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RESUMEN

A partir de la resina comercial (Podofilina) de
Podophyllum emodi se aislo la podofilotoxina (1).
Este compuesto se utilizdo como sustrato de partida
para sintetizar la 7B-azido-7-desoxipodofilotoxina
(2), la N-metil-7-imino-7-desoxipodofilotoxina (3)
y N-metil-7-amino-7-desoxi-neo-podofilotoxina (4).
Todas las estructuras fueron determinadas mediante el
analisis de sus espectros de infrarrojo por transformada
de fourier (FT-IR) y resonancia magnética nuclear
(RMN) uni- y bi-dimensionales. Se discute brevemente
la propuesta del mecanismo para la formacion de los
derivados nitrogenados (3) y (4).
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ABSTRACT

The podophyllotoxin (1) isolated from the
commercial resin (Podophyllin) of Podophyllum emodi
was used as a starting material to synthesize nitrogen
derivatives, 7B-azide-7-deoxypodophyllotoxin (2),
N-metil-7-imine-7- deoxypodophyllotoxin (3) and
N-metil-7-amine-7-desoxy-neo-podophyllotoxin (4).
All structures were determined by analysis of their
FT-IR and uni- and bi-dimensional NMR spectra. A
proposed mechanism for formation of compounds (3)
and (4) is briefly discussed.
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INTRODUCCION

La podofilotoxina (1) es un metabolito secundario
aromatico que pertenece a la familia de los lignanos.
La biosintesis de estos compuestos proviene de la ruta
del acido shikimico, el cual evoluciona hasta formar
un dimero constituido por unidades de fenilpropano
[1]. Los lignanos estan ampliamente distribuidos en
la naturaleza y poseen una gran diversidad estructural
[1-3]. El compuesto (1) es el lignano mas abundante
aislado de la podofilina [4], una resina obtenida del
extracto alcohdlico de las raices y rizomas de las
especies del género Podophyllum [2-3]; especialmente
en el Podophyllum peltatum Linnaeus (comunmente
conocido como Mandrake Americano 6 Mayapple),
distribuido en el este de Norte América y Canada,
y el Podophyllum emodi Wallich, proveniente del
continente Asiatico. Este compuesto es un producto
natural de gran interés por su actividad antimitotica, el
cual es efectivo para diversos tipos de canceres [5-6].
Debido a que es una sustancia altamente toxica, no
se permite su uso como farmaco sistémico, pero es el
material de partida para la semi-sintesis de farmacos
importantes en el tratamiento de células de cancer de
pulmén, testicular, leucemia, linfoma y sarcoma de
Kaposi [3, 6-9]. Otra aplicacion de la podofilotoxina
(1), es en el tratamiento de la psoriasis vulgaris, donde
se obtienen excelentes resultados [10]. Basado en
lo anteriormente expuesto, se procedi6 a efectuar la
sintesis de nuevos derivados de la podofilotoxina (1)
con la finalidad de obtener compuestos que puedan
presentar actividad bioldgica mejorada.

MATERIAL Y METODOS

Equipos. La determinacion de los puntos de fusion
se hizo en un instrumento Fisher-Johns modelo 12-144.

*Correspondencia al autor: abadjos@ula.ve



22

Santiago-Dugarte y col./Rev Fac Farm. 2014, 56 (1): 21-25

Los espectros de IR se realizaron en KBr en un
espectrofotometro Perkin—Elmer modelo FT-1725X.
Para los espectros de RMN se utilizé un equipo Bruker-
Avance DRX 400 de 400 MHz para 'H y 100 MHz
para 13C. Las separaciones cromatogréficas se hicieron
en columnas empacadas con gel de silice Merck 60
(63-200 pm, 70-230 mesh). Para la cromatografia de
capa fina (TLC), se utilizaron placas Merck de gel de
silice HF 254 (0,25 mm espesor). Las placas fueron
reveladas con una mezcla v/v de acido acético-agua-
acido sulftirico, con una proporcion 20:4:1(CH;COOH
- H,O - H,S0,) y calentadas sobre placa térmica
a 120 °C durante unos minutos. Las placas para
cromatografia preparativa se montaron suspendiendo
gel de silice fluorescente (HF 254) en agua destilada
(relacion 1:2 p/p), y extendiendo luego la mezcla en
piezas de vidrio. Las placas fueron activadas a 120 °C
durante 24 horas.

