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RESUMEN

En este trabajo se relata la sintesis y el estudio espectroscdpico para la caracterizacion de un nuevo derivado de
la podofilotoxina. De la resina comercial del Podophyllum emodiW., se aislo la podofilotoxina 1 que fue utilizada
como material de partida. La podofilotoxina 1 fue transformada a podofilotoxona 7 mediante una reaccién de
oxidacion. Seguidamente, 7 fue tratada con una mezcla de #BuOH/#BuOK"/H,O (95:4:5), dando como
resultado la obtencidon del metil 8-metoxi-7'-(3",4',5'-trimetoxifenil)-8-metilnafto[4,5]dioxo-8-carboxilato (8).
Tanto el intermediario como el producto fueron purificados y caracterizados en base a analisis detallada de los
espectros de infrarrojo y de resonancia magnética nuclear (uni y bidimensionales). Asimismo, se describe un
posible mecanismo inédito en la literatura, del derivado 8. Adicionalmente, se encontré que el compuesto 8
cumple con las reglas establecidas por Lipinsky y Veber.

ABSTRACT

In this paper, the synthesis and the spectroscopic study for the characterization of a new podophyllotoxin
derivate is described. Podophyllotoxin 1 was isolated from the commercial resin of Podophyllum emodi W., that
was used as starting material. Podophyllotoxin 1 was transformed into Podophyllotoxone 7 by an oxidation
reaction. Then, 7 was treated with a mixture of t-BuOH/t-BuO-K+/H20 (95:4:5), resulting in methyl 8-methoxy-
7'-(3',4',5"-trimethoxiphenyl)-8-metilnafto[4,5]dioxo-8-carboxylate (8). Both the intermediate and the product
were purified and characterized by a detailed analysis from the infrared and nuclear magnetic resonance
spectrums (one and two dimensional). Additionally, a possible unknown mechanism of the derivative 8 is
described in the literature. In addition, the compound 8 complies with the rules established by Lipinsky and
Veber.
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INTRODUCCION

Los productos naturales son una fuente de agentes de gran importancia en la medicina (Silveira et al., 2014).
Mas de la mitad de los farmacos actualmente disponibles son de origen natural o derivados de estos, en el caso
del cancer esta porcion supera el 60% (Karikas, 2010; Mishra & Tiwari, 2011). La podofilotoxina 1 (Figura 1) es
un ciclolignano natural, el mas abundante presente en varias especies del género (Berberidaceae) (Silveira et
al, 2014). Fue aislada por primera vez en 1880 por Podwyssotzki (1880), como una resina obtenida de
extractos alcohdlicos de las raices, rizomas y hojas de esas especies (Kaplan, 1942).

Fig. 1: Estructura de la Podofilotoxina 1.

Principalmente es obtenida del Podophyllum peltatum Linnaeus (comUnmente conocido como Mandrake
Americano o Manzana de Mayo), oriunda del este de Norte América y Canada, y del Podophyllum emodi Wallich
proveniente del continente Asidtico (India, Himalaya y China, entre otros) con rendimientos de 0,25% vy 4,3%,
respectivamente. Entretanto, la podofilotoxina 1 también se ha obtenido del Podophylium hexandrum Royle y
del Podophyllum pleianthum (Taiwanés), aunque en menor porcentaje (Jackson & Dewick, 1984).

Desde la década de los anos cuarenta, la podofilotoxina despertd gran interés en la comunidad cientifica, por su
importancia en la actividad clinica como anticancerigeno, aunque su uso como farmaco no era el mas adecuado
por su elevada toxicidad gastrointestinal (Imbert, 1998), la cual es asociada con numerosos efectos secundarios
como nauseas, vomitos, diarrea y lesiones en los tejidos sanos (Kelly & Hartwell,, 1954). A pesar de esto, se
encuentra incluida en algunas farmacopeas por su actividad antiviral para el tratamiento de verrugas venéreas
(perianales) producidas por el virus de papiloma Condyloma acuminatum (Kaplan, 1942) y dermatoldgica en el
tratamiento de la Psoriasis vulgaris (Lassus & Rosen., 1986). Los efectos citotoxicos de la podofilotoxina y sus
derivados, en diferentes tipos de tumores se han atribuido a su capacidad para unirse a la tubulina durante la
mitosis y por lo tanto inhibir la formacién de los microtibulos (Ma et al,, 2013). Desafortunadamente, su alta
toxicidad ha limitado su aplicacion como agente quimioterapéutico (Gordaliza, 2007 y Shang et al.,, 2012). Sin
embargo, la podofilotoxina se convirti6 en el material de partida para la preparaciéon de nuevos farmacos
antitumorales con mejor indice terapéutico (Castro et a/,, 2003).

