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RESUMEN

La podofilotoxina es un producto natural inhibidor de la polimerizacién de la tu-
bulina, que ha servido de prototipo para el desarrollo de distintos agentes anti-
tumorales, actualmente en uso clinico como etopésido, tenipdsido y etopophos.
Reumacon, otro derivado semisintético similar a los anteriores, llegd a fase clinica
para el tratamiento de la artritis reumatoide. Durante un estudio fitoquimico lleva-
do a cabo sobre las hojas de Juniperus thurifera L., se aislaron, entre otros productos,
varios ciclolignanos, podofilotoxina, desoxipodofilotoxina, desoxipicropodofilina y
4cido thuriférico. Estos compuestos, obtenidos posteriormente mediante semisin-
tesis, fueron ensayados como analgésicos y antiinflamatorios. Desoxipodofilotoxi-
na, una sustancia conformacionalmente rigida debido a la #7ans-lactona tensionada,
muestra una elevada citotoxicidad; su epimero en C-8’, desoxipicropodofilina, con
una cis-lactona més flexible y cien veces menos citotdxica, muestra un potente efecto
analgésico, aunque menor actividad antiinflamatoria.
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ABSTRACT

Podophyllotoxin is a natural inhibitor of tubulin polymerization, which has served
as the prototype for the development of various antitumor agents currently in cli-
nical use as etoposide, teniposide and Etopophos. Reumacon, another semisynthe-
tic derivative, similar to the above, has reached clinical stage for the treatment of
rheumatoid arthritis. During a study conducted on phytochemical leaves, thurifera
L. Juniperus; several cyclolignans, podophyllotoxin, deoxypodophyllotoxin, desoxi-
picropodophyllin, and thuriferic acid, among other products, were isolated. These
compounds subsequently obtained by semi-synthesis, were tested as analgesics and
anti-inflammatories. Deoxypodophyllotoxin, a substance conformationally rigid
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due to the tension in trans-lactone, shows a high cytotoxicity, and its epimer at
C-8, desoxipicropodofilina, cis-lactone has a more flexible and a hundred times less
cytotoxic, displaying a powerful analgesic effect, albeit with lower antiinflammatory

activity.

Keywords: lignans, podophyllotoxin, analgesia, arthritis.

I. INTRODUCCION

La podofilotoxina (1a) es un lignano de
origen natural abundante en los rizomas
de Podophyllum emodi y otras especies re-
lacionadas, que ha servido como punto
de partida para el desarrollo de distintos
agentes anticancerosos como etopdsido
(2a), tenipdsido™ (2b) y etopofos® (2¢).
Estos fdrmacos se utilizan actualmente
para el tratamiento de cdnceres de pul-
mon, de testiculo y de ciertas leucemias.
Ademds de estos fidrmacos comerciali-
zados, un ndmero considerable de deri-
vados, como NK 6114 (2¢) y GL 331°
(2f) entre otros, han llegado a distintos
niveles de desarrollo en fase clinica, me-
jorando algunos aspectos farmacoldgicos
de los primeros. La diacilacién del eto-
pofos ha conducido al taflupésido® (2d),

actualmente en ensayos clinicos.

Mientras que la podofilotoxina es un
inhibidor de la polimerizacién de la tu-
bulina’, los firmacos derivados de la epi-
podofilotoxina (1b), como 2a, 2b o 2,
actdan inhibiendo la topoisomerasa-II®.
El taflupésido es un inhibidor dual de las
topoisomerasas [ y II. Adicionalmente,
la podofilotoxina es el precursor de otros
derivados usados para el tratamiento de
la psoriasis y la malaria’. Algunos prepa-
rados de la podofilotoxina se utilizan para
el tratamiento del condiloma acuminado
y otras verrugas'’. Otro compuesto rela-
cionado con la podofilotoxina es el Reu-
macon'' (2g), que llegé a fase clinica para
el tratamiento de la artritis reumatoide.
Pacientes con artritis reumatoide trata-

dos con Reumacon mostraron una sensi-
ble reduccién de la inflamacién durante
los ensayos clinicos; sin embargo, esta
sustancia presentd importantes efectos
adversos gastrointestinales. Otras sustan-
cias inhibidoras de la topoisomerasa II,
como doxorubicina, o inhibidoras de la
toposiosmera I, como la captotecina, han
resultado ser también agentes antiartriti-
cos'?.

