol que da nombre al grupo llamado
“alcaloides de la iboga”. El motivo estructural caracteristico de esta familia incluye un biciclo
isoquinuclidinico, fusionado a un sistema inddlico a través de un anillo de tetrahidroazepina (Figura
2.1). Se identificd por primera vez como principal alcaloide del extracto de corteza de raiz de
Tabernanthe iboga (1901), un arbusto de la regién de Africa central, perteneciente a la familia
Apocynaceae.! Sin embargo, su estructura definitiva fue reportada recién en 1958 por Taylor et al,
quien propondrian la numeracidn del esqueleto utilizada més ampliamente en la actualidad (Figura
2.1).? La estructura posee un total de 4 centros quirales; y su configuracion absoluta fue establecida

por experimentos de difraccién de rayos-X en 1960.°

nao
% H )

| Isoquinuclidina

(‘. MeO " 9Tetraf;|dr05-azep|na
*‘Q 11
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Figura 2.1 Estructura de ibogaina con numeracidn del esqueleto propuesta por Taylor et
al.2

Existe un uso ceremonial y ancestral extendido de T. iboga por parte de la cultura Bwiti,

originaria de la regién de Africa central (Gabdn),* quienes emplean la corteza de raiz molida del
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arbusto como droga vegetal (a la que se refiere como “iboga”). Para esta cultura la iboga representa
parte de su identidad, se la considera una via de unidn con los ancestros y el resto de la sociedad, y
es base de un conjunto de creencias comunes.’ En los denominados “ritos de pasaje”, los individuos
ingieren grandes cantidades (gramos) del preparado vegetal y experimentan un estado psicodélico
prolongado e intenso, que se asemeja a un ensuefo vivido; y que les permite alcanzar vivencias
espirituales profundas y conexién con lo divino. Esta experiencia del tipo onirica, se diferencia de la
vivencia subjetiva de otras sustancias psicodélicas, y por esta razén se ha clasificado a la ibogaina
como un psicodélico oneirogénico. El mecanismo por el cual ibogaina provoca estas alteraciones de
la conciencia es desconocido, ya que a diferencia de los psicodélicos clasicos (LSD, Psilocibina o
mescalina) no presenta una afinidad marcada por el receptor serotoninérgico 5HT-2A° (ver mas

adelante).

Hacia el afio 1930, la ibogaina se comercializd en Francia como un extracto conteniendo
aproximadamente 8 mg por dosis (cantidad baja que no produce efecto psicodélico) bajo el nombre
de Lambaréne, con el fin de tratar la fatiga, la depresidn y distintas enfermedades infecciosas.” Esto
probablemente fue inspirado en el uso que le daban los nativos africanos como estimulante a dosis

bajas, para permanecer alerta en jornadas extendidas de caza y busqueda de alimentos.®

En 1963, se descubrieron de forma inesperada las propiedades antiadictivas de ibogaina, cuando
un grupo de usuarios experimentales de drogas que registraban su experiencia con diferentes
psicoactivos, describen el cese de los sintomas de abstinencia y la conducta de bldsqueda asociada a
un uso problematico de heroina, tras haberse administrado Unica dosis de 19 mg/kg de ibogaina.® De
los 20 individuos, 7 cursaban una adiccidn a la heroina y luego de su experiencia, 5 de ellos reportaron
que tanto su deseo de consumo, como los sintomas asociados a la abstinencia de heroina
desaparecieron y permanecieron ausentes durante meses.” Quien coordinaba estas reuniones de

usuarios era un joven activista llamado Howard Lotsof.

A principios de los afios ‘90, Lotsof patentd el uso de ibogaina para el tratamiento de la
abstinencia a opioides,*® la dependencia a cocaina y otros estimulantes,! a alcohol,*? a nicotina®® y/o
a una combinacién de ellas.* A su vez, llevd a cabo estudios de caracter observacional, donde
administré dosis de ibogaina via oral (v.0.) entre 5 y 25 mg/kg a grupos de 3 a 5 adultos. Segun lo
descrito, una Unica dosis elimind la necesidad de consumo por un tiempo maximo de 6 meses,

mientras que una serie de 4 dosis administrada a uno de los individuos fue efectiva durante 3 afios.

El compromiso, activismo y dedicacion de Lotsof para impulsar la investigacidon sobre el
potencial antiadictivo de la ibogaina, asi como los impactantes reportes anecdéticos de usuarios que
lograron dejar su dependencia a opioides y otras sustancias de abuso; permitieron inspirar a varios
investigadores de la comunidad cientifica, para llevar a cabo investigaciones preclinicas y clinicas
sobre el potencial antiadictivo de este alcaloide, sobre las cuales se realiza una breve resefia a

continuacion.



2. Antecedentes

2.1.2 Evidencia preclinica y clinica de sus efectos antiadictivos

2.1.2.1 Efecto de ibogaina en modelos preclinicos de adiccion

Los primeros estudios para evaluar el potencial antiadictivo de la ibogaina se llevaron a cabo
utilizando el paradigma conductual de autoadministracién de drogas en roedores.'® Este modelo
implica entrenar a los animales para realizar una tarea especifica, como presionar una palanca o
colocar el hocico en un orificio (conocido como nosepoke en inglés), la cual se asocia a una dosis de
farmacopor via intravenosa. Si el farmaco tiene un efecto reforzador, entonces se espera un aumento
y repeticidon de la conducta, lo que indica bisqueda de la droga. La motivacién del animal a repetir el
comportamiento se desafia, hasta llegar al punto de quiebre (breaking point en inglés), que indica el

maximo esfuerzo que el animal esta dispuesto a hacer para obtener una dosis de la sustancia.

En estudios bajo este paradigma comportamental, ibogaina demostrd disminuir la
autoadministracién de diferentes sustancias de abuso. Esto fue evidenciado para una sustancia pro-
adictiva como la morfina (opioide), donde la administracién de una Unica dosis de ibogaina 40 u 80
mg/kg en ratas, disminuyé de manera significativa la autoadministracién intravenosa (i/v) durante 48
horas.® Con este resultado, los autores sugieren que ibogaina estaria afectando la propiedad

reforzadora de la morfina.

Efectos similares fueron registrados en experimentos analogos, pero con la autoadministracién
i/v de cocaina,'” donde una Unica dosis de ibogaina de 40 mg/kg también disminuyd significativamente
su autoadministracidon durante 48 horas. La variabilidad en el efecto comportamental de los animales
resulta significativamente alta en tiempos mayores a las 48 horas posadministracidn; en algunas se
vuelve a la condicidn basal, mientras que en otras, la disminucion de la autoadministracién se
prolonga por periodos mas largos (semanas).’®!? EL cambio de la posologia, de una a dos dosis de

ibogaina, afianza los efectos de disminucion de la autoadministracién a largo plazo.r-%

La ampliacién del espectro a otras sustancias reforzadoras de la autoadministracién llevé al
ensayo sobre la ingesta de alcohol y nicotina. Ibogaina disminuyd la preferencia por el alcohol de
manera dosis dependiente luego de una Unica administracion intraperitoneal o intragastrica. 2-22 Un
efecto similar se observd para la la autoadministracion via oral de nicotina.?® Para la
autoadministracion de estas dos Ultimas sustancias los efectos aparentan no ser tan duraderos como

para morfina o cocaina (semanas).?

A partir de estos ensayos preclinicos (en los que se destaca la labor del farmacélogo
Stanley Glick) y el estudio in vitro de la accién de ibogaina sobre receptores del SNC se han
formulado multiples hipdtesis sobre su mecanismo de accién farmacoldgico que seran analizadas

mas adelante (apartado 2.1.3).
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2.1.2.2 Estudios clinicos con ibogaina

Los prometedores efectos antiadictivos reportados de manera anecddética para la ibogaina, junto
con los excelentes resultados obtenidos en estudios preclinicos, han impulsado la realizacion de
investigaciones clinicas. En la Tabla 2.1 se resumen los principales estudios realizados hasta la fecha,
detallando la metodologia empleada, las dosis administradas, el nimero de participantes y la
sustancia adictiva tratada. Se observa que la mayoria de estos estudios son ensayos abiertos u
observacionales, con la excepcidon de un ensayo doble ciego.** A pesar de los alentadores e
impactantes hallazgos de eficacia, el avance de las investigaciones clinicas con ibogaina se ha visto
obstaculizado por preocupaciones relacionadas con la seguridad y aspectos regulatorios. Como se
discutird mas adelante en detalle (apartado 2.1.4), la ibogaina puede bloquear los canales de potasio
hERG en el miocardio, lo que puede prolongar el intervalo QTc en el electrocardiograma y dar lugar
a la apariciéon de arritmias ventriculares, situacién que ha resultado en fatalidades durante la
administracion de la sustancia en entornos clinicos alternativos.? Esto ha impedido la progresion de
los estudios clinicos a fase Ill, deteniendo el desarrollo de ibogaina como medicamento en los Gltimos

anos.

En cuanto a los aspectos regulatorios, la ibogaina fue clasificada por la DEA de Estados Unidos
(1967) como una sustancia ilegal incluyéndola en la lista 1, que refiere a sustancias “sin uso médico
conocido y generadores de dependencia”. Esto difiere con la evidencia cientifica aqui planteada. Esta
accién gubernamental debe ser entendida como una decisién politica en un contexto de auge
prohibicionista de las sustancias psicoactivas a mediados del siglo pasado. Ibogaina tiene una
categorizacion similar en 9 de los 28 paises de la Unidn Europea; mientras que, en Brasil, Nueva
Zelanda y Sudéafrica existe una regulacidon novedosa que la clasifican como sustancia de uso
farmacéutico, con uso restringido a contextos médicos. En el resto de los paises del mundo (como es
el caso de Uruguay), no existe regulacion sobre esta sustancia. Al igual que con otros psicodélicos,
la investigacidn cientifica se ha visto coartada por este contexto legal, ya que es necesario contar
con permisos especiales y estrictos controles para realizar labor experimental con ibogaina en los

paises en los cuales se clasifica como sustancia controlada.

A pesar de estos efectos secundarios no deseados y los aspectos legales mencionados, se ha
observado un creciente interés en la comunidad cientifica por seguir explorando el potencial
terapéutico de la ibogaina de forma clinica, motivado por la escasa oferta de farmacoterapias
disponibles para el tratamiento de uso problematico de sustancias. En los Gltimos afios, se han
iniciado nuevas investigaciones con el objetivo de abordar y mitigar los problemas de seguridad
asociados, generando protocolos clinicos cuidadosamente disefiados bajo un estricto control médico,

que incluyen:

1. Incremento gradual de la dosis de ibogaina administrada, con monitoreo
electrocardiografico continuo para evaluar la prolongacion del intervalo QT durante la

administracion. %
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2. Desintoxicacion previa de los pacientes antes de la administracién de ibogaina, lo cual
implica la interrupcidn del consumo de sustancias adictivas y medicamentos para evitar
interacciones no deseadas que puedan intensificar la prolongacidn del intervalo QT y/o

aumentar la vida media de la ibogaina y la noribogaina.

3. Rigurosa seleccién de pacientes mediante un criterio de exclusidn estricto, que incluye
evaluacidn psiquiatrica, asi como evaluacién de condiciones cardiacas preexistentes y

funcidn hepética.

4. Co-administracion de magnesio, ya que se ha demostrado que puede reducir el intervalo
QTc,?” lo que sugiere que su uso conjunto con ibogaina podria ofrecer cardioproteccidn
y mejorar la seguridad del tratamiento. Este efecto de cardioproteccidn ha sido probado
para ibutilida,?® otros fdrmacos con el mismo mecanismo de accidn cardiotdxica que

ibogaina (ver méas adelante apartado 2.1.4).

A su vez, se estd estudiando la potencial aplicacién clinica de ibogaina para otros desérdenes
neuropsiquiatricos. Un articulo publicado este afio en la prestigiosa revista Nature Medicine muestra
un ensayo clinico en 30 veteranos con traumatismo craneoencefalico (TCE).?? En este estudio clinico
se realizd una administracion gradual de ibogaina comenzando con una dosis baja de 2 mg/kg para
evaluar efectos sobre la fisiologia cardiaca; pasada una ventana de seguridad de 40 minutos, la dosis
se ajusta a 14 mg/kg de ibogaina coadministrada con magnesio (sulfato). El tratamiento redujo
sustancialmente los sintomas de trastorno por estrés post-traumaético (PTSD, por sus siglas en
inglés), depresién y ansiedad de los pacientes y disminuyd los puntajes en una escala de discapacidad
en comparacién con las mediciones basales, tanto inmediatamente después del tratamiento como en
el seguimiento realizado un mes después. No se reportaron efectos secundarios inesperados ni
eventos adversos graves. Es importante destacar que el estudio no fue un ensayo controlado
aleatorio y, como tal, no incluyd ningln grupo control; pero sin duda, los impresionantes resultados
obtenidos desencadenaran ensayos mas rigurosos para evaluar la eficacia de la terapia con ibogaina-

magnesio para el TCE y otras condiciones psiquiatricas.
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Sustancia de

Articulo Metodologia Dosis N uso Resultados
., Ensayoclinico 500, 600 o Opioides y Disminucion del craving” a l§§ 36 horas,y a la semana lue99 del tratamiento tanto
Mash 2000 . 27 , para ambas drogas. Disminucion de los sintomas de depresion durante 1 mes luego
abierto 800 mg cocaina .
tratamiento.
5 Ensayo clinico 800 mg; 10 Heroina 'y Disminucién del "craving" a las 36 horas y a la semana luego del tratamiento.
Mash 2001 . 32 Y 2 iy .
abierto mg/kg metadona Disminucion de los sintomas de depresion durante 1 mes luego tratamiento.
Estudio 5-15
Davis 2017%2  observacional ma/k 88 Opioides 80% redujo los sintomas de abstinencia. 30% no volvid a consumir opioides.
retrospectivo 9749
Brown & obsEeus’t/uaciliznal 12 mg/k 30 Obioides 50% se mantuvieron en abstinencia luego de 1 mes post tratamiento, 30% luego de
Alper 2018% . 9/%g P 3 meses y un 23% luego de 12 meses.
prospectivo
5  Ensayo clinico  8-12 Cocalr?a.(102) Reduccidn del "craving”, sindrome de abstinencia y sintomas de depresion a los 5
Mash 2018 . 191 y opioides , .
abierto mg/kg (89) dias y luego de un mes del tratamiento.
Schenberg EStUdI.O G Media de abstinencia de 5,5 meses luego de 1 sesidn de tratamiento y 8,4 meses
2014% observacional 17 mg/kg 75 Cocaina luedo de miltioles tratamient
. go de multiples tratamientos.
retrospectivo
Estudio
Schenberg observauo.nal Cocainay Disminucidn de la blsqueda de las drogas asi como una notoria mejora de la calidad
3 retrospectivo, 15 mg/kg 22 :
2016 . crack de vida.
perspectiva
cualitativa
Priory Prior  Estudio doble p Reduccidn significativa del uso de cocaina entre el grupo tratado con ibogaina y el
20142 ciego 100 g L Cle(eIlE] grupo placebo (p <0,0001).

Tabla 2.1 Resumen de los ensayos clinicos llevados a cabo (finalizados) con ibogaina. Adaptado de Gallo Alfonso et al.%’
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2.1.3 Farmacologia y mecanismo de accion

Ibogaina presenta una farmacocinética y farmacodinamia compleja, y hasta la fecha, a pesar de
extensas investigaciones llevadas a cabo, su mecanismo de accién antiadictivo sigue sin elucidarse.
De esta manera, actualmente no se cuenta con un blanco farmacolégico Unico que explique sus
efectos terapéuticos a pesar de varias hipétesis durgidas a lo largo de los ultimos afios al respecto.
De la misma manera, tampoco se conoce el mecanismo farmacoldgico que explique sus peculiares
efectos psicodélicos, ya que a diferencia de los psicodélicos clasicos como LSD, mescalina o

psilocibina, ibogaina presenta una afinidad baja por el receptor 5-HT2A.

A continuacién, se realiza una resefia sobre la farmacologia de ibogaina e investigaciones
recientes llevadas a cabo por nuestro grupo interdisciplinario para ahondar en su mecanismo de

accion.
2.1.3.1 Farmacocinética

La ibogaina sufre desmetilacion a nivel del metoxilo indélico C10; su principal metabolito es la
noribogaina que fue identificada inicialmente en experimentos in vitro con microsomas hepéticos.®®
La demetilacidn estad catalizada principalmente por la accidn del citocromos CYP2D6 y en menor
medida por CYP2C19 y CYP3A4,* lo que sugiere que ibogaina sufriria un metabolismo de primer
pasaje hepéatico. Noribogaina tiene afinidad por varios receptores del SNC al igual que ibogaina (ver
siguiente punto 2.1.3.2), y también puede atravesar la barrera hematoencefalica por lo que es

considerado un metabolito activo esencial para el entendimiento de la actividad bioldgica.

En humanos: se registran dos estudios farmacocinética con ibogaina.”®-*> Uno en voluntarios
sanos (n=21), donde ibogaina fue administrada via oral en una dosis Unica de 20 mg (0,285 mg/kg),
que provocd un pico de concentracién Tmax= 1,5 h posadministracidn, con una vida media de 2-5 h.*!
En este estudio también se incluye un grupo experimental pretratado con paroxetina (un conocido
inhibidor de la CYP2D6); donde el tiempo de vida media se extendid a 10,2 h, registrando
concentraciones detectables de ibogaina incluso luego de 72 h. Ademas, se observan influencias del
genotipo CYP2Dé6 de los pacientes, diferenciando entre metabolizadores rapidos y lentos; esto

demuestra que CYP2D6 es el isotipo de citocromo responsable por la metabolizacidn del alcaloide.
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El pico de noribogaina producto de la metabolizacién se observa entre 3-4 h posterior a la

administracién de ibogaina.

Metabolizacion
primer pasaje
hepatico
HO,
2 Noribogaina
d NN )
) - o ty0:27-49 h
o~ CYP2D6 N™ L
(CYP2C9, CYP3A4) H Glue (2015)

tys2: 7 h Glue (2015)

t,5: 2-5 h Mash (2001)

Figura 2.2 Metabolizacién de ibogaina en humanos, datos extraidos de diferentes estudios

clinico. “t12": tiempo de vida media.

En comparacidn, el segundo estudio la ibogaina se realizd en usuarios de heroina en
tratamientos de desintoxicacion (n=24),% a los cuales se administré una dosis alta (10 mg/kg) via oral.
Se registré un pico de concentraciéon maxima en plasma posadministracion de Tmax=1,7 h. El tiempo
de vida media informado fue de 7,45 horas, lo que implica que el tiempo necesario para la eliminacién
>90% de la droga administrada es superior a 24 h; un periodo de tiempo luego del cual se siguen
registrando concentraciones elevadas de noribogaina, lo que hizo inviable estimar un tiempo de vida
media para noribogaina.3! Existe una diferencia entre los dos estudios en cuanto al valor de vida
media reportado para ibogaina (2-5h vs 7,45h), lo que podria deberse a diferencias metabdlicas entre

pacientes sanos y pacientes con uso problematico de sustancias.

También hay registro de estudios farmacocinéticos con la administracion oral del metabolito
activo, noribogaina.’® En este estudio se trabaja con n=36 voluntarios sanos, a los cuales se le
administran distintas dosis (por grupo) de 3, 10, 30 y 60 mg de noribogaina por via oral. Se determind
un pico maximo de concentracién en plasma Tmax=2-3 h posadministracién. Noribogaina demostré
tener una vida media mucho mas larga que la de ibogaina (28-49 h), lo que fuertemente sugiere que

puede estar implicada en sus efectos farmacoldgicos.

En animales. Para la progresidon de estudios preclinicos es importante determinar los
parametros farmacocinéticos en animales, lo que ademas permite determinar las concentraciones

de farmaco en tejido y/o fluido del cerebro 34344

Segun Mash et al (2001), en estudios de biodistribucién en ratas (n=4)(Tabla 2.2), la
administracién i.p. de ibogaina (40 mg/kg) es seguida por una distribucidon rapida del farmaco
detectando concentraciones en el cerebro pasado 15 minutos de la administracion.3! Se demostré

que la cinética de eliminacidn de la ibogaina en el cerebro tiene una vida media de aproximadamente
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11 h, y alcanza una concentracién maxima de ~11 uM, y resultados similares se observan para la
administracién p.o. donde la concentracidon en el cerebro alcanza los ~15 uM. El pico maximo de
produccidn de noribogaina se observa en plasma a las 2,4 h post administracién (40 mg/kg i.p.), lo

que corresponde a una concentracién de ~21 uM.

Plasma Cerebro Cerebro
(40mg/kg i.p.) (40mg/kg i.p.) (50mg/kg p.o.)

Ibogaina
Tmax, (h) 0,1 1,0 1,0

[uM] 11,2 11,0 15,1

ty2 (h) 2,38 11,05 ND

Noribogaina

Tmax, (h) 2,40 2,00 2,00

[uM] 21,9 9.8 11,3

ty2 (h) ND ND ND

Tabla 2.2 Datos farmacocinéticos seleccionados del estudio preclinico en Ratas (Spraugue-
Dawley). “Tmax”: tiempo del pico de concentracién méxima. “[uM]” concentraciéon micromolar
maxima alcanzada en el tejido. “t1/2": tiempo de vida media. “ND”: no determinado. No se muestra

la desviacion estandar (%) para una mejor visualizacidn de los datos. Adaptado de Mash et al.3*

En el tejido cerebral, se registran cantidades apreciables de noribogaina en un mismo rango de
concentracién 9,8-11,3 uM, independientemente de la via de administracién (i.p. vs p.o.).*! Los
siguientes datos demuestran que tanto ibogaina como su metabolito activo, alcanzan
concentraciones elevadas en el SNC (9,8-15,1 uM). Esto indica para los receptores que tiene afinidad

en el rango bajo-uM, puede haber una activacidn/inhibicidn relevante.

Un reporte de Baumann et al (2001),* demuestra que la administracion i.v. de 10 mg/kg de
ibogaina, evita una gran parte de la conversion a noribogaina en el higado. En comparacion con una
administracién i.p. de 40 mg/kg (Tabla 2.2) la concentracién maxima (Cmax) de noribogaina alcanzada
es unas 6 veces menor. De esta forma, el autor establece que para evaluar los efectos farmacoldgicos
de ibogaina sin la influencia de noribogaina, los experimentos en animales deberian realizarse a

tiempos cortos, utilizando una administracion i.v.

En un reporte farmacocinético mas reciente, utilizando ratas (Wistar), nuestro grupo reporté
datos coincidentes con los ya expuestos,* pero registrando una metabolizacidn no tan rapida, ya que
la concentracién de noribogaina supera a la de ibogaina recién luego de los 45 minutos
posadministracion (Figura 2.3). Las concentraciones para ambos compuestos fueron superiores en
el tejido cerebral que en el plasma sanguineo (~7,7-7,9 veces mas). El valor de concentracidn libre
fue estimado en funcion de la concentracidn total, ponderado por un valor de unién a proteinas
plasmaticas y unidn inespecifica a tejido cerebral, determinado como parte del ensayo.*® Para el

tejido nervioso se establece entonces una concentracion libre maxima de 3,0 uM tanto para ibogaina
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como para noribogaina, sensiblemente menor al valor reportado por Mash & Baumann (2001) de 9,8-
15,1 M.

Ibogaina i.p. (40 mg/kg)

A) Concentracion en plasma B) Concentracidn en cerebro total
_ 8 20,
< « Ibogaina = o lhiniaale
Z 6l I . { A' 8 Z &0 { Ibogaina
g * Norbogaina i ‘ * Naribogaina
qf 420 Z wf |
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Figura 2.3 Perfil de concentracidn de ibogaina y noribogaina total, tras la administracion
i.p. de ibogaina (40 mg/kg), en plasma sanguineo (A) y en cerebro (B). Perfil de concentracidn
libre de ibogaina y noribogaina, tras la administracion i.p. de ibogaina (40 mg/kg), en plasma

sanguineo (C) y en cerebro (D).Adaptado de Rodriguez et al.*¢
2.1.3.2 Farmacodinamia

Ibogaina y noribogaina se unen con afinidades débiles (rango micromolar) a muchas proteinas
objetivo del sistema nervioso central (Tabla 2.3). Sin embrago, como fue expuesto en el punto
anterior, las dosis utilizadas de ibogaina tanto en modelos preclinicos como para su administracién
a seres humanos provocan concentraciones altas de ibogaina y noribogaina en el cerebro. Por
ejemplo, segln datos de nuestro grupo, la administracidn de una dosis intraperitoneal de 40 mg/Kg
de ibogaina en ratas, genera una concentracién maxima libre en cerebro cercana a 3,0 uM para
ibogaina y noribogaina.*® Teniendo en cuenta este valor y los datos de la Tabla 2.3, se concluye que
ibogaina y noribogaina tendrdn una interaccion apreciable sobre los siguientes blancos
farmacoldgicos: receptores opioides (KOR y MOR); receptores serotoninérgicos del subtipo 2A y 3;
el canal NMDA (glutamatérgico); receptores nicotinicos a3B4 (nACh); receptores sigma (o1, 02), y los
transportadores de serotonina (SERT) y dopamina (DAT). No seria relevante con este criterio, la
accion sobre: receptores serotoninérgicos para noribogaina; los receptores dopaminérgicos (D1-D3);

los receptores muscarinicos de acetilcolina (M1 y M2) y la inhibicién por el transportador de

noradrenalina.
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A continuacidn, se analiza la accidn de ibogaina y noribogaina sobre los receptores definidos
como relevantes para la accién farmacoldgica. Cabe destacar que la mayoria de los datos de afinidad
de la Tabla 2.3 fueron obtenidos por técnicas de desplazamiento de ligandos marcados, lo que indica
una fuerza de unidn, pero no especifica una consecuencia funcional sobre el receptor

(activacién/agonismo, blogueo sin activacién/antagonismo).

Receptor Ibogaina Noribogaina Referencia
KOR 2.2** 0.61 *** 47,48
MOR 20-30* 0.68 - 13 * 41-49
DOR >10 5.2-25 1250
5-HT1A >100 >100 “8
5-HT1D >100 >100 e
5-HTZ2A 18-925 >100 51-54
5-HT3 2.6 >100 &8
D1 >10 >10 48
D2 >10 >10 g8
D3 70 >100 “8
NMDA 101-520* 5.48-314% T
M1 16 15 48
M2z 32 36 48
nACh (a34) 11-95* 17 * 60-62
ol 25-93 11 - 15 48,63
o2 0.09 - 0.25 52-19 48,63
SERT 41 0.57 Ty
DAT 2.0 2.0 65
NET >100 39 42
VMATZ2 2.23 4.99 4h

Tabla 2.3 Valores de afinidad expresados como constante de disociacién Ki (uM)

* antagonista; ** agonista; *** agonista parcial.
Receptores opioides (KOR y MOR)

Los estudios iniciales de desplazamiento de radioligando sobre el receptor mu (MOR),®
sugirieron que tanto la ibogaina como su metabolito se unen con afinidades en el bajo rango
micromolar a este receptor (uM). En su momento, impulsado por el objetivo de explicar los efectos
antiadictivos de ibogaina y noribogaina observados sobre la dependencia a morfina, se propuso la
hipdtesis de un modo de accién similar al de otros tratamientos como la buprenorfina (un agonista
parcial de MOR),* y la metadona (un agonista de MOR);%” para los que se propone un paradigma de
“mantenimiento” o “remplazo”. Se sugirid entonces que ibogaina y noribogaina tenian una accidn
agonista sobre MOR,%® pero posteriormente se demostrd inequivocamente que ambos congéneres
actGan como antagonistas del receptor.®’ Para ello se realizaron experimentos para medir la
activacion de MOR en cultivos celulares que expresan el receptor, usando un analogo de guanosina
marcado para medir la respuesta intracelular de activacion de proteina G ([35S]GTPYS: guanosine-

5'-0-(y-thio)-triphosphate).*’ Se corrigieron los valores de Ki a 3 uM (ibogaina) y 13 uM (noribogaina)
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por lo que deben considerarse antagonistas débiles de MOR (siendo ibogaina mas potente que

noribogaina).

A su vez, ambos compuestos actlan como agonistas del receptor kappa (KOR),aunque
noribogaina tiene una mayor afinidad (rango submicromolar).**’” Ademas, dicho metabolito activo
exhibe un peculiar y poco comin agonismo sesgado para diferentes vias de sefializacién en el KOR,
pudiendo activar la sefializacidon mediada por proteina G (como un agonista parcial) y al mismo
tiempo inhibir la accién de las beta-arrestinas. Los agonistas KOR tienen un potencial terapéutico
porque ejercen efectos analgésicos, antidepresivos y neuroprotectores; sin embargo su uso clinico
se ve limitado porque generan también disforia (asociada a la via de las beta arrestinas) y efectos de
alteracion de la percepcidn del entorno.”® De esta manera noribogaina podria presentar efectos
terapéuticos, sin presentar la disforia caracteristica de estos agentes farmacoldgicos. A su vez,
accién agonista sobre KOR es una de las posibles explicaciones para la accién psicodélica de
ibogaina; ya que salvinorina-A un compuesto que también se clasifica como “psicodélico atipico” es

un agonista selectivo KOR, aunque mucho mas potente (Ki: 4.3-16 nM).7172
Receptores de serotonina (5HT-2A y 5HT-3)

Existen multiples estudios in vitro sobre la accidn de ibogaina sobre el receptor 5HT-2A 55
debido a que el agonismo sobre este subtipo es sefialado como el responsable de los efectos
psicodélicos de los llamados “psicodélicos clasicos o sertoninérgicos” como LSD, mescalina,
pscilocibina y otros anélogos sintéticos como 2-CB, NBOMe, etc.”>" Al contrario de estos compuestos
que cuentan con una afinidad nanomolar por el receptor,’ ibogaina tiene una afinidad del orden
micromolar (1,8-92 uM) que varia segun la fuente consultada. De esta manera es poco probable que
el estado alterado de conciencia generado por ibogaina obedezca, a esta débil accion sobre el
5HT-2A.

El receptor 5-HT3, a diferencia de otros receptores de 5-HT, pertenece a la familia de canales
idnicos controlados por ligandos.” Estéd compuesto por cinco subunidades dispuestas alrededor de
un poro central permeable a iones de sodio, potasio y calcio, y su activacion por serotonina induce
una respuesta excitatoria neuronal; la corriente resultante, predominantemente de sodio y potasio,
provoca una rapida activacidn.” Este receptor tiene mayor similitud con el receptor nicotinico de
acetilcolina en términos de homologia, que con el resto de los receptores serotoninérgicos de
naturaleza metabotrdpica (asociados a proteina G). Su rol dentro del SNC no es claro, ya que se
encuentra presente tanto en terminales pre como pos-sinaptica,’” del hipocampo y la amigdala. El
analisis en profundidad de la accidn de ibogaina sobre este receptor, que no posee una funcionalidad

clara definida en la literatura excede los objetivos de la presente tesis.
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Figura 2.4. Resumen de la actividad de ibogaina sobre los receptores con afinidad
significativa expresada como Ki (constante de disociacidn). “ag”: agonista. “antg”: antagonista.

“Blog”: bloquea.
Receptor N-metil-D-aspartato (NMDA)

El receptor glutamatérgico NMDA es un canal idnico no selectivo permeable a cationes (Na*, K-,
Ca?), el glutamato —principal neurotransmisor excitatorio del SNC— es agonista de este canal,
provocando su apertura. La transmisién glutamatérgica estd involucrada en los procesos de
memoria, aprendizaje y transmisidn del dolor, y su disfuncion aparece relacionada a patologias como
la epilepsia, la esquizofrenia, y enfermedades neurodegenerativas como (Parkinson, Huntington y

Alzheimer).”

Ibogaina es un antagonista no competitivo del receptor NMDA, con una afinidad micromolar baja
(1,01-5,20 uM); mientras que noribogaina resulta menos activa sobre este canal (5,48-31,4 uM
dependiendo del estudio consultado).*-%2%-% Esta accidn antagonista vincula los efectos de ibogaina
con los de ketamina (un psicodélico no clasico de caracter disociativo), y un estudio llevado a cabo
por nuestro grupo interdisciplinario muestra semejanzas entre componentes
electroencefalogréaficos detectados durante la vigilia inducida en ratas por ibogaina y ketamina.”8-8
Esto propone la hipdtesis de que los efectos psicodélicos de ibogaina podrian estar mediados, al
menos en parte, por su accién en la transmisidn glutamatérgica. Con respecto a la contribucidn del
antagonismo NMDA sobre los efectos antiadictivos de ibogaina, no esta claro el efecto de otras
sustancias de este tipo como ketamina sobre la autoadministracion de sustancias opioides en
modelos preclinicos, ya que en la literatura se encuentran reportes contradictorios.®*%? Por esto, es

poco probable que el antagonismo NMDA de ibogaina explique sus efectos antiadictivos.
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Por otro lado, ketamina ha sido aprobada recientemente por la autoridad sanitaria de EEUU
(FDA) para su uso como antidepresivo de rapida accidn contra la depresidn mayor resistente.®® Esta
similitud, plantea la posibilidad que ibogaina, que también presenta actividad como antagonista de
NMDA, posea también un potencial antidepresivo de rapida accién (registrado en modelos preclinicos

por nuestro grupo, ver mas adelante punto 2.1.3.3).
Receptor nicotinico de acetilcolina (nACh a3p4)

Los receptores colinérgicos de tipo nicotinico (nACh) son de tipo ionotrdpico, a diferencias de
los muscarinicos asociados a proteina G (metabotrdpicos). Existen miltiples subtipos de nACh que
se clasifican segun el tipo de subunidad que conforma el canal pentamérico, que pueden ser a o . El
ejemplo mas conocido de nACh es el involucrado en la junciéon neuromuscular de la placa neuro-

motora (en el cual ibogaina no tiene accién).®

Los receptores nACh que se encuentran presentes a nivel del SNC son menos conocidos; La
ibogaina es un antagonista no competitivo particularmente del subtipo a3B4.% El receptor a3B4 se
expresa en la via colinérgica habenulo-interpeduncular del cerebro, considerada una via de
recompensa de drogas alternativa al circuito de recompensa dopaminérgico clasico (VTA-NAc).%? La
ibogaina muestra afinidades de unién en el rango bajo micromolar (1,1-9,5 uM) que varia en los
reportes de literatura, dependiendo del ensayo utilizado.®®-%? Incluso se ha estudiado en detalle la
unién de ibogaina sobre este receptor mediante métodos experimentales y computacionales;¢%618687
y se establece que el alcaloide se una a la parte central del canal idnico, bloqueando el poro de pasaje
de cationes. El receptor nACh (a3B4) es definido como el principal blanco molecular de 18-MC un
andlogo sintético de ibogaina con importante actividad antiadictiva que se describe en detalle mas
adelante (apartado 2.3.1). De esta manera los receptores nicotinicos han sido postulados como un
blanco potencial de la actividad antiadictiva de ibogaina; aunque la interaccién con los mismos no
logra explicar los efectos duraderos y persistentes en el tiempo, luego de la eliminacidén de ibogaina

y noribogaina del organismo.
Receptores sigma (ol y 02)

Inicialmente se clasificé a los receptores sigma como un subtipo de receptor opioide, porque se
registrd una fuerte uniéon de los estereocisdomeros d de la clase de farmacos derivados de la
benzomorfina. Tras la clonacidn del receptor ol se observé que no guardaba relacidn evolutiva con
los receptores kappa, mu y delta; ademas se localiza principalmente en el interior celular, unido a la
superficie del reticulo endoplasmico (RE).% La funcidon de los receptores sigma se encuentra poco
estudiada, pero se sabe que juega un papel importante en la modulacidén de la neurotransmisién
noradrenérgica, serotoninérgica, dopaminérgica y glutamatérgica.®® La cocaina, por ejemplo, es un
agonista o que a altas dosis provoca convulsiones en animales; la administracion de un antagonista
o bloquea las convulsiones generadas por cocaina.!? Ademas, un psicodélico cldsico como la DMT
también presenta afinidad por los receptores sigma, sin una diferencia de actividad entre los subtipos

(14,7 y 21,7 uM respectivamente).”
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La afinidad reportada para ibogaina sobre el receptor o2 es la Unica que se encuentra en el
rango nanomolar; (Unicamente la actividad de noribogaina sobre los receptores opioides se
encuentra en el mismo rango).®*?* Dentro de los subtipos del receptor, ibogaina es unas 43 veces méas
activo sobre el 02 que ol (Ki 02: 20lnM vy Ki ol: 8554nM).%°* No es claro si la accidn sobre los
receptores sigma por parte de los alcaloides de la iboga es agonista o antagonista. La falta de
inhibidores selectivos para receptores sigmay sus subtipos ha impedido el avance del entendimiento
de la funcidn de estos receptores. Es necesaria mayor investigacién en torno al funcionamiento y rol
del receptor antes de establecer efectos fisioldgicos en consecuencia a la accidn de ibogaina sobre

estas dianas farmacolédgicas.”
Transportadores de monoaminas (DAT, SERT y VMAT2)

Los transportadores de monoaminas (MAT) son una familia de proteinas transmembrana cuya
funcidn principal es la recaptacidon del neurotransmisor (NT) desde la hendidura sindptica hacia el
citosol de la neurona presindptica (terminal) (Figura 2.5).> Existen diferentes transportadores
especificos para cada neurotransmisor dopamina (DAT), serotonina (SERT) y noradrenalina (NET).
Las caracteristicas estructurales de estas proteinas se analizan en detalle mas adelante, con SERT

como diana principal (apartado 2.2.2).

Figura 2.5 Representacién gréafica de una sinapsis serotoninérgica. En color violeta la

terminal pre-sinaptica y en celeste la pos-sinaptica.
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En la Figura 2.5 se ejemplifican la serie de eventos que ocurre durante una sinapsis, los cuales

se describen a continuacién:

1. Los NTs (en este caso 5HT) son liberados por exocitosis tras el desencadenamiento de
un potencial de accién en la neurona presindptica, que promueve la fusién de las
vesiculas —que almacenan el mismo— con la membrana celular.

2. EL NT ejerce su accién en los receptores de la terminal postsinaptica, activando
receptores ionotrépicos o metabotrdpicos.

3. Posteriormente el NT debe ser removido para que el impulso nervioso finalice y para
ello los MAT permiten la recaptacién para su reingreso a la terminal presinaptica. EL
reciclaje del NT implica una ganancia metabdlica para la célula que no necesita
biosintetizarlo de novo.

4. Una vez en el citosol presinaptico, para que el NT pueda ser utilizado nuevamente, este
debe ser almacenado en vesiculas sindpticas, de lo contrario serd degradado (ver abajo).
Esta funcidn lo cumple otro MAT, el transportador vesicular (VMAT2); es la misma
proteina para todos los NT clasificados como monoaminas (serotonina, dopamina y
noradrenalina).

5. ELNT que no es almacenado por la vesicula sinaptica y permanece en el citosol celular,
es degradado por la enzima monoaminooxidasa (MAO) que estd presente a nivel
mitocondrial. Existen dos formas principales de MAO con diferente tolerancia al
sustrato, presentando la MAO-A mayor afinidad para serotonina, dopamina y
noradrenalina; mientras que la MAO-B tiene mas afinidad para la feniletilamina y
dopamina. En el caso de serotonina, la MAO-A la degrada al aldehido correspondiente
(mediante reaccién de transaminacidn), que es oxidado inmediatamente a &cido

5-hidroxiindolacético (5-HIAA) en el medio celular (ver mas adelante Figura 2.12).

DAT. Desde el comienzo del estudio sobre la accidn y actividad bioldgica de ibogaina, hubo un
foco muy importante en la transmisidon dopaminérgica, ya que el incremento de esta en regiones del
circuito de recompensa del cerebro (Nucleo Acumbens, VTA, etc) estd asociado a los efectos

reforzadores de moléculas con potencial adictivo como cocaina y anfetaminas.”

En modelos de evaluacidn in vitro con sinaptosomas, la ibogaina (20uM) bloquea la captacidon de
dopamina a través de la inhibicién del transportador (DAT),” lo que podria —potencialmente—
aumentar los niveles extracelulares de dopamina. Sin embargo, estudios in vivo encontraron que
tanto ibogaina como noribogaina tienen una baja afinidad por DAT (Tabla 2.3), y no afectan los niveles
de dopamina en el nicleo accumbens.”® Otros estudios in vivo demostraron que los efectos de la

ibogaina en la cantidad de dopamina extracelular dependen de la regién cerebral involucrada.”

Ademas, la ibogaina induce disminuciones marcadas y sostenidas en la concentracién de

dopamina total del tejido, junto con la elevaciones en los metabolitos producto de la descomposicidon
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del NT, DOPAC y HVA (Figura 2.6).°® Estos efectos de la ibogaina son especificos del sistema

dopaminérgico, ya no se observa —de forma analoga— la baja del contenido total de 5HT del tejido.

H,0 NH,
O, H,0,
HO:@/\/NHZ >f HO:©/\H/OH Me0:©/\H/OH
o
HO HO © HO
DA DOPAC HVA

Figura 2.6 Via catabdlica de dopamina (DA), se produce DOPAC (acido 3,4-
dihidroxifenilacético) 'y HVA  (&cido  homovanilico). MAO: mono-aminooxidaza.

COMT: catecol-0O-metiltransferaza.

Es dificil definir cdmo se producen los efectos finales sobre el nivel extracelular de dopamina,
ya que tanto ibogaina como noribogaina inhiben DAT. Adicionalmente, también presentan actividad
sobre otros receptores que pueden regular la concentracién extracelular del NT. Por ejemplo: la
activacion aguda de KOR inhibe la liberacién de dopamina especificamente en el NAc y el estriado
dorsal.?” Es plausible que ambos mecanismos, la inhibicién de DAT y la activacién de KOR, se
contrarresten entre si; con un efecto final que dependerd de la dosis de ibogaina/noribogaina

administrada; los niveles de dopamina podrian aumentar o disminuir

Ademas, se encuentra poco estudiada la accidn de ibogaina y noribogaina sobre VMAT2, con un
Unico reporte que indica una actividad inhibitoria del orden uM (2.23 y 4.99 respectivamente).’ Esta
inhibicién podria llevar a una acumulacién de DA en el citosol celular, la cual seria degradada por la
MAQO, explicando el aumento de los metabolitos DOPAC y HVA, asi como la baja en el nivel de DA total
del tejido.”® Por lo tanto, se deben realizar mas investigaciones in vivo con la equivalencia de dosis
clinicas estandarizadas para evaluar las implicaciones de la inhibicién asociada de DAT de la ibogaina

en el contexto de los trastornos por consumo de sustancias

SERT. Experimentos in vitro, determinaron que ibogaina es un inhibidor del transportador de
serotonina (SERT),’” y noribogaina resulta unas 10 veces mas potente que su precursor.*® Como era
de esperar tras los resultados de inhibicién in vitro, ibogaina provoca un aumento en los niveles
extracelulares de 5-HT in vivo,*>% posiblemente por un bloqueo de la recaptacién del NT. A diferencia
de otros inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina, utilizados como antidepresivos (ISRS)
ibogaina ha sido categorizada como un inhibidor no competitivo.!?® Un anélisis detallado de la

interaccion entre ibogaina y SERT se presenta en el apartado 2.2.2, el cual serd foco de esta tesis.

En resumen, la variedad de receptores involucrados (Tabla 2.3) demuestra la complejidad da la
farmacologia de este alcaloide y explica, al menos en parte, la controversia en torno a la discusion
sobre su mecanismo de accidn (ver siguiente punto 2.1.3.3). En este sentido, resulta poco probable
gue un Unico receptor sea responsable de los efectos antiadictivos de ibogaina, sino que se trate de

un ejemplo de mecanismo polifarmacoldgico.
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2.1.3.3 Estudios sobre el mecanismo de accion.

Inicialmente los efectos antiadictivos de la ibogaina intentaron explicarse mediante una teoria
de “remplazo” o “mantenimiento”, es decir, como ibogaina actla sobre multiples receptores podria
disminuir los sintomas del sindrome de abstinencia actuando sobre el mismo receptor de la sustancia
de abuso. Un ejemplo clasico de esta “teoria de remplazo” es la sustitucién de morfina o heroina por
metadona, en individuos con adiccidon a opioides; ibogaina tiene una reportada afinidad sobre
receptores opioides (como se vio en 2.1.3.2) pero funciona como un antagonista MOR, por lo que no
podria actuar como un sustituto a morfina u otro opioide. Adicionalmente se ha sugerido que los
efectos de ibogaina sobre la autoadministracion de nicotina podrian explicase por una afinidad por
receptores colinérgicos nicotinicos, pero de la misma manera, posteriormente se determind que
ibogaina es un inhibidor de los receptores a3f4.2® Por lo tanto, estas hipdtesis del “remplazo” o
“mantenimiento” resultan simplistas, no tienen una base farmacoldgica, y no son capaces de explicar
los efectos antiadictivos duraderos mantenidos a largo plazo luego de la administracidn de ibogaina,
descritos tanto en modelos animales como en humanos. A continuacién, se presentan estudios
llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion interdisciplinario Arché, que intentan profundizar

sobre diferentes aspectos de un potencial mecanismo de accidén de ibogaina.
Efectos sobre la expresidn de factores neurotroéficos.

Los estudios preclinicos en roedores en modelos de autoadministracion de sustancias muestran
efectos antiadictivos persistentes por 48-72 horas luego de la administracién de una dosis i.p. de 40
mg/Kg de ibogaina.t’-**48 Sin embargo, a las 24 horas post-administracién no se encuentran ibogaina
y noribogaina en el tejido cerebral de ratas,’® lo que demuestra que este efecto a largo plazo no es
mantenido por la presencia dichas sustancias en el organismo. De esta manera la actividad
antiadictiva duradera de la ibogaina podria estar explicada mediante la induccidén de procesos de
neuroplasticidad que se mantienen luego que la ibogaina y noribogaina han sido eliminadas del

organismo.

Recientemente, un trabajo publicado por nuestro grupo de investigacion, describe la accién de
la ibogaina en roedores sobre la expresién del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y
aquel derivado de las células gliales (GDNF) en zonas del cerebro vinculadas al circuito
dopaminérgico de recompensa.l’? Estos factores neurotréficos son proteinas que promueven la
sobrevida, el desarrollo y el normal funcionamiento de las neuronas, ademas de diversos fendmenos

de plasticidad tanto estructural como funcional.1®®

La administracidn de ibogaina aumenta los niveles de GDNF a nivel del drea tegmental ventral
(VTA), regidn clave del circuito de recompensa que media mdltiples cambios plasticos generados por
el consumo crénico de sustancias de abuso. Dicho aumento de GDNF podria promover fendmenos de
plasticidad a nivel de conexiones y circuitos de aquellos nlcleos que se ven afectados por los

procesos adictivos, siendo ésta una perspectiva muy prometedora para el tratamiento del trastorno
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por uso de sustancias (TUS). Existen desarrollos de anélogos de ibogaina que tienen como foco,

promover la liberacion de GDNF a nivel cerebral (ver apartado 2.3.2, Pazos et al).

Por otro lado, en el mismo estudio se encontré un impactante aumento de la expresién de BDNF
a nivel de la corteza prefrontal. Teniendo en cuenta que se conoce que un aumento de BDNF en esta
zona del cerebro promueve un efecto antidepresivo, esto podria estar indicando un fuerte efecto
antidepresivo promovido por la administracidn de ibogaina; lo que es un antecedente muy importante

para el desarrollo de esta tesis.

Es importante destacar, que esta capacidad de promover procesos de plasticidad en el SNC
parece ser compartida con otros psicodélicos como psilocibina, sustancia que es capaz de inducir
efectos antidepresivos répidos y sostenidos en el tiempo.® De esta manera, la literatura reciente
propone el uso de fdrmacos psicoplastégenos para describir moléculas con la capacidad de inducir

profundos y répidos fenémenos plasticos en cerebros adultos.'®

Efectos sobre el suefio

Como se menciond anteriormente la ibogaina se clasifica como un psicodélico oneirogénico, por
su capacidad de inducir episodios vividos similares a los suefios durante la vigilia con ojos cerrados.
El suefio de movimientos oculares rapidos o suefio (REM), es el estado de suefio donde tienen lugar
la mayor parte de los suefios o actividad onirica.!® El suefio REM se caracteriza por una gran
plasticidad neuronal clave para la consolidacion de la memoria.’” En ese sentido, se ha sugerido que
la plasticidad asociada a la actividad oneirogénica de la ibogaina podria estar relacionada con su
efecto antiadictivo,'®'% e incluso, de ser responsable del mismo.!? Segun esta hipodtesis, la actividad
cerebral durante los efectos psicoactivos de la ibogaina deberia poseer grandes similitudes con el
suefio REM. Sin embargo, estudios pioneros en gatos observaron que la ibogaina promueve un
aumento de la actividad del electroencefalograma (EEG) similar a la observada bajo estimulacion
directa de la formacidn reticular, area promotora de la vigilia.!** Estudios mas recientes de nuestro
grupo interdisciplinario, confirmaron el efecto promotor de la vigilia en rata. La supresion del suefio
REM y el aumento de la vigilia pueden deberse al aumento de serotonina sindptica producido por la
ibogaina, observandose efectos similares en reportes que utilizan antidepresivos como los ISRS.}12113

Estos resultados nuevamente resalta el potencial perfil antidepresivo de ibogaina.

A primera vista, el efecto promotor de vigilia parece contradecir el efecto oneirogénico de la
ibogaina. Sin embargo, a través de herramientas cuantitativas y diversos métodos analiticos
aplicados sobre registros de EEG, nuestro grupo observd grandes diferencias entre la vigilia
generada bajo el efecto de la ibogaina con respecto a la vigilia fisioldgica. La vigilia inducida por
ibogaina tiene importantes similitudes con el suefio REM (alta potencia y baja coherencia en la banda
gamma de frecuencias -30 a 100 Hz- del EEG). De esta manera, la ibogaina promueve un estado de
vigilia en el cerebro que posee caracteristicas marcadas de suefio REM, pudiéndose explicar de este
modo el efecto oneirogénico de esta sustancia.?’ Sin embargo, si el efecto oneirogénico participa en

el efecto antiadictivo alin queda por ser estudiado. De hecho, aunque actualmente estd en debate,
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hay autores que identifican a la experiencia subjetiva generada por sustancias psicodélicas como un
factor crucial para la obtencidn de los resultados positivos.'** En particular, se describe que existe
una fuerte correlacidn positiva entre la magnitud de la experiencia psicodélica con los resultados

terapéuticos.
Efectos del tipo antidepresivo en roedores.

En paralelo con la literatura relacionada al potencial antiadictivo de ibogaina, se ha observado
en ciertos estudios observacionales que la administracién de ibogaina también induce efectos
antidepresivos.®* A su vez, los estudios mencionados anteriormente llevados a cabo en roedores que
mostraron que ibogaina induce la expresion de BDNF en la corteza pre-frontal de rata, y que
promueve un aumento de vigilia y disminucidon del suefio REM; las cuales son caracteristicas
compartidas por farmacos antidepresivos (Figura 2.7). Esto nos impulsé a explorar el efecto de

ibogaina y noibogaina en modelos animales utilizados para detectar antidepresivos.

Se encontré que la administracion sistémica aguda de ibogaina y noribogaina en ratas produce
un efecto tipo-antidepresivo dependiente de la dosis y del tiempo de administracidn, en el test de
nado forzado (TNF), un modelo ampliamente utilizado en estudios preclinicos para identificar el
efecto tipo-antidepresivo de sustancias.*® Es interesante comparar los efectos en el TNF de la
ibogaina con la fluoxetina (farmaco inhibidor selectivo de la recaptacién de serotonina, ISRS,
utilizado en la clinica). Con la fluoxetina se requiere la administracidn sistémica de tres dosis para
encontrar un efecto tipo-antidepresivo en ratas; sin embargo, un efecto comportamental similar se
obtiene con ibogaina y noribogaina luego de la administracion de una Unica dosis. Este resultado
sugiere un efecto més potente y/o rapido para estos alcaloides de la iboga en comparacién a los
ISRS.

La alta comorbilidad entre el trastorno por uso de sustancias (TUS) y la depresién nos llevo a
proponer que el efecto tipo-antidepresivo encontrado podria contribuir significativamente al efecto

antiadictivo descrito para ibogaina.
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Figura 2.7 Resumen de los efectos observados en ensayos preclinicos que denotan el

potencial antidepresivo de ibogaina.

;Cuadl seria el mecanismo neuroquimico que explicaria los efectos antidepresivos de
ibogaina/noribogaina? La regulacion de los niveles de 5-HT a través de la inhibicién de SERT es un
mecanismo que proponemos como central, y serd el abordado en esta tesis y discutido en detalle
mas adelante. A su vez, la inhibicion de SERT puede estar directamente involucrada en las
propiedades antiadictivas de ibogaina y noribogaina, especialmente en el caso de los opioides. De
hecho, la abstinencia de la exposicién crénica a agonistas de MOR se asocia con niveles reducidos de
5-HT, que son parcialmente responsables del sindrome de abstinencia.'*® La inhibicién de SERT por
parte de ibogaina/noribogaina mantendria los niveles de 5-HT y suavizaria de esta forma el proceso

de desintoxicacion.

Otra posibilidad de explicar los efectos antidepresivos encontrados para ibogaina y noribogaina,
es la capacidad de bloquear receptores NMDA, ya que otros compuestos como la ketamina, se
caracterizan también por una producir un efecto antidepresivo rapida y sostenido, aliviando los
sintomas de depresidn luego de una Unica administracidn sub-anestésica en individuos con depresion
mayor.* A su vez, cabe destacar que, otros psicodélicos, tales como psilocibina también muestran
efectos prometedores como antidepresivos,**’ lo cual podria sugerir un mecanismo convergente en

su accion central.
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2.1.4 Toxicidad

La ibogaina tiene efectos no deseados que han obstaculizado su desarrollo clinico, como ya fue

mencionado en el apartado 2.1.2. De forma resumida estos se pueden listar en:

o

o

Toxicidad cardiaca. |bogaina provoca un alargamiento del intervalo QTc en el
electrocardiograma, lo que resulta clinicamente en la generacién de arritmias ventriculares,
que pueden resultar fatales en individuos con predisposicidn. A nivel molecular, este efecto
se asocia con el bloqueo del canal de potasio hERG."#

Toxicidad cerebelar. Se ha reportado toxicidad a dosis altas de 100 o 200 mg/Kg, sobre la
regién del cerebelo, en especial sobre las células de Purkinje, lo que se manifiesta
fisiolégicamente con la generacién de temblores (termogénesis) y perdida de coordinacidn
motora.’’ Sin embargo, a las dosis utilizadas en ensayos de roedores que muestran efectos
terapéuticos (de 20 a 50 mg/Kg) no se observa este efecto adverso.'?

Su caracter psicodélico. A las dosis utilizadas en el tratamiento de adicciones, la ibogaina
posee accidn psicodélica intensa, caracterizada como oneirogénica, es decir que potencia la
aparicién de imagenes como ocurre en los suefios, durante la vigilia.” Actualmente existe una
discusién muy importante dentro de la comunidad cientifica, sobre la posibilidad de disociar
los efectos de alteracién de la percepcidén de la capacidad terapéutica buscada.'?*'?? En la
experiencia subjetiva descrita por usuarios de ibogaina se repite la valoracién del estado
psicodélico como un momento de reflexidn interna, por lo que podria estar vinculado al efecto
terapéutico.'®

Si bien la ibogaina no provoca un efecto “reforzador” en animales, estos efectos psicoactivos

han provocado que se la considere erréneamente como una sustancia con un alto potencial

de abuso, lo que justificé su marco regulatorio en Estados Unidos.*?

En el marco de esta tesis profundizaremos Gnicamente en la actividad cardiotdxica, la cual es

parte de la evaluacidn bioldgica de los compuestos sintetizados.

2.1.4.1 Cardiotoxicidad (inhibicion de hERG)

El canal hERG (Kv 11.1), o canal de potasio rectificador tardio, es una proteina transmembrana

que juega un papel crucial en la regulacién de la actividad eléctrica en el corazén. La sigla hERG se

deriva de "human Ether-a-go-go-Related Gene", que hace referencia al gen responsable de la

sintesis de esta proteina. hERG es un canal idnico tetramérico, cada unidad protéica posee 6

segmentos transmembrana (S1-5S6)(Figura 2.8); las unidades S1 a S4 conforman un dominio que

actGa como un sensor de la diferencia de potencial de la membrana plasmatica. Esto le permite al

canal la capacidad de "autorregularse”, ya que el cambio conformacional (apertura-cierre) que

controla el eflujo de potasio esta controlado por el propio voltaje transmembrana.’® Los segmentes

S5-S6 conforman la parte interior del poro, por el que circula el catién en cuestion.
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Al igual que otros canales voltaje dependientes hERG tiene tres conformaciones principales

(Abierto, Cerrado e Inactivo); en particular este canal tiene una cinética de activacién lenta
(retardada) y una inactivacién rdpida.'®® La corriente rectificadora de potasio “Ik" que genera este

canal es esencial para la fase de repolarizacion de la membrana del miocito cardiaco,'®® lo que
permite que el corazdn complete su ciclo eléctrico antes de iniciar un nuevo potencial de accién. Esto
es esencial para mantener un ritmo cardiaco coordinado y normal, de lo contrario se generan

arritmias.

Ex Aperturg

in Cantrol
por
voltaje
Salida ddx ‘ lo""‘“
Periodo
Refractano e

Figura 2.8 Cambios conformacionales del canal de potasio hERG, voltaje dependiente. A:
conformacién cerrada. B: conformacidn cerrada. C: conformacidn inactiva/refractaria (no
sensible, sin posibilidad de apertura). Ex: exterior celular. In: interior celular. El cambio
conformacional que permite el eflujo de iones potasio K+ esta controlado por la diferencia de

potencial a ambos extremos de la membrana plasmatica.

Las mutaciones genéticas que afectan al canal hERG estan asociadas con trastornos cardiacos,
como el sindrome del QT largo (Figura 2.10),*? que predispone a las personas a arritmias graves y
potencialmente mortales. La inhibicién del canal hERG por pequefias moléculas puede dar lugar a
consecuencias clinicas similares, como la induccién de arritmias ventriculares. Por lo tanto, la
evaluacidn de la actividad sobre el canal hERG es incorporada actualmente en la fase inicial de
desarrollo de farmacos, ya que la inhibicion compromete la seguridad cardiovascular del
medicamento. Existen numerosos casos de medicamentos aprobados (con variadas aplicaciones)
para su comercializacion que tuvieron que ser retirados del mercado por esta razdn,'?® por ejemplo:
terfenadina (antihistaminico, 1997), sertindole (antipsicotico, 1998), cisapride (acelerador de la

motilidad géstrica, 2002) o astemizol (antihistaminico, 2003).

Una posible explicacidn al amplio espectro de estructuras que afectan al funcionamiento de esta
proteina estd dado por el sitio de unién. Estudios de mutagénesis dirigida permitieron asegurar que
la mayoria de las moléculas conocidas que inhiben el canal lo hacen obstruyéndolo por el poro en

que circulan los iones potasio.!® Es postulado que el conducto de entrada desde la porcidn citosédlica
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de la proteina es excepcionalmente amplio (lo cual es necesario para el correcto control de apertura

y cierre por voltaje), y esto explica la promiscuidad de unidn de ligandos.*?®

Una revision bibliogréafica reciente que analiza la interaccién de productos naturales con este
canal idnico sefiala a los alcaloides como el principal grupo de metabolitos secundarios de plantas
vinculados con la inhibicion de hERG.!® Se ha establecido de forma cualitativa que la unidad
estructural minima para esta interaccion de este efecto no deseado (toxicéforo) es la presencia de
un nitrégeno basico en un contexto hidrofdbico y/o aromatico.*?” En la Figura 2.9 se presentan
algunos ejemplos ilustrativos donde una pequefia modificacion estructural en el alcaloide resulta en

un marcado cambio de actividad.

En el primer ejemplo la berberina, alcaloide que contiene un piridonio como parte de su
estructura pierde por completo su accidn inhibidora cuando se incorpora una lactama. De esta forma
el nitrégeno pasa a ser no-basico, por lo tanto no esta protonado y con carga positiva a pH fisioldgico.
En el segundo caso, la (-)-asimilobina (una amina secundaria) no inhibe el canal hERG pero su

analogo metilado si, lo que posiblemente se deba al aumento de su lipofilicidad.

El dltimo ejemplo plantea un caso distinto, el alcaloide tropanico benzoilecgonina carece de
actividad sobre el canal, pero su derivado esterificado es un potente inhibidor de hERG. Este cambio
abrupto de la actividad bioldgico se debe muy probablemente a la formacidn de una interaccién iénica
intramolecular en el a-aminoacido que impide la interaccidon del nitrégeno (cargado positivamente a
pH fisioldgico) con el sitio de accidn en el canal idnico. De este breve andlisis de relacién estructura
actividad para alcaloides sobre hERG se resume que, las estrategias validas para disminuir la
inhibicién son:

o disminuir la basicidad del nitrégeno basico (pasar de amina terciaria a secundaria, o de
amina a amida)

o disminuir la hidrofobicidad/lipofilicidad del sistema

o generar interacciones intramoleculares que ‘“neutralicen” el nitrégeno cargado

positivamente (ej. I&nicas (zwiteriones))
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Figura 2.9 Alcaloides bloqueantes de hERG. Cambios estructurales ilustrativos para la

modulacidn de inhibicion no deseada. Adaptado de Kratz et al.??5
Alcaloides de la iboga y hERG

Se han registrado fatalidades asociadas con la ingesta de ibogaina, en un nimero importante de
articulos publicados como reporte de caso clinico.!?®3! Una revisién de 14 casos fatales (con
evidencia suficiente) relacionadas con la ibogaina desde 1990 y 2008 concluyé que 12 de ellos
presentaban condiciones cardiacas preexistentes, que contribuyeron a la letalidad.'?® Es por ello que
como primera medida de seguridad dentro de los ensayos clinicos mas recientes, se excluye del

estudio a los pacientes con cardiopatias declaradas.
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Figura 2.10 La inhibicién de hERG causa el alargamiento entre la onda Q y la onda T del

electrocardiograma, lo que puede generar arritmias fatales.

Existe méas de un reporte de la evaluacidn in vitro de ibogaina y algunos congéneres sobre la
inhibicidn del canal hERG, los cuales se resumen en la Tabla 2.4.132-134 |_a variacién experimental entre
los estudios estd dada por el tipo de linea celular utilizada (TSA-201 y HEK293), pero todos son

coherentes en reportar un valor de IC50 para ibogaina en el entorno de ~4uM.

, . , Linea ,
Ibogaina Noribogaina  (¢)-18-MC Celular Articulo
4 - 15 TSA-201 Koenig et al (2013)3°
4 - - TSA-201 Koenig et al (2014)3®
4,09 2,86 >50 HEK293 Alper et al (2016)%

Tabla 2.4 Alcaloides de la iboga y su IC50 sobre hERG (uM) reportes de literatura. ">" indica

que el valor de IC50 reportado es mayor que la mencionada (inespecifico).

En un estudio posterior sobre el mecanismo de bloqueo del canal hERG por la ibogaina,'® se
demostrd que el farmaco atraviesa la membrana para dirigirse al canal desde el lado intracelular.
Mediante mutagénesis dirigida al sitio de unidn se reveld que la cavidad interna del canal, donde los
residuos aminoacidicos del segmento Sé6 que revisten el poro, conforman el bolsillo de unidn a
ibogaina. EL nitrégeno del biciclo isoquinuclidinico es una amina terciaria con un valor de pKa=8,1,"8
lo que hace que el fadrmaco coexista en una forma cargada y una forma neutral a pH fisioldgico. Tanto
la forma cargada sola como en compafiia de la forma neutra serian responsables del blogueo del

canal, ambas especies comparten el mismo sitio de unidn.

Ademas, se corrobord que noribogaina inhibe el canal de potasio con una IC50 similar a la de
ibogaina (IC50: 2,85uM). Lo que indica que la demetilacién en C10 no es un cambio estructural
apropiado para modular la inhibicién. Por Ultimo, es necesario mencionar el caso de 18-MC, un
analogo sintético que ha sido desarrollado en el contexto de trabajos de quimica medicinal (ver méas
adelante seccidn 2.3). Este analogo presenta una inhibicion mas baja sobre hERG respecto a ibogaina

y noribogaina, aunque existen discrepancias entre los reportes de la literatura, mientras un reporte
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informa un IC50 de 15uM, otra publicacién indica un valor mucho més alto (>50uM). Por tanto, se
plantea que este anédlogo puede haber resuelto, al menos en parte los problemas de cardiotoxicidad
de ibogaina. Las caracteristicas estructurales que presenta 18-MC en comparacién con ibogaina son

entonces de especial interés, y debe ser tenido en cuenta a la hora de disefiar nuevos derivados.
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2.2 Depresion, hipotesis monoaminérgica y transportadores

de monoaminas (MAT)

Los trastornos depresivos afectan negativamente la calidad de vida de quien los padece; son
incluidos dentro de este grupo: el trastorno depresivo mayor (TDM), el trastorno depresivo
persistente, o el trastorno depresivo inducido por sustancias o medicamentos, entre otros.** EL TDM
-mas recurrente- se caracteriza por un animo depresivo duradero por méas de dos semanas y pérdida
delinterés o el placer por la mayoria de las actividades diarias (anhedonia).** Puede incluir insomnio,
agitacién o retraso psicomotor, fatiga crénica, sentimiento de culpabilidad o inutilidad excesiva,
disminucién de la capacidad de concentracién y toma de decisiones, asi como pensamiento
recurrente de muerte (idea recurrente de suicidio sin plan determinado). La sintomatologia provoca
un amplio deterioro en el ambito social, laboral y otras areas importantes del funcionamiento del

individuo.

El trastorno depresivo mayor es una de las principales causas de discapacidad en la poblacién
mundial afectando aproximadamente a 300 millones de personas en el mundo.’3” La prevalencia del
TDM para la region de las Américas es de 4% para hombres y 6% para mujeres. En Uruguay los
trastornos mentales representan el 17% de las enfermedades no transmisibles, siendo una de las
principales causas de discapacidad, segln el Plan Nacional de Salud Mental (2020-2027) elaborado
por la autoridad sanitaria (MSP). Adicionalmente, con la reciente pandemia de COVID-19 vy la
generacidn de contextos de aislamiento forzado, que pueden ser desafiante para la salud mental de

los individuos, se ha registrado un aumento en el consumo de psicofarmacos y estupefacientes.31%?

2.2.1 Bases neurobioldgicas de la depresion

El entendimiento de las bases neurobioldgicas de la depresidn, estuvo asociado al
descubrimiento aleatorio de los primeros compuestos con accién antidepresiva: los inhibidores de la
enzima monoamino-oxidasa A (iMAQ) y los antidepresivos triciclicos (TCA).}*® Los primeros, se
descubrieron durante la optimizacién de la isoniazida como medicamento antituberculoso; y los TCA
durante el estudio de la clorpromazina como antipsicético (Figura 2.11). Ambos grupos de farmacos
aumentaba las concentraciones extracelulares de NTs (serotonina, dopamina, noradrenalina), por
distintos mecanismos: los iIMAO por impedir su metabolizacién (Figura 2.12, con serotonina como
ejemplo), y los TCA por inhibir la recaptacion en la neurona presinaptica. Esto llevd al desarrollo de
la denominada “hipétesis monoaminérgica” de la depresidn que postula que la misma es generada
principalmente por una disminucién en la transmisién de los circuitos serotoninérgicos y/o
noradrenérgicos del sistema nervioso central.!** Por lo tanto, las estrategias farmacoldgicas han

buscado aumentar las concentraciones extracelulares de serotonina y/o noradrenalina. 141,142
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Figura 2.11 Descubrimiento de los primeros farmacos antidepresivos.
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Figura 2.12 Via catabdlica (degradacién) de la serotonina (5-HT) por parte de la enzima

monoamino oxidasa (MAO).

Los distintos mecanismos que dan lugar a este aumento de la transmisién monoaminérgica se
ilustran en la Figura 2.13, dando lugar a la clasificacién de farmacos antidepresivos mas comunes.
Algunas estructuras de ejemplo se muestran en la Figura 2.14 agrupadas segin su mecanismo de
accién. Los antidepresivos mas utilizados hoy en la clinica son los inhibidores selectivos de la
recaptacién de serotonina (ISRS), aunque cuentan con un problema registrado de eficacia; se estima
que gran parte de los usuarios (~40-40%) son refractarios al tratamiento.!*® Ademas, todos ellos
presentan un periodo de latencia farmacodindmica, un periodo en el cual el paciente no ve mejoria
clinica, y debe mantener el compromiso con el tratamiento incluso observandose efectos adversos.'*

Como consecuencia existe una gran necesidad de encontrar nuevas estrategias farmacoldgicas para

desarrollar antidepresivos mas eficientes y de efecto inmediato.'*®
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Figura 2.13 Clasificacion de farmacos antidepresivos.
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Figura 2.14 Estructuras representativas de antidepresivos, clasificadas por grupo en base

a su mecanismo de accion.

Alcaloides de la iboga: modificaciones estructurales y evaluacion de su potencial antidepresivo
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2.2.2 lbogaina y SERT

SERT es una proteina de membrana, conformada por una Unica unidad polipeptidica con 12
a-hélices transmembrana (TM1-12, Figura 2.15). Pertenece a la misma familia de trasportadores de
monoaminas conformada por el transportador de dopamina (DAT) y noradrenalina (NET).”? Su funcidn
principal es transportar el neurotransmisor desde la hendidura sinaptica hacia el citosol de la
neurona presinaptica (como fue explicado en Figura 2.5). Cuenta con un sitio activo (S1) de unién al
neurotransmisor donde se definen 3 regiones principales A, B y C (Figura 2.15C). Dentro de los
aminodcidos (AAs) que rodean el sitio activo, el aspartato (Asp98) es cominmente sefialado por su
rol de generar una interaccidn idnica con el nitrégeno cargado positivamente del sustrato (a pH
fisioldgico). Esta descrito un sitio de unidn alternativo (S2) inmediatamente anterior a S1, por el canal
de acceso al sitio activo (S1). S2 tiene un gran tamafio y puede acomodar moléculas en mdltiples
conformaciones; las uniones de lingando en este sitio son, como regla general méas débiles que en

Sl

De las familias de fArmacos antidepresivos mencionadas en el apartado anterior, los triciclicos
(TCA) se unen con alta afinidad al sitio S1,“ y con baja afinidad a S2. En tanto los ISRS se unen con

alta afinidad al sitio S1,**7 pero se descartd la hipdtesis de su unidn al sitio 52.247
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Figura 2.15 A/ estructura de serotonina (5-hidroxi-triptamina, 5-HT) B/ Estructura protéica
del tranportador de serotonina (SERT). C/ descripcién (2D) de su sitio activo (S1) y principales
aminoéacidos involucrados. Abreviaturas: EC: exterior celular, IC: interior celular, TM: a-hélice

transmembrana. Adaptado de Zeppelin et al (2019).

El mecanismo de transporte de 5-HT por parte de SERT ha sido estudiado en detalle
recientemente mediante simulaciones de dindmica molecular;'®!4 el mismo esta asociado al ingreso

de sodio y cloruro a la célula, por lo que se lo conoce como simporte de neurotransmisor:sodio (NSS)
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(Figura 2.16). Por cada unidad de 5-HT transportada, entra a la célula un Na*y un Cl- y sale un K*, lo

que asegura un balance de carga neutro (5-HT cargada positivamente a pH fisioldgico).47150

En este proceso de transporte, la proteina atraviesa un importante cambio conformacional

(Figura 2.16), pasando por tres estados bien definidos:

Abierta hacia el exterior celular (OF). Donde puede unirse una molécula de serotonina proviniento

de la hendidura sindptica, entrando por el canal de entrada.

Ocluida (OC). Donde la molécula del NT se encuentra en el interior y ambos accesos al exterior e

interior celular estan cerrados.

Abierta hacia el interior celular (IF). Donde se forma un canal hacia el citosol, por el cual la
serotonina avanza para ser ingresada al medio intracelular. La Figura 2.17 muestra un corte
transversal del transportador en los tres estados conformacionales. Las esferas azules resaltan

el canal interior el cual cambia de didmetro radicalmente durante el proceso de transporte.

OF-apo-SERT

OC-holo-SERT

Figura 2.16 Mecanismo de simporte 5-HT:sodio (NSS). Se muestra una serie de cortes
transversales del transportador a lo largo de sucesivos cambios conformacionales. Adaptado

de Chan et al (2022).

Alcaloides de la iboga: modificaciones estructurales y evaluacion de su potencial antidepresivo
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Figura 2.17 Corte transversal del transportador de serotonina (SERT) es sus diferentes
conformaciones, por las que atraviesa el en el proceso de internalizacién del neurotransmisor.
Abierto hacia el exterior celular (EC), ocluido (OC) y abierto hacia el interior celular (IC).

Adaptado de Chan et al (2022).
Ibogaina y SERT.

Como se describié en el punto 2.1.3.2 ibogaina inhibe SERT in vitro con una afinidad micromolar
(4.1 uM), y noribogaina resulta ~10 veces mas potente que su precursor (0,57 uM).* En experimentos
posteriores, se establecié que la inhibicidn era de caracter no competitivo pues estudios in vitro
utilizando concentraciones incrementales de 5-HT marcada no desplazan la inhibicidon por
ibogaina.l® Esto es una diferencia sustancial con los ISRS, que son categorizados como inhibidores
competitivos de SERT, sensibles a la concentracién extracelular de serotonina. Estos resultados
inicialmente se interpretaron proponiendo diferentes sitios de unién a SERT para ibogaina y los ISRS.
Inclusive la situacién era mas compleja ya que ibogaina si presenta un comportamiento competitivo
con un analogo de cocaina (B-CID), el cual si es un inhibidor competitivo con el sustrato natural.’®
Esto planted una excepcidn en la enzimologia, ya que los inhibidores que se unen al sitio activo

tienden a hacerlo por competencia.!s!

Experimentos adicionales de marcacién de los residuos cisteina expuestos de la proteina,
permitieron hipotetizar sobre el estado conformacional del transportador.l®® Cuando ibogaina se une
al transportador, las cisteinas del canal de ingreso (hacia el exterior celular) no se marcan, lo que
indica que el mismo permanece cerrado. En cambio, la unién de B-CID, no impide la marcacién de
estos residuos aminoacidicos lo que indicaria que —con este compuesto—que el canal permanece

abierto hacia el exterior celular.

Més recientemente Coleman et al,'®? salda esta discusidon tras reportar la estructura del
complejo ibogaina-SERT elucidada por Cryo-EM, se comprueba que ibogaina tiene el mismo sitio de
unién que el neurotransmisor, la diferencia esta en la conformacidn del transportador a la que se
une.’ El autor propone, tras un detallado estudio del mecanismo de transporte de la proteina (como
el realizado en las Figuras 2.16 y 2.17, observe que la publicacion de Chan et al fue publicado en 2022,
previo al estudio de Coleman (2019)), que es necesario un cambio conformacional con tres estados

principales (idénticos a los descritos anteriormente).!%
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Figura 2.18 La ibogaina puede unirse tanto a la conformacién IF como OF. Luego estabiliza

el transportador en la conformacion IF u OC. Figura extraida y adaptada de Coleman et al.?%?

La hipdtesis sugiere que ibogaina puede unirse al transportador en su configuracion OF o IF (tras
atravesar la membrana por difusién pasiva), pero una vez unida, el complejo ibogaina-SERT
encuentra un minimo de energia en los estados conformacionales OC o IF. De esta forma, sin importar
la abundancia de serotonina en el exterior celular, esta no tendrd acceso al sitio de unidn, causando
un comportamiento de inhibicidn no competitiva.’® Este fendmeno estaria controlado —segun el
autor— por el gran volumen del biciclo isoquinuclidinico, que impide su pasaje a través del canal de

salida hacia el citosol.!®?

Las estructuras del complejo ibogaina-SERT en los estados conformacionales OC e IF,
elucidadas en este estudio, se encuentra disponibles en la base de datos PDB, (cédigos: 6DZV y 6DZZ
respectivamente). El andlisis del sitio activo (S1) con ibogaina unida se visualizé haciendo uso del
programa MOE 15 (Figura 2.19). Vemos como el nitrégeno isoquinuclidinico cargado positivamente
(a pH fisioldgico) interacciona con el Asp98; y la cdmo el NH indélico lo hace con la Phe34l; estas
dos interacciones son resaltadas como las méas importantes para la estabilidad del complejo ligando-
proteina. Este modelo fue tenido en cuenta al proponer cambios estructurales para el disefio de
nuevos andlogos de ibogainay la racionalizacidon de los resultados bioldgicos obtenidos (ver apartado
4.3.1). Si queremos compuestos que inhiban SERT de forma no competitiva —a semejanza de
ibogaina— se debe buscar estabilizar las conformaciones OC e IF, por tanto se debe trabajar

visualizando el sitio activo de estas estructuras.
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Figura 2.19 Ibogaina en el sitio activo (S1) de SERT en su conformacién ocluida (OC). La
visualizacidon fue elaborada en el programa MOE 15. Se muestran los residuos aminoacidicos
mas importantes en cdédigo de 3 letras: Asp98, Argl04, Tyrl76, Ser336, Phe34l, Ser438 y
Thr439. Las lineas punteadas indican las interacciones mas importantes entre el ligando la
proteina. El bolsillo se visualiza como una superficie con un gradiente de color, donde verde

indica mayor hidrofobicidad (apolar) y rosado mayor hidrofilicidad (polar).

Hasta fines del 2023, no existian reportadas otras pequefias moléculas que inhiban SERT de
forma no competitiva, estabilizando su conformacién OC o IF; como lo hacen los alcaloides de la
iboga. Este hecho, sumado a los efectos tipo-antidepresivos descritos en modelos preclinicos y
clinicos (punto 2.1.3.3) indican que ibogaina tiene el potencial de generar una nueva familia de
moléculas antidepresivas con un mecanismo de accidén novedoso. Un articulo publicado a fines del

149 muestra el desarrollo de inhibidores especificos para

2023 por un grupo de la Universidad de Yale,
estabilizar a SERT en conformaciones del transportador que estén cerradas hacia el exterior celular.
Los autores, desarrollan dos potentes inhibidores en el rango bajo nanomolar, y mediante estudios
de CryoM demuestran que efectivamente tienen la selectividad conformacional buscada para SERT.
Los compuestos son ensayados en modelos animales para depresion y ansiedad, donde exhiben
potencias 200 veces mayores a un ISRS prototipico como fluoxetina.’*’ Ademas, los compuestos
fueron activos en un modelo de abstinencia a morfina en roedores, mostrando un interesante perfil
antiadictivo. Con este estudio se reafirma la importancia de desarrollar farmacos con un modo de

accion sobre SERT similar a ibogaina y noribogaina, y se justifica de esta manera, la propuesta de

investigacion que motivo el desarrollo de esta tesis doctoral.
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2.3 Desarrollos de guimica medicinal

El objetivo de desarrollar analogos de ibogaina que mantengan o incrementen sus propiedades
antiadictivas, disminuyendo sus efectos adversos, ha sido abordado por diferentes grupos de
investigacion en las ultimas décadas. A pesar de que el objetivo de esta tesis estd focalizado en el
desarrollo de andlogos de la iboga como antidepresivos y no como antiadictivos, es importante tener
presente los proyectos de quimica medicinal previos que se han llevado a cabo en el espacio quimico
de la iboga. A su vez, también se han desarrollado andlogos con el interés de profundizar el estudio

del enigmético mecanismo de accidn de ibogaina.

En esta seccidn se recorren los programas de quimica medicinal elaborados a partir del nlcleo
estructural de ibogaina, clasificados segin el tipo de andlogo desarrollado en: derivados con
estructura completa (apartado 2.3.1) y estructura simplificada (apartado 2.3.2). En el primer caso, el
término “estructura completa” refiere a moléculas que conservan la porcién aromatica (indol), el
anillo de tetrahidroazepina y el biciclo isoquinuclidinico. En los derivados clasificados como
“estructura simplificada” se pierde al menos, una de estas tres funcionalidades (indol,
tetrahidroazepina o isoquinuclidina). Ademas, en cada caso se aborda de forma breve la estrategia
de construccidon molecular, mostrando el paso clave de reaccidn de la ruta sintética. En la mayoria
de los casos se emplea una estrategia de sintesis total, aunque hay ejemplos de productos naturales

formando parte de bibliotecas de compuestos en las publicaciones discutidas.

Al tratarse de proyectos con objetivos de quimica medicinal, gran parte de los trabajos poseen
datos de evaluacion bioldgica y se enfocan en el entendimiento de la actividad sobre uno o mas
receptores del sistema nervioso central, lo que sera comentado brevemente. Esto no quiere decir
que para todos los compuestos que se muestran, se tenga una caracterizacién bioldgica completa, la
mayoria de las veces se tiene la actividad de un mismo conjunto de moléculas sobre uno o dos
receptores (ej, opioides y NMDA, pero no SERT). En muchos casos la informacidn se encuentra como
parte de patentes de invencidn, y no se revelan todos los detalles experimentales. El hecho de que
gran parte del espacio quimico explorado se encuentre patentado, es un indicio del gran potencial de

estas moléculas para la aplicacién terapéutica.

Al final de esta seccidn se espera que el lector tenga una visidn general de qué porciones de la
molécula han sido exploradas en términos de diversidad estructural con fines quimico-medicinales.
En la siguiente seccidn (2.4) se abordan las modificaciones estructurales realizadas sobre el producto
natural sin un objetivo quimico medicinal, lo que constituyen importantes antecedentes para esta

tesis, al involucrar aproximaciones semisintéticas.

2.3.1 Analogos de estructura completa

Dentro de los proyectos de caracterizacion farmacoldgica llevados adelante inicialmente con
ibogaina y sus congéneres, destaca el trabajo del quimico Martin Kuehne (The University of Vermont,

USA) en asociacién con el farmacdlogo Stanley Glick (Albany Medical College, USA), quienes
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promovieron el desarrollo del andlogo 18-MC (vide infra). El trabajo de Kuehne permitid la obtencidn
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de compuestos por via de sintesis total racémica,'® y al tratarse de estructuras complejas se

obtuvieron y evaluaron pocos andlogos, la mayoria productos naturales conocidos.

R1
R4: H, OH, OMe, OtBu
R, \ N R,: H, OMe
N R4 R3: H, COQMG
H R, H, Me
R3
Nombre R: R2 Rs R.
Ibogaina OMe H H Et
Noribogaina OH H H Et
Ibogamina H H H Et
10-t-butoxiibogamina OtBu H H Et
Tabernantina H OMe H Et
Coronaridina H H CO:Me Et
Desetil-coronaridina H H CO:Me H
Desehl—mghl— H H CO:Me Me
coronaridina
Conofaringina OMe OMe CO2Me Et

Tabla 2.5 Productos naturales sintetizados de forma racémica por Kuehne et al.’®* vy
algunos andlogos estructurales no naturales. La actividad biolégica de estos compuestos fue

estudiada por Glick et al.,}7481%-15¢ Pgpik et al.,’® y Jacobson et al.®®

Inicialmente el estudio biolédgico estuvo guiado por modelos comportamentales de
autoadministracién de morfina y cocaina en roedores.” En ellos, como se menciond anteriormente
(ver seccidn 2.1.2.1) ibogaina demostré disminuir la autoadministracién de dichas sustancias, lo que
puede relacionarse con los resultados de los estudios observacionales en humanos. Este modelo no
es apto para realizar un cribado de gran cantidad de compuestos; por lo que apenas se ensayaron
seis analogos estructurales, que demostraron disminuir la autoadministracién, al igual que ibogaina.?’
Como efectos secundarios de la ibogaina a disminuir, los autores buscaron encontrar analogos que
produjeran menos temblores, , asociados a la citotoxicidad a nivel del cerebelo (centro de control
del movimiento). En ese sentido, s6lo ibogamina y coronaridina demostraron una marcada caida del

efecto tremogénico.’? Ademds, se realizaron estudios de microdialisis para detectar niveles



2. Antecedentes

extracelulares de dopamina en regiones del cerebro medio (donde se localiza el circuito de
recompensa) luego de la administracidon de estos dos alcaloides, en donde se detectd su disminucién.
Esto fij6 la principal hipdtesis, en su momento, que los efectos anti-adictivos estaban mediados por

una modulacidn del sistema dopaminérgico.

La blsqueda imperiosa por una diana farmacoldgica responsable por estos efectos
comportamentales impulsé el estudio in vitro de varios de los compuestos sintetizados sobre varios
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receptores del SNC: opioides,* sigma,®® glutamato (NMDA),%® y nicotinicos; y su comparacién a la

actividad de ibogaina.*®

Como se menciond anteriormente (punto 2.1.1.5) ibogaina tiene afinidad nanomolar por
receptores sigma (Ki ol: 8554nM y Ki 02: 201nM), siendo 43 veces mas activa sobre el subtipo o2.
Jacobson et al,*® establecieron que ibogamina y tabernantina tenian un orden de actividad similar al
de ibogaina sobre 02 (194 y 137nM respectivamente), pero son unas 3-5 veces mas afines a o1, lo
que los hace menos selectivos para 02, respecto a ibogaina. En cambio, noribogaina es mucho menos
activo sobre 02 (Ki = 5226nM) y también ol; mientras que coronaridina se mostrd practicamente

inactiva.

Posteriormente se estudid la accidn sobre receptores glutamatérgicos, en particular el canal
ionico NMDA,*® donde ibogaina presenta una afinidad micromolar (Ki = 1,1 uM). Se observé una
influencia de los sustituyentes en C10, si el cambio es por por OH (noribogaina) o H (ibogamina o
coronaridina), la actividad cae levemente (Ki: 5,48-6,24 uM), independientemente de la presencia del
éster en C16. Sin embargo, la incorporacién de un grupo muy voluminoso, como t-Bu, disminuye
radicalmente la afinidad (Ki = 179 uM). Otros cambios estructurales que afectaron negativamente la
afinidad sobre NMDA fue el remplazo de la cadena etilica lateral por un metilo o un H
(desetilcoronaridina), (Ki: 67,9 y 252 uM respectivamente); lo que podria ser debido a la disminucidon

de la lipofilia, o interacciones especificas en el sitio activo.

2.3.1.1 Derivados de coronaridina y el desarrollo de 18-MC.

La estructura de coronaridina se identific como un posible punto de partida debido a la ausencia
del desarrollo de temblores asociados con el tratamiento de ibogaina.*® La estructura de
albifloranina (18-hidroxycoronaridina), originalmente aislada de la planta Tabernaemontana
albiflora, fue seleccionada para manipulaciones sintéticas orientadas a introducir sustituyentes en la
cadena etilica lateral (Figura 2.20, Serie 1).1% De los compuestos sintetizados, 18-metoxicoronaridina
(18-MC) mantuvo su eficacia en modelos de roedores para inhibir la administracién de morfina y

cocaina, mientras carecia de los temblores y la neurotoxicidad asociados con la ibogaina.'®®
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Figura 2.20 Derivatizacién quimica de albifloranina y 18-MC, Bandarage & Kuehen.'®

Existe un estudio y desarrollo farmacoldgico Unico sobre 18-MC como anéalogo de ibogaina, que

no se observa para otros analogos estructurales. Sucesivos trabajos de investigacion se han centrado

en mostrar su eficacia, mecanismo de accidn y disminucidn de la toxicidad (cardiaca y tremogénica).*®

Se conoce su accidn en multiples receptores del SNC, al igual que ibogaina y noribogaina (Tabla 2.6),

lo que permite la comparacidn y discusién diferencial en cuanto a su mecanismo de accién.

Receptor Ibogaina Noribogaina
KOR 2.2 ** 0.61 *** 51 %
MOR 20-30* 0.68-13* 1.1 % 48
DOR >10 5.2-25 3.5 “8
5-HT1A >100 >100 46 “8
5-HT1D >100 >100 >10 %
5-HTZA 18-925 >100 40 48
5-HT3 2.6 >100 3.8 %
D1 >10 >10 >100 “8
D2 >10 >10 >16 48
D3 70 >100 25 48
NMDA 1.01-520* 5.48 - 31.4* >100 %
M1 16 15 32 48
M2 32 36 >100 48
nACh (a3B4) 11-95* 17 * 0,75 * 158
ol 25-93 11 - 15 >100 %
o2 0.09 - 0.25 52-19 13 48
SERT 4.1 0.57 >10 g
DAT 2.0 2.0 - -
NET >100 39 >10 48
VMATZ2 2.23 4.99 - -

Tabla 2.6 Afinidad de 18-MC sobre receptores del SNC expresada como Ki (uM). Versidn

ampliada de la Tabla 2.3. * antagonista, ** agonista, ***agonista parcial. Las referencias para

las afinidades reportadas para ibogaina y noribogaina se encuentran en la Tabla 2.3.
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El andlogo 18-MC también actla sobre receptores opioides, teniendo una afinidad similar para
KOR, pero difiere en su accién sobre MOR ya que se comporta como un agonista parcial.
Curiosamente, a diferencia de ibogaina, 18-MC tiene poca o ninguna actividad en los receptores

NMDA, receptores sigma o transportadores de monoaminas (en particular SERT).®

La inhibicién del receptor nicotinico de acetilcolina (subtipo: a3B4) se ha propuesto como el
mecanismo detras de las propiedades antiadictivas de 18-MC, ya que tiene una IC50 similar a la de
ibogaina y una especificidad por este subtipo de receptor.’® Apoyandose en esta hipdtesis de
mecanismo de accién, y habiendo identificado el éster metilico de C16 como crucial para eliminar los
efectos tremogénicos, se sintetizd una segunda serie de andlogos de 18-MC (Figura 2.20). Los
derivados de la serie 2 se sintetizaron a partir del dcido carboxilico libre de 18-MC, del cual se genera
el cloruro de &cido por tratamiento con cloruro de oxalilo, y se agrega el nucledfilo
correspondiente.’® Se evaluaron trece andlogos de 18-MC como inhibidores del receptor nicotinico
a3B4; la mayoria de los analogos de 18-MC mostraron una inhibicion alta (>85%) del canal idnico, lo
que demuestra que para esta accién farmacoldgica esta sustitucidn es tolerada. Todos los analogos
sintetizados mostraron menor actividad como inhibidores de receptores opioides, solo 18-MC se
compara con la afinidad de ibogaina. Unicamente destaca el derivado sustituido en R2con un grupo

etilendimetilamino (Figura 2.20), que es muy selectivo para receptor KOR.

Como se mencioné anteriormente, la actividad inhibitoria de 18-MC sobre SERT es menor que
la observada para ibogaina (Tabla 2.6), recientemente se establecidé una IC50 de 51,6uM para 18-
MC,** lo que indica que su potencial como antidepresivo (actuando por via de inhibicién de la
recaptacion de neurotransmisores) seria muy bajo. Independientemente de esto, lo autores realizan

experimentos comportamentales que sugieren una actividad antidepresiva a dosis altas.’®

Como se menciond anteriormente (punto 2.1.4.1) 18-MC ha sido sefialado como un analogo que
resuelve los problemas de cardiotoxicidad, por tener una disminuida accién como inhibidor del canal
de potasio hERG. Este hecho ha impulsado su desarrollo como farmaco llegando incluso a realizarse

ensayos clinicos recientes de fase 1y 2 (ej. Cédigo NIH: NCT04292197).