Etopdsido 2 Tenipdsido 3 Etopofos 4 Top-53 5 GL-331 6
Fig. 2: Derivados antitumorales de la podofilotoxina.
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Entre los mas relevantes (Figura 2) se encuentran los derivados glicosidados de la 4'-desmetil-epipodofilotoxina,
como el etoposido 2, tenipdsido 3 y el etopofos 4, un profarmaco que tiene incorporado un grupo fosfato en
posicion C-4’, lo que le confiere mayor solubilidad en agua, para luego ser convertido /n situ a etopdsido, por
accion de las fosfatasas endogenas (Hande, 1998). Por otro lado, el TOP-53 5 y y el GL-331 6 son derivados 7
B-alquilado y 7B-arilamino del etopdsido. Estos compuestos son importantes para el tratamiento de
citomegalovirus, sindbis, linfomas, leucemias agudas, sarcoma de Kaposi asociado al sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y en cancer de pulmoén, ovario, testiculo, vejiga y cerebro (Xiao et a/., 2004;
Xiao-Kang et al., 2004).

Debido a la gran importancia mostrada por la podofiloxina, este equipo de investigacion decidié estudiarla mas
detalladamente, principalmente haciendo algunas modificaciones quimicas en su estructura para poder verificar
la relacion estructura-actividad. Para eso decidimos obtenerla a partir de la resina comercial Podophyllum emodi
W. Una reaccion de oxidacion de la podifilotoxina permitid la obtencion del intermediario cetdonico 7.
Tratamiento de 7 con una base, seguido de la adicion de diazometano produjo el nuevo derivado 8 (Figura 3).
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Fig. 3: Estructuras de la Podofilotoxona 7 y el derivado 8.
MATERIALES Y METODOS

Se emplearon reactivos y solventes de pureza analitica de las casas comerciales Sigma Aldrich, resina: Podofilino
Emodi BP88. Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher Johns. Los espectros de infrarrojo (IR),
se realizaron en un espectrofotometro infrarrojo-FT Perkin Elmer, modelo FT-1725X, en pastilla de KBr, las
absorciones mas significativas son sefialadas y designadas en cm™ y solo se reportan los grupos funcionales
considerados mas importantes. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H y de '*C, se ejecutaron en
un equipo de Resonancia Magnética Nuclear Bruker-Avance DRX-400, a 400 y 100 MHz, utilizando CDCl; como
disolvente. El desplazamiento quimico (3) esta reportado en ppm v las sefales se representan, respectivamente,
como singlete (s), singlete ancho (sa), doblete (d), doblete de doblete (dd), triplete (£) y multiplete (m) y la
constante de acoplamiento J (en Hz).

Obtencion del producto de partida y sintesis de compuestos.