Con estos antecedentes, se llevaron
a cabo ensayos de actividad analgésica y
antiinflamatoria de desoxipodofilotoxina
(1c), desoxipicropodofilina (1d) y 4cido
thuriférico (3), tres ciclolignanos aislados
durante un estudio fitoquimico sobre las
hojas de Juniperus thurifera L.". Debido
a la no disponibilidad de cantidades sufi-
cientes de los productos 1d y 3 para abor-
dar los ensayos descritos en esta publica-
cidn, se procedid a su preparacién semi-
sintética a partir de desoxipodofilotoxina
y podofilotoxina, respectivamente.

II. MATERIAL Y METODO

1. Extraccién y purificacion de los
compuestos 1c, 1dy 3

Mediante el estudio fitoquimico de las
hojas de Juniperus thurifera L. se aislaron,
entre otros compuestos, desoxipodofilo-
toxina (1¢) y desoxipicropodofilina (1d),
dos ciclolignanos perfectamente estable-
cidos, ademds del 4cido thuriférico (3).
La recoleccion de la planta y el estudio
fitoquimico realizados se describen en la
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ESQUEMA 1. Obtencidn de 4cido thuriférico (3) a partir de podofilotoxina (1a)

referencia 13. Debido a la pequefa can-
tidad de muestra disponible de los com-
puestos 1d y 3, se procedié a su prepa-
racién sintética para realizar los ensayos
que aqui se describen.

2a. Preparacion de 1d

400 mg de 1a fueron disueltos en 25 mL
de una disolucién de KOH al 5 % en
MeOH. Después de mantenerse a tem-
peratura ambiente y en agitacién duran-
te 2 horas, se extrajo y se dejo cristalizar,
obteniéndose 390 mg de 1d (p. f. 172-
172°C). Sus propiedades fisicas y espec-
troscopicas fueron idénticas a las descri-
tas para el producto natural™.

2b. Preparacion de 3

Podofilotoxona (Ie). 400 mg de 1a disuel-
tos en 15 mL de piridina fueron tratados
con 250 mg de CrO, en 5 mL de piridina.
La suspensién se mantuvo en agitacion
durante una noche a temperatura ambien-
te. Después de la extraccién del crudo de
reaccién, se sometié a cromatografia de
flash, obteniéndose 350 mg de 1e (p. f. =
190-192°C) (Esquema 1). Sus propieda-
des espectroscopicas fueron idénticas a las
descritas para este producto®.

Acido  thuriférico (3). 350 mg de
le fueron tratados con 10 mL de una
suspensién saturada de NaHCO, en

MeOH/H,O (Esquema 1). La suspen-
sién se mantuvo durante 60 minutos
a temperatura ambiente con agitacién
constante. Después del proceso habitual
de extraccién, se sometié a cromatografia
de flash en silica-gel, obteniéndose 310
mg de 3 (p. £. = 93-96°C). Sus propieda-
des fisicas y espectroscopicas resultaron
idénticas a las descritas para el producto
natural 3'°.