2.3.1.2 Derivados fosforilados

El desarrollo de algunos derivados tuvo como foco principal el mejoramiento de propiedades
farmacocinéticas (absorcidn, distribucion y solubilidad),*®® donde fueron patentados analogos de
noribogaina con ésteres de fosfato en el fenol en C10 o el nitrégeno inddlico (N1)(Figura 2.21). Los
compuestos reportados y patentados tienen entre 1 y 3 unidades de fosfato, como una cadena lineal
unida con enlaces tipo-pirofosfato. La unidad de fosfato se incorpora en dos pasos a partir de
noribogaina y una especie de P(lll) reactiva, la cual se oxida a fosfato, en un segundo paso, con iodo.
Ademas, se incluyen compuestos reducidos en la porcién inddlica de la molécula, concretamente en
el doble enlace C2-C7, que segln los autores se oxida facilmente a noribogaina en condiciones

fisioldgicas.
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Figura 2.21 Derivados fosforilados de noribogaina, Gless et al.*¢®

Principalmente, se trata de una invencidn que no aborda la exploracidn del espacio quimico de
la iboga a partir de la generacién de diversidad estructural, sino una manipulacién sencilla de la
estructura para generar potenciales prodrogas liberadoras de noribogaina de forma controlada. Los

autores proponen su uso en el tratamiento del dolor.

2.3.1.3 Derivados con cambios del nucleo inddlico (benzofuranos, benzotiofenos)

Es de destacar el trabajo de Sames et al., quien ha propuesto la sintesis de analogos completos
con cambios del nlcleo aromatico, sustituyendo el indol por benzofurano, benzotiofenos o
benzimidazol (Figura 2.22).1%* Ademas, en esta patente de invencidn se exploran distintos patrones
de sustitucion en el anillo bencénico (metoxilado, alquilado, fluorado o con un hidroxilo libre) y la
posicidn relativa de la cadena etilica lateral. Se sintetizan un gran nimero de compuestos (>50), con
foco en la actividad sobre receptores opioides (KOR, MOR y DOR) y el estudio de la selectividad entre
los distintos subtipos, con el objetivo de encontrar terapias para el dolor con menos efectos

secundarios.

Sames et al.
(2016)
R
RN
R‘Q\¥ N oxa-noribogaina
X )\d&w R MeQ

mas de 50 compuestos N

Figura 2.22 Compuestos sintetizados y patentados por Sames et al.*¢!

Los analogos se construyen por una ruta de sintesis total racémica, como se muestra en la
Figura 2.23. Inicialmente se forma la isoquinuclidina mediante una reaccién de Diels Alder entre una
dihidropiridina y metilvinilcetona, obteniéndose una mezcla epimérica (Figura 2.23A), la cual puede

ser separada por formacion de una hidrazona, por tratamiento con tosilhidrazina.
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Figura 2.23 Ruta para la sintesis de analogos empleada por Sames et al.¢?

El residuo aromatico se incorpora mediante una reaccién de sustitucién nucledfila sobre la
amina de la isoquinuclidina (Figura 2.23B). Para la formacidén del enlace C-C necesario para el cierre
del ciclo de tetrahidroazepina y obtener analogos completos, los autores desarrollan condiciones
catalizadas por reactivos organometdlicos (Figura 2.23B). Para los compuestos que tienen
benzofurano en remplazo del indol, se utiliza un catalizador organometalico de Ni, con muy buenos
resultados. En el caso de los compuestos con indol, es necesario utilizar catalizadores de Pd, y
halogenar la posicidon 2 del indol para poder promover la formacién del ciclo de 7 miembros. Esta
ruta sintética es utilizada en la parte final de esta tesis para la obtencidn de andlogos clave por

sintesis total (punto 4.2.3.4).

En especial los compuestos oxa-iboga resultaron potentes agonistas del receptor opioide kappa
tanto in vitro como in vivo, pero exhiben caracteristicas conductuales atipicas en comparacion con
los psicodélicos kappa estandar. En una publicacidn de este grupo depositada en el Biorxiv,* los
autores muestran que la oxa-noribogaina (Figura 2.22) tiene una mayor eficacia terapéutica en
modelos de uso de opioides en ratas, y no tiene potencial proarritmico cardiaco, a diferencia de la
noribogaina. Por Lo tanto, los compuestos oxa-iboga representan candidatos para un nuevo tipo de

farmacoterapia para el tratamiento del TUS en relacidn a opioides.
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2.3.2 Derivados simplificados

Existen abordajes de simplificacion estructural de ibogaina que apuntan a la sintesis de una parte
de la molécula en particular, sin considerar el resto de las funcionalidades. En estos casos, al tratarse
de estructuras de menor complejidad respecto a la del producto natural, suele sintetizarse un gran
nimero de compuestos. Como punto débil, las estructuras a las que se arriba muchas veces difieren
considerablemente del compuesto de referencia, lo que puede llevar a un perfil de actividad bioldgica

muy distinto.

2.3.2.1 lIsoquinuclidinas

Dentro de los trabajos que abordan la sintesis del biciclo nitrogenado como parte central, se
destaca el trabajo de Passarella et al. (Figura 2.24),'¢41% donde se construye una biblioteca de 11
compuestos, en su mayoria lactamas, que no poseen el anillo de 7 miembros (tetrahidoazepina) pero
conservan la porcién aromética unida mediante la posicién C16 (en ibogaina). La isoquinuclidina se
construye mediante una reaccién de Diels-Alder entre acrilato de metilo y N-bencilpiridona, que
transcurre con una baja regioselectividad, obteniéndose 4 isémeros posibles. Luego se incorpora la
porciéon aromaética mediante una reaccidon de Suzuki, donde los autores incluyen diversidad,

introduciendo (ademéas de indol) otros aromaticos (fenilo, tiofeno, etc).

Se evalla la actividad bioldgica de estos compuestos sobre transportadores de monoaminas
(SERT, DAT), receptor kappa opioide (KOR) y NMDA. Se obtuvo actividad baja micromolar
(IC50< 1-10uM) para SERT, DAT y KOR comparable a la de ibogaina, pero no para NMDA. Esto llama
la atencidn ya que se trata de amidas, y el nitrégeno isoquinuclidinico no tiene el caracter basico que
presenta en el producto natural, y que como veremos mas adelante, pareciera ser fundamental para

la interaccidn con los transportadores de monoaminas.

MeQ B
Simplificacion \N X
tructural .=
N es X: =0, H,
Passarella et al \ ——— Ar e t
(2003) N \ CO,Me r: Ph, tiofeno, etc
H 16
11 comp
ibogaina (1)
Bn OH
0 N Ar—E,
Br SN ﬁj\oMe Br%cone OH
| \ Pd(PPha),
—_—
’}l 0 Diels Alder _
Bn (baja Bn_ Ar: Ph, tiofeno, etc
regioselectividad) N_-O of. producto
Br \ final
COzMe

Figura 2.24 Estrategia sintesis de isoquinuclidinas Passarella et al.t

Por otro lado, Levi et al. sintetiza isoquinuclidinas N,16-disubstituidas, obtenidas de forma

racémica (Figura 2.25).% La construccion del biciclo se realiza por medio de una lactamizacion de
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un éster metilico, para lo cual se requieren altas temperaturas 160°C (calentamiento en seco,
atmdsfera inerte), proceso que resulta muy ineficiente. La variacién estructural propuesta es la
incorporacién de residuos aroméaticos (R1y Rz) en ambas posiciones de la isoquinuclidina; utiliza 6
sustituyente distintos en cada residuo, siempre incluyendo aromaticos con distinto patrén de
metoxilacion. Se obtienen mezclas epiméricas en la posicidn equivalente a C16 del producto natural,
las cuales no son separables. En este caso no hay datos de evaluacién bioldgica, los autores
mencionan la de evaluacidn a fututo sobre receptores opioides (KOR, MOR, DOR), receptores sigma

(01y o02), NMDA y receptores nicotinicos (nAch), pero los datos no han sido publicados.

MeQ,
Simplificacion R4
estructural ~ N
. ) R Ry CHaCHRAr
Levi et al 2 Ry: CH3 , Ar
(2005) '
25 comp
ibogaina (1)
/T \ R1\ MeO
H,N R, HO., A N.=0 N
E—— —_— e
— Meo\®
—_—
0~ OMe HO
0O~ OMe

ej. producto final

Figura 2.25 Estrategia sintesis de isoquinuclidinas Levi et al.%¢¢

Més recientemente, nuestro grupo de investigacién (en el marco de la tesis de la Dra. Pazos)
abordé la sintesis enantioselectiva de isoquinuclidinas a partir de dioles homoquirales (obtenidos por
biotransformacion de arenos) como dienos en reacciones de Imino Diels-Alder (Figura 2.26).716% |_os
derivados finales cuentan con la funcidn etilindélica, pero con una desconexién entre la posicién C2
y C16 de la molécula que no contiene el ciclo de tetrahidroazepina. Resulta interesante que los
analogos estan oxigenados en la isoquinuclidina y alquilados en posicion C3, residuo que los autores

utilizan para aumentar la diversidad estructural de la biblioteca (15 compuestos).

MeO
Simplificacion
N estructural | ve. NoeR
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Figura 2.26 Estrategia sintética y compuestos disefiados por Pazos et al.1%®



2. Antecedentes

La actividad bioldgica evaluada sobre estos compuestos fue como potenciales liberadores de
GDNF, que como se menciond anteriormente, podria ser un mecanismo central de la actividad
antiadictiva, promoviendo eventos de plasticidad neuronal en el circuito de recompensa. Cuatro de
los compuestos evaluados resultaron ser activos in vitro como promotores liberadores de GDNF en
células Cé6 (glioma de rata). Uno de los compuestos fue seleccionado como lider por su baja
citotoxicidad, medida dos métodos experimentales distintos: LDH (lactato deshidrogenasa) y WST-1
(competencia metabdlica por reduccidn de tetrazolio). Adicionalmente, también se evalla la actividad
antiparasitaria mediante ensayos de citotoxicidad sobre Tripanosoma brucei, identificando

compuestos activos con un buen indice de selectividad contra el patdgeno sobre macréfagos sanos.

2.3.2.2 Sistemas tri y tetraciclicos (sin isoquinuclidina)

Otros autores proponen la eliminacién del biciclo isoquinuclidinico, para conservar el sistema de
anillos fusionados que contiene la porcion aromatica (indol) y el anillo de tetrahidroazepina
(C5+C6+C7). En este sentido Efange et al., propuso el cambio del indol por un benzotiofeno como se
observa en la Figura 2.27, y sintetizd una pequefia biblioteca de 5 compuestos variando los
sustituyentes de un nuevo anillo aromatico, unido en posiciéon C16.1%° El paso clave de la sintesis es
el cierre del ciclo de 7 miembros en condiciones acidas, que ocurre por el ataque del carbono a del

tiofeno, a un carbocatidn que se genera a partir del OH bencilico.

\ R1=R2= H

CF3CO5H R4=R,= Cl
Efange et al S N - > R.=H. R.= Br
(1998) “_-Me Ciclacion R 1=NC; |2:{ =H

HO (tetrahidroazepina) ! 272
R4
5 comp
Ry

Figura 2.27 Estrategia de sintesis y estructuras de la biblioteca de Efange et al.?¢?

Efange et al, evalGan los compuestos preparados en transportadores de monoaminas (DAT,
SERT), receptor NMDA, receptores de dopamina (D1, D2, D3) y receptores opioides (MOR, KOR)
mediante ensayos de afinidad por desplazamiento de ligando radio-marcado. La mayoria de estos
compuestos resultan 8-10 veces mas afines por DAT que ibogaina y noribogaina.'®’ En cambio para
SERT sélo uno resulta con el mismo nivel de afinidad que el compuesto de referencia, el cual no tiene

sustituyentes desactivantes del anillo.

Floresta et al, propone una primera aproximacién mediante estudios computacionales donde
ensaya la union —mediante metodologias de docking— a receptores sigma (o1 y 02).?”° El objetivo de
Llos autores es conseguir ligandos selectivos para el subtipo 02. Disefian una base de datos de ligando
que fusionan la estructura de ibogaina e Incazano (Figura 2.28), un producto natural conocido por su
actividad tipo antidepresiva e inhibidor de la monoaminooxidasa (MAQ). En este trabajo Unicamente

se realiza la evaluacion bioldgica de un compuesto representativo de toda la serie evaluada
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computacionalmente, para demostrar que la constante de afinidad esta dentro del mismo orden que

la predicha por el programa.

ej. compuestos ensayados (computacional)

MeQ : :

MeQ X

Floresta et al \ N ! ,
(2019) N~ : N \ N7
L_N E ! N" N7 :

I N Xy !

Incazano E % Cl. OM :

1 s e :

Figura 2.28 Estructuras de los compuestos disefiados por Floresta et al.1"?

Més recientemente Cameron et al.,'’! realizaron un estudio sistematico de deconstruccion del
esqueleto de la iboga sintetizando isoquinuclidinas y sistemas triciclicos, como el de la Figura 2.29.
El reconocimiento de estructuras activas estuvo liderado por un ensayo in vitro que mide la
generacién de nuevas prolongaciones y espinas neuronales. El mismo grupo de investigacion acufié
recientemente el concepto de psicoplastdgeno,'’>'”® que refiere a moléculas que aumentan la
complejidad de las ramificaciones neuronales de células proveniente de cultivo primario de corteza
de rata. Se observé que las isoquinuclidinas (sin indol o anillo de tetrahidoazepina) carecian de
actividad, por el contrario, los sistemas triciclicos (C6+C5+C7) conservan esta actividad, con una

magnitud comparable a la del compuesto de referencia.

R
{ R4: H, OMe, OH, F, Cl, Br ; Ry: H
Cameron et al o
(2020) R, ) N-Me Rs: H; Ry: OMe
N 7 compuestos
H
ej. TBG
R4 Sintesis inddlica
N—Me m MeO N—Me
R, + \
N
HN—NH, © H

Figura 2.29 Estrategia sintética y compuestos de la biblioteca de Cameron et al.'™*

Los compuestos se obtienen mediante la sintesis de indol de Fischer, partiendo de la
fenilhidrazina correspondiente y la cetona ciclica de 7 miembros. Se genera una pequefia biblioteca
de 7 compuestos, de los cuales se selecciona TBG (estructura en Figura 2.29) como lider del grupo y
se realiza una caracterizacion bioldgica extensa de este compuesto. Esta caracterizacidn incluye la
evaluacidn de la toxicidad cardiaca en modelos animales que utilizan pez zebra (Danio rerio), donde

se observa que TBG tiene una menor capacidad de generar descoordinacion cardiaca que ibogaina.

Para inferir sobre la actividad alucinogénica del compuesto, los autores evaluan (in vitro) su
accidn sobre el receptor 5HT2A, donde TBG muestra ser un agonista parcial, ya que provoca un 50%
de activacion respecto a 5HT (sustrato natural), incluso a altas concentraciones. Sorprendentemente

no se incluye ibogaina dentro del panel de compuestos evaluados; sabemos por reportes previos de
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literatura que ibogaina es poco activa (IC50 19uM) sobre este receptor (Tabla 2.3).*¢ En la misma
linea, se realizan experimentos comportamentales en roedores donde se contabilizan los
movimientos de cabeza (head twich), una conocida respuesta provocada por psicodélicos clasicos
como LSD y psilocibina (agonistas 5HT2A) que es indicativa de su actividad alucinogénica. TBG no
genera esta respuesta en animales, por lo que los autores aseguran haber disociado la capacidad
alucinogénica de la actividad promotora de la plasticidad neural (terapéutica). Esto es al menos,
discutible, ya que ibogaina (no incluida en el ensayo comportamental), al no ser un psicodélico clasico
no genera este comportamiento en roedores. Por tanto, no puede aseverarse que el andlogo en

cuestién no sea también clasificado como un psicodélico no clasico.

TBG es utilizado también en una variedad de experimentos comportamentales en roedores que
buscan caracterizar un efecto tipo-antidepresivo (por ejemplo: test de preferencia de sacarosa, test
de nado forzado TNF)), y un efecto antiadictivo (modelo de autoadministracidn de sustancias

(heroina)). En el TNF, TBG redujo la inmovilidad de los roedores tras una dosis de 50mg/kg pero no

a 10 mg/kg 24 horas previo al test, lo que denota una actividad antidepresiva duradera como la de
ketamina. En el test de preferencia de alcohol y heroina, TBG reduce la ingesta de alcohol y la

autoadministracién de heroina de forma significativa.

En busca de posibles dianas responsables por este efecto comportamental, TBG fue evaluado
contra un panel de 87 receptores del SNC a una concentracién fija de 10uM, y mostré actividad
significativa (inhibicién >50%) contra receptores de serotonina del subtipo 1B, 2A, 2B y 2C; ademas
inhibe la enzima MAO-A vy el transportador SERT, lo que podria explicar claramente los efectos
antidepresivos observados. Por otro lado, TBG no produce una inhibicion significativa del

transportador vesicular VMAT.
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2.4 Quimica de los alcaloides de la iboga

El siguiente apartado busca destacar los principales puntos de la reactividad de estructuras con
esqueleto tipo-iboga, lo cual es de especial interés ya que la aproximacion principal del trabajo
guimico de la tesis presentada es mediante una metodologia semisintética. Actualmente se denomina
a este tipo de estrategia “Funcionalizacion en Etapa Tardia” (Late Stage Functionalization - LSF),'7*
consistente en realizar modificaciones sintéticas puntuales sobre estructuras organicas complejas,
como las de productos naturales. Esta estrategia de trabajo tiene un gran potencial para la
generacién de grandes bibliotecas de compuestos en un corto periodo, ya que, a diferencias de la
sintesis total, el trabajo quimico no se centra en la construccién de un esqueleto complejo (ya
provisto por el agente biosintetizador —planta o microorganismo— con la estereoquimica
apropiada), sino en la derivatizacidon quimica. La contraparte negativa es que los cambios
estructurales propuestos estdn limitados a los grupos funcionales presentes en la estructura del
producto natural, pudiendo tener dreas de la molécula poco accesibles sintéticamente. Por esta
razén, las estrategias LSF recurren asiduamente a estrategias de funcionalizacién C-H, buscando la

activacion de enlaces poco reactivos.

Cabe destacar de forma breve, que existen mdltiples sintesis totales reportadas para el nicleo
de la iboga (Tabla 2.7, adaptado de lyer et al,') que abordan la preparacion de alguno de sus
congéneres (ibogamina, catarantina, coronaridina, etc). La mayoria tienen como objetivo sintético
(x)-ibogamina y comparten un mismo abordaje de sintesis, que implica primero la formacién de la
isoquinuclidina (Q), para luego incorporar el indol (I) y por ultimo, generar el anillo de
tetrahidroazepina (A). Algunas de estas aproximaciones ya fueron descritas en el apartado 2.3.1,
donde se obtienen analogos de estructura completa con un fin quimico-medicinal (ej. Figura 2.23,
Sames et al. (2015)). La mayoria de las sintesis listadas en la Tabla 2.7 son racémicas, recién a partir

del afio 2000 con el reporte de White et al, se obtiene un producto enantiomericamente puro.
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Secuencia
Objetivo sintético de Pasos % R global
formacion
1965 Buchi 7517¢ (t)-ibogamina Q->15A 14 13
1968 Nagata "7 (£)-ibogamina Q->1>A 16 0,8
1981 Hanaoka '8 ()-ibogamina G->1>A 17 3,9
1985 Kuehne 15 (t)-ibogamina Q/1->A 10 2,6
1985 Raucher " (x)-catarantina Q->1->A 11 9,0
1991 Herdeis 18° (t)-ibogamina A->1>A 8 14
1996 Grieco 8! ()-ibogamina [>0->A 9 7,0
1999 Fukuyama 182 (x)-catarantina A->1>A 17 6,0
2000 White 183 (-)-ibogamina A->Q0-| 15 4,6
2005 Hodgson 8 (+)-ibogamina Q-=>1>A 11 2,0
2006 Borschberg 1% (-)-19-hidroxiibogamina Q->1>A 20 1,9
2012 Sinha 18 (£)-ibogaina A->1>A 9 9.4
2012 Takayama 7 (-)-voacangalactona Q->1>A 25 3,2
2014 Oguri 188 (-)-catarantina I>Q/A 10 2,8
2015 Sames 2 (+)-ibogamina G->1>A 9 7,3
2016 Luo & (+)-ibogamina I>Q/A 12 4,2
2016 She 90 (+)-ibogaina I->Q/A 12 4,6

Tabla 2.7 Sintesis totales del nucleo iboga Tabla adaptada de lyer et al.?
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2.4.1 Modificaciones estructurales sobre el producto natural

Los trabajos de modificacién estructural sobre el producto natural pueden agruparse
principalmente en dos categorias: aquellos realizados en la década del ‘40 y ‘50 por Taylor et al, con
el fin de la identificacion estructural de ibogaina, los cuales incluyen un gran ndimero de reacciones
de oxidacidn y seran descritos en detalle en 4.2.2., y por otro lado, mas recientemente, el trabajo
realizado por Han et al,**-'® quien crea una clasificacidn sistematica de estructuras modificadas
obtenidas por rearreglo del esqueleto de la iboga (Figura 2.30). Para referirse a este tipo de
compuestos el autor acuna el concepto de “post-iboga alkaloids”; su objetivo de trabajo fue generar
otros productos naturales a partir de catarantina (analogo de ibogaina de la serie enantiomérica

opuesta) para hipotetizar sobre su origen biosintético comun.

Tipo |
Estructura tipo cleavamina

R N R3 Parte de alcaloides de la vinca (dimeros)
ruptura
C16-C21 \
> N -

H R, Tipo Il
rearreglan a estructura ciclica C6 o C5
Ry
ruptura
N4-C21
—_—
(+)-voatinggina (+)-tabertinggina
R4 .
ruptura Tipo lll
N4-C3 perdida del biciclo isoquinuclidinico
—— R3 luego de funcionalizar C3
Tipo IV
rearreglo a partir de 7-hidroxiindolenina
Ry
Prod. de
oxidacion
—_—

MeQ
MeQ, o) 0
\
rearreglo Q—\: N_O
—_— - N
R3 N Et N/“\é&a
H H O

(-)-iboluteina (-)-ervaoffina D

Figura 2.30 Clasificacion de Han et al para alcaloides de la iboga con modificaciones en el

esqueleto carbonado, “post-iboga alkaloids”.*"*

Esta clasificacion crea cuatro categorias (I, II, Il y IV) segun el tipo de enlace que se rompe en el
rearreglo de la estructura.’”* En la primera categoria se pierde el enlace C16-C21, dando lugar a
estructuras tipo cleavamina (Figura 2.31). Este tipo de moléculas forma parte de los alcaloides de la
vinca, compuestos diméricos como vincamina y vincristina, conocidos por su potente accidn
antitumoral, ya que son inhibidores de la polimerizacién de microtlbulos (citoesqueleto).’”* La
obtencidén de un analogo (vinorelvina) ha sido llevada a cabo de forma semisintética a partir de
catarantina y vindolina, un alcaloide de la familia aspidosperma. El enlace C16-C21 se pierde por la
ruptura oxidativa en presencia de cloruro de hierro (lll), formando un intermedio iminio, el cual es

atacado por el anillo aromatico de la vindolina para formar el nuevo enlace C-C. En un segundo paso,



2. Antecedentes

el iminio se reduce con borohidruro de sodio para dar el producto final conteniendo la estructura

tipo-cleavamina.

La segunda categoria contiene andlogos donde el anillo de tetrahidroazepina ha sido contraido
a5 o 6 miembros. Para su obtencién semisintética es necesario generar estructuras tipo indolenina
(Figura 2.32), las cuales son tratadas en medio acido (acuoso o anhidro) para generar los productos
rearreglados. En el primer caso (medio acuoso), el ataque de la isoquinuclidina se da sobre la imina
de la indolenina, para formar un nuevo ciclo de 5 miembros (voatinggina). En cambio, en medio
anhidro (solvdlisis en TFA), el ataque es sobre la posicién adyacente, para generar un nuevo ciclo de
6 miembros (tabertiggina). En ambos casos se forma una nueva insaturacién tras la ruptura del
enlace N4-C21, el cual finaliza formando un sistema conjugado con la cetona (enona) lo que

promueve el avance de la reaccidn; dificilmente este tipo de rearreglo ocurra sin una cetona en

posicion C19.

i) Vindolina
FeC|3
- = MeO
N com
H  COMe ii) NaBH,
catarantina - -

H
cleavamina

b4
—
—\

N H //002Me
Me

vinorelvina MeO

Figura 2.31 Obtencidon semisintética de alcaloides de la vinca, por ruptura oxidativa de C16-

C21 de catarantina. Estructura de cleavamina, post-iboga tipo | (C6+C5+C9+Cé).
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AcOH,

HQOV

(-)-tabertinggina

Figura 2.32 Obtencidn semisintética de alcaloides post-iboga Tipo II.

La ruptura del enlace N4-C3 (post-iboga tipo Ill) implica la pérdida del sistema biciclico de la
isoquinuclidina (Figura 2.33), para dar un sistema de anillos fusionado que recuerda a algunos
andlogos obtenidos con fines quimico-medicinales (ver Figura 2.27 y 2.29). Inicialmente, la reaccidn
de un derivado de catarantina (con el N-inddlico protegido) con bromuro de cianégeno da lugar a
una cianamida. La ruptura se da de forma regioselectiva (N4-C3), sin observar otros productos que
se podrian obtener por la ruptura de los otros dos enlaces sigma del nitrégeno (N4-C5 y N4-C21). EL
autor completa una secuencia sintética mediante la sustitucién del bromuro por un hidroxilo, y la
hidrélisis de la cianamida para obtener la amina libre, lo que permite la sintesis de un producto

natural ((+)-20-epi-3-hidroxi-3,4- secocoronaridina).

3

2 4 AcOK
N CNBr DMSO, 50°C
\ - - N _
21 THF, 23°C MeO,C~ K,CO,4
Meo,&  CO2Me 86% MeOC ™y 67h49%H, 23°C H
. % (dos pasos) ~OoH
AcOH
H,0, 135°C
—_—
K2COj3 o .
MeOH, 23°C MeO,C T (+)-20-epi-3-hidroxi-3,4-secocoronaridina
70% (dos pasos) ~

Figura 2.33 Obtencidn semisintética de alcaloides post-iboga tipo Ill.

La ultima categoria de esta clasificacion, post-iboga tipo IV, refiere a analogos obtenidos por
oxidaciéon de la porcion inddlica de la molécula, que pueden dar lugar a estructuras tipo
pseudoindoxilo o ruptura del enlace C2-C7 (Figura 2.34). En este caso, el trabajo de She et al.*°
utiliza la 7-hidroxiindolenina de la ibogaina para producir iboluteina, un espiro-compuesto que se
obtiene por rearreglo en medio bésico. Es posible promover la ruptura oxidativa del enlace C2-C7

por tratamiento de la 7-hidroxiindolenina con perdxido de hidrégeno; en este caso se utiliza el
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derivado oxidado en C3 (lactama), presumiblemente, para evitar reacciones secundarias de oxidacion

de la isoquinuclidina por parte del perdxido.

MeQ MeO
NaOH, MeOH iboluteina
— > (derivado pseudoindoxilo)
A
90%
MeQ MeO
H,05 30% o
DCM ervaoffina D

(ruptura C2-C7)
90% N
H O

Figura 2.34 Obtencidn semisintética de alcaloides post-iboga tipo IV.

Como se observa, estas estructuras tienen una reactividad diversa; algunos de estos compuestos
rearreglados distan bastante de la estructura de ibogaina por lo que es de esperar que tengan un
perfil de actividad bioldgica diferente. Nuestro interés estard puesto en la exploracién de un espacio
quimico préximo al del compuesto de referencia (ibogaina), con el fin de establecer reglas claras de

relacion estructura-actividad.
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2.4.2 Fuentes naturales de alcaloides de la iboga y origen biosintético

2.4.2.1 Origen biosintético

Los alcaloides de la iboga son un grupo de alcaloides monoterpeno-inddlicos (MIA) que
provienen biosintéticamente de la 3a-estrictocidina, la cual se genera por la condensacidén de
triptamina y secologanina (Figura 2.35).1% La secologanina se produce, a su vez, a partir de geraniol,

de alli el origen mono-terpénico (C10) de estas estructuras.

0 =
NH2 A\OG'U
N MeO.__‘x_O
N
H (0]
Triptamina Secologanina 3a(S)-estrictocidina

Figura 2.35. Formacidn de estrictocidina.

La 3a-estrictocidina da origen biosintético a multiples grupos de alcaloides monoterpeno-
inddlicos (Figura 2.36). La pluripotencialidad estructural de este intermedio biosintético estd dada
por la existencia ‘enmascarada’ de dos funcionalidades aldehido dentro de la porcidn terpénica, en

conjuncién con la libre rotacién del metileno que une ambos ciclos de 6 miembros.

N
H CO,Me
yohimbina tabernsonina
(corinante) (aspidosperma)
N
\ /
N CO,M
MeO,C H 2he
ajmalicina catarantina
(corinante) (iboga)

camptotecina
(quinoleina)

ajmalina
(corinante) quinina
(quinoleina)

Figura 2.36. Estrictocidina como intermediario biosintético comdn a alcaloides

monoterpeno-indélicos (MIA).
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Estructuralmente se pueden clasificar los MIA en funcidn del patrdn estructural del esqueleto
carbonado de la porcidn terpénica de la molécula (Figura 2.37). De esta forma, abordamos la
complejidad estructural de tan diverso grupo de productos naturales agrupandolos como: alcaloides

de la aspidosperma, corinante o iboga.

N\ \
\

MeO,C H CO,Me
ajmalicina tabersonina catarantina

|

l |
\—t /\)\)\/
(corinante) (iboga)

(aspidosperma)

Figura 2.37. Identificacion estructural del esqueleto carbonado proveniente de la porcidn

monoterpénica (C10). Clasificacién por grupo de alcaloide.

La deshidrosecodina —que se produce a partir de estrictocidina— es el precursor comun a los
alcaloides de la iboga y la aspidosperma (Figura 2.38). La deshidrosecodina cuenta con dos sistemas
diénicos (indicados en rojo y azul en la Figura 2.38), los cuales pueden actuar, de forma alternativa,
en reacciones de cicloadicién [4+2] junto con un doble enlace del otro dieno. Esta posibilidad ‘pivot’
da lugar a una diversidad estructural muy importante; las enzimas que controlan este proceso se
conocen como dielsalderasas.'?-1%8 Nétese los aspectos estereoquimicos de este paso biosintético;
la deshidrosecodina no cuenta con centros quirales en su estructura, pero los alcaloides de destino
cuentan con tres carbonos quirales (Figura 2.38). Ademas, el mismo intermedio da lugar a alcaloides
de la iboga de series enantioméricas distintas, (+)-catarantina y (-)-voacangina, controlado por la

magquinaria biosintética de la célula.??*-1%

N
N\
= N CO,Me N
Q/\ _

N ’catarantinal ¥ \
V4

N
H CO,Me

(iboga)
N\ = ’coronaridinali

H CO,Me N
deshidrosecodina \ —
N ~—
"

CO,Me

tabersonina ¥
(aspidosperma)
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Figura 2.38. Estructura de deshidrosecodina. Biosintesis del esqueleto carbonado via

cicloadicion [4+2].

2.4.2.2 Fuentes naturales

Los alcaloides de la iboga y la aspidosperma son encontrados principalmente en plantas de la
familia Apocynacea, que incluye los géneros: Tabernanthe, Voacanga, Tabernaemontana,
Catharantus, Corynanthe, y Aspidosperma, y cuenta con mas de 2000 especies.'”” EL perfil y
distribucién de alcaloides entre las distintas partes anatémicas de la planta es muy variable,
tendiendo a concentrarse en la raiz, mas especificamente en su corteza. Este hecho brinda indicios
del rol quimico ecoldgico de estos metabolitos secundarios, que posiblemente protegen a la planta
del ataque de herbivoros subterrdneos, lo que se condice con la accidn antihelmintica y

antiparasitaria reportada para compuestos de esta familia.?®

El contenido reportado de alcaloides (% m/m del material vegetal seco) para distintas especies
vegetales es variable (Tabla 2.8), y esta afectado por factores como: el método de extraccion, el
método de andlisis y la variabilidad entre individuos de la misma especie. La variabilidad
interindividual es esperable, ya que se trata de metabolitos secundarios que modifican su distribucién
y concentracidn seguln las condiciones ambientales (condiciones de cultivo, tipo de suelo, época del
afio, estrés hidrico, fotoperiodo) y propias de la planta (edad de la planta, periodo de
floracion/fructificacion, etc.). Ademas, hay que resaltar, que los valores informados como parte de la
Tabla 2.8, no son Unicamente rendimientos de extraccidon aislados, sino datos obtenidos por
estimacion luego del andlisis por HPLC o GC (MS) de una pequefia muestra de material vegetal. Este
tipo de estimaciones tiende a informar cantidades diferentes de contenido de alcaloides en
comparacion al aislamiento preparativo por motivos como: cromatogramas de muestras complejas
con baja resolucién entre analitos; utilizar estdndares internos con estructura sustancialmente
diferentes a la de los analitos (ej. cafeina); el método de extraccidn de una muestra analitica no tiene

en cuenta las pérdidas del proceso de purificacién cuando se trabaja a escala preparativa.

Especie Ibogaina Ibogamina Voacangina Coronaridina Catarantina

T. iboga?01-204 0,27-0,32 0,097-0,40 0,043-0,28 NR NR

V. africana®® 0,25 TR 1,67 TR NR

T. arborea?’42% 0,27 0,036 0,96 0,073 NR
C. roseus?® NR NR NR NR 0,003-0,099

T. alba®* 0,046-0,22 0,042-0,30 0,033-0,96 0,075-0,52 NR

T. donnell?* 0,069-0,74  0,028-0,032 0,21-0,44 0,046-0,23 NR

T. amygdalifolia®®* 0,047 0,76-0,96 0,19-0,22 1,092-1,38 NR

Tabla 2.8 Especies representativas de la familia Apocynacea y su contenido de alcaloides

(% m/m). NR: no registrado. TR: trazas (<0,01%). Las referencias: 203-2% son rendimientos
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calculados a partir de anélisis por GC o HPL (MS). Las referencias: 2292 son rendimiento

aislado del alcaloide. Adaptado de lyer et al.!

Teniendo en cuenta estas observaciones, del anélisis de la Tabla 2.8 se desprende que
catarantina se encuentra en baja proporcién en plantas del género Catharantus, donde fue
identificada originalmente.?® A su vez C. roseus, no produce ibogaina ni otros congéneres de la serie
enantiomérica opuesta. Por el contrario, las especies mostradas pertenecientes a los géneros
Tabernanthe, Tabernanthemontana y Voacanga, producen una cantidad mayor de alcaloides en
términos generales, todos de la serie enantiomérica de ibogaina, con distinto patrén de sustitucién
(ver estructuras Tabla 2.5). Como ya fue mencionado en la introduccién, la ibogaina es el alcaloide
mas abundante en el extracto de raiz de Tabernanthe iboga (fuente original), donde se encuentran
también otras estructuras similares. Ademas de los compuestos con la estructura basica de (-)-
ibogamina, el extracto también incluyen variaciones como derivados pseudoindoxilo

(iboluteina)(rendimiento no informado).¢

El aislamiento directo de ibogaina de T. iboga se ha vuelto problematico debido a su alta
demanda por parte de la creciente subcultura médica,® existe hoy en dia una comunidad global de
personas que proporcionan terapia con ibogaina para el tratamiento del trastorno por uso de
sustancias (TUS) en entornos médicos alternativos.’ Con este fin, las dosis utilizadas son de la escala
de gramos por individuo (10-35 mg/kg del alcaloide puro en forma de clorhidrato). Si bien el
porcentaje de extraccién desde la fuente natural (~0,3%) es apreciable —desde un punto de vista
farmacogndstico— resulta totalmente insuficiente para la demanda global. Estos hechos han tenido
un impacto negativo en la disponibilidad de la planta en Africa Occidental debido a una sobre-
explotacién no controlada.?®’” Ademas de estas preocupaciones ambientales, T. iboga también es
considerada sagrada en la disciplina espiritual tradicional de los Bwiti, donde desempefia un
importante papel cultural, especialmente en Gabdn, donde el acceso a la planta ha sido
amenazado;?®>?7 por tanto es necesario la busqueda de fuentes alternativas, promover practicas de

cultivo sustentable, con un enfoque humanitario y respetuoso de la cultura Bwiti.?®®

La especie Voacanga africana ha sido cultivada sistematicamente por mas de 30 afios a gran
escala en Africa central (Ghana, Gabén, Camerin, Guinea Ecuatorial), en granjas de cultivo
especializadas.?”” La motivacidon econdmica para su cultivo es la venta y exportacion de sus semillas

(1600 toneladas anuales),?? las cuales contienen alcaloides inddlicos: vincamona, vincanol y su
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derivado metilado (Figura 2.39),%! siendo una especie mucho més abundante y con una distribucién

geografica mas amplia que T. iboga.?”

HO MeO

Vincamona Vincanol O-metil-epi-Vincanol

Figura 2.39 Estructura de los alcaloides encontrados en la semilla de V. africana.

Aunque la composicién cualitativa de alcaloides en la corteza de tallo y raiz de V. africana ha
sido descrita previamente, 7210212 pocos estudios muestran un anélisis cuantitativo de su
composicién. Una estimacidon del contenido de voacangina —el principal alcaloide— utilizando
métodos analiticos proporcioné ~1,67% del peso seco en la corteza de raiz (Tabla 2.8).%% Por otro
lado, sélo unos pocos estudios informan rendimientos aislados de voacangina (por ejemplo, ~0,5%
del peso seco de la corteza de tallo) y procedimientos de extraccion detallados (que se veran en
detalles en la seccién 4.1).202213 |_a voacangina permite la preparacidn semisintética de ibogaina en
un procedimiento que implica la hidrélisis basica seguida de descarboxilacién &cida.?** En
comparacion con la extraccidn directa desde T. iboga, la ibogaina producida mediante este proceso
suele tener mayores niveles de pureza, debido a la ausencia de otros alcaloides estructuralmente

relacionados de dificil separacién (ej. ibogamina e ibogalina).

Recientemente, se ha reportado la presencia de cantidades significativas de voacangina en
algunas especies de Tabernaemontana de origen americano (Tabla 2.8), nuevamente estimados luego
del anélisis por GCMS del extracto entero de una pequefia muestra de material vegetal.204205215 G;j
bien resulta promisorio buscar especies autdctonas del continente americano como proveedores de
alcaloides de la iboga, no se cuenta con una plantacién comercial activa, como es el caso de Voacanga

africana.
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3 Objetivos y estrategia metodoldgica

El objetivo general del trabajo consistio en generar analogos de ibogaina con potencial

antidepresivo y menor perfil de cardiotoxicidad.

Definimos que el espacio quimico a recorrer deberia ser proximo al del alcaloide natural, con el
fin de establecer perfiles claros de relaciéon estructura actividad, mediante modificaciones
estructurales discretas. Con este fin, la estrategia seleccionada fue semisintética, es decir nos
propusimos generar modificaciones estructurales utilizando como material de partida el producto
natural. Para ello, fue necesario tener acceso a una fuente de material vegetal adecuada y confiable
que permitiera la obtencién de alcaloides de la iboga, en cantidades suficientes para permitir la

sintesis de los analogos disefiados (ver seccién 4.1).

Con respecto a las modificaciones estructurales propuestas, las mismas no estuvieron basadas
en un disefio racional, sino en la generacion de analogos con la mayor diversidad estructural posible.
En este sentido se pretendid contar con una biblioteca amplia de compuestos para, luego de la
obtencién de los datos de evaluacidn bioldgica, guiar nuevos disefios en base a perfiles de
estructura/actividad mediante ciclos sucesivos de quimica medicinal. En ese sentido, se estudiaron
tres grupos de modificaciones estructurales basadas en la posibilidad de alterar la estructura
quimica por diversas reacciones de funcionalizacién, en especial utilizando reacciones de oxidacién

e interconversidn de grupos funcionales (ver seccidn 4.2).

Para la estimacidn del potencial antidepresivo de los compuestos sintetizados, se propuso la
evaluacién in vitro de la inhibicién del transportador plasmatico de serotonina humano (hSERT)
transfectado en células HEK293. A su vez, teniendo en cuenta que ibogaina también inhibe el
transportador plasmatico de dopamina (hDAT) y el vesicular de monoaminas (VMAT2), se decidid
expandir el estudio para evaluar la inhibicidn de los nuevos compuestos sobre distintos sistemas de
neurotransmision. El ensayo utilizado esta basado en el uso de sondas fluorescentes que son sustrato
de los transportadores, y el mismo se encontraba optimizado y se realizaba de forma rutinaria en el
laboratorio del Prof. Dalibor Sames (Universidad de Columbia) donde se llevd a cabo una pasantia

de investigacidon como parte de esta tesis doctoral (ver seccion 4.3)

El perfil de cardiotoxicidad fue estimado in vitro, mediante ensayos de inhibicion del canal de
potasio hERG mediante la técnica de patch clamp. La cantidad de compuestos ensayados en este caso

fue muy limitada, debido al costo y complejidad del ensayo en cuestion (ver seccidn 4.3).
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Por lo tanto, los objetivos especificos del presente trabajo pueden resumirse de la siguiente

manera:

|. La optimizacién de la extraccién de alcaloides de la iboga desde una fuente natural, asi
como el estudio de la composicidn del extracto y el asilamiento/purificacién de alcaloides

para ser utilizados como materiales de partida en sintesis quimica.

” La generacidn de diversidad estructural mediante modificaciones quimicas a partir de los

productos naturales.

”l El estudio de la actividad bioldgica de los compuestos sintetizados sobre transportadores

de monoaminas humanos y el canal de potasio hERG

Extraccion de PN

« Buscar una especle vegetal adecuada

« Optimizarla extraccion de sus
alcaloides

Busqueda de diversidad estructural

« Q(enerar una biblioteca de analogos
semisintéticos

« Estudiar la reactividad del esqueleto iboga

Evaluacion biolégica in vitro
» Cultivo celular (HEK293)

* Inhibicion de SERT

« Definir lideres

Figura 3.1 Resumen grafico de los objetivos especificos.

Alcaloides de la iboga: modificaciones estructurales y evaluacion de su potencial antidepresivo
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4 Resultados y discusion

En el presente capitulo se exhiben y discuten los resultados obtenidos, ordenados en tres
secciones segun el objetivo especifico abordado. En la Seccidn 4.1 se describe la extraccion de
alcaloides de la corteza de la raiz de Voacanga africana, la caracterizaciéon quimica del extracto
obtenido y la optimizacién del protocolo de extraccién. La Seccidn 4.2 aborda las transformaciones
guimicas realizadas en los alcaloides de la iboga aislados, para la generacion de una biblioteca de
analogos de ibogaina. Por ultimo, la Seccidn 4.3 muestra los resultados de la evaluacion bioldgica de
los compuestos preparados, en su capacidad como inhibidores de transportadores de monoaminas;

adicionalmente se evalla la inhibicién del canal hERG para anélogos seleccionados.

4.1 Obtencion de alcaloides de la corteza de raiz de Voacanga africana

Como fue expuesto en el apartado 2.3.3, las fuentes naturales de alcaloides de la iboga son, en
su mayoria, plantas de la familia Apocynaceae. La especie Tabernanthe iboga originaria de Gabén y
zonas cercanas en Africa central, de donde fue aislada originalmente la ibogaina en la corteza de su
raiz, se encuentra actualmente en peligro de extincion por la alta demanda del alcaloide generada
por clinicas de tratamiento de adicciones, situadas en paises con regulaciones laxas respecto a esta
sustancia® (recordemos que ibogaina no ha culminado la etapa de desarrollo clinico, ni ha sido
aprobada por agencias reguladoras de medicamentos con este fin). A su vez, el contenido de ibogaina
en la corteza de la raiz de T. iboga es bajo (0,27-0,32%),>° y la presencia de otros alcaloides
estructuralmente muy relacionados como ibogalina y tabernantina (apartado 2.3.3), hacen dificil la
separacion y purificacion de los mismos; por tanto, se descartd esta especie para acceder a los

materiales de partida de interés.

Frente a la necesidad de busqueda de especies alternativas para acceder a alcaloides de la iboga
en las cantidades necesarias —de gramos, para este proyecto—, y considerando la oferta de material
vegetal disponible comercialmente, la corteza de raiz de Voacanga africana se presentd como una
alternativa apropiada. En la literatura, trabajos previos como el de Jenks et al. reportaban la
extraccidn de alcaloides (como voacangina (2)) a partir de la corteza de la raiz de esta especie, y
apuntaban a la produccidn semisintética de ibogaina a partir de ellos.? El proceso reportado consistia
en mdltiples etapas de extraccién en batch del material vegetal con &cidos diluidos (HClL o AcOH),
precipitacion mediante agregado de hidrdxido de amonio, y sucesivas etapas de reparto liquido-
liquido con el fin de enriquecer al extracto en los compuestos de interés. Dicho protocolo fue
desarrollado buscando viabilizar el proceso en laboratorios de bajos recursos como una forma de
acceder a ibogaina para su uso en clinicas de tratamientos de adiccidn, por lo que evita incluir
procedimientos mas complejos como purificacion cromatografica y destilacion a vacio. Se propuso
entonces, llevar a cabo un estudio cuali- y cuantitativo de los alcaloides presentes en la corteza de

raiz de Voacanga africana, y optimizar un procedimiento para la extraccion y purificacion de
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alcaloides a partir de la misma, con la intencién de usarlos como materiales de partida para el

proyecto de quimica medicinal desarrollado en nuestro grupo.

4.1.1 Optimizacién de la extraccion a escala de laboratorio

4111 Extraccién acido-base

La primera accidon fue replicar el protocolo reportado por Jenks a escala de laboratorio,
proponiendo adaptaciones que incluyeron: centrifugado, cromatografia en columna y evaporacion a
presion reducida. Se trabajé inicialmente en escala de 50 g de material vegetal, lo que permitid la
caracterizacion del extracto de forma cuantitativa, aislando los constituyentes de forma pura. Se
identificaron como constituyentes principales del extracto los alcaloides voacangina (2) y voacristina
(3), asi como los alcaloides bis-inddlicos voacamina (4) y voacamidina (5), (Figura 4.1.1). Estos
alcaloides diméricos poseen una unidad de voacangina (alcaloide de la iboga) y una unidad de
vobasina (destacada en azul, Figura 4.1.1), y son regioisdmeros, difiriendo Gnicamente en la posicion

de sustitucion de la unidad de vobasina sobre el nicleo aromaético de 2.

MeQ MeQ,

N . N .
; é‘\ H 5\
© OMe © OMe
Voacangina (2) Voacristina (3)

Voacamina (4)

Voacamidina (5)

Figura 4.1.1 Estructura de alcaloides identificados en la corteza de raiz de Voacanga africana.

Si bien todos los compuestos identificados (Figura 4.1.1) se encontraban previamente
reportados, no existian datos en cuanto al rendimiento de extraccidn a escala preparativa, que resulta
de especial interés para la viabilidad del proyecto. En la Figura 4.1.2, se esquematiza el proceso de
extraccidn, el cual comienza por una extraccién con acido clorhidrico diluido (1%) que solubiliza los
alcaloides de interés en su forma protonada. La maceracidn dindmica (agitacién magnética
constante) se repite 6 veces, con el fin de agotar el material vegetal en voacangina (2), lo que fue
constatado por TLC. Se ensayaron mlltiples materiales para la filtracién y recuperacidn del material
vegetal; el mejor resultado se obtuvo con tela no tejida (TNT) de matriz celuldsica, que permitid un

filtrado rapido, y la facil recuperacidn del material para su re-extraccion.
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Reextraccion

i) Separacion

;,.u- UA ’, corteza de raiz 1% HCI

& YV _ : . Residuo

¥ \ 6‘ ii) Molienda vegetal
Y

Voacanga africana Filtrado (TNT)
i) Acetona
Centrifugado

ii) Filtrado (papel)
-

iii) Evaporacion NH;OH (cc)

precipitacion
pH-10

secado (60°C)

Pool de extraccion
acida

0,85%  Voacangina (2)

ALCALOIDES
TOTALES

0,38%  Voacristina (3)

Cromatografia 2,41% Voacamina (4) : Voacamidina (5)

Figura 4.1.2 Esquema del protocolo de extraccién en medio acido acuoso.

Posteriormente el conjunto de los extractos acuosos acidos se lleva hasta pH 10 mediante el
agregado de solucién concentrada de hidrdxido de amonio. Se produce un precipitado amarronado
de aspecto amorfo (base libre de alcaloides) y tamafio de particula muy pequefio, que dificulta
enormemente la filtracidon por papel. Se optd por recurrir a la centrifugacion, lo cual permitié la
separacion del sélido, que se secd a presidn atmosférica, a 60 °C durante la noche. El sélido de
aspecto térreo se disuelve en acetona, y la fase orgénica resultante se filtra por papel, con el fin de
eliminar pequefias impurezas del material vegetal. EL disolvente se evapora a presion reducida dando
lugar a un extracto de alcaloides totales que representa el 5% en masa del material vegetal utilizado.
Por altimo, la mezcla de alcaloides totales es adsorbida en silicagel, y se utiliza para la siembra
sélida de un proceso de purificacién por cromatografia en columna. Se aisla de esta manera, 0,85%
de voacangina (2), 0,38% de voacristina (3), y 2,41% de una mezcla de alcaloides diméricos voacamina

(4) y voacamidina (5), inseparable por cromatografia en columna.

La mezcla de alcaloides bis-inddlicos —cuya composicidn exacta se desconocia en un
comienzo— se recristalizé de metanol, obteniéndose voacamina (4) pura. Los cristales obtenidos, de
color rosa-violaceo, presentaron la calidad suficiente para andlisis por difraccion de rayos X de
monocristal (Figuras 4.1.3 y 4.1.4). Adicionalmente, se realizd una caracterizacién completa mediante
espectroscopia de RMN; la Figura 4.1.5 muestra el espectro de protén completamente asignado
(C-RMN vy experimentos bidimensionales en Anexo | - Espectros seleccionados). El alcaloide

minoritario fue aislado y caracterizado més adelante como voacamidina (5) (ver Figura 4.1.8).
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-

Figura 4.1.3 Diagrama ORTEP de voacamina (4). Los elipsoides se representan con un 30% de

probabilidad. El agua de cristalizacién se omite para una visualizacién mas clara.

Figura 4.1.4 Diagrama ORTEP de la celda unidad asimétrica de voacamina, obtenida por
difraccion de rayos X de monocristal. Se observan tres unidades independientes de voacamina
y moléculas de agua conectadas por interacciones N-H-OH: enlace de hidrdgeno

(representados por lineas punteadas azules). Los elipsoides se representan con una

probabilidad del 30%.
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Figura 4.1.5 Espectro de *H-RMN del alcaloide bis-inddlico voacamina (4) en CDCls. Se muestra
la asignaciéon completa de las sefiales con ndmero; la notacién a/b refiere a protones

diasterotdpicos.

4.1.1.2 Extraccion directa con solvente organico

En un esfuerzo por simplificar el procedimiento de aislamiento y evitar la secuencia de pasos de
precipitacion, filtracidn y centrifugacion, se ensayd un método de extraccidn directa con solventes
organicos en medio basico. Inicialmente, se realizd una seleccidn de solventes, mediante un cribado
a baja escala, que incluyé el ensayo de metanol, acetato de etilo, acetona y hexano como potenciales
solventes de extraccidn. Se extrajo 0,3 g de corteza de raiz de Voacanga africana en presencia de
NaHCOs sélido (10%) y 5 mL del solvente en cuestidn. Se filtré el material vegetal y evaporé el
solvente a presidn reducida, el extracto seco y pesado se retomd en cloroformo deuterado con ayuda
de ultrasonido para una completa disolucién. A la muestra se agregaron 5 uL de tricloroetileno para

ser utilizado como estandar interno y asi estimar el contenido de 2 y 4 en cada caso.
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Figura 4.1.6 Cribado de solventes organicos para extraccidn de raiz de V. africana. Analisis de
extractos crudos por RMN con estandar interno (5uL de tricloroetileno). Se muestra la
estructura de voacangina (2), en rojo los protones (y su desplazamiento quimico) que fueron
usados para la cuantificacion, destacados en espectro con flechas de color anaranjado. La
estructura de voacamina (4) se excluye para una mejor visibilidad, las sefiales diagndsticas
tomadas para la cuantificacidn en este caso fueron: 5,31; 5,12; 2,58 y 2,46 ppm, (ver espectro y

asignacion en Figura 4.1.5).

Se analizaron los extractos crudos por *H-RMN (Figura 4.1.6) comparando sus espectros con los
de voacangina (2) y voacamina (4) puros (no se consideraron los otros alcaloides por encontrarse en
proporcién menor). Fueron seleccionadas sefiales caracteristicas de cada estructura, que pudieran
identificarse de forma clara y aislada dentro del espectro del extracto crudo. En el caso de 2, estas
sefiales fueron las de 2 protones aromaticos (6,93 y 6,80 ppm), asi como las sefiales correspondientes
al metoxilo de la porcidn aromatica (3,84 ppm) y el metoxilo del éster metilico (3,71 ppm). En el caso
de 4, las sefiales seleccionadas fueron: 5,31y 5,12 ppm, pertenecientes al esqueleto de vobasina, y
2,58 y 2,46 ppm, correspondientes al N-Me (22') y al metoxilo del éster metilico (16") (ver Figura
4.1.5). Tras la integracidn y comparacidn con la sefial del estandar —tricloroetileno (6,5 ppm (s))— se
pudo estimar las cantidades de 2 y 4 presentes en el extracto, lo que permitid la elaboracién de la

Tabla 4.1.
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Solvente Masa del Cantidad es,.timada Cantidad est.imada . % dt:: alcaloides de
extracto de Voacamina (4) de Voacangina (2) interés en el extracto

Hexanos 14 mg 5,3 mg 3,8 mg 65%

MeOH 76 mg 14,0 mg 4,5 mg 24%

AcOEt 30 mg 18,9 mg 4,7 mg 79%

Acetona 43 mg 28,6 mg 7,7 mg 84%

Tabla 4.1 Cribado de solventes organicos para la extraccién directa de alcaloides en medio
bésico. EL % de alcaloides de interés se calculd como la suma de las cantidades estimadas de

2y 4, con relacidn a la masa total del extracto seco.

La mezcla de hexanos (entrada 1) mostrd una baja eficiencia como solvente de extraccidn, ya
que extrae Unicamente 14 mg a partir de 0,3 g de material vegetal; por el contrario, MeOH (entrada 2)
extrae una gran cantidad de masa (76 mg) pero el extracto obtenido es pobre en los compuestos de
interés. AcOEt y acetona (entrada 3 y 4) tuvieron un mejor desempefio, con un alto porcentaje de
compuestos de interés en el extracto final. Se selecciond la acetona, ya que recuperd la mayor

cantidad de voacamina y voacangina, que representa un ~84% de la masa del extracto total.

El proceso se escald a 100 g de material vegetal, para comparar rendimientos aislados a escala
preparativa con el protocolo previo de extraccién acido-base (punto 4.1.1.1). La maceracién fue
asistida por ultrasonido, en base a reportes de literatura que indican que el mismo permite una mayor
penetrabilidad del solvente en el tejido vegetal.®* Un esquema del proceso de extraccion desarrollado

puede verse en la Figura 4.1.7.

Reextraccion

P Residuo
ii) Molienda vegetal

x ’, i) Separacion
N/ corteza de raiz
‘(_';f s .\ ‘

| ultrasonido
! (20min)
Voacanga africana i) Filtrado (papel)
)

ii) evaporacion

D

Adsorcion SiO, \

<«—————— |ALCALOIDES )
TOTALES

Voacangina (2) 1,1%

Evaporacion
Voacristina (3) 0,46% =-——

Voacamina (4): Voacamindina(5) 2,9%

Cromatografia

Figura 4.1.7 Esquema del procedimiento de extraccion directa con solventes organicos en

medio basico.

Fueron necesarias 4 extracciones en batch para agotar el material vegetal en voacangina (2), lo
que se constatd por TLC del sobrenadante. El filtrado se realizé por papel de forma eficiente y répida.

Los extractos combinados se evaporaron a vacio para obtener un material crudo, al cual llamamos
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extracto de alcaloides totales, que representa un 10% en masa del material vegetal utilizado. El
mismo se adsorbié en silicagel y se sometié a cromatografia en columna para aislar los mismos
alcaloides principales que en el procedimiento de extraccidn acido-base. Los rendimientos aislados
promedio y la desviacion estandar (para n=3) son expresados como % del peso seco de la corteza de
raiz: 1,1+ 0,2 para voacangina (2), 0,46 + 0,02 para voacristina (3) y 2,9 + 0,2 para la mezcla de dimeros

voacamina (4) y voacamidina (5).

Con el fin de caracterizar la mezcla de alcaloides bis-inddlicos —de los cuéles el Unico
constituyente aislado e identificado era voacamina (4) (Figura 4.1.5)— ésta se analizd por LC-MS
(ESI), donde se resolvieron tres picos principales con una proporcién relativa (1,87 : 1: 0,22), todos
mostrando el mismo ion (m/z= 353) correspondiente al [M+2H]?* (Figura 4.1.8), sugiriendo que se
trataba —muy probablemente— de isdmeros de voacamina (4). La purificacidén por TLC preparativa
permitid el aislamiento de cantidades suficientes del segundo compuesto mas abundante, que fue
identificado como voacamidina (5) mediante asignacion por espectroscopia de RMN (Figura 4.1.9).
Desafortunadamente, no fue posible separar suficiente cantidad del compuesto minoritario para una
caracterizacién completa, aunque al ser la masa del ion molecular la misma que la de 4 y 5, esto
sugiere que podria compartir la estructura iboga-vobasinilica, dando lugar a otro regioisémero con

los mismos motivos estructurales (Figura 4.1.1).

La proporcidon relativa, establecida por HPLC, para la mezcla de alcaloides bis-inddlicos
extraidos con acetona se asemeja —dentro del error esperado— a la observada en el espectro
'H-RMN de la mezcla (Figura 4.1.10) (1,87 : 1:0,22) vs (1,75 :1:0,24). Si se observa con detenimiento
la regidn de 4,85 a 5,80 ppm, se identifican las sefiales correspondientes a H11y H11' (Figura 4.1.10)
que tienen distinto desplazamiento en 4 (5,10 ppm) que en 5 (5,55 ppm). La sefial H2 (5,31 ppm)
corresponde al protdn de alqueno del residuo vobasina, y tiene el mismo desplazamiento para 4y 5,
por esta razon en los espectros la sefial integra como la sumatoria de los constituyentes. Ademas,
se distingue una tercera sefial, en menor proporcién (5,46 ppm) que se atribuye al isdmero

minoritario que no pudo ser aislado; asumimos que se trata de una sefial analoga a H11, (H11").
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Figura 4.1.8 Anélisis LC-MS de la mezcla de alcaloides bis-inddlicos obtenidos por extraccion
con acetona de la corteza de raiz de Voacanga africana. Se observa el cromatograma de
absorciéon UV (254nm), con 3 picos principales en proporcién (1,87 : 1:0,22), y un espectro de
masa (MS)(ESI) para el compuesto mayoritario (m/z: 353) a modo representativo, ya que el MS
fue igual para los tres picos. Condiciones cromatograficas: (Kinetex C18-EVO (150 x 4,6 mm) 5

um), gradiente: To 20%B, Tsmin 50%B , T1iomin 98 %B. A: 0,1% acido férmico, B: MeCN.)

Si se realiza el mismo andlisis comparativo en el espectro de RMN, de la fraccidn de alcaloides
bis-inddlicos obtenidos por extraccién acido-base (punto 4.1.1.1), se observa que la proporcién
relativa de los componentes es diferente (3,45 : 1 : 0,33)(Figura 4.1.10). Esto podria explicarse por
una diferencia de basicidad entre los compuestos; es decir, si voacamina (4) es mas bdasica que
voacamidina (5), entonces se vera protonada en mayor medida y serd mas soluble en el medio acuoso
de extraccion (HCLl 1%) (extraccién acido-base). Por el contrario, en acetona (extraccion directa con
solventes organicos), donde se extrae una mayor proporcién de voacamidina, la eficiencia del
proceso podria estar determinada por la diferente polaridad de los compuestos, y no por su

basicidad.
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Figura 4.1.9 Espectro de 'H-RMN del alcaloide bis-inddlico voacamidina (5) en CDCls. Se

muestra la asignacion completa de las sefiales con niUmero; la notacidn a/b refiere a protones
diasterotdpicos.
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Figura 4.1.10 Determinacidn de proporcidon de alcaloides bis-inddlicos por *H-RMN. Se apilan

los espectros de 4 y 5 puros, con los de la mezcla obtenida por extraccién con acetona y
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extraccion acido base, en la region de 4,85 a 5,80 ppm. La proporcidn se establece por

integracidn relativa de las sefiales aisladas.

El proceso desarrollado para la extraccidn directa de los alcaloides de raiz de Voacanga africana
con solvente orgdnico resulté mas corto y menos laborioso, ya que evita tediosos pasos de
centrifugacidn y filtracion. A su vez, los rendimientos de extraccién mejoraron sensiblemente, lo que
asegurd un suministro adecuado de alcaloides monoméricos voacangina (2) y voacristina (3) para la
generacién de diversidad estructural por semisintesis (ver 4.2), asegurando la viabilidad del

programa de quimica medicinal planteado.

A diferencia de voacangina (2), voacristina (3), aislada en menor proporcidn, no era un alcaloide
esperado en el extracto. Este alcaloide presenta un grupo hidroxilo en posicién C19, lo que resulta
interesante para funcionalizar la cadena etilica lateral del biciclo isoquinuclidinico e introducir
cambios estructurales a este nivel. A su vez, se establecieron como constituyentes mayoritarios del
extracto los alcaloides bis-inddlicos 4y 5, cuya cantidad y proporcidn relativa no estaban reportadas

en la literatura previamente.

4.1.1.3 Escalado del proceso de extraccidn directa con solvente organico

Al contar con un protocolo simple de extraccidn directa y purificacion de alcaloides optimizado,
se procedid al escalado del proceso, que implicé el empleo de 0,5 kg de corteza de raiz molida. Dicho
escalado se realizd en colaboracidon con el Laboratorio de Quimica Fina, Instituto Polo Tecnoldgico
de Pando (IPTP) y la empresa Siquimia S.R.L, que dispusieron de la planta fisica y un reactor
encamisado de 10 L respectivamente (Figura 4.1.11). En estas condiciones, la aplicacién de
ultrasonido durante el proceso de maceracion resultd inviable; por consiguiente, se empled agitacion
mecanica y calentamiento a 40 °C. La corteza de raiz se extrajo por lotes (5 x 4 L), y los extractos

combinados de acetona se concentraron al vacio para obtener 40 g (8%) de extracto crudo.

L
Extractionreactor(10L) Column chromatogrophy
0.5Kg scale for =40 g of extract

Figura 4.1.11 Registro gréafico de procedimiento de extraccion escalado para 0,5 kg de corteza

de raiz en un reactor de 10 L.
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El extracto crudo se purificd por cromatografia en columna, que desafortunadamente no
permitid la completa separacidn de los alcaloides de interés (debido a una escasa resolucidn, la cual
podria mejorarse al optimizar el tamafio de columna y los gramos de silica a usar por cantidad de
muestra). Para lograr la purificacidon de los componentes, fue necesario seguir un esquema de
purificacién como se esquematiza en la Figura 4.1.12, con sucesivas columnas cromatograficas para
cada fraccidn que constituyera una mezcla. Se obtuvo, tras el proceso de purificacién establecido:
4,1 g de voacangina (2)(0,82% del peso seco de la corteza de raiz), 2,2 g de voacristina (3) (0,45%) y
11,1 g de voacamina (4)(2,20%). Ademas, se obtuvo 4,72 g de una mezcla de alcaloides bis-inddlicos
no separable por cromatografia, conteniendo voacamina, voacamidina, y el dimero minoritario no

identificado, en una relacion de 1,7 : 1: 0,4, (0,94%)

Voacanga africana 0,5 kg

Acetona, NaHCO3

Extracto
4049

Cromatografia flash:
SiO,, AcOEt/ Hexano / 1%NH,OH

| o

Fa Fa Fe Fo Fe Fr Fe
1,30g 3549 0,669 0,589 1,359 3,049 17,229
Voacangina Voacristina (3)

Cromatografia flash:
g @)

SiO,, AcOEY/
Hexano/ 1% NH,OH

Cromatografia flash:
SiO,, AcOEY/
Hexano/ 1%NH4OH

Cromatografia flash:
SiO,, AcOEY/
Hexano/ 1%NH4OH

Precipitacién: MeCN/H,0

e

Fa1 Faz Precipitado Sobrenadante
0,209 0,40g 8,43g 8,819
Voacangina  Voacangina (2) Fea Fea Voacamine (4)
@ 0,15g , Fet Fep
+impurezas Voacangina (2) 0,899 2,669
Voacristina Voacamina (4) Cromatografia flash:
(3) SiO,,AcOEY/
Hexano/ 1%NH,OH
Voacangina (2): 4,08g (0,82%)
Voacristina (3): 2,249 (0,45%)
Voacamina (4):11,099g (2,20%)
Mezcla dimeros: 4,79 (0,94%) Far Fez Fas Fos
oropi 0,07g 0,57¢g 4,159 1,349
Tabernaricatine G (7): 0,07g (0,01%) Tabernag;:atina G Mei-+gim- Mei;?sim. impurezas

Figura 4.1.12 Esquema de purificacion del extracto obtenido a escala de 0,5 kg de material

vegetal.

Por otro lado, se pudieron identificar dos nuevos compuestos:
3-(2-oxopropil)voacangina (6) (0,15 g, 0,03%) y su analogo descarboxilado Tabernaricatina G (7)
(0,07 g, 0,01%), (Figura 4.1.13A). Estos alcaloides se encontraban descritos previamente en literatura
para plantas del género Tabernaemontana, pero no para Voacanga africana.”® Es de suponer que la
baja proporcidn de estos alcaloides en el extracto total impidié su identificacion en extracciones
anteriores a escala de 50-150 g (4.1.1.1y 4.1.1.2) y es mediante un aumento de la escala que resultan

aislables.
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Alternativamente, no se descarta la hipdtesis de que 6 y 7 puedan generarse durante el proceso
de extraccidn, por la adicidn de una unidad de acetona; en este sentido, la Figura 4.1.13B plantea un
posible camino de obtencidn de 6. El intermedio iminio 8 podria obtenerse en presencia de algin
agente oxidante en el medio de extraccién, como se aborda mas adelante (4.2.1), dicho intermedio se
produce, por ejemplo, en reacciones de oxidacién con iodo. Si 8 es atacado por un enolato, producido
a partir de acetona en medio basico (condiciones de la extraccidn) daria lugar a 6; el calentamiento
a 40 °C (que no fue empleado en anteriores extracciones) podria estar favoreciendo esta

transformacién.

En cuanto a 7, podria obtenerse a partir de ibogaina (1) de la misma forma que plantea la
Figura 4.1.13B; lo que resulta sorprendente, porque previamente no se detectd ibogaina (1) como
constituyente del extracto de alcaloides de V. africana. Una posible explicacidn es que 1 se encuentre
presente en cantidad de trazas, y reaccione por completo en estas condiciones de extraccién para
dar 7. No consideramos viable plantear que 2 o 6 podrian descarboxilarse en el medio de reaccidn,

ya que esta transformacidn requeriria condiciones acidas (ver punto 4.2.1.1).

Al MeQ MeQ
0]
\ N
N \ N
H ) H
© OMe
3-(2-oxopropil)voacangina (6) Tabernaricatina G (7)
B/ MeQO o
(6]
2 L

6 OMe

Figura 4.1.13 Alcaloides minoritarios del extracto de raiz de Voacanga africana identificados
en escala de 0,5 kg. A) Estructura de dos productos nuevos identificados en el proceso de

escalado. B) Propuesta mecanistica para la formacién de 6.

4.1.2 Ruptura de alcaloides bis-inddlicos

Tras identificar que, en conjunto, los alcaloides bis-inddlicos voacamina (4) vy
voacamidina (5) son el componente principal de la corteza de raiz de Voacanga africana (en
peso), se visualizé la posibilidad de sustituir la unidad estructural de vobasina por un protdn
(utilizando condiciones de sustitucién electrofilica aroméatica (SeAr)) para producir mayores
cantidades de voacangina (2). De esta manera, se buscé maximizar la cantidad obtenida de este
alcaloide monomérico, que serd utilizado como bloque de construccién de la quimioteca

propuesta en el proyecto (ver 4.2). Los alcaloides bis-indélicos como 4 y 5, no son moléculas
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prometedoras para la actividad bioldgica buscada, ya que dificilmente atraviesen la barrera
hematoencefalica (BHE) debido a su tamafio (PM= 704,9 g/mol); aunque presentan otras
interesantes actividades bioldgicas reportadas en la literatura, como antiplasmodium,” y
antiproliferativa.®

La transformacidn propuesta ya se encontraba reportada en las publicaciones seminales de
Buchi et al. sobre la elucidacidn estructural de los dimeros iboga-vobasina,'* donde 4 se tratd
con cloruro de deuterio en agua deuterada (D:0) a temperatura de reflujo para obtener
voacangina-d3 (Figura 4.1.14). Mediante este experimento Buchi et al. demostraron que las tres
posiciones aromaéticas son pasibles de actuar en reacciones de SeAr. Sin embargo, el reporte no

incluia un rendimiento molar asociado a dicha transformacion.

DCI 3M en D,O

A

Buchi et al (1964)

voacangina-d3

Figura 4.1.14 Ruptura del dimero voacamina (4) reportada por Buchi et al.!?

Se reprodujo el experimento utilizando voacamina pura (0,02 M), en una mezcla 3:2 de HCl
acuoso y metanol (concentracién final de HCl de 3 M). La reaccidon se completd después de 6
horas a temperatura de reflujo para producir voacangina (2) con un rendimiento moderado del
31%. No se detectd ni aislé ningldn producto derivado del residuo de vobasina, lo que fue atribuido
a la descomposicién en medio acido, reportada previamente.*

Se realizd una optimizacién de las condiciones de reaccién buscando aumentar el
rendimiento para la obtencidn de 2. Para ello se ensayd calentamiento asistido por microondas
(Tabla 4.2), una metodologia de gran eficiencia que encuentra especial aplicabilidad en
reacciones con tiempo extendido de calentamiento. Irradiando con una potencia de 100 W, la
reaccién se completd después de sélo 9 minutos a 100 °C, dando el mismo rendimiento molar
del 30% de 2 (entrada 1). Para evitar la descomposiciéon de 2 que podria explicar el bajo
rendimiento obtenido, se decidié realizar la reaccién a temperaturas mas bajas. A 80 °C se
necesitaron tiempos de reaccion mas largos y no se observd conversiéon completa, el
rendimiento molar aislado disminuyd, dando un 23% de 2 (entrada 2); a 60 °C no se observé
reaccién alguna (entrada 3). Concentraciones mas altas de HCL (6M) produjeron la

descomposicidn del material de partida (entrada 4).
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MeOQO
Ruptura
Voacamina
i
MeO” SO
2
Condiciones Solvente Temperatura Tiempo Voacangina 2 (%)
(°C) (min) 9 >
1 HCL 3M H20 100 9 30
2 HCL 3M H20 80 30 232
3 HCL 3M H20 60 60 No reacciona
4 HCL 6M H-20 100 15 Descompone
5 HCL 3M H.0:MeOH (4:1) 100 15 33
6 HCL 3M H20:MeOH (1:4) 100 25 No reacciona
7 TFA 1,5M DMF 100 15 No reacciona
HCL 3M b
8 NaNs (2.0 eq.) H20 100 10 30
9 HCL 3M H.0 100 10 38

PrSH (10 eq.)

Tabla 4.2 Optimizacion de las condiciones de ruptura de voacamina (4) en medio acido. En todos
los casos se utilizé calentamiento asistido por microondas, con una potencia de 100W y
calentando hasta observar el consumo total de material de partida por TLC, salvo que se
indigue lo contrario. ® La conversién no fue completa, luego de 90 min de calentamiento se
obtiene 11% de voacangina (2), y parte de voacamina (4) sin reaccionar. ® La conversidn no fue
completa, tiempos prolongados de reaccién redundaron en menor rendimiento de voacangina

(2).

La adicién de pequefias cantidades de metanol, para aumentar la solubilidad de 4 en el
medio, hizo que la reaccién fuera mas lenta sin una mejora significativa en el rendimiento
(entrada 5). Por otro lado, cuando metanol fue empleado como solvente principal (entrada 6),
no se observd avance ninguno, lo que indica la importancia de la presencia de un medio acuoso
para que la transformacion ocurra. Esto se confirmd al realizar la reaccion en un solvente
organico anhidro como DMF y &cido trifluoroacético (TFA), donde no se observd avance de
reaccién (entrada 7). Buchi et al. reportaron la sintesis de voacamina (4) reaccionando 2 vy
vobasinol (9) con HCL en metanol anhidro,*! lo que permite suponer que la transformacion se

trata de un equilibrio, donde medios anhidros favorecen la dimerizacién (Figura 4.1.15).
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Figura 4.1.15 Propuesta de mecanismo de ruptura de voacamina (4), SeAr.

Considerando un mecanismo estédndar de SeAr para la escision del dimero (Figura 4.1.15),
se necesita un nucleéfilo (como agua) para atrapar el catidn voabasinilico resultante de la
ruptura, y asi desplazar el equilibrio.’? Se propuso entonces ensayar nucledfilos auxiliares, como
azida de sodio (NaNs) o propanotiol (PrSH) en la reaccién (entradas 8 y 9). Se observé un ligero
aumento del rendimiento utilizando PrSH, y no con azida de sodio. Esto podria ser explicado por
el caracter blando del grupo tiol, adecuado para el ataque de un carbocatién altamente
estabilizado por resonancia. La conversion no fue completa (para ambas reacciones), pero un
aumento en el tiempo de calentamiento no redundé en mejores rendimientos.

Teniendo en cuenta las conclusiones alcanzadas en el estudio con calentamiento asistido
por microondas (temperatura, necesidad de agua, cantidad de metanol, presencia de nucledfilos
auxiliares), se continué con la optimizacidn, pero utilizando un sistema de calentamiento
convencional en tubo sellado, apto para reacciones a presién (110 °C), debido a la capacidad
limitada de volumen a ser utilizada en el horno de microondas (volumen de reaccion maximo:
1 mL) (Tabla 4.3). Asi, en HCl acuoso 3M se requirié 5 horas para consumir completamente 4 y
produjo el mismo rendimiento del 30% (comparar entradas 1 de Tablas 4.2 y 4.3). Se ensayaron
acidos organicos alternativos como tricloroacético (TCA) y trifluoroacético (TFA) en medio
acuoso (entradas 2 y 3), para los cuales no se observé avance de reaccién. Otro acido mineral
alternativo: HBr (entrada 4), provocé descomposicion del material de partida, al igual que el
empleo de solventes alternativos como dioxano (entrada 5). Por tanto, se prosiguio el trabajo

con HCL 3M para el ensayo de nuevos nucleodfilos auxiliares.
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Acido Solvente Aditivo Tiempo (h) Voacangina 2 (%)
1 HCL 3M H-0 - 5 30
2 TCA 3M H-20 - 7 No reacciona
g TFA 3M H-20 - 7 No reacciona
4 HBr 3M H20/AcOH - 2 Descompone
) HCL 3M Dioxano - 7 Descompone
6 HCL 3M H-0 TIPS (50 eq) 1 41
7 HCL 3M H-0 TIPS-SH (50 eq) 2 44
8 HCL 3M H-0 TIPS (3,0 eq) 4 39
9 HCL 3M H-0 TIPS (3,0 eq) 2 B B
10 HCL 3M H20 TIPS (3,0 eq) 1 48 c

Tabla 4.3 Optimizacién de la ruptura de voacamina (4) en medio &cido, empleando
calentamiento convencional en tubo sellado. En todos los casos: se calenté a 110 °C;
[voacamina] = 0,015 M. ® 17% de norvoacangina (10), y 20% de ibogaina (1). ®* 7% de

norvoacangina (10). ¢ 8% de norvoacangina (10).

Siguiendo con el uso de nucledfilos auxiliares capaces de atacar cationes (Figura 4.1.15), se
evitd el uso de grandes cantidades de PrSH (debido a su penetrante olor), y se ensayé en su
Llugar triisopropilsilano (TIPS) y triisopropilsinanotiol (TIPS-SH) en exceso (entradas 6 y 7), lo
gue implicd una leve mejora en los rendimientos de reaccién en tiempos menores. Mediante el
seguimiento de la reaccidn a distintos tiempos (4, 2y 1 h), empleando 3,0 equivalentes de TIPS
(entradas 8, 9 y 10) se logrd una mejora del rendimiento de reaccidon (mejor condicién: 51%,
entrada 9). En estas condiciones se observé también la aparicidn de productos de desmetilacién
como norvoacangina (10) (Figura 4.1.16), lo que estd de acuerdo con reportes previos de la
literatura, donde trietilsilano se utiliza en condiciones drasticas (100-165 °C) para la
desproteccidn selectiva de aril-éteres.’®* También se observd la aparicién de ibogaina (1) cuando
el tiempo de calentamiento se extendid a 4 h (entrada 8), lo que denota una descarboxilacion en
el medio de reaccidn (ver 4.2.1.1).

Al constatar que el rendimiento es sensible al tiempo de reaccién se procedid a determinar
el tiempo éptimo mediante un seguimiento minucioso, tomando alicuotas cada 15 minutos, y
analizdndolas por HPLC-DAD. Esto permitid estimar cantidades relativas de voacamina (4),
voacangina (2) y su andlogo desmetilado 10 (Figura 4.1.16) mediante comparacidn de areas. De
esta forma, se determind que 10 se produce de forma apreciable a partir de 90 min de reaccion,
y que la concentracién de 2 permanece estable luego de los primeros 60 min de calentamiento.
La reaccidén se escald a 1 g de material de partida (4), manteniendo un periodo de calentamiento

de 90 min, aisldndose un 47% de voacangina (2).
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Figura 4.1.16 Perfiles de seguimiento de reaccién. En azul curva de desapariciéon de
voacamina (4), en naranja curva de produccidn de voacangina (2). En gris curva de produccidn

de norvoacangina (10).

Por dltimo, estas condiciones de ruptura se aplicaron a una mezcla de voacamidina (5) y
voacamina (4) en proporcidn (4:1) (procedentes del sobrenadante en el proceso de cristalizacion de
voacamina (4)), obteniéndose un 47% de voacangina (2) como producto. Entonces, si se parte de 100 g
de raiz de V. africana, se aisla aproximadamente 1,1 g de voacangina (2) y 2,9 g de alcaloides
bis-inddlicos. Si la totalidad de estos alcaloides bis-inddlicos se trata en estas condiciones de ruptura,
se obtiene —de acuerdo al rendimiento molar establecido (50 %)— una cantidad de aproximada de
0,76 g de 2, lo que sumado a la cantidad aislada inicialmente da un total de 1,86 g de voacangina (2),

practicamente duplicando el contenido existente en la raiz.

En resumen, en la seccidn 4.1 se muestra el trabajo de obtencién de voacangina (2) y
voacristina (3) a partir de corteza de raiz de Voacanga africana. Esto no sélo incluyé el desarrollo y
optimizacidn de protocolos de extraccién y purificacién, sino también promover una estrategia de
ruptura de alcaloides bis-inddlicos (4 y 5) para maximizar la cantidad de 2 que se obtiene. El proceso
en su conjunto —que fue patentado con éxito en Uruguay (UY39291) y Argentina (AR122741 Al)—
permite obtener un total aproximado de 2,0 % de voacangina (2) y un 0,45 % de voacristina (3) del
peso seco de la corteza de la raiz (Figura 4.1.17). Este trabajo también resulté en la publicacién de
una articulo en la revista ACS Omega.** De esta forma, con un procedimiento puesto a punto a escala
de gramo, y la cantidad suficiente de material vegetal, el proyecto de generacién de una biblioteca

de alcaloides de la iboga mediante una estrategia semisintética resultd viable.
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Figura 4.1.17 Resumen de 4.1, obtencién de alcaloides de Voacanga africana. Los resultados

porcentuales son para una escala de extraccién de 100 g de material vegetal.

Alcaloides de la iboga: modificaciones estructurales y evaluacion de su potencial antidepresivo
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4.2 Modificaciones estructurales del esqueleto de alcaloides de la
iboga

Para la generacion de una quimioteca con la diversidad estructural necesaria para el estudio de
relaciéon estructura-actividad (SAR) de los alcaloides de la iboga en su interaccién con
transportadores de monoaminas (MAT), el siguiente paso fue el desarrollo de las transformaciones
quimicas a partir de voacangina (2) y voacristina (3) extraidas de Voacanga africana (seccion 4.1). Los
cambios propuestos no estuvieron basados en un disefio racional, sino en la generacién de analogos
con la mayor diversidad estructural posible. En este sentido se pretendid contar con una biblioteca
amplia de compuestos para, luego de la obtencidn de los datos de evaluacidn biolégica, guiar nuevos
disefios en base a perfiles de estructura/actividad en ciclos sucesivos de quimica medicinal. Es
importante destacar que este proyecto fue llevado a cabo en colaboracién con el grupo del Prof.
Dalibor Sames de la Universidad de Columbia en Nueva York- EEUU, donde se realizé la evaluacion
bioldgica de los compuestos (seccién 4.3). EL grupo del Prof. Sames también participd en la
generacién de analogos, focalizdndose exclusivamente en reacciones sobre la porcidn inddlica de la
molécula, en especial utilizando protocolos de funcionalizacién C-H (en los que el grupo cuenta con
vasta experiencia) en las posiciones 9, 11 y 12. Desde nuestro lado, mediante el desarrollo de esta
tesis se estudiaron tres grupos de modificaciones estructurales que se describen en los tres

apartados siguientes, segun la regién de la molécula que fue modificada (Figura 4.2.1).

4.2.2 Reacciones de oxidacion en

[ )
MeO C3,N4yC7
10 9 6 5

8 7,/ \

4
4.2.1 Modificaciones en ! \ ) Nygs 1.9 -
N1, C10y C16 12 1% 2 5 18 4.2.3 Mod|f|ca0|9_nes
N 1 163 @ de la cadena etilica (C18 y C19)
H /i? 14 215

MeO~ O

Figura 4.2.1 Resumen grafico de las modificaciones estructurales y clasificacidn por apartado.

4.2.1 Modificaciones en N1, C10y C16

Inicialmente se trabajé en modificaciones sobre las posiciones N1, C10 y C16 utilizando
voacangina (2) y voacristina (3) como materiales de partida. Esto permitié, ademas de generar
diversidad estructural en estas posiciones, obtener alcaloides de la iboga ya reportados de gran
relevancia bioldgica, como ibogaina, noribogaina e ibogamina, para los cuales la caracterizacion
sobre su actividad sobre los transportadores de monoaminas y hERG en las condiciones de estudio
es importante (para su comparacidon con los nuevos analogos generados y para definir perfiles de

SAR). A su vez, la obtencién de ibogaina y noribogaina es de suma importancia para llevar a cabo
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estudios en curso con colaboradores que permiten profundizar sobre el mecanismo de accién de

estos compuestos (ver abajo).

4211 Modificaciones sobre el éster metilico (sobre C16)

Inicialmente se comenzd explorando condiciones para sintetizar ibogaina (1), que puede
obtenerse a partir de voacangina (2) mediante hidrélisis basica y posterior descarboxilacién en medio
acido, remplazando el éster metilico sobre C16 por un protdn. En este sentido, se procedié a la
hidrélisis basica de voacangina (2), que requiere condiciones drasticas y calentamientos prolongados,
para las cuales se ensayaron mdltiples condiciones (Tabla 4.4). Cuando etanol fue utilizado como
solvente (entrada 1) se observo la transesterificacion del éster metilico a etilico. Dicho producto de

transesterificacion resultd ser mas resistente que la propia voacangina a la hidrdlisis.

MeO MeO

i) Condiciones

hidrdlisis basica | N

ii) HCI 5M, A ”

(5 min)
1

# Eq KOH Solvente [2] T (°C) T (h) 1 (%)
1 20 EtOH 0,10M 78 5 51%
2 30 MeOH 0,07M 65 18 67%
3 10 Dioxano:H.0 (8:2)  0,04M 87 5 Descompone
4 10 EtOH:H20 (3:2) 0,04M 78 15 95-99%

Tabla 4.4 Condiciones de hidrdlisis basica y descarboxilacion en medio acido de 2.

Para minimizar los eventos de transesterificacion, se empled metanol como solvente (entrada 2),
lo que redundd en una necesidad de aumentar los equivalentes de KOH (30 eq) y tiempo de
calentamiento (18 h) para consumir el material de partida, con un rendimiento sensiblemente mayor.
Al utilizar dioxano con un 20% de agua para mejorar la solubilidad de la base, se obtuvo
descomposicion, probablemente debido al aumento de temperatura. Los mejores resultados
(entrada 4), se obtuvieron aplicando el protocolo reportado por Han et al.'® para el analogo natural
catarantina (Figura 2.3). Con una mezcla EtOH:H20 (3:2) y 10 eq de KOH fueron necesarias 15 h para
el consumo total de material de partida. Se observé el producto de transesterificacion en muy baja
proporcién comparado con la entrada 1 (via TLC) y se obtuvo un rendimiento de ibogaina aislada del

95-99%, altamente reproducible.

La etapa de descarboxilacién es muy rapida y transcurre sin mayores inconvenientes, son

necesarios apenas 5 minutos de calentamiento a reflujo para completar la transformacion una vez
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acidificado el medio. Por ello, no resultd necesario ensayar condiciones alternativas al agregado de
HCL 5M. En la Figura 4.2.2 se propone un mecanismo de descarboxilacién que implica multiples pasos
de tautomeria en el sistema imina-enamina del anillo inddlico. Se intentd adicionalmente la hidrélisis
de 2 en medio &cido acuoso, con el fin de obtener 1 en un Unico paso de reaccidén; pero el

calentamiento a reflujo con HCL 3 M resulté en descomposicién, sin produccién de ibogaina.

MeO

i) Hidrolisis Basica
_—
ii) Tratamiento acido

-CO,

MeO MeO
H H
tautomeria
_ N _— N
+ ®
N -H X
H H,

MeO

tautomeria

Figura 4.2.2 Propuesta de mecanismo de descarboxilacién de voacangina (2).

La ibogaina (1) producida mediante esta metodologia ha sido y es utilizada por nuestros
colaboradores en ensayos de caracterizacién de su actividad bioldgica, lo que incluye: ensayos
neuroquimicos, electrofisioldgicos, comportamentales e imagenoldgicos en roedores, lo que ha
permitido ahondar en el estudio del mecanismo de accién de ibogaina.’*-' En dichos ensayos se
emplea el clorhidrato, y no la base libre del alcaloide, debido a que la sal tiene mejor solubilidad en
los vehiculos acuosos para la administracién del compuesto activo. El clorhidrato se obtiene
disolviendo la base libre en éter etilico anhidro, y posterior agregado de una solucion 3 M de HCl en
éter anhidro. La sal precipita instantdneamente y es filtrada por placa de vidrio sinterizado. La
recristalizacion de este clorhidrato en etanol permitié la obtencién de un monocristal apto para ser

analizado por difraccion de rayos-X, obteniéndose la estructura de la Figura 4.2.3.

Figura 4.2.3 Diagrama ORTEP de clorhidrato de ibogaina, analisis de difraccion de rayos-X de

monocristal. Los elipsoides estan representados con un 30% de probabilidad.
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La aplicacidon de las mejores condiciones encontradas para la hidrdlisis (Tabla 4.4, entrada 4) y
posterior descarboxilacién en medio acido de voacristina (3) (Figura 4.2.4), dio como resultado un
76% de 12, un analogo hidroxilado de ibogaina en posicién C19. Este se encontraba ya reportado en
literatura bajo el nombre de iboxigaina (o 19-hidroxiibogaina).?’ A pesar que el rendimiento para 12
es sensiblemente menor que el observado para la produccion de 1 (95-99 %) utilizando las mismas
condiciones, es destacable que la hidrdlisis de 3 se completa en menor tiempo (2 h) que la de 2 (15
h, Tabla 4.4, entrada 4). Para explicar esta observacidn, seria tentador argumentar que el OH en
posicidn C19 podria formar una lactona mediante ataque al éster en C16, la cual presentaria alta
reactividad y podria ser hidrolizada rapidamente. Sin embargo, la inspeccién del modelo estructural
para 3 muestra que no es factible el acercamiento en el espacio de estos grupos. Otra explicacidn
posible seria postular que la presencia del OH en C19 genera un microentorno de mayor polaridad
en la molécula de voacristina en comparacidn con voacangina, que favorece la reaccién de hidrélisis
al involucrar un nucledfilo cargado. De todas maneras, esta explicacion es especulativa y
experimentos adicionales serian necesarios para confirmarla, por ejemplo, realizar la hidrélisis

sobre analogos de 3 protegidos en el OH.
MeO MeQO

i) KOH (10 eq), A, 2 h

H i) HCI 5M, A, 5 min

Meo/\\o 3 iboxigaina (12)

Figura 4.2.4 La hidrdlisis y descarboxilaciéon de voacristina (3), produce iboxigaina
(19-hidroxiibogaina) (12).

Prosiguiendo con las modificaciones sintéticas del éster metilico presente en voacangina (2), se
propuso la preparacion de analogos con diferente estado de oxidacidn a este nivel. Para ello, 2 se
redujo por tratamiento con hidruro de litio y aluminio (Figura 4.2.5) dando lugar al alcohol primario
13 (ya reportado en literatura con el nombre voacanginol) en muy buen rendimiento.?! Luego el
alcohol primario 13 fue oxidado a aldehido 14 con muy buen rendimiento, utilizando el complejo
trioxido de azufre-piridina en presencia de DMSO (oxidacion de Parikh-Doering). Esta reaccidn,
constituye una de las tantas variantes de la oxidacidn de alcoholes basada en especies activas de

DMSO0 donde se produce sulfuro de dimetilo como producto secundario.?
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MeO

SOj3-py (4 eq), TEA
CH,CI,:DMSO (3:1)

MeO
90%
LiAIH, (4 eq), 0°C

THF

Figura 4.2.5 Reduccidn del éster metilico de voacangina (2). Modificaciones sintéticas para la

oxidacidn y bencilacion de voacanginol (13).

A su vez, se buscd la generacidn de un grupo éter desde el alcohol 13 mediante la reaccién de
Williamson. Para ello, 13 fue tratado en condiciones basicas (NaH en DMF) para generar un alcéxido,
al que se agregd un agente alquilante como bromuro de bencilo. Sorprendentemente, el Unico
producto aislado del medio de reaccidn fue 15, que corresponde a la alquilacién en posicién C7 con
la consecuente formacidn de una estructura tipo indolenina en el anillo indélico. La estereoquimica
de C7 en 15 fue propuesta en base a la reactividad encontrada para reacciones similares (ver punto
4.2.2.2), donde encontramos que los grupos siempre se aproximan al anillo indélico desde el lado
opuesto al grupo isoquinuclidina. En la Figura 4.2.6 se propone un mecanismo posible para esta
transformacion, donde, tras la generacidn del alcoxido, éste reacciona con el protdn del NH inddlico,
promoviendo el ataque nucleofilico por el anillo (posicién C7), en vez de por el oxigeno de la cadena

en C16.

MeO

-Br

HO~

15

Figura 4.2.6 Propuesta mecanistica para la alquilacién en C7 de voacanginol (13).