Obtencion de la podofilotoxina (1). Se
disolvieron 100 g de resina comercial podofilina
(Aldrich) de Podophyllum emodi W. (Berberidaceae),
en acetato de etilo (CH;CO,C,Hs5) a 75 °C,
seguidamente la solucion se filtré por gravedad
en caliente para luego realizar una extraccion
acido-base con una disolucion de bicarbonato de
sodio (NaHCO3;) al 1 %, el solvente se evapor6 al
vacio en un rotavapor. El s6lido impuro resultante
fue recristalizado en benceno (CzHg) caliente,
obteniéndose 25 g (25,0 %) de podofilotoxina (1).
El proceso fue monitoreado por TLC y el compuesto
fue purificado por cromatografia de columna. Se
obtuvieron 21 g de un s6lido blanco (P.F. = 182-
1830C); IR vmax.(cm-1): 3470 (-OH), 3008-2838
(C-H), 1760 (-O-CO-R), 1588 (C=C); RMN-!H
(Tabla 1, Fig. 1, Fig. 2); RMN-13C (Tabla 1, Fig. 1).

Sintesis de la 7p-azido-7-desoxipodofilotoxina (2).
Se disolvieron 1,32 g (20,00 mmol) NaN; en 8 mL de
CHCl; y se mezclaron con 1,60 g (3,86 mmol) de (1),
seguidamente se agregaron gota a gota 1 mL (13 mmol) de
acido trifluoroacético (CF;CO,H). La mezcla de reaccion
fue agitada por 15 min a temperatura ambiente. Luego
fue anadida una disolucion acuosa saturada de NaHCO4
la capa organica fue lavada con agua y secada con sulfato
de magnesio (MgSQy), luego el solvente se evapord en un
rotavapor. La formacion del producto fue monitorizada
por cromatografia de capa fina y éste fue purificado por
cromatografia en placa preparativa para dar 1,58 g de un
sélido amarillo (93,0 %); (PF. = 192-194°C); IR vmax.
(emr1): 2102 (-N3), 1776 (-O-CO-R), 1588 (C=C); RMN-'H
(Tabla 1, Fig.1, Fig. 2); RMN-13C (Tabla 1, Fig. 1).

Sintesis de los productos N-metil-7-imino-7-
desoxipodofilotoxina (3) y N-metil-7-amino-7-desoxi-
neo-podofilotoxina (4). A una solucion de 7fB-azido-7-
desoxipodofilotoxina (2) (0,1 g, 0,23 mmol) en 20 mL de
MeOH se afiadieron 20 mg de Pd/C 10 %. La mezcla se
agito a temperatura ambiente bajo corriente de hidrogeno
por 72 h. El producto crudo fue filtrado y el solvente fue
evaporado. La mezcla de reaccion fue monitorizada por
cromatografia de capa fina. Los productos (3) y (4) fueron
separados mediante PTLC empleando como eluyente
una mezcla de hexano-acetato de etilo (1:1). La N-metil-
7-imino-7-desoxipodofilotoxina (3) se aislo como una
resina de color amarillo; 3,2 mg (3,3 %) IR vmax.(cm™
1): 2916-2846 (C-H), 1772 cm’! (-O-CO-R),1588 cm’!
(C=C); RMN-!H (Tabla 1, Fig. 1, Fig. 2). La N-metil-
7-amino-7-desoxi-neo-podofilotoxina (4) se aisl6 como
una resina de color amarillo; 6,6 mg (6,7 %); IR vmax.
(em1): 2920-2850 (C-H), 1676 (-N-CO-R), 1590 (C=C);
RMN-!H (Tabla 1, Fig. 1, Fig. 2); RMN-13C (Tabla 1,
Fig. 1).
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Fig. 1. Ruta para la obtencion de los productos 1, 2, 3,y 4.
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TABLA 1
Valores de Resonancia magnética (RMN).