3. Modelado molecular

Los estudios de modelado molecular de
1c, 1d y 3 se llevaron a cabo en una esta-
cién de trabajo Silicon Graphics Indigo.
Los modelos fueron contruidos usando
las facilidades de Macromodel v.5.5".
Se realizé un andlisis conformacional de
los tres compuestos utilizando el método
de Montecarlo y MM2'® como campo
de fuerza. Para reproducir las condicio-
nes experimentales en las que se regis-
traron los espectros de RMN de protdn,
los célculos se realizaron considerando
cloroformo como disolvente de manera
explicita. Se generaron 1000 conforma-
ciones para cada uno de los compuestos,
seleccionando aquellas que presentaban
hasta 10 kJ/mol por encima del minimo
global. Con el fin de obtener un mayor
grado de precisién en sus energfas, pos-
teriormente se sometieron a un cilculo
mecano-cudntico utilizando el método
de Hartee-Fock con la base 6-31+G* en
el programa Spartan 8.1"
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4. Actividad analgésica

En la evaluacién de la actividad antino-
ciceptiva de los compuestos se emplea-
ron ratones Swiss machos (25-30 g), que
fueron divididos en 5 grupos (n=6). A
cada grupo le fue suministrado por via
oral uno de los siguientes tratamientos:
4cido acetilsalicilico (AAS) (200 mg/kg),
morfina (4 mg/kg), desoxipodofilotoxina
(1c) (50 mg/kg), desoxipicropodofilina
(1d) (50 mg/kg) y 4cido thuriférico (3)
(50 mg/kg). Todos los productos fueron
suspendidos en carboximetilcelulosa al
2 %, por lo que ademds se incluy6é un
grupo control que recibié el vehiculo
(CMC 2 %; 0,1 mL/100 g). Una hora
después de haber recibido el tratamien-
to, se les administré dcido acético al 1 %
(AcH), via intraperitoneal e inmedia-
tamente los animales fueron colocados
en recipientes transparentes, apropiados
para determinar el nimero de contorsio-
nes en un periodo de observacién de 20
minutos®.

El porcentaje de inhibicién de con-
torsiones se calculé utilizando la siguien-
te ecuacién:

% Inhibicién = 100 — (Cz/ C¢) * 100

Donde C#: nimero de contorsiones
del grupo tratado, y Ce: niimero de con-
torsiones del grupo control.

5. Actividad antiinflamatoria

Para evaluar la actividad antiinflamato-
ria se empled el test del edema plantar
por carragenina en ratas Sprague Dawley
(150-200 g)*'. Se utilizaron grupos de
seis animales, cada uno de los cuales re-
cibié indometacina (10 mg/kg), desoxi-
podofilotoxina (1¢) (10 mg/kg), desoxi-

picropodofilina (1d) (10 mg/kg) o dcido
thuriférico (3) (10 mg/kg). Se mantuvo
un grupo control que recibié el vehiculo
empleado para la suspensién de los pro-
ductos (CMC 2 %; 0.1 mL/10 g). La ad-
ministracién de los diferentes tratamien-
tos fue realizada por via oral; 1 h después
de la administracién de los tratamientos
se indujo el edema, inyectando 0,1 mL
de carragenina al 1 % en la almohadilla
plantar de la pata trasera derecha.

La inflamacién se cuantificé6 determi-
nando la diferencia de desplazamiento de
volumen de la pata trasera derecha antes
de la administracién de los tratamientos
y 1,3y 6 h después de la inyeccién de ca-
rragenina, utilizando un pletismémetro
(Ugo Basile) como modelo oncométrico.

6. Analisis estadistico

Los datos se expresan como media + S.E.
El porcentaje de analgesia se calcul6 con-
siderando el nimero de contorsiones del
grupo Control-CMC como el 100 % de
algesia (antes descrito). Por otra parte, los
resultados en el test de inflamacién se ex-
presan como porcentaje de cambio con
respecto al control (antes del tratamien-
to) y los valores de volumen de despla-
zamiento para cada uno de los tiempos
de observacién. Los resultados se analiza-
ron estadisticamente mediante Anova de
una via, seguido de una prueba de Tukey
para comparaciones multiples; un valor
de probabilidad < 0,05 fue considerado

como estadisticamente signiﬁcativo.