Tanto el alcohol 13 como el aldehido 14 se plantearon inicialmente como potenciales materiales
de partida para la construccion de series de analogos; en el caso de 13 sometiéndolo a reacciones
de eterificacion de Williamson, y para 14 mediante reacciones de aminacion reductiva. Sin embargo,
dicho objetivo no se llevd a cabo, luego de conocer que la presencia de grupos funcionales

voluminosos sobre la posicion Clé resultan deletéreos para la actividad inhibitoria sobre el
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transportador de serotonina (SERT), (ver seccidn 4.3), por lo que se redirigieron los esfuerzos

sintéticos a otros objetivos, abandonando la generacidn de analogos en C16.

4.2.1.2 Modificaciones sobre el metoxilo indélico (C10)

Continuando con las modificaciones estructurales a nivel del indol, se buscé trabajar
inicialmente sobre la desproteccion del metil éter de ibogaina (1) (Tabla 4.5). Esta transformacion
adquiere especial importancia porque el producto desmetilado 16 (noribogaina), es el Unico
metabolito conocido de ibogaina (ver apartado 2.1.1). La desmetilacién se llevd a cabo por
tratamiento con acidos de Lewis, en presencia de nucledfilos (Tabla 4.5). Inicialmente se ensayaron
tribromuro de boro en complejo con sulfuro de dimetilo (entrada 1), y tricloruro de aluminio en
presencia de un exceso de propanotiol (entrada 2), pero no se observd reaccidn, incluso con
calentamiento a reflujo, recuperandose el material de partida 1 incambiado. El empleo de triioduro
de aluminio produjo buen resultado (entrada 3), permitiendo aislar 16 en 76 % de rendimiento; en
este caso el nucledfilo es un ion ioduro del propio acido de Lewis. Dicha reaccién presentd baja
reproducibilidad, asociada probablemente al proceso de preparacién del triioduro de aluminio in situ

a partir de iodo y aluminio metalico, por lo que se siguié ensayando condiciones alternativas.

MeO HO,
) N Condiciones \ N
N H
1 Noribogaina (16)

Condiciones Solventes T (°C) t(h) 16 (%)
1 Me2S-BBrs (6 eq) DCM 40 4 No reacciona
2 ALCl3, PrSH (9 eq) Tolueno 110 2 No reacciona
3 Alls (2 eq) MeCN 82 4 76 %
4 BBrs, EtSH (4 eq) 1,2-DCE 84 2,5 95 %

Tabla 4.5 Desmetilacion de ibogaina (1) para la sintesis de noribogaina (16), metabolito activo.

El mejor resultado se obtuvo utilizando tribromuro de boro sin estabilizar, en presencia de un
exceso de etanotiol y 1,2-dicloroetano como solvente, lo que permitié el calentamiento a 84 °C
(reflujo)(entrada 4). EL mecanismo de reaccidn propuesto (Figura 4.2.7) implica la coordinacién del
acido de Lewis con la nube electrdnica del oxigeno, lo que aumenta la electrofilia del metilo, que
puede ser atacado por un nucledfilo blando como etanotiol. Como producto secundario se produce

etilmetilsulfuro; el fenol libre se genera por protonacién durante el work up de la reaccién.
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3(-)
8+) .BBrs BB

30 o O
work-up
N -
EtSH \ = 16
- EtSMe N
- HBr H

Figura 4.2.7 Mecanismo propuesto para la desmetilacion de ibogaina (1).

La noribogaina (16), obtenida en su forma de base libre o clorhidrato, fue utilizada por nuestros
colaboradores en ensayos comportamentales en animales, lo que contribuyé al entendimiento de su

actividad bioldgica (ver 2.1.1).161823

Las mismas condiciones de reaccion fueron empleadas para la desmetilacién de 12 (Figura 4.2.8),
donde se obtuvo el compuesto dihidroxilado 17 en buen rendimiento. El fenol 17 exhibe una mayor
polaridad, que se comprueba experimentalmente mediante anélisis de cromatografia en capa fina
(TLC).

MeO

BBr3, EtSH (4,0 eq)

1,2-DCE , 84 °C

i

Figura 4.2.8 Desmetilacidn de 19-hidroxiibogaina (12), para producir
10,19-dihidroxiibogamina (17).

Ibogamina (18) es el alcaloide més simple de la serie de alcaloides de la iboga, y se encuentra
presente en la corteza de raiz de Tabernanthe iboga, donde se identificd inicialmente ibogaina (1).
Para su sintesis se partid de noribogaina (16), y se generaron diferentes ésteres sulfdnicos (tosilato,
mesilato y triflato) que fueron tratados en condiciones reductivas para remplazar la funcién
oxigenada por un dtomo de hidrégeno (Tabla 4.6). Los ésteres sulfénicos se prepararon mediante
condiciones estandar: cloruro de tosilo o mesilo, o anhidrido triflico en medio bésico (piridina o
trietilamina), obteniendo rendimientos moderados (40-56%) del producto aislado por cromatografia
en columna. Luego de confirmar la estructura, y habiendo comprobado la labilidad del producto
frente al proceso de purificacion, se optd por proceder a la reduccién con el material crudo sin

purificar.

Tanto el tosilato como el mesilato no dieron el producto esperado al ser tratados con Ni Raney®
a reflujo en etanol y metanol, respectivamente (entradas 1y 2).2* Incluso se observé la hidrélisis del
éster sulfonico, detectada por la presencia de 16 en el medio de reacciéon. Como alternativa, se
planted la hidrogenacion del mesilato, utilizando catéalisis heterogénea (Pd/C 10%) a presion
atmosférica (entrada 3).2 No se observd reaccion alguna, lo que podria deberse el envenenamiento

del catalizador, por coordinacion del sustrato al centro metalico a través de nitrégenos basicos.
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RO H
Condiciones
\ N - \ N
N N
H H
crudo de reaccion .
Ibogamina (18)
R Condiciones Solvente T (°C) P (atm) t (h) 18 (%)
1 Ts Ni Raney® EtOH 78 - 2 No reacciona
2 Ms Ni Raney® MeQOH 65 - 1 No reacciona @
3 Ms H,, Pd/C 10% EtOH - 1 5 No reacciona
4 Ms Hz, Pd(OH)2/C 20% MEOT3f1A)COEt - 1 8 22%°
5 Ms Hz, Pd(OH)2/C 20% MeogflA)COEt - 4 48 20 %"
6 Tf Hz, Pd(OH)2/C 20% MEOT3f1A)COEt - 1 24 76 %

Tabla 4.4.6 sintesis de ibogamina (18). ® se observa aparicién de noribogaina (16). ® no hay

avance de reaccion, se recupera 45-56 % de material de partida sin reaccionar.

El catalizador de Pearlman (hidréxido de paladio al 20% sobre carbono) encuentra especial
aplicabilidad en la hidrogenacién de moléculas que contienen N, incluso en aquellos casos donde
otros catalizadores de paladio fallan.? EL uso de este catalizador en la hidrogenacion del mesilato a
presion atmosférica, permitid la obtencidn de ibogamina (18) con un 22 % de rendimiento. La reaccidn
parece no avanzar luego de las primeras horas (anélisis por TLC), mostrando un estancamiento en el
consumo de material de partida. La presurizacidn a 4 atm de hidrégeno en un hidrogenador de Parr
(entrada 5) no implicé una mejoria, incluso luego de 48 horas. Fue necesario cambiar el grupo
saliente por trifluorometanosulfonato, un mejor grupo saliente, para obtener una conversion
completa. El mejor resultado se obtuvo tras 24 h en atmdsfera de hidrégeno a presidn atmosférica,
lo que permitié el aislamiento del producto deseado (18) en un 76% de rendimiento en dos pasos
(entrada 6). La Figura 4.2.9 muestra la secuencia completa; adicionalmente, el triflato 19 puede ser

aislado con un rendimiento del 56 %.
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Tf,0, TEA
0,
16 DCM 0/0
12 h, t.a. Paﬂn 24 h

76%

en dos pasos

Figura 4.2.9 Sintesis de ibogamina (18) a partir de noribogaina (16)

La aplicacion de la misma secuencia sintética sobre el sustrato dihidroxilado 17 (Figura 4.2.10),
no produjo resultados satisfactorios, ya que se observd la competencia entre el fenol y el alcohol
secundario evidenciada por la aparicién de mdltiples productos por TLC. EL cambio en el agente
acilante (bis(trifluorometanosulfonil)anilina) respecto a la sintesis de 19 responde a la no
disponibilidad de anhidrido triflico en el momento de llevar a cabo la reaccién. La generacion previa
del fendxido por tratamiento con KOH, y posterior agregado del agente triflante tampoco resolvié los
problemas de regioselectividad. La variedad de polaridad entre los multiples productos de reaccién
(no aislados) se podria explicar porque un buen grupo saliente en posicién C19 lleva al ataque
intramolecular y la formacién de un ciclo de cuatro miembros (azetidina), con el nitrégeno

isoquinuclidinico cargado positivamente (ver apartado 4.2.3).

_.Competencia
HO =<~ . TfO

PhN(OTH),

TEA, DCM

21
17 20

Figura 4.2.10 Estrategia sintética para la sintesis de 19-hidroxiibogamina (21).

4.2.1.3 Sustituciones sobre el N-indélico (N1)

En cuanto a la obtencion de derivados N-indol sustituidos, se observé una notoria diferencia de
reactividad entre ibogaina (1) y voacangina (2),(Figura 4.2.11). Por ejemplo, durante la proteccién con
Boc (t-butoxicarbonilo), 2 requiere un exceso de reactivo acilante, calentamiento (para lo cual se
agrega tolueno como disolvente) y mayor tiempo para completar la reaccién en comparacién con
condiciones similares para 1, donde la reaccidn transcurre sin problemas a temperatura ambiente
con cantidades estequiométricas de Boc:0. Estas diferencias de reactividad pueden deberse a
factores estéricos, ya que el N inddlico se encuentra cercano en el espacio al grupo éster de C16 en
el caso de voacangina (2), lo que dificultara el acercamiento del agente acilante. A su vez, también
hay diferencias electrdnicas entre voacangina e ibogaina que pueden explicar esta diferencia de
reactividad. Célculos tedricos —que seran desarrollados mas adelante, en el punto 4.2.2.5— indican
que el N inddlico posee mas carga en ibogaina que en voacangina (Tabla 4.12), contribuyendo a su

mayor reactividad.
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MeQ
Eolczo (6:%-)0,CD'\1/I(/)\'; Boc,O, DMAP
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MeO Bocl
Voacangina (2) i
AC Ibogaina (1)
R= COOMe R=H
MeQ
CHsl, NaH CHgl, KOH
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)
75% |
e

Figura 4.2.11 Modificaciones en el N del indol a partir de ibogaina (1) y voacangina (2).

Durante la obtencidn de los derivados N-metilados (24 y 25) se observé una tendencia similar,
aungue menos marcada, lo que podria ser explicado por el volumen del agente metilante (CHsl) que
es significativamente menor a Boc20, usado en la sintesis de los carbamatos 22 y 23. En todas las

transformaciones de la Figura 4.2.11 se obtuvieron rendimientos moderados a buenos.

Se observé una dependencia muy marcada con las condiciones de reaccién (solvente y base) en
este tipo de reacciones, por ejemplo, el cambio de solvente de diclorometano a tetrahidrofurano para
la sintesis del carbamato 23 (Figura 4.2.12), implicé una conversidn nula incluso con calentamiento a
50 °C, recuperandose el material de partida (1). Asimismo, cuando la reaccién de metilacién se ensayé
en DMF con hidruro de sodio como base, se obtuvo una mezcla de 25 y 26 en proporcién 1: 1,3
(determinada por RMN), no separable por cromatografia en columna. El producto secundario 26
(Figura 4.2.12) se obtiene por oxidacidon de ibogaina (1) y posterior metilacién del alcohol terciario;
la oxidacidn de 1y 2 se trata en detalle méas adelante (ver apartado 4.2.2); la estereoquimica de 26
se determind mediante experimentos de nOe (ver punto 4.2.2.2, Figura 4.2.19). En este caso, la
diferencia en la reactividad respecto a la sintesis de 25 (Figura 4.2.11) se atribuye a la fuerza de la
base utilizada (NaH vs. KOH); el hidruro desprotona completamente al N indélico, promoviendo la

deslocalizacidn de la carga y la oxidacidn en C7.

Por otro lado, en las reacciones de alquilacion es importante considerar la dureza relativa del
par electréfilo-nucledfilo, ya que determinara la selectividad del ataque al existir varios centros
nucledfilos en el esqueleto de la iboga. Asi, las reacciones usando CHsl tienen lugar mayoritariamente

sobre el N inddlico, mas duro que C7 (Figuras 4.2.11y 4.2.12).

23

25
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Boc,O, TEA, DMAP €O

THF, 50 °C

MeQ,

23

Iz

CHgl, NaH
DMF, ta.,1h \ N

;

Figura 4.2.12 Condiciones no exitosas para la N sustitucién de ibogaina (1).

Para las reacciones de bencilacidn, donde se usa un electréfilo mas blando (bromuro de bencilo),
tiene lugar la competencia entre el N inddlico y C7, predominando el ataque de C7 cuando el N esta
desprotonado (ver formacién de 15, Figura 4.2.5). Complementariamente, si en lugar de hidruro de
sodio se usa una base mas débil (que no desprotone completamente al N indélico), este centro sera
mas blando y daréa lugar a la N-bencilacidn., como se observa en la Figura 4.2.13. donde se sintetizd
selectivamente el derivado N-bencilado 27 en condiciones de reflujo y exceso de agente alquilante,

con una base débil como carbonato de cesio.
eO
N Cs,COg3, BnBr (4 eq)
\ MeCN A,8h
N
H 65%
1

Figura 4.2.13 N-bencilacién de ibogaina (1).

Estas consideraciones sobre el caracter duro-blando en las alquilaciones, encuentran aplicacién
en la reactividad de los andlogos hidroxilados voacristina (3) e iboxigaina (12). Por tanto, la metilacién
de 12 usando una base fuerte (Figura 4.2.14), produjo 28 de forma selectiva; no se observaron
productos secundarios correspondientes a la O-metilacién del hidroxilo en C19, ni a la alquilacién en
posicién C7. En esas condiciones, el N inddlico se desprotona con mayor facilidad al hidroxilo, que
forma un enlace de H con el N isoquinuclidinico, por lo que el N inddlico es el centro mas duro y se
metila. En cambio, cuando voacristina (3) fue tratada en medio basico fuerte con bromuro de bencilo
(un electréfilo blando), se obtuvieron dos productos de alquilacién, 29 y 30, correspondientes a la
N-bencilacidn y la alquilacién en C7, respectivamente. La indolenina 30 es el producto mayoritario

en esta transformacion, de acuerdo con que C7 sea el centro nucledfilo méas blando del sustrato.
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MeQ,
MeO

NaH, CH3l (4 eq)
_—

THF, 50 °C, 4 h

MeO MeO Q
NaH, BnBr (3 eq) N S N
DMF, rt. ;12 h < > MeO/\\o

Figura 4.2.14 Substitucion N del indol en andlogos C19 hidroxilados (voacristina (3),

MeQ

N

H S Me0
Me O/\\O

iboxigaina (12)). La estereoquimica de 30 se propone en base a reactividad de reacciones

similares (ver punto 4.2.2.2).

En resumen, en 4.2.1 se describen las modificaciones sintéticas mas sencillas con foco en tres
regiones de la molécula: el éster metilico (sobre C16), el metoxilo inddlico (sobre C10) y el nitrégeno
inddlico (N1). Se optimizaron condiciones de reaccién para las sintesis “troncales”, es decir aquellas
gue permiten obtener compuestos que son base para otras modificaciones estructurales. Esto refiere
especificamente a la hidrdlisis y descarboxilacién de voacangina (2) para obtener ibogaina (1); y a la

desmetilacién de ibogaina (1) para producir noribogaina (16), Unico metabolito activo conocido.

Como fue mencionado anteriormente, se planificd la construccién de series homédlogas de
compuestos, con largo de cadena variable a partir del fenol 16, alcohol primario 13, y N-inddlico de
ibogaina (1). Sin embargo, teniendo en cuenta resultados de relacién estructura-actividad por parte
de nuestros colaboradores (Prof. Dalibor Sames, Universidad de Columbia) decidimos cambiar dichas

estrategias sintéticas por otras mas prometedoras, que se encuentran en los proximos apartados.?’
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4.2.2 Reacciones de oxidacion en C3, N4y C7.

Con el objetivo de introducir modificaciones estructurales para producir analogos oxigenados
en C7, C3 y N4, se decidid someter a ibogaina (1) y voacangina (2) a reacciones de oxidacion. Diversas
condiciones se encontraban reportadas para ambos sustratos; con 1 se encontraron en literatura
oxidaciones utilizando oxigeno o aire,?-3° 6xido créomico,*®® acido m-cloroperbenzoico,®** iodo,**% y
mas recientemente, dimetildioxirano.®? En el caso de voacangina (2), reportes anteriores incluyen
oxidaciones utilizando aire u oxigeno,**% iodo,'** y tetraacetato de plomo.*’” Sin embargo, dichos
reportes no incluyen rendimientos aislados para los productos de oxidacidn y, ademas, los resultados
de diferentes informes son inconsistentes o contradictorios, probablemente debido a una asignacidén
estructural incorrecta causada por las limitadas herramientas espectroscépicas disponibles en los
estudios mas antiguos. Por lo tanto, se realizaron oxidaciones en paralelo para 1 y 2 utilizando
oxigeno, acido m-cloroperbenzoico, iodo y dimetildioxirano para, ademas de los fines preparativos
de analogos para evaluacidn biolégica, poder comparar la reactividad de ambos alcaloides e informar
rendimientos aislados para los productos de oxidacién (junto con una caracterizacién estructural
profunda y una asignacién detallada de su estereoquimica). Por ultimo, se realizaron calculos

computacionales con el fin de racionalizar las diferencias de reactividad observada (ver 4.2.2.5).

4221 Oxidaciones con oxigeno

Primero, se estudid la oxidacién de 1y 2 utilizando oxigeno en ausencia de luz (Tabla 4.7). Se
eligid tolueno considerando informes anteriores que mostraban que la autooxidacidon de la ibogaina
(1) dependia altamente del solvente, siendo rapida en medios no polares como el benceno.?® No se
observé reaccién con voacangina (2) a temperatura ambiente, ni calentando a 50 °C (entrada 1). Por
el contrario, ibogaina reacciona rapidamente (entrada 2), para producir la 7-hidroxiindolenina 32a
con un rendimiento del 46% (producto ya reportado anteriormente)® y la cetolactama 33, resultante
de la escision del doble enlace C2-C7, como un producto minoritario (10% de rendimiento aislado).
El compuesto 33 no se encontraba reportado en la literatura, sin embargo, su formacién era
esperable considerando el trabajo de Witkop et al sobre la oxidacion mediada por oxigeno de indoles
2,3-disustituidos.??** Asi, la formacion de ambos productos puede racionalizarse mediante un
mecanismo (Figura 4.2.15) que considera la formacidn inicial de una 7-hidroperoxiindolenina (31a),
que se reduce a la 7-hidroxindolenina correspondiente (32a) (una transformacion que puede ocurrir
espontaneamente en el medio de reaccidn).’! Alternativamente, 31a puede generar un intermedio
dioxetano C, que rapidamente evoluciona a la cetolactama 33.“2 Aunque trabajos anteriores indicaban
la viabilidad de aislar la 7-hidroperoxiindolenina 31a,2%?° en nuestro caso no fue posible,

probablemente debido a su rdpida descomposicidn durante el proceso de purificacion.
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0,, Tolueno 31a, R=H
31b, R= COOMe

1 atm MeQ

Ibogaina (1), R1= H, R,=H
Voacangina (2), R{= COOMe, Ry=H
N-metilibogaina (25), R1= H, R,= Me

32a, R= H
32b, R= COOMe 33
R: R Condiciones T 31 (%) 32 (%) 33 (%)
1 COOMe H Oscuridad, t.a.—50 °C ’ 72h - - -
2 H H Oscuridad, t.a. 13 h - 46% 10%
3 H Me Oscuridad, t.a.a 13h - - -
Rosa de Bengala (1mol%), Luz b b
4 COOMe H LED, t.a, 17h 446% 21% -
5 H H Rosa de Bengala (1mol%), Luz 3h B 33% 14%
LED, t.a.
i) Rosa de Bengala (1mol%),

6 H H Luz LED, ta. 3h - 45% 15%

ii)NaSO
272 4

Tabla 4.7 Reacciones basadas en oxidacion con oxigeno gas. 2no se observa reaccion, ® se aisla

como una mezcla inseparable de 31b y 32b (7:3) con 65 % de rendimiento global.

Asi, 1, pero no 2, reacciona con oxigeno en estado fundamental en tolueno, probablemente a
través de un mecanismo radicalario (intermedio A, Figura 4.2.15), dada la posibilidad que el enlace
N-H del indol experimente una ruptura homolitica. Para probar este hecho, N-metilibogaina (25) fue
tratada en las mismas condiciones de reaccién (entrada 3). En dicho caso, no se observd reaccién
alguna, y el material de partida se recuperd sin cambios, lo que sugiere que el protdn N-H del indol
es necesario para que la reaccién con oxigeno en la oscuridad proceda. El hecho de que 2 permanezca
inalterada bajo estas condiciones se podria racionalizar por la estabilidad diferencial de un radical
sobre el N inddlico entre 1y 2; lo que estaria mediado por el efecto electrdnico del éster metilico
sobre C16 (ver apartado 4.2.2.5).
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Mecanismo radicalario MeQ Mecanismo iénico
(oscuridad, oxigeno triplete) (Luz, oxigeno singulete)

MeQ
reduccion
(quimico o fotoquimica) 31a, R=H c
/ 31b, R= COOMe l
MeQ MeQ,
O
N
32a, R=H NW
32b, R= COOMe 33 40

Figura 4.2.15 Mecanismo propuesto para la oxidacidn de ibogaina (1) y voacangina (2) usando

oxigeno en estado fundamental (triplete) y en estado excitado (singulete).

A continuacidn, se ensayd la oxidacion de 1 y de 2 mediada por oxigeno singulete, usando
irradiacion con luz LED y Rosa de Bengala como fotosensibilizador, manteniendo el tolueno como
solvente de reaccidn (Tabla 4.7, entradas 4-6). Bajo estas condiciones, voacangina (2) produce la
7-hidroperoxiindolenina 31b y la 7-hidroxiindolenina 32b en una proporcién de 7:3, con un
rendimiento total del 65% (entrada 4). En este caso, el hidroperdxido 31b resulta estable en el
proceso de purificacidn (a diferencias de 31a). Ademas, no se detectd la produccidn de cetolactama,
lo que sugiere gue no tiene lugar la formacidn del intermedio dioxetano C (Figura 4.2.15) al verse

obstaculizada por el impedimento estérico de la unidad éster metilico sobre C16.

Para el caso de ibogaina (1), la oxidacidn con fotosensibilizador ocurrié mas rapidamente que en
condiciones previas en la oscuridad, para dar los mismos productos de oxidacién (entradas 5 vs. 2).
Ademas, 1 reacciond mucho mas rapido con el oxigeno singulete que la voacangina (2) (entradas 5
vs. 4), hecho que se racionaliza en detalle mas adelante (4.2.2.5). Con el fin de promover la reduccion
in situ del hidroperdxido 31a potencialmente formado, se realizd el work up de la reaccién con
ditionito de sodio, lo que resulté en un ligero aumento en el rendimiento aislado de 32a al 45%

(entrada 6).
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4.2.2.2 Sobre la configuracion absoluta de voacangina 7-hidroxiindolenina (32b)

Existe una discusion extensa en la literatura sobre la configuracién en C7 de la
7-hidroxindolenina de la voacangina (32b); la Figura 4.2.16 resume los puntos clave para su
entendimiento. Inicialmente, dos publicaciones diferentes, de Biemann et al. y de Hootele et al,,
aportaron evidencia de un enlace de hidrégeno entre el grupo hidroxilo en C7 y el éster metilico de
32b, detectado por espectroscopia IR, que sélo se puede formar asumiendo una configuracién 7S
(Figura 4.2.16A).3%% Ademas, Wenkert et al. informaron, tras un andlisis de RMN utilizando un reactivo
de lantanido sobre iboluteina (34a) y voaluteina (34b) (los derivados conocidos de pseudoindoxilo
obtenidos por rearreglo catalizado por acido de las correspondientes 7-hidroxindoleninas 32a y 32b),
que el carbono cuaternario de dichos compuestos presenta una configuracion S la cual debe de
mantenerse en C7 en los materiales de partida previos al rearreglo (Figura 4.2.16B).** A pesar de
esta evidencia sélida, Madinaveitia et al. informaron que la configuracion de la 7-hidroxindolenina de
la voacangina obtenida por oxidacidon en aire es 7R (32b’).*” El argumento principal se basé en las
diferencias en los desplazamientos quimicos de RMN de los hidrégenos metilénicos en C17 para la
7-hidroxindolenina de la voacangina (32b’) y su derivado acetilado, la 7-acetoxiindolenina (35b’)
(Figura 4.2.16C). Los autores sefialaron que las diferencias observadas en los desplazamientos
guimicos sélo podian explicarse por un efecto anisotrdpico del grupo 7-acetoxi ubicado en la

proximidad de estos hidrégenos, lo que ocurriria Gnicamente si C7 tiene una configuracién R.%

(A)Tetrahedron 1968, 24, 4223-4231

on - ) (B) Heterocycles 1977, 7, 753-758
Bull. des Societés Chim. Belges, 1967, 76,300-307

) (0]
Acido
— s N 34a, R=H

MeO, MeO

32b 32a,R=H N 3 N ¢&(\ 34b, R= COOMe
= 2| = H
0™ oMe 32b. R= COOMe R
1 —
R 1685 om” banda que indica una El rearreglo de Wagner Estudios de RMN utilizando Yb(dpm)s ,
ineraccion intramolecular de enlace de Meerwein procede con

retencion de la configuracion establecen una configuracién absoluta S

hidrégeno, posible unicamente si la absoluta para ambos analogos 34a y 34b
configuraciéon en C7 es S
(C) J. Nat. Prod. 1996, 59, 185-189
(0] 32b'R=H
MeQ MeO MO T MeO, 35b' R = OAC

aire, luz solar
- >

CHCI3, 2 semanas

H<
: 248 3
o= 272 = Ha7p

2.48

Madinaveita et al argumenta:
que la variacion en el desplazamiento quimico de los
protones H17 entre 31b'y 35b' sugieren que el
acetato se localiza sobre los protones y ejerce
anisotropia. Por tanto, C7 tiene config R

Figura 4.2.16 Resumen de reportes previos que conciernen a la determinacién de la
configuracién absoluta de 32b. (A) Evidencias de un enlace de hidrogeno intramolecular entre
el hidroxilo y el éster metilico, Gnicamente posible en una configuracion syn de ambos grupos
funcionales, lo que apoya una configuracion S en C7.3%% (B) La sintesis de los derivados

pseudoindoxilo (iboluteina (34a) y voaluteina (34b)) mediante un rearreglo de Wagner
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Meerwein, y el posterior andlisis de su espectroscopia de RMN y desplazamiento de sefiales
por adicion de sales de Yb, apoya una configuraciéon S en C7.% (C) Madinaveitia et al argumentan
una configuracion R en C7, basados en el desplazamiento quimico de sefiales de la

7-hidoxiindolenina y su derivado acetilado.®’

Dados estos reportes contradictorios, se decidid determinar experimentalmente la configuracién
absoluta en C7 en la 7-hidroxindolenina (32b) obtenida a partir de 2 en condiciones oxidativas
(Tabla 4.7). Para ello, se realizaron experimentos de nOe) y célculos computacionales utilizando
teoria funcional de densidad electrénica (DFT). Mediante los experimentos de nOe, se observd un
realce clave entre el protdn H21 del anillo isoquinuclidinico y el protdn del hidroxilo (Figura 4.2.17A).
Esta interaccidn sdlo es posible considerando una configuracion S para el centro quiral C7, en la cual
el grupo OH esta posicionado de manera syn al grupo éster metilico, como se muestra en la Figura

4.2.17A.

Ve O 3
(A) R - (0 thae (B) 7s
DVe (D Mg ) ‘N
; - | iy,
i) \/L\
& MeDOC
o b e )
.
.
v < Distancia (OH-H21)
inedda pof GNOESY
7R 25520034

Figura 4.2.17 Configuracion absoluta de voacangina 7-hidroxiindolenina (32b). (A) Realce nQOe
observado entre las sefiales de protén OH y Hz. (B) Estructuras minimizadas por DFT de los
dos posibles epimeros 7S and 7R. La distancia se determind experimentalmente, de forma
precisa, mediante la cuantificacidon del realce nOe; ésta concuerda con la calculada para el

epimero 7S en su conformacidn mas estable.

Ademas, fueron estimadas las distancias interatémicas entre protones para el producto 32b
usando NOESY de alta resolucidén (Figura 4.2.18), mediante una colaboracién con el Dr. Gonzalo
Hernandez (Departamento de Quimica Organica, Facultad de Quimica, UdelaR). Para dicho célculo de
las distancias internucleares, se asumid véalida la Aproximacidn de Tasa Inicial,*** ya que los
compuestos bajo estudio son moléculas rigidas, que giran isotrépicamente en un disolvente de baja
viscosidad (CDCLs) y, por lo tanto, se encuentran en el régimen de giro rapido. Las distancias entre
protones fueron determinadas en funcién de la intensidad relativa de sus nQOe, calibrando

previamente con el nOe entre protones geminales de un CH; diastereomérico (por ej. C5), tomando
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su distancia internuclear como 1,76 A (tomada de las estructuras minimizadas Figura 4.2.17B). Para
cada sefal de interés, se extrajeron trazas (en el eje t2) del experimento NOESY correspondiente y
se integraron sus sefales (Figura 4.2.18). Al comparar la distancia OH-H21 calculada en las
estructuras minimizadas por DFT de ambos epimeros (2,58 A para 7S, y 4,85 A para 7R) con la
distancia experimental estimada a partir de experimentos de NOESY de alta resolucidn (2,55+0,03 A),

ésta concuerda perfectamente con la calculada para el isémero 7S (Figura 4.2.17B).

21
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Figura 4.2.18 2D-NOESY del compuesto 32b. Marcadas con circulos en verde de identifican los
realces de nOe (cross-peaks) que fueron clave para la determinacién de la configuracidn
absoluta en C7. Para la determinacidn de la distancia mediante cuantificacién del efecto nQe,

trazas del eje t2 fueron extraidas de este experimento 2D para las sefiales H21, H5a y H5p.

Finalmente, se calcularon los desplazamientos quimicos de H-RMN para las estructuras
minimizadas por DFT de ambos posibles epimeros (7S y 7R) de la 7-hidroxindolenina de la voacangina
(32b), y se compararon con los valores tomados experimentalmente (Tabla 4.8). Se observé que la
desviacidn cuadratica media (RMSD) entre los desplazamientos quimicos calculados vy
experimentales es apreciablemente menor para el epimero 7S (RMSD = 0,083) que para la
contraparte 7R (RMSD = 0,233), en concordancia con la configuracién propuesta. De esta manera,
concluimos que el compuesto 32b presenta una configuracion S en C7, lo cual estéd en concordancia

con los informes iniciales de Biemann et al., Hootele et al. y Wenkert et al. (Figura 4.2.16) 354344
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Valor calculado
e | VeloT o RN TS aan) cr-R@a2b)
{ppm) {ppm) MeQ |

18 0.87 0,94 0.89

19 1.43 1,48 1.45 %

20 1.43 1,50 1,56 =
15eq 1.1 1,16 0,95
15ax 1,77 1,76 1.78

14 1.80 1,83 1.78 b pMeO— %
17eq 248 2,68 2.19 e
17ax 2.72 268 2 81

16 RMISD

21 a7 3.B4 373 epimero S epimero R

3 272 2,81 3,44 e

5b 2.97 2.98 3.25 0,083 0.233

5a 3,49 3,66 3,54

6b 1,80 1,90 2.13

6a 1,96 198 205

Tabla 4.8 Comparacién de desplazamientos quimicos en *H-RMN para el compuesto 32b. La
primera columna lista los valores experimentales, la segunda y tercera son valores calculados

para ambos epimeros 32b y 32b'. La RMSD es significativamente menor para el epimero C7-S.

A diferencia de 32b, no existe controversia respecto a la configuracion absoluta de la
7-hidroxiindolenina de la ibogaina (32a), debido a que se asigné de manera inequivoca (como 75)
mediante anélisis de difraccion de rayos X de monocristal.®® Esta informacién nos permitié validar
nuestra metodologia de célculo de distancias internucleares mediante NOESY cuantitativo. De
manera analoga a lo realizado para 32b, se trabajé con el derivado metilado 32a-Me, debido a que el
alcohol terciario en 32a se deutera rapidamente y no permite ver la correlacién buscada (Figura
4.2.19).

Es interesante analizar por qué 32a se deutera mucho mas rapidamente que 32b; una posible
explicacion es que 32b genera un enlace de hidrégeno intramolecular entre el OH y el carbonilo del
éster metilico (OH~0=C), lo que disminuye significativamente su velocidad de intercambio con el
solvente. La medida de la distancia entre el O carbonilico y el H del hidroxilo en la estructura
minimizada por DFT (Figura 4.2.17) es de 2,008A, lo que es coherente con una interaccién de este

tipo.

Las distancias calculadas en este caso para las estructuras minimizadas por DFT de ambos
epimeros fueron 3,04 A para 7S, y 5,28 A para 7R, y la distancia experimental a partir de experimentos
de NOESY de alta resolucion (3,02+0,04 A) concuerda con la calculada para el isdmero 7S

(Figura 4.2.19B). Esto permitid la validacién de la metodologia utilizada.
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Figura 4.2.19 Configuracién absoluta de ibogaina 7-metoxiindolenina (32aMe). (A) Realces nOe
observados entre las sefiales de protdn H21 con OCHsy H16. (B) Estructuras minimizadas por
DFT de los dos posibles epimeros de este compuesto, 7S and 7R. La distancia se determind
experimentalmente, de forma precisa, mediante la cuantificacién del realce nQOe; ésta
concuerda con la calculada para el epimero 7S en su conformacién mas estable, lo que valida

la metodologia de trabajo.

Al haber determinado que la configuracidn absoluta para 32b es 7S, queda pendiente explicar
las afirmaciones de Madinaveitia et al., referidas a las diferencias en los desplazamientos quimicos
de los protones geminales en C17 para 32b y 35b. Evidentemente, dichas diferencias no se deben a
un efecto anisotropico directo del grupo acetilo, como se afirma en ese trabajo, sino a otros cambios
conformacionales. En efecto, como se muestra en la Figura 4.2.20, también se observan cambios
similares en los desplazamientos quimicos para 35a, el derivado acetilado de 32a, el cual —como se
menciond anteriormente— tiene su estereoquimica definida como 7S mediante técnicas
cristalograficas.® Esto confirma que no es el grupo acetoxilo el que genera estas diferencias de

desplazamientos por cercania a los protones de C17.
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Figura 4.2.20 Diferencias de desplazamiento quimico en 7-hidroxiindoleninas y sus derivados

acetilados.

Cabe aclarar que los datos espectroscépicos de *H y **C RMN obtenidos para el compuesto 32b,
asi como los de su analogo acetilado 35b, concuerdan completamente con los reportados por
Madinaveitia et al., lo que confirma la asignacion estereoquimica errénea de dicho trabajo.®* En el
mismo trabajo, el grupo de investigacidn afirma que, por tratamiento de voacangina (2) con
tetraacetato de plomo se obtiene el epimero de la 7-acetoxiindolenina de voacangina preparada
previamente por ese grupo, en un 2% de rendimiento, acompanada de 42% del hemiaminal 3éb
(Figura 4.2.21A).3% En este caso, la 7-acetoxiindolenina se asigné como 7S (evidentemente de forma
errénea) y los datos de RMN reportados para este compuesto no coinciden con los de ninguna de las
indoleninas aisladas y caracterizadas en esta tesis. Frente a este hecho, se buscd reproducir el
experimento, que en nuestras manos proporciond 36b, como una mezcla epimérica de proporcién
1:0,3,y el aldehido 37, producto de apertura de 36b. No se logré identificar ningln compuesto cuya

asignacidn estructural coincidiera con la de una 7-acetoxiindolenina.
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(A) Helv. Chim. 1998, 81, 1645-1653

MeQO

Pb(OAc),
(1 equiv.)
—_—

DCM

E H ¢
Meo g MeO—,
2% 42 % 36b

Compuesto asignado como el epimero de 35b

(B) Reproduccion del experimento en el laborarorio

MeO MeO,
Pb(OAc),
. +

t.a., 45 min \

DCM H ¢

MeO—\

(0}
36b CHO

27%
(mezcla epimérica C3 (1:0.3) )

(C) Acetilacion de la 7-hidroperoxiindolenina 31b

MeQ _OH MeQ, .OAc

Ac,0 DMAP
DCM, t.a.

N

N >
MeO—\
—\O

MeO’ii

O 31b 31b-Ac

Figura 4.2.21 Oxidacién de voacangina (2) utilizando tetraacetato de plomo. (A) Resultados
descritos por Madinaveitia et al.,® (B) Reproduccidn de este experimento en el laboratorio. (C)
Acetilacion de la 7-hidroperoxiindolenina 31b, el producto (31b-Ac) no coincide con el

compuesto aislado por Madinaveitia et al. en (A).

Se propuso la hipdtesis que el producto aislado por Madinaveitia et al. podria ser en realidad el
derivado acetilado del hidroperdxido 31b. Por esto, se procedid a acetilar el mismo con anhidrido
acético, usando DMAP como catalizador (Figura 4.2.21C). El producto (31b-Ac) logré aislarse y
purificarse a pesar de su escasa estabilidad. Sin embargo, los datos de H y C-RMN tampoco
coinciden con los datos proporcionados en el trabajo original. De esta manera, se desconoce la
estructura correcta del compuesto aislado en el reporte mencionado, y ninguna indolenina pudo

obtenerse tras varios intentos de reproduccidn de las condiciones de reaccién reportadas.

4223 Reacciones de oxidacion mediadas por peroxo-compuestos

Ibogaina (1) y voacangina (2) fueron oxidadas utilizando dos agentes de tipo perdxido diferentes:
acido m-cloroperbenzoico (mCPBA) y dimetildioxirano (DMDO). Cuando se utilizdé mCPBA como
agente oxidante, se observa una competencia entre la oxidacién del indol, que produce las
7-hidroxindoleninas 32a y 32b, y la del nicleo isoquinuclidina para producir los N-6xidos 38a y 38b

(Tabla 4.9, entradas 1-7).
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MeQO MeO MeO
mCPBA 1.1eq
_—
g DCM
R
ibogaina_(1), R=H 32a,R=H 38a,R=H
voacangina (2), R= COOMe 32b, R= COOMe 38b, R= COOMe
R Condiciones t 32 (%) 38 (%)
1 COOMe 0°C — ta. 4 h 26 % 24 %
2 H 0°C —ta. 20 min 30 % -
3 COOMe -55°C 4h 43 %° 31%?
4 H -55°C 2h 38 % trazas®
5 H -78 °C 25h trazas © 33%¢
6 COOMe TFA (1 eq), -55 °C 2h 76 % -
7 H TFA (1 eq), -55 °C 20 min 13 % -

Tabla 4.9 Oxidaciones con acido m-cloroperbenzoico (m-CPBA). ® se recupera también 23% de
material de partida, ® N-6xido detectado por TLC, que se descompone en el medio de reaccién,

¢ se recupera también 44% de material de partida.

Los rendimientos aislados fueron bajos al realizar las reacciones a 0°C y a temperatura ambiente
(entradas 1 y 2), debido a una descomposicién en el medio de reaccidn, evidenciada por TLC
(multiples manchas de alta polaridad). Temperaturas mas bajas (-55°C) permitieron alguna mejora
en los rendimientos de reaccién (entradas 3 y 4), pero persistid la falta de selectividad entre la
oxidacién del indol y de la isoquinuclidina. Para ambas temperaturas, sélo se aislaron cantidades
apreciables de N-dxido en el caso de voacangina (38b). Aunque la formacién de N-dxido de ibogaina
(38a) se detectd mediante analisis de TLC (comparacién con patrén del material puro), éste se
descompuso antes de completarse la reaccion, lo que sugiere la alta sensibilidad de este producto
en medio acido (entradas 4 y 7). Para aislar 38a con el fin de caracterizar la estructura, fue necesario
realizar y detener la reaccién a -78°C (entrada 5), en cuyo caso la conversidn no fue completa. Con
el objetivo de mejorar la selectividad del proceso, se agregd un equivalente de un acido organico
fuerte (TFA) antes del agente oxidante (mCPBA), para protonar la isoquinuclidina y evitar la
formacién del N-6xido. Estas condiciones permitieron la sintesis de la 7-hidroxiindolenina 32b, con
un buen rendimiento (76%) (entrada 6), pero en el caso de 1, sdlo se aislé una pequefia cantidad de
32a (13%) después de completarse la reaccidn, indicando que 32a también es inestable en condiciones
acidas (entrada 7). La Figura 4.2.22 muestra dos mecanismos posibles para la formacién de las 7-

hidroxiindoleninas y los N-6xidos por el mCPBA.
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(A) mCPBA-oxidacién del indol (C7)

H o
MeO o o MeO
"0 \[ )/

x [

ibogaina (1), R=H H+l
voacangina (2), R= COOMe MeO

(B) mCPBA-oxidaciéon de isoquinuclidina (N4) - formacién de N-6xidos

R

32a, R=H
32b, R= COOMe

38a, R=H
38b, R= COOMe

Figura 4.2.22 Mecanismos de oxidacién con mCPBA.

En todas las condiciones estudiadas, la ibogaina (1) reaccioné mas rapido que voacangina (2).
Sin embargo, dado que ambos productos de oxidacidn de ibogaina, 32a y 38a, resultaron ser
inestables en el medio de reaccidn, no podemos sacar conclusiones claras sobre la preferencia de
oxidacion al comparar ambos materiales de partida. Para abordar el punto de la regioselectividad,
se llevaron a cabo oxidaciones mediadas por dimetildioxirano (DMDO), que tienen lugar en medio

neutro (Tabla 4.10).

o
MeO \/V MeO MeO

DMDO (1,5 eq)

0°C, Acetona

ibogaina (1), R=H 32a,R=H
voacangina (2), R= COOMe 32b, R= COOMe
R t 32 (%) 39 (%)
1 H 15h 99 % >
2 COOMe 1,5h 77 % 17 %

Tabla 4.10 Oxidaciones con dimetildioxirano (DMDO). EL agente oxidante se prepard y utilizd

como solucidon 0,092M en acetona.

La ibogaina (1) fue oxidada utilizando DMDO bajo condiciones previamente reportadas,®? (Tabla
4.10, entrada 1) para producir exclusivamente el producto 32a en un rendimiento del 99%. En
comparacion, cuando la voacangina (2) fue tratada en las mismas condiciones (entrada 2) se aisld,

ademas de la 7-hidroxindolenina 32b, el hemiaminal 39, donde la isoquinuclidina fue oxidada en la



4. Resultados y discusion

posicidn C3. En ambos casos, no se detectd la formacién de N-dxidos, lo que indica una diferencia
entre los mecanismos de oxidacidon por mCPBA (Figura 4.2.22) y por DMDO (Figura 4.2.23). Estos
resultados muestran que el nicleo de isoquinuclidina de 2 es méas propenso a oxidarse en estas
condiciones, si se compara con 1. Esto concuerda con reportes previos que utilizan la reaccién con
oxigeno (02) catalizada por platino para oxidar 1 y 2,47 donde el anillo de indol se oxidéd
selectivamente en la ibogaina (1) para dar lugar a 32a, mientras que para la voacangina, la oxidacidon
tuvo lugar en la isoquinuclidina para producir la lactama 40, resultante de la oxidacién en C3. Esta

tendencia fue racionalizada mediante célculos de DFT (ver apartado 4.2.2.5).

(A) DMDO-oxidacion del indol (C7)

MeQ, MeQ,

ibogaina (1), R=H
voacangina (2), R= COOMe

32a,R=H
32b, R= COOMe

(B) DMDO-oxidacién de la isoquinuclidina (C3)

/\
MeO /‘O)z) MeO

32b  CO,Me Co,Me

Figura 4.2.23 Mecanismo propuesto para las oxidaciones mediadas por DMDO.

4.2.2.4  Oxidaciones mediadas por iodo

Informes previos muestran que al utilizar iodo (1,5 a 1,8 equivalentes) como agente oxidante en
medio bdsico acuoso, tanto la ibogaina (1) como voacangina (2) pueden oxidarse en tiempos de
reaccion cortos (hasta treinta minutos) en la posicién C3, para dar lugar a las lactamas 40a/40b,
respectivamente.’>*47 En nuestras manos, la reaccién para ambos alcaloides bajo estas condiciones
produjo los hemiaminales 36a/36b junto con cantidades significativas de los materiales de partida

(Tabla 4.11, entradas 1y 2); es decir, en estos cortos tiempos de reaccion, las conversiones son bajas.

La configuracién absoluta de 36ay 36b en C3 se establecié como R al detectar un acoplamiento
en W entre H3 y H15, con una constante de acoplamiento Js.15= 2,8 Hz para ambos compuestos
(Figura 4.2.24). Esto coincide con datos reportados en literatura para acoplamientos en W en este

tipo de sistemas biciclicos (“J= 2 - 3 Hz).*8



4. Resultados y discusion

MeO

OH Acople de larga distancia

en W (J =28 Hz)

36a, R=H
36b, R= COOMe
H15'

H15

Figura 4.2.24 Acople a larga distancia (en W) entre H3 y H15. Este permitié confirmar

estereoquimica absoluta de C3 de los hemiaminales 36a y 36b (nuevo centro estereogénico).

MeO MeO

MeO

I, , NaHCO, 40a, R=H 36a, R=H
H 3 THF-H,0 40b, R= COOMe 36b, R= COOMe
R 0°Cat.a. MeQ
ibogaina (1), R=H

voacangina (2), R= COOMe

# R l2 eq t 40 (%) 36 (%) 37 (%)
1 COOMe 15 30 min - 24% @ -
2 H 15 30 min - 35%° -
3 COOMe 3,0 45h 22% © - 32% ¢
4 H 3,0 5h 30% - -

Tabla 4.11 Oxidaciones con iodo en medio basico. ® se recupera 75% de 2; ®se recupera 28%

de 1; ¢ mezcla.

De acuerdo con un mecanismo posible para esta reaccién (Figura 4.2.25) en concordancia con
reportes anteriores,*’ estos hemiaminales son productos intermedios en el proceso de oxidacién para
dar lugar a las lactamas 40a/40b, que requeririan al menos dos equivalentes de iodo. En
consecuencia, se repitio la reaccion utilizando un exceso del agente oxidante (3,0 eq) y se extendieron
los tiempos de reaccidn hasta el consumo total del material de partida (entradas 3 y 4). En estas
condiciones, se obtuvieron 40ay 40b en rendimientos moderados, junto con la formacidn del aldehido
37, exclusivamente en la oxidacion de 2 (entrada 3). La formacién de este producto puede explicarse

por la apertura preferencial del anillo del ndcleo de isoquinuclidina en el hemiaminal 3éb, como
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forma de liberar la tensidn estérica, que es mayor en la estructura de voacangina (2) debido a la
presencia del éster metilico sobre C16 (Figura 4.2.25). La formacién de este compuesto podria
interferir en el curso de la reaccion, ralentizando la velocidad de formacion de la lactama 40b. En
discrepancia con un reporte anterior,® el cual utiliza tiempos de reaccién mas largos (12 horas) y
mas equivalentes de iodo (4,5 eq), en nuestras condiciones no se detectaron productos que exhiban

oxidacidn en el anillo de indol, como se describe en dicho trabajo.

MeQ MeO

ibogaina (1), R=H
voacangina (2), R= COOMe

apertura del

biciclo
Hemiaminal

CoTTTTTTTTTToT T intermedio
' MeO Lactama 12,2 eq
. MeO
E -
: : -Hi
| "R
5 40a, R=H
|

40b, R= COOMe

Figura 4.2.25 Mecanismo propuesto para las oxidaciones con iodo en medio basico.

Sorprendentemente, la oxidaciéon de voacristina (3) en las mismas condiciones, Unicamente
produjo la 7-hidoxiindolenina 41 en un rendimiento bajo de 30% (Figura 4.2.26). Esto demuestra un
nitrégeno isoquinuclidinico muy poco reactivo, posiblemente debido a interacciones intramoleculares

entre dicho nitrégeno y el hidroxilo en C19.

MeQ MeO
l2 (1,5 eq)
HO NaHCO3 HO
N : = :
H \i 0°Cata. N™ 3
A \
MeO Y “ MeQ”

Figura 4.2.26 Oxidacion de voacristina (3) con iodo en medio basico.

4225 Racionalizacién de la regio-reactividad de reacciones de oxidacion mediante calculos
computacionales
Mediante una colaboracién que nuestro grupo lleva a cabo con el Dr. Nicolds Veiga

(Departamento Estrella Campos- Facultad de Quimica- UdelaR) se realizaron estudios
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computacionales para racionalizar los resultados obtenidos. Como primer enfoque para evaluar y
comparar la reactividad de ibogaina (1) y voacangina (2), se calcularon indices globales como:
potencial quimico (u), dureza (n) e indice de nucleofilia (N.I.) (Tabla 4.12 columna 1). En términos
generales, el potencial quimico electrénico (u) indica que la ibogaina (1) estd menos estabilizada por
la adicion de electrones, ya que W ibogaina > u voacangina. Esto concuerda con los resultados
experimentales donde 1 reacciona mas rapido que 2 en las oxidaciones basadas en oxigeno (Tabla
4.7). Ademas, segln los indices de dureza (n), ibogaina (1) muestra un valor sensiblemente menor, lo
que implica una mayor polarizabilidad en comparacién con voacangina (2). Entonces, 1 seria mas
propensa a actuar como nucledfilo, dando lugar a un indice de nucleofilia (N.I.) mas alto. Por lo tanto,
en comparacion con 2, ibogaina no sélo se oxida mas facilmente, sino que también seria mas reactiva

en reacciones como nucleofilo.

MeO

Descriplones condaensadas par b= TRy o) Contribucain P Alamao I:?il
Da=cnptoras Carga :
iobeles | Afomo | aibmica|Nuckomciosd Fl'j'_"'" F';T" s | Boni [Homo-1| Homo | Lumo
Hirshfaid
(=T 0.003 0110 D024 0.041 0108 0173 0.84 41.7 402
'“ﬁ:‘“‘ Ca 003 | 0156 | —000 | 0104 | 0951 | 0456 | 421 | 403 | 418
M — TEE —B42 -0.185 -1 380 -0.8613 -390 5.54 173 560
W= —2ppey |G| 009 1406 0300 | 0167 | 1358 | 0732 | 365 | 088 | 045
f1=6.19 &V Cr o107 0513 0113 —p 100 —0. 485 -0 438 432 184 3.83
Nl=d 55 gy |__Ne | 0421 | 2003 D440 | U220 | 1995 | 0068 | 005 | Go0 | 000
Hy 0.430 1.0B5 D34 0147 1028 0.848 013 @15 01E

Cia .00 0035 O08 | -0o0ed | DS | 0308 .35 41.4 0oz

Ca 0.018 =0 Q05 0002 | P80 | -0.0M -0 346 048 407 0.01

Voacangina |y | 0324 | 0010 | —0.002 | D006 | —0.010 | 0028 | 793 | 370 | 028
(2 Ca —E30 0.001 D30 0.018 0 0.088 B.10 L L 1.05%
\=—s14ey |G| DOW] 0om 000 | 0036 | D008 | 0956 | 047 | 388 | 006
=629 eV M4 ~0 406 2. 5415 0581 0267 2515 1262 0.0t 000 0.1
M R R T 0005 G007 | 0962 | 0005 | 0600 | 028 | 001 | 543
Oy 35T o078 DOE [N it DOFT 0762 0.08 0000 331

Hy 0233 0036 LEE A 0.0 D036 0.0E3 Godd .14 013

Tabla 4.12 Descriptores globales y descriptores condensados por atomo calculados para

ibogaina (1) y voacangina (2). ( ): potencial quimico, (n): dureza, (N.1.): indice de nucleofilia.

Para explorar mas estas caracteristicas, la Figura 4.2.27 muestra las estructuras optimizadas
por DFT en tolueno y el potencial electrostatico para ambas moléculas. La presencia del grupo éster
metilico provoca cambios estructurales notorios, principalmente relacionados con la conformacion

del anillo de isoquinuclidina. Este fenémeno, junto con el efecto inductivo del grupo éster metilico,

Alcaloides de la iboga: modificaciones estructurales y evaluacion de su potencial antidepresivo
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afecta significativamente la densidad electrdnica, quitando electrones del anillo indélico y del
nitrégeno isoquinuclidinico hacia el grupo éster. De hecho, el potencial electrostatico de superficie
minimo (Vs, min) es mayor para ibogaina (1) tanto en el nitrégeno isoquinuclidinico, como sobre el

anillo indélico (comparar valores Figura 4.2.27).

Figura 4.2.27 Estructuras de ibogaina (1) a la izquierda y voacangina (2) a la derecha,
optimizadas por DFT. Se mapea el potencial electrostatico en una superficie de isodensidad
(0,001 e-/A3), escala de colores: del rojo (-0,05 V) al azul (+0,05 V). Se incluye el valor de
potencial electrostatico minimo (Vsmin) sobre el nitrégeno de la isoquinuclidina y sobre el

anillo inddlico.

Para entender mejor cdmo este fendmeno influye en la ubicacién y fuerza de los centros
nucleofilicos, se calcularon los descriptores condensados-por-atomos (Tabla 4.12 columna 3 en
adelante). Esto incluyd: carga atdmica de Hirshfeld, nucleofilicidad, funcién f -y f ® de Fukui, al igual
que la suavidad local s™ y s°, definidos dentro del marco conceptual de la teoria del funcional de la
densidad (DFT).*® Segun las cargas atomicas de Hirshfeld, ambos atomos de nitrégeno (N1 y N4)
tienen carga negativa, aunque los valores son mas bajos para 1, en concordancia con su menor

potencial electrostatico.

Como se esperaba desde el punto de vista quimico, el N4 (isoquinuclidinico) deberia ser un centro
mucho maés nucledfilo/basico que N1 (inddlico) en ambos alcaloides, ya que se trata de una amina
alifatica terciaria, que a diferencia de N1 no tiene su par de electrones libres comprometidos en la
aromaticidad del nlcleo aromaético. Esto se refleja en los valores del descriptor condensado
“Nucleofilicidad” mostrado en la Tabla 4.12. Curiosamente, los valores para este descriptor en N4 son
mas altos para 2 que para 1, sugiriendo que, aunque la molécula de ibogaina (1) es un nucledfilo mas
fuerte en su conjunto, N4 es un centro nucledfilo mas fuerte en la voacangina (2). En este sentido, 2
seria mas propensa a reaccionar en la porcién de la isoquinuclidina con especies deficientes en
electrones. Esto concuerda con nuestros resultados de la Tabla 4.10 donde en las oxidaciones con
DMDO, unicamente voacangina (2) produce el producto hidroxilado en C3 (38b), y con reportes

previos que utilizan la oxidacidn con oxigeno catalizada por platino. 3547
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El anélisis se extendid hacia la disposicion espacial de los sitios reactivos. La Figura 4.2.28
muestra una representacion grafica de la funcidn f - de Fukui, mapeada como una superficie de
isodensidad sobre las estructuras optimizadas de ibogaina (1) y voacangina (2). Este descriptor de
Fukui evalla la probabilidad de que un sitio en una molécula actde como un nucledfilo en una reaccién
guimica. Especificamente se relaciona con la susceptibilidad a la adicién de un electrén en un punto
particular; entonces cuanto mas positivo sea el valor de f -, mayor seré la capacidad de esta posicidn

para actuar como nucledfila.

Para ibogaina (1) las zonas nucleofilicas se encuentran principalmente sobre el indol y el &tomo
de nitrégeno isoquinuclidinico (N4) (Figura 4.2.28 izquierda); pero en voacangina (2), con la presencia
de del grupo éster metilico, las zonas nucledfilas se desplazan completamente hacia el nitrégeno
isoquinuclidinico (N4) (Figura 4.2.28 derecha). Esto, concuerda con los indices condensados de
nucleofilicidad (compare Fukui f - y nucleofilicidad en la Tabla 4.12). En resumen, los cambios
conformacionales y electrdnicos observados al pasar de 1 a 2 provocan el desplazamiento de la
densidad electrdnica, dando lugar a un valor de indice de nucleofilicidad mas alto en N4 de 2 (Tabla
4.10), aunque la suma de sitios nucleofilicos para 1 asegura que ésta sea, en forma global, un
nucledfilo més fuerte (lo que concuerda con las velocidades de reaccién de las oxidaciones basadas

en oxigeno, Tabla 4.7).

AN

Figura 4.2.28 Funcidn f- de Fukui. Representada como una superficie de isodensidad. (0,001 e-

/A3, violeta = positivo, cyan = negativo). Ibogaina (1) a la izquierda y voacangina (2) a la derecha.

Ademas, para completar la discusién de la reactividad con oxigeno descrita en la Tabla 4.7, se
calculd los indices de Fukui para reacciones de radicales, funcién f. En la Figura 4.2.29 se observa
una representacion grafica, mapeada como una superficie de isodensidad para las geometrias
optimizadas de 1y 2. Se puede ver en la Tabla 4.12, que el valor f/ para el 4&tomo de hidrégeno unido
al nitrégeno inddlico (H1) es aproximadamente diez veces mayor en 1 que en 2, lo que indica que
ibogaina (1) es mucho mas propensa a sufrir la abstraccidn de H en la posicién inddlica, a través de
una ruptura homolitica. Esto concuerda con el mecanismo radicalario propuesto en la Figura 4.2.15,

donde sélo ibogaina (1) reacciona con el oxigeno en estado fundamental (triplete).
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Figura 4.2.29 Funcidn f®de Fukui. Representada como una superficie de isodensidad. (0,01 e-

/A3, violeta = positivo, cyan = negativo). Ibogaina (1) a la izquierda y voacangina (2) a la derecha.

Experimentalmente se observé una notable selectividad hacia la oxidacion de C3 frente a C5 en
las reacciones con iodo (Tabla 4.11) y DMDO (Tabla 4.10), lo que motivé un estudio méas detenido. La
oxidacion con ambos reactivos posiblemente procede a través de un mecanismo que implica la
formacidn de iminio (Figuras 4.2.23 y 4.2.25). Para explicar la regioselectividad hacia C3 se realizaron
estudios computacionales basados en DFT, donde se encontrd una gran diferencia de energia libre
(AG), de més de 20 kcal/mol, entre los dos iminios intermedios posibles (N=C3 y N=C5) (Figura 4.2.30).
De esta forma se constata que la formacidn del iminio N=C3 esta claramente favorecida. Para revelar
la base estructural y electrénica detrds de este fendmeno, se identificaron y analizaron las
interacciones débiles mediante el método de interaccidn no covalente (NCI) (Figura 4.2.30 cddigo de
color); las cuales se calculan como el producto sign(A2)-p; siendo p: la densidad electrdnica y A2: el
segundo mayor autovalor de la matriz Hessiana de la densidad electrénica. Los resultados sugieren
que al pasar del iminio N=C3 al N=C5, la conformacién espacial del biciclo isoquinuclidinico se
distorsiona, aumentando significativamente la repulsién estérica en el anillo de 7 miembros

(tetrahidroazepina).

En el apartado 4.2.2 se describié de forma detallada y comparativa el comportamiento de
oxidacidon de ibogaina (1) y voacangina (2), donde el éster metilico en C16 presente en 2 estabiliza
toda la molécula frente a la oxidacién con oxigeno y mCPBA, en comparacién con 1. Sin embargo,
mientras que la presencia del grupo éster disminuye la velocidad de oxidacién de la porcidn inddlica,
también desencadena un cambio en la nucleofilia de la molécula, haciéndola méas propensa a
reaccionar a través del nitrégeno isoquinuclidinico (N4), por ejemplo, para obtener productos

oxidados en C3 con DMDO.
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MeO MeOQO

- \

AG°=+20.7 kcal/mol
relacion molar: 100:0
T=25°C

_..J,-.t

- S & 7 A —
Y N Y
Atraccion fuerte: Enlace de Repulsion fuerte
enlace-H, enlace-halogeno, etc Van der Waals  Efecto estérico en anillos

Figura 4.2.30 Estructuras de intermedios imino hipotéticos optimizadas por DFT. 5! Se incluye
una representacion visual de interacciones no covalentes de baja energia (NCI). Las
interacciones se representan en diferentes colores, de acuerdo con un gradiente de densidad
reducido (RDG) en una superficie de isodensidad (= 0,5). Cédigo de color: enlaces de hidrégeno
(azul), Van der Waals (verde) y repulsidon estérica (rojo). Las flechas punteadas sefialan las

interacciones desfavorables mas significativas para ambas estructuras.

Los céalculos computacionales permitieron racionalizar parte de la reactividad diferencial entre
los dos alcaloides (1y 2), asi como la regioselectividad C3 frente a C5. En cuanto a la estereoquimica
del proceso de oxidacidn, todas las reacciones procedieron de manera estereoselectiva, acercandose
el agente oxidante opuesto al biciclo isoquinuclidinico, independientemente de su voluminosidad; en
ningln caso se observaron mezclas epiméricas. Ademas, utilizando experimentos cualitativos y
cuantitativos de RMN combinados con célculos tedricos, se revisé la configuracion absoluta en C7
para la 7-hidroxindolenina de la voacangina (32b). Se asignd, con suficiente evidencia experimental,
una configuracion S, lo que implico corregir reportes anteriores que proponian una configuracion R.
Nuestros resultados sugieren que para almacenar alcaloides de iboga que no tengan el grupo éster
metilico en C16 como parte de su estructura (por ejemplo, ibogaina), las condiciones dptimas de
conservacion deben incluir la ausencia de aire y proteccion contra la luz, para evitar la oxidacién

espontanea mediada por el oxigeno atmosférico.

En cuanto a los objetivos de ampliacidn de la diversidad estructural, la seccidon 4.2.2 describid

como la oxidacidn de alcaloides de la iboga puede dar lugar a variedad de estructuras. Por ejemplo,

130
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la oxidacién puede ocurrir en el anillo inddlico para producir 7-hidroxi o 7-hidroperoxi-indoleninas,
o en el ndcleo isoquinuclidinico, para generar N-dxidos o productos oxidados en C3, como lactamas
o hemiaminales. Se encontrd que la regioquimica del proceso de oxidacidn puede ser dirigida,
dependiendo del oxidante utilizado. Asi, mientras que el oxigeno oxida exclusivamente la porcidn
inddlica, el iodo lo hace selectivamente en el nidcleo isoquinuclidinico, y los agentes peroxo (mMCPBA

y DMDO) dan mezclas.

4.2.3 Analogos funcionalizados en la cadena etilica lateral del esqueleto de laiboga

(C18y C19)

Como fue cubierto en el punto 2.3.1.1, los analogos estructurales funcionalizados en la cadena
etilica (posiciones C18-C19) son interesantes por su similitud al compuesto 18-MC
(18-metoxicoronaridina)(Figura 4.2.31A), un derivado sintético de ibogaina (1) desarrollado como
candidato para el tratamiento del trastorno por consumo problemaético de sustancias.®>* Como fuera
mencionado en el capitulo 2 de Antecedentes, actualmente, se estan desarrollando ensayos clinicos
fase Il con este compuesto, que ademas presenta una interesante actividad antiparasitaria.® Segun
datos de bibliografia, 18-MC resuelve —al menos de forma parcial— el problema de la toxicidad

cardiaca (apartado 2.1.4), ya que produce menor inhibicion del canal hERG que ibogaina (1).%°

Para la preparacidon de estos andlogos se utilizan dos estrategias, una descripta en los puntos
4.2.3.1 a 4.2.3.3, que sigue el enfoque semisintético utilizando voacristina (3) y 19-hidroxiibogaina
(iboxigaina, 12) como materiales de partida; y una segunda estrategia de aproximacién por sintesis
total, punto 4.2.3.4. En la primera, resulta de especial interés la funcién alcohol en C19 presente en
el producto natural, porque permite introducir funciones orgénicas variadas en la cadena de etilo del
nucleo estructural de los alcaloides de la iboga; lo que de otra manera implicaria complejos desafios
de funcionalizaciéon C-H. La segunda estrategia estuvo motivada por el bajo stock del producto
natural voacristina (3), y nos permitié ensayar condiciones de reaccidn no exitosas sobre el producto
natural sobre sistemas mas sencillos, sin la porcién inddlica de la molécula. Ademas, resultd
satisfactoria como primera aproximacién a la ruta para la sintesis de derivados con cambios

estructurales en la cadena etilica lateral.

Algunas modificaciones puntuales sobre 3 y 12 ya se abordaron anteriormente en las Figuras
42.4,428,4210,42 14y 4.2.26.

4.23.1 Transformaciones de grupo funcional sobre el hidroxilo en C19

Inicialmente se ensayaron reacciones de proteccidn del alcohol en C19 con diferentes grupos
para alcanzar analogos novedosos en esta posicion. Al acetilar 3 y 12, voacristina (3) presentd una
menor reactividad, siendo necesario el agregado de un exceso de anhidrido acético y tiempos
extendidos de reaccidn; por el contrario, 12 se acetila réapidamente y con un rendimiento mayor
(Figura 4.2.31B). Se hipotetizd que esta diferencia de reactividad podria deberse a la formacién de un

enlace de hidrégeno entre el N-isoquinuclidinico y el hidroxilo en C19 con distinto grado de
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intensidad. La presencia del grupo éster metilico sobre C16 genera cambios en la distribucién
electrdnica del esqueleto de la iboga, ya descritos en el punto 4.2.2.5 (Tabla 4.12), donde se observa
una mayor basicidad del nitrégeno isoquinuclidinico en ibogaina vs. voacangina. En forma similar, la
mayor basicidad del nitrégeno de iboxigaina (12) vs. voacristina (3) produce una mayor capacidad de
formacién de enlace de hidrégeno en 12. Esto activa al grupo hidroxilo, por un mecanismo de catalisis

general basica,’*®” permitiendo la acetilacién mas eficiente de 12 vs. 3.

\ N
A/ N OMe
H \ H
Meo MeO' 0 (x)-18-MC
coronaridina
MeO MeQ
Ac,0 (6eq), TEA
DMAP, 24 h
53% \
B/ MeO/\\O 42
MeQ MeQ

Ac,0 (2eq), TEA
DMAP, 2 h

.

Figura 4.2.31 (A) Estructuras de coronaridina y 18-metoxicoronaridina, (¢+)18-MC un analogo

sintético con disminuida toxicidad cardiaca. (B) Acetilacidn de voacristina (3) e iboxigaina (12).

Como se menciond anteriormente (punto 4.2.1.3), los intentos de proteger el alcohol mediante
la generacién de un grupo éter metilico o bencilico (condiciones de Williamson) no dieron buenos
resultados, ya que existe una regioselectividad pronunciada hacia la reaccidn del indol, incluso tras

la generacidn del alcéxido en condiciones basicas fuertes (Figura 4.2.14).

Luego se ensayd la oxidacion del alcohol en C19 con el fin de obtener una cetona, que ademas
de ser un andlogo estructuralmente interesante, puede ser material de partida tanto para reacciones
de olefinacidn tipo Wittig, que permitan homologar e introducir ramificaciones en la cadena lateral
del nucleo isoquinuclidinico, como para la adiciéon de reactivos organometdlicos que generen
alcoholes terciarios. Frente a condiciones suaves de oxidacion de alcoholes a carbonilo utilizando
DMSO (reaccién de Swern), voacristina (3) reaccioné dando la cetona correspondiente (44), como
una mezcla epimérica de proporcion (1 : 0,54), (syn:anti) respecto del nitrégeno del biciclo
isoquinuclidinico, N4 (Figura 4.2.32). La mezcla resulta inseparable por cromatografia en columna y
la proporciéon de epimeros, y su asignacion, se establecié por espectroscopia de RMN. La
epimerizacidn ocurre porque, una vez producida la cetona, los protones en posicién a son enolizables
en el medio basico de reaccién. Como alternativa, se ensayd la oxidacién de Parikh-Doering (una

variante de la reaccidon de Swern) que utiliza el complejo tridéxido de azufre-piridina (SOs-py) en DMSO
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y en un medio menos basico.’®%? Estas condiciones permitieron la obtencidn de la cetona syn-44, sin

eventos de epimerizacidn, en un 60% de rendimiento.??

MeQO
CO,Cl, , DMSO
DiPEA
MeQ
DCM, -78 °C
WY "
(1:0,54)
syn : anti
MeO (syl )
SO3Py

DMSO, DCM, TEA

60%

MeQ MeO

SO3-Py

DMSO, DCM, TEA

37%

Figura 4.2.32 Oxidacion del hidroxilo en C19 de voacristina (3) e iboxigaina (12).

Un resultado diferente se obtuvo cuando 12 se traté en las mismas condiciones de reaccidn,
produciendo el metiltiometil éter 45 como Unico producto, en bajo rendimiento, pero en menor
tiempo de reaccién (2 h vs. 5 h para 3). Este tipo de productos secundarios estd descrito para
reacciones con DMSO activado, como-Swern y sus variantes.?? EL mecanismo propuesto en la
Figura 4.2.33 busca explicar su formacion. Asi, una vez formado el catidn alcoxisulfonio (por ataque
del alcohol al DMSO activado), éste es desprotonado por una base para formar el iluro de
alcoxisulfonio, el cual puede abstraer el protdn de la base del alcohol para formar una cetona
(syn-44) (flechas rojas) o, alternativamente, puede disociarse para producir el catién
metilmetilensulfonio (flechas azules), que puede ser atacado por el O del alcohol, produciendo el
metiltiometiléter 45. En el mecanismo de oxidacidn estandar, el iluro se forma por accién de una base
externa (TEA o py), pero en nuestro caso existe la posibilidad de ataque por el N secundario del anillo
isoquinuclidinico, lo que podria explicar la selectividad encontrada en funcidn de las diferencias de
basicidad entre los sustratos 3 y 12 (y los alcoxisulfonios correspondientes, 46 y 47). De esta forma,
por analogia con sus andlogos deshidroxilados ibogaina (1) y voacangina (2), donde el N
isoquinuclidinico de 1 es mas basico que el de 2,°°(ver punto 4.2.2.5) se puede suponer que este N en
12 (y 47) es mas basico que en 3 (y 46). Esta diferencia podria hacer competitiva la abstraccién del H
para formar el iluro por parte de ese N en 47, mientras que para 46 se requiriria la base externa. En
consecuencia, la desprotonacidn intramolecular en 47 aumenta la velocidad de formacidén del iluro
pero genera restricciones espaciales, dada la conformacién requerida para la desprotonacidn
(mediante un ciclo de 8 miembros). En esta conformacién, la carga negativa del iluro no puede

acercarse lo suficiente al H base del alcohol en C19 y, por tanto, no se completa la oxidacién a cetona
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(syn-48), sino que el iluro se disocia para formar catidn metilmetilensulfonio, que es atacado

rapidamente para dar 45.

MeQ
MeQ

Parikh-Doering

—_—

H R
47, R1F|/ \4i R= COOMe
: Base ©)

H:Base

H3C\® @
. (,S"Cyz

N
Ok

MeQO

H.C® .\ _S.
—CH H3C™ "CH
MeO S .3 MeO MeO 3 3
sulfonio

H -_— \ N (o]
N
alcoxido H

45 MeOOC  syn-44

Figura 4.2.33 Mecanismo propuesto para la oxidacién de Parikh-Doering de 3 y 12.

Con el fin de obtener la cetona syn-48, se sometio la mezcla epimérica 44 a condiciones de
hidrdlisis basica y descarboxilacién (Figura 4.2.34), dando como resultado un 13 % de syn-48 y un 48
% de su epimero anti-48, compuestos separables por cromatografia en columna. La disposicién de la
cadena etilica lateral se asignd inequivocamente mediante experimento de NOESY. Es importante
destacar que la proporcidén de epimeros cambia respecto al material de partida, donde el isémero
syn era mayoritario, lo que es factible ya que la epimerizacién es esperable en las condiciones
dréasticas de la reaccidn. Es probable que, sin la presencia del éster metilico sobre C16, el isémero

anti resulte mas estable debido a la ausencia de impedimento estérico entre ambos residuos.
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MeQO MeQO
i) KOH, EtOH, A
N ~ _—
H i
\ i) HCI 5M, A
'V'eo/\o 44 syn-48 antl-48
3% 8%
(1: 0,54)' (0,27: 1)
(syn : anti) (syn : anti)
MeO MeO
nOe:

Figura 4.2.34 Hidrdlisis y descarboxilacion de 44. Las interacciones nOe claves para la

determinacién de la configuracién de la cadena lateral se marcan en flechas rojas.

Con la cetona syn-44 como material de partida, se ensayd la adicién de residuos alquilo mediante
reactivos organolitiados (Figura 4.2.35). El tratamiento con una solucion de metillitio en THF dio como
resultado una mezcla epimérica de alcoholes terciarios 49, cuya proporcion fue establecida mediante
'H-RMN. La mezcla es muy similar en proporcion (syn-49: anti-49, 1 : 0,56) a la de 44, a pesar de
haber realizado la reaccién con un epimero Unico (syn-44); esto podria indicar que dicha proporcion
(encontrada tanto en 44 como en 49), podrian representar la composicidn de equilibro alcanzada en
las condiciones de reaccién (epimerizacidn). Una vez mas, la explicacidén del epimero mayoritario
podria estar dada, en parte, por el alivio en el isdmero syn de la repulsidn estérica entre el residuo

del éster metilico (C16) y la cadena lateral al grupo isoquinuclidinico.

MelLi

MeO
THF, 0°C

MeO

THF, 50°C

Figura 4.2.35 Adicion de organolitiados a la cetona syn-44.

Por dltimo, el tratamiento con un gran exceso (6 eq) de acetiluro de litio (en complejo
estabilizado con etilendiamina) no produjo reaccién alguna. Una posible explicacidn, es que el

reactivo organometalico al estar estabilizado por etilendiamina, disminuye su caracter nucledfilo ya



4. Resultados y discusion

que mientras que la adicidn con metillitio es extremadamente rapida (conversidn total en cuestién

de minutos), con acetiluro no se observa reaccidn incluso tras horas de calentamiento a 50 °C.

Como se menciond anteriormente, se ensayaron reacciones de Wittig sobre syn-44, con el
objetivo de homologar y ramificar la cadena lateral, (Tabla 4.13). Lamentablemente, ninguna de las
condiciones empleadas permitid la sintesis de 51, a pesar de haber ensayado tres bases distintas
para la generacidn del iluro de fésforo, asi como tetrahidrofurano y dimetilsulféxido como solventes.
Los intentos por encontrar condiciones de reaccidn favorables se discontinuaron, por contar con una
masa limitada de syn-44; esfuerzos adicionales fueron realizados sobre sistemas isoquinuclidinicos

mas simples obtenidos por sintesis total, a modo de modelo (ver punto 4.2.3.4).

MeQO MeQ,
Condiciones
Wittig
Nl
MeOOC syn-44
Condiciones Base T (°C) t (h) Conclusidn
HsCPPhsl, THF LDA (1,3 eq) Oat.a. 24 No reacciona
HsCPPhal, . .
THF (20% HMPA) HMDS-Li (1,3 eq) 0ab0 15 No reacciona
HsCPPhsl, DMSO NaH (4 eq) 0ab50 24 No reacciona

Tabla 4.13 Reaccion de Wittig sobre la cetona syn-44.

4.2.3.2  Eliminacion del hidroxilo (C19)

Con el fin de manipular sintéticamente el hidroxilo en C19 de voacristina (3) e iboxigaina (12)
para obtener otros grupos funcionales, se ensayaron condiciones de eliminacidon para obtener
alquenos, los que, ademas de ser analogos interesantes per se, permitirian posteriores reacciones
(adicidn electrofilica, ruptura oxidativa y otras transformaciones de grupos funcionales) para ampliar
la diversidad estructural. Para ello, se ensayaron multiples condiciones para la eliminacion del
alcohol presente en la cadena etilica (C19), siguiendo dos estrategias (Figura 4.2.36): tratamiento en
medio acido para deshidratacion del alcohol y generacion de productos tipo Saytzeff 52, (via un
mecanismo E1), o la generacidn de un buen grupo saliente mediante la sintesis de ésteres sulfénicos

y posterior tratamiento con bases fuertes, para producir una B-eliminacion.
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Estrategia 1

Estrategia 2

MeO

a) R'SO,CI

R
3, R= COOMe, \
12,R=H

MeQO

52, R= COOMe
53,R=H MeO
e
productos Saytzeff ,/b) base
+ 52,53
54, R= COOMe
55,R=H

producto Hofmann

Figura 4.2.36 Estrategias para la eliminacién del alcohol en C19.

Para la estrategia 1, de eliminacién en medio acido, voacristina (3) se traté en las condiciones de
la Tabla 4.14, pero en ninguno de los casos se obtuvo el producto deseado 52; el material de partida
resulté ser muy poco reactivo en la mayoria de las condiciones ensayadas, incluso frente a un gran
exceso del &cido. Se trataron condiciones a alta temperatura, de forma de favorecer la eliminacion,
lo que provocé descomposicidn cuando se trabajé con &cido sulfiurico (entrada 1). Este
comportamiento es esperable debido al cardcter oxidante del &cido.®® Tampoco fue efectivo el
tratamiento con acido p-toluensulfénico soportado en silica (entrada 2), técnica que se encontraba
reportada para sustratos complejos como esteroides,®? ni la solvdlisis con calentamiento en &cido
trifluoroacético (entrada 3).15 Unicamente el calentamiento a reflujo en una solucién de acido férmico
permitid aislar un producto de menor polaridad, que se caracterizé como el éster 56 (entrada 4).5°
La repeticién de esta reaccion a 150 °C en tubo sellado, en busca de la eliminacién del formiato,

resulté en descomposicion (entrada 5).

MeO MeO MeQO o

N 3
Mo
# Acido T (°C) Solvente Resultado
1 H2S0. 110 Tolueno Descompone
2 pTsOH / Si0: 110 Tolueno No reacciona
3 TFA 100 TFA No reacciona
4 HCOOH 101 HCOOH 42% de 56 2

5 HCOOH 150 HCOOH Descompone
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Tabla 4.14 Eliminacién en medio acido. ? se recupera 25% de material de partida

Con el producto formilado 56 se intentd una eliminacién pirolitica en un vial sellado
(Figura 4.2.37),%* calentando progresivamente en solucidn de tolueno hasta 200°C, pero no se observd
el producto deseado 54. Las condiciones reportadas en literatura para esta transformacidn requieren
temperaturas mas altas (300 °C) y por lo general se realizan en fase vapor, con la metodologia de

Flash-Vacuum-Pyrolysis (FVP).%!

MeQ,
Tolueno
200°C
—————— (GEEEEE - H—
N :
H N
MeOX
(0] 54

Figura 4.2.37 Eliminacion del formiato a alta temperatura en tubo sellado. Mecanismo

demostrativo de la reaccidn buscada.

Sin éxito en la eliminacién propuesta en medio acido, se abordd la estrategia 2 (Figura 4.2.36),
que propone la generaciéon de un buen grupo saliente y posterior tratamiento bdsico para una
B-eliminacion. Frente a cloruro de tosilo en diclorometano (Figura 4.2.38), 3 produce el
correspondiente éster sulfdnico 57, cuya presencia se evidencia por anélisis de cromatografia en
capa fina (producto de menor polaridad que 3). El tosilato 57 no es aislable, y reacciona en el proceso
de aislamiento (work up acuoso) para dar lugar a un compuesto de alta polaridad (TLC (Si0O2): Rf =
0,15, fase movil DCM:MeOH (9:1)), que fue caracterizado como el producto de ciclacién intramolecular
58a. Este producto se obtiene como la sal de amonio con un residuo de tosilato como contraidn, en
un 35% de rendimiento, y resulta del ataque del N-isoquinuclidinico al C19 para formar un ciclo
nitrogenado de 4 miembros (azetidina) (Figura 4.2.38). El bajo rendimiento podria explicarse por la
pérdida en la fase acuosa de este compuesto cargado. Este tipo de ciclacién intramolecular ya se
encontraba reportada en literatura, tanto para analogos sintéticos de la serie de 18-MC,% como para

los productos naturales iboxigaina (12)2%%%y heynianina.®

MeO [Meo MeQ

TsCl

.

DCM, DMAP

Figura 4.2.38 Tosilacion de voacristina (3). El tosilato 57 no resulta aislable, en contacto con

solventes polares, produce el azetidonio 58a (producto de ciclacién intramolecular).

Teniendo en cuenta que el nitrdgeno cargado positivamente en 58a podria actuar como un grupo
saliente en una eliminacion de tipo-Hofmann, se utilizé el azetidonio (58a) como sustrato, calentando
en presencia de ter-butdxido de potasio (Figura 4.2.39B). Sin embargo, no se obtuvo el producto de

eliminacion 54. Las sales de amonio cuaternario son muy utilizadas en procesos de eliminacion
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tipo-Hofmann, mediante un mecanismo que involucra la generacién de un carbanién por la
deprotonacién de una de las posiciones a al nitrégeno cargado (Figura 4.2.39A) y posterior
eliminacién concertada. En nuestro caso, la gran distancia existente entre el carbanién formado y
los hidrégenos del metilo que serian eliminados durante el transcurso de la reaccién (Figura 4.2.39B),

impiden geométricamente un mecanismo de eliminacidn concertado.

A/ Mecanismo general eliminacioén tipo-Hoffman

,
e Y 4 ‘,F_
—c-c—- —C56— .
H  NR; OH Ho (N, — " H _NR;
HiC HI% CH;
B/ B ] MeO
MeQ MeO
tBuOK
L |
” /i\ ” 2 no avanza
MeO N
e O 58a Meo/\o

Figura 4.2.39 A/ Esquema del mecanismo general tomado de March’s Advanced Organic
Chemistry 6th edition. B/ La eliminacion tipo-Hofmann sobre 58a estd impedida por la

geometria del sistema policiclico.

En condiciones de acilacion similares usando cloruro de mesilo, se observé que el ataque
intramolecular del nitrégeno isoquinuclidinico es favorecido en presencia de solventes polares como
metanol o acetonitrilo (Figura 4.2.40). Por otra parte, si la reaccidn se realiza en diclorometano o
THF se obtiene un producto nuevo de menor polaridad que el material de partida. La purificacion
directa del crudo de reaccidn (sin work up acuoso) mediante cromatografia en columna con alimina

neutra, permitié aislar 60 en 42% de rendimiento. EL mismo fue identificado como el producto de
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sustitucién por cloro, en base a los desplazamientos de 'H-RMN vy a la identificacién por LC-MS del

ion molecular [M+H]*= 403, con el perfil caracteristico de la presencia de cloro.

MeQO

N 3
H N

MeO g
58b

solvente polar (MeOH, MeCN) \

MeQ

solvente apolar (DCM, THF) !

MeO @) Meo&o
3 L s i \MeO

H

(en THF) MeO g

60
m/z= 402,17

Figura 4.2.40 Mesilacidn de 3 en diferentes disolventes.

En la Figura 4.2.40 no se especifica la configuracion del carbono C19 que soporta al haldgeno,
ya que el mismo podria producirse por ataque del cloruro al mesilato 59 (produciendo inversidn de
la configuracién, 60s) o bien al amonio cuaternario 58b (produciéndose una doble inversién, y por
ende retencién de la configuracidn, 60r)(ver Figura 4.2.41 para un mecanismo posible). EL seguimiento
exhaustivo de la reaccidn por cromatografia en capa fina (TLC) muestra, a tiempos cortos (10-15min),
la formacidn inicial de un compuesto polar (atribuido a 58b), que luego se consume dando lugar a
una Unica mancha de menor polaridad (producto 60), transcurrida una hora de reaccién. Estas
observaciones apuntan a que el producto 60 se obtiene con una configuracion absoluta R, resultado
de una doble inversion. Experimentos adicionales fueron realizados para confirmar esta

estereoquimica (vide infra, punto 4.2.3.3).

MeO MeO

MeQ

N

N H 2
L
MeO’\o

H 3
MeO/\\O 605

Figura 4.2.41 Propuesta de mecanismo para la obtencién de 60. Las flechas azules indican un
mecanismo con inversion de la configuracion (60s). Las flechas rojas indican un mecanismo

con doble inversidn y retencidn de la configuracidn (60g).
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Bajo las mismas condiciones de reaccién, iboxigaina (12) dio como resultado un 15% de
19-cloroibogaina (61) (Figura 4.2.42), lo que indica una mayor inestabilidad durante el proceso de
purificacién que su analogo, 60. Tanto 60 como 61 demostraron ser estables en solventes apolares;
por ejemplo 61, cuya caracterizacion por RMN se realizd en benceno-d6, mantuvo su integridad
incluso tras veinticuatro horas en solucidn a temperatura ambiente (Figura 4.2.42). La misma muestra
fue evaporada y retomada en DMSO-dé, donde se registrd, mediante experimentos de RMN, la
ciclacién espontanea de 61 para producir 62. Por esta razén, a pesar de que la inclusién de un
haldgeno implica una modificacién estructural interesante para evaluar la relacién estructura-
actividad de los alcaloides de la iboga, no fue posible incluirlos dentro del panel para la evaluacién
bioldgica, ya que la generacidn de una solucidn de los compuestos clorados en DMSO o en el medio

acuoso del ensayo, promoverian la formacidn de los azetidonios correspondientes.
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Figura 4.2.42 Caracterizacion de 19-cloroibogaina (61); en medios polares como DMSO se

produce una ciclacion intramolecular

espontanea, que da lugar al azetidonio 62. Se muestran

los espectros de 'H-RMN para los dos compuestos totalmente asignados.
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A fin de proseguir con el objetivo de obtener el alqueno 54, la estrategia fue promover la
B -eliminacidn directamente sobre el halogenuro 60 sin purificar, realizando la reaccién en dos
pasos. Para ello, se evapord el solvente de mesilacion (THF) y se tratd con un exceso de base (Tabla

4.15). Las bases ensayadas fueron: DBU, t-BuOK, KOH, NaHMDS, LDA y metdxido de sodio.

Las solvdlisis y calentamiento en DBU,*’ dio lugar a descomposicién (entrada 1), indicando que las
condiciones fueron muy dréasticas. Reformulando estas condiciones de reaccidn, utilizando como
solvente tolueno y 1,5 equivalentes de la base, no se obtuvo reaccidn, incluso luego de 48 horas y

calentamiento a temperatura de reflujo (entrada 2).

MeQ

MeQ,
MeQ,
N .
¢l H Q)
N . - - MeO/\O
H
MeO/\\O MeQ 58b, A= MsO"
. - 58c, A=CI
L 60 (sin purificar) _ 58d, A= OH"
58e, A= MeO"
58f, A= t-BuO-
# Base Solvente T (°C) Resultado
1 DBU DBU 140 Descompone
2 DBU (1,5 eq) Tolueno 110 No reacciona
3 KOH (2 eq) MeOH 120 582
4 MeONa MeOH 68 582
5 t-BuOK : eter 18-c-6 t_BUOH 50 58
(6 eq)
6 t-BuOK : eter 18-c-6 THE 66 53% de 63
(6 eq)
7 NaHMDS (5 eq) THF 66 Descompone
8 LDA (5 eq) THF 25 No reacciona

Tabla 4.15 Condiciones para la eliminacién en medio basico de é1. Reacciones one-pot,
utilizando 60 crudo como material de partida. @ resultado cualitativo, presencia de 58

evidenciada por TLC.

Al utilizar las condiciones de eliminacidn que involucran solventes préticos (entradas 3, 4y 5) se
observa una rapida evolucidn hacia el azetidonio 58, que estd imposibilitado de eliminar
independientemente de la base utilizada, por lo ya explicado en la Figura 4.2.39. En el medio de

reaccion 58 puede variar su contraidn, lo que se observa como una mancha de alta polaridad con Rf



4. Resultados y discusion

similar ((Si02): Rf = 0,15, fase mdvil DCM:MeOH (9:1)) al de un patrén de 58a, por tanto el resultado
se informa cualitativamente como: “presencia de 58 evidenciada por TLC" (Figura 4.2.38). La mezcla
t-butdxido de potasio y éter 18-c-6 en cantidades equimoleculares fue propuesta inicialmente por
Pankova et al.®® para la B-eliminacion de tosilatos en t-butanol. ElL éter corona forma un complejo
con el catidn potasio, lo que incrementa la basicidad del t-butdxido; de esta forma los autores

reportan eliminacidn con resultados similares al uso de LDA.

Se realizd una modificacidn de este protocolo, utilizando THF como solvente, tratando de evitar
la aparicidn de azetidonios tipo-58 (entrada 6), pero luego de un prolongado tiempo de reaccién, no
se obtuvo eliminacién sino el producto de oxidacidon 7-hidroxiindolenina 63, probablemente por
reaccién con oxigeno. Por ultimo, se utilizaron bases mas fuertes como NaHMDS y LDA (entradas 7
y 8), pero los resultados fueron negativos. En el primer caso se observd descomposicién, mientras
que con LDA se evitd el calentamiento, pero no se observé reaccién incluso luego de 24 h a
temperatura ambiente. Como conclusién preliminar, los resultados de la Tabla 4.15 evidencian que
19-clorovoacangina (60) no es un buen sustrato para promover una B-eliminacién. Como alternativa,
se podria utilizar un mejor saliente que cloruro (por ejemplo, ioduro), pero ello disminuye la

estabilidad del compuesto favoreciendo la ciclacién intramolecular para dar estructuras tipo-58.

Otro reactivo empleado para promover f-eliminaciones es el reactivo de Burgess
(Figura 4.2.43A), que fue desarrollado para la deshidratacidn de alcoholes secundarios en medios
suaves.*’ Es un zwitterion que reacciona inicialmente con el alcohol, para dar un éster sulfdnico
anidnico que luego abstrae un protdn en posicidn a para dar una eliminacién concertada, en medio
neutro y promovida por calor. Se planificé emplear dicho reactivo con ambos sustratos (3 y 12) con
el fin de obtener los alquenos 54 y 55, procurando seleccionar un solvente apolar que evite la

ciclacién intramolecular.

Lamentablemente, el tratamiento de 3 en tolueno dio como Unico producto el conocido producto
19-clorovoacangina (60)(Figura 4.2.43B), lo cual se explica por la presencia de clorhidrato de
trietilamina como impureza de sintesis del reactivo (Figura 4.2.43C). La reaccidn se repitid con dos
lotes distintos de reactivo de Burguess, uno preparado en el laboratorio a partir del clorosulfonil
isocianato,”® que contenia 42% (en peso) de clorhidrato de trietilamina determinado por RMN; y un
reactivo comercial que demostrd tener también la misma impureza tras su anélisis por RMN.
Curiosamente, la sustitucidn por cloro en C19, se dio ain mas rapidamente que en las condiciones
con cloruro de mesilo (ver Figura 4.2.40). El producto 60 aislado mostré ser igual al compuesto

aislado de la reaccidn con cloruro de mesilo.
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AI Reactivo de Burgess

A i MeO, 00 ©
EtNT N 07

[
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R=H, COOMe 12/3
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EtNT N7 07
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Tolueno, A
15 min

Et;NHCI (impureza)

00 9
00 MeOH o0 © 2x TEA WL
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cl N=C=0 Cl ” O + X
Clorosulfonil isocianato EtsNHCI

Figura 4.2.43 (A) Estrategia de eliminacién suave utilizando reactivo de Burgess. (B) Reaccidn
con voacristina (3) en tolueno. (C) Sintesis del reactivo de Burgess a partir de

clorosulfonilisocianato.

