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1. RESUMEN

La quimica click se trata de una estrategia quimica que se basa en la generacién de
moléculas a través de la unidon de pequefias unidades mediante enlaces de
heteroatomos. Se trata de un concepto introducido por Sharpless en 2001 y que
permite llevar a cabo reacciones simples, de forma rapida, faciles de usar y de purificar,
regioespecificas y que dan altos rendimientos del producto. Se han encontrado
diferentes reacciones que cumplen estos requisitos, pero la mas efectiva y en la que
se piensa cuando se habla de quimica click es la cicloadicién de Huisgen 1,3-dipolar de
azidas y alquinos terminales. En los ultimos afios, se ha extendido el uso de dicha
reaccion y se le han encontrado multiples aplicaciones en una gran variedad de areas
de investigacion, sobretodo en el ambito farmacéutico. En esta revision bibliografica
se repasaran los aspectos mas importantes de la quimica click, asi como sus
aplicaciones en el diseio y sintesis de derivados de la podofilotoxina. La podofilotoxina
y sus derivados se tratan de unos compuestos que presentan actividad antitumoral
mediante diferentes mecanismos de accion. Para la sintesis de estos derivados sera
necesario la utilizacion de la quimica click.

ABSTRACT

Click chemistry is a chemical strategy that is based on generate molecules by joining
small units together with heteroatom links. It is a concept introduced by Sharpless in
2001, and it allows simple reactions, quickly, simple to use, easy to purify, regiospecific
and that give high product yields. Different reactions have been found with these
requirements, but the most effective and the reaction that is thought of when talking
about click chemistry is the Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition of azides and terminal
alkynes. In recent years, the use of this reaction has been extended and multiple
applications have been found in a wide variety of research areas, especially in the
pharmaceutical field. In this bibliographic review, it will be reviewed the most
important aspects of click chemistry, as well as its applications in the design and
synthesis of podophyllotoxin derivates. Podophyllotoxin and its derivates are
compounds with antitumor activity that they have different mechanisms of action. It
will be necessary the use of click chemistry for the synthesis of these derivates.
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2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1. Qué es la quimica click

La quimica click es un concepto introducido por el Dr. Barry Sharpless y colaboradores en

2001, que consiste en la generacidn de sustancias uniendo pequefias unidades con enlaces

de heterodtomos (C-X-C). Ademas, este mismo doctor afiadid que esta quimica debe tener

ciertos requerimientos (1), entre los que se encuentran: ser modular, de amplio alcance,

proporcionar rendimientos muy altos, generar subproductos inofensivos y facilmente

eliminables por métodos no cromatograficos, y ser estereoespecificos.

También deben presentar ciertas caracteristicas en el proceso como:

1. Ser reacciones simples,

2. Los materiales de partida y reactivos empleados tienen que estar facilmente
disponibles,

3. No pueden usarse ningun disolvente o en caso de usarlos no deben ser téxicos, como
el agua, o ser facilmente eliminables,

4. Debe ser facilmente aislable,

Si requiere purificacidon debe ser por métodos como destilacidn o cristalizacién,

6. Debe ser estable en condiciones fisiologicas.

u

2.2. Tipos de reacciones de la quimica click

Dentro de la quimica click existen diferentes reacciones, las cuales son:

e Reacciones de sustitucion nucleofilicas o apertura de anillo (2)(3). Estas reacciones se
basan sobretodo en apertura de heterociclos electréfilos como son los epdxidos,
aziridinas, iones de aziridinio o de episulfonio y sulfatos.

Estas reacciones son esteroespecificas, y presentan una gran utilidad.

e Reacciones de cicloadicion 1,3-dipolares o cicloadiciones [4+2]. Dentro de este tipo se
encuentran las hetero Diels-Alder.
Se trata de reacciones de fusién modular (1), y en estas se van a unir dos reactivos
insaturados, produciendo heterociclos de 5y 6 miembros de forma rapida. Ademas,
son reacciones concertadas.

e Reacciones del grupo carbonilo tipo no alddlica (2)(3). En este tipo de reacciones se
distinguen la formacion de éteres de oximas, de heterociclos aromaticos y de
hidrazonas.

e Reacciones de adicion a enlaces multiples carbono-carbono. Existen varias reacciones
dentro de este tipo, en primer lugar estarian las de tipo oxidativo como epoxidacion,
aziridinacién, dihidroxilacién y adicién de haluros sulfonilo y nitrosilo. En segundo
lugar, algunas reacciones de tipo Michael.

® Reaction: ring opening
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® Reaction: 1,3-dipolar cycloaddition
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Figura 1. Tipos de reacciones de la quimica click. (4)

En este trabajo nos centraremos en el segundo tipo de reacciones, ya que son estas las
empleadas para el disefio y la sintesis de los derivados de podofilotoxina; mas en concreto
en las cicloadiciones 1,3-dipolares entre alquinos y azidas.

Esta reaccion fue descrita por primera vez por Huisgen, por eso también se le conoce como
cicloadicion 1,3-dipolar de Huisgen, y es la forma mas eficaz para sintetizar 1,2,3-triazoles.
Este proceso es termodindmicamente favorable, y requiere temperaturas elevadas,
condiciones de reflujo y periodos prolongados de entre 12 y 60 horas. En esta reaccién
debido a la poca regioselectividad, se forman dos regioisémeros, el isomero 1,4y el 1,5;
aungue hay veces en las que se puede alcanzar cierto grado de regioselectividad, como es
el caso del uso de acetilenos con gran deficiencia de electrones en el que se favorece la
formacion del isémero 1,4, y en cambio, con el uso de azidas deficientes en electrones se

favorece la formacion del isémero 1,5.