I1I. RESULTADOS Y DISCUSION

La desoxipodofilotoxina (1¢) ensayada en
el curso de este trabajo fue aislada duran-
te un estudio fitoquimico llevado a cabo
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con las hojas de Juniperus thurifera L.
Debido a la pequena cantidad de mues-
tra natural pura disponible de desoxipi-
cropodofilina (1d) y de 4cido thuriférico
(3), se realiz6 su preparacién en el labora-
torio a partir de 1cy la, respectivamente.
En medios bdsicos, 1¢, con una trans-lac-
tona tensionada, se transforma en 1d
como consecuencia de la epimerizacién
en C-8 para dar una cis-lactona mds re-
lajada. El rendimiento de la reaccién es
précticamente cuantitativo y la estructu-
ra de 1d se determiné por comparacién
con una muestra auténtica. El compuesto
3 se prepard a partir de la podofilotoxina
natural 1a mediante oxidacién a podofi-
lotoxona 1e, seguida de tratamiento con
NaHCO, en MeOH/H,O (Esquema 1).
Una vez oxidado el alcohol a la cetona
(1e), esta se trat6 con bases produciendo
la epimerizacién de la trans-lactona 1e en
la cis-lactona pricropodofilotoxona 1f; se-
guido de la apertura de la lactona, dando
lugar al 4cido thuriférico con un carboni-
lo o,B-insaturado mds estable. Este pro-
ducto mostré caracteristicas espectroscé-
picas idénticas a las del producto natural

3 (Figura 1).

El 4cido thuriférico se diferencia de
los otros dos lignanos por la ausencia de
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1a R'=0OH, R%=H, 8'p(H) 3

1b R'=H, R2=0H, 8'8(H)
1c H1=HZ=H, 3'ﬁ(H}
1d R'=R%=H, 8'a(H)

la y-lactona caracteristica; en su lugar po-
see un 4cido carboxilico libre y un carbo-
nilo conjugado. Su constitucién quimica
fue determinada de manera inequivoca
mediante espectros bidimensionales de
correlaciéon  heteronuclear protdn-car-
bono'.  Otros posteriores®
permitieron reconfirmar su estructura y
corregir la de su epimero, el dcido epi-
thuriférico®. Los tres compuestos fueron
caracterizados desde el punto de vista
espectroscopico, y purificados mediante
sucesivas recristalizaciones antes de los

estudios

ensayos.

La desoxidofilotoxina (1¢) y la desoxi-
picropodofilina (1d) son epimeros en
C-8’. La inversién de este estereocentro
da lugar a cambios importantes en la
disposicién espacial y en la rigidez/flexi-
bilidad entre ambas moléculas, como se
pone de manifiesto mediante los estudios
de modelado molecular (Figura 2).

Mientras que desoxipodofilotoxina
(1c) presenta una Unica conformacién
principal (Figura 2-1c) con la agrupacion
trimetoxifenilo en disposicién pseudo-
axial, desoxipicropodofilina (1d) se en-
cuentra distribuida en cuatro diferentes
disposiciones conformacionales (I-IV)
con una diferencia de energia electréni-
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2a R'=R2=0H, R®*=CH,, R*=H of
2b R'=R2=0H, R%=2-Thienyl, R%=H

2¢ R'=R%=OH, R®=CHg, R*=PO(OH),

2d R'=R%=F;C4OCH,CO,-, R%=CH,, R*=PO(OH),

2e R'=N(CHy)p, Ry=OH, Rg=CHs, R4=OH
2g R'=R,=OH, Ry=fenilo, R,=OH

FIGURA 1. Estructura de ciclolignanos naturales y firmacos anticdncer relacionados
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Try

1c (+1,54 kcal/mol)

1d-I (0,00 kcal/mol)

1d-II (+0,12 kcal/mol)

TR

1d-III (+0,40 kcal/mol)

1d-IV (+0,46 kcal/mol)