Teniendo en cuenta todos los resultados negativos encontrados en los intentos de eliminacién
del hidroxilo en C19 de voacristina (3), y debido a que iboxigaina (12) ha demostrado ser mas reactiva
en experimentos previos, decidimos probar condiciones de eliminacidn utilzdndola como material de
partida (Figura 4.2.44). Gratamente, el tratamiento de 12 para generar 61, y posterior exposicién a
etdxido de sodio en etanol, origind el alqueno buscado (55) en un 27% de rendimiento y un 20% del
éter 64, obtenido por sustitucién nucleofilica. Por seguimiento de la reaccién mediante TLC se
observd una rapida ciclacion intramolecular tras la disolucidon en etanol (solvente polar) del crudo

de mesilacién, para dar lugar a un compuesto tipo-62.

MeQO MeO MeQO
i) MsCl, DMAP, THF

— |

ii) EtONa / EtOH, A N N
H

Figura 4.2.44 Eliminacidn con etdxido de sodio en etanol, con iboxigaina (12) como material de

partida.

Si se compara el resultado del experimento con el resultado expuesto en la Tabla 4.15 entrada 4,
donde una solucidn de metdxido en metanol fallé en promover la eliminacidn (condiciones similares),
resulta apropiado sefialar que la presencia del éster metilico en C16 (sustrato con el cual se realizé
toda la exploracion de la Tabla 4.15) impide la reaccion de eliminacidn. Esto posiblemente responde

a cambios conformacionales dentro de la molécula, que no fueron estudiados en detalle.
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4.2.3.3  Sustitucidn del hidroxilo sobre C19

Observando detenidamente los resultados expuestos hasta el momento, la obtencidn de
productos sustituidos en C19 como 60, 61 o 64, plantea la posibilidad de manipular las condiciones
de reaccion del sistema, para asi generar diversidad estructural mediante el uso de nucledfilos. La
Figura 4.2.45 muestra de forma genérica la estrategia de trabajo; se propone llevar a cabo reacciones
de sustitucion sobre 60/61, donde el mecanismo podria funcionar mediante una reaccién de Sn2
desplazando directamente al cloro, o mediante formacion inicial del azetidonio 58/62 (por ataque
intramolecular del N isoquinuclidinico) y posterior apertura de éste por el ataque del nucledfilo
(Figura 4.2.45). EL protocolo propuesto utiliza voacristina (3) o iboxigaina (12) como materiales de
partida para —mediante las condiciones ya descritas con MsCl— obtener in situ los cloruros

correspondientes 60/61, los cuales son tratados por los nucledfilos adicionados al medio de reaccion.

58, R= COOMe
62, R=H

MeO

solvente

polar
MeO
solvente

MsCl, DMAP apolar
OH  "THF s0°C P
.

R

\ Nuc:

3, R= COOMe
12, R=H 60, R= COOMe
61, R=H

65, R= COOMe
66, R=H

Figura 4.2.45 Estrategia general de generacién de analogos sustituidos en C19 (65, 66).

Nuc: nucledfilo.

El estudio se inicié con voacristina (3) y se ensayd la sustitucidn con un grupo ciano (Tabla 4.16),
como forma de explorar condiciones de reaccion con un nucledfilo fuerte y cargado. Se ensayaron
tres condiciones, comenzando por un protocolo en dos pasos (entrada 1) donde el nucledfilo se
agrega una vez consumido el material de partida, para dar 60 (como aditivo, se adiciond agua para
la mejor solubilidad de la sal). Esto permitid identificar el compuesto buscado (67) en un bajo
rendimiento (8%). Luego se probd un protocolo en un solo paso, utilizando condiciones anhidras
(entradas 2y 3), en ambos se utilizd acetonitrilo seco como disolvente. Fue necesaria la inclusion de
aditivos para desplazar la reaccidén a una conversion total. En la entrada 2 se ensayd el agregado de
éter corona (18-c-6) para incrementar la nucleofilia del cianuro por complejacion del contraién
(potasio); en el caso de la entrada 3, se adiciond nitrato de plata para formar cloruro de plata, que
resulta insoluble y desplaza el equilibrio. Ambas estrategias tuvieron resultados favorables para la
obtencion de 67, con un rendimiento similar (50-52%), pero la mas efectiva fue la adicién de éter

corona, ya que la reaccion se completa en apenas dos horas de calentamiento a reflujo.
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MeQO MeO

Condiciones Solvente T (°C) t (h) 67 %
i) MsCl, DMAP i)THF
1 50 9 8
ii) KCN (10 eq) ii)THF:H20

MsCL, DMAP, KCN (10 eq)
2 . MeCN 82 2 52
Eter 18-c-6 (1,5 eq)

MsCL, DMAP, KCN (10 eq)
3 MeCN 82 7 50
AgNO3 (1,5 eq)

Tabla 4.16. Sustitucién por cianuro en C19 de voacristina (3).

Por el contrario, cuando se trabajé con azida de sodio (Figura 4.2.46), se obtuvo un buen
resultado realizando la reaccién con un protocolo andlogo al de Tabla 4.16, entrada 1, pero con
acetonitrilo como solvente (en dos pasos, con medio acuoso para la sustitucidn) obteniendo 68 con
un 50% de rendimiento. Este se traté en condiciones de reduccidn de Staudinger, obteniendo la amina

primaria 69 en excelente rendimiento

MeQ MeO
i) MsCl, DMAP
THF i) PPhs , THF
ii) NaN3 (10 eq) ii) H,0 A’
MeCN:H,0, A '

Figura 4.2.46 Sustitucion con azida de sodio y reduccidn de Staildinger.

En todos los casos planteado (Tabla 4.16 y Figura 4.2.46) se observa por TLC que el compuesto
cloro-sustituido 60 formado en el primer paso, rapidamente se transforma en el azetidonio tipo-58
correspondiente, tras el cambio de disolvente (MeCN o THF:H.0). Lo mas probable es que las
reacciones se den sobre el azetidonio tipo-58 y no sobre el cloro compuesto 60. Esto indicaria que
el nuevo sustituyente estaria dispuesto en el mismo sentido que el hidroxilo en el material de partida,

manteniendo la configuracidn; esto se confirmd experimentalmente (ver Figura 4.2.50 y su discusion).

Se ensayaron dos nucledfilos mas utilizando el protocolo en dos pasos a partir de 3, sin aislar el
derivado 60 (Figura 4.2.47). Se utilizé una solucién de metdxido en metanol con el objetivo de sustituir
el Cl por un grupo OMe; de nuevo se observd una rapida desaparicion de 60 para formar un producto
polar (tipo-58) (evidenciado por TLC). Sin embargo, a diferencia del cianuro y la azida, el metdxido
no dio el producto de sustitucidon buscado (70). Algo similar ocurre al utilizar bromuro de metil-

magnesio (reactivo de Grignard) como nucledfilo en THF (5 eq), donde no se observa reaccion. La
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mayor dureza de estos nucledfilos puede estar relacionada con su menor reactividad para la apertura

de azetidonios tipo-58.
MeO,

MeONa/MeOH, A
MeQO MeOQ,

H 3
MeO/\\O 71
Figura 4.2.47 Estrategias de sustitucion sobre 3 sin buenos resultados.

La estrategia de sustitucion también se realizd sobre el hidroxilo de iboxigaina (12), dando
resultados positivos (Figura 4.2.48). En este caso, el mejor resultado se obtuvo con un protocolo de
dos pasos, obteniéndose la azida 73 en 70% de rendimiento. Por el contrario, la sustitucion con
cianuro de potasio en acetonitrilo dio un rendimiento moderado de 75 (35%), sensiblemente menor

que el dado para la sintesis de 67 (ver Tabla 4.16, entrada 2).

iiy NaN;  MeO
MeCN:H,0
A

i) MsCl, DMAP
THF, 50°C

MeQ P

MeQ

ii) MeSNa
61 MeCN seco

.

MsCI, DMAP
KCN (10 eq), 18-c-6 (1,5 eq)
MeCN, A

12

75

Figura 4.2.48 Sustituciones sobre 12.

Cuando se utilizé el tiometdxido de sodio como nucledfilo, se obtuvo 74 en muy buen rendimiento
(84%); este resultado contrasta con el obtenido con metdxido de sodio para el derivado de voacangina
(3) (ver Figura 4.2.47). Esto podria deberse al mayor caracter nucledfilo del tiolato, ya que el azufre
tiene una nube electrdnica méas polarizable (mas blando que metdxido). El tioeter 74 no es estable
en solucidn, y evoluciona mediante una transformacién muy limpia hacia 76 por oxidacién en contacto
con oxigeno atmosférico (Figura 4.2.49). El sulféxido 76 demostrd ser una mezcla epimérica
inseparable por cromatografia, ya que el azufre tetraédrico conforma un nuevo centro quiral dentro

de la molécula.



4. Resultados y discusion

MeO MeO
[C]

aire

Figura 4.2.49 El tioeter 74 se oxida espontdneamente en solucién en contacto con el aire,

produciendo una mezcla de epimeros del sulféxido 76.

Todas las reacciones de sustitucion ensayadas transcurren de manera diasteroselectiva,
obteniéndose un Unico producto. Con el fin de determinar la configuracién absoluta en C19, y a su
vez saldar la discusién en cuanto al mecanismo mediante el cual se rigen estas novedosas reacciones
de sustitucidn, se realizd el experimento descrito en la Figura 4.2.50, donde el grupo OH sobre C19
es desplazado en Ultima instancia por otro grupo OH, y se compara la estereoquimica del producto
final.

MeO igual
MeQ configuracion

o/

i) MsCl, DMAP, THF
_—

ii) KOH, MeCN:H,0

12

12

MeO ‘
MeCN:H,0 ~
7
N —"0H
H
58

MeQ

61

Figura 4.2.50 Prueba experimental de sustitucion con hidréxido demuestra que el mecanismo

transcurre a través de una doble inversidn, con retencidon de la configuracién.

Asi, se llevé a cabo una reaccidn de sustitucién en pasos, empleando hidréxido como nucledfilo
sobre 12. De esta manera si el producto obtenido fuera el epimero del material de partida en C19,
entonces el nucledfilo estaria atacando directamente sobre 61 mediante una reaccién de Sn2. Por el
contrario, si el producto obtenido, luego de la conversidn completa de 12 para dar 61 (evidenciado
por TLC) fuera idéntico al material de partida, entonces ocurrié una doble inversidn, y la reaccién se
lleva a cabo por la apertura de 58 por el nucledfilo. La reaccidn en las condiciones de la Figura 4.2.50
origina como producto un material indistinguible por RMN del material de partida, lo que confirma el
mecanismo de formacidn de azetidonio y doble inversidon. Por tanto, la configuracion absoluta de
todos los productos obtenidos (60, 61, 64, 67-69, 73-76) es R, considerando que el nuevo sustituyente

es prioritario segun las reglas de Cahn-Ingold-Prelog.

El reactivo de Burgess empleado con el objetivo de producir la eliminacién del hidroxilo en C19

(Figura 4.2.43), probd ser eficiente en la activacion de 12, en remplazo del cloruro de mesilo
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(Tabla 4.17). La reaccién produce el mismo intermedio cargado tipo-58 (Figura 4.2.45) tras la
sulfonacién del alcohol secundario. Esto permitié la sintesis de 73 en medio anhidro con un
rendimiento del 67% (entrada 1), del mismo orden que el obtenido anteriormente al utilizar el cloruro
como intermedio, (comparar con Figura 4.2.48). Afortunadamente, tras el tratamiento con un exceso
de fluoruro de cesio (entrada 2), se obtuvo 19-fluoroibogaina (77) con un 51% de rendimiento, un
analogo interesante desde el punto de vista de la quimica medicinal. A diferencia de su analogo
clorado 61 (Figura 4.2.43), 77 demostré ser estable en solucidn; probablemente debido a que el
fluoruro es peor saliente que el cloruro, lo que evita el ataque intramolecular. Por Gltimo, se ensayd
una vez mas la sustitucion con metdxido, esta vez, mediante la adicién de metdxido de sodio seco
sobre la reaccién en acetonitrilo (entrada 3). Una vez maés, el alcoxido probd ser insuficiente para

obtener el producto deseado (78).

Reactivo de Burgess

MeQO
TN "

Ll N0 N; = 73

F =177
ii) condiciones OMe =78

12
Condiciones Solvente T (°C) t (h) Producto
1 NaNs (10 eq) MeCN 82 2 73, 67%
2 CsF (10 eq) MeCN 82 3 77,51%
3 MeONa seco (10 eq) MeCN 82 4 No reacciona

Tabla 4.17 Sustituciones sobre 12, con Reactivo de Burgess como activador.

En resumen, los resultados presentados hasta el momento (puntos 4.2.3.1-4.2.3.3) muestran la
sintesis de una variedad considerable de analogos con modificaciones en la cadena etilica lateral.
Las mismas incluyen sustituyentes en posicidon C19 que contienen heterodtomos (CN, NHz, F, N3, etc.),
cadenas alquilicas con mayor volumen (OEt, S(0)CHs , OCH.SCHs). al igual que el alqueno 55
(18,19-dehidroibogaina), todos ellos muy interesantes para ser ensayados en su actividad bioldgica
(seccidn 4.3). Por el contrario, no se pudo obtener derivados con homologacion y ramificacion de la
cadena etilica lateral (mediante reacciones de Wittig (Tabla 4.13)) y andlogos C19 metoxilados (como
70) con mayor similitud con 18-MC (Figura 4.2.31). Por ello, se decidié explorar la posibilidad de

obtener este tipo de derivados mediante sintesis total.
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4.2.3.4 Estrategia de aproximacion por sintesis total

Dado el escaso rendimiento de obtencién de voacristina (3) de fuentes naturales -se obtiene
aproximadamente 4 veces menos que de voacangina (2) a partir de V. africana (ver 4.1 resumen
final)- se propuso la obtencién de andlogos por sintesis total, generando isoquinuclidinas mediante
reacciones de Diels Alder (Figura 4.2.51A). El esquema sintético propuesto se muestra en la
Figura 4.2.51B, y sigue la estrategia publicada en literatura.”* De forma resumida: es necesario
desproteger la amina que se obtiene en forma de carbamato (81) en la reaccidon de Diels-Alder, para
Lluego unir el grupo etilindol mediante una reaccidn de sustitucién nucledfila. Las estructuras tipo 83
son, per se, analogos interesantes para ser evaluados como inhibidores de SERT (seccidn 4.3), pero
para completar el esqueleto tipo iboga hace falta generar el ciclo de siete miembros
(tetrahidroazepina). Esto se consigue halogenando la posicidn a del indol y utilizando 84 para un
acople reductivo mediado por paladio, entre la posicién bromada y el alqueno que forma parte del
sistema biciclico, (generando 85). Adicionalmente, la aproximacion por sintesis total permite explorar
la reactividad en modelos de 3 y de 12, ensayando y optimizando condiciones de reaccién y

preservando la masa de producto natural extraido.

Al

0
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NaBH, 2) MeONa, MeOH \
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Figura 4.2.51 Sintesis total de analogos con modificacién en la cadena etilica lateral. (A)
Sintesis racémica de isoquinuclidina 80, funcionalizada en la cadena etilica lateral. (B) Ruta
sintética para la generacién de andlogos a partir de isoquinuclidinas modificadas en la cadena

etilica.
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La estrategia sintética empleada utiliza una reaccidon de Diels Alder entre metilvinilcetona y la
dihidropiridina 79, generada in situ a partir de piridina y cloroformiato de metilo.”* Como se encuentra
descrito en la literatura, la temperatura de la reduccién del ion piridonio debe ser estrictamente
controlada (no mayor a -50° C), para evitar eventos de “doble reduccidn” e isomerizacién del doble

enlace en medio basico, impulsada por la conjugacién del sistema 1t (Figura 4.2.52).
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Figura 4.2.52 Posibles productos secundarios, que se aprecian si la temperatura de la reaccién

supera los -50 °C.

La isoquinuclidina 80 se obtiene como una mezcla de epimeros en proporcién 72:28 (endo:exo)
establecida por GC-MS (Figura 4.2.53). No se observa la aparicidon de productos donde la cetona se
cologue en una posicidn relativa “para”, ya que nos encontramos en condiciones de demanda normal
en reacciones de Diels Alder, con un dieno activado y un diendfilo con un grupo atractor de electrones
(cetona). En cuanto a la proporcién epimérica, era de esperar una mayor proporcidon del isémero
endo, el cual es favorecido por interacciones orbitales secundarias, entre su nube 1 y el sistema

conjugado del dieno.
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Figura 4.2.53 Estados de transicidn en la reaccién de Diels-Alder entre la dihidropiridina 79 y

metilvinilcetona.

El isdmero endo tiene una configuracion no deseada, ya que difiere de la observada en el
producto natural. Pero, tras el tratamiento en condiciones basicas (MeONa/MeQH), en virtud de la
acidez de los protones enolizables, la proporcion se revierte dando como mayoritario el epimero exo

(exo0-80), de igual configuracién al del producto natural, (35:65, endo:exo). Esto evidencia que, en el
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equilibrio este epimero tiene una mayor estabilidad termodindmica que endo-80. Muy
convenientemente, esta ruta sintética proporciona una isoquinuclidina funcionalizada con una cetona

en la posicién equivalente a C19 del producto natural (3).
4.2.3.4.1 Reacciones de Wittig sobre la cetona 80

La cetona 80 fue utilizada como modelo en la busqueda de condiciones efectivas para reacciones
de Wittig, de forma de poder homologar y ramificar el residuo alquilico en posicidn C19. Estas
reacciones se ensayaron para obtener alquenos que no pudieron lograrse mediante reacciones de
Wittig sobre 44 (Tabla 4.13). Los iluros utilizados se generaron por tratamiento de la sal de fosfonio
correspondiente con hexametildisilazano de potasio a temperatura ambiente (Figura 4.2.54). Al tratar
80 con metilentrifenilfosforano, la conversidn fue total luego de dos horas a temperatura ambiente,
para producir el alqueno 86 en buen rendimiento, como una mezcla epimérica con las mismas
proporciones que el material de partida. Al utilizar etilentrifenilfosforano, se obtiene una mezcla
compleja de cuatro compuestos (87), que corresponde a ambos epimeros y sus correspondientes
isdmeros geométricos Z/E. Por ultimo, la variante de la misma reaccién con un residuo

isopropilidénico no reacciond en las condiciones ensayadas.
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Figura 4.2.54 Reacciones de Wittig sobre la isoquinuclidina sintética 80.

Resulta claro que el rendimiento de la reaccidn disminuye con el aumento del volumen del
residuo alquilico del iluro de fésforo empleado, lo que podria indicar efectos estéricos que ralentizan
la reaccidn. En el caso de 88, deberia emplearse un exceso del reactivo, o calentar y esperar un

tiempo de reacciéon mas extendido con el fin de detectar aparicién de producto.
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4.2.3.4.2 Reduccidn de la cetona 80

Con el fin de obtener un alqueno en la cadena etilica lateral, producto que se busca intensamente
a partir del producto natural (punto 4.2.3.2), se procedid a la reduccidn de la cetona 80, para luego
eliminar el hidroxilo. La reduccién de 80 por tratamiento con borohidruro de sodio (Figura 4.2.55A),
produce los alcoholes epimeros 89 y 90, que resultan separables por cromatografia en columna. La
disposicién del residuo hidroxietilo fue establecida de forma inequivoca mediante experimentos de
NOESY, en la Figura 4.2.55B se especifican los realces clave. Para 89 (endo), se identificé la sefial de
Hisa por realce con Hs.; ambas sefiales ven a Hzolo que asegura una disposicidn syn, lo que indica que
la posicidon de la cadena es anti. Ademas, se vio un realce entre la sefial de His y el metilo terminal
de la cadena etilica. Para el alcohol 90, se distinguieron los protones Hisay Hiss por cercania con Has;
luego se observé un realce entre Hao y Hiss, Lo que indica una disposicidn syn, indicando que la cadena
etilica estd espacialmente en la misma posicién que el producto natural (exo), lo cual genera mayor

interés.
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Figura 4.2.55 Reduccidn de 80, separacion de epimeros exo y endo.

Curiosamente, el alcohol 89, pero no 90, se obtiene como una mezcla de epimeros en el alcohol
secundario. Esto indica que, mientras la cetona 80endo se reduce sin preferencia de ataque por el
hidruro, el isdmero 80exo, lo hace de forma diastereoselectiva. Una idea sobre el origen de la
diastereoselectividad puede hallarse en la Figura 4.2.56, donde se muestran representaciones
estructurales de los epimeros 80 (exo y endo) minimizadas mediante mecéanica molecular (Chem3D);
en ella se observa una apreciable diferencia en la accesibilidad a ambas caras del carbonilo en uno
y otro epimero, resultando en un ataque no selectivo del agente reductor sobre la cetona 80endo
(ambas caras son accesibles) y en un ataque diastereoselectivo sobre la cetona 80exo (una cara esta
impedida por el sustituyente del N isoquinuclidinico) ELl bloqueo de una cara también afecta la

reactividad de la cetona, que se ve disminuida frente al epimero endo, que puede ser atacado sin
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mayor impedimento. Esto se tradujo en un rendimiento de reduccidn similar para ambas cetonas

(29% al cabo de 1h), aunque las cantidades de partida fueron significativamente distintas.

Figura 4.2.56 Estructuras minimizadas por mecanica molecular de los epimero exo/endo de la
cetona 80. Las flechas anaranjadas indican el sentido de aproximacidn del agente reductor en
ambas caras de la cetona. Una de las caras esta fuertemente impedida en el diasterémero exo,

lo que resulta en la reduccidn diasteroselectiva de exo-80.
4.2.3.4.3 Eliminacién del OH sobre C19

La generacién de un buen grupo saliente a partir del alcohol 90, mediante la introduccién de un
éster sulfdnico (catalizada por DMAP), resultd exitosa, con un 73% de rendimiento (Figura 4.2.57). El
tosilato 91 fue tratado con t-butdxido de potasio, en un solvente polar como DMSO a temperatura
ambiente, obteniéndose una mezcla de alquenos no separable por cromatografia en columna. Tras
el andlisis del complejo espectro de 'H-RMN —que ademas presenta sefiales duplicadas debido a
rotdmeros del carbamato— se postuld la presencia del alqueno trisustituido 92-(Z/E) y del alqueno
terminal 92’ en una proporcién 1:0,23. A su vez, se establecié una proporcidon de 92-(Z/E) (0,58:0,42)
sin poder identificar cual configuracidn resulta mayoritaria. Es necesario disponer de mayor cantidad

de muestra para poder optimizar la separacién y proceder a la identificacién de los compuestos

aislados.
0 0
o 0
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\ \
@&/K éiq/K
90 91 92-(ZIE) 92'
1:0,23

Figura 4.2.57 Generacion de alqueno a partir de 90.

Noétese que, a pesar de utilizar una base voluminosa como t-butdxido, el tratamiento de 91 da
como resultado mezclas de productos Saytzeff/Hoffman, generando una compleja mezcla de
isomeros (92-Z/E y 92'). También podria explicarse la formacion de 92-(Z/E) mediante la

isomerizacion del doble enlace terminal en el medio basico (producto tipo Hoffman, 92’), que estaria

155
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promovida por la formacién de un alqueno mas sustituido y estable; aunque resulta improbable en
las condiciones de reaccidén debido a la baja temperatura y al corto tiempo de reaccién. Podria
controlarse el proceso con el uso de una base aun mas voluminosa, agregando la cantidad

estequiométrica de equivalentes, y a una menor temperatura.
4.2 3.4.4 Proteccidn del OH y desproteccidn de la amina

El siguiente paso en la construccién de analogos, tras modificar la cadena etilica lateral, es la
remocion del carbamato, para obtener la amina libre. La cetona 80 no produjo el resultado esperado
frente a las condiciones de desproteccidn con ioduro de trimetilsililo (TMSI), un acido de Lewis fuerte
(Figura 4.2.58A). Se observa, por el contrario, la aparicidn de la enona 93, en la cual se ha perdido el
biciclo isoquinuclidinico. Un mecanismo posible para la obtencidon de 93 se presenta en la
Figura 4.2.58B; la apertura del biciclo se ve favorecida porque el carbocatién resultante de la ruptura

del enlace N-C esta estabilizado por conjugacidn al alqueno (es un carbocatién alilico).

En las mismas condiciones, las isoquinuclidinas 89 y 90 que poseen un alcohol libre, tampoco
dieron los productos desprotegidos de interés. Se obtuvieron productos secundarios donde se
constatd la pérdida del biciclo isoquinuclidinico mediante anélisis de RMN del crudo de reaccién. Se

propuso a continuacidn ensayar la reaccidn sobre sustratos con el alcohol protegido.

O o
MeO‘q
Al N c|> TMS-I

R

\ DCM, 2h, t.a. !

80
"Coowe

93

B/
O
N \ OTms o
(0]
%N O Addode O N o - | isomerizacion
P J\ Lewis + k H I
\ — (: - | work up I
y | acuoso |
' N HN
(0] (0]
C* Alilico OTMS \g/

Figura 4.2.58 Desproteccidn de la amina con TMSI, sobre la cetona 80.

Se protegid de forma exitosa el alcohol 90 (Figura 4.2.59) como un éter metilico (94), y como un
sililéter (95). EL éter 94 se obtuvo mediante la generacién del alcéxido con hidruro de sodio y
posterior alquilacidn con ioduro de metilo (Williamson). Si se compara este resultado con el obtenido
para el producto natural (Figura 4.2.14), se observa que en este caso no hay indol que compita por la
metilacidn, lo que resulta una via efectiva para la sintesis de 19-metoxiibogamina, analogo buscado

de 18-MC (Figura 4.2.31).
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Figura 4.2.59 Proteccidn del alcohol 90 mediante metilacién o formacidn de sililéter.

La remocidn del carbamato ensayada sobre el sililéter 95 no demostrd ser eficiente, ya que en
las condiciones de reaccidn se observa la desproteccidn selectiva del alcohol, sin afectacién del
carbamato (Figura 4.2.60). Por el contrario, el metiléter 94 dio lugar a la amina de interés (96) con

un 50% de rendimiento. Tiempos extendidos de reaccidn (12 h) fueron necesarios para la conversidn

completa.
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Figura 4.2.60 Desproteccion de la amina con TMSI, sobre 95 y 94.

La base libre 96 se utilizd como nucledfilo en una reaccidn de sustitucidn bimolecular (Sn2) sobre
3-(2-bromoetil)indol (Figura 4.2.61), obteniéndose el analogo 97 con un 63% de rendimiento. En esta
reaccion se utilizé un calentamiento por encima del punto de ebullicidén en vial sellado, logrando el
consumo total de material de partida en minutos. En un intento de simplificar la ruta sintética, se
ensayo un protocolo en dos pasos sin purificacidn intermedia, a partir de la isoquinuclidina 86. En
este caso la reaccidn de sustitucion nucledfila Lllevd un tiempo prolongado de calentamiento, pues se
hizo a temperatura de reflujo. Se aislaron dos productos de reaccion, 98 y 99, que corresponden a
isomeros de posicion del alqueno (Figura 4.2.61). El alqueno terminal 99, se obtiene como una mezcla
epimérica no separable por cromatografia en columna, la proporcidn relativa de los epimeros se
establecid por *H-RMN, pero no pudo asignarse la identidad exo/endo dentro del espectro complejo

de la mezcla.
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Figura 4.2.61 Reacciones de Sn2 entre las isoquinuclidinas 96 y 86 con 3-(2-bromoetil)indol.

Se observa la isomerizacidn in situ del doble enlace terminal, para la generacién de un alqueno
tetrasustituido de mayor estabilidad. La reaccion no se completa, y se recupera un 37% de la amina
secundaria en forma de base libre, donde se observa también isomerizacion del doble enlace. Esto
sugiere que el evento de isomerizacién puede darse sobre la isoquinuclidina previo a la unidn del
indol, tanto en el paso de desproteccién con TMSI, como en la reaccidn de sustitucién nucledfila en
medio basico. Para confirmarlo, deberia realizarse el proceso en dos pasos —como se realizd para

94— aislando la base libre y confirmando la posicién del doble enlace antes de la reaccidn de Sn2.

Por Gltimo, 98 fue tratado con tribromuro de feniltrimetilamonio, para obtener el producto
halogenado en posicidn a del indol 100, el cual, al ser un producto inestable, se utilizé sin purificacidn
para la reaccién de acople mediada por paladio (Heck reductiva)(Figura 4.2.62). Unicamente fue
posible detectar la formacién de 101 mediante GC-MS, observando un pico minoritario con la
apropiada relacién m/z: 292. A futuro, se deberia intentar purificar 100 antes de la reaccidn de acople,

o introducir un dtomo de iodo en lugar de bromo en el indol 98.

% PhN(CH3)3Br3 % PA(PPhy); (N
=
H

DCM t.a.
15 min DMSO,
130°C, 1h 101
Figura 4.2.62 Formacidn de anillo de tetrahidroazepina. Bromacién en a del indol, y acople

Heck reductivo con paladio(0) como catalizador.

En resumen, el trabajo presentado en el punto 4.2.3.4 difiere en gran medida con la estrategia
de generacidn semisintética de andlogos del resto de la seccién 4.2. El principal aporte radica en
consolidar las bases para un trabajo futuro que permita obtener por sintesis total analogos
funcionalizados en la cadena etilica lateral, sin depender del escaso stock de voacristina (3).

Adicionalmente, se pudo comprobar que algunas de las estrategias sintéticas que fallaron sobre el
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producto natural, funcionan en sistemas quimicos mas sencillos. Por ultimo, el compuesto 97 fue

incluido dentro del panel de compuestos a ser evaluados in vitro seccidn 4.3.
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4.3 Evaluacion bioldgica de alcaloides semisintéticos de la iboga

En la presente Seccidn se discuten los resultados obtenidos en ensayos de actividad bioldgica
in vitro para los compuestos sintetizados durante la tesis. Como indicador del potencial antidepresivo
se evalud la capacidad de los compuestos de inhibir el transportador de serotonina humano (hSERT).
Adicionalmente, se evalud la inhibicién sobre otros transportadores de monoaminas, como el de
dopamina (hDAT) y el transportador vesicular (hWMAT2). Como se menciond en antecedentes, tanto
ibogaina y noribogaina presentan actividad sobre estos transportadores lo que hace probable que

compuestos analogos, con el esqueleto de alcaloides de la iboga, también lo tengan.

La inhibicién de DAT provoca un aumento de la transmisién dopaminérgica, lo que puede
generar efectos en la regulacidon del estado de &nimo, el control motor y los fendmenos de
recompensa.’”? A su vez, la inhibicidon de VMAT2, impide el almacenamiento de monoaminas como
serotonina, dopamina, y noradrenalina en vesiculas intracelulares lo que lleva a la destruccidn de las
mismas por las monoaminooxidasas (MAOs) mitocondriales.” Buscamos trazar perfiles de relacion
estructura-actividad para estos tres transportadores en base a los analogos preparados, y estudiar
la posibilidad de obtener inhibidores con cierto grado de selectividad modulando el esqueleto
estructural de los alcaloides de la iboga. En ese sentido, nuestro objetivo central implica la busqueda
de lideres con potencial antidepresivo que maximicen la interaccidon con SERT y resulten de poca
afinidad por DAT y VMAT2, de forma de minimizar el impacto en la transmisidon dopaminérgica, y en
la concentracién de monoaminas en las vesiculas intracelulares (lo que disminuiria el contenido de
intracelular de serotonina, afectando el potencial antidepresivo). Sin embargo, identificar potenciales
inhibidores selectivos de DAT puede tener importancia para el desarrollo de farmacos para el
trastorno por déficit de atencion e hiperactividad y antidepresivos no selectivos;” asi como la
identificacion de inhibidores selectivos de VMAT2 pueden tener potencial aplicacidn clinica en el

tratamiento del sindrome de Tourette o de la enfermedad de Huntington.”™

El ensayo utilizado se realizé en el transcurso de una pasantia en el laboratorio del Prof. Dalibor
Sames en la Universidad de Columbia en Nueva York, Estados Unidos. EL mismo fue desarrollado y
optimizado en este laboratorio, y se emplea de forma rutinaria para la evaluacion de distintos grupos
de moléculas (no Gnicamente alcaloides de la iboga) (ver apartado 4.3.1). En este contexto, se
seleccionaron compuestos preparados en seccion 4.2, teniendo en cuenta reglas de relacién
estructura actividad (SAR) generales, ya establecidas por nuestros colaboradores para el esqueleto

de la iboga.”

Por otro lado, la inhibicion del canal de potasio hERG por los compuestos preparados, se toma
como principal predictor de la actividad cardiotdxica. Para ello, se empleéd una técnica
electrofisioldgica de alta complejidad (patch clamp automatico) que requiere equipamiento
especializado (ver detalles en apartado 4.3.2). El ensayo se tercerizé llevandose a cabo en la empresa

Eurofins Discovery (St. Charles, MO, EEUU). Debido al alto costo del ensayo, el mismo no fue realizado
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para toda la biblioteca de andlogos sino que Unicamente se evalué la actividad (dosis-respuesta) para

un total de siete compuestos, seleccionados por sus caracteristicas estructurales méas relevantes.

4.3.1 Inhibicion de transportadores de monoaminas

Como ya se menciond en el capitulo de Antecedentes, los transportadores de monoaminas
ensayados hSERT, hDAT y hVMAT2 son proteinas transmembrana especializadas en el transporte de
neurotransmisores desde la hendidura sinéptica al citosol de la neurona presinaptica (hRSERT y hDAT),
y del citosol a la vesicula sindptica (hWWMAT2). Cumplen un rol principal en la regulacidn de los niveles
extracelulares de serotonina (5-HT) y dopamina (DA), lo qgue modula la excitabilidad de neuronas
corticales. Moléculas con probada actividad antidepresiva se especializan en la inhibicidn de este tipo
de transportadores (con variada selectividad), lo que aumenta las concentraciones extracelulares de
neurotransmisor, traduciéndose en una mayor excitabilidad de los tejidos neuronales. El grupo de
los antidepresivos “inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS)” —como su nombre
lo indica— inhiben en mayor medida hSERT. Este grupo incluye a los farmacos fluoxetina, citalopram,

paroxetina y sertralina.

El ensayo basado en cultivo de células animales, utiliza una linea inmortalizada (HEK293 o EM4)
que ha sido transfectada y expresa de forma estable el transportador (hSERT o hDAT) en la
membrana plasmatica, o en vesiculas internas (hWMAT2) (Figura 4.3.1A). Para abreviar, llamaremos
a las lineas celulares con los acrénimos HEK293-hSERT , EM4-hDAT y HEK293-hVMAT2. El grupo de
Sames ha desarrollado sondas fluorescentes (APP+ y FFN206, Figura 4.3.1B) que son sustrato del
transportador y se internalizan en la célula, de la misma forma que el neurotransmisor natural (DA
o 5-HT).” Estos “falsos neurotransmisores fluorescentes (FFN)” han sido desarrollados con el
propdsito de visualizar la sinapsis neuronal en tejidos vivos, ya que se bioacumulan en las células;
pero han encontrado especial aplicacion en el desarrollo de experimentos in vitro para el cribado de

bibliotecas de compuestos.

La incubacién con inhibidores del transportador de monoaminas bloquea el transporte del
fluoréforo a través de la membrana, lo que genera una bioacumulacién menor en el interior de la
célula. Esto, permite la obtencién de una curva dosis respuesta y la posibilidad de calcular una
concentracién inhibitoria 50 (IC50) del compuesto ensayado (Figura 4.3.1A). Se trata de un ensayo
funcional que, a diferencia del clasico desplazamiento de ligando marcado radiactivamente, no sélo
brinda informacidn respecto a la fuerza de unidn ligando-receptor, sino sobre el rol bioldgico de la

molécula ensayada.
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Figura 4.3.1 Ensayo de inhibicidn transportadores de monoaminas. (A) Las lineas HEK293 o
EM4 transfectadas con los transportadores de interés (hSERT, hDAT, hVMAT2) bioacumulan
sustratos fluorescentes. (B)/ Estructuras de los sustratos fluorescentes utilizados APP+ vy

FFN206 con sus respectivas longitudes de onda de absorcidn y emision.

La estructura de los sustratos fluorescentes empleados se muestra en la Figura 4.3.1B, APP+ se
emplea en el ensayo de inhibicion de hSERT y hDAT; FFN206 fue utilizado en el ensayo de inhibicidn
de hVMATZ2. Los controles positivos utilizados en cada caso se listan en la Tabla 4.18. Imipramina es
un conocido antidepresivo triciclico inhibidor de SERT y del transportador de norepinefrina NET;
reserpina es un producto natural con alta selectividad en la inhibicidn del transportador vesicular
VMAT2. Indatralina es un agente antidepresivo que bloquea la recaptacion de serotonina, dopamina
y norepinefrina de forma inespecifica, en este caso se utiliza como control positivo en el ensayo de

inhibicién de hDAT; para este Ultimo, su potencia es comparable a la de cocaina.

MeO

3 e {3

N\ Resorpina oMe  CI" Y
Imipramina MeS  OMe Indatralina
Linea celular Fluorodforo Control positivo IC50 (nm)
HEK293-hSERT APP+ Imipramina 21 £ 377
HEK293-hVMATZ2 FFN 206 Reserpina 137287
HEK293-hDAT APP+ Indatralina 21+37

Tabla 4.18 lineas celulares, fluoréforos y controles positivos empleados en ensayos de

inhibicion.
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La Figura 4.3.2 presenta un diagrama del ensayo in vitro en 7 pasos: 1) inicialmente se siembran
las células en placas de 96 pocillos a una densidad apropiada (ver detalle experimental 7.3), se
permite el crecimiento celular hasta 90% de confluencia (1 a 3 dias) en estufa 37 °C y 5 % de didxido
de carbono. 2) el ensayo comienza con el agregado de medio de cultivo conteniendo el inhibidor a
ensayar (curva de 0,1 nM - 100 uM), 3) las células se mantienen 55 minutos en estas condiciones
dentro de la estufa. 4) se agrega una segunda alicuota de medio conteniendo el fluoréforo e inhibidor
(en el mismo nivel de concentracién que el paso 2); 5) se deja un tiempo de exposicion de 30 minutos.
6) se descarta el sobrenadante, y las células se lavan exhaustivamente con buffer fosfato. 7) Se mide

la fluorescencia de la monocapa de células tratada.

Ensayo inhibicion: HEK293-hSERT, HEK293-VMAT2 y EM4-hDAT

@ HEK293 (sembrado) .
incubacion

- Descarte
335535355555 - sobrenadante
0% poes Lavado exhaustivo

1a3dias @ - @ — . @
(crecimiento) %' 55min JX 30 min
f —= = ®
* Lectura
@ Solucion inhibidor (63uL) @ (Inhibidor + FFN) (63pL) Fluor%szltenma
0.1nM - 100pM 0.1nM - 100pM cenas

7 -

Created in BioRender.com biv

Figura 4.3.2 Descripcidn grafica del protocolo del ensayo de inhibidores de transportadores de

monoaminas (hSERT, hDAT, hVMAT2) basado en sustratos fluorescentes.

Para la obtencidon de datos consistente, resultan de especial importancia durante el transcurso
del ensayo las etapas de lavado exhaustivo para eliminar el exceso de fluoréforo en el sobrenadante,
asi como el estricto control de los tiempos de incubacién con las soluciones conteniendo inhibidor e
inhibidor+fluoréforo. De esta forma, se busca minimizar la absorcidn inespecifica del fluoréforo en
la membrana celular y el plastico de la placa. Para todos los compuestos se realizaron, al menos,
dos réplicas genuinas (n=2), incluyendo 4 réplicas experimentales intraensayo para cada condicion.

Cada placa de 96 pocillos (12 columnas) incluyd un control negativo (DMSO), una curva completa del

163
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control positivo en el rango (0,1 nM a 100 uM) (Tabla 4.18), y cuatro compuestos a ser evaluados, en

una serie de dilucién (0,1 nM a 100 uM)(utilizando 2 columnas por condicidn, duplicado).

El anélisis de datos se realiza restando la sefial del control negativo (DMSO0) a todas las medidas
de la placa, para obtener el valor de diferencia respecto al control sin considerar los eventos de
absorcion inespecifica del fluoréforo por difusion pasiva o adhesién al plastico. Se obtiene de esta
forma, una serie de valores con una métrica de “desaparicion de sefial”, a mayor inhibicién, menor
sefial fluorescente. Un modelo de ajuste no lineal de 3 pardmetros (andlisis: dosis-respuesta
inhibitoria, llevado a cabo en el software GraphPad Prism 6) permite obtener curvas sigmoideas (en
escala logaritmica) (Figura 4.3.3). Para cada inhibidor, se informa su concentracidn inhibitoria del 50

% (IC50) junto con el error estdndar de la media (95% intervalo de confianza): IC50 + SEM.

Los compuestos se clasifican segin se observa en la Figura 4.3.3 como: i) compuestos activos
(linea naranja) que alcanzan una inhibicidn >90% del valor del control positivo, para ellos se obtiene
una curva sigmoidea completa y es posible informar su IC50 con certeza. ii) compuestos con
IC50>20uM (linea tridngulos grises), son aquellos que incluso a la concentracién maés alta ensayada
(100 uM) no producen un porcentaje de inhibicién >90% respecto al control positivo; para informar
un dato de IC50 certero, deberia extenderse la curva de concentracién buscando completar la
sigmoidea. Se trata de compuestos muy poco activos, que presentan poco interés por tanto su IC50
se informa de manera aproximada como mayor como >20uM. iii) compuestos no activos (N.A.) (linea
cuadrados blancos), aquellos que presentan una inhibicién <20% a 100 uM, por lo general presentan

una curva plana igual a la linea de base.

Curvas representativas - clasificacion de compuestos ensayados

1 Control positivo
119 Comp Activo
Comp IC>10
0 B R s SX
®
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Figura 4.3.3 Clasificacién de compuestos seguln bioactividad, tras la normalizacién de datos,

indicando el maximo de inhibicidn del control
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En etapas iniciales del desarrollo de este ensayo bioldgico, fue evaluada la citotoxicidad de
compuestos tipo-iboga sobre las lineas celulares utilizadas (Tabla 4.18) por parte de nuestros
colaboradores. Con este fin, se empled una metodologia colorimétrica basada en el uso de sales de
tetrazolio (MTT), que mide la aptitud metabdlica de las células. No se observd citotoxicidad en el
rango de concentraciones de trabajo para los andlogos de ibogaina ensayados, por lo que se
considerd el ensayo apto. De todas formas, a futuro, deberia considerarse repetir el ensayo de

citotoxicidad con los compuestos méas prometedores (hits).

4.3.1.1 Inhibicién del transportador de serotonina humano (hSERT)

Nuestros colaboradores en este proyecto en la Universidad de Columbia centraron sus esfuerzos
sintéticos en generar andlogos de ibogaina sobre el ndcleo inddlico, los cuales fueron evaluados
como potenciales inhibidores de SERT en el ensayo descrito anteriormente (Figura 4.3.2). Se
obtuvieron interesantes resultados detectando compuestos prometedores que derivaron en una
patente publicada en el afio 2022.7" Esto permitio establecer perfiles de relacidn estructura actividad,
los cuales se discuten a continuacién, y fueron importantes antecedentes que se fueron desarrollando
a medida que nosotros avanzdbamos en nuestros esfuerzos sintéticos. Dentro de este panel de
compuestos evaluados, cuyos resultados se muestran en la Tabla 4.19, se encuentran analogos cuya

sintesis se presentd en la seccidn 4.2 (1, 16, 18, 25).
Del andlisis de la Tabla 4.19 se desprende que:

e La desmetilacidn o la remocidn total del residuo metoxilo en posicién C10, aumenta la
actividad inhibitoria unas 10 veces (1 vs 16 y 18).

Por el contrario, la incorporacién de grupos méas voluminosos como éteres de etilo,
propilo o un grupo carbamato (102, 103, 105) no afecta, o ligeramente disminuye la
actividad (respecto a 1).

e Lametilacion del nitrégeno inddlico (posicidon N1) aumenta la actividad inhibitoria sobre
SERT unas 10 veces en ibogamina (18 vs 106) y noribogaina (16 vs 107). Aunque en
ibogaina no presenta un efecto tan marcado (1 vs 25).

La homologacidn de esta cadena alquilica implica una pérdida de actividad, ya que 110
tiene una actividad similar a la de 1, y revierte lo que habia ganado al tener el fenol libre
(110 vs 16 y 107).

e La sustitucidn del metoxilo en C10, por un grupo ciano resultd en el incremento de la
actividad en unas 100 veces (104 vs 1), siendo el cambio reportado con mas incidencia.
Este rotundo aumento de actividad no puede explicarse segun el efecto del sustituyente
en la distribucién electrénica del sistema aromatico (electrén-atrayente), pues el
carbamato en 103 también es un grupo electrén-atrayente, y no genera un cambio en la
actividad. Ademas, un grupo electréon-dador como el fenol en 16, que da mayor densidad
electrénica al anillo que el metoxilo, también aumenta la actividad con respecto a

ibogaina (1). Se puede concluir entonces, que el gran efecto observado sobre la actividad
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no se debe a un cambio en la distribucidn electrdnica del anillo aromaético, sino
probablemente a la formacién de interacciones de baja energia (m-m, m-catidnico, o
enlace de H) entre el nitrilo y los residuos aminoacidicos del sitio activo (vide infra,
Figura 4.3.5).

e El compuesto mas activo de la serie se obtuvo combinando dos cambios estructurales,
un ciano en C10 y la metilacién del N1 (108 vs 1), teniendo una actividad del orden
nanomolar.

e Por Ultimo, la incorporacién de un bromo en posicién orto al metoxilo (posiciones C9 y
C11) aumenta muy ligeramente la actividad (112 y 113 vs 1). La sustitucién es menos

efectiva si se incorpora un cloro (114 vs 112).

Como parte de nuestra colaboracidn con la Universidad de Columbia para explorar el espacio
quimico de la iboga con respecto a su actividad en transportadores de monoaminas, nuestro grupo
en la Universidad de la Republica se focalizd en la obtencién de andlogos funcionalizados en la
porcién isoquinuclidinica de la molécula. Para ello se prepararon andlogos descritos en las secciones
anteriores, mediante modificaciones en N1, C10 y Clé (apartado4.2.1) (Tabla 4.20), oxidacion
regioselectiva de las posiciones C3, C7 y N4 (apartado 4.2.2) (Tabla 4.20 y 4.21) y mediante
funcionalizaciones en la cadena etilica C18-C19 lateral (apartado 4.2.3) (Tabla 4.21). En particular,
esta Ultima aborda cambios estructurales en una porcidn poco explorada dentro del esqueleto de la

iboga, Lo que resulta especialmente interesante.
Del anélisis de la Tabla 4.20 se desprende que:

e La presencia del grupo éster en posicion Clé resulta deletérea para la actividad
inhibitoria de SERT (2 vs 1).

e Los compuestos 40b, 29, 30, 6 y 56 —que también cuentan con un éster metilico sobre
Cl6— tampoco presentan actividad. Para estudiar si la ausencia de actividad se debe a
ello, y evaluar el impacto de las otras modificaciones estructurales, deberian evaluarse
sus derivados descarboxilados. A su vez, 15 también resultd inactivo lo que sugiere que

cualquier sustitucién (polar) en C16 no seria tolerada.

e La pérdida del caracter basico del nitrégeno isoquinuclidinico, como en la lactama 40a

o el N-6xido 38a, resulta en la pérdida pronunciada de la actividad inhibitoria de SERT.

e La 7-hidroxiindolenina 32a que implica la pérdida del indol es completamente inactiva.
Esto sugiere que la integridad del sistema inddlico, asi como la ausencia de sustituyentes
en la posicidn 7, son caracteristicas necesarias para el reconocimiento por parte del

transportador.
Del andlisis de la Tabla 4.21 se desprende que:

e El alqueno presente en la 18,19-deshidroibogaina 55, no afecta la capacidad inhibitoria

de SERT, teniendo una actividad idéntica a la del compuesto de referencia 1.
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La 18-metoxiibogamina (115) presenta 10 veces menos actividad que ibogamina (18) (el
alcaloide natural, Tabla 4.20), por lo que se deduce que la sustitucién de la posicion C18
por un metoxilo afecta negativamente la inhibicién de SERT. Hay que destacar que 115
es una mezcla racémica ya que se obtiene por sintesis total, por lo que la comparacion

con 18 es sobre simplificada.

Algo similar ocurre con la presencia del hidroxilo en C19, ya que disminuye unas 5 veces

la actividad respecto al compuesto de referencia (12 vs 1).

Tanto la incorporacién de un metilo en N1, como la desmetilacién para dar el fenol en
C10 tuvieron el mismo efecto de aumentar la capacidad inhibitoria de SERT ya descrito
anteriormente por nuestros colaboradores. EL mismo efecto se observa para los
analogos hidroxilados en C19, teniendo actividades comparables a la de ibogaina (12 vs

17 y 28, en comparaciones con 1).

Con una cetona en C19 los compuestos resultan 3 a 5 veces menos activos que ibogaina
((48syn y 48anti) vs. 1). Para nuestra sorpresa, ambos epimeros 48syn y 48anti,
resultaron igualmente activos, lo que indica que la posicidn relativa de la cadena etilica

lateral no afecta sensiblemente la capacidad inhibitoria del transportador.

El resto de la serie de compuestos sustituidos en C19 se ven afectados negativamente
en su habilidad de inhibir SERT; ninguno fue mas activo que el compuesto de
referencia (1). Sin embargo, se podrian clasificar en dos grupos principales: aquellos que
vieron afectados con mayor medida 75 (-CN), 64 (-OEt), 73 (-Ns), 77 (-F) y el
metil-sulféxido 76, todos con una actividad 220uM. Y un segundo grupo: 43 (-OAc), 45
(-OCH2SCH3) y 116 (-NH2) que conservan una actividad del orden bajo-uM, comparable

al del compuesto de referencia (1).

Por ultimo, resultd sorprendente constatar que 62, un amonio cargado —con sustantivas
diferencias estructurales con el resto de los compuestos— conserva la actividad
inhibitoria sobre el transportador en un rango similar al de ibogaina (1). La caracteristica
de molécula cargada de 62, puede resultar interesante para limitar su penetrabilidad por
la barrera hematoencefalica e impedir su entrada al SNC, limitando su accidn a nivel
periférico. En ese sentido el transportador de serotonina (SERT) se expresa también en
plaquetas del sistema sanguineo, donde su funcién es retirar la serotonina del plasma'y
estd vinculada al control del proceso de coagulacidn. Es generalmente aceptado que la
estructura proteica de SERT expresado en las plaquetas es idéntica a la del expresado a
nivel central.”” Por ello, 62 podria ser un interesante punto de partida para ser estudiado
como un blogueante de SERT a nivel periférico, si su lipofilia no es suficiente para

atravesar la barrera hematoencefalica.
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Tabla 4.19 Resultados de inhibiciéon SERT, de andlogos iboga publicados en la patente W02022/020352A1: de Sames et at.
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Tabla 4.20 Resultados de inhibicion SERT (n=2), de analogos semisintéticos (obtenidos en 4.2.1y 4.2.2). Todos los valores expresan IC50SEM (uM).

N.A.: No Activo. * Las estructuras “repetidas” respecto a Tabla 4.19 (1, 16, 18) indican la réplica del experimento bioldgico, con el fin de obtener
concordancia con los datos publicados en (W02022/020352A1).
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Tabla 4.21 Resultados de inhibicion SERT (n=2), de analogos preparados 4.2.2 y 4.2.3. Todos los valores expresan IC50+SEM (uM). N.A.: No Activo.
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Figura 4.3.4 Resumen gréafico de relacidn estructura actividad (SAR), de alcaloides de la iboga
y hSERT. El cédigo de color indica: Verde: cambios estructurales que mejoran la actividad
inhibidora; amarillo: cambios estructurales que no afectan o implican una pérdida leve de
actividad, anaranjado: cambios estructurales que implican una pérdida moderada de actividad,
rojo: pérdida total de capacidad de actividad. Los valores numéricos en negrita informan el
valor de IC50 en unidad micromolar (uM) para el compuesto con el cambio estructural sefialado
respecto a la estructura de ibogaina. * caida respecto al compuesto desmetilado en posicidn

C10.

Los perfiles de relacidn estructura-actividad para inhibir SERT se resumen de forma gréafica en
la Figura 4.3.4, utilizando un cddigo de color. El verde muestra aquellos cambios estructurales que
mejoran la actividad inhibidora; el amarillo aquellos que no afectan o implican una pérdida leve de
actividad; el anaranjado muestra cambios que implican una pérdida moderada de actividad; y por
ultimo el rojo sefiala una gran pérdida de capacidad inhibitoria. Podemos concluir que el espacio
quimico explorado por nuestro grupo, es decir las posiciones de oxidacién de N4 y en C3, y la cadena
lateral (C18-C19), son sensibles para modular la capacidad inhibitoria por SERT de forma negativa.
Todos los cambios propuestos en esta porcion del espacio quimico resultaron en una disminucién de
la actividad. Por lo tanto, para incrementar la capacidad inhibitoria en SERT hay que centrar cambios

estructurales en el anillo inddlico; especialmente en C10, N1, y en menor medida en C9y C11.

Como forma de racionalizar estos resultados, se utilizé un modelo computacional para simular
la interaccién de ibogaina (1) en el sitio activo de SERT (Figura 4.3.5)(modelo introducido en el
apartado 2.2.2); para de esta manera plantear hipdtesis que expliquen los cambios observados en
relacion con las principales interacciones con residuos aminoacidicos a nivel molecular. Como ya fue
sefialado en el capitulo de antecedentes, este modelo utiliza la estructura del complejo ibogaina-
SERT publicada por Coleman et al., con el transportador en su conformacidn ocluida.” La estructura
se visualizo con la ayuda del programa MOE 2015.10 (Figura 4.3.5). Es importante resaltar que este
modelo Unicamente muestra una posible conformacion del transportador SERT con ibogaina, lo que

es una limitacién importante en el momento de discutir los resultados. El sitio activo mostrado es en
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realidad dindmico, formandose desde la conformacidn “abierta hacia afuera”, evolucionando hacia la
conformacidn “abierta hacia adentro”. Por lo tanto, la discusién que se desarrollard a continuacién
considera a la conformacidn “ocluida” como la mas importante para las interacciones moleculares
con los inhibidores, una suposicién que puede no ser valida. Un estudio completo deberia estimar la
energia de diferentes conformaciones del transportador con el sustrato, lo que excede los objetivos

de este trabajo. De todas maneras, el modelo permite formular hipdtesis de trabajo interesantes.

Figura 4.3.5 Diagrama 3D de ibogaina en el sitio activo de hSERT en su conformacidn ocluida
publicada por Coleman et al. (cédigo PBD: 6DZV).”® Se destacan los residuos aminoacidicos
maés relevantes, préximos al sitio activo. En lineas punteadas se marcan las principales
interacciones de baja energia con Asp98 y Phe341. La superficie se representa en un gradiente
de color, donde verde representa dreas hidrofdbicas y el violeta areas polares-hidrofilicas de

la superficie proteica.

La interaccidn idnica entre el nitrégeno isoquinuclidinico y el aspartato-98 (Asp98) es sefialada
como una de las interacciones mas relevantes, suponemos que cambios estructurales que lleven a
la pérdida de basicidad de este centro, iran contra la actividad inhibitoria; como es el caso del N-6xido

38a o la lactama 40a.

En cuanto a los compuestos con sustituyentes en posicién C19, que se clasificaron en dos grupos
segln su grado de pérdida de actividad, en la Figura 4.3.6 se ilustra una hipdtesis que explica la
diferencia de actividad bioldgica observada. Para los compuestos del primer grupo 73, 75 y 76, los
sustituyentes pueden interaccionar electrostaticamente con el N isoquinuclidinico, que a pH

fisioldgico se encuentra cargado positivamente. Como se describid anteriormente (Figura 4.3.5), este
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amonio interactla con el carboxilato del Asp98 del transportador, a través de una interaccién que es
clave para la estabilidad del complejo proteina-ligando. Para estos compuestos, la interaccidon
intramolecular podria limitar la disponibilidad de la carga positiva para interactuar con la proteina,

causando una inhibicién mas débil.

Por otro lado, los compuestos del segundo grupo poseen residuos voluminosos que buscaran
permanecer alejados del biciclo isoquinuclidinico, para minimizar interacciones estéricas
desfavorables. En el caso del compuesto 116, que posee una amina primaria, es de esperar que a pH
fisioldgico ésta se encuentre cargada positivamente, por lo que el cambio conformacional en este
caso podria estar causado por la minimizacidon de la repulsion de cargas de igual signo. Este cambio
puede ocurrir porque la cadena etilica lateral tiene libre rotacidn y derivaria en una menor afectacidn

de la interaccidn N4-Asp98, por lo que la actividad bioldgica se veria menos comprometida.

Calculos computacionales preliminares (minimizacién de estructuras mediante mecanica
molecular [MM2]) sugieren que la hipdtesis planteada en la Figura 4.3.6A es plausible, ya que el
modelo coloca el centro de carga negativa del sustituyente en C19, préximo al N4 cargado
positivamente a efectos de para minimizar la energia del sistema. Las distancias medidas para estas
estructuras son: 2,69 A para la azida 73, 2,85 A para el nitrilo 75, y 2,40 A para el sulféxido 76; lo que
concuerda con la idea de una interaccion electrostatica de baja energia. Por el contrario, la
minimizacién del compuesto 116 con la misma metodologia, coloca el centro -NHs* cargado

positivamente lo més alejado de la isoquinuclidina posible, lo que apoya esta teoria.

En cuanto a los compuestos restantes del primer grupo, 64y 77, se trata de casos intermedios y
se discuten a continuacién. El compuesto 64, que posee un OEt en posicién C19, presenta una IC50
que pudo ser determinada con certeza (lo que implica que alcanzd una inhibicién >90% del control
positivo). Esto, sumado a que su intervalo de confianza es amplio, posibilitaria considerarlo dentro

del segundo grupo, como seria lo esperado (Figura 4.3.6B)
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Figura 4.3.6 (A) Los andlogos sustituidos en C19 que ven mas afectada su actividad sobre SERT

tienen residuos que pueden formar interacciones polares con el N4 de la isoquinuclidina.

(B) Los anéalogos sustituidos en C19 cuya actividad sobre SERT se vio menos afectada tienen



4. Resultados y discusion

sustituyentes voluminosos (o cargados positivamente, como 116) que buscaran una disposicidén

maés alejada al N4.

En cuanto a la actividad de 77 (19-fluoroibogaina), resulta llamativo que el cambio de un protén
por fldor resulte en un compuesto 10 veces menos activo. Posiblemente, dada la alta
electronegatividad del fllor, éste disminuye, por efecto inductivo, la basicidad del N4
isoquinuclidinico (Figura 4.3.7). En consecuencia, si 77 es menos béasica que 1 su equilibrio de
protonacidn estaria menos desplazado, lo que provocaria una menor interaccién con SERT, ya que la
base libre no interaccionaria con el Asp98. Alternativamente, una potencial formacidn de enlace de
H del flior con el H del grupo amonio, podria disminuir la carga positiva de este grupo, alterando su

interaccién con el carboxilato presente en el sitio activo.

N.' pH 7,4 +N/

Figura 4.3.7 Protonacion de N4 en ibogaina vs 19-fluoroibogaina (77).

En cuanto a las modificaciones en el metoxilo inddlico (C10), la Figura 4.3.5 muestra el metilo
dentro de un bolsillo no ocupado dentro del sitio activo. Esto explicaria, en parte, que sustituyentes
mas voluminosos (etilo 102, propilo 105, carbamato 103) sean aceptados y no impliquen gran pérdida
de la actividad. De acuerdo con este modelo, no habria una explicacién evidente para la gran
influencia sobre la actividad que ejerce el grupo nitrilo (104); pero en términos especulativos podria
decirse que el sustituyente generaria un nuevo tipo de interaccién con un aminoacido polar cercano,

como Ser438 o Thra39.

Lo contrario ocurre con la posicidon C16, donde la presencia del éster metilico es deletérea para
la actividad bioldgica (ej. 2, 3 y 15), posiblemente porque no hay espacio dentro del sitio activo para
acomodar un residuo tan voluminoso. Ademas, limitaria la interaccidon entre el N1 inddlico y Phe341
(H-TtAreno) que estd indicada en el modelo como una de las principales entre ibogaina y SERT. En
relacidn con las sustituciones en N1, es dificil explicar la tendencia mediante este modelo, ya que la

sustitucién por etilo disminuye la actividad (110 vs. 16) pero la metilacién la aumenta (107 vs. 16).

4.3.1.2 Inhibicidon del transportadore vesicular humano (hVMAT2)

En cuanto a la accion sobre el transportador vesicular, nuestro objetivo fue obtener analogos de

ibogaina con menor actividad sobre este transportador, ya que tedricamente la inhibicion de éste
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impediria la acumulacién de serotonina/dopamina en vesiculas intracelulares, lo que provocaria su
degradaciéon por las MAOs neuronales. De esta manera, un descenso en contenido de
neurotransmisores disponibles para ser exocitados a la hendidura sinaptica, disminuiria la

transmisidn serotoninérgica, generando un efecto pro-depresivo.”

Del andlisis de los resultados obtenidos de los compuestos ensayados por nuestros
colaboradores (Tabla 4.22),” se conocian los siguientes perfiles de relacidn estructura-actividad para

el espacio quimico de los alcaloides de la iboga y su capacidad de inhibiciéon de VMAT2:

e La actividad inhibitoria observada para ibogaina (1) en este ensayo, es unas 5 veces
mayor que la reportada en literatura anteriormente (2,23 uM).8? Este hallazgo es muy
importante, ya que al ser ibogaina mas activa para inhibir a VMAT2 que a SERT
(aproximadamente unas 8 veces), se podria incrementar su efecto antidepresivo
disefiando compuestos que conserven su actividad sobre SERT pero que la disminuyan
sobre VMAT2 (estrategia utilizada en esta tesis). Sin embargo, es importante considerar
que esta alta actividad por VMAT2 también podria estar sugiriendo un mecanismo de

accién mas complejo (ver seccién 4.3.2).

e El metabolito noribogaina (18) con un fenol libre en C10 no afecta la actividad inhibitoria
sobre el transportador vesicular. El valor obtenido también difiere de lo reportado en
literatura (4,99 uM).8° Este resultado indica que noribogaina tiene IC50 comparables
entre SERT y VMAT2 (ver punto 4.3.1.4, para el andlisis de selectividad entre

transportadores).

e Lasustitucién por un protén en C10 (ibogamina 18) disminuye unas 10 veces la actividad

sobre el transportador vesicular.

e La homologacién de la cadena alquilica en C10 a un grupo etilo, aumenta
considerablemente la actividad sobre VMAT2 unas 100 veces (102 vs 1). La incorporacion
de sustituyentes mas voluminosos desactivantes del anillo (ciano 104 y carbamato 103)
disminuye una 10 veces la actividad respecto a ibogaina. Esto sugiere que el cambio en
la actividad no responde al contenido electrdnico del anillo de indol ni al volumen del
sustituyente en posicion C10, sino a un mayor caracter apolar de la molécula. Seria muy
interesante contar con el valor de actividad para el analogo sustituido con un grupo

propilo, pero el mismo no ha sido ensayado hasta el momento.

e La metilacién del N1 indédlico no tiene en este caso un efecto claro sobre la actividad
inhibitoria, provocando a veces una caida leve en la actividad (25 vs 1) o un leve aumento
(106 vs 18; 107 vs 16; 108 vs 104). La homologacidn de esta cadena alquilica a un residuo

etilo resulta en una pérdida leve de actividad (110 vs 107 vs 16).

e La sustitucién con halégenos en posicién C9 (112, 114) disminuye la actividad sobre

VMAT2; en cambio en la posicidn C11 la disminucidn no es tan drastica (113).
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Tabla 4.22 Resultados de inhibicion VMAT2, de anélogos de iboga publicados en la patente W02022/020352A1: de Sames et al.
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En cuanto al anélisis de los resultados obtenidos para los compuestos preparados y ensayados en

esta tesis, del anélisis de la Tabla 4.23, que contiene principalmente los compuestos preparados en

las secciones 4.2.1y 4.2.2, se obtiene:

La 7-hidroxiindolenina de ibogaina (32a) presenta actividad, aunque unas 20 veces menor
gue el compuesto de referencia. Se diferencia de lo que ocurre en SERT donde se ve una

pérdida total de actividad.

La pérdida del nitrégeno basico en la isoquinuclidina resulta en una gran pérdida de

actividad (40a, 40b, 38a), al igual que en SERT.

La presencia del éster metilico en C16 provoca una pérdida total de la actividad bioldgica
(2 vs 1), al igual que en SERT. Esto también se observa para los compuestos sustituidos

en C16: 29, 15, 30,56 y 6.

Voacristina (3), a pesar de presentar el éster metilico en C16, conserva parte de la
actividad inhibitoria, lo que sugiere que la presencia del OH en C19 es un cambio a favor

de la actividad sobre el transportador vesicular.

Asimismo, del andlisis de la Tabla 4.24, que contiene los compuestos preparados en la seccidn

4.2.3 con cambios en los carbonos C18 y C19 de la cadena etilica lateral se desprende:

El alqueno presente en la 18,19-deshidroibogaina (55), disminuye levemente la
capacidad inhibitoria de VMAT2, teniendo una actividad comparable a la del compuesto

de referencia, 1.

La 18-metoxiibogamina (115), obtenida por descarboxilacién de 18-MC, mostré una leve
caida de actividad respecto a ibogamina (18). Cabe mencionar que se trata de un

compuesto racémico obtenido por sintesis total.

El andlogo 97 obtenido por sintesis total resulté tener una actividad comparable a 115,
lo que sugiere que el enlace C2-C1é6 que cierre el ciclo de tetrahidroazepina no es

estrictamente necesario para mantener la actividad bioldgica sobre VMAT2.

El hidroxilo en C19 provoca una pérdida importante de actividad (12 vs. 1), en este caso
la desmetilacion en C10 o la metilacion en N1 no provoca la recuperacidn de la actividad,
lo que era esperable seguln el perfil de SAR mencionado anteriormente para SERT (17,

28 vs. 12).

Las cetonas 48-anti y 48-syn, tienen mismo nivel de actividad, por lo que se deduce que
la posicidn relativa de la cadena etilica no afecta la interaccién de forma relevante.
Ademas, 48-anti y 48-syn son sensiblemente mas activas que 12, lo que sugiere que una

menor polaridad de la molécula se relaciona a una mayor actividad.

El resto de las sustituciones sobre la cadena etilica lateral no sigue un patron claro de

relacion estructura-actividad. Se observan compuestos con gran pérdida de actividad
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para los cuales no fue posible determinar su IC50 (75, 76); otros cuya pérdida de
actividad los coloca en el rango de 10-20 uM (45, 64, 73); y algunos para los cuales re
registraron actividades micromolares mas bajas (1-10 uM) (43, 77, 116). No se observa
una tendencia clara con la polaridad o el tamafno del residuo, pero se puede decir que
todos mostraron menor actividad que el compuesto de referencia (1) para inhibir VMAT2,
lo cual es en principio positivo si se quiere obtener un candidato a antidepresivo con

mayor actividad sobre SERT.

El amonio cargado 62 demostré ser muy poco activo, al igual que los analogos con
sustituyentes mas polares (75, 76). Considerando que el transportador VMAT2 esta
localizado en vesiculas internas de la célula, y el compuesto debe atravesar la
membrana plasmatica por difusion pasiva para llegar a él, es légico que moléculas con
menor lipofilia tengan menor actividad. Esto no se cumple para 116, probablemente
porque esta amina primaria esta en un equilibrio de protonacidn, donde la forma neutra

podria pasar la membrana por difusion pasiva.
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MeO

Iz
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32a

0.39 = 0.06 * 0.56 = 0.09* 3.0+ 055 18.0 = 6.81
MeO MeQ MeO MeO

MeQO

MeO
MeO MeO

Tabla 4.23 Resultados de inhibicion VMAT2 (n<2), de andlogos semisintéticos preparados en 4.2.1 y 4.2.2. Todos los valores expresan
IC50+SEM (uM). N.A.: No Activo. * Las estructuras “repetidas” respecto a Tabla 4.18 (1, 16, 18) indican la réplica del experimento bioldgico, con el
fin de obtener concordancia con los datos publicados en (W02022/020352A1).
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17.4 +3.94 6.28 £ 0.98 4.19 £ 0.65 5.58 £ 0.64

Tabla 4.24 Resultados de inhibicion VMAT2 (n<2), de analogos semisintéticos preparados en 4.2.2 y 4.2.3. Todos los valores expresan
IC50+SEM (uM). N.A.: No Activo.
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ICso-hVMAT : 0.39 + 0.06 uM
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Figura 4.3.8 Resumen gréafico de relacién estructura actividad (SAR), de alcaloides de la iboga
y VMAT2. El cddigo de color indica: Verde: cambios estructurales que mejoran la actividad
inhibidora; amarillo: cambios estructurales que no afectan o implican una pérdida leve de
actividad, anaranjado: cambios estructurales que implican una pérdida moderada de actividad,
rojo: pérdida total de capacidad de actividad. Los valores numéricos en negrita informan el
valor de IC50 en unidad micromolar (uM) para el compuesto con el cambio estructural sefialado

respecto a la estructura de ibogaina. * respecto a noribogaina.

Los perfiles de relacidn estructura-actividad para inhibir VMAT2 se resumen de forma gréafica en
la Figura 4.3.8, utilizando el mismo cddigo de color ya explicado para el caso de SERT. En resumen,
el cambio de metoxilo por etoxilo en C10 implicé un gran aumento de la actividad bioldgica. La
alquilacidn del N inddlico es tolerada, pero a diferencia de lo que ocurre con SERT no implica un
aumento de la actividad. Por el contrario, la presencia del éster metilico en C16 tiene el mismo efecto
que en SERT, llevando a una pérdida muy importante de actividad. Algo similar ocurre con los
cambios estructurales en la isoquinuclidina que comprometen la basicidad del nitrégeno (lactama'y
N-éxido). Por Gltimo, las sustituciones en la cadena etilica lateral implican una perdida de actividad

que puede variar entre moderada y muy alta segun el sustituyente.

Desafortunadamente no se encuentra en la literatura la estructura de VMAT2 cristalizada con
inhibidores del transportador, que permita hacer un andlisis detallado de las interacciones entre el
ligando y los residuos aminoacidicos de la proteina.”™ Existen modelos creados por homologia a otras
proteinas transmembrana, pero los mismos deben ser considerados como una aproximacion inicial
a la macroestructura de la proteina. Por lo general no resultan representativos del sitio activo donde
pequefias diferencias en la posicién de los residuos aminoacidicos (2-3A) implica grandes cambios

en la interaccidn con el ligando. En el punto 4.3.1.4 se realiza un andlisis de la selectividad entre
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transportadores, asi como una comparacidon de la actividad y los motivos estructurales mas

relevantes.
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4.3.1.3  Inhibicién del transportador recaptador de dopamina humano (hDAT)

Para la actividad sobre el transportador de dopamina, los compuestos preparados en el
laboratorio de nuestros colaboradores no presentaron una actividad apreciable, por lo que estos

datos no se encuentran publicados en la patente ya mencionada.?”’

Del andlisis de la Tabla 4.25, que incluye los compuestos preparados en la seccidén 4.2.1y 4.2.2,

se observa:

e Ibogaina (1) y noribogaina (16) son igual de activas, en el rango micromolar, como
inhibidores de DAT. En este caso la desmetilacién no implica cambios en la actividad. Es
importante notar que ambos compuestos son menos activos en comparacién a los
transportadores de SERT y VMAT2. Esto era esperado segun la literatura, que muestra

una menor actividad de los alcaloides de la iboga sobre este transportador.®

e Ibogamina (18) resulta unas 5 veces mas activa que 1 y 16. Como se menciona mas
adelante (punto 4.3.1.4), esta mayor actividad inhibitoria sobre hDAT, en conjunto con las
ya mencionadas mayor actividad sobre SERT y menor sobre VMAT2, hacen de 18 un

compuesto interesante como antidepresivo dual.

e Aligual que sobre los transportadores anteriores, la pérdida de basicidad del nitrégeno
isoquinuclidinico, como en la lactama 40a o el N-dxido 38a, implica una pérdida total de

actividad.

e Lapresencia del éster sobre C19 también elimina la actividad sobre este transportador,
como ocurre también en SERT y VMAT2. (Tabla 4.25 fila 2 y 3).

Para los analogos con modificaciones en la cadena etilica lateral (Tabla 4.26), se observé que
todas las sustituciones en posicién C19 resultaron en una abrupta pérdida de capacidad inhibitoria

del transportador, independientemente del volumen, polaridad o distribucidn electrénica.

En resumen, ninguno de los andlogos, obtenidos por reacciones de oxidacién y por
modificaciones en la cadena etilica lateral, mostrd una actividad significativa como inhibidores de
DAT. Esto es un resultado interesante en términos de blsqueda de nuevas moléculas bioactivas, ya
que la pérdida de actividad sobre DAT permite la generacién de moléculas con un perfil de

selectividad mayor.

El Gnico caso donde se observd un aumento de la actividad inhibitoria de DAT fue para ibogamina.
Este caso es muy interesante, pues en comparacién a ibogaina, la ibogamina tiene una mayor
actividad inhibitoria de SERT (~10 veces) y DAT (~5 veces mas activa), pero menor capacidad de inhibir
VMAT2 (~10 veces menos). Esto sugiere una potencial actividad como antidepresivo dual siendo
inhibidor simultédneo de la recaptacién de serotonina y dopamina, que merece ser estudiada en

futuros ensayos preclinicos
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IC5o-hDAT: 6.64 + 1.44 uM
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Figura 4.3.9 Resumen grafico de relacidon estructura actividad (SAR), de alcaloides de la iboga
y DAT. El cdédigo de color indica: Verde: cambios estructurales que mejoran la actividad
inhibidora; amarillo: cambios estructurales que no afectan o implican una pérdida leve de
actividad, anaranjado: cambios estructurales que implican una pérdida moderada de actividad,
rojo: pérdida total de capacidad de actividad. Los valores numéricos en negrita informan el
valor de IC50 en unidad micromolar (uM) para el compuesto con el cambio estructural sefialado

respecto a la estructura de ibogaina. * respecto a noribogaina.

184
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Tabla 4.25 Resultados de inhibicién hDAT (n<2), de andlogos semisintéticos preparados en 4.2.1y 4.2.2. Todos los valores expresan IC50+SEM (uM).

N.A.: No Activo.
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Tabla 4.26 Resultados de inhibicién hDAT (n<2), de andlogos semisintéticos preparados en 4.2.2 y 4.2.3. Todos los valores expresan IC50+SEM (uM).

N.A.: No Activo.
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43.1.4  Analisis de la selectividad entre transportadores

Prosiguiendo con el andlisis de los resultados de inhibicién sobre transportadores de
monoaminas, y como se expuso en 4.3, es de interés observar y comparar la preferencia de accién
entre las distintas dianas para cada compuesto. Teniendo en cuenta que, salvo para ibogamina, todos
los andlogos preparados durante este trabajo perdieron su capacidad inhibitoria sobre hDAT, el
analisis se centrara Gnicamente en el estudio de la selectividad para hSERT y hVMAT2. Para ello, se
calculd un indice de selectividad como el cociente de la concentracidn inhibitoria 50 sobre hVMAT2

(IC50-hVMAT2) y la de hSERT (IC50-hSERT) (Tablas 4.27 y 4.28).

La limitante de este andlisis es que se puede obtener un valor de selectividad muy bueno, pero
eso no refiere a una actividad destacable en términos absolutos; son deseadas actividades del orden
nanomolar (nM), o al menos micromolar bajo (1-10uM). Un segundo inconveniente se presenta en el
caso de compuestos donde la IC50 no ha sido determinada con exactitud, donde se informa >20 uM,
porgue no se cuenta con un valor numérico para calcular el cociente, en este caso se informa

cualitativamente la selectividad “hSERT” o “hVMAT2", indicando la preferencia.

La Tabla 4.27 muestra los resultados obtenidos por nuestros colaboradores. Inicialmente se
observa que ibogaina (1) tiene una selectividad aproximadamente 10 veces mayor por el
transportador vesicular que por hSERT. En contraste, su metabolito activo, noribogaina (16), es dos
veces mas activo como inhibidor de hSERT que de hVMAT2, lo cual resulta de importancia para
entender los efectos antidepresivos de ibogaina (1). En modelos preclinicos de depresién (test de
nado forzado) nuestro grupo encontrd un efecto de tipo-antidepresivo para noribogaina i.p. mas
potente que para ibogaina.'® Esto resalta la importancia de obtener compuestos que presenten una

mayor actividad inhibitoria frente a SERT que a VMAT2.

En este sentido, nuestros colaboradores desarrollaron varios compuestos con muy buena
selectividad para hSERT, tres de ellos en el rango nanomolar (104, 108 y 106). Para estas tres
estructuras se encuentra la sustitucion de la posicién C10, cambiando el metoxilo presente en
ibogaina por un protén (106) o un ciano (104, 108), y la N-metilacidn del indol (106, 108). Estos

compuestos presentan un alto potencial para ser evaluados en modelos preclinicos de depresidn.

Por otro lado —aunque no es lo deseado en la bldsqueda de actividad antidepresiva— resulta
interesante el compuesto 102, con mayor selectividad para VMAT2 que ibogaina, que presenta
actividad del orden nanomolar. Los inhibidores VMAT2 selectivos tienen aplicacidn terapéutica en el
tratamiento sintomatico de la enfermedad de Huntington y la discinesia tardia, patologias que
provocan movimientos musculares involuntarios, por lo que este compuesto podria ser plataforma

para la bisqueda de nuevas moléculas con esta finalidad.”™
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Compuesto IC50 hVMAT2 IC50 hSERT Selectividad
104 33 0,023 143,48
108 0,44 0,0051 86,27
106 15 0,08 18,75
114 18 1,2 15,00
18 3,0 0,33 9,09
112 4,9 0,67 7,31
113 1,0 0,20 5,00
107 0,17 0,059 2,88
16 0,57 0,28 2,04
103 3,0 2,5 1,20
109 0,75 0,91 0,82
25 0,74 15 0,49
110 0,70 1,9 0,37

1 0,39 2,98 0,13
102 0,08 9,0 0,01

Tabla 4.27 Indice de selectividad calculado para los compuestos sintetizados y evaluados por
nuestros colaboradores. Se calcula como el cociente: (IC50-hVMAT2/IC50-hSERT), valores
numéricos mas grandes indican compuestos mas activos sobre hSERT, valores méas cercanos a
0 indican compuestos con mayor actividad hVMAT2. Las filas resaltadas en amarillo

corresponden a ibogaina (1) y su metabolito activo noribogaina (16).

La N-metilibogaina (25) y N-metilnoribogaina (107), si bien aumentan su actividad inhibitoria
sobre SERT (en comparacion con 1y 16 respectivamente), llegando en el caso de 107 a una actividad

del orden nanomolar, su selectividad es pobre, comparable a la de noribogaina (16).

Es interesante destacar nuevamente el caso del alcaloide ibogamina (18) que, teniendo la
estructura mas simple dentro de los alcaloides de la iboga, resulta cerca de 9 veces mas activa sobre
hSERT que sobre hVMAT2. Ibogamina se encuentra presente como alcaloide minoritario dentro del
extracto de raiz de T. iboga, lo que lleva a conjeturar si los efectos anti-adictivos descritos
originalmente para el preparado vegetal no estaran mediados, al menos en parte, por 18. Ademas,
en modelos preclinicos de adiccién, basados en la autoadministracion de sustancias (morfina y
cocaina), ibogamina demostrd interrumpir la autoadministracion de forma mas persistente que el

resto de los alcaloides ensayados (incluyendo a ibogaina y coronaridina, entre otros).®

El mismo indice de selectividad se calculd para los compuestos preparados en la seccidn 4.2 de
la presente tesis (Tabla 4.28). Se categorizaron tres compuestos (17, 28 y 62) como “SERT selectivos”
de forma cualitativa (sin el calculo de indice, porque su IC50 sobre VMAT2 es >20uM). Los compuestos
17 y 28 poseen una IC50 sobre SERT comparable a la de ibogaina (1); en su estructura tienen un
hidroxilo en posicién C19 e incorporan las modificaciones conocidas de desmetilaciéon en C10 (17) y

N-metilacién del indol (28). Seria interesante evaluar un analogo que combine ambos cambios
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estructurales (N-metilnoriboxigaina) con el fin de obtener mayor actividad y selectividad sobre SERT,

lo que daria lugar a moléculas con un mayor perfil antidepresivo.

Por otro lado, el amonio 62 presenta una IC50 sensiblemente menor que 17 y 28, y como se
explicé anteriormente su relevancia como posible farmaco con potencial antidepresivo (activo a nivel

del SNC) es cuestionable, debido a aspectos farmacocinéticos.

Compuesto IC50 hVMAT2 IC50 hSERT Selectividad
17 >20 3,73 hSERT
28 >20 3,81 hSERT
62 >20 9,08 hSERT
18 3,0 0,33 9,09

(£)-115 5,84 2,21 2,64
16 0,57 0,28 2,04
45 19,3 11,5 1,68

48-syn 11,5 10,4 1,11
12 18,8 16,9 1,11

48-anti 12,2 12,3 0,99
b4 17,4 20,8 0,84
116 5,58 7,46 0,75
43 6,28 8,82 0,71
97 3,82 11,5 0,33
55 0,75 2,86 0,26
77 4,19 18,1 0,23
1 0,39 2,98 0,13
73 12,5 >20 hVMAT?2

Tabla 4.28 indice de selectividad calculado para los compuestos sintetizados y evaluados en
esta tesis. Se calcula como el cociente: (IC50-hVMAT2/IC50-hSERT), valores numéricos mas
grandes indican compuestos mas activos sobre hSERT, valores mas cercanos a 0 indican
compuestos con mayor actividad hVMAT2. Las filas resaltadas en amarillo corresponden a

ibogaina (1), su metabolito activo noribogaina (16) e ibogamina (18).

La sustitucion de la posicion C18 en 18-metoxiibogamina (115) en comparacion con
ibogamina (18), lleva a una mayor caida en la actividad sobre SERT que sobre VMAT2, lo que

disminuye la selectividad, teniendo 115 una actividad comparable a la de noribogaina (16).

La Tabla 4.28 exhibe un niumero de compuestos (45, 48-syn, 12, 48-anti, 64, 116 y 43) con un
indice de selectividad pobre (1,68 a 0,71), que por estar préoximo a 1 indica que el compuesto no
“distingue” entre inhibicion de SERT o VMAT2. Se trata en su totalidad de compuestos que incluyen

sustituciones en posicion C19 de la cadena etilica lateral, por lo que se concluye que sustituir esta
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posicidn no es cambio estructural suficiente para revertir la selectividad de ibogaina sobre VMAT?2,

debe combinarse con otros cambios estructurales como en 17 y 28.

El alqueno 55 y la 19-fluoroibogaina (77) conforman un grupo con una selectividad por VMAT2

comparable a la de ibogaina (1), lo que se puede explicar por su alta similitud estructural.

El andlogo 97, obtenido por sintesis total en 4.2.3.4, demostrd ser 3 veces mas activo en VMAT2
que es SERT por lo que podria asemejarse al grupo anterior (1, 55 y 77), aunque en este caso, la
diferencia estructural es sustancial. Como se menciond anteriormente en la discusion, 97 demuestra
gue no es necesaria la presencia del enlace C2-C16 y el ciclo de tetrahidroazepina para obtener
compuestos activos sobre transportadores de monoaminas. Este hecho brinda un buen punto de
partida para el estudio del motivo estructural minimo-necesario para obtener compuestos activos a
partir del ndcleo iboga (farmacéforo). El riesgo de esta metodologia —en este caso particular— seria
que la sobre-simplificacién estructural llevara a buenos inhibidores (actividad nM), pero que estos
“pierdan” el caracter no-competitiva que caracteriza a ibogaina, por estabilizar SERT en su

conformacion abierta hacia el interior celular (ver Seccion 4.3.2).

Por ultimo, la azida 73 fue clasificada como “VMAT2 selectivo” de forma cualitativa ya que su
IC50 sobre SERT es >20 y no fue determinado con exactitud. Este compuesto no reviste mayor interés

porque su actividad sobre VMAT2 no esté en el rango micromolar bajo.
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4.3.2 Sobre el mecanismo de accidn antidepresivo de ibogaina y noribogaina

En la seccidn anterior se mostraron ejemplos sobre cémo se puede modificar estructuralmente
el esqueleto de los alcaloides de la iboga para obtener analogos con alta selectividad sobre SERT,
que funcionen como antidepresivos del tipo de los inhibidores selectivos de recaptacion de
serotonina (ISRS). Un ejemplo de esto es el compuesto 104 (10-cianoibogamina), que presenta una
mayor capacidad inhibitoria sobre SERT en comparacién a ibogaina y noribogaina, y una notable
pérdida de actividad a VMAT2. A su vez, algunos ejemplos de analogos con selectividad aumentada
para VMAT2, podrian ser estudiados como potenciales farmacos para diferentes patologias ya
mencionadas. Este es el caso del compuesto 102 (10-etoxiibogaina) que podria presentar una
actividad bioldgica similar a reserpina. Por Ultimo, el interesante caso de ibogamina (18) plantea la
posibilidad de encontrar una tercera familia de compuestos, que generan inhibicién apreciable de
SERT y DAT pero tienen un bajo impacto sobre VMAT?2; al igual que los antidepresivos duales de la

familia de los inhibidores de serotonina y dopamina (ej. Bupropion, ver 2.2.2).

Esto indica que el esqueleto de la iboga es una plataforma molecular con destacado potencial
para el desarrollo de diferentes tipos de farmacos, al permitir una modulacién selectiva de su

actividad sobre diferentes blancos farmacoldgicos mediante pequefios cambios estructurales.

Sin embargo, es necesario destacar algunos aspectos sobre la farmacologia de ibogaina y
noribogaina, para las cuales nuestro grupo encontré un pronunciado efecto del tipo antidepresivo en
el test de nado forzado (TNF), como se ha mencionado anteriormente. En este trabajo publicado en
el 2020,'® se encontraron diferencias sustantivas entre el efecto del tipo antidepresivo generado en
el TNF por la administracién de ibogaina o noribogaina; en comparacién a fluoxetina (un ISRS
prototipico). Observamos que, mientras que la administracién de una Unica dosis de ibogaina o
noribogaina produjo un efecto del tipo antidepresivo en el TNF, una Unica dosis equivalente de
fluoxetina no tiene efecto (es conocido que se requieren administraciones multiples de un ISRS para
obtener un resultado positivo en el TNF). Esto sugiere que el efecto inducido por los alcaloides de la
iboga es mas potente y/o rapido que el provocados por la administraciéon de un ISRS. Estas
diferencias deben responder a una base farmacoldgica, y si consideramos el aumento de la
transmisidn serotoninérgica como el mecanismo neuroquimico que explica los efectos antidepresivos
encontrados en humanos y en roedores luego de la administracién de ibogaina/noribogaina, debemos

encontrar diferencias a nivel molecular con el mecanismo de accidn de un ISRS.

En este sentido, los valores de actividad sobre VMAT2 encontrados para ibogaina y noribogaina
en el ensayo bioldgico utilizado en este proyecto, difieren notablemente de los valores que estaban
reportados en la literatura;®*® lo que dispara nuevas reflexiones sobre el mecanismo de accion
antidepresivo de estos compuestos. En nuestro ensayo, ibogaina y noribogaina presentan una IC50
para VMAT2 en el orden de ~0,5 pM, lo que constituye una actividad destacable en comparacidn con
otros blancos farmacoldgicos del SNC (Tabla 2.3). Inclusive, como se discutid anteriormente, ibogaina

presenta una mayor actividad frente a VMATZ2 que a SERT,; y noribogaina un efecto comparable en
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ambos transportadores. Esta es una gran diferencia encontrada con los ISRSs, los cuales presentan
una actividad marginal frente VMAT2 en comparacidn a SERT, sobre el cual su destacada selectividad

le da nombre a esta familia de farmacos.”

Como se discutié al inicio de la seccién 4.3 y en la Figura 2.5 (antecedentes), la inhibicién de
VMAT2 impide el almacenamiento de los neurotransmisores en las vesiculas sindpticas, dejandolos
en el citoplasma donde pueden ser rdpidamente metabolizados por MAOs mitocondriales. Esto
provoca una disminucién aguda de la concentracidn intracelular de neurotransmisores en la terminal
presinaptica, lo que tiene como consecuencia una disminucion de la neurotransmisién, como ocurre
durante el mecanismo de accidn de la reserpina.®® En el caso de la transmisién serotoninérgica, su
disminucidn generaria efectos pro-depresivos, lo que no es compatible con el efecto encontrado en

el TNF.

;Como se compatibiliza entonces el destacable efecto del tipo antidepresivo encontrado para
ibogaina y noribogaina en el TNF con su notoria actividad sobre el transportador vesicular VMAT2? A
continuacidon, se plantea una hipdtesis para estos alcaloides que establece que su actividad
simultanea sobre el transportador plasmatico SERT y el vesicular VMAT2, produce un mecanismo
neuroquimico que es capaz de aumentar la transmisién serotoninérgica, pero de una forma diferente

a los ISRSs.

Los ISRSs bloquean la recaptacién de serotonina desde la hendidura sindptica al inhibir al
transportador SERT, que actla de forma normal pasando desde una conformacién “abierta hacia
afuera” (OF) donde la serotonina presente en la hendidura puede unirse a el mismo, hacia una
conformacidn “abierta hacia adentro” (IF), desde donde la serotonina puede liberarse al citosol de la
neurona presinaptica (ver apartado 2.2.2, antecedentes). La inhibicién de este proceso mediante la
estabilizacidn de la conformacidn del transportador “abierta hacia afuera” por los ISRSs, provoca un
aumento de la concentracidn de serotonina en la hendidura sinaptica (ya que no se puede recaptar,
pero puede seguir liberdndose desde la terminal presindptica por exocitosis), (Figura 4.3.10A). La
inhibicion de los ISRSs es competitiva con el ligando natural (5HT), ya que en cultivos celulares que
expresan SERT, se evidencia que un aumento de la concentracidn de serotonina extracelular logra

desplazar al inhibidor de su sitio de accién.”