Extraccion de Podofilotoxina 1: 100 g de resina comercial (Aldrich) del Podophyllum emodiW., fueron disolvidos
en acetato de etilo a 75 °C, a aseguir la solucion fue filtrada por gravedad en caliente. Se realizé una extraccion
acido-base por el tratamiento con una disolucion acuosa al 1% de bicarbonato de sodio; en seguida el solvente
fue evaporado al vacio en un rotavapor. Finalmente, el sdlido impuro resultante fue recristalizado,
sucesivamente en benceno. Solido blanco amorfo, 24,92 g (25%). P.F.: (183-185) °C, IR (KBr, cm™): 3470 (O-
H); 3008-2838 (C-H); 1760 (C=0); 1588 (C=C); 1150 (C-0). RMN de 'H (400 MHz, CDCls), &: 7,11 (s, 6H, CH);
6,51 (s, 3H, CH); 6,37 (s, 2//6'H, CH); 5,98 (s, 10aH, CH,); 5,96 (s, 10bH, CH,); 4,76 (4, 7H, CH, 7Hz); 4,62-
4,58 (m, 7'H, CH); 4,62- 4,58 (m, 9aH, CH,); 4,08 (/m, 9bH, CH,); 3,81 (s, 12H, CH3); 3,76 (s, 11/13H, CHs);
2,83- 2,77 (m, 8'H, CH); 2,83- 2,77 (m, 8H, CH); 2,27 (sa, OH). Los datos espectroscopicos estan concordantes
con los reportados en la literatura (Lopez et al., 1995).
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Preparacién de Podofilotoxona 7: 0,500 g (1,2 mmoles) de podofilotoxina 1, disueltos en 5 mL de diclorometano
se trataron con 0,45 g (1,2 mmoles) de dicromato de piridinio (PDC). La mezcla fue mantenida en agitacion
magnética durante 24 horas a temperatura ambiente. Una vez concluida la reaccién el residuo fue purificado
mediante cromatografia “flash”, utilizando como eluyentes hexano/AcOEt 1:1 v/v, obteniendo 0,413 g (88%) de
podofilotoxona 7. Solido blanco, 88% de rendimiento. P.F.: (200-202) °C, IR (KBr, cm™): 2935-2836 (C-H); 1780
(C=0); 1666 (C=0); 1587(C=C); 1248 y 1129 (C-O). RMN de 'H (400 MHz, CDCl5), &: 7,53 (s, 6H, CH); 6,69 (s,
3H, CH); 6,37 (s, 2'/6'H, CH); 6,08 (s, 10aH, CH,); 6,07 (s, 10bH, CH,); 4,83 (4, 7H, CH, J: 4); 4,54 (dd, 9aH,
CH,, J: 9;7); 4,34 (dd, 9bH, CH,, J: 10;9); 3,74 (s, 11/13H, CHs); 3,80 (s, 12H, CHs); 3,52 (/m, 8H, CH); 3,27
(dd, 8'H, CH, J: 16;4). Los datos espectroscopicos estan concordantes con aquellos reportados en la literatura
(Loépez et al, 1995; Abad et a/,, 2008; Wang et al., 2012).

Preparacion de metil 8-metoxi-7'-(3"4',5-trimetoxifenil)-8-metilnafto[4,5]dioxo-8-carboxilato (8): Se disolvid
0,107 g de podofilotoxona 7 (0,259 mmol) en una mezcla de #BuOH/#BuOK*/H,0 (95:4:5), manteniéndose en
agitacién durante 12 horas a temperatura ambiente. Luego se realizd una extracciéon con HCl 5% vy
diclorometano, donde ambas fases fueron separadas. La fase organica fue concentrada y el solido resultante fue
tratado, lentamente por un periodo de media hora, con diazometano in-situ (*) en diclorometano
manteniéndose el balén en un bano de hielo. En seguida se evapord el solvente y el residuo fue purificado
mediante cromatografia de columna, utilizandose como eluyentes hexano/DCM en proporcion 1:1 v/,
provocando un sdlido amarillo relativo al compuesto 8. (*) El diazometano fue preparado a partir de una
hidrélisis de nitrosometilurea (C,HsN30,), en éter por el tratamiento con hidréxido de potasio (KOH) en metanol
al 10%. La solucion alcohdlica se gotea desde un embudo de adicion. El diazometano fue obtenido por
destilacion (sobre calentamiento lento) a partir de la mezcla resultante y fue colectada en un baldn conteniendo
diclorometano. Solido amarillo, 26% de rendimento. P.F.: (165-166) °C, IR (KBr, cm™): 2922-2852 (C-H); 1724
(C=0), 1580 (C=C); 1240-1126 (C-0). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;), &: 7,79 (s, 6H, CH); 7,49 (s, 3H, CH); 6,69
(s, 2'/6'H, CH); 5,35 (s, 10a/bH, CH,); 4,01 (s, 15H, CH3); 3,51 (s, 12H, CHs); 3,49 (s, 11/13H, CH3); 3,35 (5,
14H, CHs); 2,63 (s, 9H, CHs). RMN de *C (100 MHz, CDCl3), d: 170,05 (C-9’, -COO-); 154,42 (C-3'/5', =C-0);
153,38 (C-4, =C<); 148,20 (C-5, =C<); 144,81 (C-7', =C<); 139,57 (C-2, =C<); 139,57 (C-4', =C-0); 139,20
(C-1', =C<); 135,13 (C-7, =C<); 134,48 (C-8, =C<); 133,89 (C-8, =C<); 123,03 (C-1, =C<); 108,86 (C-2'/6’,
=CH-); 106,47 (C-3, =CH-); 102,18 (C-10, O-CH,-0); 96,90 (C-6, =CH-); 62,23 (C-12, CH;-0); 61,30 (C-15,
CH5-00C-); 59,07 (C-11/13, CH;-0); 55,28 (C-14, CHs-0); 15,97 (C-9, -CHs).