FIGURA 2. Modelos moleculares de desoxipodofilotoxina (1a), desoxipricropodofilotoxina
(1d-I-IV) y 4cido thuriférico (3). En paréntesis, energias electrénicas relativas en kcal/mol

obtenidas mediante cilculo RHF/6-31+G*

ca entre ellas menor que 0,5 Kcal/mol.
Esta pequena diferencia en la estabilidad
entre las cuatro distintas conformaciones
permite el intercambio entre ellas; asi, da
lugar a una flexibilidad conformacional,
frente a la rigidez mostrada por podofi-
lotoxina, que presenta Ginicamente una
conformacién. La conformacién de mi-
nima energfa de la desoxipicropodofilina
muestra una disposicién pseudoecuato-
rial para la agrupacién trimetoxifenilo
(1d-I), diferente a la encontrada para
esta misma agrupacién en desoxipodofi-
lotoxina (1¢). Esta diferencia en la dispo-
sicién especial del grupo trimetoxifenilo
y en la flexibilidad/rigidez del sistema
tetraciclico se debe a la disposicién de la
lactona, trans-lactona en lay cis-lactona
en 1d, como se ha mencionado anterior-
mente (Figura 2).

El é4cido thuriférico se dispone en 2
conformaciones, una con el grupo trime-
toxifenilo y el dcido carboxilico en dis-
posicién pseudoaxial (Figura 2) y otra de
mayor energia con ambas agrupaciones
en disposicién pseudoecuatorial.

Los resultados obtenidos mediante
modelado molecular para estos tres com-
puestos estdn en concordancia con los
datos de RMN 'H; en efecto, las cons-
tantes de acoplamiento obtenidas experi-
mentalmente presentan una gran simili-
tud en sus valores derivados de los mode-
los teéricos?. Para la obtencién de estos
valores en la desoxipicropodofilina y el
dcido thuriférico, se hizo un promedio
teniendo en cuenta la distribucién entre
las diferentes conformaciones segun la
ecuacién de Boltzmann.
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En el modelo de contorsiones abdo-
minales inducidas por AcH al 1 % para
evaluar la actividad antinociceptiva de la
desoxipodofilotoxina, la desoxipicropo-
dofilina y el 4cido thuriférico, se observa
que los dos primeros generan un efecto
protector frente el estimulo algésico qui-
mico mayor que en el grupo que recibié
AAS, logrando un porcentaje de analge-
siade 77,8 y 71,3 % para los dos lignanos
lacténicos 1cy 1d (Figura 3).

Como se puede observar en la me-
todologia y en los resultados, para este
modelo se emplean dos compuestos pa-
trones, AAS y morfina. Este patrén me-
todolégico responde a que las contorsio-
nes abdominales inducidas por AcH no
constituye un modelo de nocicepcién
especifico, ya que el 4cido provoca la li-
beracién de mediadores algésicos como
bradiquinina y serotonina, que estimulan
fibras nociceptivas periféricas sensibles a
las acciones de agentes opioides. Por otra
parte, las prostaglandinas generadas por

la COX-1 en el lugar de la inyeccién tie-
nen un papel importante en la trasmisién
nociceptiva, lo que explica la efectividad
de los antiinflamatorios no esteroideos en
este modelo experimental®.

Es conocido que los mediadores antes
descritos, bradicinina, serotonina y pros-
taglandinas, no solo median dolor, sino
que también producen una inflamacién
aguda en la zona peritoneal, por lo que los
resultados de actividad analgésica fueron
complementados con estudios de infla-
macién, empleando un modelo de edema
plantar inducido por carragenina. En es-
tos ensayos se pudo observar que el agente
inflamatorio ocasioné enrojecimiento evi-
dente, y se logré determinar que inducia
edema pronunciado, que se desarrollé vi-
siblemente durante las primeras 6 horas y
persistié durante mds de 24 horas.