Como se discutio en la seccidn de antecedentes (apartado 2.2.2), ibogaina y noribogaina pueden
inhibir SERT, pero a diferencia de los ISRSs, lo hacen estabilizando la conformacidén “abierta hacia
adentro” y de forma no competitiva, ya que dicha conformacidon no es sensible a un aumento de la
concentraciéon de serotonina extracelular.®* Hasta el momento, no se conocen las consecuencias
funcionales de este tipo de estabilizacién diferencial, ya que el efecto neto también es una inhibicién
de la recaptacién de serotonina desde la hendidura sindptica por inhibicidn del transportador (y no
pareciera ser importante que la inhibicion sea en una u otra conformacidn del transportador). Sin
embargo, proponemos que si la concentracidn intracelular de serotonina aumenta (por ej. como

consecuencia de una inhibicion de VMATZ2), la misma podré competir por el sitio de unién de
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ibogaina/noribogaina a SERT, que se encuentra expuesto al interior celular debido a que la
conformacidn estabilizada es la “abierta hacia adentro”. Es decir, proponemos que ibogaina y
noribogaina si son inhibidores competitivos, pero esto sélo puede ser evidenciado frente a un
aumento de la serotonina intracelular. De esta manera, la serotonina intracelular puede unirse al
transportador desplazando al inhibidor, revirtiendo el sentido de su transporte natural, provocando
su eflujo al exterior celular. Nos encontrariamos entonces frente a un mecanismo diferente al de los
ISRSs donde, ademés de una inhibicidn de la recaptacién, ocurre una liberacién de la serotonina
almacenada por reversidn del transporte en SERT; lo que impactard en un aumento pronunciado de

la transmisién serotoninérgica. (Figura 4.3.10B)

(A) (B)
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Figura 4.3.10 (A) Mecanismo de accidn de los ISRSs inhibiendo la conformacidn “abierta hacia afuera”
de SERT, lo que impide la recaptacién de serotonina desde la hendidura sinaptica al interior de la
terminal presinaptica. (B) Mecanismo propuesto para ibogaina y noribogaina, que inhiben SERT en su
conformacidn “abierta hacia adentro”. Al inhibir a su vez a VMAT2, la serotonina en el citoplasma
puede competir por el sitio de unién en SERT y ser transportada hacia el exterior celular invirtiendo

el sentido de funcionamiento del transportador.

De esta manera la serotonina, que no pudo almacenarse en las vesiculas sinapticas (por
inhibicion de VMAT2) y que queda en el citoplasma celular, tendréd dos destinos posibles: escapar a
la hendidura sinaptica mediante su eflujo mediado por SERT; o su destrucciéon por las MAQOs
mitocondriales. Por lo tanto, el aumento neto de la transmisién serotoninérgica serd estimado por
la relacidon entre la velocidad de eflujo de SERT (relacionada a la capacidad del inhibidor de
estabilizar la conformacidn “abierta hacia adentro”), y la velocidad de degradacion de la serotonina
libre por las MAOs. En este sentido el mecanismo propuesto se diferencia al de la anfetamina o el
MDMA, los cuales son sustratos de SERT y DAT (pudiendo invertir su modo de funcionamiento),
inhibidores de VMATZ2, y al mismo tiempo inhibidores de la MAOQ; lo que provoca un gran aumento de

la serotonina y dopamina liberada a la hendidura sinaptica (produciendo en muchos casos deplecidn
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del neurotransmisor en la terminal presinéaptica, lo que puede generar neurotoxicidad).® Ibogaina y
noribogaina no son inhibidoras de la MAO, por lo que parte del neurotransmisor en el citoplasma

sera destruida, y otra liberada; provocando una liberacidon menor a la de anfetaminas.

La confirmacidn de este mecanismo de accidn para ibogaina y noribogaina, requiere de nuevos
experimentos, tanto in vitro como in vivo, y de comprobarse constituiria una nueva aproximacion para
el desarrollo de antidepresivos. En este sentido, los compuestos desarrollados durante esta tesis
adquieren especial importancia, ya que la mayoria presenta actividad sobre ambos transportadores
SERT y VMAT2; y en vista de la hipdtesis planteada, pueden tener potencial antidepresivo. De esta
forma, el objetivo se desplazaria desde buscar inhibidores selectivos de SERT a buscar compuestos
que pueden accionar simultdneamente sobre SERT y VMAT2 para producir el novedoso efecto de una

liberacién mediante un eflujo controlado a través de SERT.
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4.3.3 Inhibicion del canal de potasio hERG

El canal hERG (Kv 11.1), o canal de potasio rectificador tardio, es una proteina que juega un
papel crucial en la regulacidn de la actividad eléctrica en el corazdn; es responsable por la corriente
rectificadora de potasio “Ikr" lo que repolariza las células del miocardio antes de iniciar un nuevo
potencial de accidn. Esto es esencial para mantener un ritmo cardiaco normal y evitar arritmias. La
inhibicion del canal hERG por pequefias moléculas (como alcaloides de la iboga) puede dar lugar a

consecuencias clinicas graves, como la induccion de arritmias ventriculares.

La evaluacién de la actividad del canal hERG es crucial durante la fase de desarrollo de nuevos
farmacos, ya que la inhibicidn del canal puede ser un efecto secundario no deseado que afecta la
seguridad cardiovascular del medicamento, lo cual es el caso con los alcaloides de la iboga. Es
importante destacar que la inhibicidn del canal hERG no es necesariamente un efecto secundario
indeseado en todos los contextos. Por ejemplo, algunos medicamentos antiarritmicos —como el
Verapamilo que se utiliza como control positivo en el ensayo mas adelante— estan disefiados para
bloquear selectivamente el canal hERG y se utilizan para tratar trastornos del ritmo cardiaco
(antiarritmicos). Sin embargo, cuando se investigan compuestos para otros propdsitos —en nuestro
caso, el tratamiento de afecciones del SNC— la inhibicién no deseada del canal hERG puede ser

problemética.®

La técnica de patch clamp (Figura 4.3.11), es la técnica de referencia para evaluar el desempefio
y actividad de canales idnicos responsables de la actividad eléctrica de las células, especialmente en
neuronas y células cardiacas. Consiste en generar un pequefio parche de membrana celular
utilizando una micropipeta de vidrio en contacto con la superficie celular, luego tras la aplicacién de
una diferencia de presidén, este parche se rompe, quedando en contacto el citoplasma con el
contenido de la pipeta (metodologia whole cell). La solucion de la pipeta contiene un electrodo que
permite medir corrientes idnicas con alta resolucion temporal. Existen dos modos principales de
patch clamp: manual y automatizado. En el modo manual, un investigador realiza directamente todas
las etapas del experimento, desde la formacion del sello del parche hasta la mediciéon de las
corrientes. Esto proporciona un control preciso, pero puede variar en eficiencia y reproducibilidad
entre operadores. En cambio, el modo automatizado implica el uso de sistemas robdticos para
realizar varias etapas del proceso de manera mas eficiente y estandarizada. Aunque puede haber
algunas diferencias en los resultados entre los modos manual y automatizado, se espera que el modo
automatizado minimice la variabilidad intraoperatoria y permita analizar mayor numero de
compuestos en etapas tempranas del descubrimiento de farmacos (cribado). Los detalles

experimentales se encuentran en el apartado 7.3.2.
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Figura 4.3.11 Diagrama de metodologia patch clamp, es su variante whole-cell (disefio del

experimento realizado). Las proteinas transmembrana azules representan el canal de potasio
hERG.

Debido al alto costo del ensayo se evalué un nimero reducido de compuestos (Figura 4.3.12),
con caracteristicas estructurales que se identificaron como relevantes para modular la interaccidn
hERG. Se incluyé noribogaina (16) como referencia, ya que existian impedimentos legales para el
envio de ibogaina (1) al laboratorio de andlisis. Se escogieron dos compuestos con sustitucién en la
cadena etilica lateral (posicion C19) con distinta selectividad, 17 con (19-0H) para comparar con 16,
y 77 (19-F). Ademas, se ensayd la 7-hidroxiindolenina 32a, que resultd inactiva como inhibidor de
transportadores de monoaminas. Por ultimo, se incluyd el alcaloide natural coronaridina (117), con
un éster metilico en C16, y el andlogo sintético 18-metoxicoronaridina (118) y su derivado
descarboxilado (115).
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H3CO,
H =
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Figura 4.3.12 Estructura de los compuestos evaluados en el ensayo de inhibicidon hERG.
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Compuesto IC50-hERG (M)

Verapamilo (control +) 0,27
77 1,25
32a 1,47
17 1,63
115 1,63
16 2,33
118 4,18
117 4,45

Tabla 4.29 Verapamilo (control positivo). 0.33% DMSO (control negativo, vehiculo).

En la evaluacidn bioldgica para la inhibicidn del canal de potasio hERG se utilizd verapamilo
como control positivo. Los resultados revelaron que todos los compuestos evaluados inhiben hERG
de forma completa (> 90% del control positivo), con un IC50 en el rango de actividad micromolar
(Tabla 4.29).

Coronaridina (117) y 18-MC (118) muestran valores de IC50 sensiblemente mas altos, lo que
sugiere que el éster metilico en posicion C16 podria tener una marcada influencia sobre la inhibicidn
del canal. Pero lamentablemente el éster metilico en esa posicidon no es compatible con la actividad

inhibidoras de SERT, como ya se establecid de forma clara en la Figura 4.3.2 y la Tabla 4.20.

Resulta curioso que la indolenina 32a, que demostrd pérdida de actividad sobre todos los
transportadores ensayados en el apartado 4.3.1, tenga una actividad inhibitoria comparable a 77, 17,
118 y 16. Esto demuestra que la integridad del nlcleo indélico no forma parte del motivo estructural

esencial para la unién a hERG.

Los datos obtenidos discrepan con los reportes previos de la literatura (Tabla 4.30); algunos
informes sugieren que 18-MC (118) es menos potente como inhibidor de hERG (con un IC50>50 uM),%’
lo que llevd al impulso de su desarrollo clinico como un analogo de ibogaina con mayor perfil de
seguridad. Nuestros datos no respaldan completamente esta afirmacion, ya que 118 alcanzé una
inhibicion >90% a una concentracion de 30 uM; curiosamente, se observa que a 100 uM esta inhibicidn
disminuye ligeramente (~ 70%). Tras una revision exhaustiva de la literatura, se encontré que algunos
autores reportaban precipitacion del compuesto en el medio del ensayo,®’ lo que podria explicar
también lo erratico de los datos reportados en literatura. En nuestro experimento el vehiculo utiliza
un tensoactivo, por lo que suponemos que los valores de IC50 anormalmente altos reportados
anteriormente en la literatura para 18-MC responden a un error metodoldgico, y el compuesto tiene
un rango de actividad micromolar bajo. Es necesario una correccion de esta informacion en literatura,

ya gue seria un insumo importante para el perfil de toxicidad de 118.
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Ibogaina Noribogaina  18-MC  Voacangina Coronaridina Linea Articulo
(1) (16) (118) (2) (117) Celular
4 - 15 - - TSA-201 Koenig et al (2013)88
4 - - - - TSA-201 Koenig et al (2014)%
4 4,09 >50 2,2 - HEK Alper et al (2016)%”
1,8 2,3 2,6 - 4,9 CHO-K1 Esta tesis

Tabla 4.30 Alcaloides de la iboga y su IC50 sobre hERG (uM), comparacion de resultados con

la literatura. ">" indica que la concentracién es mayor que la mencionada

En resumen, todos los compuestos ensayados fueron inhibidores de hERG con IC50 en el rango
de 1,25-4,45 uM, lo que hace muy dificil establecer perfiles de relacién estructura actividad. La
presencia del éster metilico en C16 podria explicar una sensible baja en la capacidad inhibitoria de
los alcaloides de la iboga; caracteristica estructural que, desafortunadamente, limita la accidn de
estas moléculas sobre SERT y otros transportadores de monoaminas (proteinas diana). Es necesario
explorar otras modificaciones estructurales dentro del esqueleto de la iboga, que puedan dar indicio
de cdmo disminuir esta interaccion no deseada, a sabiendas de que un gran nimero de compuestos
requiere un cribado, que resulta inviable en estas condiciones de ensayo. Es indispensable entonces
buscar alternativas desde lo biolégico, generando ensayos que permitan el procesado de gran

nimero de compuestos de forma automatizada, utilizando por ejemplo otros sistemas bioldgicos.
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De forma general se logré establecer una via de acceso eficiente a los alcaloides de la iboga a partir
de la extraccion en el laboratorio de la corteza de raiz de Voacanga africana. La optimizacidn del proceso
permitié contar con un stock del producto natural suficiente para desarrollar el proyecto de quimica
medicinal planteado. El trabajo sintético llevd a la construccidon de una biblioteca de 47 analogos
estructurales de ibogaina, con funcionalizaciones en sitios especificos de la molécula, algunos de ellos
no explorados anteriormente. Por Gltimo, la evaluacidn in vitro de los compuestos sintetizados permitid
identificas nuevas moléculas inhibidoras del transportador de serotonina SERT y el transportador
vesicular de monoaminas VMAT2 con distintos perfiles de selectividad, las cuales tienen un potencial

terapéutico interesante.

El presente trabajo de tesis involucré diversas areas de la quimica orgénica como son: productos
naturales, sintesis organica y quimica medicinal, e incluyd también la incorporacién de herramientas de
la neurofarmacologia para lograr la evaluacién de los compuestos preparados. Para el correcto
desarrollo del proyecto fue necesario desarrollar habilidades en todas estas disciplinas mencionadas. Se
desarrolld conocimiento basico original, que dio lugar a publicaciones en revistas internacionales

arbitradas (Ver Anexo ).

Detalle de las conclusiones por objetivo especifico:

9.1 Voacanga africana como fuente viable de alcaloides de la iboga

> Se optimizd el proceso de extraccion de alcaloides de la corteza de raiz de Voacanga africana,
desarrollando un protocolo mas corto y eficiente que los reportados previamente en la literatura,
cambiando una extraccidn clasica en medio acuoso por la extraccion directa con solvente organico
acetona. Se logro escalar el proceso a 0,5 kg de material vegetal, lo que probd su aplicacidn preparativa,

obteniéndose rendimientos muy satisfactorios para los alcaloides de interés.

- La caracterizacién del extracto indicd que sus componentes mayoritarios son los alcaloides
inddlicos diméricos voacamina (4) y voacamidina (5) (iboga-vobasina), lo que motivé la bisqueda de
condiciones sintéticas para la obtencidn de mas voacangina (2) mediante la ruptura de estos dimeros. Se
logré optimizar satisfactoriamente las condiciones de reaccidn que permiten la obtencidn de 2 a partir
de 4 y 5, en un 57% de rendimiento; lo que redunda en duplicar (aproximadamente) la cantidad de

voacangina extraida desde V. africana (Figura 5.1)

- Se identificé voacristina (3) como alcaloide minoritario del extracto, lo cual no era esperado. Su

aislamiento tuvo especial relevancia para el desarrollo de un grupo de analogos con la cadena etilica
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lateral funcionalizada, de gran interés para la modulacidn de la actividad bioldgica (ver méas adelante

Figura 5.2 grupo C).

HCI3M, TIPS

H,0, 110 °C
+0,78%

1) Acetona, NaHCO, 4 |
2) Cromatografia AT Y

H
MeQ” ©

Voacanga africana Voacamina + Voacamidina (1,9:1), ~2,9%

Figura 5.1 Resumen de resultados, Voacanga africana como fuente viable de alcaloides de la
iboga.

- El conjunto de resultados obtenidos durante la concrecién de este objetivo fue publicado en la
revista ACS Omega.! Adicionalmente, se obtuvo una patente de invencién regional que abarca la
extraccidn de alcaloides y la ruptura de alcaloides inddlicos diméricos para maximizar la cantidad de

voacangina obtenida (Argentina (AR122741 A1) y Uruguay (UY39291)).

> A futuro seria interesante establecer vias de obtencidn de alcaloides de la iboga a partir de
especies autdctonas, americanas o de la regidon, que tengan alcaloides de la iboga, por ejemplo
Tabernaemontana catharinensis.?® En ese sentido, hemos identificado esta especie en nuestro pais y
cultivado algunos especimenes en Facultad de Quimica, para aplicar el procedimiento ya optimizado a la
corteza de su raiz. Pretendemos continuar con esta linea de investigacién de forma de encontrar nuevas

fuentes naturales del motivo estructural de la iboga.

5.2 Construccion de una biblioteca de analogos

- Logramos manipular satisfactoriamente la estructura de voacangina y voacristina para construir
una biblioteca de compuestos que cuenta con 47 andlogos de ibogaina (Figura. 5.2). Los compuestos
muestran similitud estructural con ibogaina, no cambian de forma drastica su esqueleto carbonado e
introducen multiples cambios puntuales. La Figura 5.2 muestra los compuestos preparados organizados

en 5 grupos principales:

A. Compuestos con modificaciones en el indol, que se encuentran sustituidos en N1 con

residuos alquilicos de distinto tamafio, y/o incorporan modificaciones en el metoxilo de C10.
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B. Indoleninas, que pueden estar hidroxiladas (productos de oxidacion) o alquiladas en posicidon
C7

C. Compuestos con la cadena etilica lateral funcionalizada, que se sintetizaron a partir de
voacristina (3). Este es el grupo méas numeroso, donde se fijé especial interés por ser un
drea de la molécula poco explorada. EL éxito en la diversificacién estuvo dado por el
desarrollo de condiciones de sustitucion del hidroxilo C19 presente en el producto natural.

D. Compuestos funcionalizados en C3, obtenidos principalmente mediante reacciones de
oxidacion con iodo.

E. N-éxidos, obtenidos por oxidacién con mCPBA.

(A) Indol ; - 8me\,{Y_=CgO’\zAMey R = H voacangina (B) Indoleninas
. = OH, Y = CO,Me, R = H norvoacangina
modificado Z=0Me, Y = H, R = H ibogaina Y =CO,Me, X = OH, Ry =H, A= H
z Z=0H,Y =H, R =H, noribogaina Y =CO,Me, X=0H,R;=0H,A=H
Z=H,Y=H,R = H, ibogamina Y = CO,Me, X =Bn, Ry = OH, A= H
N Z=H,Y =CO,Me, R = H, coronaridina Y = CO,;Me, X =Bn, R4 =OH, A=H
\ Z=0Me, Y = CH,OH, R=H Y = CH,0H, X=Bn,Ry=H,A=H
Z=0Me, Y =CHO, R =H Y=H,X=0H,R;=H,Z=H
R Z=0Me, Y=H,R=Me Y=H,X=0Me,Ry=H,Z=H
Y Z=0Me, Y = CO,Me, R = Me Y=H X=OH R,=H,Z=0
Z=0Me, Y = H, R = COC(Me); Y =CO,Me, X=0H,R;=H,Z=0
Z=0Me, Y =CO,H,R=H
(D) C3 funcionalizados
Z=0Me, Y = COMe, Ry =H, R, = OH, Ry = H
Z=0Me, Y =H,R;=H,Ry=0H, Rz =H
Z=0H,Y=H,Ry=H,Ry;=0H,R3=H MeO
(C) Cadena etill:ca ] Z=H,Y=COMe, Ry =H, R, =H. R3 = OMe Y =CO,Me, Z=0,
lateral funcionalizada Z=H.Y 7H.R:=H, R, =H, Ry = OMe N_Z Y = CO,Me, Z = OH
Z=0OMe,Y=H,R;=H,R;=0,Rs=H \ - -
Z=0Me, Y =H,R; = H, R, =0, Ry = H (endo) N Y = COMe, Z = CH,COCHs
Z=0Me, Y=H,Ry;=H,Ry;=NH, Rz =H H Y =CO:Me, Z=0
Z=0Me,Y=H,R;=H,Ry=F R3=H Y
Z=0Me, Y =H, R =H, R, = OCH,SMe, Ry = H
Z=0Me, Y =H,R;=H,Ry=0Ac, Ry = H
Z=0Me,Y=H,Ry=H,R,=CN, Rz =H (E) N-6xidos

Z=0Me, Y=H,R;=H,R;=N3 Rz = H
Z=0Me, Y =H, R =Me, R, = OH, Rz = H
Z=0Me, Y =CO,Me, Ry =H, R, =0, Rz = H
Z=0Me, Y = CO,Me, Ry = H, Ry = NH, R3 = H
Z=0Me, Y = CO,Me, Ry =H, R, = CN, Rz = H
Z=0OMe, Y = CO,Me, R = H, R, = OCHO, Ry = H
Z=0OMe, Y = CO,Me, Ry = H, R, = OAc, Ry = H
Z=0OMe, Y = CO,Me, Ry =Bn, R, = OH, R3 = H

Y = CO,Me
Y=H

Figura 5.2 Biblioteca de analogos de ibogaina LSO-FQ.

- Seria interesante, a futuro, ampliar los grupos de analogos menos diversificados (D y E), en
especial la funcionalizacién en C3, tratando con otros nucledfilos (ademéas de OH) en condiciones de
formacién de iminio sobre C3 (Figura 5.3). Esto requeriria la exploracidon de nuevas condiciones de
reaccion probando distintos oxidantes que generen el iminio de forma eficiente. Se incluiria una variedad
de nucledfilos que contenga aminas, alcéxidos, haldgenos y nucledfilos carbonados, entre otros. Esta
ruta sintética promete tener éxito, considerando que los compuestos é y 7, que se proponen como
artefactos del proceso de extraccion en el punto 4.1.1.3 del capitulo de Resultados, se obtienen de manera

espontanea (Figura 4.1.13).
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I, , IBX, etc
MeQO \ MeO MeQO

Iz
Iz
T

7, X= -CH2COCH3
X: NR;, OR, CN, F, etc

Figura 5.3 Propuesta de sintesis de andlogos C3 sustituidos.

- Asimismo, seria interesante seguir ampliando la diversidad estructural del grupo C, incorporando
cambios en la cadena que no contengan heterodtomos, buscando aumentar la ramificacion de la cadena
alquilica. Por otra parte, teniendo en cuenta que la cantidad de voacristina resulta limitante, se propone

cumplir este objetivo a través de sintesis total (ver apartado 5.2.4)

> Como parte de los esfuerzos sintéticos llevados a cabo durante la tesis surgieron nuevos desafios,
que conformaron objetivos especificos nuevos, no incluidos originalmente en el plan de trabajo, que se

describen a continuacion:

5.2.1 Establecimiento de una linea de produccién de ibogaina y noribogaina

El Laboratorio de Sintesis Organica produce hoy ibogaina y noribogaina por via semisintética a partir
de voacangina, en su forma de base libre o clorhidrato, con pureza definida. La misma es utilizado por
colaboradores que investigan con estas sustancias principalmente en modelos preclinicos, en
laboratorios pertenecientes a instituciones nacional (CUDIM, FMed, IIBCE, FCien). Con esta finalidad, se
optimizd y escald su sintesis de forma exitosa, obteniéndose cantidades de gramos con muy buenos
rendimientos (85-95%).

Especificamente, se lograron multiples publicaciones con ibogaina y noribogaina preparadas en el
trascurso de la presente tesis, que describieron distintos aspectos del mecanismo de accién: modulacidn
de la expresidn de factores neurotréficos,* alteracidén del ciclo suefio vigilia,>® caracterizacién de un
efecto antidepresivo,” estudio de la expresion génica y electrofisioldgica en ratones knock out para
5HT2A.2 Ademas, se encuentra en preparacidn un manuscrito que estudia la metabolizacién de anélogos
deuterados de ibogaina en el metoxilo inddlico, trabajo que se realizé en colaboracidn con el laboratorio

del Prof. Dalibor Sames (Universidad de Columbia, NY, EEUU).

5.2.2  Estudio de reactividad comparada entre ibogaina y voacangina
El objetivo de funcionalizar diferentes posiciones del esqueleto derivé en un meticuloso estudio de
oxidacién de ibogaina y voacangina. Observamos cdmo un pequefio cambio estructural, como es la

presencia de un éster metilico en la posicidon C16, puede cambiar drasticamente la reactividad de los



5. Conclusiones y perspectivas a futuro

alcaloides de la iboga frente a condiciones de oxidacién. Se concluyd que la presencia de este éster
metilico —en términos generales— confiere estabilidad a la molécula frente a las condiciones de
oxidacion; esto se ejemplifica con la oxidacién de ibogaina y voacangina mediada por oxigeno en
oscuridad, donde ibogaina reacciona rapidamente y voacangina permanece incambiada, incluso luego de
72 h. Es un importante hallazgo en términos de conocimiento de la degradacién de estos compuestos y
sugiere condiciones de almacenamiento en atmdsfera inerte para ibogaina y otros analogos sin éster

metilico en C16.

En cuanto a la regio-especificidad de los agentes oxidantes (Figura 5.4) se establecio: a) el oxigeno
modifica Unicamente la regién inddlica de la molécula, generando indoleninas sustituidas en C7; b) el
iodo actua Unicamente sobre la isoquinuclidina, produciendo oxidacion selectivamente en posicion C3 (y
no C5) para dar lugar a hemiaminales y lactamas, y c) los peroxo compuestos (DMDO y mCPBA) pueden
actuar en ambos lugares dando lugar a indolenina o N-Oxidos, en el caso del peracido. Se logré
demostrar —mediante el empleo de herramientas computacionales— que los cambios observados en

términos de regioselectividad se deben a una alteracidn de la distribucidn electrénica de la molécula.

Oxidacion del indol

DMDO, MeO
O, mCPBA r yHe *.-1&(:\}

K4 o | R CE
M’ﬁ S e - M : &-‘ﬁ'u\_
i W-\N ﬂt?“ I, R pr
| r,
— b
NW Weo, _ Meo,
H 5 e P N PN

L"‘; "\? ) 1] I.' ‘:‘-\_— Nl |
R=H (ibogaina) oo H o s

R= COOMe (voacangina)

MeO

Oxidacion de la isoquinuelidina

Figura 5.4 Resumen de la regioselectividad de los agentes oxidantes, y las estructuras de los

productos obtenidos clasificados segun el locus de reaccidn.

5.2.3 Determinacion de la configuracidn absoluta de la 7-hidroxiindolenina de voacangina.

Se logré saldar una discusidn en torno a la configuracion absoluta de la 7-hidroxiindolenina de
voacangina, 32b Para ello se realizaron experimentos de nOe, NOESY de alta resolucidn para el calculo
experimental de la distancia interatémica, y célculos computacionales basados en DFT. Se pudo
establecer de forma inequivoca la configuracién del C7 como S, lo que permitié la correccién de la
literatura cientifica. El estudio de reactividad comparada (5.2.2), junto con la correccidon estereoquimica

de 32a fue publicado recientemente en la revista Journal of Natural Products.’
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Distancia (OH-H21)
medida por

2.55+0.03A

MeOOC

Figura 5.5 Resumen sobre la correccidn estereoquimica de la 7-hidroxiindolenina 32b.

5.2.4  Sintesis total de andlogos con modificados definidas en la cadena etilica

Se consolidaron las bases de una ruta de sintesis total para obtener analogos funcionalizados en la
cadena etilica lateral, sin depender del escaso stock de voacristina (3). Hasta el momento fue posible
sintetizar 3 andlogos simplificados, como los que muestra la Figura 5.6. Para completar la sintesis y
obtener analogos de estructura completa es necesaria la formacion del ciclo de siete miembros mediante

catdlisis con reactivos organometalicos.

(0]
O
//—\_/\ l MeO
" ' dh = Qj/\ "
o=< Diels Alder
OMe 35:65 (endo:exo)
(tres pasos) 4% de rendimiento global

(5 pasos)

Figura 5.6 Resumen de resultados sobre la sintesis total de andlogos funcionalizados en la

cadena etilica lateral.

Como punto negativo, la sintesis es racémica y los productos a los que se llega no son
enantioméricamente puros como los derivados del producto natural, lo cual es de importancia en
proyectos de quimica medicinal. Como punto a favor, los materiales de partida son muy econdmicos
(piridina, cloroformiato de metilo) y se obtienen con rendimientos globales aceptable (4% en 5 pasos)

para proyectos de esta indole.
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Figura 5.7 Perspectivas a futuro en la construccidn de analogos por sintesis total.

Para continuar con el trabajo sintético y la obtencidn de analogos via sintesis total (Figura 5.7A) se
propone la diversificacidn quimica a partir de la cetona 80. Se buscaria utilizar reacciones de probada
eficiencia en quimica medicinal, como la aminacidn reductiva, para generar grupos de isoquinuclidinas
modificadas en la cadena etilica lateral. Es necesario optimizar las condiciones de desproteccion del
carbamato con TMSI, para la cual se obtuvieron rendimientos moderados (4.2.3.4). Luego del acople a la
funcidn etilinddlica deberia trabajarse en la optimizacidn de las condiciones de reaccién para la
formacién del ciclo de tetrahidroazepina (Figura 5.7B), llegando asi a andlogos de estructura completa

con modificaciones en C19.

En vista de que todos los sustituyentes en C19 ensayados contienen heteroadtomos y que esto afectd
de forma negativa la actividad sobre SERT (en algunos casos de forma leve), se propone la sintesis de
analogos con cadenas carbonadas (sin heterodtomos) (Figura 5.8). Los andlogos en cuestién deberian
ser obtenidos por hidrogenacién de los productos de olefinacién (Wittig), luego de ser acoplados y
ciclados; de no ser asi la hidrogenacidn afectaria al alqueno de la isoquinuclidina necesario para el cierre

del ciclo de 7 miembros (Figura 5.7).
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Figura 5.8 Perspectivas a futuro en la obtencién de analogos ramificados.

Seria interesante contar con una aproximacion sistematica en la generacién de analogos
ramificados, que considere los aspectos estéricos de longitud y volumen de la cadena tras su
homologacidn, asi como el dngulo relativo al puente de la isoquinuclidina del sustituyente lateral, lo cual
estaria determinado por la hibridaciéon del carbono de unién al biciclo. Esto plantea un estudio
sistematico de la influencia de la posicién de la cadena etilica sobre la actividad bioldgica de ibogaina. El

cambio de la lipofilia de los compuestos seria un aspecto fisicoquimico para considerar.
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5.3 Nuevos inhibidores no-competitivos de SERT y VMAT2

Se evalud con éxito la actividad de 32 compuestos sintetizados en esta tesis como inhibidores de
transportadores de monoaminas humanos en modelos in vitro, en un ensayo fluorimétrico empleando
células transfectadas con los transportadores de interés,. Desafortunadamente, ninguno de ellos fue més
activo que el compuesto de referencia sobre SERT, pero varios de ellos presentaron un interesante y

mejorado perfil de selectividad entre SERT y VMAT2.

Junto con el trabajo de nuestros colaboradores (17 compuestos), se completéd un panel con
adecuada diversidad estructural, que permitid la identificacion de algunas reglas de SAR (Figura 5.9),

siendo las mas relevantes:

e Lapresencia del éster metilico en C16 disminuye la actividad tanto en SERT como en VMAT2.

e La desmetilacion en C10 (noribogaina y otros) favorece la accién sobre SERT, pero no
VMAT2.

e Para la actividad en SERT, el mejor cambio estructural fue la incorporacién de un CN en

C10, obteniéndose un compuesto 130 veces mas activo que ibogaina.

e Para la actividad en VMAT2, el mejor cambio estructural fue la incorporacién de un OEt en
C10, obteniéndose un compuesto 5 veces més activo que ibogaina.

e La metilacién del N-inddlico aumenta la actividad por SERT, pero grupos mas voluminosos
(Et) tienen el efecto contrario.

e En VMAT2 la influencia de la N-alquilacién no es clara, en la mayoria de los compuestos se
observa un leve aumento de la actividad o permanece sin cambios.

e Si el N4 isoquinuclidinico no es basico, hay una pérdida total de actividad en ambos

transportadores.
-lactamas
-Indoleninas -N-oxidos
Son inectvas @n ambos San inactivas en ambog

MEO " rranspurtadares transportadores

La sustitucion en C1%
disminuye la actividad

-CN mejora ISEFI!T en ambos transportadores

-0Et mejora VMATZ

-Me mejora SERT

Resduos mas grandes 'CGEME
No son tolerados Disminuye actividad en -0H
ambaos transportadores Afecta mas

o hay | que SERT

Figura 5.9 Resumen genérico SAR para SERT y VMAT2.
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- Se concluyd que los compuestos 17 y 28 sintetizados en este trabajo (Figura 5.10), resultan muy
interesantes por su perfil de selectividad. La incorporacion de un hidroxilo en la posicion C19 implica una
pérdida importante de la actividad VMAT2, mientras que mantienen una actividad del orden micromolar
sobre SERT, similar a la de ibogaina. Seria interesante combinar caracteristicas estructurales de estos
compuestos con las de 108 (incorporar ciano en C10), tratando de obtener compuestos mas activos y

selectivos.

Selectivo
VMATZ2

Selectivo
SERT

108
S50 SERT: 5,1 nM

Mejores compuestos de = N ] =

la serie C19-sustituidos Me
28
IC50 SERT: 3,73 uM IC50 SERT: 3,81 iM
IC50 VMATZ >20
Mel
Prometedora g N ¢Inhibidor
Selectividad \={ | SERT
N
VMAT2 H P
62 periferico?
50 WMATZ: 12,5 i IC50 SERT: 9.08 uM

Figura 5.10 Resumen de los compuestos mas interesantes.

- Se destaca también el perfil de selectividad de 73, que mantuvo una actividad micromolar media
sobre VMAT2 pero perdid gran parte de su actividad sobre SERT. En analogia a lo propuesto para 17 y
28, podrian combinarse las caracteristicas estructurales de 73 y 102 para obtener compuestos mas

activos y selectivos para VMAT2, con sustituyentes en la cadena etilica.

-> Como fue mencionado como parte de la discusion (4.3.1.1), el azetidonio 62 podria ser interesante
para el estudio de inhibidores de SERT Unicamente con accion periférica (ya que es de esperar que al

estar cargado no pase la BHE). Es interesante saber qué consecuencias bioldgicas tiene la inhibicién de
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SERT presente en las plaquetas sanguineas por parte de los alcaloides de la iboga; en este sentido, 62
resulta una sonda apropiada para aislar estos efectos de los ejercidos en el SNC y en consecuencia poder

estudiarlos mejor.

- A pesar de que las modificaciones en la cadena lateral no tuvieron mayor impacto en la actividad
inhibitoria sobre SERT, DAT, NET, antecedentes en literatura muestran que puede tener impacto en el
perfil NMDA, por lo que la biblioteca serd ensayada a futuro en ensayos de desplazamiento de
radioligando para este receptor. EL antagonismo NMDA puede ser parte fundamental de los efectos

antidepresivos, sobre tondo explicando los aspectos de rapidez de accién (como se explicé en 2.1.3.2).

- El desarrollo de este proyecto permitié corregir el valor de IC50 que estaba reportado para VMAT2
en la literatura, el cual es unas 10 veces mas bajo que lo esperado (0,39 vs. ~4uM).}01! Esto trae como
consecuencia una revisidn de los efectos de ibogaina/noribogaina sobre la transmisién serotoninérgica
y dopaminérgica. Como se planted en 4.3.2, se propone que la liberacién de 5HT causada por los
alcaloides de la iboga, difiere de aquella causada por los ISRS. Esto se debe a que, ademas de una
inhibicién de la recaptacion, ocurriria una liberacién de la serotonina citosédlica por reversién del
transporte en SERT. La misma seria una liberacidn por eflujo similar a la observada para anfetaminas,
pero con una magnitud moderada debido a dos factores: i) ibogaina/noribogaina no inhibe la MAO
citosdlica (como si lo hace el MDMA), por lo que parte del neurotransmisor se destruiria; y ii) existe una
inhibicién de VMAT2, pero no hay un efecto de reversién del funcionamiento del canal (como si lo hay
para MDMA) que provoque la rapida deplecidn de la serotonina almacenada. En este sentido, en necesario
seguir trabajando en la caracterizacidn bioldgica, sobre todo midiendo cantidades extracelulares del NT

por microdiélisis, y comprobando las hipétesis planteadas.

5.3.1 Evaluacion preliminar de la cardiotoxicidad por inhibicion hERG
Nuestros resultados sobre este canal muestran una discrepancia en la accién de 18-MC con lo
reportado en literatura.’? Siendo que este andlogo sintético tiene una perspectiva de desarrollo clinico

muy importante, el resultado obtenido es de peso, pues compromete su seguridad como futuro farmaco.

Si bien no fue posible determinar cambios estructurales que modulen a la baja la accién de la iboga
sobre hERG (pues todos los analogos evaluados fueron igual de activos que el compuesto de referencia
(noribogaina)), esto no implica que la actividad todxica y terapéutica no puedan ser desacopladas. En
analogos como 104 (10-cianoibogamina), que tienen una actividad muy grande sobre el blanco molecular,
es posible que la dosis terapéutica a utilizar sea muy baja. Por tanto, si la accién inhibitoria sobre el canal
hERG permanece en el orden micromolar, las concentraciones en el tejido cardiaco no alcanzarian estos
guarismos y por tanto serian mas seguros. Seria determinante, en este sentido, estudiar la actividad hERG

de 104 y 108 (derivados mas activos encontrados sobre SERT).
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Como reflexidn final, la presente tesis abarca una pequefia porcidn del universo de la iboga, el cual
es asombrosamente complejo e intrigante tanto en sus aspectos quimicos como bio-farmacoldgicos. El
potencial para el desarrollo de nuevas terapias farmacoldgicas para desdrdenes neuro-psiquiatricos, a
partir de este motivo estructural, es gigantesco, porque tiene afinidad por mdltiples receptores de interés
como diana molecular. La ibogaina podria considerarse como una llave maestra con el potencial de

generar una variedad de ligandos para diversos receptores.
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6 Experimental

Consideraciones generales:

Todos los solventes se destilaron antes de usar, los solventes anhidros se secaron segin la
literatura y se destilaron bajo atmdsfera inerte; los productos quimicos y reactivos se compraron en
Sigma-Aldrich y se usaron tal como se recibieron. Todas las reacciones se realizaron bajo atmdsfera
inerte, utilizando el protocolo estandar para la eliminacion de aire y humedad del sistema, salvo que
se indique lo contrario. La TLC analitica se realizd en placas de silica gel 60F-254 y se visualizé con
luz UV (254 nm); exposicién a vapores de iodo; solucidn etandlica acida de p-anisaldehido (2%) o
solucién acuosa basica de KMn04(0,75%), ambas con calentamiento. La cromatografia en columna se
realizé utilizando silica gel (Kieselgel 60, reactivo EM, 230-400 mesh), o alimina neutra (Brockmann

actividad tipo 1, 0,05-0,15mm) segun se especifique en la técnica.
Analisis instrumental:

La Rotacién Optica especifica [alo se determind en un polarimetro JASCO P-2000. Los espectros
infrarrojos (IR) se registraron en muestras puras (disco de NaCl) en un espectrofotémetro
Shimadzu FT-IR 8101A. Los espectros de masas (MS) se registraron en uno de los siguientes equipos:
1) espectrémetro de masas LC/MS/MS Shimadzu LCMS 8040 (con bomba HPLC LC-20AD, detector
DAD SPD-M20A, horno CT0-20% e inyector SIL-20%); 2) espectrémetro de masas GC/MS Shimadzu,
GCMS-QP2010 Ultra, con columna HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) y He como gas portador; o 3)
espectrémetro de masas APCI (Q)CMS Advion expression-L, equipado con un médulo Plate Express
TLC para la toma de muestra. Para los analisis de masa de alta resolucion (HRMS), se utilizd un
equipo LC-HRMS, Sciex X500R QToF LC: Sciex ExionLC AC (bomba AC, autosampler AC y horno de

columna AC).

Los espectros de RMN se obtuvieron en CDCls (salvo que se especifique lo contrario) en un
instrumento Bruker Avance Neo 400 operando a una frecuencia de 'H de 400 MHz, o en un
instrumento Bruker Avance Il 500 operando a una frecuencia de 'H de 500 MHz. Los desplazamientos
quimicos del protdn (8) se informan en ppm hacia el campo de CHCls (7,260 ppm) como referencia
interna, y los desplazamientos quimicos del carbono se informan en ppm en relacién con la linea
central del triplete de CDCls (77,0 ppm). En un espectro tipico de 'H, se adquirieron 64 mil puntos de
datos utilizando un ancho de banda de 20,485 ppm centrado en 6,175 ppm durante un tiempo de
adquisicion de 4 segundos. Se utilizé un retardo de relajacion de 1 segundo junto con un pulso de 30°
de 4,33 ps. Los FIDs se procesaron con una apodizacién exponencial utilizando un factor de
ampliacion de linea de 0,30 Hz. De manera similar, en un espectro tipico de *C, se adquirieron 64 mil
puntos de datos utilizando un ancho de banda de 236,6215 ppm centrado en 100,0 ppm durante un
tiempo de adquisicién de 1,376 segundos. Se utilizé una secuencia de pulso de desacoplamiento de

potencia junto con un pulso de 30° de 3,33 us y un retardo de relajacién de 2 segundos. Los FIDs se
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procesaron con una apodizacion exponencial utilizando un factor de ampliacién de linea de 1,0 Hz.
Para las medidas cuantitativas de distancias entre protones, se realizaron experimentos 2D-NOESY
con un tiempo de mezcla de 500 ms empleando un elemento de filtro de cuantos cero (secuencia de
pulso estandar de Bruker noesygpphzs). Tipicamente, se adquirieron 16384 puntos t2 con un ancho
de banda espectral de 8 KHz, centrado alrededor de 4,7 ppm, para un tiempo de adquisicidn t2 de
2,06 segundos y un tiempo de relajacidon de 4 segundos. Se adquirieron ocho escaneos para cada uno
de los 256 puntos de incremento t1 en la dimensidn indirecta. Los datos crudos se procesaron con
una funcidn de apodizacidn de seno al cuadrado en ambas dimensiones y se transformaron de Fourier
a una matriz 2D de 16384 x 4096 puntos. Se aplicaron correcciones manuales de fase y linea junto

con reduccidn de ruido t1 mediante la sustraccién de una proyeccidn t2 de una regién ruidosa.

6.1 Obtencion de alcaloides de la corteza de Voacanga africana

La corteza de raiz de Voacanga africana seca y pulverizada fue amablemente donada por la

compainia Bulk African Trade (ANP Farm Ltd Co.) (www.botanicdreams.net).

6.1.1 Extraccién Acido-Base.

En un matraz Erlenmeyer (500 mL), se colocaron 50 g de polvo seco de corteza de raiz de
Voacanga africana, seguido de 250 mL de HCL 1%. La suspensidn se agité mecanicamente durante 30
minutos y luego se filtrd a través de un textil no tejido de base celuldsica (TNT). Tras recuperar el
residuo vegetal, este se volvid a extraer afiadiendo un nuevo volumen de 250 mL de HCL (1%); este
procedimiento se repitié seis veces. Los extractos acidos combinados se trataron con NH.OH
concentrado bajo agitacidn magnética constante hasta alcanzar un pH ~10-11. Los alcaloides
precipitan formando una suspensién opaca de color marrén la cual fue centrifugada a 5000 rpm
durante 15 minutos a 10 °C. Se descart6 el sobrenadante, y el residuo sélido se secé a 60 °C durante
la noche (12-14 horas). El sélido amorfo marrdn seco se disolvié en acetona y se filtrd a través de
papel para obtener una solucidn limpida. Se afiadio silica-gel y se elimind el solvente orgénico por
destilaciéon a vacio. El sélido resultante se utilizé para la siembra sélida de una columna de
cromatografia preparativa (gradiente de fase mavil: (9:1) — (8:2) — (6:4) — (1:1) — (3:7) (Hex:AcOEt)
+ 1% NH:0H). Como resultado, se obtuvieron 429 mg (0,85%) de voacangina (2), 192 mg (0,38%) de
voacristina (3) y 1203 mg (2,41%) de una mezcla de voacamina (4): voacamidina (5) : dimero

desconocido (3,5 :1:0,3), la cual fue tratada para aislar sus componentes (ver seccién 7.1.2)
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MeO

N
MeO/\O

'H NMR (400 MHz, CDCls) 3 7.81 (bs, 1H), 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.80 (dd,
J=8.7,2.4Hz 1H), 3.84 (s, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.55 (s, 1H), 3.39 (ddd, J = 12.2, 7.2, 3.7 Hz, 1H), 3.26 - 3.08
(m, 2H), 3.03 - 2.86 (m, 2H), 2.81 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 2.58 (d, J = 14.0 Hz, 1H), 1.93 - 1.83 (m, 2H), 1.73
(t, J = 11.1 Hz, 1H), 1.57 (dt, J = 13.2, 3.8 Hz, 1H), 1.49-1.39 (m, 1H), 1.31 (dt, J = 14.4, 7.3 Hz, 1H), 1.16
- 1.08 (m, 1H), 0.90 (t, J = 7.3 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) 6 175.71, 153.98, 137.51, 130.53,
129.19, 116.62, 111.81, 111.07, 110.12, 100.77, 57.52, 56.04, 55.14, 53.13, 52.59, 51.52, 39.15, 36.56,
32.03, 27.35, 26.76, 22.22, 11.68.1

MeO

H :
3 MeO/\\O

'H NMR (400 MHz, CDCLls) 3 7.76 (bs, 1H), 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.83 (dd,
J=8.7,2.4Hz, 1H), 4.16 (g, J = 6.2 Hz, 1H), 3.85 (s, 4H), 3.73 (s, 3H), 3.49 - 3.40 (m, 1H), 3.19 - 3.08 (m,
2H), 3.08 - 3.02 (m, 1H), 2.99 (dt, J = 9.0, 3.1 Hz, 1H), 2.81 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 2.60 (dt, J = 13.3, 1.8 Hz,
1H), 2.05 (s, 1H), 2.02 (bs, 1H), 1.97 (dt, J = 13.5, 3.4 Hz, 1H), 1.92 - 1.86 (m, 1H), 1.55 (tdd, J = 12.5, 3.8,
1.7 Hz, 1H), 1.49 - 1.41 (m, 1H), 1.10 (d, J = 6.3 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) d 174.93, 154.14,
136.63, 130.59, 128.89, 112.26, 111.27, 109.62, 100.64, 71.39, 59.86, 56.01, 54.13, 53.01, 52.23, 51.13,
39.51, 37.02, 26.75, 22.92, 21.60, 20.37.2

6.1.2 Separacion y caracterizacidn de alcaloides diméricos del indol

Purificacién de voacamina (4): Una mezcla de alcaloides diméricos del indol no separables por
cromatografia en columna (1,85 g) (sélido amarronado) se disolvié por completo en MeCN a
ebullicién (15 mL). Sobre dicha solucidn se afiadid agua a ebullicidn (17 mL) con agitacion constante
y luego se filtré para remover impurezas insolubles. La solucidn se enfrio a temperatura ambiente
observandose la aparicion de un precipitado, el cual se filtré por papel y se secé a vacio a 50 °C hasta
peso constante. Se obtuvo un sélido blanco-grisaceo (843 mg) que se recristalizé de MeQOH, para
obtener cristales de color violeta, los cuales se filtraron, lavaron con MeOH frio y secaron a vacio

hasta peso constante, obteniéndose 540 mg de voacamina (4) pura.
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Purificacion de voacamidina (5): el sobrenadante de la primera cristalizacidon del procedimiento
anterior se evapord a vacio para obtener 1 g de una mezcla de 3 compuestos, que se purificd mediante
cromatografia en columna (SiO2, Hex: AcOEt, 1:1 /1% NH.0H) para obtener 450 mg de una mezcla de
voacamina:voacamidina (1:4). Una porcidon (50 mg) de esta mezcla se purificd por TLC preparativa
utilizando como fase mdvil CHCLls:AcOEt:MeOH, 1:4:0.5/ 0.5% &cido acético, lo que permitid aislar

31 mg de voacamidina (5) pura, como un sélido blanco-amarillento.

'H NMR (500 MHz, CDCls) d 7.71 (bs, 1H), 7.56 - 7.51 (m, 1H), 7.46 (bs, 1H), 7.09 - 7.01 (m, 3H),
6.92 (s, 1H), 6.74 (bs, 1H), 5.31 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 5.13 (bd, J = 9.7 Hz, 1H), 4.06 - 3.95 (m, 4H), 3.79 -
3.69 (m, 2H), 3.64 (bs, 3H), 3.50 (s, 1H), 3.46 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 3.36 (ddd, J = 15.6, 8.6, 5.9 Hz, 1H),
3.22 (dd, J = 14.7, 8.1 Hz, 1H), 3.18 - 3.05 (m, 2H), 3.00 - 2.91 (m, 1H), 2.89 (d, J = 13.8 Hz, 1H), 2.89 -
2.83 (m, 1H), 2.73 - 2.68 (m, 2H), 2.58 (s, 3H), 2.58-2.53 (m, 1H), 2.50-2,44 (m, 1H), 2.46 (s, 3H), 1.98
(bd, J = 14.8 Hz, 1H), 1.83 (bs, 1H), 1.79 (bs, 1H), 1.73 (bd, J = 13.0 Hz, 1H), 1.66 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.53
(dg, J = 14.7, 7.4 Hz, 1H), 1.41 (dp, J = 14.1, 7.2 Hz, 1H), 1.28 (p, J = 7.1 Hz, 1H), 1.07 (dd, J = 12.5, 7.2
Hz, 1H), 0.87 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCls) 5 175.2, 171.6, 150.8, 138.1, 137.9, 137.1,
135.8,130.2,129.9, 129.8,127.3, 121.5,118.9, 118.8, 118.5, 117.4, 110.4, 110.3, 109.9, 109.9, 109.8, 99.2,
77.3,77.0,76.7,59.9,57.1, 56.1, 54.9, 53.1, 52.5, 52.4, 51.8, 49.9, 47.0, 42.4, 39.0, 37.3, 36.4, 33.6, 32.0,
27.3,26.7,22.2,19.4,12.3,11.6.3

e

MeO

'H NMR (400 MHz, CDCLs) &: 7.77 (bs, 1H), 7.57 - 7.48 (m, 1H), 7.39 (bs, 1H), 7.09 - 6.95 (m, 4H),
6.75 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 5.54 (dd, J = 12.7, 2.1 Hz, 1H), 5.31 (q, J = 6.4 Hz, 1H), 4.11 - 4.05 (m, 3H), 4.03
- 3.96 (m, 1H), 3.88 - 3.70 (m, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.62 - 3.33 (m, 5H), 3.29 - 3.13 (m, 3H), 3.03-2.97 (m,
2H), 2.95-2.86 (m, 1H), 2.78 - 2.64 (m, 2H), 2.62 (s, 3H), 2.43 (s, 3H), 2.02 - 1.91 (m, 3H), 1.76 (dd, J =
17.6,7.8 Hz, 1H), 1.71 - 1.56 (m, 4H), 1.50 - 1.41 (m, 1H), 1.34 (dd, J = 15.3, 8.3 Hz, 1H), 1.20 - 1.11 (m,
1H), 0.89 (t, J = 7.4 Hz,, 3H).3C NMR (100 MHz, CDCls): 175.9, 171.9, 152.7, 138.5, 138.1, 138.1, 135.1,
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132.6, 131.9, 130.2, 126.8, 126.5, 120.7, 118.7, 118.2, 117.1, 112.8, 111.1, 109.6, 109.5, 59.9, 58.4, 58.0,
56.0, 54.0, 52.7, 52.0, 51.0, 49.9, 4.3, 42.4, 39.0, 37.2, 33.6, 32.9, 32.7, 31.9, 27.2, 26.8, 25.1, 21.0, 12.3,
11.7.t

6.1.3 Cribado de Solventes Organicos para optimizar la extraccion de V. africana

Se afiadieron 0,3 g de polvo seco de corteza de raiz de Voacanga africana a un vial de 5 mL,
seguido de 30 mg (10% en peso) de NaHCOs sélido y 4 mL del solvente a ensayar (MeOH, AcOEt,
Hexano, Acetona, DCM). La suspensién resultante se agité durante 1 hora a temperatura ambiente y
luego se filtrd a través de papel de filtro Whatman. El proceso se repitid cuatro veces con el mismo
material vegetal. Los extractos organicos combinados se evaporaron al vacio para obtener un
extracto crudo que se disolvié en CDCls (0,7 mL) con 5 uL de tricloroetileno (TCE) a ser utilizado
como estandar interno. Los extractos fueron analizados por *H-RMN; la comparacién con el espectro
de 'H de los compuestos puros voacangina (2) y voacamina (4) permitid la seleccién de sefiales
caracteristicas, resueltas para cuantificar la cantidad de alcaloides en la muestra, utilizando como
referencia el singulete del TCE (6,49 ppm). Se seleccionaron sefiales para voacangina (2): (s, 3,71
ppm), (s, 3,84 ppm), (d, 6,93 ppm) y (dd, 6,80 ppm) y voacamina (4): (g, 5,31 ppm), (bd, 5,12 ppm), (s,
2,58 ppm) y (s, 2,46 ppm). La acetona fue seleccionada como el solvente son el mejor perfil de

extraccién segun los datos en la Tabla 4.1.

6.1.4 Extraccion con acetona en medio basico

A un matraz Erlenmeyer (1000 mL) conteniendo 100 g corteza de raiz de Voacanga africana seca
y pulverizada, se le agregaron 10 g de NaHCOsy 800 mL de acetona. La suspension se sonicé a
temperatura ambiente durante 30 minutos y se filtré a través de papel Whatman, decantando el
material vegetal. Se recuperd el residuo vegetal y se repitié el mismo procedimiento con 400 mL de
acetona destilada, hasta que no se detectaron alcaloides en el sobrenadante mediante anélisis de
TLC [SiO2, (8:2 Hex: AcOEt) + 1% NH.OH]. Los extractos orgénicos combinados se concentraron a vacio
para obtener un sélido marrén oscuro que representd el 9-10% de la masa inicial del material vegetal.
El extracto se adsorbié en silica-gel, y fue utilizado para la siembra sdlida de una columna de
cromatografia preparativa (gradiente: (95:5) — (9:1) — (8:2) — (6:4) — (1:1) — (3:7) (Hex:AcOEt) + 1%
NH.OH). Como resultado, después de tres replicaciones independientes de este procedimiento, se
obtuvo 1,06 = 0,17 % de voacangina (2), 0,46 + 0,02 % de voacristina (3) y 2,92 + 0,21 % de una mezcla

de dimeros voacamina (4) : voacamidina (5) : dimero no identificado (1,75 : 1: 0,24).

6.1.5 Escalado a 0,5 kg de material vegetal

Se cargaron 0,5 kg de corteza de raiz de Voacanga africana seca y pulverizada en un reactor
encamisado de 10 L, seguido de 50 g de NaHCOs y 4 L de acetona. La suspensidn resultante se agit6
mecanicamente a 200 rpm y se calentd a 40 °C por 45 minutos; pasado este periodo se detuvo la
agitacién, se decantd el material vegetal y el sobrenadante se filtré a través de papel Whatman. Se

recupero el residuo vegetal, y se volvid a extraer con el mismo volumen de acetona destilada 5 veces.
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Los extractos orgénicos combinados se concentraron a vacio para obtener un sélido marrén oscuro
que representaba el 10-11% de la masa inicial del material vegetal. El extracto se adsorbid en silica-
gel, y se utilizé como siembra sélida en una columna de cromatografia preparativa (gradiente de fase
movil: (95:5) — (9:1) — (8:2) — (6:4) — (1:1) — (3:7) — (0:1) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH). Se obtienen
siete fracciones de variada composicion (Fa-s), para las cuales se siguid un esquema de purificacion
que implicd sucesivas separaciones cromatograficas (ver Figura 4.1.12). Como resultado se obtuvo
4,1 g de voacangina (2)(0,82%), 2,2 g de voacristina (3) (0,45%) y 11,1 g de voacamina (4)(2,20%), 4,72
g de una mezcla de alcaloides bis-indélicos no separables por cromatografia de voacamina (4) :
voacamidina (5) : dimero minoritario no identificado en proporciéon de 1,7 : 1: 0,4, (0,94%); 0,15 g

(0,03%) de 3-(2-oxopropil)voacangina (6), y 0,07 g (0,01%) de Tabernaricatina G (7).

MeO

6 é\\\
© OMe

'H NMR (400 MHz, CDCls) d 7.84 (s, 1H), 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.80 (dd, J
= 8.7, 2.4 Hz, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.57 (s, 1H), 3.34 (dd, J = 8.6, 4.4 Hz, 1H), 3.31 - 3.17 (m,
2H), 3.17 - 3.10 (m, 1H), 2.98 - 2.91 (m, 1H), 2.70 (dd, J = 16.4, 3.7 Hz, 1H), 2.65 (dd, J = 13.6, 1.8 Hz,
1H), 2.51 (dd, J = 16.2, 8.5 Hz, 1H), 2.11 (s, 3H), 1.96 (ddd, J = 13.5, 4.0, 2.2 Hz, 1H), 1.69 (bs, 1H), 1.65
- 151 (m, 1H), 1.49 - 1.37 (m, 1H), 1.35 - 1.19 (m, 2H), 0.89 (t, J = 7.4 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz,
CDCls) 5 208.8, 175.6, 154.0, 137.5, 130.7, 129.1, 111.9, 111.2, 109.9, 100.8, 58.3, 56.0, 55.2, 54.9, 52.7,
515, 46.7,38.5, 37.7, 31.0, 30.8, 27.0, 26.8, 22.2, 11.7.%

'H NMR (400 MHz, CDCLls) 8 7.52 (s, 1H), 7.13 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.80 (dd, J
= 8.5, 2.5 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.63-3.57 (m, 1H), 3.43-3.30 (m, 2H), 3.06-2.97 (m, 1H), 2.93-2.87 (m,
1H), 2.86 (s, 1H), 2.73 (dd, J = 16.0, 4.9 Hz, 1H), 2.65-2.51 (m, 2H), 2.17 (s, 3H), 2.14-2.03 (m, 1H), 1.74-
1.52 (m, 4H), 1.51-1.39 (m, 2H), 1.35-1.24 (m, 1H), 0.89 (t, J = 7.1 Hz, 3H). **C NMR (100 MHz, CDCls) 5
209.2, 154.0, 142.4, 130.1, 129.8, 110.8, 110.7, 108.8, 100.5, 58.7, 56.0, 53.6, 52.3, 47.6, 41.5, 41.3, 36.0,
31.1,29.8, 27.4,26.9, 20.8, 12.0.°
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6.2 Procedimientos de sintesis y caracterizacion de compuestos

6.2.1 Ibogaina, (1).6

En un baldén de dos bocas se coloca 2 (0,547 g, 1,486 mmol) y se disuelve en una mezcla
(EtOH:H20) (3:2) (37 mL, 0,04 M). Posteriormente se adicionan KOH (0,832 g, 14,86 mmol, 10 eq). La
solucién se somete a una corriente de argdn durante 15 minutos a temperatura ambiente, y durante
5 minutos durante una vez alcanzada la temperatura de reflujo. El sistema se mantiene en
calentamiento en estas condiciones durante toda la noche (12-15 h), o hasta constatar el consumo
del material de partida mediante anélisis por TLC (FM: 8:2 (Hex:AcOEt) + 1% NH.iOH), donde el
producto se observé como una mancha en el origen de siembra de color violeta mediante revelado
con anisaldehido (correspondiente al respectivo carboxilato de sodio). La solucién se enfria hasta
temperatura ambiente, y se agrega HCL 5 M (11,3 mL, 56,47 mmol, 37 eq). El sistema se calienta
nuevamente a temperatura de reflujo durante 15 minutos, cuando se constata la desaparicién de la
mancha en el origen de siembra en el andlisis por TLC (FM: 8:2 (Hex:AcOEt). El sistema se enfria a
temperatura ambiente y la solucidn se neutraliza por agregado de NaHCO3sélido, hasta no observar
desprendimiento de gas. El etanol se evapora a presion reducida, hasta volumen constante y la fase
acuosa se extrae con AcOEt (x4). Las fases orgédnicas combinadas se secan con Na,SO., se evapora
el disolvente bajo presién reducida y el crudo resultante es purificado por columna cromatografica
FM: 8:2 (Hex:AcOEt) + 1%NH.0H. Ibogaina (1) se obtiene como un sélido blanco (414 mg, 90% de

rendimiento).

MeO

\ N

N
H

'H NMR (400 MHz, CDCLs) 6 7.52 (bs, 1H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.76 (dd, J =
8.7, 2.5 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.42 - 3.27 (m, 2H), 3.15 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 3.07 (dt, J = 9.2, 2.4 Hz, 1H),
2.97 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 2.90 (dd, J = 11.6, 3.7 Hz, 1H), 2.85 (s, 1H), 2.60 (d, J = 17.1 Hz, 1H), 2.10 - 1.98
(m, 1H), 1.84 (s, 1H), 1.79 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 1.65 (ddd, J = 13.3, 6.7, 3.3 Hz, 1H), 1.55 - 1.41 (m, 3H),
1.22-1.16 (m, 1H), 0.89 (t, J = 7.2 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) 5 154.0, 142.8, 130.1, 129.7, 110.7,
110.7, 109.1, 100.4, 57.5, 56.0, 54.2, 49.9, 41.9, 41.5, 34.2, 32.0, 27.8, 26.4, 20.6, 11.9.1

6.2.2 19-hidroxi ibogaina (iboxigaina, 12).

En baldn de dos bocas se coloca voacristina (3) (150mg, 0.390mmol) y se disuelve en una mezcla
EtOH:H20 (3:2) (9,75mL, 0,04M). La solucidn resultante es sometida a agitacion magnética y a un flujo
de argon (durante 10-15min) con el objetivo de eliminar oxigeno disuelto en el medio de reaccién.
Se agrega KOH sdlido (219mg, 3.90mmol, 10eq) a temperatura ambiente para luego iniciar el

calentamiento, y detener el flujo de argdn antes de alcanzar la temperatura de ebullicion. La reaccion
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se controla mediante TLC el consumo total de material de partida (FM: (1:1) (Hex:AcOEt) + NH.OH),
Lo que ocurre aproximadamente a las 2 horas. El sistema se deja alcanzar temperatura ambiente, se
acidifica con HCL 5M (2,9mL, 14.43mmol, 37eq), y se vuelve a calentar para llevar a cabo la reaccién
de descarboxilacidn. La misma se controla por TLC, retirando una muestra de la reaccidn y realizando
un reparto AcOEt/NaHCOs saturado, donde se observa el consumo total de la mancha en el origen de
siembre. El crudo de reaccidn se neutraliza por el agregado de bicarbonato de sodio sélido, hasta
gue no se observa desprendimiento de gas, y se rotaevapora el etanol hasta un volumen constante
de fase acuosa. La misma se extrae con AcOEt (x3) y el conjunto de las fases organicas combinadas
se seca con NayS0. , se evapora el solvente a vacio y se purifica el crudo por cromatografia en
columna, FM: (8:2)—(7:3)—(6:4) (Hex:AcOEt) + 1% NH4OH. Se obtiene iboxigaina 12 como un sélido
blanco (90mg, 70% de rendimiento).

MeO

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.70 (s, 1H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.78 (dd, J =
8.7, 2.4 Hz, 1H), 4.16 (qd, J = 6.3, 1.6 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.38 - 3.25 (m, 2H), 3.25 - 3.14 (m, 1H), 3.11
(s, 1H), 3.08 (d, J = 9.7 Hz, 2H), 3.04 - 2.96 (m, 2H), 3.00 - 2.92 (m, 2H), 2.73 - 2.63 (m, 1H), 2.13 - 2.00
(m, 1H), 1.98 (ddt, J = 7.5, 4.7, 2.5 Hz, 2H), 1.71 - 1.53 (m, 3H), 1.13 (d, J = 6.4 Hz, 3H).**C NMR (100
MHz, CDCls) 8 154.1, 141.8,129.9,129.9,111.1, 110.9, 108.4, 100.4, 71.6, 60.9, 56.0, 52.9, 49.3, 42.3, 40.5,
34.4,26.0,23.1,20.3,20.23

6.2.3 16-hidroximetil ibogaina (voacanginol, 13).

En un sistema anhidro y bajo atmdsfera inerte (N2), se coloca una solucidén de voacangina
(108,0mg, 0,293mmol) en THF seco (1,2mL, 0,25M). La solucidn se enfria en bafio de hielo, y se agrega
gota a gota una solucién 1,0M de LiAlHsen THF (0,3mL, 0,293mmol, 1,5eq). Una vez completado el
agregado, el bafio de hielo se retiray se deja llegar a temperatura ambiente, la agitacion se mantiene
durante 45min. Se constata el consumo total de material de partida mediante analisis por TLC (FM:
(7:3) (Hex:AcOEt) + 1%NH.0H) y la reaccidn se detiene enfriando en bafio de hielo y agregando AcOEt
gota a gota, seguido de luego agua fria. El crudo de reaccidn se filtra por celite, para eliminar
aluminatos suspendidos, que se lavan sucesivamente con porciones de AcOEt y MeOH. La solucién
filtrada se evapora a presion reducida hasta volumen constante y se extrae con AcOEt (x4). El
conjunto de las fases orgéanicas se seca con Na2S0q, se evapora el solvente a presion reducida y el
crudo se purifica por cromatografia en columna FM: (8:2) (Hex:AcOEt) + 1%NH0H. Voacanginol (5)

se obtiene como un sélido blanco (88,2mg, 89% de rendimiento).
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MeO

HO—

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 8.42 (s, 1H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.78 (dd, J
= 8.7, 2.4 Hz, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.77 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 3.66 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 3.41 - 3.25 (m, 1H),
3.08 (s, 1H), 3.05 - 2.86 (m, 4H), 2.80 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 1.96 (s, 1H), 1.86 - 1.71 (m, 3H), 1.64 (t, J =
11.3 Hz, 1H), 1.60 - 1.46 (m, 2H), 1.37 (d, J = 12.9 Hz, 1H), 1.15 (dd, J = 12.6, 5.9 Hz, 1H), 0.91 (t, J = 7.4
Hz, 3H).**C NMR (100 MHz, CDCls) 5 153.8, 142.1, 130.5, 128.7, 111.1, 111.1, 100.4, 68.3, 56.1, 54.1, 53.7,
53.4, 47.7,36.6,36.2,32.5,27.8, 27.5, 21.8

6.2.4 16-formilibogaina (voacanginal, 14).8

En un baldn de dos bocas bajo atmdsfera inerte (N2), se coloca una solucién de 5 (33.5mg,
0,099mmol) en una mezcla de DCM:DMSO (3:1) anhidro (1,15mL, 0,086M). Se agrega trietilamina
(150uL, 1,084mmol, 11,0eq) y se enfria a 0°C con bafio de hielo. El complejo SOsPy (126.0mg,
0,792mmol, 8,0eq), se agrega en porciones sucesivas, a lo largo de 10 minutos. Una vez completado
el agregado, el bafio de hielo se retira y se deja llegar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Se constata el consumo total de material de partida por TLC (FM: (7:3) (Hex:AcOEt) + 1%NH0H) yla
reaccion se detiene enfriando la solucidn en bafio de hielo y agregando agua y Et20. La fase acuosa
se extra con Et20 (x4), y las fases orgédnicas combinadas se secan con Na;S0; anhidro. Se filtra y se
evapora a presion reducida para obtener un crudo que se purifica por cromatografia en columna FM:
(8:2) (Hex:AcOEt) + 1%NHi0H. Voacanginal (6) se obtiene como un aceite incoloro (30,1g, 90% de
rendimiento), el cual debe almacenarse a baja temperatura ya que, de lo contrario el aceite toma

color amarillo con los dias.

MeO

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 9.57 (s, 1H), 7.45 (bs, 1H), 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 2.4 Hz,
1H), 6.82 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.48 - 3.35 (m, 2H), 3.31 - 3.16 (m, 2H), 3.07 - 2.95 (m,
2H), 2.92 (dt, J = 8.7, 1.9 Hz, 1H), 2.52 (dt, J = 13.4, 2.0 Hz, 1H), 1.92 (s, 1H), 1.80 - 1.62 (m, 2H), 1.53
(dtt, J = 20.6, 13.4, 7.3 Hz, 2H), 1.35 - 1.23 (m, 1H), 1.19 - 1.08 (m, 1H), 0.88 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 3C NMR
(100 MHz, CDCls) d 201.2, 154.1, 134.4, 130.9, 129.4, 112.7, 112.3, 111.3, 100.6, 59.5, 56.7, 55.9, 53.4,
52.3,38.6,32.1,31.7,27.3,270,22.1,115°
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6.2.5 7-bencilindolenina del voacanginol (15).

En un sistema anhidro y bajo atmdsfera inerte (N2), se coloca una solucién de 5 (36,6mg,
0,107mmol) en DMF seco (ImL, 0,08M). La solucidén se enfria a -10°C en bafio de hielo y sal, y se
agrega hidruro de sodio (3,5mg, 0,110mmol, 1,1eq) en una Unica vez. La solucidn se agita durante 5-
10 minutos, retirando el bafio de hielo, y se agrega bromuro de bencilo (107uL, 0,320mmol, 4,0eq).
Se agita a temperatura ambiente durante 2hs, y luego, habiendo constatado el consumo del material
de partida por TLC (FM: (7:3) (Hex:AcOEt) + 1%NH.OH), la reaccidon se detiene con el agregado de
agua. Se extrae con Et.0 (x4), y las fases orgdnicas combinadas se secan con sulfato de sodio. Se
evapora a presion reducida para obtener un crudo de reaccién, que se purifica por cromatografia en
columna utilizando gradiente FM: (9:1)—(8:2)—(7:3) (Hex:AcOEt) agregando siempre un 1% de
NH.OHq a la fase mévil. El producto sustituido en C7 se obtiene como un sélido amorfo gris (15,2mg,

33% de rendimiento).

MeO

HO—

'H NMR (400 MHz, CDCL3) 5 7.45 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 3.1 Hz, 3H), 6.89 (dd, J = 6.6, 2.9
Hz, 2H), 6.81 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H), 5.76 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.82 - 3.69 (m, 3H), 3.63 (tt, J = 12.0, 4.2
Hz, 1H), 3.58 (s, 3H), 3.36 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 3.23 (ddd, J = 15.2, 4.3, 2.2 Hz, 1H), 3.07 (s, 1H), 2.71 (s,
2H), 2.60 (d, J = 13.8 Hz, 1H), 2.38 (ddd, J = 13.6, 5.0, 2.5 Hz, 1H), 1.89 (d, J = 14.0 Hz, 1H), 1.85 (s, 1H),
1.80 - 1.68 (m, 3H), 1.56 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 1.18 - 1.12 (m, 1H), 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H). **C NMR (100
MHz, CDCI3) 3 193.6, 157.3, 146.1, 144.7, 136.4, 130.7, 128.0, 127.0, 120.4, 113.4, 109.2, 67.7, 63.8, 57.4,
55.4,52.8,50.9, 49.1, 39.7, 36.7, 36.5, 32.8, 29.0, 27.2, 27.0, 11.8.

6.2.6 10-hidroxi ibogamina, (Noribogaina, 16).1°

En un sistema anhidro y bajo atmdsfera de argon, se colocé ibogaina sélida (420mg, 1,353mmol)
y se disolvié en 1,2-DCE seco (13,5mL, 0,1M). A la solucidn se agregd etanotiol (390uL, 5,41mmol,
4,0eq) con agitacion magnética constante, y la solucidn se enfrié en bafio de hielo. Se agregé gota a
gota una solucion 1M de tribromuro de boro en DCM (2,0mL, 2,03mmol, 1,5eq) en el correr de 10
minutos. Pasado este tiempo el bafio de hielo se retird y el sistema se calentd a reflujo por 1,5 horas.
Habiendo constatado el consumo del material de partida por TLC (FM: (1:1) (Hex:AcOEt) + 1%NH.0H),

la solucidn se enfria en bafio de agua, y se agrega MeOH gota a gota hasta la disolucidn total del
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precipitado marrdn. Se agrega solucidn saturada de NaHCOs (hasta alcanzar pH = 9) y la capa acuosa
se extrae con AcOEt (x4). Las fases organicas combinadas se secan con Na;SO.y se evapora el
solvente a presidn reducida para obtener un crudo que se purifica por cromatografia en columna FM:
(1:1) (Hex:AcOEt) + 1%NH.OH. Se obtiene noribogaina como un sélido blanco (390mg, 95% de

rendimiento).

HO

\ N

N
H

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.53 (bs, 1H), 7.09 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.67 (dd,
J=8.5,2.4Hz, 1H), 3.38 - 3.31 (m, 1H), 3.31 - 3.23 (m, 1H), 3.17 - 3.06 (m, 1H), 3.05 (dt, J = 9.0, 1.7 Hz,
1H), 2.97 (dt, J = 9.3, 2.8 Hz, 1H), 2.88 (ddd, J = 11.7, 4.1, 1.9 Hz, 1H), 2.85 (s, 1H), 2.58 - 2.48 (m, 1H),
2.09 - 1.97 (m, 1H), 1.84 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 1.83 - 1.74 (m, 1H), 1.63 (dq, J = 13.2, 3.4 Hz, 2H), 1.60 -
1.38 (m, 2H), 1.21 (ddt, J = 12.8, 5.3, 2.5 Hz, 1H), 0.89 (t, J = 7.1 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) &
149.3, 143.1, 130.4, 129.8, 110.6, 110.3, 108.7, 102.8, 57.5, 54.2, 49.9, 42.0, 41.5, 34.1, 32.0, 27.8, 26.4,
20.6,11.9.1

6.2.7 10,19-dihidroxi ibogamina (Noriboxigaina, 17).

Se realizd un procedimiento analogo al descrito anteriormente (7.2.6) utilizando iboxigaina
sélida (30mg, 0,092mmol), etanotiol (27uL, 0,368mmol, 4,0eq) y solucién 1M de tribromuro de boro
en DCM (139uL, 0,139mmol, 1,5eq). El consumo del material de partida se controld por TLC (FM: (1:1)
(Hex:AcOEt) + 1%NH0H); el producto se purificé por cromatografia en columna FM: (1:1) (Hex:AcOEt)

+ 1%NH40H; se obtiene noribogoxigaina como un sélido blanco (23mg, 80% de rendimiento).

'H NMR (500 MHz, CDs0D) 3 7.0 (dd, J = 8.6, 0.6 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 2.3, 0.6 Hz, 1H), 6.6 (dd, J = 8.5, 2.3
Hz, 1H), 4.1 (dd, J = 6.2, 1.9 Hz, 1H), 3.3 (dd, J = 16.7, 4.7 Hz, 1H), 3.2 - 3.1 (m, 2H), 3.1 - 3.0 (m, 2H),
2.9 (dt, J = 9.8, 3.1 Hz, 1H), 2.7 - 2.6 (m, 1H), 2.1 (ddt, J = 14.0, 11.6, 2.7 Hz, 1H), 2.0 (s, 1H), 1.9 - 1.8
(m, 1H), 1.7 - 1.7 (m, 1H), 1.7 (ddd, J = 12.1, 3.3, 1.9 Hz, 1H), 1.6 (dq, J = 13.2, 3.4 Hz, 1H), 1.1 (d, J = 6.4
Hz, 3H). C NMR (126 MHz, CDs0D) & 151.1, 143.4, 1315, 131.5, 111.6, 111.3, 107.7, 103.1, 73.1, 62.0,
54.2,50.4, 43.5, 40.9, 35.3, 27.4, 24.5, 21.2, 20.3. TLC-MS(APCI+) (m/z): 313.3 [M+H]".12
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6.2.8 |bogamina (18).

En un sistema anhidro y bajo atmdsfera inerte (Ar), se coloca una solucion de noribogaina
(66,0mg, 0,222mmol) en DCM anhidro (1,2mL, 0,2M), se agrega trietilamina (75uL, 0,035mmol, 2,0eq)
y la solucién se enfria a 0°C con bafio de hielo. Se afiade anhidrido triflico (47 uL, 0,268mmol, 1,2eq)
gota a gota. Una vez completado el agregado, el bafio de hielo se retiray se deja llegar a temperatura
ambiente, la agitacion se mantiene por 15 minutos. Se constata el consumo total de material de
partida por TLC (FM: (6:4) (Hex:AcOEt) + 1%NH0H), el producto de reaccion revela al UV pero no con
anisaldehido (se recomienda revelado con permanganato de potasio). La reaccidon se detiene
enfriando la solucidn en bafio de hielo y agregando agua fria y AcOEt. La fase acuosa se extrae
(AcOEtx4) y el conjunto de las fases organicas se seca con Na;S0. Se evapora el disolvente a presion

reducida y el crudo de reaccién conteniendo el triflato de noribogaina se utiliza sin purificacién.

En baldn de dos bocas equipado con una salida de gases, se coloca una solucién del crudo
anterior en una mezcla AcOEt:MeOH (1:3) (6,0mL, 0,03M). Se agrega el catalizador Pd(OH)-/C
(Pearlman's Catalyst) (10,5mg) y la suspension se agita a temperatura ambiente. Se burbujea la
solucidn con Hz gaseoso primero con un flujo alto, para saturar la solucién y el sistema, y luego con
un flujo minimo durante toda la noche. Luego de 48hs, y habiendo constatado el consumo de material
de partida por TLC (FM: (7:3) (Hex:AcOEt) + 1%NH.0H), la suspensidn se filtra por papel plegado,
lavando el catalizador con sucesivas porciones de AcOEt y MeOH. El catalizador se destruye con
agua, y la solucidn filtrada se evapora a presion reducida, el crudo de reaccién se purifica por
cromatografia en columna FM: (6:4) (Hex:AcOEt) + 1%NH.OH. Ibogamina se obtiene como sélido
blanco (40,2mg, 78% de rendimiento). Se aislan también cantidades traza de noribogaina

correspondientes a la hidrdlisis del material de partida.

\ N

N
H

'H NMR (400 MHz, CDCls) d 7.62 (s, 1H), 7.47 (dd, J = 6.6, 1.9 Hz, 1H), 7.28 - 7.22 (m, 1H), 7.15 -
7.04 (m, 2H), 3.43 - 3.30 (m, 2H), 3.20 - 3.08 (m, 1H), 3.07 (dt, J = 9.2, 2.3 Hz, 1H), 2.98 (dt, J = 6.5, 2.9
Hz, 1H), 2.93 (ddd, J = 11.6, 4.1, 1.9 Hz, 1H), 2.86 (s, 1H), 2.73 - 2.63 (m, 1H), 2.10 - 1.98 (m, 1H), 1.87
- 1.76 (m, 2H), 1.65 (dq, J = 13.2, 3.2 Hz, 2H), 1.54 (dt, J = 14.1, 7.5 Hz, 1H), 1.46 (dd, J = 11.4, 4.2 Hz,
1H), 1.24 - 1.16 (m, 1H), 0.90 (t, J = 7.1 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) d 141.8, 134.6, 129.7, 120.9,
119.1, 117.9, 110.0, 109.2, 57.5, 54.1, 49.9, 41.9, 41.5,34.2,32.1, 27.8, 26.5, 20.6, 11.9.2
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6.2.9 NI1-(tert-butoxicarbonil) voacangina (22)

En un sistema anhidro y bajo atmdsfera inerte (Ar), se coloca voacangina (55,8mg, 0,151mmol),
y se disuelve en tolueno seco (1,5mL, 0,08M). Posteriormente se agrega dicarbonato de di-terc-butilo
(Boc20) (198mg, 0,906mmol, 6,0eq) y 4- dimetilaminopiridina (DMAP) (56mg, 0,362mmol, 3,0eq), y la
solucién se calienta a 80°Cpor 10 horas bajo agitacidn magnética. La reaccién se monitorea por TLC
FM: (9:1)(Hex:AcOEt) + 1%NH.OH, vy se detiene llevando el sistema a temperatura ambiente y
agregando agua y AcOEt. La fase acuosa se extrae con AcOEt (x4), se seca con NazS0.y el solvente
se evapora a presion reducida. El crudo obtenido se purifica por columna cromatografica FM
(95:5)(Hex:AE) + 1%NH.OH. El producto protegido se obtiene como un aceite incoloro (32mg, 55% de

rendimiento).

MeO

//I/:,,

Boc/ .
O/\OMe

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.8 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.9 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.9 (dd, J = 9.1, 2.6 Hz, 1H),
3.9 (s, 3H), 3.6 (s, 3H), 3.6 - 3.5 (m, 1H), 3.5 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 3.2 (ddd, J = 15.4, 13.4, 6.3 Hz, 1H), 3.0
(ddd, J = 8.1, 3.5, 2.6 Hz, 1H), 2.9 - 2.8 (m, 1H), 2.8 - 2.8 (m, 1H), 2.7 (td, J = 13.0, 5.1 Hz, 1H), 2.6 (d, J
= 8.1 Hz, 1H), 2.0 (dt, J = 13.2, 6.2 Hz, 1H), 1.9 - 1.8 (m, 1H), 1.8 - 1.8 (m, 1H), 1.7 (dt, J = 13.8, 3.2 Hz,
2H), 1.6 (s, 8H), 1.5 (tt, J = 13.0, 6.4 Hz, 3H), 1.1 - 1.0 (m, 1H), 0.9 (t, J = 7.4 Hz, 3H).**C NMR (100 MHz,
CDCls) 6 174.1, 155.7, 150.3, 140.8, 130.5, 130.0, 117.7, 116.4, 112.3, 101.0, 83.7, 57.3, 55.8, 55.7, 54.8,
53.0,52.1,37.1, 36.4,31.9, 28.3, 28.2, 27.6, 22.1, 11.7.83

6.2.10 N1-(tert-butoxicarbonil) ibogaina (23).

Se siguid un protocolo andlogo al descrito en 7.2.9, utilizando las siguientes cantidades ibogaina
(37,3mg, 0,120mmol), DCM seco (1,5mL, 0,08M) como solvente, anhidrido Boc (39mg, 0,181mmol,
1,5eq) y (DMAP) (23mg, 0,181mmol, 1,5eq). A diferencia del protocolo anterior la solucién se agité a
temperatura ambiente durante 2 horas, la purificacién por columna cromatografica empled
FM: (9:1)(Hex:AE) + 1%NH.OH. Como producto se como un aceite incoloro (33,7mg, 70% de

rendimiento).

MeO
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'H NMR (400 MHz, CDCls) d 7.42 - 7.34 (m, 1H), 6.87 - 6.80 (m, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.40 (ddd, J =
15.4,12.4, 3.3 Hz, 1H), 3.14 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 3.01 (d, J = 11.4 Hz, 1H), 2.97 - 2.88 (m, 1H), 2.77 (dt, J
= 8.9, 3.3 Hz, 1H), 2.73 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 2.39 (ddt, J = 13.5, 4.8, 2.2 Hz, 1H), 2.16 - 2.05 (m, 1H), 1.95
(dt, J = 14.7, 2.6 Hz, 1H), 1.91 - 1.78 (m, 2H), 1.78 - 1.70 (m, 1H), 1.56 - 1.40 (m, 4H), 1.37 (s, 9H), 1.14
(dd, J = 12.6, 6.1 Hz, 1H), 0.93 (t, J = 7.1 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) d 187.6, 158.4, 150.6, 145.9,
140.2, 120.7, 113.6, 107.6, 92.0, 83.3, 55.7, 53.5, 49.5, 49.3, 43.6, 40.3, 32.6, 32.4, 32.0, 27.5, 2.1, 26.6,
11.8.%

6.2.11 N1-metil voacangina (24).

En un sistema anhidro y bajo atmdsfera inerte (Ar), se coloca voacangina (44 mg, 0,108 mmol) y
se disuelve en DMF anhidra (0,3 mL, 0,4 M). La solucién se enfria en bafio de hielo, y se agrega hidruro
de sodio (5 mg, 0,142 mmol, 1,3 eq), se deja con agitacién constante 10-15minutos, retirando bafio
de hielo. Luego se agrega ioduro de metilo (9 uL, 0,142 mmol, 1,3 eq) y pasadas 1,5hs se controla el
consumo de material de partida por TLC (9:1)(Hex:AE) + 1%NH.0H, y la reaccidn se diluye en agua y
se agrega dietiléter. La fase acuosa se extrae con dietiléter (x3), el conjunto de las fases orgéanicas
se seca con NazS0s y el solvente se evapora a presidn reducida. El crudo se purifica por
cromatografia en columna FM: (95:5)(Hex:AE) + 1%NH.OH. El producto se obtiene como un aceite

incoloro (30,5mg, 66% de rendimiento).

MeO

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.10 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.84 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz,
1H), 3.86 (s, 3H), 3.73 (s, 1H), 3.63 (s, 3H), 3.58 (ddd, J = 12.2, 6.0, 2.2 Hz, 1H), 3.50 (s, 3H), 3.18 (ddd, J
=15.7,12.8, 6.0 Hz, 1H), 3.10 (dt, J = 8.5, 2.8 Hz, 1H), 2.99 - 2.88 (m, 2H), 2.76 (td, J = 12.5, 5.2 Hz, 1H),
2.62(d, J= 8.4 Hz, 1H), 1.87 - 1.78 (m, 3H), 1.52 (ddd, J = 14.9, 8.2, 3.5 Hz, 1H), 1.48 - 1.40 (m, 2H), 1.14
- 1.06 (m, 1H), 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 3H).*C NMR (100 MHz, CDCls) & 175.4, 153.9, 139.9, 132.4, 127.7,
111.2,110.4, 109.4, 100.6, 57.4, 56.1, 54.6, 54.5, 54.3,52.6, 37.6, 35.7, 31.7, 31.0, 27.9, 27.3, 22.1, 11.7.%%
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6.2.12 N1-metilibogaina (25).

En sistema anhidro y bajo atmosfera inerte (Ar), se disuelve ibogaina (101 mg, 0,326 mmol) en
DMSO0 seco (1,2 mL, 0,30 M). Agitando a temperatura ambiente se agrega KOH (56 mg, 1,109 mmol,
3,4eq) recién molido, pasados 5 minutos se agrega ioduro de metilo (31 uL, 0,489 mmol, 1,5 eq). La
solucién se agita a temperatura ambiente durante 50 minutos, y se constata el consumo de material
de partida por TLC FM: (9:1)(Hex:AcOEt) + 1%NH.OH. Se diluye la reaccidon con agua y se extra con
dietiléter (x3), el conjunto de las fases organicas se seca con Na2S0., y el solvente se evapora a
presidn reducida. El crudo se purifica por cromatografia en columna FM: (9:1)—(8:2) (Hex: AcOEt) +

1%NH.0H. El producto se obtiene como un aceite incoloro (80,1mg, 75% de rendimiento).

MeO

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.11 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.81 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz,
1H), 3.86 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.33 (td, J = 15.8, 14.5, 4.5 Hz, 2H), 3.18 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 3.08 (dd, J =
12.2, 4.6 Hz, 1H), 3.04 - 2.95 (m, 2H), 2.86 (s, 1H), 2.69 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 2.06 (t, J = 12.3 Hz, 1H), 1.90
- 176 (m, 2H), 1.56 - 1.41 (m, 3H), 1.24 - 1.21 (m, 1H), 0.91 (t, J = 7.2 Hz, 3H). **C NMR (100 MHz,
CDCls) 5 153.8, 143.9, 131.4, 128.4, 110.4, 109.3, 108.5, 100.4, 57.3, 56.1, 54.3, 50.3, 42.4, 38.6, 33.6, 32.0,
29.7,217.8, 265, 21.0,11.9.%¢

6.2.13 7-metoxi indolenina de ibogaina (26)

Se realizé un procedimiento andlogo al descrito en 7.2.11 pero con las siguientes cantidades:
ibogaina (101 mg, 0,326 mmol), DMF seco (3,2 mL, 0,1 M), NaH (12 mg, 0,489 mmol, 1,5 eq) y ioduro
de metilo (31uL, 0,489mmol, 1,5eq). Luego de 30 minutos, a diferencia del protocolo anterior, se
realizd un segundo agregado de 1,5 eq mas de base y de agente metilante. El consumo de material
de partida se realizé por TLC con FM: (9:1)(Hex:AE) + 1%NH.O0H, luego de un tiempo de reaccién de
30 minutos. Para la purificacién cromatografica se empled FM: (9:1)—(8:2) (Hex:AE) + 1%NH.0H. Se
obtuvo una mezcla de N-metilibogaina e ibogaina 7-metoxiindolenina en proporcién (1 : 1,3) como
un aceite incoloro (53mg, 51% de rendimiento). Una segunda separacién por cromatografia en

columna permitié obtener una fraccién pura de la indolenina para su identificacion estructural.

MeO




6. Experimental

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.4 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 8.3, 2.6 Hz, 1H), 6.8 (d, J = 2.5 Hz, 1H),
3.8 (s, 3H), 3.4 (ddd, J = 15.3,12.1, 3.7 Hz, 1H), 3.3 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 3.0 (s, 3H), 3.0 (dd, J = 8.5, 4.9 Hz,
0H), 2.9 (ddd, J = 14.7, 4.5, 2.1 Hz, 1H), 2.8 (dt, J = 9.2, 2.9 Hz, 1H), 2.7 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 2.2 (dt, J = 9.5,
2.2 Hz, 2H), 1.9 (ddd, J = 15.1, 12.1, 4.3 Hz, 1H), 1.9 - 1.8 (m, 2H), 1.8 - 1.7 (m, OH), 1.5 (q, J = 7.7 Hz,
3H), 1.2 (dd, J = 13.1, 5.3 Hz, 1H), 0.9 (t, J = 7.2 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) 5 189.8, 158.6, 146.5,
140.0, 120.5, 113.8, 108.6, 93.8, 55.7, 53.5, 53.1, 49.6, 49.1, 44.2, 40.5, 33.5, 32.5, 31.9, 27.2, 27.0, 11.7.
IR vmax 2930, 2855, 1599, 1560, 1474, 1358, 1281, 1213, 1155, 1119, 1030, 822 cm™; [a]o +8.9 (c 0.27,
DCM).

6.2.14 N1l-bencil ibogaina (27).Y7

En un sistema anhidro y bajo atmdsfera inerte (Ar), se coloca ibogaina (30mg, 0,096mmol), se
disuelve en MeCN seco (1,5mL, 0,06M) y se agrega CsCOs (168mg, 0,480mmol, 5eq). La solucidn se
enfria en bafio de hielo, y se agrega bromuro de bencilo (47uL, 0,392mmol, 4,0eq), se deja con
agitacién constante 8 horas retirando bafio de hielo. Pasado este tiempo se controla el consumo de
material de partida por TLC (7:3)(Hex:AE) + 1%NH.0H, la reaccidn se diluye en agua (15mL) y se
agrega AcOEt. La fase acuosa se extrae con AcOEt (x3), el conjunto de las fases orgénicas se seca
con NazS0; anhidro, y el solvente se evapora a presidn reducida. El crudo se purifica por
cromatografia en columna FM: (8:2)(Hex:AE) + 1%NH.0H. La N1-bencil ibogaina se obtiene como un

solido blanco (25mg, 65% de rendimiento).

MeO

'H NMR (400 MHz, CDCLl3) 6 7.3 - 7.2 (m, 7H), 7.1 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.0 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.0 - 6.9 (m,
2H), 6.8 (dd, J = 8.8, 2.5 Hz, 1H), 5.3 (s, 2H), 3.9 (s, 3H), 3.5 - 3.4 (m, 1H), 3.4 - 3.3 (m, 2H), 3.2 - 3.1 (m,
1H), 3.1 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 3.0 (dt, J = 9.4, 2.6 Hz, 1H), 2.9 (dd, J = 11.5, 4.8 Hz, 1H), 2.8 (s, 1H), 2.7 (dt,
J=17.0, 3.3 Hz, 1H), 1.8 (s, 1H), 1.7 - 1.7 (m, 1H), 1.5 - 1.4 (m, 3H), 1.1 (dd, J = 12.6, 3.3 Hz, 1H), 0.8 (t,
J=7.1Hz, 3H).*
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6.2.15 N1-metil-19-hidroxi ibogaina (28)

Se realizé un protocolo andlogo al descrito en 7.2.11 pero con las siguientes cantidades:
iboxigaina (30mg, 0,091mmol), THF (1,5mL, 0,08M) como disolvente, NaH (6,6mg, 0,276mmol, 3,0eq),
y ioduro de metilo (24,3uL, 0,408mmol, 4,0eq). A diferencia del protocolo anterior, el sistema se
calienta a 50°C por 4 horas. El consumo de material de partida por TLC empled FM: (7:3)(Hex:AE) +
1%NH.OH. Para la purificacion cromatografica se empleé FM: (8:2)(Hex:AE) + 1%NH(OH. La

N-metiliboxigaina se obtiene como un sélido blanco (18mg, 58% de rendimiento).