RESULTADOS Y DISCUSION

El producto de partida, podofilotoxina 1, fue aislada a partir de la resina comercial Podophyllum emodiy luego
transformada, mediante una reaccién de oxidacion con dicromato de piridinio (PDC), en la podofilotoxona 7.
Durante su purificacién por cromatografia “flash”, se detectd la presencia de picropodofilotoxona 7a, formada
por epimerizacion del C-8’ en el curso de la reaccion. Estos compuestos 7 y 7a fueron obtenidos siguiendo el
protocolo descrito en la literatura (Abad et a/,, 2008). Con el objetivo de obtener nuevas posiciones metiladas en
la podofilotoxona 7, este se tratd por un periodo de 12 horas con una mezcla de #BuOH/#BuO’K*/H,0 (95:4:5).
Después de una extraccion con HCl 5% vy diclorometano, el residuo sélido resultante fue tratado con
diazometano, lo que produjo un cambio inesperado en la estructura de partida, produciendo el derivado
metilado 8 (Figura 4). El andlisis detallado de los espectro de IR, RMN (uni y bidimensional) confirman la
formacion de los compuestos 7 y 8, respectivamente.

La caracterizacion estructural de estos compuestos se realizd mediante comparacion de sus datos
espectroscopicos de RMN 'H y de *C con los reportados en la literatura (Abad et a/.,, 2008 y Wang et al,, 2012).
En el espectro RMN de 'H del compuesto 8, se aprecia un singlete a & 2,63 correspondiente a los hidrogenos del
grupo metilico 9. Seguidamente, se observan dos singletes a d 3,35 y 4,01 correspondientes a los metoxilos 14
y 15 respectivamente. Considerando la ausencia de los hidrégenos metinicos 7, 8, 8’ asi como el metileno 9, se
corrobora la transformacion en los anillos C y D del lignano. Las sefiales restantes, correspondientes a los
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fragmentos A, B y E del lignano, presentaron leves variaciones en sus desplazamientos quimicos con respecto al
material de partida 7 (Tabla 1).
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Fig. 4: Preparacion del derivado 8.

Tabla 1: Datos espectroscopicos de RMN 'H (400Mz) de los compuestos 7 y 8.