Posicion d. 9.4 on Hz)
(1) 2} () ) () {2) () )
1 1314 1273 - 1293 - - - -
2 1333 1326 - 132,0 - - - -
3 110,0 11,3 - 12,5 6,51(s) 6,59 (s) 6,48 (s) 6,49(s)
4 1480 1495 - 147 1 - - - -
5 147.9 1478 - 1476 - - - -
6 1064 109,1 - 1080 7,11 (s) 6,80 (s) 6,79(s) 6,68 (s)
7 73,0 60,0 - 62,6 476 (.7 478(d, 4) - 4.10(d, 1)
8 410 374 - 425 2,80 (m}) 2,94 (m) 2.81(m) 2.69(m)
a4,60 (m) a4.31(m) a4,32(m) a3,73 (m)
9 715 68,0 - 62,7
b 4,08 (d.d 10; 9) b 4,31 (m) b 4,32 (m) b 3,73 (m)
a598(s) a 6,03 (s) a597(d, 1) ab598(d, 1)
10 101.6 1023 - 101,98
b 5,96 (s) b 6,01 (s) b594(d, 1) b5,97(d, 1)
1 56,9 56,8 - 57,1 3,76 (s) 3,74(s) 3,73(s) 3,77 (s)
12 60,9 61,2 - 61,6 3,81(s) 3,79(s) 3,79(s) 3,83(s)
13 56,5 56,8 - 571 3,76 (s) 3,74(s) 3,73(s) 3.77(s)
14 - - - 28,1 - 256(s) 2,73(s)
1 1356 135,5 - 137.9 - 6.92(d, 12.5) - -
2 1087 108,8 - 1021 6,37 (s) 6,25(s) 6,26 (s) 6,31 (s)
¥ 1528 1531 - 153,89 - - - -
4 1375 137,9 - 137.0 - - - -
5 1528 1531 - 153,98 - - - -
& 1087 108,8 - 1021 6,37 (s) 6,25(s) 6,26 (s) 6,31 (s)
7 443 442 - 4.6 (m) 4,60(d, 5) 453(d, 2) 431(d, 1)
g 455 4.7 - 51,8 2,80 (m) 3,18(dd, 14;5) | 3,30(dd, 4; 3) 252(s)
o 1745 1745 - 1751 - - - -
-OH - - - - 221 (s) - - -

(1): Podofilotoxina RMN 1H CDCI3, 400 MHz; RMN 13C CDCI3, 100 MHz

(2): 7p-azido-7-desoxipodofilotoxina RMN 1H CDCI3, 400 MHz; RMN 13C CDCI3, 100 MHz

(3): N-metil-7-imino-7-desoxipodofilotoxina RMN 1H CDCI3, 400 MHz; RMN 13C CDCI3, 100 MHz

(4): N-metil-7-amino-7-desoxi-neo-podofilotoxina RMN 1H CDCI3, 400 MHz; RMN 13C CDCI3, 100 MHz

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos de RMN-!H (Fig. 1, Tabla 1) y RMN-
13C (Fig. 1, Tabla 1) del compuesto (1) permitieron
determinar el nimero de hidrogenos y de carbonos
presentes en la molécula, y también, el grado de
hibridacion y tipo de sustitucion de cada carbono, con
lo cual fue posible establecer la formula molecular
C,,H,,04. Esta formula molecular exige doce
grados de insaturacion. Una de las insaturaciones