MeO

'H NMR (400 MHz, CDCls) 3 7.1 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.9 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H),
4.2 (qd, J = 6.6, 1.3 Hz, 2H), 3.9 (s, 3H), 3.6 (s, 3H), 3.4 - 3.2 (m, 2H), 3.3 - 3.2 (m, 1H), 3.2 (ddd, J = 11.8,
4.0,2.0 Hz, 2H), 3.1 (s, 1H), 3.1 (d, J = 9.7 Hz, 2H), 3.0 (dt, J = 9.7, 2.8 Hz, 2H), 2.8 - 2.7 (m, 1H), 2.1 (t, J
= 12.4 Hz, 2H), 2.0 (dh, J = 8.3, 2.7 Hz, 2H), 1.7 (dd, J = 11.0, 5.6 Hz, 3H), 1.6 (ddd, J = 13.1, 4.0, 1.9 Hz,
1H), 1.6 (dg, J = 13.0, 3.5 Hz, 1H), 1.1 (d, J = 6.3 Hz, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCls) 6 153.9, 142.9, 131.5,
128.3, 110.9, 109.5, 107.8, 100.4, 71.5, 60.7, 56.1, 52.9, 49.5, 42.7, 37.7, 33.8, 29.8, 26.0, 23.0, 20.5, 20.3.
GCMS (IE) (m/z): 340,15 [M]", 325,15 [M-Me]".

6.2.16 N1-bencil voacristina (29), y

6.2.17 7-bencil indolenina de voacristina (30)

Se realizd un procedimiento analogo al descrito en 7.2.5 pero con las siguientes cantidades:
voacristina (32mg, 0,082mmol), DMF seco (2,0mL, 0,05M) como solvente, NaH (5mg, 0,196mmol,
2,5eq), y bromuro de bencilo (30uL, 0,246mmol, 3,0eq). A diferencia del protocolo anterior, el sistema
se calientd a 50°C; el tiempo de reaccidn fue de 12 horas, el consumo de material de partida por TLC
empled FM: (6:4)(Hex:AE) + 1%NH.OH. Para la purificacién por cromatografia en columna se empled
FM: (8:2)(Hex:AcOEt) + 1%NHi0H. Se obtuvo como producto N-bencili voacristina (10,5mg, 27%) y
voacristina 7-bencilindolenina (ver abajo= (17,5mg, 45% de rendimiento), ambos como aceites

incoloros.
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MeO

N J
:3 o=\
OMe
'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.2 - 7.1 (m, 3H), 7.0 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.8 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.8 - 6.7 (m,

3H), 6.4 (s, 1H), 5.3 (d, J = 17.7 Hz, 1H), 5.2 (d, J = 17.7 Hz, 1H), 4.1 - 4.0 (m, 2H), 3.9 (s, 3H), 3.6 (ddd, J
=12.5,5.8, 2.0 Hz, 1H), 3.4 - 3.3 (m, 1H), 3.2 - 3.2 (m, 1H), 3.1 (s, 3H), 3.1 - 2.9 (m, 2H), 2.8 - 2.7 (m,
1H), 2.6 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 2.0 - 1.9 (m, 2H), 1.9 - 1.8 (m, OH), 1.6 - 1.5 (m, 1H), 1.4 (dd, J = 10.5, 6.4
Hz, 1H), 1.1 (d, J = 6.4 Hz, 3H).3C NMR (100 MHz, CDCls) & 173.9, 154.2, 138.7, 137.3, 132.1, 128.5,
127.7, 126.9, 125.7, 112.0, 111.1, 110.7, 100.4, 71.4, 57.5, 56.9, 55.9, 53.7, 53.6, 52.6, 47.7, 38.4, 36.2,
27.4,225,21.8, 20.3.

MeO

=
o OMe

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.52 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.30 - 7.25 (m, éH), 6.95 - 6.90 (m, 2H), 6.80 (dd, J
= 8.5, 2.6 Hz, 1H), 6.20 (s, 1H), 5.65 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 4.19 (qd, J = 6.2, 1.1 Hz, 1H), 4.05 (s, 1H), 3.98 (d,
J =142 Hz, 1H), 3.80 (td, J = 14.3, 13.2, 2.8 Hz, 1H), 3.66 (s, 3H), 3.55 (s, 3H), 3.18 - 3.10 (m, 1H), 2.90
- 2.83 (m, 2H), 2.84 - 2.78 (m, 1H), 2.70 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 2.62 (d, J = 14.2 Hz, 1H), 2.56 (dt, J = 14.0,
3.5 Hz, 1H), 2.06 (s, 1H), 1.95 - 1.85 (m, 2H), 1.72 - 1.67 (m, 1H), 1.64 - 1.57 (m, 1H), 1.56 - 1.50 (m,
1H), 1.11 (d, J = 6.3 Hz, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCls) & 187.4, 172.4, 157.5, 146.4, 144.4, 136.4, 131.0,
128.0, 126.9, 121.2, 113.7, 109.3, 71.7, 63.9, 60.5, 58.6, 55.4, 52.9, 49.8, 48.7, 39.1, 38.6, 36.9, 28.4, 26.7,
23.0, 20.4.
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6.2.18 Procedimiento general para oxidacion con oxigeno en oscuridad.
Obtencion de los compuestos (32a) y (33).18

En un balén de dos bocas, previamente secado y purgado con 02 se coloca el alcaloide de la
iboga (0,10mmol) en tolueno seco (2mL, 0,05M). Se ajusta el flujo de oxigeno (1 burbuja cada 2
segundos) y se cubre la totalidad del sistema con aluminio para evitar la incidencia de radiacién
luminica. Se constata consumo de material de partida por TLC (FM: (7:3) x2 (Hex:AcOEt) + NH.OH), se
evapora el tolueno y el crudo se purifica directamente por cromatografia en columna utilizando silica

gel como fase estacionaria.

Cuando ibogaina (1) se utilizé como material de partida la purificaciéon cromatografica se realizé
empleando FM: (8:2) — (7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH. Se obtuvo ibogaina 7-hidroxiindolenina 32a
como un sélido amarillo palido (14mg, 46%) y la amidocetona (desoxy-ervaoffines D) 33 (3mg, 10%)

como un aceite incoloro.
Cuando voacangina (2) se utilizé6 como material de partida, la solucion se calentd a 50 °C luego
de ser cubierta de la radiacién luminica. No se observd reaccién en el periodo de 12 horas.
7-hidroxi indolenina de ibogaina (32a)

MeOQO

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.76 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz,
1H), 3.81 (s, 3H), 3.52 (s, 1H), 3.50 - 3.38 (m, 1H), 3.07 - 2.99 (m, 1H), 2.96 (bd, J = 13.8 Hz, 1H), 2.79
(bd, J = 7.5 Hz, 1H), 2.72 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 2.18 (t, J = 12.5 Hz, 1H), 2.06 (bd, J = 11.4 Hz, 1H), 1.93 (td,
J=13.7,12.4, 4.3 Hz, 1H), 1.88 - 1.79 (m, 2H), 1.80 - 1.69 (m, 1H), 1.57 - 1.38 (m, 3H), 1.16 (dd, J = 12.1,
5.7 Hz, 1H), 0.93 (t, J = 7.2 Hz, 3H). 1*C NMR (100 MHz, CDCls) d 191.36, 158.59, 145.68, 143.26, 120.41,
113.68, 108.21, 87.44, 55.76, 53.63, 49.56, 49.11, 43.44, 40.53, 33.87, 32.14, 31.82, 27.22, 27.20, 11.76.1°

3-deoxo-ervaoffina D (33)

MeO

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 12.29 (s, 1H), 7.96 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.03 (dd, J = 8.9, 3.0 Hz, 1H), 6.80
(d, J = 3.0 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.52 - 3.41 (m, 1H), 3.43 - 3.31 (m, 2H), 3.12 (ddd, J = 8.9, 4.4, 2.2 Hz,
1H), 3.03 (s, 1H), 2.86 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 2.40 (dd, J = 10.5, 7.3 Hz, 1H), 2.20 (ddd, J = 13.7, 4.2, 1.8 Hz,
1H), 2.08 - 1.96 (m, 1H), 1.95 - 1.90 (m, 1H), 1.79 - 1.66 (m, 3H), 1.66 - 1.55 (m, 1H), 1.54 - 1.41 (m,
1H), 1.38 (ddd, J = 10.4, 4.2, 2.7 Hz, 1H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 3H). **C NMR (100 MHz, CDCls) 5 208.25,
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174.11, 155.26, 132.94, 130.30, 122.45, 118.77, 111.47, 55.67, 54.81, 53.54, 52.477, 46.46, 42.41, 40.92,
31.08, 30.47, 28.87, 26.75, 12.36. IR vmax 2955, 2931, 2866, 1682, 1612, 1556, 1493, 1163, 1036 cm™;
HRMS m/z 343.2014 [ M + H ]+ (Calc. C20H2¢N203, 343.2016); [a]D -0.98 (c 2.02, DCM).

6.2.19 Procedimiento general para la oxidacidn de alcaloides de la iboga con con
oxigeno, utilizando Rosa de Bengala como fotosensibilizador.

Obtencidn de los compuestos (32a) (31b) (32b) y (33).1¢

En un balén de dos bocas, previamente secado y purgado con 0; se coloca el alcaloide de la
iboga respectivo (0,071mmol), se disuelve en tolueno seco (1,5mL, 0,05M) y se agrega el
fotosensibilizador Rosa de Bengala sélido (1mol%). La suspensién se agita a temperatura ambiente
y se ajusta el flujo de oxigeno (1 burbuja cada 2 segundos), se coloca luz LED blanca (25W) a 1cm del
baldén de reaccidn y se cubre la totalidad del sistema con aluminio. Una vez constatado el consumo
de material de partida por TLC (FM: (7:3) (Hex:AcOEt) + 1 % NH4OH), se evapora el tolueno y se purifica

el crudo por cromatografia en columna.

Cuando voacangina se usa como material de partida, el tiempo de reaccion fue de 17 h, y se
utilizd FM: (8:2) (Hex:AcOEt) + 1% NH.0H, para la purificacidn cromatografica. Se obtuvo voacangina
7-hidroperoxiindolenina 31b como un aceite incoloro (7mg, 23%) y una mezcla de 31b con la
7-hidroxiindolenina 32b en proporcidn (1:1) (21% de 31b, 21% de 32b) como un aceite incoloro. El
espectro de 32b puro, obtenido por oxidacién con dcido m-cloroperbenzoico (mds adelante), coincide

con las senales en el RMN de la mezcla.

Cuando ibogaina (1) se utilizé6 como material de partida (62mg, 0,201mmol), el crudo se purificé
por cromatografia en columna utilizando FM: (8:2) — (1:1) (HEX:AcOEt) + 1% NH.OH. Se obtuvo
ibogaina 7-hidroxiindolenina 32a como un sélido amarillo péalido (20mg, 33%) y 3-desoxo-

ervaoffines D 33 (9mg, 15%) como un aceite incoloro.

7-peroxi indolenina de voacangina (31b)

MeO/i\O

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 10.72 (s, 1H), 7.39 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.84 (dd,
J =8.4,2.6 Hz, 1H), 3.88 (s, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.34 (ddd, J = 15.7, 10.5, 5.3 Hz, 1H), 2.97 -
2.87 (m, 1H), 2.89 - 2.81 (m, 1H), 2.81 - 2.70 (m, 2H), 2.40 (dt, J = 14.1, 3.2 Hz, 1H), 2.08 - 1.99 (m, 3H),
1.93 (s, 1H), 1.82 - 1.70 (m, OH), 1.46 (ddt, J = 24.2, 13.6, 6.8 Hz, 2H), 1.34 - 1.20 (m, 2H), 1.17 - 1.06
(m, 1H), 0.89 (t, J = 7.4 Hz, 4H). *C NMR (100 MHz, CDCls) 5 184.17, 175.61, 159.36, 145.20, 140.28,
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121.54, 114.22, 108.10, 98.87, 59.20, 57.79, 55.76, 53.69, 48.95, 48.69, 38.66, 35.90, 32.38, 31.78, 27.16,
26.76, 11.53. No se caracteriza en profundidad por la falta de estabilidad.

6.2.20 7-acetoxiindolenina de la ibogaina (35a).

En un baldn de dos bocas equipado con atmdsfera de nitrédgeno, se afiadid la 7-hidroxindolenina
de ibogaina (32a) (16 mg, 0,049 mmol) y se disolvid en CH,Cl, (2 mL, 0,02 M). A la solucién a
temperatura ambiente y bajo agitacion constante, se afiadié DMAP (9 mg, 1,5 eq) y luego anhidrido
acético (7 uL, 1,5 eq). La reaccidn se monitoreé mediante TLC ((1:1) (Hex:AcOEt) + 1% NH,OH), hasta
consumo total de material de partida. Después de 1h, la reaccién se diluyd con CH,Cl,, se lavé con
una solucién saturada de NaHCOs;, y la capa organica se secd sobre Na,S0,. Se eliminé el solvente
por destilacién a presién reducida. El crudo obtenido se purificd por cromatografia en columna
[FM:(2:8) (AcOEt:Hex) + 1% NH,0H], obteniéndose la 7-acetoxiindolenina de la ibogaina 35a como un

sélido blanco amorfo (18 mg, 99%).

MeQO

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.4 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H), 6.8 (d, J = 2.5 Hz, 1H),
3.8 (s, 3H), 3.3 (ddd, J = 15.3, 12.5, 3.1 Hz, 1H), 3.0 - 2.9 (m, 3H), 2.8 - 2.7 (m, 1H), 2.7 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 2.4 - 2.3 (m, 1H), 2.1 (s, 3H), 2.1 - 2.1 (m, OH), 2.0 - 1.9 (m, 1H), 1.9 - 1.8 (m, 2H), 1.8 - 1.7 (m, OH),
15-1.4(m,3H), 1.1 (dd, J = 12.9, 5.5 Hz, 1H), 0.9 (t, J = 7.2 Hz, 2H). 3C NMR (100 MHz, CDCls) 6 187.5,
168.7, 158.4, 146.2, 140.1, 120.7, 113.3, 107.8, 91.0, 55.7, 54.0, 49.6, 49.5, 43.6, 40.2, 32.6, 32.4, 32.0,
27.1,26.8,209,11.8%°

6.2.21 7-acetoxiindolenina de la voacangina (35b).

En un baldn de dos bocas equipado con atmédsfera de nitrégeno, se afiadid la 7-hidroxindolenina
de la voacangina 35b (44 mg, 0,114 mmol), seguido de 1,2-DCE seco (2 mL, 0,05 M). A la solucion a
temperatura ambiente y bajo agitacidn constante, se afiadié DMAP (56 mg, 4,0 eq) y luego anhidrido
acético (0,5 mL, 43 eq), y la mezcla se calentd a 65°C. La reaccién se monitoreé mediante TLC ((7:3)
(Hex:AcOEt) + 1% NH,0H) hasta consumo total del material de partida. Después de 2 h, la reaccidn se
dejé enfriar a temperatura ambiente, se diluyé con CH,Cl,, se lavd con una solucidn saturada de
NaHCOs;, la capa orgénica se sec6 sobre Na,S0, y el solvente se elimind por destilacién a presién
reducida. El producto crudo se purificd por cromatografia en columna [(2:8) (AcOEt:Hex) + 1%
NH,0H]. Se obtuvo la 7-acetoxiindolenina de la voacangina 35b como un sélido blanco amorfo (43,3
mg, 70%).
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MeQO OAc

MeO/i\O

!H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.5 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H), 6.7 (d, J = 2.5 Hz, 1H),
3.8 (s, 3H), 3.6 (s, 4H), 3.4 (ddd, J = 15.4, 12.8, 3.1 Hz, 1H), 3.0 (ddd, J = 15.0, 4.7, 1.7 Hz, 1H), 2.8 - 2.7
(m, 3H), 2.5 (d, J = 14.0 Hz, 1H), 2.1 (s, 3H), 2.0 (ddd, J = 15.1, 3.1, 1.8 Hz, 1H), 1.9 (s, 1H), 1.8 (ddd, J =
15.1,12.7, 4.7 Hz, 1H), 1.7 - 1.7 (m, 2H), 1.6 - 1.5 (m, 1H), 1.5 - 1.3 (m, 3H), 1.1 - 1.0 (m, 1H), 0.9 (t, J =
7.2 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) 5 180.7, 171.7, 168.2, 158.9, 145.1, 141.8, 121.9, 112.8, 107.1,
90.6, 57.8, 56.5, 55.7, 52.4, 49.4, 48.7, 38.4, 37.1, 33.6, 31.9, 27.4, 26.5, 21.0, 11.5.2°

6.2.22 7-peracetoxiindolenina de la voacangina (31b-Ac)

En un baléon de dos bocas equipado con atmdsfera de nitrégeno, se afiadid la
7-hidroperoxindolenina de la voacangina 31b (16 mg, 0,039 mmol), seguido de DCM seco (4 mL,
0,01M). A la solucidn a temperatura ambiente y bajo agitacion constante, se afiadid DMAP (7 mg,
1,5 eq) y luego anhidrido acético (6 uL, 1,5 eq). La reaccién se monitored mediante TLC ((7:3)
(Hex:AcOEt) + 1% NH,0H) hasta consumo total del material de partida. Después de 1 h, la reaccidn se
dejé enfriar a temperatura ambiente, se diluyd con CH,Cl;, se lavd con una solucidn saturada de
NaHCO;, y luego con NaOH 5% frio. La capa organica se secé sobre Na,S0, y el solvente se eliminé
por destilacion a presién reducida. El producto crudo (10mg , 58%) se obtiene como un aceite

incoloro, el cual se analizé por RMN con el fin de realizar una identificacién estructural.

MeO/\\\o

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.43 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.85 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H),
3.90 (s, 1H), 3.81 (s, 4H), 3.68 (s, 3H), 3.43 (ddd, J = 15.6, 12.5, 3.5 Hz, 1H), 2.95 (ddd, J = 15.0, 4.6, 2.0
Hz, 1H), 2.81 - 2.68 (m, 4H), 2.44 - 2.35 (m, 1H), 2.20 - 2.03 (m, 3H), 1.91 (s, 1H), 1.80 (s, 3H), 1.77 -
1.69 (m, 1H), 1.61 - 1.48 (m, 1H), 1.47 - 1.33 (m, 2H), 1.15 - 1.02 (m, 1H), 0.90 (t, J = 7.2 Hz, 3H).*C NMR
(100 MHz, CDCls) d 190.1, 182.5, 172.3, 159.0, 145.2, 138.7, 121.6, 114.5, 108.5, 98.1, 58.1, 55.9, 55.8,
525, 49.2, 48.8, 38.4, 37.8, 31.8, 31.7, 27.4, 26.9, 1.5, 11.6.

El resto de la espectroscopia no se adquiere porque el compuesto no es estable.
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6.2.23 Procedimiento general para la oxidacion de alcaloides de la iboga con

mCPBA. Obtencidn de los productos (32a) (38a) (38b)

a) Oxidacion a temperatura ambiente: En un baldn de dos bocas bajo atmdsfera de argén, se
afadid el alcaloide correspondiente, seguido de CH,Cl; seco. La solucidn se enfrié en un bafio de
hielo, y se afiadié el mCPBA (77% de pureza) en una sola porcién. Se permitié que la solucién
alcanzara la temperatura ambiente, y el consumo de material de partida se monitoreé mediante TLC.
Luego del tiempo de reaccidn estipulado, la reaccion (solucidn violeta intenso) se diluyé con CH,CL,
y se neutralizé con una solucidn saturada de NaHCO;. La fase acuosa se extrajo con CH,CL; (3x), las
fases orgénicas combinadas se secaron sobre Na,S0, anhidro, y el solvente se eliminé bajo presién
reducida. El producto crudo se purificé por cromatografia en columna utilizando silica-gel

desactivada con 10% de agua como fase estacionaria.

Cuando ibogaina (1) se utilizé como material de partida (96 mg, 0,31 mmol), se agregd 2 mL del
disolvente (0,15 M) y mCPBA (173 mg, 0,31 mol), y la reaccidn se agitd a t.a. durante 20 minutos. La
FM del anélisis por TLC fue [(6:4) (Hex:AcOEt) + 1% NH,OH)] y la empleada para la purificacion en
columna FM: [(7:3) Hex:AcOEt + 1% NH,OH]. Se obtuvo ibogaina 7-hidroxindolenina 32a (30,3 mg,

rendimiento del 30%) como un sélido amarillento.

Cuando voacangina (1) se utilizd como material de partida (101 mg, 0,27 mmol), se agregé 2 mL
del disolvente (0,12 M) y mCPBA (61 mg, 0,30 mol), y la reaccidn se agité a t.a. durante 4 horas. La
FM del analisis por TLC fue [(7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NH,OH)] y la empleada para la purificacién en
columna FM: [(7:3)>(1:99) Hex:AcOEt + 1% NH,OH]. Se obtuvo voacangina 7-hidroxindolenina 32b (25
mg, rendimiento del 26%) como un aceite incoloro y N-éxido de voacangina 38a (24 mg, rendimiento

del 24%) como un sdélido amarronado.

b) Oxidaciones a -78°C o -55°C. En un baldn de dos bocas bajo atmdsfera de Ar, se afiadié el
alcaloide correspondiente y se disolvié en CH,Cl, seco (0,07M) y la solucidn se enfrié a -78 °C o -55
°C segln corresponda en un bafio de hexanos con la ayuda de un Cryo-cool. Se afiadié gota a gota
una solucién de mCPBA en CH,CL; (0,15M) a la solucion fria (en el correr de 15 minutos). La reaccion
se monitoreé mediante TLC. Después del tiempo estipulado, se realiza el quench de la reaccién por
el agregado rapido a un sistema bifasico de CH,Cl; y solucidn saturada de NaHCO;. La fase acuosa
se extrajo tres veces con CH,Cl,, las fases orgédnicas combinadas se secaron sobre Na,S0, y el
solvente se elimind bajo presidn reducida. El producto crudo se purificd por cromatografia en

columna con silica-gel desactivado conteniendo 10% de agua.

A -55 °C y con ibogaina (1) como material de partida (102 mg, 0,329 mmol) se emplearon 4,7 mL
del solvente, y mCPBA (78 mg, 0,369 mol), la FM utilizada tanto para el seguimiento por TLC como
para la purificacién por cromatografia en columna fue [(9:1) (CH,Cl;:MeOH) + 1% NH,OH)]. La
reaccion se agito a -55 °C durante 2 horas. Se obtuvo N-dxido de ibogaina 38a (30,3 mg, 33% de

rendimiento) como un sélido marron, junto con un 44% del material de partida sin reaccionar.
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A -55 °C y con voacangina (2) como material de partida (50 mg, 0,136 mmol) se emplearon 2 mL
del solvente, y mCPBA (76 mg, 0,149 mol) la FM utilizada tanto para el seguimiento por TLC como
para la purificacién por cromatografia en columna fue [(9:1) (CH,Cl;:MeOH) + 1% NH,OH)]. La
reaccion se agito a -55 °C durante 4 horas. Se obtuvo N-6xido de voacangina 38b (16 mg, 31% de
rendimiento) como un sdlido marrén y voacangina 7-hidroxiindolenina 32b (22 mg, 43% de

rendimiento) junto con un 23% del material de partida sin reaccionar.

A -78 °C y con ibogaina (1) como material de partida (52 mg, 0,168 mmol) se emplearon 2,3 mL
del solvente, y mCPBA (39 mg, 0,170 mol), la FM utilizada tanto para el seguimiento por TLC como
para la purificacién por cromatografia en columna fue [(9:1) (CH,Cl;:MeOH) + 1% NH,OH)]. La
reaccion se agito a -55 °C durante 2,5 horas. Se obtuvo N-6xido de ibogaina 38a (18 mg, 33% de

rendimiento) como un sélido marrdn, junto con un 44% del material de partida sin reaccionar.
7-hidroxiindolenina de voacangina (32b)

MeO

N
MeO/\O

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.36 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.81 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz,
1H), 3.82 (s, 3H), 3.77 (s, 1H), 3.70 (s, 3H), 3.61 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 3.55 - 3.43 (m, 1H), 2.97 (ddd, J =
14.8, 4.5, 1.6 Hz, 1H), 2.77 - 2.68 (m, 3H), 2.48 (ddd, J = 13.8, 4.5, 2.4 Hz, 1H), 1.96 (ddd, J = 14.9, 3.5,
1.7 Hz, 1H), 1.93 - 1.82 (m, 2H), 1.77 (ddd, J = 12.7, 9.1, 4.6 Hz, 1H), 1.54 - 1.33 (m, 3H), 1.12 - 1.06 (m,
1H), 0.87 (t, J = 7.2 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) 6 186.86, 173.93, 159.16, 144.83, 144.44,121.35,
113.72, 107.96, 88.35, 58.57 (d, J = 5.7 Hz), 55.75, 53.21, 49.09, 48.66, 37.59, 34.53, 34.17, 32.07, 27.00,
26.51, 11.56. 20

N-éxido de ibogaina (38a)

O

Ir=z

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 9.6 (s, 1H), 7.2 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.8 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 8.7, 2.4
Hz, 1H), 4.0 - 3.9 (m, 1H), 3.8 (s, 3H), 3.8 - 3.8 (m, 1H), 3.8 - 3.7 (m, 1H), 3.6 (dt, J = 12.3, 2.6 Hz, 1H),
3.5 (s, 1H), 3.3 (dd, J = 11.4, 4.9 Hz, 2H), 3.2 - 3.1 (m, 2H), 3.0 - 2.9 (m, 1H), 2.3 - 2.1 (m, 4H), 2.0 (d, J
=11.7Hz, OH), 1.9 (dd, J = 12.6, 6.9 Hz, 1H), 1.7 (dq, J = 14.3, 7.1 Hz, 2H), 1.6 - 1.5 (m, 1H), 1.0 (t, J = 7.4
Hz, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) & 154.1, 139.4, 130.0, 128.2, 111.7, 111.5, 107.5, 100.0, 76.9, 72.3,



6. Experimental

70.1, 56.0, 43.3, 37.3, 31.8, 31.0, 30.3, 26.0, 21.2, 13.0. IR vmax 2954, 2366, 1593, 1458, 1217, 1143, 1031,
935 cmt; HRMS m/z 327.2057 [ M + H ]* (Calc. C20H2sN202 327.2067).2

N-oxido de voacangina (38b)

MeO

N
MeO/\o

'H NMR (400 MHz, CDCL3) 8 7.8 (s, 1H), 7.2 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 6.9 - 6.8 (m, 2H), 4.3 (dt, J = 13.9, 5.0 Hz,
1H), 4.2 (s, 1H), 4.2 - 4.1 (m, 1H), 3.8 (s, 3H), 3.8 (s, 3H), 3.7 - 3.6 (m, 2H), 3.3 (dt, J = 17.9, 4.5 Hz, 1H),
3.1(ddd, J = 17.4,11.2, 5.4 Hz, 1H), 2.8 (dt, J = 14.0, 2.0 Hz, 1H), 2.3 (s, 1H), 2.2 (td, J = 13.6, 13.1, 6.5
Hz, 1H), 2.2 - 2.1 (m, 1H), 2.0 (dt, J = 13.8, 7.2 Hz, 1H), 2.0 - 1.9 (m, 1H), 1.8 (ddd, J = 13.9, 4.3, 2.3 Hz,
1H), 1.4 (ddd, J = 16.6, 9.0, 7.2 Hz, 1H), 0.9 (t, J = 7.5 Hz, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCL3) 5 173.9, 154.6,
134.6, 130.2, 128.0, 113.5, 111.7, 107.3, 100.4, 75.9, 72.6, 66.5, 56.0, 53.6, 52.4, 41.0, 35.7, 30.0, 29.3,
26.1,21.4, 12.6. IR vmax 2953, 1738, 1485, 1456, 1217, 1033 cm™}; HRMS m/z 385.2107 [ M + H ]* (Calc.
C22H28N204,385.2122); [a]o -5.6 (c 0.32, DCM).

6.2.24 Procedimiento general para las oxidaciones con DMDO.

La solucion de DMDO (dimetildioxirano) se prepara siguiendo un protocolo experimental
publicado.?? La solucién resultante se titula utilizando una cantidad conocida tioanisol; el titulo de la
solucion se calcula mediante la relacidn de las sefales caracteristicas (-CH3 del material de partida,
sulfoxido y sulfona) en el espectro de RMN de 'H de la mezcla. La molaridad de la solucion obtenida

es de (0,092 M); la solucién se almacend a -20 °C hasta el momento de su uso.

En un baldn se coloca una solucién del alcaloide en custidn en acetona (0,7M), se enfri6a0°Cy
con agitacién constante se afiadid una solucidon de DMDO recién preparada y titulada (92 mM, 1,5 eq).
La reaccién se monitored por TLC, pasadas 1,5 h, se elimind el solvente bajo presién reducida. El

crudo se purificé por cromatografia en columna.

Cuando ibogaina se utilizd como material de parida (22 mg, 0,071 mmol), 1,0 mL, de acetona fue
utilizado para disolverlo, y se agregd 1,2 mL de la solucion de DMDO. La fase movil para el
seguimiento de la reaccién por TLC fue [FM:(7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NH40H)] y la empleada para la
purificacion por cromatografia en columna [FM: (99:1) (DCM:MeOH) + 1% NH.OH]. Se obtiene la
7-hidroxindolenina de ibogaina 32a (23,1 mg; 99%) como un aceite amarillento que solidifica al

dejarlo durante la noche a -18 °C.

Cuando voacangina se utilizé como material de parida (22 mg, 0,060 mmol), 1,0 mL, de acetona
fue utilizado para disolverlo, y se agregd 1,0 mL de la solucién de DMDO. La fase mdvil para el

seguimiento de la reaccion por TLC fue [FM:(7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NH40H)] y la empleada para la
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purificacién por cromatografia en columna [FM: (1:1) (Hex:AcOEt) + 1% NH40H)]. Se obtiene la
7-hidroxindolenina de voacangina 32b (16 mg; 77%) y la 7-hidroxindolenina de la 3-hidroxi
voacangina 39 (4,2 mg, 17%), ambas como un aceite amarillento que solidifica al dejarlo durante la

noche a -18 °C.
(3R,7S)-voacangina-3,7-dihidroxiindolenina (39)

MeO

N
MeO/\o

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8 7.4 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.9 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H),
4.4 (s, 1H), 4.0 (s, 1H), 3.8 (s, 3H), 3.7 (s, 2H), 3.4 - 3.3 (m, 2H), 3.2 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 2.9 (dd, J = 14.3,
2.1Hz, 1H), 2.4 (ddd, J = 14.5, 4.3, 2.5 Hz, 1H), 2.1 - 2.0 (m, 2H), 1.9 (s, 1H), 1.8 - 1.7 (m, 1H), 1.7 - 1.6
(m, 1H), 1.6 - 1.4 (m, 2H), 1.4 - 1.3 (m, 1H), 0.9 (t, J = 7.4 Hz, 3H). **C NMR (126 MHz, CDCls) d 186.4,
173.2, 159.3, 144.8, 143.8, 121.5, 113.9, 108.1, 88.0, 81.7, 58.6, 57.7, 55.8, 53.3, 45.8, 36.6, 35.1, 34.1,
33.9, 26.8, 24.5, 11.6. IR vmax 3408, 2954, 2872, 2359, 1736, 1601, 1555, 1476, 1433, 981, 734 cm™; [a]o
-54.7 (c 0.46, DCM).

6.2.25 Procedimiento general para las oxidaciones de alcaloides de la iboga con

iodo. Preparacion de los compuestos (36a), (36b), (37), (40a) y (40b).

En un baldn de dos bocas, previamente secado y purgado con N2 se coloca el alcaloide en
cuestion y se disuelve en una mezcla THF:H.0 (5:4) (0,072M), con agitacién constante se agrega
NaHCOs sélido (4,5eq), se enfria la solucidn en bafio de agua hielo, luego se agrega gota a gota una
solucién de iodo en THF (0,14 M). La reaccion se monitorea por TLC y se agita a temperatura ambiente
durante el tiempo indicado. Pasado este tiempo, la reaccidn se diluye con DCM, se agrega solucidn
saturada de Na2S:0s3, se observa la decoloracidn de la solucidn marrdn intensa. La fase acuosa se
extrae con DCM (x3), el conjunto de las fases organicas se lava con solucidn saturada de NaCl y se
seca con NazS0.. El solvente se evapora a presion reducida y el crudo de reaccidn se purifica por

cromatografia en columna

Con ibogaina como material de partida (43 mg, 0,137mmol), y iodo (103 mg, 0,411 mmol, 3.0eq)
la cantidad de base utilizada fue NaHCO3 (58 mg, 0,616 mmol). Para TLC (FM: (3:7) (Hex:AcOEt) + 1%
NH.0H), la reaccidn se agit6 5 h, la cromatografia en columna empled (FM: (1:1)— (3:7) (Hex:AcOEt)

+ 1% NH40H). Se obtuvo 3-oxoibogaina 40a (13 mg, 30% de rendimiento) como un sdlido blanco.

Con ibogaina como material de partida (43 mg, 0,137mmol), y iodo (53 mg, 0,209 mmol, 1.5eq) la
cantidad de base utilizada fue NaHCOs (58 mg, 0,616 mmol). Para TLC (FM: (3:7) (Hex:AcOEt) + 1%
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NH.OH), la reaccién se agitd 30 min, la cromatografia en columna empled (FM: (1:1)— (3:7)
(Hex:AcOEt) + 1% NHiOH). Se obtuvo 3-hidroxiibogaina (hemiaminal) (36a) (16 mg, 35% de
rendimiento) como un aceite incoloro que solidifica luego de 12 h a -18 °C (solido amorfo), junto con

28 % del material de partida sin reaccionar.

Con voacangina (2) como material de partida (59 mg, 0,160 mmol), y iodo (115 mg, 0,480 mmol,
3.0eq) la cantidad de base utilizada fue NaHCO3 (61 mg, 0,720 mmol). Para TLC (FM: (1:1) (Hex:AcOEt)
+ 1% NH.OH), la reaccidon se agité 4,5 h, la cromatografia en columna empled (FM: (1:1)— (3:7)
(Hex:AcOEt) + 1% NHi0H). Se obtiene una mezcla de 3-oxovoacangina (lactama) (40b) y el aldehido
37 en una proporcion 0,7:1 (33 mg, 54%). Se obtuvieron fracciones puras de ambos compuestos, para

su analisis experimental mediante sucesivas cromatografias en columna de la mezcla.

Con voacangina (2) como material de partida (59 mg, 0,160 mmol), y iodo (57 mg, 0,240 mmol,
1.5eq) la cantidad de base utilizada fue NaHCOs; (30 mg, 0,360 mmol). Para TLC (FM: (1:1) (Hex:AcOEt)
+ 1% NHiOH), la reaccién se agité 30min, la cromatografia en columna empled (FM: (1:1)— (3:7)
(Hex:AcOEt) + 1% NH.OH). Se obtuvo 3-hidroxivoacangina (hemiaminal) (36b) (14,5 mg, 24% de
rendimiento) como un aceite incoloro que solidifica luego de 12 h a -18 °C (solido amorfo), junto con

75 % del material de partida sin reaccionar.
(3R)-3-hidroxiibogaina (36a)
MeQ
\ N, OH

N

H
'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.6 (s, 1H), 7.1 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.9 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 8.7, 2.4
Hz, 1H), 4.8 (dd, J = 7.3, 2.9 Hz, 1H), 3.8 (s, 3H), 3.7 (ddd, J = 14.3, 4.6, 2.5 Hz, 1H), 3.2 (ddd, J = 16.7,
12.5, 4.6 Hz, 1H), 3.1 (dd, J = 14.2, 3.8 Hz, 1H), 3.0 (s, 1H), 2.8 (ddd, J = 11.3, 4.4, 1.6 Hz, 1H), 2.7 (ddd, J
=16.2,3.8,2.5 Hz, 1H), 2.1 (ddd, J = 13.9, 11.2, 3.0 Hz, 1H), 2.0 (g, J = 2.9 Hz, 1H), 1.7 - 1.5 (m, 3H), 1.5

- 1.4 (m, 3H), 0.9 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 23C NMR (100 MHz, CDCls) 5 154.1, 142.2,130.0, 129.6, 111.0, 110.9,
108.5, 100.3, 82.8, 59.0, 56.0, 52.0, 41.0, 40.2, 33.0, 32.7, 27.6, 24.2, 21.4,12.0.3
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(3R)-3-hidroxivoacangina (36b)

MeO

H =
N
MeO/\o

'H NMR (400 MHz, CDCls) 5 7.8 (s, 1H), 7.1 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.9 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.8 (dd, J =
8.7, 2.5 Hz, 1H), 4.4 (s, 1H), 3.8 (s, 4H), 3.8 (s, 1H), 3.7 (s, 3H), 3.4 (dt, J = 13.7, 5.8 Hz, 1H), 3.4 - 3.3 (m,
1H), 3.1 - 3.0 (m, 2H), 2.7 (dd, J = 13.8, 2.2 Hz, 1H), 2.0 (ddd, J = 13.7, 4.0, 2.4 Hz, 1H), 1.9 (d, J = 2.0 Hz,
0H), 1.7 - 1.4 (m, 3H), 1.4 - 1.3 (m, 1H), 0.9 (t, J = 7.4 Hz, 3H).*C NMR (100 MHz, CDCls) & 174.9, 154.1,
137.0, 130.7, 128.7, 112.1, 111.2, 109.8, 100.6, 86.1, 56.3, 56.0, 54.2, 52.7, 51.3, 37.8, 35.5, 34.5, 26.9,
24.7,21.9, 11.7. IR vmax 3302, 2957, 2936, 1737, 1651, 1473, 1355, 1269, 1028, 970, 823, 734 cm™?; [a]o:

-11.1 (c 0.16, DCM). Reportado anteriormente como una mezcla de epimeros en C3 (R/S),?

3,N4-secovoacangina (37)

MeQO

CHO

'H NMR (400 MHz, CDCls) 5 9.5 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 8.1 (s, 1H), 7.2 (dd, J = 8.8, 1.2 Hz, 1H), 6.9 (d, J
= 2.5 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz, 1H), 3.9 (s, 3H), 3.8 (s, 3H), 3.4 - 3.2 (m, 2H), 3.1 (t, J = 8.9 Hz, 1H),
3.0-28(m, 2H), 25 - 2.4 (m, 2H), 2.2 - 2.1 (m, 1H), 2.1 - 2.1 (m, 1H), 2.0 - 1.9 (m, 1H), 1.9 - 1.7 (m,
1H), 1.7 - 1.6 (m, 1H), 1.6 - 1.5 (m, 1H), 1.5 - 1.4 (m, 1H), 0.9 (td, J = 7.4, 1.4 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz,
CDCls) 5 204.9, 204.8, 173.8, 154.1, 132.4, 131.4, 127.2, 112.4, 111.9, 111.8, 110.6, 110.5, 100.6, 100.6,
675, 67.5,56.0, 55.1, 54.7, 52.8, 52.5, 52.2, 43.9, 43.8, 43.6, 43.2, 34.2, 34.0, 33.5, 33.4, 22.5, 22.2, 15.8,
15.8, 11.4, 11.4. IR vmax 3367, 2932, 2361, 1730, 1663, 1458, 1215, 1151 cm™}; HRMS m/z 385.2125 [M +
H ]* (Calc. for C22H2sN204, 385.2122); [a]o -126.7 (c 0.15, DCM).
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3-oxoibogaina (40a)

MeO
[ Ne©
N
'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 8.2 (s, 1H), 7.1 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.9 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.7 (dd, J = 8.7, 2.4
Hz, 1H), 4.6 (ddd, J = 13.0, 6.4 Hz, 1H), 3.9 (s, 1H), 3.8 (s, 3H), 3.3 (ddd, J = 15.7, 7.2, 6.0 Hz, 1H), 3.2 (dt,
J=10.0, 2.5 Hz, 1H), 3.1 (ddd, J = 12.9, 7.2, 5.4 Hz, 1H), 2.9 (ddd, J = 15.7, 7.0, 5.6 Hz, 1H), 2.6 (s, 1H),
2.1 (ddd, J = 13.2, 10.0, 2.0 Hz, 1H), 1.9 (ddd, J = 13.3, 10.2, 3.3 Hz, 1H), 1.8 (ddd, J = 13.3, 3.2 Hz, 1H),
17 -1.6 (m, 1H), 1.5 (dt, J = 14.3, 7.1 Hz, 1H), 1.4 - 1.3 (m, 3H), 0.9 (t, J = 7.4 Hz, 3H). *3C NMR (100
MHz, CDCls) 8 176.7, 154.0, 139.0, 130.2, 129.3, 111.4, 111.0, 107.6, 100.5, 59.3, 56.0, 46.3, 40.5, 38.9,

38.3,33.2,30.5,27.7,22.0,115. %
MeO

N
MeO/\o

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.9 (s, 1H), 7.1 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.9 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 8.7, 2.4
Hz, 1H), 4.6 - 4.4 (m, 2H), 3.8 (s, 3H), 3.7 (s, 3H), 3.2 - 3.2 (m, 1H), 3.2 - 3.1 (m, 2H), 2.7 - 2.5 (m, 3H),
23-23(m, 1H), 2.0 - 1.9 (m, 1H), 1.7 (dd, J = 9.9, 6.7 Hz, 1H), 1.5 (dq, J = 14.6, 7.3 Hz, 1H), 1.5 - 1.3
(m, 3H), 1.0 (t, J = 7.4 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) 5 175.8, 173.0, 154.2, 134.7,130.8, 128.2, 112.6,
111.4,109.2, 100.5, 72.8, 56.1, 56.0, 53.0, 42.7, 38.2, 36.0, 35.5, 31.0, 27.6, 21.2, 11.4. 26

6.2.26 (7S)-7-hidroxiindolenina de la voacristina (41).

En un procedimiento analogo al descrito en 6.2.26 pero empleando voacristina (35 mg,
0,092mmol) como material de partida, se utilizaron las siguientes cantidades: NaHCOs sélido (23 mg,
0,414 mmol, 4,5eq) y iodo (66 mg, 0,276 mmol, 3,0 eq). La reaccidn se sigue por TLC (FM: (3:7)
(Hex:AcOEt) + 1% NHiOH), la purifica por cromatografia en columna empled (FM: (1:1)— (3:7)
(Hex:AcOEt) + 1% NH.OH). Se obtiene 7-hidroxiindolenina de la voacristina 41 (10 mg, 30% de

rendimiento) como un sélido blanco.

MeO
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'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.4 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.9 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz, 1H),
4.1 - 4.1 (m, 2H), 3.8 (s, 3H), 3.7 (s, 3H), 3.6 (ddd, J = 15.6, 13.0, 3.4 Hz, 1H), 3.4 (s, 1H), 2.9 (ddd, J =
14.9, 4.6, 1.8 Hz, 1H), 2.8 (dt, J = 9.2, 3.2 Hz, 1H), 2.8 (dd, J = 14.0, 2.0 Hz, 1H), 2.7 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 2.5
(ddd, J = 14.0, 4.7, 2.7 Hz, 1H), 2.1 - 2.1 (m, 2H), 2.0 - 2.0 (m, 2H), 1.9 - 1.9 (m, 1H), 1.8 (dd, J = 14.8,
4.0Hz, 0H), 1.6 - 1.6 (m, 1H), 1.6 - 1.5 (m, 1H), 1.1 (d, J = 6.4 Hz, 3H).3C NMR (100 MHz, CDCls) d 186.2,
173.1, 159.3, 144.7, 143.8, 1215, 114.0, 108.0, 87.9, 71.3, 60.1, 57.5, 55.8, 53.5, 48.1, 47.9, 38.3, 35.3,
33.2,265,229,20.47

6.2.27 (19R)-19-acetoxi voacangina (42).

En baldon de dos bocas previamente secado y bajo nitrégeno, se coloca voacristina 3 (25mg,
0,065mmol) y se disuelve en DCM seco (3mL, 0,02M). Posteriormente se agrega trietilamina (95uL,
0,650mmol, 10eq); anhidrido acético (40uL, 0.392mmol, 6eq) y por ultimo una cantidad catalitica de
DMAP. Se constata el consumo de material de partida por TLC (FM: (6:4) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH),
luego de 24 horas de reaccidn a temperatura ambiente. Se agrega solucion de NaHCOs saturada, y la
fase acuosa se extrae tres veces con DCM. Las fases orgénicas combinadas se secan con NazS0., se
evapora el solvente y se purifica el crudo por cromatografia en columna, con aldmina neutra como
fase estacionaria, FM: (8:2) (Hex:AcOEt). Se obtiene el producto de acetilacién como un sélido

grisaceo (15mg, 53% de rendimiento).

MeQO 0

H ¢
N
MeO/\o

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.6 (s, 1H), 7.1 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.9 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 8.7, 2.4
Hz, 1H), 5.1 (dqg, J = 8.7, 6.2 Hz, 1H), 3.8 (s, 3H), 3.7 (s, 3H), 3.7 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 3.3 (tt, J = 10.6, 5.5
Hz, 1H), 3.2 - 3.1 (m, 2H), 3.0 - 2.9 (m, 2H), 2.8 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 2.6 - 2.5 (m, 1H), 2.0 (s, 3H), 1.9 -
1.9 (m, 2H), 1.7 (t, J = 12.2 Hz, 1H), 1.6 - 1.6 (m, 1H), 1.3 (dd, J = 12.8, 6.7 Hz, 1H), 1.3 (d, J = 6.2 Hz, 3H).
3C NMR (126 MHz, CDCls) & 175.2, 171.0, 154.1, 137.1, 130.5, 129.2, 112.0, 111.1, 110.2, 100.8, 74.2,
56.0,55.7, 54.9, 52.9,52.7,51.0, 42.7, 36.6, 28.7, 26.9, 22.1, 21.4, 18.5.%8

6.2.28 (19R)-19-acetoxi ibogaina (43).

En baldn de dos bocas previamente secado y bajo nitrégeno, se coloca iboxigaina 12 sélida (15
mg, 0,044 mmol) y se disuelve en DCM seco (2mL, 0,02M), se agrega trietilamina (26 puL, 0,178 mmol,
4.0eq) y luego anhidrido acético (13 uL, 0,088 mmol, 2.0eq) de una sola vez, por Gltimo se agrega una
cantidad catalitica de DMAP. Se controla consumo de material de partida por TLC (FM: (1:1)
(Hex:AcOEt) + NHi0H) luego de 2 horas de agitacion. Se agrega solucion de NaHCOs saturada, y la

fase acuosa se extrajo tres veces con DCM, el conjunto de las fases orgéanicas se seca con Na2S0s, y
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se evapora el solvente a presion reducida, el crudo se purifica por cromatografia en columna, con
alumina neutra como fase estacionaria, FM: (8:2) (Hex:AcOEt). Se obtiene el producto de acetilacién

43 como un aceite incoloro (10mg, 66%).

MeO 0

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8 7.5 (s, 1H), 7.1 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.9 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.8 (dd, J = 8.6, 2.4
Hz, 1H), 5.1 (dqg, J = 8.6, 6.2 Hz, 1H), 3.9 (s, 3H), 3.4 - 3.2 (m, 2H), 3.1 - 3.0 (m, 2H), 3.0 - 3.0 (m, 2H),
2.9 (ddd, J=11.7, 4.6, 1.7 Hz, 1H), 2.6 - 2.5 (m, 1H), 2.1 - 2.0 (m, 4H), 1.9 (bs, 1H), 1.8 - 1.6 (m, 3H), 1.4
(ddt, J = 12.8, 5.1, 2.8 Hz, 1H), 1.2 (d, J = 6.2 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) 6 171.2, 154.1, 142.5,
130.1, 129.6, 110.9, 110.8, 109.4, 100.4, 75.2, 56.0, 55.5, 54.0, 49.7, 45.3, 41.1, 34.3, 28.7, 26.1, 21.4, 20.6,
18.7.

6.2.29 19-oxo voacangina (44) mezcla syn:anti..?

En un baldn de dos bocas previamente secado y con atmdsfera de argdn, se agregd una solucién
de cloruro de oxalilo (26 pL, 0,339 mmol, 1,5eq) en DCM (1,2 mL), y enfrié a -78 °C en un bafio de
hielo seco-acetona. A la solucién fria se agrega gota a gota DMSO seco (49 uL, 0,678 mmol, 3eq)
disuelto en DCM (1,0mL). Pasados 5 minutos, se agrega sobre la solucion anterior voacristina (87 mg,
0,226 mmol) disuelta en DCM (1,2 mL, 0,2M), gota a gota y con agitacion constante. Luego de 5
minutos, se agrega DIPEA (236 uL, 0,742 mmol, 6eq), se retira el bafio y la solucion se agita a
temperatura ambiente El consumo del material de partida se verifico mediante TLC (FM:
(6:4)(Hex:EtOAc) + 1% NH.OH). Posteriormente, la solucidn se diluyé con DCM, se afiadié una solucidn
saturada de NaHCOs, y la fase acuosa se extrajo tres veces con DCM. Las capas organicas combinadas
se secaron con Na;S0. anhidro, y el solvente se evaporé a presién reducida. El crudo se purificd
mediante cromatografia en columna (FPM: (7:3)(Hex:EtOAc) + 1% NH.0H, FE: silica). Se obtiene como

producto la mezcla epimérica 44 con proporcién 1:0,54 (syn:anti) (69 mg, 79% de rendimiento).

El isdmero syn se obtuvo puro mediante oxidacion con de Parikh-Doering (ver siguiente

procedimiento 6.2.30).

6.2.30 19-oxo voacangina (syn-44).®

En baldn de una boca seco y bajo atmdsfera de argdn, se coloca voacristina (41mg, 0,207mmol)
se disuelve en DCM (1,8mL, 0,06M), se agrega la trietilamina (148 uL, 1,070mmol, 10eq) y se coloca
la solucién en bafio de agua para mantener la temperatura durante el agregado del oxidante. Se
agrega una solucién recién preparada de SOsPy (88mg, 0,552mmol, 6.0eq) en DMSO (0,55mL, 1,0M)
en alicuotas de 100uL en el correr de 5 minutos. Se monitorea el consumo del material de partida
por TLC (FM: (Hex:AcOEt) (6:4) + 1% NHi0H), el producto revela amarillo palido con reactivo de Brady

a temperatura ambiente. La reaccién se detiene con el agregado de una solucidn 5% de NaHCOs, y se
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extrae con AcOEt x3, las fases orgédnicas combinadas se secan con Na.S0O; anhidro, se evapora el
solvente a presidn reducida y se purifica el crudo por cromatografia en columna (FM: (7:3)

(Hex:AcOEt) + 1% NH40H). Se obtiene la cetona como un sélido amarillo (15mg, 60% de rendimiento).

MeO

N
MeO/\O

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.67 (s, 1H), 7.15 (dd, J = 8.7, 0.6 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.82
(dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 4.25 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.43 - 3.31 (m, 1H), 3.21 - 3.05
(m, 2H), 3.02 - 2.87 (m, 2H), 2.79 (dt, J = 9.0, 2.0 Hz, 1H), 2.64 (dt, J = 13.6, 2.4 Hz, 1H), 2.47 (ddd, J =
10.4, 6.1, 1.8 Hz, 1H), 2.24 (s, 4H), 2.02 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 2.00 - 1.90 (m, 1H), 1.64 - 1.52 (m, 1H).**C
NMR (100 MHz, CDCLls) 6 207.5, 174.3, 153.5, 136.4, 129.8, 128.5, 111.5, 110.6, 109.9, 100.1, 55.6, 55.4,
53.5,52.7,52.3, 50.3, 50.2, 36.5, 27.1, 26.2, 24.0, 21.2.3°

6.2.31 (19R)-19-(metiltio)metoxi ibogaina (46)

En baldn de una boca bajo atmdsfera de argdn, se coloca iboxigaina 12 (30mg, 0,092mmol), se
disuelve en DCM (1,5mL, 0,06M), se agrega la trietilamina (128 uL, 0,920mmol, 10eq) y se coloca la
solucién en bafio de agua para mantener la temperatura durante el agregado del oxidante. Se agrega
una solucidn recién preparada de SOsPy (88mg, 0,552mmol, 6.0eq) en DMSO (0,55mL, 1,0M), en
alicuotas de 100uL, en el correr de 5 minutos. Se monitorea el consumo de material de partida por
TLC (FM: (Hex:AcOEt) (6:4) + 1% NH.OH. La reaccidn se detiene con el agregado de una solucién 5%
de NaHCOs, y se extrae con AcOEt x3, el conjunto de las fases orgdnicas se seca con NazS0. anhidro,
se evapora el solvente a presion reducida y se purifica el crudo por cromatografia en columna (FM:
(7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NH4OH). Se obtiene el S,0-acetal 46 (13 mg, 37% de rendimiento), como un

solido blanco.

MeO

'H NMR (500 MHz, CDs0D) & 7.11 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.69 (dd, J = 8.7, 2.5 Hz,
1H), 4.70 (d, J = 11.4 Hz, 1H), 4.57 (d, J = 11.4 Hz, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.79 - 3.74 (m, OH), 3.30 - 3.23 (m,
1H), 3.09 - 3.00 (m, 3H), 2.94 (s, OH), 2.89 (ddd, J = 11.7, 4.6, 1.7 Hz, 1H), 2.63 - 2.51 (m, 1H), 2.18 (s,
3H), 2.05 (ddd, J = 13.8, 8.6, 5.8 Hz, 1H), 1.92 - 1.87 (m, 1H), 1.83 - 1.73 (m, 1H), 1.64 (tdd, J = 14.4, 6.0,
3.7Hz, 3H), 1.12 (d, J = 6.0 Hz, 3H). *C NMR (126 MHz, CD30D) & 153.6, 142.8,129.8, 129.6, 111.0, 110.4,
108.4, 100.1, 78.0, 73.3, 56.0, 55.9, 54.3, 50.0, 46.3, 40.3, 34.0, 29.0, 26.0, 20.3, 17.3, 14.3. LCMS (APCI)
[M+H]": 387,2.
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6.2.32 19-oxo ibogaina syn y anti (syn-48)(anti-48)

En un baldn de dos bocas, se coloca 44 (69 mg, 0,180mmol) como una mezcla epimérica en C20
de proporcidn (1:0,5) y se disuelve en una mezcla (EtOH:H20) (3:2) (4,5 mL, 0,04 M). Posteriormente
se agrega KOH (101 mg, 1,80 mmol, 10 eq) y se burbujea argdn en la solucién durante 15 minutos a
temperatura ambiente, y durante 5 minutos durante su calentamiento a temperatura de reflujo. El
sistema cerrado se calienta a ebullicion durante 2-3hs, cuando se constata el consumo del material
de partida por TLC (FM: 6:4 (Hex:AcOEt) + 1%NH.OH. La solucién se enfria hasta temperatura
ambiente, y se agrega HClL 5 M (1,34 mL, 6,68 mmol, 37 eq). para luego llevarla a ebullicidn
nuevamente durante 5 minutos para promover la descarboxilacion. El sistema se enfria a
temperatura ambiente y la solucidn se neutraliza por agregado de NaHCO3sélido, hasta no observar
desprendimiento de gas. El etanol se evapora a presion reducida, hasta volumen constante y la fase
acuosa se extrae con AcOEt (x4). Las fases organicas combinadas se secan con Na:S0; anhidro, se
evapora el disolvente a presidn reducida y el crudo resultante se purifica por cromatografia en
columna FM: 7:3 (Hex:AcOEt) + 1%NH.OH. Se obtienen dos isomeros: 44syn (6,9mg, 13%) como un
aceite incoloro y 44 anti (25mg, 48% de rendimiento) como un aceite amarillo, la posicién relativa de

la cadena etilica se estableci6é para ambos isémeros mediante experimentos de NOESY.

MeO
TN §

N

H
IH NMR (500 MHz, CDCls) & 7.62 (s, 1H), 7.16 (dd, J = 8.7, 0.5 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.78
(dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.60 (dd, J = 2.6, 1.6 Hz, 1H), 3.34 - 3.26 (m, 1H), 3.26 - 3.20 (m,
1H), 3.12 (ddd, J = 14.3, 12.5, 3.2 Hz, 1H), 3.06 - 3.03 (m, 1H), 3.03 - 2.98 (m, 2H), 2.68 (ddd, J = 10.6,
4.4, 2.6 Hz, 1H), 2.57 (dt, J = 16.0, 2.8 Hz, 1H), 2.48 (ddt, J = 13.4, 4.4, 3.0 Hz, 1H), 2.20 (s, 3H), 2.16 -
2.08 (m, 1H), 1.99 (dqg, J = 6.8, 3.9, 3.4 Hz, 1H), 1.73 (ddt, J = 13.3, 5.5, 2.8 Hz, 1H), 1.51 (ddt, J = 13.3,

10.6, 2.5 Hz, 1H).*C NMR (126 MHz, CDCls) 6 208.9, 154.1, 142.3, 130.0, 129.5, 111.0, 109.8, 100.2, 56.7,
56.0, 54.4,53.9, 49.3, 39.9, 34.6, 27.8, 26.1, 23.8, 20.3.%

MeO

'H NMR (500 MHz, CDCls) 6 7.71 (s, 1H), 7.12 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.76 (dd, J =
8.7, 2.4 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.43 - 3.27 (m, 4H), 3.22 (ddd, J = 11.0, 6.1, 2.8 Hz, 1H), 3.14 (d, J = 2.5 Hz,
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2H), 2.82 (ddd, J = 11.6, 5.4, 1.5 Hz, 1H), 2.68 - 2.58 (m, 1H), 2.20 (s, 3H), 2.15 - 2.07 (m, 2H), 2.02 -
1.98 (m, 1H), 1.75 (ddt, J = 13.7, 10.8, 3.2 Hz, 1H), 1.62 (ddt, J = 13.0, 5.5, 2.8 Hz, 1H). *C NMR (126 MHz,
CDCls) 3 209.5, 154.0, 142.1, 129.7, 129.4, 111.1, 110.9, 109.6, 100.2, 56.0, 55.4, 54.6, 49.5, 35.5, 34.4,

29.1,25.9, 24.6, 20.2. 31

6.2.33 (19R)-19-formiloxi voacangina (56).

En un vial cerrado de fondo cénico previamente purgado con argdn, se coloca voacristina (41mg,
0,106mmol), se disuelve en acido férmico 99% (4,0mL, 0,02M) a temperatura ambiente y se coloca
una tapa rosca apta para soportar presidn.- El sistema cerradose calienta a 110°C. El avance de la
reaccion se monitorea por TLC (FM (6:4)(Hex:AcOEt) + 1% NH4OH) tomando una alicuota de la solucién
y realizando un reparto NaHCO3/AcQEt,; el material de partida no se consume por completo. Luego
de 4 horas de calentamiento, el sistema se enfria a temperatura ambiente, se agrega agua y AcOEt,
se neutraliza con NaHCOs sélido hasta no observar desprendimiento de gas. Se extrae con AcOEt la
fase acuosa (x3), el conjunto de las fases orgdnicas se seca con Na;SO. anhidro, se evapora el
solvente a presion reducida y se purifica por cromatografia en columna, FM: (8:2) — (6:4) (Hex:AcOEt)
+ 1% NHOH. Se obtiene el producto formilado como un sélido blanco (13,5mg, 31%), y se recupera

un 27% de material de partida sin reaccionar.

MeOQO

N\
MeO/\o

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 8.10 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.14 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.92 (d, J
= 2.4 Hz, 1H), 6.81 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 5.27 - 5.10 (m, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.70 - 3.65 (m,
1H), 3.39 - 3.27 (m, 1H), 3.18 (ddd, J = 6.3, 4.6, 1.7 Hz, 1H), 3.17 - 3.09 (m, 1H), 2.99 - 2.88 (m, 2H), 2.85
- 2.78 (m, 1H), 2.58 (dt, J = 14.6, 3.3 Hz, 1H), 1.92 (ddd, J = 12.3, 3.5, 2.1 Hz, 2H), 1.72 (dddd, J = 12.0,
9.7, 3.9, 1.9 Hz, 1H), 1.70 - 1.58 (m, 1H), 1.32 (d, J = 6.2 Hz, 3H). *C NMR (100 MHz, CDCls) & 175.1,
161.1, 154.0, 136.9, 130.4, 129.1, 112.0, 111.1, 110.1, 100.7, 74.4, 56.0, 55.6, 54.7, 52.9, 52.7, 51.0, 42.5,
36.5,28.7,26.8, 22.1, 18.5.

6.2.34 Tosilato de voacangina-amonio (58a).

En un balédn de dos bocas bajo atmdsfera de nitrégeno a temperatura ambiente, se coloca
voacristina 3 (14mg, 0,038mmol) que se disuelve en DCM seco (1,0mL, 0,04M). A continuacidn, se
agrega trietilamina (11 pL, 0,076mmol, 2eq),seguida de cloruro de tosilo (11mg, 0,057mmol, 1,5eq) y
una cantidad catalitica de DMAP. Se monitorea el consumo de material de partida por TLC (FM (7:3)

(Hex:AcOEt) + 1% NH.0H), y luego de 3hs de agitacién a temperatura ambiente se observa un producto
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mayoritario en un Rf (0,90). La reaccién se diluye con DCM, se agrega solucidn saturada de NaHCOs,
y se agita enérgicamente 10-15min a temperatura ambiente. Se extrae la fase acuosa con DCM x4, y
el conjunto de las fases organicas se analiza por TLC para evidenciar la desaparicién de la mancha
mayoritaria, la cual se transforma en un producto de mayor polaridad. El disolvente se evaporay el
crudo se purifica por cromatografia en columna. FM: (DCM)—(95:5)—(9:1) (DCM:MeCQH) + 1% NH.OH.

Se obtiene el producto de ciclacion intramolecular como un sélido blanco (7mg, 35%).

MeO

Iy,

H
MeO ™\

7

(0]

'H NMR (400 MHz, CDCLls) 5 8.72 (s, 1H), 7.79 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.26 (s, 8H), 7.18 - 7.08 (m, 2H), 6.89
(dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 5.09 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 4.72 (q, J = 6.9 Hz, 1H), 4.68 -
4.61 (m, 1H), 3.97 (dt, J = 12.8, 6.0 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.84 (s, 4H), 3.80 (dd, J = 13.1, 5.4 Hz, 1H), 3.54
- 3.44 (m, 1H), 3.28 - 3.21 (m, 2H), 2.69 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 2.59 - 2.51 (m, 2H), 2.44 (d, J = 14.0 Hz, 1H),
2.33 (s, 4H), 2.31 - 2.23 (m, 2H), 1.89 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 1.87 - 1.81 (m, 1H).*C NMR (100 MHz, CDCls)
0 171.6, 139.2, 133.2, 130.2, 128.6, 125.9, 114.0, 112.1, 106.7, 100.1, 82.6, 64.7, 62.1, 55.9, 55.7, 54.0,
46.0,36.9,25.2,21.3,20.4.%

6.2.35 (19R)-19-cloro voacangina (60).

A temperatura ambiente, en baldn de dos bocas seco y purgado con argdn, se coloca voacristina
3 (33mg, 0,087mmol) que se disuelve en THF seco (1,8 mL). Posteriormente se adiciona DMAP (21mg,
0.173mmol, 2.0eq) y cloruro de mesilo (7,5uL, 0,097mmol, 1,1eq), evidenciando la precipitacidn
instantanea de un sélido blanco para dar una suspensidon homogénea. Se calienta el sistema a 50°C
y se monitorea el consumo de material de partida por TLC (40-50 minutos) (FM (7:3) (Hex:AcOEt) +
1% NH4OH). Se detiene el calentamiento y la solucidn se enfria a temperatura ambiente, se agrega
solucion saturada de NaHCOsy la fase acuosa se extrae con AcOEt (x3). Se seca el conjunto de las
fases organicas con Na;S0:anhidro y se evapora el solvente a presidn reducida. El crudo se purifica
por cromatografia en columna, utilizando aldmina neutra como fase estacionaria, FM: (8:2)—(7:3)
(Hex:AcOEt). Se obtiene 19-clorovoacangina como un aceite incoloro (15mg, 42%), el compuesto

resulta inestable en solucidn de cloroformo, por lo que solo se registré *H NMR, y LC-MS.

Para las reacciones de sustitucion, e intentos de eliminacidn descritas mas adelante: una vez
constatado el consumo de material de partida por TLC el THF se evapora, y el producto crudo es

utilizado sin purificar (sin someterlo a un reparto acuoso).
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MeO

N
MeO/\o

'H NMR (400 MHz, CDCLls) 6 7.73 (s, 1H), 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.81 (dd, J =
8.7, 2.5 Hz, 1H), 4.20 (dq, J = 9.7, 6.5 Hz, 1H), 3.91 (s, 1H), 3.84 (s, 4H), 3.75 (s, 3H), 3.36 - 3.21 (m, 2H),
3.21-3.10 (m, 2H), 2.99 - 2.88 (m, 2H), 2.82 (dt, J = 8.7, 1.8 Hz, 1H), 2.57 (dq, J = 13.5, 2.0 Hz, 2H), 1.97
-1.94 (m, 1H), 1.94 - 1.91 (m, OH), 1.83 (g, J = 2.1 Hz, OH), 1.68 - 1.60 (m, 1H), 1.58 (d, J = 6.4 Hz, 3H),
1.54 - 1.47 (m, 1H). LCMS(ESI) [M+H]*: 403. No se completa la caracterizacidon espectroscépica porque

el compuesto resulta inestable.

6.2.36 (19R)-19-cloro ibogaina (61).

En un balén de dos bocas seco y bajo atmdsfera de argdn, se coloca iboxigaina (15mg,
0,046mmol), se disuelve en THF seco (1 mL) y se agrega DMAP (11mg, 0,091mmol, 2.0eq). A la
solucién a temperatura ambiente se agrega cloruro de mesilo (7,9mg, 0,069mmol, 1,5eq) con
microjeringa sobre la solucidn, se observa la precipitacion de un sélido blanco instantaneamente y
se obtiene una suspension homogénea. Se calienta el sistema a 50°C y se sigue el consumo de
material de partida por TLC (40-50 minutos) (FM (7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NHiOH). Se detiene el
calentamiento y la solucién se enfria a temperatura ambiente, se agrega solucidén saturada de
NaHCOsy la fase acuosa se extrae con AcOEt (x3). Se seca el conjunto de las fases organicas con
Na2S0: anhidro y se evapora el solvente a presion reducida. El crudo se purifica por cromatografia
en columna, FM: (9:1)—(7:3) (Hex:AcOEt). Se obtiene 19-cloroibogaina como un aceite incoloro (2mg,

15%), se registra *H NMR en benceno-dé, y LC-MS.

Para las reacciones de sustitucion y eliminacién descritas mas adelante: una vez constatado el
consumo de material de partida por TLC el THF se evapora, y el producto crudo es utilizado sin

purificar (sin reparto acuoso).

MeO

'H NMR (400 MHz, CsDs) 8 7.08 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.01 - 6.93 (m, 1H), 6.32 (s, 1H), 4.20 (dqg, J = 9.4, 6.4
Hz, 1H), 3.63 (s, 3H), 3.23 - 3.01 (m, 2H), 2.88 - 2.78 (m, 3H), 2.77 (s, 1H), 2.50 - 2.35 (m, 1H), 2.20 (ddd,
J=116, 4.6,1.7 Hz, 1H), 1.88 - 1.80 (m, 1H), 1.77 (ddd, J = 9.8, 4.6, 1.9 Hz, 1H), 1.73 - 1.62 (m, 2H), 1.56
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(dg, J = 6.2,3.1 Hz, 1H), 1.45 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.37 (ddt, J = 10.4, 4.7, 2.9 Hz, 1H). LCMS (APCI) [M+H]*:

345,4. No se completa la caracterizacion espectroscdpica porque el compuesto resulta inestable.

6.2.37 Cloruro de ibogaina-amonio (62)

Una muestra muestra se rotaevapora y retoma en DMS0-d6, se registra *H NMR y se observé
que la identidad de la muestra cambia, produciendo de forma cuantitativa el cloruro del amonio

producto de la ciclacién intramolecular.

MeQO
_ClI

Z+

|
;

'H NMR (500 MHz, DMSO0) 6 10.88 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 7.23 - 7.14 (m, 1H), 6.97 (d, J = 2.3 Hz, 1H),

6.80 - 6.64 (m, 1H), 4.97 (dd, J = 5.8, 2.3 Hz, 1H), 4.04 (g, J = 6.8 Hz, 1H), 3.85 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 3.75

(s, 4H), 3.67 (dt, J = 12.4, 3.2 Hz, 1H), 3.60 - 3.43 (m, 3H), 3.23 (ddd, J = 17.4, 5.1, 2.5 Hz, 1H), 3.13 (ddd,

J=175,12.2, 5.7 Hz, 1H), 2.56 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 2.40 (s, 1H), 2.24 - 2.11 (m, 2H), 1.92 (dd, J = 14.1,

5.4 Hz, 1H), 1.65 (d, J = 6.8 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz, DMSO0) & 153.8, 139.8, 129.6, 111.9, 111.6, 105.0,
100.7, 82.1, 66.3, 59.1, 55.9, 53.5, 37.3, 34.0, 30.0, 29.9, 24.5, 19.7, 13.6.3

6.2.38 (7S,19R)-7-hidroxiindolenina de la 19-cloro voacangina (63).

Este producto se obtuvo de forma exclusiva en las siguientes condiciones de eliminacidn, sin
detectar presencia del alqueno deseado. Se realizé el procedimiento descrito en 7.2.33 con
voacristina (8 mg, 0,021mmol) para obtener un crudo de reaccién (19-clorovoacangina) que se
disuelve en 1,0mL de una solucion 0,11M de (tBuOK : éter 18-c-6)(1:1). El sistema se calienta a
temperatura de reflujo, por 4 horas. Luego, se deja llegar a temperatura ambiente, se diluye con
AcOEt y se realiza un reparto acuoso con solucion saturada de NaHCOs. La fase acuosa se extrae con
AcOEt x3, el conjunto de las fases organicas se seca con NazS0. anhidro, se evapora el solvente a
presion reducida, y el crudo se purifica por cromatografia en columna FM: (8:2)—(7:3) (Hex:AcOEt) +
1% NH.OH. Se obtiene la 7-hidroxiindolenina correspondiente como un aceite incoloro, (3,8mg, 52%

de rendimiento).

MeO

N
MeO/\O

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.37 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.82 (dd, J = 8.4, 2.6 Hz,
1H), 4.17 - 4.11 (m, 2H), 4.06 (s, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.50 - 3.41 (m, 2H), 2.92 (ddd, J = 14.7,
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4.5, 1.4 Hz, 2H), 2.77 (dt, J = 8.8, 3.2 Hz, 2H), 2.74 - 2.67 (m, 3H), 2.49 (ddd, J = 13.9, 4.4, 2.7 Hz, 2H),
2.02 - 1.93 (m, 3H), 1.93 - 1.80 (m, 1H), 1.69 (q, J = 9.0 Hz, 1H), 1.55 (d, J = 6.4 Hz, 8H), 1.45 (dd, J =
13.1, 7.6 Hz, 1H).*C NMR (100 MHz, CDCls) 3 186.1, 173.4, 159.2, 144.7, 144.1, 121.4, 113.7, 108.0, 88.2,
62.8, 60.4, 58.3, 56.3, 55.7, 53.3, 48.8, 48.3, 45.2, 34.3, 34.0, 31.5, 29.7, 26.9, 23.4, 21.0, 14.2. GCMS(IE)
(m/z): 382 [M]", 365, 323.

6.2.39 18,19-dehidroibogaina (55) y 19-etoxiibogaina (64).3*

Se realiza el procedimiento descrito en 7.2.34 con iboxigaina (50 mg, 0,153 mmol), el producto
crudo (19-cloroibogina) se retoma en una solucidn de etdxido en etanol recién preparada a partir de
2mL de etanol y sodio metalico (35mg, 10eq). La solucién se calenté a 50 °C durante 2,5 horas, y se
monitorea el progreso de la reaccién por TLC FM: (7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH. Pasado este tiempo
la solucidn se enfria a temperatura ambiente, se diluye con AcOEt y se agrega solucidn saturada de
NaHCOs. La fase acuosa se extrae con AcOEt (x3), el conjunto de las fases orgénicas se seca con
Na2S0., y se evapora el solvente a presidn reducida. El crudo obtenido se purifica por cromatografia
en columna FM: (8:2)—(7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH para obtener 18,19-dehidroibogaina como un
aceite incoloro (13 mg, 27% de rendimiento) y 19-etoxiibogaina como un sélido blanco (11 mg, 20%

de rendimiento).3

18,19-dehidroibogaina (55)

N X
H

'H NMR (400 MHz, Me0OD) 5 7.10 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 8.7, 2.4
Hz, 1H), 6.11 (ddd, J = 17.6, 10.3, 7.7 Hz, 1H), 5.08 (d, J = 17.3 Hz, 1H), 5.00 (dd, J = 10.2, 1.0 Hz, 1H),
3.80 (s, 3H), 3.40 - 3.32 (m, 1H), 3.31 - 3.23 (m, 1H), 3.19 - 3.04 (m, 3H), 2.99 (dt, J = 9.6, 3.0 Hz, 1H),
2.94 (s, 1H), 2.73 - 2.60 (m, 1H), 2.47 (q, J = 8.9, 8.1 Hz, 1H), 2.15 (ddt, J = 14.0, 11.8, 2.5 Hz, 1H), 1.99 -
1.89 (m, 1H), 1.90 (s, 2H), 1.65 (dq, J = 13.3, 3.3 Hz, 1H), 1.51 (ddd, J = 11.6, 6.0, 3.1 Hz, 1H). **C NMR
(100 MHz, MeOD) 3 154.9, 144.4, 143.5,131.9, 131.0, 114.0, 111.8, 111.3, 108.8, 101.1, 61.5, 56.3, 55.7,
50.8, 45.5, 41.2, 34.9, 31.9, 27.4, 21.4.3

19-etoxiibogaina (64)

MeO

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.68 (s, 1H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.76 (dd, J
= 8.6, 2.4 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.69 (dg, J = 9.3, 6.9 Hz, 1H), 3.51 - 3.38 (m, 1H), 3.38 - 3.27 (m, 2H), 3.16
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- 3.08 (m, 2H), 3.03 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 2.96 (s, 1H), 2.87 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 2.60 (d, J = 15.9 Hz, 1H),
2.11 - 2.01 (m, 1H), 1.90 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 1.88 - 1.77 (m, 1H), 1.67 (ddt, J = 15.0, 4.8, 2.4 Hz, 1H), 1.62
- 151 (m, 1H), 1.22 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 1.13 (d, J = 6.0 Hz, 3H).*C NMR (100 MHz, CDCls) & 153.0, 128.9,
128.6,128.3, 109.9, 109.8, 99.3, 78.3, 63.4, 55.0, 53.3, 49.1, 46.3, 43.2, 33.2, 28.5, 25.0, 19.4, 16.7, 14.7. *

6.2.40 (19R)-19-ciano voacangina (67).

En un baldn de dos bocas seco y bajo atmdsfera de argdn, se coloca voacristina (15mg,
0,039mmol), KCN seco (25mg, 0,390mmol, 10eq), DMAP (9,5mg, 0,078mmol, 2,0eq), éter 18-c-6
(12,5mg, 0,047mmol) y por Gltimo MeCN seco (2mL). La suspensidn se agita a temperatura ambiente
y se agrega cloruro de mesilo (4,0uL, 0,047mmol, 1,2eq) lo que provoca la aparicién instantdnea de
un precipitado blanco. El sistema se calienta a 50°C y la reaccion se monitorea por TLC FM (7:3)
(Hex:AcOEt) + 1% NH.OH. El sistema se lleva a reflujo por 2 horas, luego se enfria a temperatura
ambiente, la reaccién se diluye con AcOEt y se agrega solucidn saturada de NaHCOs. La fase acuosa
se extrae con AcOEt (x4). EL conjunto de las fases orgéanicas se seca con Na;S0,anhidro, se evapora
el solvente a presién reducida, y el crudo se purifica por cromatografia en columna, FM:

(8:2)—(75:25)—(7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NHi0H. Se obtiene 27 (8mg, 52%) como un sélido blanco.

MeO

H N
N
MeO/\O

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.69 (s, 1H), 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.82 (dd, J =
8.7, 2.4 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 3.61 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 3.33 (ddd, J = 15.2, 8.9, 5.8 Hz, 1H),
3.25-3.10 (m, 2H), 3.01 - 2.89 (m, 3H), 2.83 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 2.60 - 2.52 (m, 1H), 1.99 - 1.96 (m, 2H),
1.96 - 1.89 (m, 1H), 1.69 - 1.58 (m, 1H), 1.47 - 1.38 (m, 1H), 1.34 (d, J = 7.1 Hz, 3H).3C NMR (100 MHz,
CDCls) d 174.7, 154.1, 136.5, 130.4, 129.0, 123.0, 112.2, 111.2, 110.0, 100.7, 56.0, 55.3, 54.4, 52.9, 52.8,
51.0, 40.7, 36.4, 30.6, 29.2, 26.9, 22.0, 16.2.
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6.2.41 (19R)-19-azido voacangina (68).

Se lleva a cabo el procedimiento descrito en 7.2.33 con voacristina (15 mg, 0,039mmol), para
obtener un crudo de reaccién (19-clorovoacangina) que se disuelve en una mezcla MeCN:H20 (1:1)
(2mL). Posteriormente se agrega NaNs(25mg, 0,390mmol, 10eq) y el sistema se lleva a temperatura
de reflujo. La reaccion se monitorea por TLC FM (7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH durante 2 horas horas
de calentamiento. Pasado este tiempo, el sistema se enfria a temperatura ambiente, se agrega
solucién saturada NaHCOsy AcOEt, y la fase acuosa se extrae con AcOEt (x4). El conjunto de las fases
organicas se seca con Na:S0:anhidro, se destila el solvente a presidn reducida, y el crudo se purifica
por cromatografia en columna, FM: (8:2)—(75:25)—(7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH. Se obtiene el azido

compuesto como un sélido blanco (8mg, 50%).

MeO

N
MeO/\O

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.67 (s, 1H), 7.14 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.82 (dd, J
= 8.7, 2.4 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.63 (s, 1H), 3.65 - 3.56 (m, 1H), 3.33 (ddd, J = 15.3, 9.0, 5.6
Hz, 1H), 3.23 - 3.11 (m, 2H), 2.98 - 2.90 (m, 2H), 2.82 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 2.56 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 1.98
- 1.88 (m, 2H), 1.79 (t, J = 11.1 Hz, 1H), 1.50 - 1.44 (m, 1H), 1.44 - 1.38 (m, 1H), 1.34 (d, J = 6.5 Hz,
3H).2*C NMR (100 MHz, CDCls) & 175.0, 154.0, 136.9, 130.4, 129.1, 112.0, 111.1, 110.0, 100.8, 61.7, 56.0,
55.9, 54.7, 53.0, 52.7, 51.0, 43.3, 36.4, 29.7, 26.9, 22.1, 17.8. LCMS: [M+H]*: 410. IR vmax: 3385, 2934,
2863, 2101, 1719, 1489, 1454, 1252, 734 (cm™?).

6.2.42 (19R)-19-amino voacangina (69).

En un baldn de una boca bajo atmdsfera de argdn, se coloca una solucién de la azida 68 (8mg,
0,019mmol) en THF seco (0,5mL, 0,20M), se agrega trifenilfosfina (26mg, 0,097mmol) y se agita a
temperatura ambiente durante la noche. Luego de que se evidencia el consumo del material de
partida por TLC FM (7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH, se agrega agua en exceso (0,5mL), y el sistema se
calienta a reflujo por 2 horas. Luego, la solucidn se enfria a temperatura ambiente, se agrega AcOEt.
El disolvente se evapora a presion reducida, para obtener un crudo se purifica por cromatografia en
columna, FM: (9:1) (AcOEt:MeOH) + 1% NH.OH. Se obtiene la amina primaria como un sélido amarillo

(7,5mg, 90% de rendimiento).
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MeO

R
MeO/\O

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.87 (s, 1H), 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.81 (dd, J =
8.7, 2.4 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.73 (s, 1H), 3.72 (s, 3H), 3.45 - 3.31 (m, 1H), 3.20 (dd, J = 12.4, 6.1 Hz, 1H),
3.17 - 3.08 (m, 1H), 3.04 - 2.96 (m, 1H), 2.93 (dd, J = 7.7, 4.7 Hz, 1H), 2.81 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 2.58 (d, J
= 13.4 Hz, 1H), 1.97 - 1.87 (m, 1H), 1.71 (t, J = 12.3 Hz, 1H), 1.54 (dt, J = 13.5, 7.5 Hz, 1H), 1.34 - 1.27
(m, OH), 1.14 (d, J = 6.4 Hz, 2H). **C NMR (100 MHz, CDCls) 6 175.1, 154.0, 136.9, 130.6, 128.9, 112.0,
111.2,109.9, 100.7, 57.4, 56.0, 54.9, 53.0, 52.7, 52.6, 51.4, 50.3, 43.2, 36.4, 277.0, 26.9, 21.9, 21.2.

6.2.43 (19R)-19-ciano ibogaina (75).

En baldn de dos bocas bajo atmdsfera de argdn, se coloca iboxigaina (30mg, 0,092mmol), KCN
seco (65mg, 0,920mmol, 10eq), DMAP (23mg, 0,184mmol, 2,0eq), éter 18-c-6 (30mg, 0,111mmol,
1,2eq), por ultimo, se agrega MeCN seco (3,7mL) y la suspension se agita a temperatura ambiente.
Se agrega cloruro de mesilo (9uL, 0,111 mmol, 1,2eq) a la solucién a temperatura ambiente, se
observa la aparicion instantdnea de un precipitado blanco. El sistema se calienta a reflujo y la
reaccion se sigue por TLC FM (1:1) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH. Pasadas 3 horas se enfria a temperatura
ambiente, la reaccidn se diluye con AcOEt y se agrega solucidon saturada de NaHCOs, la fase acuosa
se extrae con AcOEt (x4). EL conjunto de las fases orgéanicas se seca con Na;S0. anhidro, se evapora
el solvente a presion reducida, y el crudo se purifica por cromatografia en columna, FM: (7:3)
(Hex:AcOEt) + 1% NH.OH. Se obtiene el producto como un aceite incoloro, que solidifica a -18°C

(10,6mg, 35% de rendimiento).

MeO

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.61 (s, 1H), 7.18 (dd, J = 8.7, 0.5 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.81 (dd,
J=8.7, 2.4 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.41 - 3.31 (m, 2H), 3.15 - 3.06 (m, 2H), 3.03 (ddt, J = 9.6, 5.8, 3.4 Hz,
1H), 2.99 - 2.96 (m, 1H), 2.95 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 2.91 (ddd, J = 11.6, 4.5, 1.7 Hz, 1H), 2.64 (ddd, J = 15.6,
3.7,1.5 Hz, 1H), 2.14 - 2.04 (m, 1H), 2.04 - 1.99 (m, 1H), 1.97 (p, J = 2.9 Hz, 1H), 1.86 (tdd, J = 10.4, 5.1,
2.0 Hz, 1H), 1.72 (ddt, J = 13.3, 4.6, 3.0 Hz, 1H), 1.55 (ddt, J = 13.3, 5.2, 2.7 Hz, 1H), 1.30 (d, J = 7.0 Hz,
3H).*C NMR (126 MHz, CDCls) & 154.1, 142.0, 130.0, 129.6, 123.8, 111.1, 110.9, 109.2, 100.4, 56.0, 54.7,
54.1, 49.6, 43.3, 40.5, 34.1, 30.9, 30.0, 26.1, 20.5, 16.4. LCMS (APCI)(m/z): 336,6 [M+H]".
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6.2.44 (19R)-19-azido ibogaina (73).

Se realizo el procedimiento descrito en 7.2.34 con iboxigaina (28 mg, 0,086 mmol), el producto
crudo (19-cloroibogina) se disolvié en una mezcla MeCN:H20 (1:1) (3mL) y se agregd NaNs (56mg,
0,860mmol, 10eq). El sistema se lleva a reflujo, se observa la disolucidon completa de los reactivos,
el desarrollo de la reaccion se monitored por TLC FM (6:4) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH. El calentamiento
se mantuvo por 2 horas, pasado este tiempo, el sistema se enfrid a temperatura ambiente, se agrega
solucién saturada NaHCO3y AcOEt, la fase acuosa se extrae con AcOEt (x4). El conjunto de las fases
organicas se seca con Na:S0:anhidro, se destila el solvente a presién reducida, y el crudo se purifica
por cromatografia en columna, FM: (8:2)—(75:25)—(7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH. Se obtiene el azido

compuesto como un aceite incoloro (21mg, 70% de rendimiento).

MeO

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.59 (s, 1H), 7.17 (dd, J = 8.7, 0.5 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.81 (dd,
J=8.7, 2.4 Hz, 1H), 3.89 (s, 3H), 3.58 (dqg, J = 9.8, 6.4 Hz, 1H), 3.40 - 3.31 (m, 2H), 3.16 - 3.07 (m, 2H),
3.03 (dt, J = 9.5, 2.9 Hz, 1H), 2.98 (s, 1H), 2.87 (ddd, J = 11.6, 4.6, 1.7 Hz, 1H), 2.65 - 2.58 (m, 1H), 2.12 -
2.04 (m, 1H), 1.95 (p, J = 2.9 Hz, 1H), 1.90 - 1.81 (m, 1H), 1.74 - 1.68 (m, 1H), 1.68 - 1.58 (m, 2H), 1.32
(d, J = 6.4 Hz, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCls) & 154.1, 142.5, 130.0, 129.6, 110.9, 110.9, 109.3, 100.4,
62.9,56.0,55.7, 54.2, 49.9, 45.8, 40.9, 34.1, 29.8, 26.1, 20.6, 18.0. LCMS (APCI)(m/z): 351,4 [M+H]".

6.2.45 (R,S)-19-metilsulfoxi ibogaina. (76)

Se lleva a cabo el procedimiento descrito en 7.2.34 con iboxigaina (30 mg, 0,091 mmol), para
producir un crudo de reaccién (19-cloroibogina) que se disuelve en una mezcla MeCN seco (1,8mL).
Posteriormente se agrega CHsSNa (64mg, 0,919mmol, 10eq) y el sistema se lleva a temperatura de
reflujo, lo que provoca la disolucion completa de los reactivos. La conversion de la reaccién se
monitorea por TLC FM (6:4) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH. El calentamiento se mantiene por 1,5 horas, y
pasado este tiempo, el sistema se enfria a temperatura ambiente, se diluye con AcOEt, y se adiciona
silica-gel. El solvente se destila a presién reducida, y el crudo adsorbido en silica fue utilizado para
la siembra sdlida de una columna cromatografica, FM: (8:2)—(75:25)—(7:3) (Hex:AcOEt) + 1% NH0H.
Se obtiene el tiol como un aceite incoloro (27mg, 84% de rendimiento), el cual se oxida
espontaneamente (con oxigeno atmosférico) al sulféxido correspondiente (mezcla epimérica); luego

de 72 horas la conversion es completa.

MeQ
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'H NMR (400 MHz, Me0OD) 6 7.10 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.89 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 8.6, 2.5
Hz, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.38 - 3.22 (m, 3H), 3.18 - 3.09 (m, 2H), 3.09 - 3.02 (m, 2H), 2.99 (ddd, J = 9.4, 6.1,
2.9 Hz, 1H), 2.69 - 2.61 (m, 1H), 2.18 - 2.07 (m, 1H), 1.94 (s, 3H), 1.90 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 1.88 - 1.79 (m,
1H), 1.65 (d, J = 10.2 Hz, 2H), 1.28 (d, J = 6.8, 3H). **C NMR (100 MHz, Me0OD) 6 154.9, 143.5,131.8, 131.2,
111.8, 111.3, 108.9, 101.1, 62.9, 57.2, 56.3, 55.1, 50.6, 49.6, 49.4, 49.2, 49.0, 48.8, 48.6, 48.4, 42.4, 41.5,
34.9,31.5-31.3(m), 27.6, 22.1, 21.6, 8.1.

6.2.46 (19R)-19-fluoro ibogaina (77).

En un tubo sellado seco y purgado con argdn, se coloca iboxigaina (35mg, 0,107mmol), se
disuelve en MeCN seco (2,7mL, 0,04M) y la solucidn se agita a temperatura ambiente. Se agrega el
reactivo de Burgess (hidréxido de (metoxicarbonilsulfamoil)trietil-amonio) (30mg, 0,128mmol, 1,2eq)
y el sistema se calienta a 40 °C por una hora. Pasado este tiempo el sistema se enfria, se agrega CsF
(162 mg, 1,070 mmol, 10 eq), y luego se vuelve a calentar pero esta vez a 90 °C durante 3 horas. La
reaccién se monitorea por TLC FM (1:1) (Hex:AcOEt) + 1% NH.OH y pasadas las 3 horas, se enfria a
temperatura ambiente, se diluye con AcOEt y se agrega solucion saturada de NaHCOs. La fase acuosa
se extrae con AcOEt (x4) y el conjunto de las fases organicas se seca con Na2S0sanhidro. Se evapora
el solvente a presion reducida, y el crudo se purifica por cromatografia en columna, FM: (9:1)
(Hex:AcOEt) + 1% NH.OH. Se obtiene el producto como un sélido amorfo incoloro (18mg, 51% de

rendimiento).

MeO

IH NMR (500 MHz, CDCls) & 7.58 (s, 1H), 7.17 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.80 (dd, J =
8.7, 2.4 Hz, 1H), 4.73 (ddq, J = 48.4, 9.0, 6.1 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.40 - 3.28 (m, 2H), 3.18 - 3.02 (m,
3H), 2.93 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 2.90 (ddd, J = 11.5, 4.7, 1.6 Hz, 1H), 2.65 - 2.56 (m, 1H), 2.11 (ddt, J = 14.3,
11.9, 3.0 Hz, 1H), 1.96 (t, J = 2.9 Hz, 1H), 1.84 (ddd, J = 8.1, 5.9, 2.3 Hz, 2H), 1.74 (tdd, J = 13.1, 4.8, 2.5
Hz, 1H), 1.37 (dd, J = 24.7, 6.1 Hz, 3H). ¥C NMR (126 MHz, CDCls) & 154.1, 142.6, 130.0, 129.6, 110.9,
110.9, 109.4, 100.3, 96.1, 94.8, 56.0, 55.7, 55.6, 54.2, 50.0, 46.6, 46.5, 40.8, 34.3, 28.6, 28.6, 25.9, 20.5,
19.7, 19.6. LCMS (APCI)(m/z): 329,6 [M+H]".