'H 7 8
3 6,69 s 7,49 s
6 7,53 s 7,79 s
8 3,52 m -
9a 4,54 dd (9,0 ; 7,0)
9b 434 dd(10,0:9,0) 203°
10 a 6,08 s 535s
10b 6,07 s
11/13 3,74 s 3,49 s
12 3,80 s 3,51s
2'/6 6,37 s 6,69 s
7' 4,83 d (4,0) -
8’ 3,27 dd ( 16,0 ; 4,0) -
14 (OCH,) - 3,355
15 (OCH5) - 4,01 s

Continuando con el andlisis de los datos del espectro RMN de '3C (Tabla 2). Fue posible observar el cambio de
desplazamiento del metileno 9 (d 67,0) en 8, indicando la transformacién al grupo metilico-9 a & 15,97. Ademas
se observan dos nuevas sefiales en d 55,28 y 61,30 correspondiente a los metoxilos 14 y 15, confirmando asi la
presencia de estos dos nuevos sustituyentes. Separadamente el desplazamiento del carbono carbonilico de
cetona C-7 en la podofilotoxona 7 es & 192,4 mientras que en el derivado 8 es observado en & 135,13. Esta
variacion estd adjudicada al blindaje ocasionado en la formacion del grupo =C-O-CHs. Por otro lado, fue
observado que los metilos 7, 8 y 8’ en 7 fueron transformados a carbonos olefinicos en el derivado 8 con
desplazamientos de 6 144,81; 133,89; 134,48 respectivamente.
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Tabla 2: Datos espectroscépicos de RMN 3C (100Mz) de los compuestos 7 y 8.

13¢ 7 8
1 128,3 123,03
2 141,6 139,57
3 109,7 106,47
4 152,2 153,38
5 148,2 148,20
6 106,1 96,90
7 192,4 135,13
8 43,5 133,89
9 67,0 15,97
10 102,5 102,18
11/13 56,7 59,07
12 60,8 62,23
1 132,2 139,20
2'/6’ 108,0 108,86
3’5’ 153,2 154,42
& 138,0 139,57
7' 44,8 144,81
8’ 46,7 134,48
9 173,0 170,05
14 (OCH5) - 55,28
15 (OCH5) - 61,30

En la Figura 5, es mostrado el espectro bidimensional HMQC. En este espectro es posible la asignaciéon de todos
los carbonos hidrogenados del fragmento que sufrid transformacion estructural. Cada linea trazada indica la
correlacion entre un hidrogeno con su respectivo carbono. La sefial de carbono en & 15,97 y la sefial de
hidrogeno en d 2,63 corresponden a el grupo metilico 9. Continuamente, la sefial del carbono en d 55,28 y del
hidrogeno en d 3,35 pertenecientes al grupo metoxilico 14. Asimismo, la sefial del carbono en & 61,30 y el
hidrogeno en & 4,01 concernientes al grupo metoxilico 15. Las correlaciones observadas en los fragmentos A, B
y E no fueron detallados en este analisis ya que no sufrieron alguna alteracion.
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Fig. 5: Espectro HMQC 400MHz, del compuesto 8.
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En base a los datos bidimensionales en HMBC (Figura 6), fueron observadas las correlaciones a tres enlaces (*.J)
entre el C-9'y los hidrégenos del grupo metoxilo 14, por otro lado, se observa a tres enlaces la correlacion entre
C-8’ con los hidrégenos metilicos 9. Finalmente, la correlacién °J entre el C-9 y los hidrégenos metilicos 15 es
observada. Las correlaciones en los fragmentos A, B y E no fueron detallados en este analisis ya que no
sufrieron alguna alteracion.
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Fig. 6: Correlaciones HMBC del derivado 8.

En base al analisis estructural fue confirmada la estructura del compuesto 8, de este modo fue planteado un
posible mecanismo para la formaciéon del derivado 8 (Figura 7). En la primera etapa de reaccion la
podofilotoxona 7 esta en presencia de una mezcla #BuOH/#BuOK*/H,0 (95:4:5). El #BuO" extrae el hidrogeno
mas acidico y menos impedido estéricamente, ubicado en la posicion 8’ formando el intermediario I, el cual
mantiene un equilibrio ceto-endlico con el material de partida 7. Este intermediario sufre una epimerizacion
formando el intermediario II, siendo este un estereoisomero de 7. En este isomero, el H-8' se encuentra menos
disponible, debido que se encuentra en la misma region del anillo aromatico E, impidiendo el ataque de la base
a este hidrogeno. Por tanto, el H-8 es el mas labil frente el #BuQ". Con la salida del H-8 se genera la ruptura del
anillo lactdnico llevando a la formaciéon del doble enlace entre los carbonos C-8 y C-9 (intermediario III). El
intermediario III sufre una transposicién entre el hidrogeno H-8' y el grupo carboxilato, consecuentemente se
genera una transferencia de electrones que lleva a la instauracion entre los carbonos C-8'=C-8 y la formacion
del carbono metilico C-9 (intermediario IV). El intermediario V es formado a través de la eliminacién del H-7’ con
la base #BuO, el cual lleva a la aromatizacion del anillo C. En presencia de HCl el intermediario V es convertido
en el intermediario del acido carboxilico VI. Finalmente, VI es expuesto a diazometano, el cual es el reactivo
encargado en metilar los grupos hidroxilos llevando a la formacién de un nuevo producto 8.