corresponde a un grupo carbonilo [IR, vmax.: 1760
cm! (-O-CO-R); RMN-13C, 8C: 174,5 (-O-CO-R;
C-97)], ocho pertenecen a dos anillos aromaticos [IR,
vmax.: 1588 cm’! (C=C) y 756 cm’! (=CH); RMN-
13C, 8C: 131,4 (=C<; C-1); 8C: 133,3 (=C<; C-2);
6C: 110,0 (=CH; C-3), 6C: 148,0 (=C<; C-4), 6C:
147,9 (=C<; C-5); 6C: 106,4 (=CH; C-6); 6C: 135,6
(=C<; C-17); 8C: 108,7 (=CH; C-2°/C-6’); 8C: 152,8
(=CH; C-3°/C-5"); 8C: 137,5 (=C<; C-4’); RMN-'H:
O0H: 6,51, s, (=CH; H-3); 6H: 7,11, s, (=CH; H-6);
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O0H: 6,37, s, (=CH; H-2°/H-6")]. Dado que en los
espectros IR y RMN-13C no existe evidencia de otros
grupos funcionales que aporten insaturaciones se
puede establecer que el compuesto es pentaciclico.
La decima insaturacion corresponde a la fusiéon del
grupo metilendioxi [6C: 101,6 (>*CH2; C-10); RMN-
IH: §H: 5,98, s, (>CH2, H-10a); 8H: 5,96 (s) (>CHz;
H-10b)] con el anillo aromatico (esto se establece
mediante las correlaciones C-4 <> H-10a-H-10b/ C-5
> H-10a-H-10b observadas en el espectro HMBC).
La unién de los metinos 6C: 73,0 (>CH; C-7); 6C: 43,0
(>CH; C-8); 6C: 44,3 (>CH; C-7"); dC: 45,5 (>CH;
C-8’) [RMN-1H: 8H: 4,76 (d) (>CH, H-7); 8H: 2,80
(m) (>CH, H-8); dH: 4,6 (m) (>CH, H-7"); H: 2,80
(m) (>CH, H-8")] y los carbonos aromaticos 6C: 131,4
(=C<; C-1); 8C: 133,3 (=C<; C-2) genera el anillo
ciclohexanico; la conexidn entre estos carbonos se
confirma mediante las correlaciones C-2 <> H-7" <
C-8 /H-8 <> C-7 <> H-6 / C-8 «» H-8’/ C-8 «> H-8
observadas en el espectro HMBC. La insaturaciéon
restante pertenece a la B-lactona formada por los
metinos C-8, C-8’, el carbonilo C-9’ y el metileno
oxigenado 8C: 71,5 (>CH,; C-9) [RMN-'H: §H: 4,60
(m) (>CHz, H-9a); 6H: 4,08 (d,d) (>CHz, H-9b)]; la
presencia de este anillo heterociclico se confirma por
medio de los cruces H-8” <> C9’ <> H-9a < C-8 del
espectro HMBC. En el espectro RMN-1H se observan
dos singuletes a 6H: 3,81 (-OCH5, H-12) y 8H: 3,76
(-OCH3, H-11/H-13) [RMN-13C, 8C: 60,9 (-OCHs;
C-12); 8C: 56,5 (-OCHj5; C-11/C-13)] que integran
para tres (3) y seis (6) protones respectivamente; €stos
corresponden a los metilos del grupo trimetoxifenilo;
la correlacion H-8” «» C-1° < H-7’ del espectro
HMBC. Por otro lado, segun las correlaciones H-9b <>
H-7 <> H-8 <> H-7’ observadas en el espectro NOESY,
quedé establecido que el grupo trimetoxifenilo, el
carbonilo lactonico y el grupo hidroxilo estan ubicados
en posicion a. Con ello fue posible concluir que el
compuesto en estudio era la podofilotoxina (1).
Elcompuesto (2) (7B-azido-7-desoxipodofilotoxina)
se purifico como un sélido de color amarillo. El
analisis comparativo de los espectros de RMN
uni- y bidimensionales del compuesto frente a los
del sustrato (1), puso en evidencia cuatro cambios
significativos: la ausencia de banda de absorcion
de grupos —OH del espectro IR, la aparicion de una
banda intensa producto de la vibracion de tension del
doble enlace acumulado del grupo —N3 [vmax.: 2102
cm! (-N3)], la desaparicion de la sefial atribuida al
protén hidroxilico observada en el espectro RMN-H
de PPT (1) (Fig. 2) y la disminucion de la constante
de acoplamiento de H-7 (Tabla 1, Fig. 2), lo cual se
debe a una variacion en los dngulos diedros H-7 *C-7

"C-8 "H-8. La estereoselectividad de esta reaccion se
debe a que al formarse el carbocation bencilico por la
salida del grupo —OH (luego de haber sido protonado),
el ataque del -N5 en la cara o se ve impedido por el
efecto estérico que ocasiona el trimetoxifenilo.