6.2.47 T-acetil-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de metilo (80).%

En un baldn seco y bajo atmosfera inerte de argdn, en bafio de hielo se coloca MeOH (calidad
HPLC)(700mL), y se adiciona NaBH. (37,89, 1mol) en porciones, teniendo en cuenta que la disolucién
es exotérmica y produce liberacidon de gas (hidrégeno). Luego, se agrega piridina (79g, 1mol), y el
sistema se enfria a -70 °C (hielo seco + acetona), controlando la temperatura interna de la solucién,
para gue no supere los -55 °C. Finalmente se agrega cloroformiato de metilo (94,59, 1mol) gota a

gota. La agitacion magnética vigorosa se mantiene durante el periodo de agregado
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(aproximadamente 3 horas), y se observa la aparicién de precipitado blanco. Finalizada la adiciédn, la
agitacién se mantiene durante 1 hora, con un control estricto de la temperatura. Posteriormente, la
mezcla de reaccidn se vierte en H20 (500 mL), y el MeOH se evapora parcialmente de la mezcla por
destilacién a presidn reducida. La fase acuosa se extrae con Et20 (3x 500 mL), y el combinado de
fases organicas se lava con solucién saturada de NaCl (3 x 500 mL), se seca con Na;S0. anhidro, y se
destila el disolvente a presidn reducida. El crudo conteniendo mayoritariamente la dihidropiridina, se
filtra por silica gel utilizando una mezcla (1:1) (Hex:AcOEt) como eluyente. Se obtiene el producto
como un aceite incoloro (95g, 68% de rendimiento) que fue utilizado en el siguiente paso sin otra

purificacidn.

La dihidropiridina obtenida (95g, 0,682mol) se coloca en un tubo sellado seco y purgado con
argén junto con metilvinilcetona (90mL, 1,08mol, 1,6eq), el sistema se calienta a 75-79 °C por 48
horas, el consumo de dihidropiridina se monitorea por GCMS. Pasado este tiempo la reaccién se
enfria a temperatura ambiente se destila la metilvinilcetona a presidn reducida y el crudo (aceite
naranja) se disuelve en MeOH 500mL, y se agrega MeONa (18,4g, 0,34mol, 0,5eq). La solucidn se agita
a temperatura ambiente por 2 horas, para producir la interconversién de epimeros que se monitorea
por GCMS. Pasado este tiempo, se agrega agua destilada (100mL) y el MeOH se destila a presion
reducida, el residuo se retoma en DCM (800mL) y se lava con agua (2x 500mL), y solucién saturada
de NaCl (500mL). La fase organica se seca con Na2S0; anhidro, se filtra y el solvente se evapora a
presién reducida. El crudo se purifica por cromatografia en columna FM: (9:1)->(7:3) (Hex:AcOEt) +
1% NHiOH, para obtener el producto como un aceite amarillo (99g, 70% de rendimiento), es una
mezcla epimérica de proporcidn (35:65)(endo:exo). La asignacién de la proporcidn epimérica se hizo
en base a lo reportado en la referencia,®® la proporcidn relativa de los epimeros se establecid por
GCMS.
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'H NMR (400 MHz, CDCls) 3 6.56 - 6.38 (m, 3H), 6.30 (ddd, J = 7.9, 6.0, 1.6 Hz, 1H), 5.22 - 4.93 (m,
2H), 3.70 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.29 (dd, J = 10.0, 2.3 Hz, 2H), 3.17 - 3.06 (m, 1H), 2.92 (dt, J = 10.0, 2.7
Hz, 2H), 2.89 - 2.73 (m, 2H), 2.31 (s, 3H), 1.98 - 1.66 (m, 2H). GCMS(IE) (m/z): 209 [M]*. *
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6.2.48 7-(propen-2-il)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de metilo (86).%

En un baldn seco y bajo atmosfera de argdn, se coloca la sal de bromuro de metiltrifenilfosfonio
(1,2g, 3,35mmol, 1,4eq) previamente secada a vacio durante 15 minutos a 50°C, y se disuelve en una
mezcla THF:HMPA (4,5:0,5) (12mL). La solucidn se agita vigorosamente y se agrega lentamente una
solucién 1M de hexametildisilazano de potasio (3,1mL, 3,1mmol, 1,3eq) lo que genera un color rojo
intenso. El sistema se agita durante 15 minutos a temperatura ambiente, y luego se enfria a -78°C en
un bafio de hielo seco/acetona. Se agrega una solucidn de la cetona (0,5g, 2,39mmol) en THF seco (2
mL), gota a gota, y finalizada la adicidn, se retira el bafio y la solucidn se lleva a temperatura ambiente
durante un periodo de dos horas. EL consumo total del material de partida fue controlado por TLC,
FM: (8:2) (Hex:EtOAc). Una vez finalizada la reaccion, se agrega agua destilada (30mL), y la fase
acuosa se extrae con AcOEt (x3). Luego, la combinacién de las capas orgéanicas se lava con una
solucién saturada de NaHCOs y luego de NaCl. Se seca con Naz2S0. anhidro, y el solvente se destila a
presién reducida. El crudo de reaccidn se purifica por cromatografia en columna FM: (95:5)
(Hex:AcOEt), para obtener el alqueno correspondiente como un aceite incoloro (0,399, 80% de
rendimiento). Se trata de una mezcla epimérica de proporcién (36:64)(endo:exo), la asignacidn se
realizéd asumiendo que la proporcién original del material de partida no cambia, por tanto se

mantiene el mayoritario (exo).
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'H NMR (500 MHz, CDCls) d 6.52 (dddd, J = 27.0, 7.9, 6.2, 1.5 Hz, 1H), 6.45 - 6.23 (m, 2H), 4.89 -
4.83 (m, 2H), 4.80 - 4.73 (m, 1H), 4.70 - 4.55 (m, 1H), 3.71 (d, J = 13.2 Hz, 2H), 3.67 (d, J = 2.1 Hz, 3H),
3.36 - 3.22 (m, 2H), 3.01 (dddd, J = 23.9, 11.1, 7.0, 2.7 Hz, 2H), 2.84 - 2.74 (m, 2H), 2.72 (d, J = 7.8 Hz,
0H), 2.22 (dt, J = 11.6, 6.0 Hz, 1H), 1.91 (tdd, J = 12.5, 9.9, 3.3 Hz, 1H), 1.82 (d, J = 15.8 Hz, 3H), 1.71 (d,
J=5.8Hz, 2H), 1.63 (qt, J = 12.2, 3.2 Hz, 1H), 1.52 (dddd, J = 18.7, 13.0, 5.6, 2.2 Hz, 1H), 1.39 - 1.27 (m,
1H). *C NMR (126 MHz, CDCls) 6 145.9, 134.1, 134.0, 133.7, 133.7, 133.2, 133.1, 131.2, 130.6, 129.6,
110.7, 110.5, 110.4, 110.3, 52.3, 52.2, 49.1, 48.9, 48.5, 48.4, 48.4, 48.2, 46.8, 46.5, 45.8, 45.6, 45.3, 31.3,
31.0,30.7, 30.5, 29.2, 29.1, 27.0, 26.7, 22.4, 22.3. LCMS (APCI)(m/z): 208 [M+H]".
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6.2.49 7-(but-2-en-2-il)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de metilo, (87)

mezcla de isdmeros.3¢

En un baldn seco y bajo atmosfera de argdn, se colocé bromuro de etiltrifenilfosfonio (745mg,
2,0mmol, 1,4eq) previamente secada a vacio durante 15 minutos a 50°C, la sal se disolvié en una
mezcla THF:HMPA (4,5:0,5) (7mL), la solucidn se agit6 vigorosamente y se agrega una solucién 1M de
hexametildisilazano de potasio (1,86mL, 1,86mmol, 1,3eq) lentamente. La solucién toma un color
marron intenso, se agité durante 15 minutos a temperatura ambiente, y luego se enfrié a -78°C en un
bafio de hielo seco/acetona. A la mezcla de reaccién se agrega una solucidn de la cetona (300mg,
1,43mmol) en THF seco (2 mL), gota a gota, finalizada la adicidn, se retira el bafio y la solucién se
lleva a temperatura ambiente durante el periodo de dos horas. El consumo total del material de
partida fue controlado por TLC, FM: (8:2) (Hex:EtOAc). Una vez finalizada, se agrega agua destilada
(25mL), y la fase acuosa se extrae con EtOAc (x3). Luego, la combinacién de las capas organicas se
lavd con una solucidn saturada de NaHCOs y NaCl, se seco con Naz2S0: anhidro, y el solvente se destild
a presidon reducida. El crudo de reaccién se purificd por cromatografia en columna FM: (95:5)
(Hex:AcOEt), se obtiene una mezcla de alquenos como un aceite incoloro (161mg, 51% de
rendimiento) que corresponde a los isémeros geométricos Z/E de cada epimero exo/endo, no

separables por cromatografia en columna.

O H N
C
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'H NMR (500 MHz, CDCls) 8 7.40 - 7.04 (m, 4H), 6.20 - 5.52 (m, 2H), 4.94 (d, J = 107.3 Hz, 1H), 4.39
(t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.72 (s, 3H), 3.39 - 3.06 (m, 1H), 2.69 - 2.11 (m, 1H), 2.08 - 1.98 (m, 3H), 1.84 - 1.76
(m, 2H), 1.76 - 1.65 (m, 1H), 1.60 (dd, J = 7.0, 1.7 Hz, 2H).*C NMR (126 MHz, CDCls) & 157.1, 144.6,
142.3,138.2,136.5,135.2,135.2,128.5, 128.4,127.3,127.2,126.6, 126.5, 125.6, 124.8,122.9,121.9, 121.4,
121.0, 117.9, 52.3, 52.1, 45.2, 44.5, 34.3, 27.4, 25.4, 22.6, 15.5, 15.1, 14.9, 14.4, 143, 13.2. LCMS
(APCI)(m/z): 222 [M+H]".

6.2.50 7-(1-hidroxietil)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de metilo.
Epimeros (89) y (90). %

En un baldn seco y bajo atmosfera de argdn, se coloca una solucién de la cetona 80 (1,97g,
9,41mmol) en MeOH seco (12mL, 0,8M). La solucidén se enfria en bafio de hielo, y se agrega NaBH:
(178mg, 4,71mmol) en porciones en el correr de 20 minutos. Finalizado el agregado se retira el bafo
de hielo y la agitacion se mantiene a temperatura ambiente por una hora. El consumo total del

material de partida se controla por TLC, FM: (1:1) (Hex:EtOAc). Una vez pasado este tiempo, se agrega
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agua destilada (10mL), y el MeOH se destila a presién reducida hasta un volumen constante. La fase
acuosa se extrae con EtOAc (x3); las fases organicas combinadas se lavan con una solucidn saturada
de NaCl, y se secan con Na2S0; anhidro. El solvente se destila a presidn reducida. El crudo de reaccidn
se purifica por cromatografia en columna FM: (9:1)->(7:3) (Hex:EtOAc), para obtener dos productos
de reduccidn: el alcohol con configuracidn exo (574mg, 29% de rendimiento) y una mezcla de
diasteromeros con configuracién endo (578mg, 29% de rendimiento), ambos como aceites incoloros.
La posicidn relativa del residuo etilico fue establecida por experimentos de NOESY (ver ANEXO |

espectros seleccionados).

ch
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endo

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8 6.61 - 6.23 (m, 2H), 5.16 - 4.84 (m, 1H), 3.74 - 3.63 (m, 4H), 3.34 - 3.18
(m, 1H), 3.18 - 3.11 (m, 1H), 3.05 - 2.93 (m, 1H), 2.75 (s, 1H), 2.05 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 1.86 - 1.71 (m,
1H), 1.14 (t, J = 5.9 Hz, 3H), 0.94 - 0.82 (m, 1H).3C NMR (126 MHz, CDCls) & 135.0, 134.6, 130.8, 130.3,
70.7,52.4, 47.5, 47.0, 46.7, 31.1, 30.8, 27.2,27.1,21.1.%
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'H NMR (400 MHz, CDCls) & 6.46 (dg, J = 8.1, 6.4 Hz, 2H), 4.87 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 3.76 (s, OH), 3.73
(s, 2H), 3.35 (dq, J = 9.6, 6.1 Hz, 1H), 3.24 (dd, J = 10.1, 2.5 Hz, 1H), 2.99 (dt, J = 10.1, 2.5 Hz, 1H), 2.71
(ddt, J = 5.8, 3.7, 2.1 Hz, 1H), 1.61 (dddd, J = 12.5, 10.7, 3.6, 2.8 Hz, 1H), 1.50 (tdd, J = 10.8, 4.3, 1.7 Hz,
1H), 1.22 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 0.94 (ddd, J = 12.6, 4.3, 2.2 Hz, 1H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 157.7,
134.9, 132.4,70.4,52.8, 48.5, 47.6, 46.6, 30.7, 27.1, 20.5.%8

6.2.51 7-etilidien-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de metilo (92' vy
92(Z/E)).

En un baldn seco y bajo atmosfera de argdn, se coloca una solucién del alcohol 90 (500mg,
2,37mmol) en DCM seco (12mL, 0,2M). La solucidn se enfria en bafio de hielo, y se agrega trietilamina
(ImL, 7,10mmol, 3eq) y cloruro de tosilo (676mg, 3,55mmol, 1,5eq). Por dltimo, se adiciona una
cantidad catalitica de DMAP. Finalizado el agregado se retira el bafio de hielo y la solucidn se calienta
a 40 °C por 4 horas. El consumo total del material de partida fue controlado por TLC, FM: (1:1)

(Hex:EtOAc). Una vez pasado este tiempo, se agrega solucion saturada de NaHCOs, y la fase acuosa
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se extrae con DCM (x3). La combinacidn de las capas orgénicas se lava con una solucidn saturada de
NaCl, se seca con Na:S0. anhidro, y el solvente se destila a presidn reducida. El crudo de reaccién se
filtra por silica gel con un eluyente de: (9:1) (Hex:EtOAc), obteniéndose el tosilato crudo (630mg, 73%

de rendimiento) el cual es utilizado para el siguiente paso de reaccidn sin otra purificacion.

A temperatura ambiente en un baldn seco y bajo atmosfera de argén con agitacidn constante, se
coloca una solucidn del tosilato obtenido segun la técnica anterior (112mg, 0,307mmol) en DMSO
(1mL, 0,3M), seguida de t-BuOK (69mg, 0,613mmol, 2eq). El consumo total del material de partida fue
controlado por TLC, FM: (7:3) (Hex:EtOAc), pasada una hora la reaccidn se diluye con el agregado de
éter etilico y se adiciona 10mL de agua destilada. La fase acuosa se extrae con éter etilico (x3), la
combinacidn de las capas organicas se lava con una solucidn saturada de NaCl, se seca con NazS0,
anhidro. El solvente se destila a presién reducida para obtener un crudo de reaccidn que se purifica
por cromatografia en columna FM: (7:3) (Hex:AcOEt). Se obtienen como productos una mezcla de 3
alquenos (isémeros) no separable por cromatografia en columna (50mg, 84% de rendimiento). La
relacién entre alqueno terminal 92’ y alqueno trisustituido 92-(Z/E) (0,23:1) se establecié por la
integracidn relativa de las sefiales en 1H-RMN correspondientes a los protones del alqueno. De la
misma forma, se establecid una proporcidn relativa (0,58:0,42) para los dos isdmeros de posicidn

92-Z y 92-E, pero —con la informacion disponible— no pudo establecerse cudl es el mayoritario.
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'H NMR (500 MHz, CDCls) d 6.48 (dddd, J = 25.7, 8.0, 6.1, 1.7 Hz, 2H), 6.43 - 6.33 (m, 2H), 5.82
(dddd, J = 18.6, 17.1, 10.3, 7.9 Hz, 1H), 5.53 - 5.36 (m, 1H), 5.16 - 4.99 (m, 2H), 4.96 (dd, J = 6.1, 1.4 Hz,
1H), 4.72 - 4.37 (m, 1H), 3.68 (s, 6H), 3.28 (td, J = 10.1, 2.2 Hz, 2H), 3.07 (ddt, J = 20.7, 10.1, 2.5 Hz, 1H),
2.92 (dt, J = 8.6, 3.8 Hz, 1H), 2.34 - 2.22 (m, 1H), 2.25 - 2.05 (m, 2H), 1.70 (ddd, J = 13.9, 8.6, 3.2 Hz, 1H),
1.53 (dd, J = 6.8, 1.6 Hz, 3H) 1.32 (ddd, J = 13.0, 4.6, 2.3 Hz, 1H). 13C NMR (126 MHz, CDCls) 3 155.6,
155.2,140.8,140.6,136.4,136.1,135.0, 134.5,134.3,134.0, 133.9, 133.6, 133.4,132.8,132.6, 132.1, 131.0,
130.4, 117.3, 117.0, 114.8, 114.7, 54.0, 53.4, 52.4, 52.3, 52.3, 52.3, 50.7, 50.1, 50.1, 49.6, 48.4, 48.1, 4.7,
47.3,47.1, 46.8, 43.4, 431, 43.0, 42.7, 31.8, 31.5, 31.0, 30.8, 30.7, 30.5, 29.7, 29.7, 29.7, 28.8, 28.8, 13.2.

6.2.52 ((3-acetil-6-iodociclohex-3-en-1-il)metil)carbamato de metilo. (93)

En un baldén de dos bocas seco y bajo atmdsfera inerte (Ar), se coloca el carbamato 80 (98mg,
0,468mmol) y se disuelve en DCM (4,7mL, 0,10M). Con agitacion constante y en bafio de hielo se
agrega TMSI (134pL, 0,133mmol, 2,0eq) y el consumo de material de partida se monitorea por TLC
(1:1)(Hex:AcOEt) + 1%NH.0H. Pasadas 2 horas, se agrega MeOH (1mL) con el fin de destruir el TMSI

remanente y el solvente se reduce a presidn reducida. El crudo se purifica por cromatografia en
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columna FM: (1:1)(Hex:AcOEt) + 1%NH.OH, se obtiene como producto la cetona 93 (28mg, 18% de

rendimiento) como un aceite incoloro.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 3 6.79 - 6.65 (m, 1H), 5.01 (s, 1H), 453 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 3.65 (s, 3H),
3.34 (dtt, J = 20.6, 4.9, 2.6 Hz, 1H), 3.22 (dt, J = 14.1, 6.3 Hz, 1H), 3.11 - 3.02 (m, 1H), 2.93 (dt, J = 14.2,
7.1 Hz, 1H), 2.56 (d, J = 18.4 Hz, 1H), 2.31 (s, 3H), 1.84 (dddt, J = 17.9, 11.0, 4.6, 2.3 Hz, 1H), 1.01 (s, 1H).
3C NMR (100 MHz, CDCls) & 198.4, 157.2, 137.8, 136.4, 52.3, 47.4, 38.5, 38.1, 32.6, 26.0, 25.4.
GCMS (IE)(m/z): 210.1 [M-I]".

6.2.53 7-(1-metoxietil)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de metilo (94).

En un baldn de dos bocas seco y bajo atmdsfera inerte (Ar), se coloca el alcohol 90 (100mg,
0,473mmol) y se disuelve en DMF (4,7mL, 0,1M). La solucidn se enfria en bafio de hielo, y se agrega
NaH (24mg, 0,615mmol, 1,3eq). Se deja reaccionar con agitacién constante durante 20 minutos
retirando bafio de hielo (se observa desprendimiento de gas). Luego, se agrega ioduro de metilo
(44pL, 0,710mmol, 1,5eq). El sistema se agita a temperatura ambiente por 1,5 horas, una vez que se
evidencia el consumo de material de partida por TLC (6:4)(Hex:AcOEt) + 1%NH.0H, la reaccidn se
diluye en agua (20mL) y se agrega éter etilico. La fase acuosa se extrae con éter etilico (x3), el
conjunto de las fases organicas se seca con NazS0;, y el solvente se evapora a presién reducida. El
crudo se purifica por cromatografia en columna FM: (8:2)(Hex:AcOEt) + 1%NH.0H, se obtiene como

producto el metileter (92mg, 86%) como un aceite incoloro.

'H NMR (400 MHz, CDCls) d 6.43 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 6.32 (dt, J = 13.9, 7.2 Hz, 1H), 4.86 (dd, J = 6.2,
1.7 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.30 (s, 3H), 3.19 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 3.03 - 2.90 (m, 2H), 2.73 - 2.63 (m, 1H),
1.63 - 1.39 (m, 2H), 1.13 (d, J = 6.1 Hz, 3H), 0.95 (dq, J = 12.2, 2.2 Hz, 1H).*C NMR (100 MHz, CDCls) &
156.4, 134.1, 133.7, 133.3, 133.1, 78.5, 78.3, 56.7, 56.3, 52.2, 49.0, 48.9, 46.7, 46.4, 46.3, 46.2, 30.7, 30.5,
26.4,26.2,16.9, 16.8.
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6.2.54 7-(1-terbutildimetilsililoxi)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de
metilo. (95)

En un baldn de dos bocas seco y bajo atmdsfera inerte (Ar), se coloca el alcohol 90 (212mg,
1,0mmol), junto con imidazol (273mg, 4,01lmmol, 4eq) y se disuelve en DMF (6,7mL, 0,15M). Con
agitacidn constante y a temperatura ambiente se agrega TBSCL (302mg, 2,01mmol, 2,0eq) y el sistema
se deja agitando toda la noche. Pasadas 20 horas, y habiendo constatado el consumo de material de
partida por TLC (1:1)(Hex:AcOEt) + 1%NH.0H, la reaccidn se diluye en agua (35mL) y se agrega éter
etilico. La fase acuosa se extrae con éter etilico (x3), el conjunto de las fases orgédnicas se seca con
Na.S0;, y el solvente se evapora a presidn reducida. El crudo se purifica por cromatografia en
columna FM: (9:1)(Hex:AcOEt) + 1%NH.0H, se obtiene como producto el sililéter (260mg, 80%) como

un aceite incoloro.
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'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 6.47 (t, J = 6.8 Hz, 1H), 6.29 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 4.76 (d, J = 6.1 Hz, 1H),
3.65 (s, 3H), 3.23 - 3.11 (m, 1H), 3.04 - 2.89 (m, 1H), 2.69 (s, 1H), 1.58 - 1.40 (m, 2H), 1.16 (dd, J = 8.1,
5.9 Hz, 3H), 1.10 - 0.95 (m, 1H), 0.91 (d, J = 1.6 Hz, 12H), 0.13 - 0.03 (m, 6H).**C NMR (100 MHz, CDCls)

6 157.1, 156.5, 134.7, 134.1, 133.0, 132.8, 70.1, 69.8, 52.2, 49.4, 48.9, 48.0, 47.4, 47.1, 46.4, 30.8, 30.6,
263,261, 26.0,25.7,22.2,21.9,18.1, 18.0, -3.6, -4.8.

6.2.55 7-(1-metoxietil)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-eno. (96)

En un baldn de dos bocas seco y bajo atmdsfera inerte (Ar), se coloca el carbamato 94 (92mg,
0,408mmol) y se disuelve en DCM (4mL, 0,10M). Con agitacién constante y en bafio de hielo se agrega
TMSI (64uL, 0,449mmol, 1,1eq) y el sistema se deja agitando a temperatura ambiente toda la noche.
Pasadas 20 horas, y habiendo constatado el consumo de material de partida por TLC (1:1)(Hex:AcOEt)
+ 1%NH.0H, se agrega MeOH (1mL) con el fin de destruir el TMSI| remanente y el solvente se reduce
a presion reducida. El crudo se purifica por cromatografia en columna FM: (99:1)->(9:1) (AcOEt:MeQOH)
+ 1%NH.OH, se obtiene como producto la amina 96 (29mg, 50% de rendimiento) como un aceite

incoloro.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 8.76 (s, 1H), 7.57 (s, 1H), 6.65 - 6.55 (m, 1H), 6.52 (ddd, J = 8.0, 6.1, 1.4
Hz, 1H), 4.54 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 3.75 - 3.64 (m, 1H), 3.45 (s, 3H), 3.34 - 3.20 (m, 1H), 3.02 (td, J = 9.8,
8.4, 3.0 Hz, 1H), 2.93 (dt, J = 4.2, 2.1 Hz, 1H), 1.71 (tt, J = 12.0, 3.3 Hz, 1H), 1.60 (dt, J = 11.7, 4.4 Hz, 1H),
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1.48 (ddd, J = 12.4, 5.0, 2.2 Hz, 1H), 1.30 (d, J = 6.3 Hz, 3H). **C NMR (100 MHz, CDCls) & 137.0, 129.5,
77.8,57.4, 46.8, 44.4, 40.6, 28.0, 25.6, 16.8.

6.2.56 2-(2-(1H-indol-3-il)etil)-7-(prop-1-en-2-il)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-eno
(97).

En un tubo sellado, se coloca la amina 94 (29mg, 0,173mmol), 3-(2-bromoetil)indol (46mg,
0,208mmol, 1,2eq), MeCN seco (1,16 mL, 0,15 M) y NaHCO3 (58 mg, 0,694 mmol, 4 eq). La suspensidn
se calienta a 110°C con agitacién constante durante 15 minutos, o hasta constatar el consumo del
material de partida por TLC (FM: 9:1 (AcOEt:MeOH) + 1%NH40H). El sistema se enfria a temperatura
ambiente, y se agregan 10mL de agua destilada y la fase acuosa se extrae con AcOEt (x4). Las fases
organicas combinadas se secan con Na;S0., se evapora el disolvente bajo presién reducida y el crudo
resultante es purificado por columna cromatografica FM: (9:1)>(8:2)>(1:1) (Hex:AcOEt) + 1%NHi0H.

El producto 97 se obtiene como un sélido blanco (34mg, 63% de rendimiento).

l N OMe
NS
exo

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 7.91 (s, 1H), 7.59 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.17 (t, J =
7.5 Hz, 1H), 7.10 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.39 - 6.25 (m, 2H), 3.69 (s, 1H), 3.55 - 3.42
(m, 1H), 3.28 (s, 3H), 3.13 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 2.96 - 2.77 (m, 2H), 2.57 - 2.50 (m, 1H), 2.46 (s, 1H), 1.97
(dt, J = 8.7, 2.1 Hz, 2H), 1.47 - 1.29 (m, 3H), 1.12 (d, J = 6.1 Hz, 3H), 0.89 (dd, J = 11.2, 4.4 Hz, 1H).**C
NMR (100 MHz, CDCLls) 6 136.2, 133.3, 132.3, 127.7, 121.8, 121.5, 119.1, 118.8, 114.8, 111.0, 78.2, 58.9,
56.6,56.4,52.9, 46.9,31.3, 26.3, 24.3, 17.3.

6.2.57 (2-(2-(1H-indol-3-il)etil)-7-(1-metoxietil)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-eno, (98)
y 2-(2-(1H-indol-3-il)etil)-7-(propan-2-iliden)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-eno
(99).

En un baldn de dos bocas seco y bajo atmdsfera inerte (Ar), se coloca el carbamato 86 (340mg,
1,66mmol) que se disuelve en DCM (13mL, 0,12M). Con agitacién constante y en bafio de hielo se
agrega TMSI (470uL, 3,22mmol, 2,0eq) y el sistema se deja agitando a temperatura ambiente toda la
noche. Pasadas 12 horas, y habiendo constatado el consumo de material de partida por TLC
(9:1)(Hex:AcOEt) + 1%NH.0H, se agrega MeOH (1mL) con el fin de destruir el TMSI remanente y el
solvente se destila a presion reducida. El crudo (aceite amarronado) se seca a vacio dando lugar a

un solido pegajoso (iodhidrato), el cual fue utilizado para la siguiente reaccidn sin otra purificacién.
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El crudo de la reaccidn anterior (461mg, 1,66mmol) se disuelve en MeCN seco (16,6mL, 0,IM) y
la solucidn se coloca en un tubo sellado junto con 3-(2-bromoetil)indol (447mg, 2,0mmol, 1,2eq) y
NaHCOs (558mg, 6,65mmol, 4eq). EL sistema se calienta a 82 °C y la agitacién se mantiene por 19
horas, o hasta constatar el consumo del material de partida por TLC (FM: 9:1 (AcOEt:MeQOH) +
1%NHi0H). El sistema se enfria a temperatura ambiente, y el solvente se destila a presidon reducida,
el crudo se retoma en 10mL de agua destilada y la fase acuosa se extrae con AcOEt (x4). Las fases
organicas combinadas se secan con Na;S0., se evapora el disolvente bajo presién reducida y el crudo
resultante es purificado por columna cromatogréafica FM: (9:1)>(8:2)>(1:1) (Hex:AcOEt) + 1%NH.0H.
Se obtienen dos productos de N alquilacion (isémeros de posicion); el alqueno tetrasustituido 98
(90mg, 29% de rendimiento) y el alqueno terminal 99 (55mg, 18% de rendimiento) asi como 92mg de

la amina de partida en su forma de base libre sin reaccionar.

l N

'H NMR (400 MHz, CDCls) 3 7.95 (s, 1H), 7.61 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.18 (ddd,
J=8.2,7.0, 1.3 Hz, 1H), 7.15 - 7.08 (m, 1H), 7.00 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.41 (dd, J = 4.4, 3.2 Hz, 1H), 4.25 -
4.20 (m, 1H), 3.03 - 2.87 (m, 1H), 2.82 - 2.74 (m, 1H), 2.74 - 2.69 (m, 1H), 2.66 (td, J = 11.3, 6.0 Hz, 1H),
2.56 (dd, J = 9.6, 2.9 Hz, 1H), 2.15 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 2.00 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 1.74 (s, 3H), 1.59 (s, 3H).
3C NMR (126 MHz, CDCls) d 136.2, 133.9, 132.1, 127.5, 121.9, 121.4, 119.2, 119.0, 114.6, 111.1, 58.3,
55.2,54.7,32.5, 31.3, 24.6, 20.4, 19.7. LCMS (APCI)(m/z): 293,4 [M+H]".

, N

(80:20)

'H NMR (400 MHz, CDCls) 5 8.11 (s, 1H), 7.64 (dd, J = 7.9, 1.1 Hz, 1H), 7.37 (dt, J = 8.1, 1.0 Hz, 1H),
7.21 (ddd, J = 8.2, 7.0, 1.3 Hz, 1H), 7.14 (ddd, J = 8.0, 7.0, 1.2 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.44 (ddd,
J =80, 6.5 1.4 Hz, 1H), 6.23 (ddd, J = 8.2, 5.4, 1.4 Hz, 1H), 4.74 (t, J = 1.6 Hz, 1H), 4.66 - 4.59 (m, 1H),
3.61(dg, J =3.9,1.2 Hz, 1H), 3.09 (dd, J = 9.9, 1.9 Hz, 1H), 3.03 - 2.84 (m, 5H), 2.73 - 2.57 (m, 1H), 2.23
(dt, J = 9.8, 2.8 Hz, 1H), 1.89 (ddd, J = 12.6, 9.7, 3.0 Hz, 1H), 1.73 (s, 3H), 1.32 - 1.19 (m, 2H). 3C NMR
(100 MHz, CDCls) 6 148.1, 136.2,133.0, 130.7, 127.6, 121.9, 121.5, 119.2, 118.9, 114.7, 111.1, 109.7, 58.8,
56.6,54.0, 45.0, 31.5, 29.8, 24.6, 22.6. LCMS (APCI)(m/z): 293,4 [M+H]".

6.2.58 18-metoxiibogamina (115).

En un baldn de dos bocas, se coloca (+)-18-MC adquirida comercialmente (20mg, 0,054mmol) y
se disuelven en una mezcla (EtOH:H20) (3:2) (2,7 mL, 0,02 M) y se agrega KOH (30 mg, 0,542 mmol,

10 eq). La solucidén es barbotada con argdn durante 15 minutos a temperatura ambiente, y durante 5
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minutos durante su calentamiento a reflujo. El sistema se refluja durante toda la noche (12hs), o
hasta constatar el consumo del material de partida por TLC (FM: 8:2 (Hex:AcOEt) + 1%NH.0H). La
solucién se enfria a temperatura ambiente, y se agrega HCL 5 M (0,40 mL, 2,01 mmol, 37 eq). La
solucién se calienta nuevamente a reflujo durante 15 minutos. El sistema se enfria a temperatura
ambiente nuevamente y la solucidn se neutraliza por agregado de NaHCOssélido, hasta no observar
desprendimiento de gas. El etanol se evapora a presion reducida, hasta volumen constante y la fase
acuosa se extrae con AcOEt (x4). La fase organica se seca con Na.S0s, se evapora el disolvente bajo
presidn reduciday el crudo resultante es purificado por columna cromatogréafica FM: 8:2 (Hex:AcOEt)

+ 1%NH40H. 18-metoxiibogamina se obtiene como un sdlido blanco (9,2mg, 55% de rendimiento).

\ N
H OMe

'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.66 (s, 1H), 7.47 (dd, J = 7.2, 1.6 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.15
-7.05 (m, 2H), 3.45 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 3.42 - 3.34 (m, 2H), 3.34 (s, 3H), 3.19 - 3.12 (m, 1H), 3.09 (dt, J =
9.3, 2.1 Hz, 1H), 3.01 - 2.93 (m, 2H), 2.84 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 2.73 - 2.61 (m, 1H), 2.05 (ddt, J = 14.0, 11.8,
2.7 Hz, 1H), 1.92 - 1.79 (m, 4H), 1.73 (q, J = 7.7, 6.2 Hz, 1H), 1.65 (dq, J = 13.1, 3.4 Hz, 1H), 1.30 - 1.20
(m, 1H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 141.7, 134.7, 129.7, 121.0, 119.1, 117.9, 110.1, 109.2, 70.9, 58.7,
57.9,54.1, 49.9, 41.3, 36.3, 34.8, 34.1, 31.9, 26.5, 20.7.%°

6.2.59 (19R)-19-aminoibogaina (116).

En un baldn de una boca seco y purgado con argdn, a temperatura ambiente y con agitacidn, se
coloca una solucién de la azida 73 (21mg, 0,059mmol) en THF seco (0,5mL, 0,10M), y se agrega
trifenilfosfina (75mg, 0,285mmol). Se monitorea el consumo de material de partida por TLC FM (3:7)
(Hex:AcOEt) + 1% NH.0H, luego de 12 horas se agrega agua en exceso (0,5mL), y el sistema se calienta
a reflujo por 1 hora. Luego, la solucidn se enfria a temperatura ambiente y el solvente se evapora a
presion reducida, para obtener un crudo que se evapora sucesivamente de AcOEt para eliminar el
agua. El crudo se purifica por cromatografia en columna, FM: (9:1) (AcOEt:MeQOH) + 1% NH.0H. Se

obtiene la amina primaria como un sélido amarillo (11mg, 68% de rendimiento).

MeO

'H NMR (500 MHz, CDCls) 8 7.68 (s, 1H), 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.78 (dd, J
= 8.7, 2.4 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.38 - 3.31 (m, 1H), 3.28 (dd, J = 13.1, 4.9 Hz, 2H), 3.12 - 3.05 (m, 2H),
3.02 (d, J = 10.5 Hz, 2H), 2.94 (dd, J = 12.6, 4.1 Hz, 1H), 2.66 - 2.57 (m, 1H), 2.08 (dd, J = 14.1, 11.0 Hz,
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1H), 2.00 (s, 1H), 1.81 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 1.75 (t, J = 11.9 Hz, 1H), 1.71 - 1.61 (m, 1H), 1.23 (d, J = 6.3 Hz,
3H).**C NMR (126 MHz, CDCls) 6 154.1, 141.7, 129.9, 129.8, 111.1, 110.9, 108.8, 100.4, 59.0, 56.0, 53.2,
51.6, 49.2, 41.0,34.2,29.7, 25.9, 25.5, 20.3, 20.1. LCMS (APCI)(m/z): 326,3 [M+H]".
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6.3 Calculos computacionales

La estructuras de los compuestos fueron optimizadas inicialmente mediante mecanica molecular
(campo de fuerza MMFF94x) en MOE.*’ Para explorar la superficie de energia potencial, se realizo
una busqueda conformacional con el método LowModeMD15 implementado en MOE,* utilizando el
mismo campo de fuerza sin cortes y empleando los siguientes ajustes: gradiente RMS = 0.005
kcal/mol A2 limite de rechazo = 100, limite RMSD = 0.25 A, ventana de energia = 7 kcal/mol y limite
de iteracién = 10000. El solvente (tolueno) se modelé implicitamente mediante el modelo de
solvataciéon Born generalizado (¢ = 2.4). El nimero de conformaciones estables (minimos)

encontrados para cada molécula fue: 12 (ibogaina) y 28 (voacangina).

El conformero mas estable en cada caso fue seleccionado y sometido a pasos de optimizacion
adicionales mediante la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)“*** como se implementa en
Gaussian 09.* Los célculos se ejecutaron en el nivel de teoria M06-2x/6-31+G(d,p),*® utilizando una
rejilla de integracion ultrafina y bajo solvatacién implicita simulada por un método IEFPCM, con
radios y términos no electrostaticos del modelo de solvatacién SMD de Truhlar y colaboradores. *
Para la prediccién computacional de los valores de pKb, estas geometrias y sus andlogos protonados
fueron reoptimizados en agua a nivel de teoria wB97X-D/cc-pVDZ — SMD, y se manipularon de
acuerdo con el procedimiento reportado por Barroso-Flores et al.*’” Para confirmar que todas las
geometrias optimizadas corresponden a minimos energéticos, se verificé la naturaleza de los puntos
estacionarios mediante un anélisis de frecuencia. Los parametros termodindmicos se calcularon a
partir de las frecuencias vibratorias no escaladas. Los desplazamientos quimicos de RMN se
calcularon a nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p), partiendo de las geometrias optimizadas en CHCls
con M06-2x/6-31+G(d,p) y utilizando los desplazamientos quimicos tedricos de tetrametilsilano como

referencia.

El anélisis estructural y electrdnico, incluido el célculo de descriptores de reactividad (cargas
atémicas, composiciones orbitales, funciones de Fukui, dureza, suavidad, indice de nucleofilicidad y
sus analogos condensados), se realizd en las estructuras optimizadas por DFT utilizando las cargas
Hirshfeld (corregidas por dipolo) y particiones con el programa Multiwfn (version 3.7).*¢ El indice de
nucleofilicidad se refirié al tetracianoetileno (TCE),*’ para el cual se calculd la energia HOMO
utilizando el mismo nivel de teoria (M06-2x/6-31+G(d,p)). Las interacciones débiles se identificaron
y analizaron mediante el método de interaccidn no covalente (NCI).5° La energia de unidn de enlace
de hidrégeno se estimd a partir de la densidad electrdnica en el punto critico del enlace (pBCP),

segln Emamian et al.?* Los resultados se representaron con Gaussview 6.0,°2 VMD 1.9.3% y Multiwfn.*®
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6.4 Caracterizacion bioldgica de analogos de ibogaina

6.4.1 Ensayo de inhibicidon transportadores de monoaminas (hSERT, hVMAT2 vy
hDAT)

Mantenimiento basico de las lineas celulares: los cultivos celulares de las lineas transfectadas
estables HEK293-hSERT, HEK293-hVMAT2 y EM4-hDAT se mantuvieron en estufa 37 °C con un 5% de
didxido de carbono, en Medio Esencial Minimo de Dulbecco (DMEM) con GlutaMAX® (Gibco) con las
siguientes adiciones: 10 % (v/v) de Suero Fetal Bovino (FBS, Atlanta Biologicals), 100 U/mL de
Penicilina y 10 pg/mL de Estreptomicina (Gibco). Unicamente para la linea celular HEK293-hSERT,
se incluyd un ingrediente adicional, 500 pg/mL de Geneticina (G418) (Sigma) para preservar el

transgén respectivo.

Ensayos de inhibicion de hSERT, hVMAT2, hDAT: para todos los experimentos se sembraron
células transfectadas en placas de 96 pocillos con fondo transparente, pretratadas con poli-D-lisina
(Sigma), a una densidad de 0,09x10°¢ células/pocillo. Las células se incubaron por aproximadamente
44 horas a 37 °C y una atmdsfera de 5 % de didxido de carbono, permitiendo su crecimiento. Al inicio
del experimento, se constaté confluencia de la monocapa celular; se aspird el medio de crecimiento
celular y se lavaron las células con 150 uL de buffer fosfato sddico (PBS Dulbecco al 1X (HyClone)).
Se anadieron 63 pL de Medio Experimental a los pocillos respectivos, que consiste en: DMEM sin rojo
fenol pero con 4,5 g/L de D-Glucosa (Gibco), 1 % (v/v) de FBS (Atlanta Biologicals), 100 U/mL de
Penicilina y 10 pg/mL de Estreptomicina (Gibco), con concentraciones escalonadas del inhibidor (0,1
nm - 100 uM)(o DMSQ, el vehiculo, control negativo). Los inhibidores que se utilizaron como control
positivo en estos estudios fueron: Imipramina para los experimentos de inhibicion de hSERT,®
Reserpina para los experimentos con hVMAT2,% e Indatralina para los experimentos con hDAT.% Se
incubaron las células en este medio por 55 minutos, y se afiadieron 63 uL mas de Medio Experimental
conteniendo una cantidad especificada de sustrato fluorescente, APP+ (concentracidn final: 1.1 uM
para experimentos de hSERT y hDAT),%” o FFN206 (concentracidn final: 0.75 pM para experimentos
de hVMAT2),8 a la solucién presente en los pocillos. Tras un periodo de incubacién de 30 minutos
para una correcta absorcion de la sonda fluorescente, se aspirdé el contenido de cada pocillo v,
consecuentemente, se lavaron las células dos veces con 120 pL de PBS; finalmente, se afiadié una
alicuota de 120 uL de PBS a todos los pocillos. La medida de fluorescencia se realizd en un lector de
placas BioTek H1MF, las longitudes de onda de excitacidn y emisién de APP+ se establecieron en 488
y 525 nm, respectivamente. Alternativamente, las longitudes de onda de excitacién y emision de

FFN206 se disefiaron a 369 y 464 nm, respectivamente.

En cada placa de 96 pocillos (12 columnas) se utilizaron 2 columnas por inhibidor (control
positivo o vehiculo), incluyendo 4 compuestos ensayados por placa. Se realizaron 4 réplicas
experimentales (4 placas) en simultaneo. Y dos réplicas genuinas (n=2) (como minimo), en dias

diferentes para cada compuesto.
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Andlisis de datos: en primer lugar, se restaron los valores de medida de los inhibidores a los
valores del vehiculo (linea de base), para obtener los valores decrecientes de fluorescencia relativa.
Esta métrica se analiz6 luego utilizando el modelo de ajuste de curva no lineal dosis-respuesta-
inhibidor ([inhibidor] vs respuesta (tres pardmetros)) proporcionado por el software GraphPad Prism
6. Para cada inhibidor, el modelo proporciond un valor respectivo de IC50 + SEM (con un intervalo de
confianza del 95%). Una vez completado el nimero de replicas genuinas para cada compuesto, los
datos se normalizaron a % de inhibicidn, definiendo el 0 y 100% de inhibicidn respecto al control
positivo, y armonizaron para obtener un valor final de IC50 £ SEM (con un intervalo de confianza del

95%) para cada compuesto.

6.4.2 Ensayo de inhibicion hERG
Se contrataron los servicios de la empresa Eurofins Discovery (Nro. catalogo: CYL8038QB2DR).

Para el ensayo se emplearon células CHO-K1 transfectadas de manera estable con el canal de
potasio hERG y metodologia de patch clamp automatizado (APC). Con una micropipeta de vidrio en
contacto con la membrana celular, se realiza una aspiracién rapida a modo de romper la membrana
plasmatica y lograr una configuracion de célula completa (whole-cell patch clamp), la célula se
mantiene polarizada a -80 mV. Para probar la corriente hERG, la célula se despolariza a +40 mV
durante 500 ms y luego a -80 mV durante una rampa de 100 ms y se observa la corriente rectificadora
de potasio. Este procedimiento se repite una vez cada 8 segundos para monitorear la amplitud de la

corriente, y chequear la integridad de la membrana celular.

El tratamiento se realiza por aplicacidn de la solucidn de concentracidn definida (6 puntos:
0,1-100 uM) a través de la micropipeta. El pardmetro medido para constatar la inhibicion fue la
amplitud maxima de la corriente de repolarizacion evocada al cambiar a +40 mV y regresar a -80 mV
desde el pulso de prueba. La amplitud méxima de la corriente se calculd antes y después de la adicidn
del compuesto, y la cantidad de bloqueo se evalud dividiendo la amplitud de corriente con el
tratamiento, por la amplitud de corriente del control. La amplitud de corriente definida como control,
fue la recopilada durante 15 segundos previo a la aplicacidn del tratamiento; la amplitud de corriente
definida para el compuesto ensayado, es la recopilacién de 15 segundos de medida, posteriores a la
aplicacién de la solucién de prueba. Todos los datos fueron filtrados tras evaluar la calidad del
sellado, la caida del sellado y la amplitud de la corriente. Todos los compuestos se probaron a
temperatura ambiente en presencia del 0,1% de Pluronic F-68, un surfactante no iénico. Como control

positivo se empled el farmaco Verapamilo (IC50=143.0 nM).%
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ANEXO | - Espectros seleccionados

A continuacidén, se presentan los espectros de H-RMN y C-RMN para los compuestos en orden

correlativo segln su numeracidn en el capitulo 4. Resultados y discusion.
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3-(2-oxopropil)voacangina (6):
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Norvoacangina (10):

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

° 8
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

19-hidroxi ibogaina (12):
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16-hidroximetil ibogaina
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6.96
3(2.41)
260
8.45 1(8.69)
11 (dd)
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1(8.67, 2.44)

(13):

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

16-formilibogaina (14):
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(7S)-T7-bencilindolenina del voacanginol (15)

f1 (ppm)

30—
ya =29
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—o 7
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\ 5
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

10-hidroxi ibogamina, Noribogaina (16):

5'(m) 21 (s)

11 (dd) 3.11 2.85 14 (d) 15' (ddt)
6.67 6 (m) 1.84 1.21
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1(s) 172(53) gs(sds) 5" (m) 3; gd;) 6' (m) 17" (m) 15" (m) 20,19 (m) 1088(;)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

10,19-dihidroxi ibogamina (17):

HO 17" (ddt)
\ 2.13
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1 4\15
6' (m)
9 (dd) 516" (dd) 2.63 15' (ddd)
6.77 3.26 1.68
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

Ibogamina (18):
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

N1-(tert-butoxicarbonil) voacangina (22):

28,29,30
c— O
Hsz4
9
7N, TR
11 /8\7 N, 2"
17=13 \\2\ s o
2 CH,

C -

Hy 29H3 N/ 16/ 1 2{) 8 23
30\ / / N N
_ 1 15

H,C - E
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25 o O N\
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N1-(tert-butoxicarbonil) ibogaina (23):

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

H,C— O
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1 13 2 ‘\L o
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

N1-metil voacangina (24):

c—O
Ha24 \
10— 9
7 N, /T X
11 /3\7 N,
__ \\ / 3
12—13
AN 2\ 2 /19- CH,
1{ 4 ze 18
H3(/3 Sl 4\15
22
10T
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

N1-metilibogaina (25):
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(7S)-7-metoxi indolenina de ibogaina (26):
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

N1-bencil ibogaina (27)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

N1-metil-19-hidroxi ibogaina (28)
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N1-bencil voacristina (29)

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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(7S)-7-bencil indolenina de voacristina (30)

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(7S)-T7-peroxi indolenina de voacangina (31b)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(7S)-T7-peroxi indolenina de voacangina acetilado(31b-Ac)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(7S)-7-hidroxi indolenina de ibogaina (32a)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(7S)-7-hidroxiindolenina de voacangina (32b)
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3-desoxo-ervaoffines D (33)

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(7S) 7-acetoxiindolenina de la ibogaina (35a)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(7S)-T7-acetoxiindolenina de la voacangina (3

5b)
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(3R)-3-hidroxiibogaina (36a)

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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(3R)-3-hidroxivoacangina (36b)

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

e COPMe
c —O
Me \
10— 9
/7 N\ R
11/ \3\7/ \ OH
N=d IAZd
12— 13
N A /2% _19-cH,
';IH 1€ 4 20 18
2:: hadl 4\\15
o 2\ 5 (db)
/ o 3.44
C 3(13.65, 5.82
C%OME ( ! )
9 (d) 17' (ddd)
6.93 1.97
3(2.47) COS ng ® 3(13.71, 4.01, 2.38)
1(s) 1721(2) 3(s) oMe (s) 5 (m)  6(m) 17;;‘:‘1) lfég) 20 (m) 1089(;)
7.79 : 4.42 185 331 3.05 : : 1.37 b
1(8.68) 1(13.82, 2.18) 3(2.03) 3737)
21 (f) 15,19 (m)
11 (dd)
661 3.7 1.55
1(8.72, 2.47)
21
12 6
9 11
1 17"
3
oh S oh KB b b .—‘c P =) ¢ A
@ oo N @ M - a o N Q ™~
=] - o - =} NOAN o ~ =) S - LI o]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 7.2 7.0 6.8 6.6 44 42 40 3.8 3.6 34 3.2 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 1.2 1.0 0.
f1 (ppm)
c —O
Me \
9
)N,
11 — \ OH
7
N=d IAzd
12— 13
N oA 2 1%cHy
’;IH 1( ; 20 18
Sh S,
22
o N
/ o
]
&8Sme
COoOMe
8 12 OMe 17 15
21 10 2 13 1 9 3 21 s 20 19 6 18
7 16 14
n
* 3
S S
<3 "‘% § ~ ﬁ%\o § ) o y\;’ec o %
2 g 8 8% REER: 8 8§ % g & KR¥ ags o
® s SN N2 - s e g Vg NaY| 89 R «+
g = 5 88 S1g @ Y- A I ‘ 3
| 1 | r l | (il IeEn T
! | Il | ‘
‘ ‘| J o .' | | ‘ | h" " J“l‘ALJJ\ Lol |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -1(
f1 (ppm)

311



3,N4-secovoacangina (37)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

4,14 (m) 17" (m) 19'(m)
3.30 2.08 1.49
2§ (s) 20 (m) 19" (m)
376 198 162
o) 39 6,17" (m) 15" (m) 180
8 3(8.92) 249 181 3(7.44, 1.35)
21 (m) 15' (m)
2.14 1.56
5'6" (m) 18
2.93

l B |
I

o o

6

4 S R o N d seadax o o
a 99 © i N o @ SReA N S
o o - NN — O — — — O~ - ™M ™M
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.8 9.6 9.4 9.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.0 -0.2
f1 (ppm)
H,c— Q
322 10/9\ /s——5
/ \H7 NH
17 /A
\
=1 2 IS 1
1= {Nl—f ~167 Yo" Q\CH3
1 B \ 18
317 15
o3 v
23
/ \\o |
HyC ~
g o
21
7 24 17 15
3 13 12 9 16 5 14 20 19 6 18
3 23 10 8 2 11 9 16 22 14 20 19 6 18
12 5 17 15
7 21
o
T2 g Ran S8
o ® + by PN aBy e o<
g2 2R ™ gnz REEDEL el
b RE ‘ ] -2 S
| 25 15 A N
T Vo '
. ‘ [ .

T T T T T T T T
200 150 180 170 160 150 140 130

T T T
120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

312



N-éxido de ibogaina (38a)

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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N-6xido de voacangina (38b)

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

H,C—Q
22\
10— 9
7 N,/ R0
11 — 7 4 »
Nem=d LS
2——13\ 2\ 2% 1o 24
P Cl
’;‘H 1( ; 20" 18H3
2:; i 4\\15
o\ 19 (db)
/ o 1.99
A 11,9 (m) 21 (s) 3 (m) J(13.76, 7.16)
6.87 4.22 3.65 6 (ddd) 19 (td) 20 (ddd)
o) 3.11 2.21 1.37
P 1(17.44, 11.22, 5.44) 3(13.56, 13.08, 6.54)  1(16.63, 8.97, 7.18)
12 (d) 5 (dt) 6 (dt) 17 (dt) 17 (ddd) 18 (t)
;Sg 7.17 4.30 23 3(3) 3.30 2.78 12435? 1.80 0.94
: 3(9.49) 3(13.93, 4.99) i 3(17.91, 4.45) 1(13.97, 2.00) : 3(13.94, 4.28, 2.28) 3(7.47)
18
5 (m)
4.16
11,9
21
12
1
5
o o o ShS B d o & B+ OR & oh o
N Q S eea aaoQ - N N e-Hao-aoaQ — Q
o i i NN N i i i R B B B B B i ™M
T T T T T T T A T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T #
80 78 76 74 7.2 7.0 6.8 66 44 42 40 38 3.6 3.4 3.2 3.0 28 26 24 22 20 18 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6
f1 (ppm)
c—O
H322 \
1 9
6—5 :
/ \ o
11/ \3\7/ W%
N /N~3
127=13
P /2% 1%-cH,
';IH { 4 2{) 18
N
S
c
H324
8 12 21 24 15
23 10 2 13 11 7 9 5 3 22 20 17 19 14 6 18
16
~ INES o
o S Qv ¥ o 3
5 R IR 288 5 %, ©a8 8 o 8g8g g
@ < 332 ags S aa ¥ e g ¢ maogh
R &2 $a8 Tom R ¢ LYo | & /9 ‘ o
"“ | ] \'_\' (1 ‘\‘ | A | | | | =2 ) S
|
I
| 1] | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

314



ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(3R,7S)-voacangina-3,7-dihidroxiindolenina (39)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

3-oxoibogaina (40a)
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3-oxovoacangina (40b)

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

H3C/ O\
24 22 10— 9
7N, TN
TS0 no
—
AN \\2\ /sLV 19~
- 2 CH
NH /1(3/ ; 20" 18 0
1 1
e 4\15
SEEN
/ o
H,C
324 15',19" (m)
9 (d) 1.41
6.91
22 (4) 6 (m) 17' (m)
3239 1.84 3.16 2.31
1(s) 172.1(2) 5",21 (m) 24 (s) 5' (m) 14,17 (m) 15" (m) 15’1"(SdZQ) 103.9(;)
7.88 1875) 4.48 3172 3.23 2.63 199 Ji450.726) 37.38)
11 (dd) 20 (dd) 8
6.80 1.74
1(8.74, 2.41) 3(9.92, 6.73)
521 17",14
12
9
11 6
M Sv
1
D U UL M
N K S S A ) A & 6 RS O
@ Qe unaq ~ N © Q9 Mmin ¥ 9 @
o — = O O — NN ~— N — o o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.(
f1 (ppm)
H3C/ O\ ©
22 9 538
10 6——5 mRN
/ N\ \ b
11 /8\7 N, S
—=0
= AT
- 2 CH
NH /1%/ ; 20" 18 °
1 1
23 17 4\15
o
/ N
(o]
Hy,C
24
23 8 12 21 17 19
3 10 7 13 11 9 16 22 5 14 15 6 18
2 24 20
N O — n o ~
88 5 838 fag B - 2s¢  38g%8% 8 °
6w < Yoo AR 8 5 o ia ;o NB 2w SN = -
SR e o0& - T q ¢ sReteg A |
-5 ; -3 N | ~ e /N N [ | !
[ | /Ny i/ | y) ! f IR Lol i
" | L L [ | L |
. Lol . — Lol | I ‘ o J JIIIJIIIA‘ L1

T T T T T T
180 170 160 150 140 130

120

110

T T
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

317



ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(7S)-7-hidroxiindolenina de la voacristina (41)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(19R)-19-acetoxivoacangina (42)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(19R)-19-acetoxiibogaina (43)
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19-oxovoacangina (syn-44)

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(19R)-19-(metiltio)metoxi ibogaina (46)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

19-oxo0 ibogaina syn (syn-48)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

18,19-dehidroibogaina (55)

OMe
H.Cc —O
SMe \
0—29
/N, TR
_ 3
12— 13 /
N~ 2 19< oH
NH 2\1{ ; 207 18 2
1 1
e 4\15 15' (m)
1.94
9 (d) 18" (df) 3" (dt) 17" (ddt)
6.88 5.00 2.99 2.15
1(2.40) 3(10.17, §.96) 3(9.63,2.99)  J(14.02, 11.78, 2.55)
12 (d) 19 (ddd) 18' (d) . \ 17' (da)
7.10 6.11 5.08 O_esés) 3'53'1162('") 62(6? 1.65
1(8.68) 3(17.56, 10.26, 7.66) 3(17.28) 1 : ’ 3(13.26, 3.33)
5" (m) 21 (s) "
11 (dd) 20 (q) 15" (ddd)
6.67 385 2:94 2.47 1.51
1(8.68, 2.42) 6s°(m) 1(8.92, 8.08) J(11.55, 6.04, 3.09)
B.28
14 (s)
1.90
12 9 15'
5',16,3'
21
11 18"
18"
19
N & S oh < b hDFTIPmRDD SN ASE
QaeQ = Qe N MmN aNO N oNM
OO = - i - ™M T - M- O - - - O ™ - -
T T T T T T T T T T T T T L T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 0.0
f1 (ppm)
H,C —O
Me \
o—29
/N,
o \
17=—13 \\ s
/2\ /ZKA /1%CH2
NH 1€ ] 20 18
! 1# 4\‘15
19 8 12 5 15
10 2 13 18 7 9 21 OMe 20 16 17 14 6
11
o o] O
© 2 § f % @ . o
. LT 3 #g & g, B §
© — — = o ~N -
% $x 28 SRV @ ofE 5 w8 7
- T puli] A =1 s~ [ | |
! ie ke R ‘ TF |
\“‘ ‘/ \H/ “ ‘ | | ‘
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20

f1 (ppm)



(19R)-19-formiloxi voacangina (56)

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(19S)-Tosilato de voacangina-amonio (58a)

2
3 2&28/ oH
C—O0O o) ” [ 31
22\
10—9 %g/zs\ =27
11// \ s %
8
\12: 1 \\7/ \'\@ CH
R 2 / Y319 18
Nt 1\6/2%26
S QY ”
23\ 15
T Yo ’
H3C
24
B (dd) 31
3.80
3 (m) 108:5.38) 14,17" () 15' (m)
9 (d) 4.65 2.55 1.84
6.84
12 (s) 24 (s) 6 (m) 7' (m)
7.26 1(2.38) H.84 3.26 2.28
1) 2080 s m S ax 2 3m Zes O e
8.72 38.17) 713 (5.36) 1(6.86) pg 350 w74y 12 367
26,30 11 (dd) 8
2927 689
J(8.799 2.40)
1
15'
d
a ) O A NS 1A S+ CHOMRT O M S hDd o
Q ~ ~ 0o -~ =9 SRA-aN"e SOo-NY —d
o o N AN~ i o - NM ™= O ~ T (N =M ™M
T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.50.0
f1 (ppm)
2
300 Nog” 3(»:1H
H3C—C< ’(,) Il |
22
10—9 o§3/25\ =27
7\ 6—5 )\
11 s~ N o)
RETCON . S-
1=13 | & Hy
2 / 3719 18
NH 16/21‘L /
1 sh___14_ 20
g bs
SR
H.C
4 28
25 8 12 3 16 17 31
23 10 2 13 26,30 11 7 9 19 21 24 5 20 15 14 6 18
27,29 22
~N
§ w
@ &
Q
Y o
‘
<+ o~ 3 I S
3 - o uN o N a ] o ™ o~
; ’ EL L I NI - : 18 BES Bsb  ,3Rp :
N ] “I 08 |z == 8 8 @ RS S a8 8w N 8
N < \U!v—(v—‘ Q - —_ = | © o T o aN <
4 NN \ o i e PR N p
| 2 00 | | [ \ )
2 ‘ ‘
‘

T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)



(19R)-19-clorovoacangina (60)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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La solucién de 60 en CDCls no es estable. La degradacion impide registrar C**-RMN



(19R)-19-cloroibogaina (61)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(19S)-Cloruro de ibogaina-amonio (62)
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(7S,19R)-7-hidroxiindolenina de la 19-cloro voacangina (63)

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(19R)-19-etoxi ibogaina (64)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(19R)-19-ciano voacangina (67)
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(19R)-19-azido voacangina
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(19R)-19-amino voacangina (69)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(19R)-19-azido ibogaina (73)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(19R)-19-ciano ibogaina (75)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

(R,S)-19-metilsulfoxi ibogaina (76)
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(19R)-19-fluoroibogaina (73)

ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

7-acetil-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de metilo (80)
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No se registrd C-RMN, porque se trata de una mezcla compleja de epimeros con rotdmeros del
carbamato. El espectro coincide con el reportado en literatura.!



ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

7-(propen-2-il)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de metilo (86)
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ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados
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En la zona ampliada de 5,3 a 6,2 ppm, se observa un conjunto de sefiales correspondiente al protdon
22 o 22b de la cadena lateral, se observan al menos 8 sefales, correspondientes a 8 especies
isoméricas. Se esperan 2 epimeros, con 2 posibles isémeros Z/E de la reaccién de olefinacién, con
dos rotdmeros del carbamato distinguibles por RMN (cada uno), por tanto 8 especies diferentes, lo
gue concuerda con el RMN observado.
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7-(1-hidroxietil)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de metilo (89)
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7-(1-hidroxietil)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de metilo (90)
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7—etilidien—2—azabiciclo[2.2.2]oct—5—en;2—carboxilato de metilo (92’ + 92 (Z/E))
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En el alqueno terminal 90’ con dos rotameros posible en el carbamato, por tanto se

observan conjuntos de 4 sefiales en el 13C-RMN.
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Metil ((3-acetil-6-iodociclohex-3-en-1-il)metil)carbamato de metilo (93)

s
7.
O e
3
|/5\4/
16 |
gwo 6" (dtt)
Q_ N 3.34
H3C/13 121 3(20.62, 4.89, 2.63)
15 Il g(s)
o) 10' (dt) 231
14 2.93
3(14.17, 7.11)
15
ne 39w W 3@ v
. 3 . . .
6.74 5.0 13.13)  I%° 31411, 6.29) 3(18.37) | 3(17.91, 11.00, 4.57, 2.26) .01
6' (m)
3.07
5
4A__J 4
) b b ¢ od+dd s 4 v &
a @ @ — QQeQQ - Q — @
(=) o o m ™ v o — ™M i o
T T T T T T T T T T T VT T T T T T T T T T T T T T T ™71 T T
76 74 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 5.2 5.0 48 46 4.8.8 3.6 3.4 3.2 3.0 28 2.6 24 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.0 -0.4
f1 (ppm)
I
7. fu)
N NSy g
8 3]
3 38
e Re3g
NNDNO
10 NV
_a. _NA
H,C 127 11
15 Il
[0}
1 6 8
7 12 2 15 10 4 5 3
g 8%
8 y 84
N o~
< ( ﬁ \/
R -~
g < 5 T -
g 3 \ 7o s
— 5 | o i~ S
| - [ -
| | L
. | . ]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)



ANEXO | - Espectros de RMN seleccionados

7-(1-metoxietil)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de metilo (94)
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7-(1-terbutildimetilsililoxi)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-en-2-carboxilato de metilo

(95)
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7-(1-metoxietil)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-eno (96)
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2-(2-(1H-indol-3-il)etil)-7-(prop-1-en-2-il)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-eno (97)
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(2-(2-(1H-indol-3-il)etil)-7-(1-metoxietil)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-eno (98)
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2-(2-(1H-indol-3-il)etil)-7-(propan-2-iliden)-2-azabiciclo[2.2.2]oct-5-eno (99)
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18-metoxiibogamina (115)
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(19R)-19-amino ibogamina (116)
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ABSTRACT: Iboga alkaloids are a group of monoterpenoid indole alkaloids with promising and intriguing biological activities.
Ibogaine is the representative member of the series and has become widely known as a potent atypical psychedelic with promising
effects to treat substance use disorder. Nowadays, an eflicient and scalable enantioselective total synthesis of ibogaine and related
iboga alkaloids is still lacking, so direct extraction from natural sources or semi-synthetic schemes are the methods of choice to
obtain them in a preparative scale. In particular, ibogaine can be obtained either by a low yielding direct isolation from Tabernanthe
iboga or using a semi-synthetic procedure from voacangine, an iboga alkaloid occurring in a higher yield in the root bark of Voacanga
africana. In this work, we describe an optimized process to obtain voacangine from V. africana root bark as a precursor of the iboga
scaffold. Using a direct acetone-based extraction procedure (0.5 kg of root bark), voacangine was isolated in ~0.8% of root bark
dried weight, while the major alkaloids isolated from the bark were identified as iboga-vobasinyl dimers (~3.7%) such as voacamine
and voacamidine. Since these alkaloids contain the voacangine moiety in their structure, the cleavage of the dimers was further
optimized, affording an extra amount of voacangine in ~50% isolated molar yield. In this manner, the total amount of voacangine
obtained by application of the whole procedure to the plant material (extraction and dimer cleavage) could almost duplicate the
content originally found in the root bark.

B INTRODUCTION

Iboga alkaloids are a group of monoterpenoid indole alkaloids
(MIA) chemically characterized by the presence of a fused
isoquinuclidine-tetrahydroazepine ring system.”” They are

recent review,” there are many unsolved problems regarding
the chemistry and neuropharmacology of ibogaine, which are
of high importance considering the increased interest of
psychedelic compounds as promising experimental therapeu-

usually found in plants of several genera of the Apocynaceae
family such as Tabernanthe, Voacanga, Tabernaemontana,
Catharanthus, Coryanthe, and Aspidosperma. Ibogaine (1),
originally isolated in 1901 as the main alkaloid from the root
bark of Tabernanthe iboga (Figure 1), is the representative
member of the series and has become widely known as a
potent and atypical psychedehc with promising effects to treat
substance use disorder (SUD).” As found in anecdotal reports
and observational studies, ibogaine reduces withdrawal
symptoms and cravings to drugs of abuse such as heroin and
cocaine.”™” These effects were also found in extensive
preclinical work in rodents’ models for SUD (such as self-
administration and withdrawal paradigms).® As mentioned in a

© XXXX The Authors. Published by
American Chemical Society

N 4 ACS Publications

tics in neuropsychiatric disorders. Our group has recently
published new findings regarding the intriguing neuro-
pharmacology of ibogaine: its ability to induce the expression
of neurotrophic factors in the brain,” its antidepressive-like
effect in rodents models,'® and the characterization of its
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Figure 1. Iboga alkaloids from natural sources. Isolation of ibogaine and voacangine from Tabernanthe iboga and Voacanga africana, respectively.

(Plant’s drawings are courtesy of Juan Pablo Rodriguez)

unusual oneirogenic psychedelic effects through electro-
physiological studies in the rat brain.'”'” From a chemical
standpoint, ibogaine and other structurally related iboga
alkaloids still lack efficient and scalable enantioselective total
syntheses despite the vast amount of outstanding synthetic
studies found in the field.” Thus, direct extraction from natural
sources or semi-synthetic preparations are the methods of
choice to obtain ibogaine and related analogues in a
preparative scale.

Regarding extraction from natural sources, ibogaine direct
isolation from T. iboga has become problematic because of the
low content of the alkaloid in the root bark (~0.3% isolated
yield)'>'* and its high demand by the growing ibogaine
medical subculture (global community of people who provide
ibogaine therapy for SUD in medical, alternative, or under-
ground settings).'> These facts have negatively impacted on
the availability of the plant in West Africa because of an
uncontrolled exploitation.'® In addition to these environmental
concerns, T. iboga is also considered sacred in the traditional
spiritual discipline of Bwiti, where it plays an important cultural
role, especially in Gabon where the access to the plant has
been threatened.'®"” As an alternative source, Voacanga
africana a plant that has been cultivated in a larger scale in
Africa, contains voacangine (2), another iboga alkaloid that is
found in a high content in its stem and root barks.'*'®
Voacangine allows for the commercial preparation of ibogaine
in a semi-synthetic procedure that involves basic hydrolysis
followed by acid decarboxylation."* This process, although
lengthy, affords a method for the easier purification and
production of highly pure ibogaine, in contrast to the direct
extraction from T. iboga where other structural related
alkaloids (e.g., ibogamine and ibogaline) are present, making
it difficult to achieve ibogaine of high purity. Although the
qualitative composition of alkaloids in the stem and root barks
of V. africana has been previously described,'*™*" fewer studies
show a quantitative analysis of its composition. An estimation
of voacangine content using analytical methods afforded
~1.7% of the dry weight in the root bark and ~0.8% in the
dry stem bark.'” On the other hand, only a few studies actually
report isolated yields for voacangine (e.g., ~0.5% of the dry
weight of the stem bark) and detailed extraction proce-
dures."”'*** Recently, voacangine was also detected in high
amounts in some Tabernaemontana species, but again no
isolated yields in a preparative scale were reported.'”***

So, it was decided to carry out an optimization study of the
extraction of alkaloids from Voacanga africana root bark with
the two-fold objective of using voacangine as a building block
for our medicinal chemistry program (aimed at mapping the
structure—activity relationship of iboga-inspired analogs) and
obtaining ibogaine of pharmaceutical grade for future clinical

and basic research projects. To this end, two extraction
strategies were tested: a traditional acid/base method and a
direct organic solvent-solid extraction. Voacangine (2) was
isolated in ~0.9% from both protocols (50—100 grams scale),
while the major alkaloids of both extracts were identified as
iboga-vobasine dimers such as voacamine (3) and voacamidine
(4) (see Figure 2 for structures). Since these alkaloids present
the voacangine moiety in their structure, a process for the
cleavage of these dimers in acid media was further optimized to
increase the isolated amount of voacangine available as a
precursor to the iboga scaffold.

B RESULTS AND DISCUSSION

Isolation of Alkaloids Using Acid—Base vs Direct
Organic Solvent Extraction. Initially, an acid—base
extraction procedure inspired in the pioneer work by
Jenks'*** was used to isolate alkaloids from ground V. africana
root bark (see the Supporting Information for experimental
details and Figure S1). In short, S0 g of the ground of root bark
was extracted with a 1% aqueous solution of HCI (6 X 250
mL) until no more voacangine was detected by HPLC-DAD.
The combined filtered aqueous extracts were made alkaline by
adding concentrated NH,OH, and the resulting brown
precipitate was separated by centrifugation and dried. This
solid was taken in acetone and filtered to discard root
impurities. The solvent was evaporated in vacuo to afford a
total alkaloid crude (~3.7% of root bark dried weight), which
was subjected to column chromatography to obtain voacangine
(2) accounting for ~0.85% of the root bark dried weight,
voacristine (5) in ~0.38%, which constitutes another
interesting highly valuable building block containing the
iboga moiety, and an inseparable mixture of three dimeric
iboga-vobasine alkaloids (~2.4% of root bark dried weight in a
ratio of 3.5:1:0.3). Crystallization of the mixture rendered pure
voacamine (3) as the major component, while further
purification of the remaining alkaloids in the mother liquor
allowed for identification of voacamidine (4) as the second
major component. The minor alkaloid of the mixture remained
unidentified (LC-MS analysis revealed the same molecular
weight for the minor alkaloid, voacamine, and voacamidine, see
the Supporting Information for details). Although these
dimeric alkaloids were previously detected in V. africa-
na,'®"**1*57%7 o our knowledge this is the first report to
indicate quantitative data including isolated yields, showing
them as the major alkaloids present in the root bark (~65% of
the total alkaloids found in the extract). All the alkaloids were
fully characterized by 'H and "C NMR using 2D NMR
techniques as COSY, HSQC, and HMBC. A single-crystal X-
ray diffraction analysis was carried out for voacamine, allowing
for a stereochemistry confirmation which complements
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Figure 2. Alkaloids isolated in this study from Voacanga africana root bark.
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Figure 3. (A) ORTEP view of the voacamine molecule. The ellipsoids are represented with 30% probability. Crystallization water molecules were
excluded for clarity. (B) ORTEP view of the ibogaine hydrochloride molecule. The ellipsoids are represented with 30% probability. Color code: H
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recently reported structural data for this alkaloid (Figure
3A).%
converted to ibogaine using a modification of previously
published decarboxylation conditions® (see the Supporting
Information for details) and crystallized as its hydrochloride to
afford a solid suitable for single-crystal X-ray diffraction
analysis (Figure 3B).

In order to simplify the isolation procedure and to avoid the
troublesome sequence of precipitation, filtration, and cen-
trifugation steps, a direct extraction method with organic
solvents was tried. Thus, a solvent screening using methanol,
ethyl acetate, acetone, and hexane was carried out to extract 0.3
g of root bark in the presence of solid NaHCOj;. The crude
extracts were analyzed by NMR using an internal standard to
estimate the amounts of voacangine and voacamine recovered
by each solvent (see Supporting Information, Table S1).
Acetone was selected since it recovered the highest amount of
voacamine and voacangine, which accounted for ~86% of the
mass of the total extract. The process was scaled up to 100 g of
root bark under ultrasound-assisted extraction conditions in
order to maximize the performance.’® The combined acetone
extracts were evaporated in vacuo to afford a crude material
that was subjected to column chromatography to detect the

According to our second objective, voacangine was

same alkaloids as in the acid base extraction procedure.
Average isolated yields and standard deviation (for three
replicates) expressed as % of the root bark dried weight were:
1.1 + 0.2 for voacangine, 0.46 + 0.02 for voacristine, and 2.9 +
0.2 for the mixture of dimers (voacamine, voacamidine, and
the minor unidentified dimer) in a ratio of 1.9:1:0.5. Although
the alkaloid isolated yields were just slightly higher than those
for the acid—base extraction process, the ratio obtained for the
dimers was different since more voacamidine was isolated in
the acetone-based methodology.

Since the latter protocol is easier to perform (consisting in
fewer practical steps), it was chosen for scaling up in a 10 L
reactor using 0.5 kg of root bark. No sonication was possible in
the reactor setup, so the temperature was set to 40 °C to
facilitate the extraction process. The root bark was extracted in
batch (S X 4 L), and the combined acetone extracts were
concentrated in vacuo to afford 40 g of crude extract, which was
subjected to several chromatography columns (see the
Supporting Information for experimental details). A mixture
of 4.1 g of voacangine (0.82% of root bark dried weight), 2.2 g
(0.45%) of voacristine, and 18.5 g (3.7%) of a mixture of
voacamine, voacamidine, and the minor unidentified dimer in a
relation of 1.7:1:0.4 was obtained. In addition, small amounts
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Table 1. Conditions for Voacamine Cleavage Using Microwave-Assisted Heating”

entry conditions solvent
1 HCl3 M H,0
2 HCl 3 M H,0
3 HCI3 M H,0
4 HCl 6 M H,0
s HCl3 M H,0/MeOH (4:1)
6 HCI3 M H,0/MeOH (1:4)
7 TFA 1.5 M DMF
8 HCI 3 M, NaN;(2.0 equiv.) H,0
9 HCI 3 M, PrSH (10 equiv.) H,0

L)

A B =)

Dlaavags

temperature (°C) time (min) voacangine (%)

100 9 30

80 30 237

60 60 no reaction
100 15 decomposition
100 15 33
100 25 no reaction
100 15 no reaction
100 10 30°
100 10 38"

“Conversion was not complete, prolonged heating time (90 min) rendered 11% of voacangine without voacamine consumption. bConversion was
not complete, prolonged heating times also reduced the yield of voacangine. “In all cases, reactions were run using 100 W and heated until no more

voacamine was detected by TLC analysis.

Table 2. Conditions for Vocamine Cleavage Using Conventional Heating in a Round-Bottom Pressure Flask®

entry acid solvent

1 HCI3 M H,O0

2 TCA3 M H,0

3 TFA3 M H,O0

4 HBr 3 M H,0/acetic acid
S HCI3 M dioxane

6 HCI3 M H,0

7 HCI3 M H,0

8 HCI3 M H,O0

9 HCI3 M H,0

10 HCI3 M H,0

additive time (h) voacangine (%)

S 30
7 no reaction
7 no reaction
2 decomposition
7 decomposition

TIS (50 equiv) 3 41

TIS-SH (S0 equiv) 2 44

TIS (3.0 equiv.) 4 39¢

TIS (3.0 equiv.) 2 s1°

TIS (3.0 equiv.) 1 48°

“17% of norvoacangine and 20% of ibogaine were also obtained. 7% of norvoacangine. “8% of norvoacangine. “In all cases, reactions were run at
110 °C using a voacamine concentration of 0.015 M, until no more starting material was detected by TLC analysis, except entry 10 where the
reaction was stopped after 1 h. All reactions were carried out using 34 mg of voacamine except entries 8, 9, and 10 where 500 mg of voacamine was

used.

of 3-(2-oxopropyl)voacangine (6) (0.15 g, 0.03% of root bark
dried weight) and tabernaricatine G (7) (0.07 g, 0.01%) were
found. Although these alkaloids were previously described in
Tabernaemontana specimens but not in V. africana,’*> the
possibility of their production as artifacts of the acetone
extraction process cannot be ruled out.

Voacamine and Voacamidine Cleavage. After identify-
ing the dimers voacamine (3) and voacamidine (4) as the
major alkaloids present in the root bark, we immediately
envisioned the possibility of substituting the vobasine moiety
in the dimers for a proton (using aromatic electrophilic
substitution conditions) in order to produce higher quantities
of voacangine. In the initial publication by Buchi regarding the
structure elucidation for iboga-vobasine dimers,”® voacamine
was treated with hydrogen chloride in deuterium oxide at
reflux temperature to obtain voacangine-d;. Despite the lack of
a reported molar yield, this precedent indicated the feasibility
of the transformation. This condition was repeated using pure
voacamine (0.02 M) in a 3:2 mixture of aqueous HCI and
methanol (final concentration of HCI of 3 M). The reaction
was completed after 6 h at reflux temperature to produce
voacangine in 31% molar yield (no vobasine derived product
was detected). In order to increase the yield in voacangine and

reduce the reaction time, microwave-assisted heating was tried
(Table 1). Upon irradiation at 100 W of potency the reaction
was completed after only 9 min at 100 °C rendering the same
molar yield of 30% for voacangine (entry 1). To avoid the
potential decomposition of voacangine that could explain the
low yield obtained, it was decided to run the reaction at lower
temperatures. At 80 °C longer reaction times were required,
which decreased the isolated molar yield of voacangine to 23%
(entry 2), and at 60 °C no reaction was observed (entry 3).
Higher concentrations of HCI produced decomposition of the
starting material (entry 4).

The addition of small amounts of methanol to increase the
solubility of voacamine in the reaction media made the
reaction slower without significant improvement in the yield
(entry 5), and using methanol as the main solvent produced no
reaction (entry 6), indicating the importance of the presence of
water in the reaction media. This was confirmed by running
the reaction in an organic solvent as DMF with trifluoroacetic
acid, resulting in no reaction (entry 7). Considering a standard
SgAr mechanism for the dimer cleavage, a nucleophile (as
water) is needed to trap the resulting voabasinyl cation. In
order to provide stronger nucleophiles the transformation was
carried out using sodium azide or propylthiol as additives
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(entries 8 and 9). No significant differences in the voacangine
yield was found for both conditions, although a small increase
was observed using 1-propanethiol.

Given the limited capacity of the microwave oven (1 mlL,
0.05 M), it was decided to run the reaction with conventional
heating using a round-bottom pressure flask in order to use
higher amounts of voacamine and to increase the reaction
temperature beyond the boiling point of the reaction mixture
(110 °C) (Table 2). Thus, aqueous 3 M HCI required S h to
completely consume voacamine and rendered the same 30%
molar yield as before. Alternative acids (such as trichloroacetic,
trifluoroacetic, and aqueous HBr, entries 2—4) and solvents
(e.g., dioxane, entry S) were assayed without good results.

The addition of cation scavengers as triisopropylsilane (TIS)
and triisopropilsilanethiol (TIS-SH) in a molar excess (S0
equivalents) allowed for an increase in reaction yields (~40%)
with significant reduction in the reaction time (entries 6 and
7). The reaction at a 500 mg scale of voacamine was tested
using TIPS (3.0 equivalents, entry 8) to afford 39% molar yield
for voacangine and other byproducts as norvoacangine (8) in
17% and ibogaine in 20% yield. Since the latter products were
probably produced from voacangine, an optimization of the
reaction time was undertaken in order to select an optimum
reaction time to obtain the maximum concentration of
voacangine. Figure 4 shows the time profiles for voacamine
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Figure 4. Time profile for voacamine consumption and voacangine
and norvoacangine formation. Although vocamine is not totally
consumed after 60 min, voacangine formation is not further increased
until 120 min. The formation of other products, as norvoacangine, can
explain this reaction profile.

consumption and vocangine/norvoacangine formation in the
first 2 h of reaction, determined by HPLC-DAD. As can be
seen, norvoacangine formation starts after the first hour of
reaction, when voacamine has not been completely consumed.
No ibogaine was detected in the recorded time, and
voacangine concentration remained almost constant after the
first hour of reaction. It was decided to run the reaction for 1
and 2 h, and a similar voacangine isolated yield was obtained
(48% and S1%, entries 10 and 9). The whole process was
scaled up to convert 1 g of voacamine to render a similar molar
yield of 49% of voacangine. Finally, in order to test that
voacamidine could be also cleaved, the same reaction
conditions were applied to a mixture of voacamidine:voac-
amine (4:1) to render after 1.5 h of heating, voacangine in a
47% isolated molar yield. In this manner, this optimized
procedure allows for the transformation of the iboga-vobasinyl
dimers mixture in order to increase the amount of voacangine

available (thus giving an amount that could almost duplicate
the amount of this alkaloid originally found in the root bark).

B CONCLUSIONS

A procedure for the isolation of the major alkaloids from the
root bark of Voacanga africana was developed in order to
optimize voacangine production and gain better access to the
iboga scaffold. The direct acetone-based extraction protocol
simplified the operational steps of the classical acid—base
alkaloid extraction methodology, allowing to isolate (in a 0.5
kg scale): voacangine in 0.82% of root bark dried weight,
voacristine in 0.45%, and 3.7% of a mixture of voacamine,
voacamidine, and a minor unidentified dimer. Also, a cleavage
reaction in acid media for voacamine and voacamidine was
optimized (using up to 1 g of voacamine) to produce
voacangine in ~50% isolated yield. This allows us to obtain
an extra amount of voacangine through the transformation of
the iboga-vobasinyl dimers present as the main alkaloid
fraction of the root bark. In this manner, the total amount of
voacangine obtained by application of the whole procedure to
the plant material (extraction and dimer cleavage) could
almost duplicate (~2.0% of voacangine) the content originally
found in the root bark. Finally, the total amount of ibogaine
that could potentially be obtained using this protocol is
approximately 1.8 g per 100 g of Voacanga africana root bark.
This represents a six-fold increase compared to the isolated
yield that is currently obtained using direct extraction from
Tabernanthe iboga root bark.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Methods. All solvents were
distilled prior to use; chemicals and reagents were purchased
from Sigma-Aldrich and used as received. Voacanga africana
root bark was purchased from Capelabs, Cape Analytical
Services Laboratories (Cape Town, South Africa). Mass
spectra (MS) were recorded on a HPLC MS/MS Shimadzu
LCMS 8040, with LC-20AD HPLC pump, DAD SPD-M20A
detector, CTO-20A oven, and SIL-20A injector; the software
used to process data was LabSolutions LCMS. NMR spectra
were obtained in CDCl; on a Bruker Avance DPX-400
instrument. Proton chemical shifts (§) are reported in ppm
downfield from TMS as an internal reference, and carbon
chemical shifts are reported in ppm relative to the center line
of the CDCl; triplet (77.0 ppm). Analytical TLC was
performed on silica gel 60F-254 plates and visualized with
UV light (254 nm) and/or p-anisaldehyde in acidic ethanolic
solution. Flash column chromatography was performed using
silica gel (Kieselgel 60, EM reagent, 230—400 mesh).
Centrifugation was performed in a Thermo Sorvall RC6 plus
Centrifuge, using the conditions specified in the protocol. The
extraction of 0.5 kg was carried out in a 10 L Reactor GR-10
Greatwall equipped with a high temperature circulator
Greatwall SY series. Microwave reactions were made in a
CEM Discovery reactor. The voacamine/voacamidine cleavage
of 1 g was carried out in a Synthware round bottom pressure
vessel with PTFE bushing (150 mL, O.D. X L 60 mm X 139
mm, bushing #15). Sonication was applied using a Jeio Tech
ultrasonic bath (Labcompanion).

Acid—Base Extraction. A 50 g dry Voacanga africana root
bark powder was added to an Erlenmeyer flask (1000 mL)
followed by 250 mL of HCl (1%). The suspension was
mechanically stirred for 30 min and then filtered through
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cellulose-based NWF (Nonwoven fabric), and the plant
residue was recovered and another 250 mL of fresh HCI
(1%) were added; this procedure was repeated six times. The
combined acidic extracts were treated with concentrated
NH,OH under constant stirring until pH 10—11 was reached.
The alkaloids precipitated forming an opaque suspension,
which was centrifuged at 5000 rpm during 15 min at 10 °C.
The supernatant was discarded, while the solid residue was
dried at 60 °C overnight (12—14 h). The dried brown
amorphous solid was dissolved in acetone and filtered through
paper to afford a clear solution. Silica gel was added and the
organic solvent was removed in vacuo; the resulting solid was
used to load a preparative chromatography column (mobile
phase gradient: (9:1) — (8:2) - (6:4) - (1:1) - (3:7)
(Hex:EtOAc) + 1% NH,OH). As a result, 429 mg (0.85%) of
voacangine (2), 192 mg (0.38%) of voacristine, and 1203 mg
(2.41%) of a mixture voacamine:voacamidine:unknown dimer
(3.5:1:0.3) were obtained (see Figure S1).

Organic Solvent Screening. A 0.3 g dry Voacanga
africana root bark powder was added to a S mL vial followed
by with 30 mg (10% w/w) of solid NaHCOj; and 4 mL of the
chosen solvent. The resulting suspension was stirred 1 h at
room temperature and then filtrated through Whatman filter
paper. The process was repeated four times with the same
plant material. The combined organic extracts were evaporated
in vacuo to afford a crude extract that was dissolved in CDCl;
(0.7 mL) with S uL of trichloroethylene (TCE) as an internal
standard. The extracts were analyzed by 'H NMR; the
comparison with the 'H spectrum of the pure compounds
voacangine (2) and voacamine (3) allowed for the selection of
characteristic and well-resolved signals to quantify the amount
of alkaloids in the sample, using TCE as an internal standard.
Selected signals: (s, 3.71 ppm), (s, 3.84 ppm), (d, 6.93 ppm, |
= 2.3 Hz), and (dd, 6.80 ppm, ] = 8.7, 2.4 Hz). Ethyl acetate
and acetone show the best results (see Figure S3 and Table
S1).

Acetone-Based Extraction (100 g Scale). A 100 g dry
Voacanga africana root bark powder was added to an
Erlenmeyer flask (1000 mL) followed by 10 g of NaHCO,
and 800 mL of acetone. The suspension was sonicated at room
temperature for 30 min and filtrated through paper. The plant
residue was recovered, and the same procedure was repeated
until no alkaloids were detected in the supernatant by TLC
analysis [SiO,, (8:2 Hex:EtOAc) + 1% NH,OH(cc)]. The
combined organic extracts were concentrated in vacuo to afford
a dark brown solid, which accounts for 9—10% of the initial
mass of the plant material. The extract was loaded on silica gel
to run a preparative chromatography column (mobile phase
gradient: (95:5) — (9:1) — (8:2) — (6:4) > (1:1) - (3:7)
(Hex: EtOAc) + 1% NH,OH). As a result, after three
independent replicates of this procedure, 1.06 + 0.17% of
voacangine (2), 0.46 = 0.02% of voacristine (S), and 2.92 +
0.21% of a mixture of dimers voacamine (3):voacamidine
(4):unidentified dimer (1.9:1:0.5) were obtained.

Acetone-Based Extraction (0.5 kg Scale). A 0.5 kg dry
Voacanga africana root bark powder was added to a 10 L
reactor followed by 50 g of NaHCOj; and 4 L of acetone (see
Figure SS). The resulting suspension was stirred and heated at
200 rpm and 40 °C. After 45 min, the suspension was filtrated
through paper. The plant residue was recovered, and the same
procedure was repeated five times. The combined organic
extracts were concentrated in vacuo to afford a dark brown
solid, which accounts for 9—10% of the initial mass of the plant

material. The extract was loaded on silica gel to run a
preparative chromatography column (mobile phase gradient:
(95:5) = (9:1) — (8:2) — (6:4) — (1:1) = (3:7) — (0:1)
(Hex:EtOAc) + 1% NH,OH). After several chromatographic
separations (see Figure S4), it was obtained 0.82% of
voacangine (2), 0.45% of voacristine ($), and 3.70% of a
mixture voacamine (3):voacamidine (4):unidentified dimer
(1.7:1:0.4) were obtained (see Figure S4).

Cleavage of Voacamine Using Microwave-Assisted
Heating (30—-100 mg) (Optimization of Reaction
Conditions): General Technique. Voacamine (35 mg,
0.049 mmol) followed by 1 mL of HCl 3 M (or the
appropriate solvent) were added to a CEM Discovery reactor’s
tube (6 mL). The heating program was set on the equipment
[100 °C, 100 W, 9 min] (or the appropriate conditions), and
the tube was sealed and kept with constant stirring. After the
irradiation was completed, the system was allowed to reach
room temperature, and the solution was neutralized with the
addition of solid NaHCOs, extracted with EtOAc (X3), and
the combined organic phases dried over Na,SO,. The solvent
was removed in vacuo, and the resulting crude was purified by
column chromatography (mobile phase gradient: (8:2) —
(6:4) — (1:1) > (3:7) (Hex:EtOAc) + 1% NH,OH).

Cleavage of Voacamine Using Conventional Heating
(0.5—1.0 g): General Technique. Voacamine (0.5 g, 0.709
mmol) was added followed by triisopropylsilane (0.43 mlL,
2.12 mmol), and a HCI aqueous solution (3 M, 50 mL) to a
150 mL round-bottom pressure flask. The suspension was
heated at 110 °C for the indicated time under constant stirring.
Then, the mixture was cooled to room temperature and
basified by adding solid NaHCOj. The resulting suspension
was extracted exhaustively with ethyl acetate. Combined
organic layers were dried using Na,SO,, and the solvent was
distilled in vacuo to obtain a crude reaction mixture, which was
purified using column chromatography (SiO,, Hex:EtOAc,
9:1/1% NH,OH) to obtain voacangine as a pure solid with
51% molar yield. The same protocol was used to convert 1.0 g
of voacamine (voacangine molar yield: 49%) and for 34 mg of
a voacamidine/voacamine (4:1) mixture (voacangine molar
yield: 47%).