Como se puede observar en la Figura
4, los resultados de actividad antiinflama-
toria obtenidos con desoxipodofilotoxina

Acido acetil salicilico (200mg/kg)

100

Inhibicién de contorsiones abdominales (%)
N
S
|

Desoxipicropodofilina (50 mg/kg)
I Desoxipodofilotoxina (50 mg/kg)
B Acido Thuriférico (50 mg/kg)
B Morfina (4 mg/kg)

FIGURA 3. Porcentaje de inhibicién de las contorsiones abdominales como pardmetro de la

actividad analgésica del 4cido acetilsalicilico, morfina, desoxipicropodofilina (1d), desoxipo-
dofilotoxina (1¢) y 4cido thuriférico (3). *p < 0.05 vs AAS; 'p < 0.05 vs morfina; n=6.
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y 4cido thuriférico (6818 % y 6416 %,
respectivamente), a la primera hora de
observacién, fueron similares a los obser-
vados en el grupo que recibié indome-
tacina, empleado como antiinflamatorio
control (62+8 %). Por su parte, desoxipi-
cropodofilina, aunque mostré actividad
antiinflamatoria, fue estadisticamente
inferior al resto de los tratamientos en-
sayados.

Cabe sefialar que, para todos los gru-
pos, el efecto antiinflamatorio mdximo
fue observado a la primera hora después
de la administracién de la carragenina.

Si se compara el perfil de actividad
de cada tratamiento en funcién de indo-
metacina, se observa que el compuesto
3 muestra caracteristicas antiinflamato-
rias muy similares al antiinflamatorio no

80

70

Inhibicién del edema plantar (%)

1hr

esteroideo (Figura 4). Indometacina y
dcido thuriférico comparten la presencia
de un 4cido carboxilico libre, similitud
estructural que podria estar relacionada
con su analogfa en el perfil de actividad
antiinflamatoria. Por otra parte, desoxi-
podofilotoxina, que también desarroll6
un efecto antiinflamatorio significativo,
posee un perfil de mayor potencia du-
rante mds tiempo, observindose que atin
después de 6 horas de la administracién
de carragenina, el efecto de inhibicién
del edema plantar era superior al 55 %.
Estos resultados ponen de manifies-
to un cambio significativo en el perfil
analgésico y antiinflamatorio cuando se
produce la epimerizacién en la posicién
8 de 1c para dar 1d, y que también im-
plica una disminucién significativa de
la citotoxicidad. También se observa un
cambio importante en el modelo cuan-

Indometacina (10mg/kg)

Desoxipicropodofilina (10 mg/kg)
| Desoxipodofilotoxina (10 mg/kg)
M Acido Thuriférico (10 mg/kg)

2hr 3hr

FIGURA 4. Porcentaje de inhibicién del edema plantar por la administracién de indometa-
cina, desoxipicropodofilina (1d), desoxipodofilotoxina (1¢) y 4cido thuriférico (3). *p < 0.05

vs Indometacina; n=6.

100
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do se produce la apertura de la lactona
para dar al dcido thuriférico, en el que la
presencia del dcido carboxilico libre hace
que su perfil farmacolégico sea similar a
la indometacina en la inhibicién del ede-
ma plantar.

IV. CONCLUSIONES

La podofilotoxina es una molécula
que presenta distintas actividades far-
macoldgicas; sin embargo, su elevada
toxicidad no permite su uso sistémico
en clinica. Una modificacién simple,
como es la epimerizacién en el C-8
de la molécula, provoca cambios im-
portantes en su disposicién espacial y
disminuye la reactividad de la y-lactona
como consecuencia de la disminucién
de su tensién. Este cambio produce la
desaparicién de la citotoxicidad y un
incremento de la actividad analgésica.
De forma paralela, se aprecia una dis-
minucién del efecto antiinflamatorio.
Por consiguiente, se puede proponer a
la desoxipicropodofilina como un pro-
totipo para el desarrollo de firmacos
analgésicos libres de efectos citotéxi-
cos, a diferencia del compuesto paten-
tado Reumacon.
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