La N-metil-7-imino-7-desoxipodofilotoxina (3)
fue aislada como un sélido amarillo, al contrastar
sus espectros de IR, RMN-!H y 'H-1H COSY con
los del compuesto (2) se pueden apreciar tantas
diferencias que justifican la formacién de la imina (3).
En el espectro IR desaparece la sefial del grupo -N5 y
espectro RMN-!H se observa la ausencia del doblete
correspondiente al proton H-7 y la aparicion de un
nuevo singulete metilico [6H: 2,56 (=NCH;, H-14)]
(Fig. 2) cuyo desplazamiento quimico concuerda con
el de metilos unidos a nitrégenos iminicos [11].

La N-metil-7-amino-7-desoxi-neo-podofilotoxina
(4) se aislé como un sélido amarillo, en su espectro
RMN-13C se aprecia el apantallamiento de la sefial
asignada a C-9 (Tabla 1) [6C: 62,0; Ad: -5,3 ppm
respecto a C-9 en (1), 8C: 68,0], entendible en funcion
de la apertura del anillo lactonico. Esto es congruente
con la absorcion de hidroxilo en el espectro IR
[vmax: 3390 cm™! (O-H)] y el apantallamiento de los
protones asignados como H-9a/H-9b que se observa
en su espectro RMN-1H (8H: 3,73; AS: -0,58 ppm
respecto a H-9a/H-9b en (1), 8H: 4,31) (Fig. 2). Con
base en el analisis de los espectros 'H, TH-COSY,
HMQC y HMBC se establecio la estructura de la
lactama (4). La ubicacion del anillo lactdmico en la
cara o de la molécula se justifica en funcion de tres
argumentos elementales: Debido a que el carbonilo
C-9’ tiene orientacion a, el nitrégeno ubicado en
C-7 necesariamente debe estar en disposicion o para
que la lactamizacion se vea favorecida. La reduccion
de la imina (3) debe efectuarse en la cara B debido
al impedimento estérico que ocasiona el grupo
trimetoxifenilo en disposicion o, esto obliga a que la
amina resultante posea orientacion o. La constante
de acoplamiento del protéon H-7 es muy pequefia (1
Hz, Tabla 1, Fig. 2) esto exige que el dngulo diedro
H-7/ H-8 tenga un valor muy proximo a 90°; segun lo
indican los modelos de (4), esto se consigue cuando
la B-lactama se encuentra en disposicion o.

El mecanismo propuesto para la formacion de los
productos (3) y (4) a partir de la podofilotoxina (1)
inicia con la sustitucién nucleofilica SN1 del grupo
hidroxilo ubicado en C-7 formando el compuesto
(2) (Fig. 3). La azida (2) es sometida a un proceso de
hidrogenacion catalitica (H2/ Pd/C al 10 % / CH3OH)
pero en lugar de formarse la amina primaria, el grupo
-N3 se fragmenta liberando N2 y promoviendo el
ataque del nitrégeno restante al medio de reaccion.
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Asi pues, en un proceso concertado, el oxigeno del
CH;OH sustrae el proton H-7 a la vez que se forma
el doble enlace imidico y el nitrégeno ataca al metilo
del CH;0H, generando el producto (3) (Fig. 3). El
compuesto (3) se reduce formando una N-metilamina
que ataca intramolecularmente al carbonilo C-9’
promoviendo la apertura del anillo lacténico y
formando la B-lactama (4) (Fig. 3).
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CONCLUSIONES

La formacion de los derivados (3) y (4) es
novedosa, por esta razon este grupo de investigacion
esta desarrollando actualmente experimentos
orientados al estudio detallado del mecanismo y
la optimizaciéon de los pardmetros de la reaccion
para incrementar los rendimientos obtenidos. Esto
permitird efectuar ensayos de la actividad de los
compuestos (3) y (4) frente a diferentes lineas de
células cancerosas
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