Ibogaine (1): Hydrolysis and Decarboxylation of
Voacangine (2). In a two-neck round-bottom flask,
voacangine (0.547 g, 1.486 mmol) followed by (EtOH:H,0)
(3:2) (37 mL, 0.04 M) and KOH (0.832 g, 14.860 mmol, 10
eq) were added. The solution was bubbled with argon for 15
min at room temperature and then heated at reflux
temperature over 12—15 h. Consumption of the starting
material was verified by TLC (8:2) (Hex:EtOAc) + 1%
NH,OH). The solution was allowed to cool down to room
temperature, and ethanol was removed in vacuo. Then, HCI §
N (11.3 mL, 56.47 mmol, 37 eq) was added, and the solution
was refluxed for 15 min. The solution was allowed to cool
down to room temperature and was neutralized by adding
solid NaHCOj. The aqueous phase was extracted with EtOAc
(x4), and the combined organic layers were dried over
Na,SO,, the solvent was removed in vacuo and purified by
column chromatography (8:2) (Hex:EtOAc) + 1% NH,OH.
Ibogaine free base was obtained as a white solid (414 mg, 90%

yield).
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ABSTRACT: The iboga alkaloids scaffold shows great potential as a pharmacophore in drug candidates for the treatment of
neuropsychiatric disorders. Thus, the study of the reactivity of this type of motif is particularly useful for the generation of new
analogs suitable for medicinal chemistry goals. In this article, we analyzed the oxidation pattern of ibogaine and voacangine using
dioxygen, peroxo compounds, and iodine as oxidizing agents. Special focus was placed on the study of the regio- and stereochemistry
of the oxidation processes according to the oxidative agent and starting material. We found that the C,4-carboxymethyl ester present
in voacangine stabilizes the whole molecule toward oxidation in comparison to ibogaine, especially in the indole ring, where 7-
hydroxy- or 7-peroxy-indolenines can be obtained as oxidation products. Nevertheless, the ester moiety enhances the reactivity of the
isoquinuclidinic nitrogen to afford Cs;-oxidized products through a regioselective iminium formation. This differential reactivity
between ibogaine and voacangine was rationalized using computational DFT calculations. In addition, using qualitative and
quantitative NMR experiments combined with theoretical calculations, the absolute stereochemistry at C, in the 7-
hydroxyindolenine of voacangine was revised to be S, which corrects previous reports proposing an R configuration.

bogaine, 1, is a monoterpene indole alkaloid (MIA)

originally isolated as the major alkaloid in Tabernanthe
iboga root bark (Figure 1)." It is a potent atypical psychedelic
compound that attracted the attention of the scientific
community due to its potential to treat substance use disorders
(SUD),”* evidenced in preclinical animal models* and in
observational studies in humans.”™® The mechanism of action
for these intriguing antiaddictive effects is not well established.
Ibogaine has affinity for a wide variety of CNS receptors in the
micromolar range,9 which suggests a polypharmacological
mechanism.’ Significant contributions have been made in the
last years, by our group and others, to understand the
neuropharmacology of ibogaine concerning its ability to alter
neurotrophic factors’ expression in the rat’s brain'’ and induce
neuroplasticity'' and to characterize its antidepressant-like
effect'” and oneirogenic properties using rodents.”'* Never-
theless, ibogaine exhibits arrhythmogenic properties related
with its ability to inhibit the hERG potassium channel in the
heart, which has been related with case-reported fatalities.>'®

© XXXX American Chemical Society and
American Society of Pharmacognosy

- ACS Publications

In order to access safer compounds as potential drugs for
SUDs, different medicinal chemistry approaches have been
employed to explore the iboga chemical space, including the
preparation of structurally related analogs'’~>* and structure
simplification studies.”>™*° Our group is working on a program
aimed at mapping the structure—activity relationship of iboga-
inspired analogs using ibogaine (1), voacangine (2), and other
iboga alkaloids as parent compounds.’’ Voacangine (2) is
obtained in good yield by our recently published protocol from
the root bark of Voacanga africuna,32 while ibogaine is
produced by a well-established methodology through decar-

boxylation of voacangine (direct isolation form T. iboga is
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Tabernanthe iboga

i) KOH, EtOH:H,0, reflux
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Voacanga africana
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8 i) 5M HCI, reflux, 90%
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Figure 1. Natural source of ibogaine and voacangine. Standard numeration of the iboga skeleton used by Taylor et al. is shown in the ibogaine
structure, 1. Hydrolysis and decarboxylation of voacangine, 2, is a well-known process for semisynthetical production of ibogaine in good yields.

Table 1. Oxidations Using Dioxygen

O,, Toluene
—_—
1 atm

Ibogaine (1), R1=H, R2=H
Voacangine (2), R1= COOMe, , R2=H
N-methyl ibogaine (3), R1= H, R2= Me

MeQ OOH

4a, R=H
4b, R= COOMe

5a, R=H
5b, R= COOMe 6
R, R, conditions t %4 %S5 %6

1 COOMe H darkness, r.t. = 50 °C“ 72 h
2 H H darkness, r.t. 13h 46% 10%
3 H Me darkness, r.t.” 13 h
4 COOMe H Rose Bengal (1 mol %), LED(white), r.t. 17 h 44%" 21%"
S H H Rose Bengal (1 mol %), LED(white), r.t. 3h 33% 14%
6 H H (i) Rose Bengal (1 mol %), LED(white), r.t. 3h 45% 15%

(i) Na,$,0,

“No reaction observed. “Isolated as an inseparable mixture of 4 and § (7:3) with a 65% overall yield.

avoided because of low purification yields and limited
availability of the shrub) (see Figure 1).>> Toward this aim,
insights into the reactivity of the iboga skeleton are needed,
especially regarding its stability under oxidative conditions and
the positions of the skeleton that are able to be functionalized.

In this article we describe a comparative study of the
oxidation of ibogaine and voacangine using a variety of
reagents in order to selectively functionalize either the indole
moiety to produce 7-substituted indolenines or the isoquinu-
clidine skeleton to afford iboga-oxo analogs. Our results reveal
that the reactivity of the iboga skeleton is highly influenced by
the presence of the carboxymethyl ester at C 4 in voacangine,
which stabilizes the whole molecule toward oxidation in
comparison to ibogaine, especially in the indole ring, where 7-
hydroxy- or 7-peroxy-indolenines can be obtained as oxidation

products. Nevertheless, the ester moiety enhances the
reactivity of the isoquinuclidinic nitrogen to afford C;-oxidized
products through a regioselective iminium formation. In
addition, the absolute stereochemistry for the 7-hydroxyindo-
lenine of voacangine was revised to be S, which corrects
previous reports proposing an R configuration.

B RESULTS AND DISCUSSION

A variety of oxidation reactions for 1 were previously reported
. . 34-36 . Y
employing oxygen or air, chromic oxide,” m-chloroper-
S 013637 . 1. 3638 . .
benzoic acid, iodine, and, more recently, dimethyldiox-
. 38 . . A
irane.” In the case of 2, previous reports include oxidations
. . 39-43 43 1 4445
using air or oxygen, lead tetraacetate,” and iodine.
Nevertheless, many of these previous communications do not
include isolated yields for the oxidation products, and,
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Figure 2. Proposed mechanisms for oxidation of ibogaine (1) and voacangine (2) using triplet and singlet oxygen.

furthermore, the results from different reports are inconsistent
or contradictory, probably due to an incorrect structural
assignment caused by the limited spectroscopic tools available
in the older studies. Thus, we carried out simultaneous
oxidations for 1 and 2 using oxygen, m-chloroperbenzoic acid,
dimethyldioxirane, and iodine in order to compare the
reactivity of both alkaloids and report isolated yields for the
oxidation products (along with an in-depth structural
characterization and detailed assignment of their stereo-
chemistry).

Oxidations Using Dioxygen. First, we studied the
oxidation of 1 and 2 using dioxygen in the absence of light
(Table 1). Toluene was chosen as the solvent considering
previous reports showing that ibogaine 1 autoxidation was
solvent—deﬁpendent, being fast in nonpolar solvents such as
benzene.*® No reaction occurred using voacangine (2) at room
temperature, and even heating the solution to 50 °C rendered
no product (entry 1). Conversely, 1 reacts rapidly (entry 2), to
produce the known 7-hydroxyindolenine (5a) in 46% yield*’
and the keto lactam 6 as a secondary product (10% yield),
resulting from the cleavage of the C,—C, double bond.
Compound 6 was not previously reported in the literature;
however its formation was expected considering the seminal
work by Witkop regarding dioxygen-mediated oxidation of 2,3-
disubstituted indoles.*”** Thus, the formation of both
products can be rationalized considering an initial formation
of indolenyl hydroperoxide 4a, which can be reduced to the
corresponding 7-hydroxyindolenine Sa (a transformation that
can occur spontaneously in the reaction medium)* or further
rearranged to the keto lactam 6 via a dioxetane intermediate
(for a possible mechanism see Figure 2).°° Although previous
work indicated the feasibility of isolation of the indolenyl
hydroperoxide 4a,”** we could not isolate it under these
conditions, probably because of its rapid decomposition during
the purification process.

Thus, ibogaine, but not voacangine, reacts with dioxygen in
a fundamental state in toluene, probably through a radical
mechanism (intermediate A, Figure 2). Since the N—H bond
of the indole ring is plausible to undergo homolytic cleavage,
we tested the same reaction conditions using N-methyl
ibogaine 3 (entry 3). No reaction was found, and the starting
material was recovered unchanged, suggesting that the indole
N-H proton is necessary for the reaction with oxygen in the
dark to proceed. Therefore, since 2 remained unaltered under
these conditions, we propose a differential stability of a radical
at the indolic N in 1 and 2, which could be explained by the
electronic effect of the carboxymethyl ester at Cs. (See the
Molecular Modeling Studies section for density functional
theory (DFT) calculations regarding the electronic distribution
of both alkaloids.)

We next tested the photocatalyzed singlet oxygen-mediated
oxidation of 1 and 2 using Rose Bengal as photosensitizer and
irradiation with LED light, maintaining toluene as the solvent
(entries 4—6). Under these reaction conditions, voacangine
(2) gives the indolenyl hydroperoxide 4b and the 7-
hydroxyindolenine Sb in a 7:3 ratio, with 65% overall yield
(entry 4). For compound Sb, it is worth noting that the
stereochemistry at C, was assigned as 7S, based on NOE
experiments, which is in discrepancy with some previous
reports (vide infra for an extensive discussion).*” No keto
lactam was detected in this case, which suggests that the
formation of the intermediate dioxetane C (Figure 2) is
hampered by the presence of the methyl ester moiety at Cq.

For the case of ibogaine (1), a photocatalyzed oxidation
occurred faster than previous conditions in the dark to give the
same oxidation products (entries S vs 2). Also, 1 turned out to
react much faster with singlet oxygen than voacangine (2)
(entries S vs 4). In order to promote the in situ reduction of a
potentially formed hydroperoxide 4a, quenching of the
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Table 2. mCPBA Oxidations
MeO, MeO, MeO
mCPBA 1.1eq
DCM
ibogaine‘(1), R=H 5a, R=H 7a,R=H
voacangine (2), R= COOMe 5b, R= COOMe 7b, R= COOMe
R conditions t % S % 7
1 COOMe 0°C — rt. 4 h 26% 24%
2 H 0°C - rt. 20 min 30%
3 COOMe -55 °C 4 h 43%"“ 31%“
4 H -55°C 2h 38% traces”
S H -78 °C 25h traces” 33%°
6 COOMe TFA (leq) —55 °C 2h 76%
7 H TFA (leq) —S5 °C 20 min 13%

“Plus 23% recovered SM. ”N-Oxide detected by TLC, which decomposed before completion. “Plus 44% recovered SM.

L)
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Figure 3. Configuration at C, of voacangine 7-hydroxyindolenine (5b). (A) NOE correlations observed for OH and H,, proton signals. (B) DFT-
minimized structures for 7S and 7R hydroxy indolenines. Distance was accurately determined using quantitative NOE methodology and matches
with the calculated one in the optimized DFT structure for the 7S epimer.

reaction with sodium dithionite was performed, resulting in a
slight increase of the isolated yield of Sa to 45% (entry 6).
Absolute Configuration of Voacangine 7-Hydroxyin-
dolenine (5b). Extensive discussion exists in the literature
concerning the configuration at C, of voacangine 7-
hydroxyindolenine, Sb. Initially, two different publications by
Biemann et al. and Hootele et al. reported evidence of an H-
bond between the C,-hydroxyl group and the carboxymethyl
ester of Sb, detected by IR spectroscopy, which can only be
formed by assuming a 7S configuration (Scheme S1,A).*"!
Also, Wenkert et al. reported an NMR analysis upon treatment
with a lanthanide reagent of iboluteine and voaluteine (the
known pseudoindoxyl derivatives obtained by acid-catalyzed
rearrangement of the corresponding 7-hydroxyindolenines)
that points toward an S configuration at C; (Scheme S1,B).*?
Despite this sound evidence, Madinaveitia and co-workers
reported the configuration of the 7-hydroxyindolenine of
voacangine obtained by air oxidation to be 7R.*> The core
argument was based on the '"H NMR chemical shift differences
for the methylene groups in C;; for voacangine 7-
hydroxyindolenine and its acetylated derivative, 7-acetoxyin-

dolenine (Scheme S1,C). The authors pointed out that the
observed differences in chemical shifts could only be explained
by an anisotropic effect of the 7-acetyloxy group located in the
near proximity of these protons, which can only occur if C, has
an R configuration.*

Given these contradictory reports, we decided to exper-
imentally determine the absolute configuration at C; in the 7-
hydroxyindolenine Sb obtained from 2 under oxidative
conditions. To this aim, we performed NOE experiments
and DFT computational calculations. A key NOE was
observed between the proton at C,; of the isoquinuclidine
ring and the hydroxyl proton (Figure 3). This interaction is
only possible considering an S configuration for the chiral
center at C,, in which the OH group is positioned syn to the
carboxymethyl group, as shown in Figure 3. In addition,
internuclear proton distances in product Sb were estimated
from high-resolution NOESY experiments (for experimental
details about distance calculations see Supporting Information
Section 2.1). Upon comparison of the OH—H,, distance found
in the minimized DFT structures of both possible epimers (7S
and 7R), the experimentally estimated distance from high-
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Table 3. DMDO Oxidations”

MeO

DMDO, 1,5 eq

S

MeQ

N™ > 0°C Acetone
H R
ibogaine (1), R=H 5a, R=H ©
voacangine (2), R= COOMe 5b, R= COOMe 8
R t % S % 8
1 H 1.5h 99%
2 COOMe 1.5h 77% 17%

“DMDO: dimethyldioxirane (0.092 M solution in acetone).

Table 4. Iodine Base Oxidations

MeQO MeO

Rq

I, , NaHCO; 9a,R=H 10a, R=H
THF:H,0 9b, R= COOMe 10b, R= COOMe
1 0°C to r.t. MeQ
ibogaine (1), R=H
voacangine (2), R= COOMe
” CHO

# R1 I, equiv t % 9 % 10 % 11
1 COOMe 1.5 30 min 24%"
2 H LS 30 min 35%"
3 COOMe 3.0 45h 22%"“ 32%°
4 H 3.0 Sh 30%

975% recovered SM 2. ?28% recovered 1. “Mixture, pure fractions were obtained for each product, which allowed separate spectroscopic

identification.

resolution NOESY experiments matches perfectly with the
calculated one for the 7S isomer, Figure 3. Finally, '"H NMR
chemical shifts were calculated for the minimized DFT
structures of both possible isomers (7S and 7R) of voacangine
7-hydroxyindolenine, 5b, and compared with the values taken
from the experimental spectra (see Supporting Information,
Section 2.2). It was observed that the RMSD (root-mean-
square deviation) between calculated and experimental
chemical shifts is appreciably minor for the 7S epimer
(RMSD = 0.083) than for the 7R counterpart (RMSD =
0.233), in agreement with the proposed configuration.

In this manner, we conclude that compound Sb presents an
S configuration at C,, which is in accordance with the seminal
reports by Biemann et al, Hootele et al, and Wenkert et
al.*"*"* Regarding the publications from Madinaveitia and co-
workers, we propose that the chemical shift differences for the
methylene groups in C;, for voacangine 7-hydroxyindolenine
and its acetylated derivative are not due to a direct anisotropic
effect of the acetyl moiety as claimed in that work, but to other
conformational changes (see Supporting Information, Section
2.3). Knowing that Sa had an unequivocally assigned
configuration as 7S by X-ray monocrystal diffraction analysis,*’
similar NOE studies for Sa were carried out to validate the

methodology used for Sb (see Supporting Information Section
2.1).

Oxidations Using Peroxo Reagents. Voacangine and
ibogaine were oxidized using two different peroxo agents: m-
chloroperbenzoic acid (mCPBA) and dimethyldioxirane
(DMDO). When using mCPBA as the oxidizing agent, we
found a competition between the oxidation of the indole, to
afford the 7-hydroxyindolenines Sa and Sb, and of the
isoquinuclidine core to produce the N-oxides 7a and 7b (see
Table 2, entries 1—7).

Isolated yields were low when performing the reactions at 0
°C to room temperature (entries 1 and 2), because of
unspecific decomposition. Lower temperatures (=55 °C)
allowed some improvement in reaction yields (entries 3 and
4), but a lack of selectivity between indole- and isoquinucli-
dine-oxidation persisted. At both temperatures, appreciable
amounts of the N-oxide were isolated only for voacangine.
Although the formation of ibogaine N-oxide, 7a, was detected
by TLC analysis, it decomposed before completion, suggesting
the high sensitivity of this product to the acidic reaction
medium (entry 4). To isolate 7a for structure characterization,
it was necessary to perform and quench the reaction at =78 °C
(entry S), in which case conversion was not complete. Aiming
to improve the selectivity of the process, one equivalent of a

https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.3c00189
J. Nat. Prod. XXXX, XXX, XXX—XXX


https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jnatprod.3c00189/suppl_file/np3c00189_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jnatprod.3c00189/suppl_file/np3c00189_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jnatprod.3c00189/suppl_file/np3c00189_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jnatprod.3c00189/suppl_file/np3c00189_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jnatprod.3c00189/suppl_file/np3c00189_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jnatprod.3c00189/suppl_file/np3c00189_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jnatprod.3c00189?fig=tbl3&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jnatprod.3c00189?fig=tbl3&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jnatprod.3c00189?fig=tbl4&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jnatprod.3c00189?fig=tbl4&ref=pdf
pubs.acs.org/jnp?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.3c00189?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as

Journal of Natural Products

pubs.acs.org/jnp

—26.0 kcal/mol

—27.6 kcal/mol

—23.8 kcal/mol

—21.7 kcal/mol

Figure 4. DFT-optimized structures in toluene for ibogaine (left) and voacangine (right). The electrostatic potential is mapped on the isodensity
surfaces (0.001 e) from red (—0.05 V) to blue (+0.0S V). Atom color code: C (gray), N (blue), O (red), H (white). The values of the minimum
surface electrostatic potential (V) on the isoquinuclidine nitrogen and over the indole ring are also included.

strong organic acid (TFA) was added prior to mCPBA, to
prevent N-oxide formation because of isoquinuclidine
protonation. These conditions enabled the synthesis of
voacangine 7-hydroxyindolenine, Sb, in good yield (76%)
(entry 6), but in the case of ibogaine, only a small amount of 7-
hydroxyindolenine was isolated (13%) after completion of
reaction, indicating that Sa is also unstable in acidic conditions
(entry 7).

In all the studied conditions, ibogaine reacted faster than
voacangine. Nevertheless, since both ibogaine oxidation
products, Sa and 7a, were found to be unstable in the reaction
media, we cannot draw clear conclusions regarding the
oxidation preference for the indole ring or the isoquinuclidine
core when comparing both starting materials. To address this
point, DMDO-mediated oxidations were undertaken, which
take place in neutral media.

Ibogaine was oxidized using DMDO wunder previously
reported conditions®® (Table 3, entry 1) to produce exclusively
product Sa in 99% yield. In contrast, when voacangine 2 was
treated in the same conditions (entry 2), the hemiaminal 8,
where the isoquinuclidine was oxidized in position Cs, was
isolated in addition to 7-hydroxyindolenine Sb. In both cases
formation of N-oxides was not detected, which indicates a
contrast between mCPBA and DMDO oxidation mechanisms
(see Schemes S2 and S3 for proposed mechanisms). These
results show that the isoquinuclidine core of voacangine is
more prone to be oxidized under these conditions than the
corresponding one in ibogaine. This is in agreement with
previous reports using Pt/O,-mediated oxidation of ibogaine
and voacangine,”’41 where the indole ring was selectively
oxidized in ibogaine to afford 4a, while for voacangine,
oxidation took place in the isoquinuclidine to produce the
lactam 9b (Table 4), resulting from oxidation at C;.This
tendency was rationalized by DFT calculations (vide infra).

lodine-Based Oxidations. Previous reports show that
when using iodine (1.5 to 1.8 equiv) as an oxidant in aqueous
basic medium, both ibogaine and voacangine can be oxidized
in short reaction times (up to 30 min) in position C; to afford
lactams 9.°****° In our hands, reaction for both alkaloids
under these conditions afforded the hemiaminals 10a/10b
along with significant amounts of the starting materials (Table
4, entries 1 and 2). The absolute configuration of 10a and 10b
at C; was established as R on the basis of a long-distance W
coupling between H; and H;s (see SI, Figures S60 and S63).
According to a plausible mechanism for this reaction (see
Scheme S4, proposed in agreement with a previous report),43
these hemiaminals are intermediate products in the oxidation
process to afford the lactams, which would require at least two
equivalents of iodine. In consequence, we used an excess of

iodine (3.0 equiv) and extended reaction times up to complete
consumption of starting material (entries 3 and 4). In these
conditions, lactams 9a and 9b were obtained in moderate
yields, along with the formation of the aldehyde 11 exclusively
in the oxidation of voacangine 2 (entry 3). The formation of
this product can be explained by the ring opening of the
isoquinuclidine core in hemiaminal 10b, probably as the result
of the release of steric tension, which is higher in the
voacangine structure due to the presence of the ester at Cg.
The formation of this compound could interfere with the
course of the reaction, dramatically slowing down the speed of
lactam formation. In contrast with a previous report,” which
uses longer reaction times (12 h) and more iodine equivalents
(4.5 equiv), in our conditions we did not find products
exhibiting oxidation at the indole ring such as 3-oxo ibogaine
7-hydroxyindolenine.

Molecular Modeling Studies. As a first approach to
assess the reactivity of ibogaine and voacangine, we calculated
global indices (chemical potential p, hardness #, and
nucleophility index N.I) and condensed-to-atoms indices
(atomic charge, nucleophilicity, Fukui, local softness) defined
within the conceptual density functional theory (CDFT)
framework (Supporting Information, Section 4.1, Table $4).>
In general terms, the electronic chemical potential (u)
indicates that ibogaine is less stabilized by the addition of
electrons since fipogaine > Hyoacangine: 1 NiS is in agreement with
the experimental results where ibogaine reacts faster than
voacangine in oxygen-based oxidations. In addition, according
to the hardness indices (7), ibogaine displays higher
polarizability. In this regard, compared to voacangine, ibogaine
would be more prone to act as a nucleophile, giving rise to a
higher nucleophilicity index. Therefore, compared to voacan-
gine, ibogaine not only oxidizes easily, but also would be more
reactive in nucleophilic reactions.

To further explore these features, Figure 4 depicts the DFT-
optimized structures in toluene and the electrostatic potential
for both molecules. The presence of the methyl ester moiety
triggers structural changes, mainly related to the conformation
of the isoquinuclidine ring. This phenomenon, in conjunction
with the inductive effect of the methyl ester group, significantly
affects the electron density, draining electrons from the indole
ring and the isoquinuclidinic nitrogen toward the ester moiety.
In fact, the minimum surface electrostatic potential (Vs ;) on
the isoquinuclidinic nitrogen and over the indole ring increases
from ibogaine to voacangine (Figure 4). To evaluate how this
phenomenon influences the location and strength of
nucleophilic centers, we calculated the condensed-to-atoms
descriptors.

https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.3c00189
J. Nat. Prod. XXXX, XXX, XXX—XXX


https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jnatprod.3c00189/suppl_file/np3c00189_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jnatprod.3c00189/suppl_file/np3c00189_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jnatprod.3c00189/suppl_file/np3c00189_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.jnatprod.3c00189/suppl_file/np3c00189_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jnatprod.3c00189?fig=fig4&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jnatprod.3c00189?fig=fig4&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jnatprod.3c00189?fig=fig4&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jnatprod.3c00189?fig=fig4&ref=pdf
pubs.acs.org/jnp?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acs.jnatprod.3c00189?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as

Journal of Natural Products

pubs.acs.org/jnp

; ? ' L

Figure S. Fukui f~ function mapped on an isodensity surface (0.001 e, purple = positive, cyan = negative) for ibogaine (left) and voacangin (right).

Atom color code: C (gray), N (blue), O (red), H (white).

Figure 6. Fukui f° function mapped on an isodensity surface (0.01 e, purple = positive, cyan = negative) for ibogaine (left) and voacangine (right).

Atom color code: C (gray), N (blue), O (red), H (white).
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Figure 7. DFT-optimized geometries for the iminium intermediates.”” A visual representation of the weak interactions using the noncovalent
interaction (NCI) method®’ is also shown. The values of the product sign(4,)p are represented with different colors and mapped on a reduced
density gradient (RDG) isosurface (isovalue = 0.5), revealing the different weak interactions involved: H-bonds (blue), van der Waals (green), and
steric repulsion (red). Atom color code: C (cyan), H (white), O (red), N (blue). 4, = second largest eigenvalue of the Hessian matrix of electron

density. p = electron density.

According to the Hirshfeld atomic charges, both nitrogen
atoms (N; and N,) are negatively charged, although the values
are lower for ibogaine, in agreement with its lower electrostatic
potential. As expected from chemical grounds, N, should be a
much more nucleophilic/basic center than N; in both
alkaloids, which agrees with the condensed nucleophilicity
descriptor shown in Table S4. Interestingly, the values for this
descriptor at N, are higher for voacangine than for ibogaine,
suggesting that, even though the ibogaine molecule is a
stronger nucleophile as a whole, N, is a stronger nucleophilic
center in voacangine. In this regard, voacangine would be more
prone to react at the isoquinuclidine moiety toward electron-

deficient species. This is in accordance with our results using
DMDO (Table 3, where only voacangine gives the
hydroxylated product in C;) and with previous reports using
Pt/O,-mediated oxidation.””*’

We extended the analysis toward the spatial arrangement of
reactive sites. Figure 5 shows the Fukui f~ function mapped on
an isodensity surface for ibogaine and voacangine optimum
geometries. As can be observed, the nucleophilic zones in
ibogaine are mainly located over the indole and the
isoquinuclidinic nitrogen atom, but the addition of the methyl
ester group completely shifts the nucleophilic zones toward the
isoquinuclidine ring, which is in accordance with the
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condensed nucleophilicity indexes (compare Fukui f~ and
nucleophilicity in Table S4). In summary, the conformational
and electronic changes observed when going from ibogaine to
voacangine lead to the shift of the electron density, giving rise
to a higher nucleophilicity index value of N, of voacangine (see
DMDO-mediated oxidation Table 3), although the sum of
nucleophilic sites in ibogaine ensures that it is, globally, a
stronger nucleophile (which is in agreement with the reaction
rates of the oxygen-based oxidations, Table 1).

Although it was not necessary to rationalize the observed
outcome, a complete regioselectivity analysis could also
consider concepts of Pearson’s HSAB theory. This is
exemplified by the fact that although N, is more nucleophilic
in voacangine than ibogaine, it is known that the latter is about
~2.4 pK, units more basic than voacangine,™ which is
explained by hard—hard, soft—soft preferences (see Supporting
Information, Section 4.2).5%%

Also, to get insight into the reactivity toward dioxygen
described in Table 1, we calculated the Fukui indices for
radical reactions, f°, and mapped the Fukui f° function on an
isodensity surface for ibogaine and voacangine optimum
geometries (Figure 6). It can be seen in Table S4 that the f
% value for the hydrogen atom attached to the indolic N (H,) is
about 10 times larger for ibogaine than for voacangine,
indicating the former is much more prone to suffer H
abstraction at the indolic position. This agrees with the radical
mechanism proposed in Figure 2, where only ibogaine reacts
with dioxygen in the fundamental state via a radical
mechanism.

Finally, the remarkable selectivity found toward C; vs Cs in
the oxidation reactions using iodine and DMDO deserves
further study. The oxidation with both reagents plausibly
proceeds through a mechanism involving iminium formation
(see Figure 7 and Schemes S3 and S4 for proposed
mechanisms). To explain the exclusive regioselectivity at Cj,
we undertook DFT computational studies. A large free energy
difference (AG) of more than 20 kcal/mol was found between
the two possible iminium intermediaries (N=C; and N=Cj),
demonstrating that formation of iminium N=Cj; is clearly
favored. To reveal the structural and electronic basis behind
this phenomenon, the weak interactions were identified and
analyzed by means of the noncovalent interaction (NCI)
method (Figure 7).”” The results suggest that when going from
the N=C;, to the N=Cj iminium, the spatial conformation of
the isoquinuclidine ring is distorted, significantly increasing the
steric repulsion on the seven-membered ring.

B CONCLUSIONS

As described above, oxidation of the iboga alkaloid scaffold can
occur at the indole ring to produce 7-hydroxy- or 7-peroxy-
indolenines or at the isoquinuclidinic core to generate N-
oxides or Cj-oxidized products. The regiochemistry of the
oxidation process was found to be dependent on the oxidant
used. Thus, while dioxygen exclusively oxidized the indole ring,
iodine selectively oxidized the isoquinuclidine core, and peroxo
agents gave mixtures. Also, we found differences between the
oxidation behavior of ibogaine and voacangine. The C-
carboxymethyl ester present in voacangine stabilizes the whole
molecule toward oxidation with oxygen and mCPBA, in
comparison to ibogaine. However, whereas the presence of the
ester moiety decreases the oxidation rate of the indole ring, it
also triggers a change in the nucleophilicity of the molecule,
making it more prone to react through the isoquinuclidinic

nitrogen (N,) of voacangine, to afford C;-oxidated products
with DMDO. Computational DFT calculations were used to
address the differential reactivity between ibogaine and
voacangine as well as the selective oxidation at C; vs Ci.
Regarding the stereoselectivity of the oxidation process, all
reactions proceeded in a stereoselective manner, irrespective of
the bulkiness of the oxidant used. In addition, using qualitative
and quantitative NMR experiments combined with theoretical
calculations, the absolute stereochemistry at C, in the 7-
hydroxyindolenine of voacangine was revised to be S, which
corrects previous reports proposing an R configuration. Finally,
our results suggest that for storing iboga alkaloids that do not
have the C,4-carboxymethyl ester moiety in the scaffold (e.g.,
ibogaine), optimal conservation conditions should include the
absence of air and protection from light, to avoid spontaneous
dioxygen-mediated oxidation.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Procedures. Optical rotations were
measured on a JASCO P-2000 polarimeter. Infrared spectra (IR)
were recorded on neat samples (NaCl disk) on a Shimadzu FT-IR
8101A spectrophotometer. NMR spectra were obtained in CDCl; on
a Bruker Avance Neo 400 instrument operating at a 'H frequency of
400 MHz. Proton chemical shifts (§) are reported in ppm downfield
from TMS (0.000 ppm) as an internal reference, and carbon chemical
shifts are reported in ppm relative to the center line of the CDCl;
triplet (77.0 ppm). In a typical 'H spectrum, 64K data points were
acquired using a spectral width of 20.485 ppm centered at 6.175 ppm
for an acquisition time of 4 s. A relaxation delay of 1 s was used
together with a 30° pulse of 4.33 ms. FIDs were processed with an
exponential apodization using a line broadening factor of 0.30 Hz.
Similarly, in a typical *C spectrum, 64K data points were acquired
using a spectral width of 236.6215 ppm centered at 100.0 ppm for an
acquisition time of 1.376 s. A power gated decoupling pulse sequence
was used together with a 30° pulse of 3.33 ms and a relaxation delay
of 2 s. FIDs were processed with an exponential apodization using a
line broadening factor of 1.0 Hz. For quantitative measurements of
interproton distances, 2D-NOESY experiments with a 500 ms mixing
time were acquired employing a zero-quantum filter element (Bruker
standard pulse sequence noesygpphzs). Typically, 16 384 t2 points
were acquired with a spectral width of 8 kHz, centered around 4.7
ppm, for a t2 acquisition time of 2.06 s and a relaxation time of 4 s.
Eight scans were acquired for each of the 256 t1 increment points in
the indirect dimension. The raw data were processed with a sine
squared apodization function in both dimensions and Fourier
transformed to a 2D matrix of 16 384 X 4096 points. Manual phase
and baseline correction were applied together with t1 noise reduction
by subtracting a t2 projection of a noisy region. Individual traces were
extracted from the 2D data and used as indicated in Section 2 of the
Supporting Information. Mass spectra (MS) were recorded on a
HPLC MS/MS Shimadzu LCMS 8040 (with an LC-20AD HPLC
pump, DAD SPD-M20A detector, CTO-20A oven, and SIL-20A
injector). The software used to process data was LabSolutions. HRMS
analysis were recorded on a LC-HRMS, Sciex XS00R QToF LC:
Sciex ExionLC AC (AC pump, AC autosampler, and AC column
oven).

All solvents were distilled prior to use, and anhydrous solvents were
dried according to literature and distilled under an inert atmosphere;
chemicals and reagents were purchased from Sigma-Aldrich and used
as received. All reactions were performed in an inert atmosphere,
using a standard protocol for the elimination of air and humidity from
the system. Analytical TLC was performed on silica gel 60F-254 plates
and visualized with UV light (254 nm) and/or 2% p-anisaldehyde in
acidic ethanolic solution. Flash column chromatography was
performed using silica gel (Kieselgel 60, EM reagent, 230—400
mesh). Voacangine, 2, was isolated and purified from V. africana
rootbark, and ibogaine, 1, was prepared through decarboxylation of
voacangine according to our previously published protocol.*?
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Complete NMR spectra of the natural products are shown in Section
2 of the Supporting Information. V. africana rootbark was kindly
donated by Bulk African Trade company.

B EXPERIMENTAL PROCEDURES

General Procedure for the Dioxygen-Based Oxidations. In a
two-neck round-bottom flask with the alkaloid (i.e., ibogaine 1 (30
mg, 0.096 mmol)) was added dry toluene (2 mL, 0.05 M). To this
solution was added Rose Bengal (1 mg, 1 mol %) with constant
stirring. A constant flow of oxygen from a balloon was bubbled into
the suspension, and an LED white color 25 W lamp was used to
irradiate the reaction mixture. The whole system was covered with
aluminum foil, and the reaction monitored by TLC [(1:1)
Hex:EtOAc + 1% NH,OH]. After TLC analysis revealed
consumption of starting material (3—17 h), toluene was removed in
vacuo, and the crude mixture was purified by column chromatography
(5% deactivated silica gel).

For ibogaine 1 as starting material [eluent: (7:3) Hex:EtOAc + 1%
NH,OH], ibogaine 7-hydroxyindolenine (Sa) (10.4 mg, 33% yield)
was obtained as a yellowish oil, and compound 6 (4.5 mg, 14% yield)
was obtained as a colorless oil.

For voacangine 2 as starting material [eluent: (8:2) Hex:EtOAc +
1% NH,OH], a 32:68 mixture of voacangine 7-hydroperoxyindole-
nine (4b) and voacangine 7-hydroxyindolenine (Sb) (18.2 mg, 65%
yield) was obtained as a colorless oil. Analytical samples were
obtained upon further chromatographic separation, allowing spectro-
scopic characterization.

General Procedure for the mCPBA-Mediated Oxidations.
a. Room-Temperature Oxidation. In a two-neck round-bottom flask
under a nitrogen atmosphere was added the alkaloid (i.e., ibogaine 1
(96 mg, 0.31 mmol)) followed by dry CH,Cl, (2 mL, 0.15 M). The
solution was cooled in an ice bath, and mCPBA (77%, 173 mg, 0.31
mol) was added in a single portion. The solution was allowed to reach
room temperature, and the consumption of starting material was
monitored by TLC [(6:4) (Hex:EtOAc) + 1% NH,OH)]. After 20
min the reaction was diluted with CH,Cl, and quenched with a
saturated NaHCOj solution. The aqueous phase was extracted with
CH,Cl, (3x), the combined organic phases were dried over
anhydrous Na,SO,, and the solvent was removed under reduced
pressure. The crude product was purified by column chromatography
using deactivated silica [(7:3) Hex:EtOAc + 1% NH,OH]. Ibogaine
7-hydroxy-indolenine (Sa) (30.3 mg, 30% yield) was obtained as a
yellowish oil.

b. —78 or —55 °C Oxidations. In a two-neck round-bottom flask
under an Ar atmosphere, the alkaloid (i.e., ibogaine 1 (48 mg, 0.155
mmol)) and CH,Cl, (2 mL, 0.07 M) were added, and the solution
was cooled down to —78 °C. A solution of mCPBA (77%, 39 mg,
0.155 mol) in CH,Cl, (1 mL) at room temperature was added slowly
to the cold solution (over 15 min). The reaction was monitored by
TLC [ (9:1) (CH,Cl,:MeOH) + 1% NH,OH) ]. After 2.5 h the
reaction solution was rapidly added in portions to a biphasic system of
CH,Cl, and saturated NaHCO; solution. The aqueous phase was
extracted three times with CH,Cl,, the combined organic phases were
dried over Na,SO,, and the solvent was removed under reduced
pressure. The crude product was purified by column chromatography
over 5% deactivated silica gel [eluent: (95:5) CH,Cl,:MeOH + 1%
NH,OH].

For ibogaine 1 as starting material, ibogaine N-oxide (7a) (30.3
mg, 33% yield) was obtained as a brownish solid, along with 44% of
unchanged starting material.

For voacangine 2 as starting material (50 mg), voacangine N-oxide
(7b) (16.0 mg, 31% yield) was obtained as a brownish solid, along
with voacangine 7-hydroxyindolenine (5b) (22.0 mg, 43% yield).

General Procedure for the DMDO-Mediated Oxidations. The
DMDO solution was prepared following a published experimental
protocol.*® The resulting solution was titrated using a thioanisole. The
identity of the solution was calculated by the ratio of characteristic
signals (—CH; of the starting material, sulfoxide, and sulfone) in the
'"H NMR spectrum of the mixture. The molarity of the obtained

solution was 0.092 M; the solution was stored at —20 °C until the
time of use.

In a round-bottom flask, to a solution of ibogaine 1 (22 mg, 0.071
mmol) in acetone (1.0 mL, 0.07 M) stirred at 0 ° C was added a
freshly prepared and titrated DMDO solution (1.17 mL of 92 mM,
1.5 equiv). The reaction was monitored by TLC [ (7:3) (Hex:EtOAc)
+ 1% NH,OH)], and, once the starting material was consumed, the
solvent was removed under reduced pressure and the crude was
purified by column chromatography [(99:1) (CH,Cl,:MeOH) + 1%
NH,OH]. Ibogaine 7-hydroxyindolenine (Sa) (23.1 mg; 99%) was
obtained as a yellowish oil that turned into an amorphous solid upon
standing overnight in the freezer (—18 °C).

For voacangine 2 as starting material (22 mg), voacangine 7-
hydroxyindolenine (5b) (15.7 mg, 77% yield) and voacangine 3,7-
dihydroxyindolenine (8) (4.2 mg, 17%) were obtained as colorless
oils that turned into an amorphous solid upon standing overnight in
the freezer (—18 °C).

General Procedure for the lodine-Mediated Oxidations. In a
two-neck round-bottom flask equipped with a nitrogen atmosphere
and in an ice bath, ibogaine 1a (43 mg, 0.138 mmol) followed by a
5:4 mixture of THF/H,O (2 mL, 0.07 M) and solid NaHCO; (58
mg, 0.621 mmol) were added. Iodine (105 mg, 0.414 mmol) was
dissolved in THF (3 mL, 0.14 M), and the resulting solution was
added dropwise over 10 min to the reaction mixture. Once the
addition was finished, the ice bath was removed, and the solution was
allowed to reach room temperature. The reaction was monitored by
TLC ((3:7) (Hex:EtOAc) + 1% NH,OH). After completion (ca. S
h), water and CH,Cl, were added to dilute the reaction, in addition to
a saturated solution of Na,S,03, and vigorous stirring was maintained
for 10—15 min. The aqueous layer was extracted with CH,Cl, (3 X 20
mL), the combined organic layer was dried over Na,SO,, and the
solvent was removed by distillation at reduced pressure. The crude
product was purified by column chromatography [(7:3) (EtOAc:Hex)
+ 1% NH,OH]. Ibogaine lactam 9a (13 mg, 30% yield) was obtained
as a white solid.

When 1.5 equiv of iodine (53 mg, 0.209 mmol) was used and the
reaction time was reduced to 30 min, the major product was 3-
hydroxyibogaine (hemiaminal) (10a) (16 mg, 35% yield), obtained as
a colorless oil that turned into an amorphous solid upon standing
overnight in the freezer (—18 °C).

For voacangine 2 as starting material (59 mg, 0.160 mmol), a 0.7:1
mixture of voacangine lactam 9b and aldehyde 11 (33 mg, 54%
overall yield) was obtained. Pure fractions of each compound allowed
spectral recording and unequivocal assignment of signals (see
Supporting Information, Section 3).

Acetylation of 7-Hydroxyindolenines (5a, 5b). In a two-neck
round-bottom flask equipped with a nitrogen atmosphere, ibogaine 7-
hydroxyindolenine (5a) (16 mg, 0.049 mmol), followed by CH,Cl,
(2 mL, 0.02 M), was added. To the solution at room temperature and
under constant stirring was added N,N-dimethylaminopyridine (9 mg,
1.5 equiv) and then acetic anhydride (7 yL, 1.5 equiv). The reaction
was monitored by TLC ((1:1) (Hex:EtOAc) + 1% NH,OH). After 1
h the reaction was diluted with CH,Cl, and washed with a saturated
solution of NaHCO;, the organic layer was dried over Na,SO,, and
the solvent was removed by distillation at reduced pressure. The
crude product was purified by column chromatography [(2:8)
(EtOAc:Hex) + 1% NH,OH]. Ibogaine 7-acetoxyindolenine (S2)
was obtained as an amorphous white solid (18 mg, 99%).

In a two-neck round-bottom flask equipped with a nitrogen
atmosphere, voacangine 7-hydroxyindolenine (Sb) (44 mg, 0.114
mmol), followed by 1,2-DCE (2 mL, 0.0S M), was added. To the
solution at room temperature and under constant stirring, N,N-
dimethylaminopyridine (56 mg, 4.0 equiv) was added and then acetic
anhydride (0.5 mL, 43 equiv), and the mixture was heated up to 65
°C. Reaction was monitored by TLC ((7:3) (Hex:EtOAc) + 1%
NH,OH). After 2 h the reaction was allowed to cool to room
temperature, diluted with CH,Cl,, and washed with a saturated
solution of NaHCOj;, the organic layer was dried over Na,SO,, and
the solvent was removed by distillation at reduced pressure. The
crude product was purified by column chromatography [(2:8)
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(EtOAc:Hex) + 1% NH,OH]. Voacangine 7-acetoxyindolenine, S1,
was obtained as an amorphous white solid (43.3 mg, 70%).

N-Methyl Ibogaine (3). In a two-neck round-bottom flask under an
argon atmosphere, a solution of ibogaine (1) (101 mg, 0.326 mmol)
in anhydrous DMSO (1.2 mL, 0.3 M) was stirred at room
temperature. To this solution was added potassium hydroxide (62
mg, 3.4 equiv), and, after 1 h of constant stirring, methyl iodide (31
UL, 1.5 equiv) was added in one portion. The reaction was monitored
by TLC ((9:1) (Hex:EtOAc) + 1% NH,OH). After 1 h the reaction
was diluted with H,O (10 mL) and extracted with Et,O (20 mL X3).
The organic layer was dried over Na,SO,, and the solvent removed by
distillation at reduced pressure. The crude product was purified by
column chromatography [(9:1) (Hex:EtOAc) + 1% NH,OH]. N-
Methyl ibogaine (3) was obtained as a colorless oil that turned into an
amorphous solid upon standing overnight in the freezer (—18 °C) (80
mg, 75%).

Computational Calculations. The initial structures of both
molecules were built and pre-optimized by means of molecular
mechanics (force field MMFF94x) in MOE.> In order to explore the
potential energy surface, a conformational search was carried out with
the LowModeMD method® implemented in MOE, using the same
force field without cutoffs and employing the following settings: RMS
gradient = 0.005 kcal/mol A% rejection limit = 100, RMSD limit =
0.25 A, energy window = 7 kcal/mol, and iteration limit = 10 000.
The solvent (toluene) was modeled implicitly by the generalized Born
solvation model (¢ = 2.4). The number of stable conformations
(minima) found for each molecule was 12 (ibogaine) and 28
(Voacangine).

The most stable conformer in each case was selected and subjected
to further optimization steps by means of DET**! as implemented in
Gaussian 09.°> The calculations were run at the M06-2x/ 6-31+G(d,p)
level of theory,” using an ultrafine integration grid and under implicit
solvation simulated by an IEFPCM method, with radii and non-
electrostatic terms from Truhlar and co-workers’ SMD solvation
model.”* For the computational prediction of pK, values, these
geometries and their protonated analogues were reoptimized in water
at the wB97X-D/cc-pVDZ—SMD level of theory, and they were
handled according to the procedure reported by Barroso-Flores et
al® To confirm that all the optimized geometries correspond to
energetic minima, the nature of the stationary points was verified by a
frequency analysis. Thermodynamic parameters were calculated from
the unscaled vibrational frequencies. The NMR chemical shifts were
computed at the B3LYP/6-311+G(2d,p) level of theory, starting from
the M06-2x/6-31+G(d,p) geometries optimized in CHCl; and using
the theoretical tetramethylsilane NMR chemical shifts as a reference.

The structural and electronic analysis, including the calculation of
reactivity descriptors (atomic charges, orbital compositions, Fukui
functions, hardness, softness, nucleophilicity index, and their
condensed analogs), was performed on the DFT-optimized structures
employing the Hirshfeld charges (dipole corrected) and partitions
with the program Multiwfn (version 3.7).° The nucleophilicity index
was referred to tetracyanoethylene (TCE),” for which the HOMO
energy was calculated using the same level of theory (M06-2x/6-
31+G(d,p)). The weak interactions were identified and analyzed by
means of the NCI method.>” The H-bond binding energy was
estimated from the electron density at the bond critical point (pgcp),
according to Emamian et al.°® The results were rendered with
Gaussview 6.0,°> VMD 1.9.3,”° and Multiwfn.®
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Abstract: Noribogaine (noribo) is the primary metabolite from ibogaine, an atypical psychedelic
alkaloid isolated from the root bark of the African shrub Tabernanthe iboga. The main objective of this
study was to test the hypothesis that molecular, electrophysiological, and behavioral responses of
noribo are mediated by the 5-HT,p receptor (5-HTR) in mice. In that regard, we used male and
female, 5-HT, R knockout (KO) and wild type (WT) mice injected with a single noribo dose (10 or
40 mg/kg; i.p.). After 30 min., locomotor activity was recorded followed by mRNA measurements by
gPCR (immediate early genes; IEG, glutamate receptors, and 5-HT,4 R levels) and electrophysiology
recordings of layer V pyramidal neurons from the medial prefrontal cortex. Noribo 40 decreased
locomotion in male, but not female WT. Sex and genotype differences were observed for IEG and
glutamate receptor expression. Expression of 5-HT>p R mRNA increased in the mPFC of WT mice
following Noribo 10 (males) or Noribo 40 (females). Patch-clamp recordings showed that Noribo 40
reduced the NMDA-mediated postsynaptic current density in mPFC pyramidal neurons only in male
WT mice, but no effects were found for either KO males or females. Our results highlight that noribo
produces sexually dimorphic effects while the genetic removal of 5HT,4 R blunted noribo-mediated
responses to NMDA synaptic transmission.

Keywords: psychedelics; noribogaine; serotonin; NMDA; glutamate receptors; immediate early
genes (IEG)

1. Introduction

The potential use of psychedelic compounds in psychiatry has recently generated an
extensive body of work regarding the therapeutic actions of these molecules [1]. Several
studies suggest that psychedelic compounds such as psylocibin and MDMA might have a
place in the treatment of several psychiatric disorders that represent a huge suffering and
economic burden given their difficulty of treatment and high relapse rate. Safety, efficacy,
and tolerability were found by clinical trials involving psychedelic-assisted psychotherapy
for anxiety and depression [2], PTSD [3], alcohol use [4], and depressive disorders in cancer
patients [5].

It needs to be noted that unlike many psychiatric medications, this type of treatment
requires administration of the compound only once or twice over a few weeks, which are
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preceded and followed by preparation and integration sessions with a trained therapist.
Serotonergic neurotransmission, and particularly the one mediated by 5-HT receptors
(5-HT2aR), has been implicated not only for the sensory and cognitive alterations induced
by the acute administration of classical psychedelics but also as a key target for their
therapeutic properties [6]. 5-HT2AR are densely expressed in thalamocortical presynaptic
and postsynaptic terminals in the V layer of the medial prefrontal cortex [7-10].

Ibogaine is a naturally occurring alkaloid derived from the Tabernanthe iboga shrub,
which is native to West Africa [11-13]. It has been classified as a potent atypical psychedelic
drug capable of inducing oneirogenic effects (waking dream-like states) and vivid memory
recall. Ibogaine and noribogaine (10-hydroxyibogamine; noribo, the primary active metabo-
lite of ibogaine produced by a CYP2D6-dependent pathway; [14,15]) have gained increasing
attention due to their promising “anti-addictive” properties documented in observational
and open-label studies in humans and in pre-clinical models [16-20]. In addition, a rapid
antidepressant effect in humans after ibogaine administration was described in previous
clinical trials, and both ibogaine and noribogaine have shown antidepressant-like effects in
rodents [15].

Nevertheless, the neurobiological mechanism underlying the antiaddictive and an-
tidepressant effects displayed by ibogaine and noribogaine remain unsolved [13]. Initial
receptor-binding studies for ibogaine indicated a polypharmacological profile, with binding
to numerous targets at the micromolar range, such as nicotinic acetylcholine receptors
(nAChR «3(34), the N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR), kappa and mu opioid,
sigma-1 and sigma-2, and 5-HT,a and 5-HTj3 receptors, as well as the dopamine and sero-
tonin transporters [21]. Regarding noribogaine, its pharmacological profile is similar to the
parent drug but displays some differences: it shows a higher interaction with the serotonin
reuptake transporter SERT and the kappa opioid receptor. It also exhibits a lower affinity to
NMDAR with no reported affinity for the 5-HT,4 and 5-HTj3 receptors [22-24]. Although a
recent study using noribogaine at low doses in humans did not observe any psychedelic ef-
fects [25], there are currently no reports studying the psychedelic properties of noribogaine
at doses equivalent to those recognized for producing oneirogenic effects with ibogaine in
humans. Thus, the psychedelic potential of noribogaine needs to be further explored.

In contrast to classic psychedelics, ibogaine and noribogaine present marginal or no
affinity to 5-HT,A R, showing pharmacological similarities to other atypical psychedelics
such as ketamine (NMDA-R antagonist) [26] and salvinorine A (kappa opioid receptor
agonist) [27]. Nevertheless, the potential role of the 5HT,4 R in mediating ibogaine and nori-
bogaine effects cannot be ruled out. Previous drug discrimination studies suggested that
ibogaine administration in rodents could exert some of its actions involving 5-HT R [28]
In fact, activation of 5-HT>4 R has been linked to an awaked state with features of REM
sleep following systemic administration of ibogaine in rats [29,30]. In addition, noribo-
gaine has been shown to induce structural neural plasticity in cultured embryonic rat
cortical neurons, an effect probably linked to 5-HT7aR activation [31]. Thus, 5-HT;aR
could be involved in the effects of these alkaloids, but indirectly and not through a direct
drug-receptor interaction.

Therefore, we decided to test the hypothesis that molecular, electrophysiological,
and behavioral responses of noribogaine in mice might be dependent on the presence of
5HT;4R. Given the significance of sex and gender differences observed in the impact of
psychiatric illnesses and the responses to pharmacological treatments [32], we also decided
to study those effects of noribogaine in both female and male mice. To the best of our
knowledge, information on sex differences in psychedelic effects is extremely limited. In
the case of ibogaine, preclinical studies have shown sex-specific effects in rodents. For
example, after ibogaine’s administration, females showed higher plasma bioavailability and
concentration in the brain than male rodents [33,34]. Yet, to our knowledge, there are no
previous preclinical reports studying sex differences following noribogaine administration.

In the present study we examined the role of 5-HT7AR on a single noribogaine dose
(10 or 40 mg/kg) on 5-HT,A receptor knockout (KO) (5-HT5 /) and wild type (WT;
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5-HT,4*/*) male and female mice. We quantified locomotor activity as well as mPFC gene
expression (the mRNA of immediately early genes, and glutamatergic and serotonergic
receptors by qPCR), and locomotor activity following a single administration of noribogaine.
We also evaluated sex-dependent effects on noribogaine-mediated changes in glutamatergic
excitatory transmission (presynaptic and postsynaptic), using whole-cell patch-clamp
recordings of mPFC layer V pyramidal neurons from both genotypes.

2. Results
2.1. A Single Administration of Noribogaine Produced Differential Effects on Locomotion in
Male vs. Female Mice

Previous reports found that noribogaine systemic administration can change loco-
motor activity in rats [35]. In order to investigate whether 5-HT;AR deficiency would
alter noribo effects on locomotion we decided to quantify locomotion of male and female
5-HT,AR KO (5-HT,4 =/ ~) and WT (5-HT5*/*) mice with a 12956 /SvEv background fol-
lowing the administration of psychedelic noribogaine 10 mg/kg (Noribo 10) or noribogaine
40 mg/kg (Noribo 40). First, we evaluated the basal locomotor activity in the habituation
sessions prior to drug injections during 15 min (see Figure 1 for protocol details). Two-way
ANOVA (sex x genotype) was performed. Locomotion in the habituation period showed a
significant effect for the sex factor (F(1 120 = 21.11, p < 0.0001, N = 26-34), but not for geno-
type (F1,120) = 2.72, p > 0.05, N = 26-34) or interaction (F(y,129) = 0.90, p > 0.05, N = 26-34)
(Figure 2B,E). According to a previous report, the max brain concentration of noribo after an
intraperitoneal administration in rats occurs at 30 min [15]. Therefore, we measured locomotor
activity thirty minutes after a single noribo administration, immediately after habituation.

¢
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Figure 1. Schematic representation of experimental treatments. Male and female 5-HT), AT (WT)
and 5-HT»5 ~/~ (KO) mice were subjected to an open-field test (OFT). The first 15 min corresponds
to habituation. Then, they were administered a single intraperitoneal injection of the corresponding
treatment: vehicle (saline solution), noribogaine 10 mg/kg, or 40 mg/kg. Mice were recorded for
30 min post-injection. Tissue samples for JPCR were taken immediately after the experiment.

Two-way ANOVA (treatment x genotype) was performed. For male mice (Figure 2A-C),
noribo induced significant differences for treatment (Fp57) = 8.7, p < 0.001, N = 9-12),
but not for genotype (F; 57) = 0.52, p > 0.05, N = 9-12) or interaction (F(,57) = 1.5, p > 0.05,
N =9-12). As shown in Figure 2A, WT male mice injected with Noribo 40 showed decreased
locomotion, compared to the vehicle (Tukey post-hoc; p < 0.05). Female mice injected
with noribo (Figure 2D-F) showed significant effects for treatment (F (3 55) = 6.42, p < 0.001,
N = 7-11), but not for genotype (F(; 57 = 0.01, p > 0.05, N = 7-11), or interaction (F, 57) = 1.74,
p > 0.05, N = 7-11). Figure 2D showed that female KO mice injected with Noribo 40 showed
less locomotion compared to vehicle KO (Tukey post-hoc; p < 0.05).
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Figure 2. Behavioral changes induced by noribogaine (N10, 10 mg/kg or N40, 40 mg/kg). For
males: (A) Total distance traveled (cm) by mice post-injection with noribogaine. (B) Total distance
traveled (cm) by mice during habituation. (C) Cumulative track plots (screen-captured from an
Ethovision file) of mice during OFT post-injection with noribogaine. For females: (D) Total distance
traveled (cm) by mice post-injection with noribogaine. (E) Total distance traveled (cm) by mice during
habituation. (F) Cumulative track plots (screen-captured from Ethovision files showing openfield
arenas used for locomotion measurements, see Methods for details) of mice during OFT post-injection
with noribogaine. The values indicate mean + SEM. Two-way ANOVA-Tukey: * p < 0.05 different
from vehicle; # p < 0.05 different from noribogaine (low, N10 vs. high, N40 dose).

In this experimental setting, we did not observe any significant difference for female or
male mice treated with the lower dose, Noribo 10. Only the highest dose, Noribo 40, was able
to change locomotion in WT male mice and in KO females. The noribo-mediated decrease
in locomotion reported here might be linked to the fact that noribo is a G-protein biased
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k-opioid receptor agonist [36]. It is known that k-opioid agonists reduce rearing, motility,
and locomotion in mice [37]; therefore, the decrease in locomotion seen in noribo-treated
mice might reflect sedative effects induced by the activation of these receptors. Also, we
cannot rule out the effect of noribo on the animal’s overall motivation to explore.

These results suggest that 5HT,4 R deficiency does not play a role in noribo locomotor
effects for male mice, since both genotypes showed reduced locomotion. Nevertheless, for
female mice the reduction of locomotion was observed for KO, but was not evident for WT,
suggesting a differential role of 5SHT,oR in modulating the locomotor and/or exploratory
behavior in females.

2.2. 5-HT 4 Receptor Deficiency Alters the Gene Expression Profile Induced by Noribogaine in
mPFC in a Sex-Dependent Manner

Cortical neurons express several 5-HT receptors, among which the 5-HT» and 5-HT; 5
receptors are expressed at high levels [7-10,38].

Therefore, to evaluate the impact of 5-HT>a R deficiency on the mPFC gene expression
profile induced by a single administration of noribo injection, we tested the same two noribo
doses (Noribo 10, N10 and Noribo 40, N40, see above). Male and female mice were injected
with noribo or vehicle, tested in the open field for locomotion activity (for 30 min), and
tissue sampling (mPFC) was immediately obtained for qPCR assays (IEGs, glutamate
receptors, and 5-HT;4 receptors) (see Figure 1 for protocol details).

For male mPFC (Figure 3A), Npas4 showed a significant main effect of treatment
(F2,48) = 9.00, p < 0.001, N = 7-11) and interaction (F 48) = 6.32, p < 0.01, N = 7-11), but not
for genotype (F(q 48y = 1.13, p > 0.05, N = 7-11). As shown in Figure 3, male KO mice injected
with Noribo 10 showed higher Npas4 expression compared to vehicle KO (Tukey post-hoc,
p <0.001). Egrl showed significant treatment (F, 46) = 3.41, p < 0.05, N = 7-10), genotype
(F,46) =7.66,p <0.01, N =7-10), and interaction (F( 46) = 4.82, p < 0.05, N = 7-10). Similarly
to what we observed for Npas4, administration of Noribo 10 in male KO mice increased Egrl
expression compared to vehicle KO (Tukey post-hoc, p < 0.05). For cFos, ANOVA showed
differences for treatment (F(p 49) = 9.97, p < 0.001, N = 7-11) but not genotype (F(1 49) = 1.76,
p > 0.05, N =7-11) nor interaction (F 49) = 0.84, p > 0.05, N = 7-11). cFos expression was
increased in KO male mice injected with the higher Noribo 40 dose compared to vehicle KO
(Tukey post-hoc, p < 0.01). We did not observe significant differences in WT mice on IEGs
expression following noribo administration.

We also measured the mRNA of two glutamate receptors that are linked to neuroplasticity-
related changes in mPFC circuits in male mice (Figure 3A). The AMPA receptor GRIA1
showed significant effects for interaction (F(p50) = 9.82, p < 0.001, N = 6-11), but not for
treatment (F(y 509) = 2.02, p > 0.05, N = 6-11) or genotype (F(y 59) = 0.04, p > 0.05, N = 6-11).
Male KO mice injected with Noribo 40 showed increased GRIA1 compared to vehicle KO
(Tukey post-hoc, p < 0.05). The NMDA receptor GRIN2A showed significant interaction
(F(2,45) = 4.188, p < 0.05, N = 6-10), but not for treatment (F(, 45 = 3.035, p > 0.05, N = 6-10)
nor genotype (Fj 45) = 2.123, p > 0.05, N = 6-10). WT males injected with Noribo 10 showed
an increase in GRIN2A compared to vehicle WT (Tukey post-hoc, p < 0.05).

As expected, male KO showed a decrease in the 5-HT,5R gene compared to vehi-
cle WT (Tukey pot-hoc, p < 0.05), like in a previous report using this knockout mouse
model [39]. 5-HTy4R showed statistical differences for all factors, including treatment
(F,47) = 7.40, p <0.01, N = 7-10), genotype (F(147) = 47.95, p < 0.0001, N = 7-10), and
interaction (F(p47) = 8.27, p < 0.001, N = 7-10). Interestingly, the lower dose, Noribo 10,
induced an increase in 5-HTAR gene expression in WT male mice compared to vehicle WT
(Tukey post-hoc, p < 0.01). Our results suggest that noribo has the capacity to regulate the
expression of 5-HTAR mRNA.
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Figure 3. Gene expression changes in WT and KO mice in the mPFC following a single injection of
noribogaine (10 mg/kg or 40 mg/kg). (A) Males: Immediate early genes Npas4, Egr1, and cFos; glu-
tamate receptor GRIA1 and GRIN2A; serotonin receptor Htr2a (5HT;AR). Two-way ANOVA-Tukey:
*p <0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 difference from vehicle (KO injected with noribo vs. vehicle KO
and WT injected with noribo vs. vehicle WT); # p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001 difference from
noribogaine (comparing low vs. high dose); $ p < 0.05 difference from vehicle (vehicle WT vs. vehicle
KO). (B) Females: Immediate early genes Npas4, Egrl, and cFos; glutamate receptor GRIA1 and
GRIN2A; serotonin receptor Htr2a. Two-way ANOVA-Tukey: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 dif-
ference from vehicle (KO injected with noribo vs. vehicle KO and WT injected with noribo vs. vehicle
WT); #p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001 difference from noribogaine (comparing low vs. high dose);
$ p < 0.05 difference from vehicle (vehicle WT vs. vehicle KO).
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For the female mPFC (Figure 3B), we noted significant changes for Npas4 that were
similar to males for treatment (F(»42) = 5.04, p < 0.05, N = 6-10), but not for genotype
(F(1,42) = 3.05, p > 0.05, N = 6-10) nor interaction (F47) = 2.45, p > 0.05, N = 6-10). Like
male mice, female KO injected with Noribo 10 increased Npas4 in mPFC compared to
vehicle KO (Tukey post-hoc, p < 0.05). In the case of Egrl, significant differences were
found for treatment (F 45 = 6.81, p < 0.01, N = 7-9), genotype (F; 45y = 6.73, p < 0.05,
N =7-9), and interaction (F(; 45) = 5.28, p < 0.01, N = 7-9). WT female mice injected with
Noribo 40 increased its expression compared to vehicle WT (Tukey post-hoc, p < 0.01). Also,
cFos showed differences for treatment (F(y 45 = 4.77, p < 0.05, N = 7-10) and genotype
(F1,45) = 9.89, p < 0.01, N = 7-10), but not for interaction (F 45) = 2.75, p > 0.05, N = 7-10).
Female WT injected with Noribo 40 increased cFos expression compared to vehicle WT
(Tukey pot-hoc, p < 0.05).

GRIAT1 showed statistical differences for genotype (F(1 42) = 6.89, p <0.05, N = 7-10),
but not for treatment (Fp42) = 1.36, p > 0.05, N = 7-10) nor interaction (F( 47 = 1.83,
p > 0.05, N = 7-10). No other significant differences were found (Tukey post-hoc, p > 0.05).
GRIN2A showed differences for treatment (F(p 41y = 11.23, p < 0.01, N = 6-10) and interaction
(F41) =44, p <0.05, N = 6-10), but not for genotype (F 41y = 1.81, p > 0.05, N = 6-10). KO
female mice injected with Noribo 10 showed increased GRIN2A expression compared to
vehicle KO (Tukey post-hoc, p < 0.001).

Similarly to male mice, we found significant differences in the expression of SHT;AR,
for treatment (F(y 45) = 4.55, p < 0.05, N = 6-10) and genotype (F; 45, = 41.68, p < 0.0001,
N = 6-10) but not for interaction (F 45) = 3.16, p > 0.05, N = 6-10). WT female mice injected
with Noribo 40 showed increased 5-HT;AR expression compared to vehicle WT (Tukey
post-hoc, p < 0.05). As expected, KO female mice showed decreased expression of 5HT5R
expression compared to female vehicle WT (Tukey post-hoc, p < 0.05).

2.3. 5-HT»4 Receptor Plays a Role in the NMDA Current Density of Pyramidal mPFC Neurons in
Male WT Mice Following Single Administration of Noribogaine

Postsynaptic membrane expression of NMDA receptors in dendrites of layer V pyra-
midal neurons of mPFC has been described to be finely tuned by the activation of 5-HT,5R
activation [38]. Therefore, we studied the effects of systemic Noribo 40 and genotype
(both sexes WT vs. 5HT,5 KO mice) on presynaptic (paired-pulse ratio) and postsynaptic
NMDA current density during whole-cell patch clamp recordings of layer V pyramidal
cells (see Supplementary Figure S1 for methodological details). Figure 4 summarize Noribo
40-mediated (saline vs. N40) changes at a presynaptic (i.e., paired-pulse ratio) and post-
synaptic (i.e., NMDA current density; in pA/pF) of layer V pyramidal neurons in mPFC
coronal slices from male mice of both genotypes.

Presynaptic changes in the probability of excitatory synaptic transmission were studied
using paired-pulse ratios during 10 Hz stimulation, dividing the amplitude of a second
post-synaptic response by that of the first [40]. In males, Figure 4A,B show no presynaptic
changes after Noribo 40 treatment, as observed by the absence of significant differences of
mean paired-pulse ratios for either genotype of male mice. Figure 4C,D show a significant
reduction in postsynaptic NMDA-mediated current density from male WT mice treated
with Noribo 40, but not in KO mice.
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Figure 4. Systemic noribogaine (Noribo 40; N40) treatment reduced NMDA-mediated current density
in mPFC pyramidal neurons from male mice. (A,B) Graphs showing saline (black bars) and N40 (red
bars) administration effect on mean EPSC paired-pulse ratio during 10 Hz stimulation (i.e., fraction
of EPSC,/EPSC; amplitudes) recorded from layer V. mPFC pyramids from male WT (left plot)
and 5HT,4 KO (right plot) mice, respectively. Individual paired-pulse ratio values are shown for
each treatment as overlying (WT), rhombi (5HT,5 KO) on each bar. No significant differences
were observed comparing PPR values. (C,D) Graphs showing saline (black) and N40 (red bars)
administration effects on mean NMDA-mediated current density (pA/pF) values from male WT
(left plot) and 5HTy4 KO (right plot) mice. Individual NMDA-mediated current density values are
shown for each treatment as overlying circles (WT), rhombi (5HT,4 KO) on each bar. Note how N40
was able to significantly reduce the NMDA current density only in pyramidal neurons from WT
male mice (see Table 1 for statistical comparisons). ** Mean INMDA current-density values were
significantly smaller in KO compared to WT (post-hoc Tukey test; q = 6.2, p < 0.01). The values
indicate mean £ SEM. The number of cells recorded for each group were included in brackets on top
of each bar.

Table 1 shows statistical comparisons among all synaptic results from male mice, high-
lighting that significantly smaller NMDA-mediated current density values were observed in
pyramidal neurons from KO male mice compared to WT. As expected, the NMDA /AMPA
ratio [41] was also significantly smaller after Noribo 40 treatment in male WT. Interestingly,
KO male mice showed similar low NMDA /AMPA ratios (Table 1).

On the other hand, Figure 5 shows no effect of Noribo 40 on either presynaptic or
postsynaptic parameters measured in females form either WT or KO mice. Table 2 details
statistical comparisons among female groups, showing no significant differences.
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Table 1. Effects of systemic noribogaine administration (Noribo 40) on paired-pulse ratio and NMDA
current density in mPFC pyramidal cells from male wildtype and 5HT,5 knockout (KO) mice.

Paired-Pulse Ratio (PPR) InmpA (pA/pF) NMDA/AMPA Ratio
Wildtype 5HT,5 Knockout Wildtype 5HT,5 Knockout Wildtype 5HT,5 Knockout
Vehicle 1.03 £+ 0.06 (13) 1.19 £ 0.05 (7) 6.02 £1.37(11) 2.35+045(11)** 0.754+0.04 (10)  0.55 =+ 0.04 (10) &&
Noribo40  1.00 £ 0.08 (12) 1.09 + 0.07 (14) 1.48 4+ 0.56 (8) ¢ 1.95 + 0.22 (17) 0.56 + 0.03 (8) * 0.60 £ 0.04 (10)

No significant differences were observed comparing PPR values; one-way ANOVA, F3 49) = 0.9, p = 0.4. One-way
ANOVA showed significantly different NMDA current densities: F3 45) = 7.6, p < 0.001. $ Mean Invpa current-
density values in WT were significantly reduced by Noribo 40 (post-hoc Tukey test; q = 6.2, p < 0.01). ** Mean
Inmpa current-density values were significantly smaller in KO compared to WT (post-hoc Tukey test; q = 6.2,
p <0.01). # NMDA / AMPA ratios in WT were significantly reduced by Noribo 40, according to one-way ANOVA
Fa,17) = 12.9, p = 0.002; post-hoc Tukey test; q = 5.1, p = 0.003. & NMDA/AMPA ratios in WT were significantly
larger compared to KO; one-way ANOVA F(; 19) = 11.9, p = 0.003.
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Figure 5. Systemic noribogaine (Noribo 40; N40) did not alter synaptic parameters of mPFC pyramidal
neurons from female mice. (A,B) Graphs showing the effects of saline (black bars) and N40 (grey
bars) administration on the mean EPSC paired-pulse ratio during 10 Hz stimulation (i.e., fraction of
EPSC2/EPSC1 amplitudes) recorded from layer V mPFC pyramid neurons from female WT (left plot)
and 5HT;a KO (right plot) mice. Individual paired-pulse ratio values are shown for each treatment
as overlying (WT), thombi (5HT,5 KO) on each bar. The number of cells included in each bar is
shown in brackets. (C,D) Graphs showing the effects of saline (black bars) and noribogaine (grey
bars) administration on mean NMDA-mediated current density (pA/pF) values from female WT (left
plot) and 5HT,a KO (right plot) mice. Individual Inypa-density pulse values are shown on each
bar for each treatment (see overlying circles for WT, and rhombi for 5HT;4 KO). The number of cells
included in each bar is shown in brackets. No significant differences were observed comparing PPR
values (see Table 2 for statistical comparisons). The values indicate mean + SEM. The number of cells
recorded for each group were included in brackets on top of each bar.
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Table 2. Effects of systemic noribogaine administration (Noribo 40) on paired-pulse ratio and NMDA
current density in mPFC pyramidal cells from female wildtype and 5HT;4 knockout (KO) mice.

Paired-Pulse Ratio (PPR) InmpA (pA/pF) NMDA/AMPA Ratio

Wildtype 5HT,5 Knockout Wildtype 5HT,5 Knockout Wildtype 5HT,5 Knockout

Vehicle
Noribo 40

1.09 £ 0.03 (12) 1.09 £ 0.05 (11) 2.20 +0.49 (11) 2.90 £ 0.45 (11) 0.49 +0.04 (7) 0.62 + 0.05 (10)
1.10 £ 0.07 (11) 0.95 + 0.06 (11) 1.59 £ 0.38 (11) 1.87 £ 0.35 (11) 0.51 +0.05 (8) 0.60 £ 0.11 (7)

No significant differences were observed comparing PPR values comparing all conditions: one-way ANOVA,
F345 = 1.7, p = 0.2. NMDA current density values were not significantly different comparing all conditions:
one-way ANOVA, F 45 = 1.4, p = 0.2. NMDA/AMPA ratios were not significantly different comparing all
conditions: one-way ANOVA, F3 31y =0.8, p = 0.5.

3. Discussion

The mPFC and other cortical brain regions are involved in functions such as emotional
regulation, cognitive processing, and introspection, and it has been shown that psychedelics
can influence the activity in specific “hub” cortical regions of the brain, affecting the ability
to coordinate neural activity in downstream brain regions [42]. High psychedelic doses
induce vivid perceptual experiences that are associated with a therapeutic benefit, but there
have also been anecdotal reports of these drugs being used in a lower dose to improve
cognitive functions. Recently, in a preclinical model, Higgins et al. [43] reported that low
doses of psilocybin and ketamine enhance motivation and attention in poor-performing
rats. These data suggest that even low doses of psychedelics might improve symptoms that
rely on mPFC functions.

Immediate early genes (IEG) can become highly expressed within seconds or minutes
of endogenous or exogenous stimuli like cFos [44]. IEG have also been linked to learning
such as for Egr-1 (early growth response gene; a.k.a. zif268) [45] or synaptic plasticity for
Npas4 (neuronal Per-Arnt-Sim domain protein 4) [46]. We found that in mPFC, noribo
induced a 5-HTy5R-dependent regulation of gene expression on several IEGs (Npas4, Egrl,
cFos), in a sex-dependent manner.

It needs to be noted that to the best of our knowledge this is the first study investigating
the effects of psychedelics on Npas4 expression, showing that noribo can increase Npas4
expression mRNA in mPFC. This IEG is expressed throughout the brain at a low level,
though it is enriched in the frontal, parietal, and entorhinal cortices [46,47]. The primary
signal for inducing Npas4 is an increase in intracellular calcium (Ca?*) concentration that,
in neurons, is regulated by excitatory neurotransmission [46]. Thus, Npas4 is thought to
regulate the balance of excitatory/inhibitory neurotransmission within cortical loops.

Serotonergic neurotransmission and, more particularly, activation of 5-HT4-Rs in
the PFC play a critical role in the regulation of cortical circuits [48]. 5-HT»4R is exten-
sively distributed, particularly in medial frontal cortex, where postsynaptic activation
modulates pyramidal glutamatergic neuron activity and participates in various executive
functions [49]. Depressive patients commonly suffer from cognitive dysfunction compris-
ing working memory, problem solving, and cognitive flexibility [50]. It has been shown
that genetic loss of the 5-HT25R compromised the activity of chronic treatment with SSRI
(selective serotonin reuptake inhibitors), making this receptor a putative marker predicting
antidepressant responses [51].

Beyond the previously described NMDA antagonist mechanism for ibogaine [52,53],
we took advantage of an available genetically modified mouse model for the 5-HT54 recep-
tor [9,10] in order to characterize the potential contribution of this receptor to postsynaptic
NMDA current density following Noribo 40 administration. In male mice, electrophysio-
logical results showed a reduction of NMDA-mediated current density only in WT mice.
Similarly, NMDA /AMPA ratios [41] were reduced after Noibo 40 administration only
in WT male mice. No changes in presynaptic paired-pulse ratios were observed in any
experimental conditions, regardless of the described expression of 5-HT,4R at presynaptic
glutamatergic afferents [7]. Our electrophysiology patch-clamp results further suggest
the existence of a functional link between postsynaptic 5SHT;4R and NMDA that can be
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altered by the genetic removal of 5-HT;4 receptors in male mice. Since noribo does not
interact directly with this receptor, one possible explanation could be related to its effects
as a SERT inhibitor, increasing serotonin availability that in turn binds to all serotonin
receptors. For some of the effects described in this study, it is not farfetched to expect that
lacking 5-HT>AR would interfere with noribo pharmacological responses.

A previous report has described that 5-HT;4 receptor activation might counteract the
inhibiting effect of 5-HTj o receptor activation on postsynaptic NMDA receptors’ membrane
expression [38]. 5-HTy4 receptors were shown to activate ERK via (3-arrestin-dependent
pathways, stabilizing dendritic microtubules and NMDA receptors’ membrane expres-
sion [38]. In agreement with that, our results show less NMDA current density in pyramidal
neurons recorded in mPFC slices after systemic treatment with Noribo 40 treatment in WT
as wells as from KO, but only in male mice. Yuen et al. [38] used cell cultures and prefrontal
cortex slices from male rats. Our results show no synaptic changes in layer V pyramidal
neurons from female mice, suggesting a sex-dependent difference in noribo-mediated
NMDA-blocking properties (both WT and KO). Considering previous reports [33], the
present results observed in female mice should not be due to sex-dependent changes in
brain or plasma noribo levels.

The Neuroprotective and Neuroplastic Potential of Noribogaine at mPFC Pyramidal Neurons: The
Contribution of NMDA and 5-HT,4 Receptors to Rapidly Promoting Plasticity

Neuroprotection and neuroplasticity can be viewed as continuous adaptations of
the neurons to new functional scenarios involving different mechanisms directed against
harmful elements. Neuroplasticity involves the active restoration of a new biological
baseline following environmental or pharmacological challenges.

Several psychoactive drugs with clinical use regulate the expression of neurotrophic
factors, a process called induced plasticity (iPlasticity), which allows network reorganiza-
tion in the adult brain [54]. This is in accordance with this fact; noribo has been recently
classified as a “psychoplastogen” since it can promote rapid and maintained neuritogenesis
in cultured rat cortical neurons [31]. In this manner, neuroplastic changes driven by several
synaptic modulations might underlie behavioral changes induced by psychedelics. For
instance, it is well established that an increase in serotoninergic neurotransmission leads to
an increase in BDNF expression/signaling both in vitro and in vivo [55,56]. Thus, sustained
enhancement of serotonin transmission due to ibogaine and its long-lasting metabolite
noribogaine could account, at least in part, for the observed effect on BDNF and GDNF
expression after ibogaine administration [57].

Npas4 plays an important role in protecting neurons against many types of neu-
rodegenerative insults. NPAS4 is selectively expressed in neurons following membrane
depolarization-induced intracellular calcium signaling. Pollina et al. [58] proposed that
the formation of a complex between NPAS4 and NuA4 may represent a mechanism by
which neurons efficiently drive activity-induced transcriptional responses while simultane-
ously preserving genome stability [58]. Sustaining neuronal “vitality” over time appears
to require careful balancing of the proper ratio of excitation and inhibition. The present
study shows that Npas4 expression is increased in KO female and male mice post noribo
administration, suggesting that Npas4 regulation by noribo needs low levels of 5-HT,4R
expression and NMDA-density to occur. This points out that in a context of low neurotrans-
mission at the 5-HT;R that may favor the susceptibility to major depressive disorder [59],
noribo might in turn facilitate the expression of this neuroprotective IEG and contribute to
its profile as a potent antidepressive drug.

In postmortem tissue from patients suffering from major depressive disorder, Egrl
levels in the prefrontal cortex are lower when compared to healthy controls [60]. Notably,
such a reduction was observed in both unmedicated and medicated subjects not responding
to treatment and thus suggests that EGR1 levels in the mPFC are directly associated with a
depressive phenotype and could be seen as a marker or mediator of a positive response
to antidepressant treatment [60]. In light of the tight link between EGR1 expression and
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neuronal plasticity, the downregulation of EGR1 in the mPFC of depressed patients is
particularly interesting and could represent one of the substrates for the anatomical and
functional alterations observed in major depressive disorders in this brain area [61,62].
Therefore, our results showing that noribo can increase the expression of Egrl in KO male
mice and WT female mice can be interpreted as noribo increasing neuroplastic effectors like
Egrl (in a sex-dependent manner). Low levels of Egrl expression are linked to depression,
but they can also serve as a marker for positive pharmacological treatment outcomes when
its expression is increased or restored.

One of the new approaches to the treatment of depression is focused on glutamatergic
neurotransmission. It has been shown that a blockade of the NMDA receptor complex
creates new opportunities for the treatment of affective disorders [63]. The NR2B sub-
unit selective NMDA antagonist, traxoprodil, co-administered with agents that affect
monoaminergic neurotransmission (like SSRI) at inactive doses, produced a significant
antidepressant-like effect in the forced swim test in mice [64]. NMDARs are activated
in response to neuronal depolarization and Ca" entry; thus, NMDA antagonism could
mediate neuroprotection. It would reduce the amount of Ca®* entry at distal dendrites
of layer V pyramidal cells. In cortical networks, NMDA blockage would reduce plastic
long-term synaptic events during high-frequency stimulation. Therefore, it can be sug-
gested that some of the beneficial effects of noribo on depression might be associated with a
reduction of NMDA receptor activation leading to neuroprotective effects and neuroplastic
changes in mPFC networks. This NMDA effect on mPFC induced by noribo seems to be
sex-dependent; thus, it might be suggested that female and male subjects may differentially
experience noribo’s beneficial effects in clinical settings. Our results support the importance
of studying sex as a biological variable in preclinical psychedelic research. It needs to be
mentioned that when using psychedelics, not only the gonadal axis might be responsible
for gender differences, but also the stress response along the HPA axis might play a role.
We already know from research outside of psychedelics, that these two axes do impact
each other: stress responses can impact sexual hormones and vice versa. Also, we cannot
completely rule out that sex differences in noribo pharmacokinetics may also play a role in
some of the variables investigated in our study.

4. Material and Methods
4.1. Animals

The 5-HT,a receptor knockout mouse line was kindly provided by Dr. Noelia Weis-
staub (Universidad Favaloro, Buenos Aires, Argentina). The generation of genetically
modified 5-HT»4 /~ mice and their control (WT or 5-HT»4*/*) littermates was described
elsewhere [9], and genotypes were confirmed using PCR analysis (see the Supplemental
Information for primer sequences). Males and females (8-12-week-old) were housed in
a light- and temperature-controlled room throughout the experimental procedures with
water and food ad libitum, under a 12 h light/dark cycle (lights on at 8:00 a.m.) at a
temperature of 21-23 °C. All efforts were made to minimize animal suffering and to reduce
the number of animals used. All animal experiments were conducted in accordance with
institutional guidelines in compliance with national and international laws and policies
(‘Guidelines for the Care and Use of Mammals in Neuroscience and Behavioral Research’,
National Research Council, 2003, and OLAW and ARENA directives, NIH, Bethesda, USA).

All experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use Commit-
tees of Universidad de Buenos Aires, UBA, CICUAL-FCEN-UBA #169, 2022-2025 and
Universidad Austral, CICUAL-IIMT, 2023-04, 2023-2026.

4.2. Drugs

Noribogaine-HCI was prepared in the Laboratorio de Sintesis Organica-Facultad de
Quimica—Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay) using ibogaine as a starting
material. Ibogaine was obtained as described in our previously reported method [12]
via the decarboxylation of voacangine (See Supplementary Figures S2 and S3). In brief,
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the experimental procedure to obtain noribogaine from ibogaine was as follows: in a
two-neck round-bottom flask under an argon atmosphere, ibogaine (493 mg, 1.58 mmol)
was dissolved in dry 1,2-dichloroethane (15.8 mL, 0.1 M) using magnetic stirring. Then,
ethanetiol (497 pL, 6.34 mmol, 4.0 eq) was added followed by the addition of a 1.0 M
solution of boron tribromide (2.38 mL, 1.5 eq). The system was heated to 55 °C for 2 h, when
total consumption of the starting material was evidenced by thin-layer chromatography
(TLC). The reaction was quenched by adding methanol until all the suspended solids were
dissolved. The resulting reaction mixture was diluted with EtOAc and transferred to a
separation funnel, where a saturated sodium bicarbonate solution was added. The aqueous
layer was extracted with ethyl acetate (EtOAc x3), and the combined organic layers were
dried over sodium sulfate. The solvent was removed under vacuum to obtain a crude
mixture that was purified using column chromatography (SiO,; 50% EtOAc in Hexane, 1%
NH4OH(cc)). The noribogaine free base was obtained as a white amorphous solid (420 mg,
89% yield). Structural characterization of this material as pure noribogaine was assessed
via nuclear magnetic resonance (1H, COSY, 13C, HSQC and HMBC; see the Supporting
Information). To prepare the corresponding hydrochloride, the free base was dissolved in
dry diethyl ether and an anhydrous solution of HCl in diethyl ether (3 M, 0.75 mL, 1.5 eq)
was added. A white solid was formed, which was filtrated and washed several times with
dry diethyl ether. The resulting noribogaine-HCl (425 mg) was dried under vacuum and
obtained as a white solid. Dissolution of noribogaine-HCI to prepare the samples for i.p.
injection was carried out using a warm saline vehicle that was previously degassed via
nitrogen bubbling.

4.3. Behavioral Test
Locomotor Activity

Mice locomotor activity (total distance, in cm) was recorded using a CCD camera
(Sony, New York, NY, USA) on custom-designed open-field boxes located in a sound-
attenuated room. For acquisition and analysis, we used Ethovision XT 11.0 software
(Noldus, Wageningen, The Netherlands). Each box consisted of an open-field plastic
compartment (19 cm x 40 cm x 40 cm). Animals were placed in open-field boxes for
15 min (recorded as baseline) and later injected with drugs or saline. Total distance traveled
(in cm) was quantified for a total of 30 min after injections. Behavioral recordings were made
simultaneously in four open-field arenas using Ethovison XT 5.1 multiple-arena features
from 9 a.m. to 4 p.m. of the light period of the photocycle (like in a previously published
study, see [65]). Injection time and arenas (right and left) were fully counterbalanced among
subjects and experimental groups.

4.4. Real-Time gPCR

Prefrontal cortex tissue was extracted immediately after behavioral testing: mouse
brains were rapidly removed; striatal tissues were dissected, placed on dry ice, and then
stored at —70 °C until further assays. Total RNA was isolated using TRIZOL reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. Five hundred
nanograms of RNA were treated with DN Asel (Invitrogen) and reverse-transcribed in
a 20 pL reaction using M-MLYV reverse transcriptase (Promega, Madison, WI, USA) and
random hexameres (Biodynamics, Ciudad de Buenos Aires, Argentina). For quantitative
real-time PCR (qPCR), primers sets were designed for the specific amplification of murine
genes and actin-B as a housekeeping control gene (sequences listed in Table 3). Each
sample was assayed in duplicate using 4 pmol of each primer, 1X SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and 2-20 ng of cDNA in a total volume of
13 pL. Amplification was carried out in an ABI PRISM 7500 sequence detection system
(Applied Biosystems). See Table 3 for the primers sequence.
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Table 3. Quantitative PCR primers.

Gene Gene Symbol Primer Forward Primer Reverse
Beta Actin Act B TGACGTTGACATCCGTAAAG GAGGAGCAATGATCTTGATCT
Neuronal PAS Domain Protein 4 Npas4 CATCTGGGCCACTCTATGGT GAGGGACTTGGAGGTGTTGA
Early Growth Response 1 Egrl GATGGTGGAGACGAGTTAT GATTGGTCATGCTCACG
Fos Proto-Oncogene, AP-1 cFos TCCCCAAACTTCGACCATGA  AGTTGGCACTAGAGACGGAC
Transcription Factor Subunit
Glutamate lonotropic Receptor GRIAT CTGTGAATCAGAACGCCTCA  TCACTTGTCCTCCACTGCTG
AMPA Type Subunit 1
Glutamate Ionotropic Receptor
NMDA Type Subunit 2A GRIN2A TTGTCTCTGCCATTGCTGTC CAAAGAAGGCCCACACTGAT
Serotonin Receptor 2A Htr2a CGTGTCCATGTTAACCATCC TCAGGAAGGCTTTGGTTCTG

4.5. Single-Cell Electrophysiological Recordings in Slices

The researcher in charge of electrophysiological recordings, analysis of data, and
statistical comparisons was blind to the mice genotype. Half an hour after saline or noribo-
gaine (40 mg/kg, i.p.), mice were deeply anesthetized (ketamine and xylazine) followed
by decapitation. A group of 16 WT (11 males and 5 females) and 17 KO (11 males and
6 females) of 4-8-week-old mice was used for whole-cell patch clamp recordings. Coronal
brain slices, including mPFC (300 um), were obtained by gluing both hemispheres with the
caudal part onto a vibratome stage (PELCO, EasiSlicer, Ted Pella Inc., Redding, CA, USA),
and submerged in a chamber containing chilled low-sodium /high-sucrose solution (com-
position in mM: 250 sucrose, 2.5 KCl, 3 MgCl,, 0.1 CaCly, 1.25 NaH;POy, 0.4 ascorbic acid,
3 myo-inositol, 2 pyruvic acid, 25 D-glucose, and 25 NaHCQO3). Slices were cut sequentially
and transferred to an incubation chamber at 35 °C for 30 min containing a stimulant-free,
low Ca?*/high Mg?* normal artificial cerebrospinal fluid (ACSF) (composition in mM:
125 Na(l, 2.5 KCl, 3 MgCl,, 0.1 CaCl,, 1.25 NaH,POy, 0.4 ascorbic acid, 3 myo-inositol,
2 pyruvic acid, 25 d-glucose, and 25 NaHCOj3 and aerated with 95% O, + 5% CO,, pH 7.4).
After incubation, slices were allowed to return to room temperature.

Whole-cell patch-clamp recordings were performed in medial prefrontal coronal
slices, as previously described [40]. Recordings were made at physiological temperature
(3637 °C). Patch electrodes were made from borosilicate glass (2-3 MQ)) filled with a
voltage-clamp high CsCl solution (composition in mM: 110 CsCl, 40 HEPES, 10 TEA-CI,
12 Nayphosphocreatine, 0.5 EGTA, 2 Mg-ATP, 0.5 Li-GTP, and 1 MgCl,. pH was adjusted to
7.3 with CsOH). To block Na* currents and avoid postsynaptic action potentials, 10 mM
N-(2,6-diethylphenylcarbamoylmethyl) triethylammonium chloride (QX-314) was added to
the pipette solution. Signals were recorded using a MultiClamp 700 amplifier commanded
by pCLAMP 10.0 software (Molecular Devices, San Jose, CA, USA). Cells with series
resistance (Rs) < 15 M() were used after being compensated online (>80%). Data were
filtered at 5 kHz, digitized, and stored for off-line analysis. Visually identified pyramidal
layer V neurons of the prelimbic cortex were used in this study [40]. Pyramids were
visualized using Nomarski contrast on an upright BX-50WI microscope (Olympus America
Inc., Center Valley, PA, USA) (40x, 0.8 numerical water-immersion objective) using a
near-IR light coupled to an IR-sensitive charge-coupled device camera (DMK 23UP1300;
Imaging Source, Bremen, Germany).

Evoked excitatory postsynaptic currents (EPSC) were evoked extracellularly (twice the
threshold; 40-200 ps; 200-1000 pA) using a bipolar concentric electrode (FHC Inc., Bowdoin,
ME, USA) located on the deep-layers border of the mPFC. Using a high CsCl/Qx314-
intracellular solution described above and an extracellular ACSF solution containing MgCl,
(1 mM), CaCl, (1 mM) and bicuculline (5-10 uM), eight to twelve stimuli of a 10 Hz paired-
pulse protocol were delivered. The EPSC paired-pulse ratio was calculated as the fraction
of 2nd EPSC/1st EPSC amplitudes while pyramidal cells were held at —70 mV holding.
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NMDA /AMPA were calculated at 50 mV holding as previously described [41]. Average
current density was calculated by dividing the mean amplitude by the cell’s capacitance
values obtained from MultiClamp compensation values.

4.6. Statistical Analysis

Data are expressed as the mean + SEM. Statistics were performed using two-way
ANOVAs followed by Tukey post-hoc multiple comparisons tests. Calculations were
carried out using GraphPad Prism 7 software. All data are presented as mean + SEM, and
significance was determined at p < 0.05.

5. Conclusions

In the present study we demonstrated, for the first time, that noribo administration
induced changes in the levels of transcripts of several IEGs and receptors within the mPFC
in a sex-dependent manner. In addition, in some cases, this effect was found to involve
5-HT,aR. Differential effects on gene expression and locomotor activity were observed
when comparing 10 mg/kg versus 40 mg/kg systemic administration in female and male
mice. IEGs, particularly those known to be closely linked to neuroplasticity (i.e., Npas4 and
Egr1), were responsive to different doses of noribo and sex. Also, our results show that a
single administration of noribo has the ability of increase 5-HTR expression in mPFC and
this effect might be related to its antidepressive-like properties found in pre-clinical studies.

Additionally, we showed noribo-mediated changes in NMDA synaptic transmission in
the mPFC. Using the high noribo dose of 40 mg/kg, electrophysiological recordings showed
selective postsynaptic effects on mPFC NMDA-mediated currents in the presence of 5-
HT,aR (i.e., WT) of male mice, suggesting a potential functional link between postsynaptic
5HT;a receptors and NMDA that can be altered by the genetic removal of 5-HT,4 receptors
in male mice. Noribogaine did not affect presynaptic paired-pulse plasticity for glutamate
release. Strikingly, no synaptic effects were observed in female mice.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://www.
mdpi.com/article/10.3390/ijms25020687/s1.
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