Es ampliamente conocido en la literatura que los analogos a la podofilloxina presentan actividad farmacologia. En
vista de la continua busqueda de nuevos agentes terapéuticos, fueron estudiados los parametros fisicoquimicos de
la podofilotoxina 1, podofilotoxona 7 y el nuevo derivado 8. Estos parametros son comparados con un conjunto de
reglas denominada “regla de cinco” de Lipinsky, empleada en el disefio de nuevos farmacos (Lipinsky et al., 2001;
Rodriguez-Hernandez et al, 2014). Las caracteristicas moleculares se calcularon utilizando el software
suministrado por Molinspiration Cheminformatics (Bratoslava, Republica Eslovaca, www.molinspiration.com). Los
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parametros analizados fueron el coeficiente de particion n-octanol/agua (cLogP), el nimero de enlaces donadores
de hidrogeno, el nimero de enlaces aceptores de hidrogeno y el peso molecular (PM). La regla de Lipinsky fue
fusionada con los pardmetros propuestos por Veber, adicionando el nimero de enlaces rotacionales (nRot) y el
area superficial polar (SAP) (Veber et al., 2002; Teixeira et al, 2013). Estos datos estan presentados en la Tabla 3.
La actividad farmacoldgica no puede ser justificada solo con estos parametros, sin embargo son una aproximacion
para determinar tedricamente el potencial toxicoldgico de un producto. Los pardmetros analizados en los
compuestos 1, 7 y 8 confirman el potencial farmacoldgico que poseen 1y 7, ademas el nuevo derivado 8 presenta
caracteristicas fisicoquimicas similares a agentes farmacoldgicos.

Fig. 7: Posible mecanismo de obtencién del derivado 8.

Tabla 3: Parametros propuestos para farmacos, aplicados a los compuestos 1, 7 y 8.

cLogP PM SAP  H-donadores H-aceptores nRot

Lipinsky <5 <500 <5 <10
Veber <140 <10
1 1.317 414410 92.703 1 8 4
7 1.652 412.394 89.546 0 8 4
8 4.535 440.448 81.709 0 8 7
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CONCLUSIONES

La obtencion de andlogos a productos naturales es de gran interés cientifico debido que muchos farmacos
empleados en el area del cancer son de origen natural. En este trabajo se partié de la resina comercial del
Podophyllum emodi W., aislando la podofilotoxina 1. Este compuesto fue el precursor de la podofilotoxona 7,
mediante una reaccién de oxidacién. Seguidamente, fue posible realizar transformaciones en el anillo D del
ligano 7 a través de una serie de reacciones, dando como resultado el compuesto metil 8-metoxi-7’-(3',4',5"-
trimetoxifenil)-8-metilnafto[4,5]dioxo-8-carboxilato (8), caracterizado mediante técnicas espectroscopicas IR,
RMN de 'H y de *C uni y bidimensional. En conjunto fue propuesto un mecanismo justificativo del compuesto 8.
Adicionalmente, los compuestos 1, 7 y 8 fueron evaluados a través de un programa computacional, y se
encontré que el compuesto 8 cumple las reglas propuestas por Veber y Lipinsky, indicando el posible potencial
farmacoldgico de este producto.
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