Con el descubrimiento de la catalisis con cobre (l) se aumenta la velocidad del proceso
hasta 107 veces, y ademas da lugar a una completa regioselectividad con la formacidn de

un solo isémero (el 1,4) (2).
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Esta reaccién admite un amplio rango de temperaturas (0-160°C), de pH (5-12) y amplia
variedad de disolventes. Ademas se trata de una reaccidon poco reactiva en condiciones
estandar (5).

Mas adelante, Sharpless y colaboradores descubrieron el uso de sulfato de cobre
pentahidratado y acido ascérbico en agua (2). Esta reaccidon es muy exotérmica y el hecho
de que sea posible realizarla en agua, supuso una ventaja enorme ya que esta actuaba
como refrigerante, ademas de evitar interferencias entre grupos funcionales préticos
como son alcoholes, aminas, amidas y dcidos carboxilicos.

Este método de cicloadicion debido a su elevado grado de fiabilidad, a la completa
selectividad, a la biocompatibilidad de los reactivos, a la baja sensibilidad a efectos
estéricos y a que los protocolos de purificacién son sencillos (filtracion), ha hecho que sea
un importante método para la unién irreversible de dos moléculas de distinta naturaleza
de forma rdpida y eficaz.

2.3. Fuentes de obtencidn del cobre empleado en la reaccidn:

Dado las éptimas caracteristicas de la cicloadicién 1,3 dipolar, se han descrito varias

estrategias para conseguir el catalizador de la reaccién (2), estas son:

- Reduccion de sales de Cu": se trata de una reduccidn in situ. La ventaja que presenta
esta estrategia es que no requiere atmodsferas inertes.
La elevada velocidad de reaccién de conmutacidn junto al tratamiento final en la
reduccidn favorece la preferencia del cobre en estado reducido (Cu').

- Oxidacion de cobre metdlico: se produce la oxidacién de Cu metdlico, en forma de

alambre, en presencia de sales de Cu'". Es un método efectivo para la generacién de
los suficientes iones de Cu' necesarios para la activacion de la cicloadicion 1,3-dipolar.
Este método requiere mayor tiempo de reaccidn que otros y ademas mayor cantidad
de Cu'.
Otra alternativa dentro de esta estrategia es utilizar nanoparticulas de Cu®. Este
método presenta un inconveniente y es que la solvatacidn de nanoparticulas de cobre
(0) requiere medios ligeramente acidos (con pH en torno a 5), por lo que al ser un
medio acido serd necesario proteger los grupos funcionales sensibles a dicho medio.
Ademds, las nanoparticulas de Cu® presenta un precio 7 veces mayor que el de otras
fuentes de cobre.
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- Adicién de sales de Cu': consiste en una adicién directa de sales solubles de Cu' en

disolventes orgdnicos como por ejemplo Cul, sin la necesidad de emplear agentes
reductores (6). Este método requiere atmdsferas inertes, por lo que no va a ser
necesario la proteccion de los grupos, pero si el uso de una base, ya que se estan
usando disolventes organicos.
El uso de un exceso molar de bases de N como trietanolamina, piridina, entre otras,
favorecen la cicloadicion al disminuir al minimo la produccién de subproductos. Sin
embargo, no existen estudios suficientes sobre el funcionamiento de estas bases, pero
se cree que el uso de sistemas donadores de nitrogeno (como las bases) previenen la
degradacién de Cu'. Se ha visto que el uso de DIPEA (N,N-Diisopropiletilamina) y 2,6-
lutidina dan buenos resultados (7).

2.4, Qué es la podofilotoxina

La podofilotoxina es el compuesto mds abundante aislado de la podofilina, la cual es una
resina sacada del extracto alcohdlico de los rizomas y las raices de diferentes especies de
plantas, y en especial de las del género Podophyllum, principalmente de Podophyllum
peltatum, Podophyllum emodi y Podophyllum hexandrum (8)(9).

Se trata de un compuesto procedente de la familia de los lignanos (10), unos compuestos
fendlicos. Los lignanos se originan como metabolitos secundarios por la via del acido
sikimico (8), y se encuentran distribuidos ampliamente en el reino vegetal en un gran
nimero de especies. Estos presentan importantes propiedades antineoplasicas vy
antivirales. Dichos compuestos estdan formados por uniéon de dos unidades de
fenilpropano, las cuales dependiendo de la posicién de estas dos entidades podemos
distinguir diferentes grupos: lignanos simples, ciclolignanos, neolignanos y lignanoides
mezclados; pero seran los ciclolignanos los que presentan numerosos estudios enfocados
en quimioterapia para el cancer. (10)

Ademas de la podofilotoxina, existen tres derivados semisintéticos, que son el etopdsido,
el tenipdsido y el etopofos, que han mejorado la actividad farmacolégica y que se
encuentran numerosos protocolos de quimioterapia sobre distintos tipos de cancer.

La principal desventaja de estos compuestos es que presentan una citotoxidad elevada en
células normales, por lo que se producen numerosos efectos secundarios debidos a la falta
de selectividad.
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Figura 3. Podofilotoxina, etopédsido, tenipdsido and etopofos. (10)
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2.5. Actividad anticancerigena de la podofilotoxina y sus derivados.

Los lignanos presentan una amplia variedad de actividades bioldgicas, y su descubrimiento
es algo que se remonta a la antigliedad ya que en ella la gente utilizaba diferentes
extractos de plantas como remedios para distintas patologias en las diferentes culturas
existentes. Entre otras, la podofilotoxina aparece en varias farmacopeas como agente
antiviral, en el tratamiento del Condyloma acuminatu (10)(11) producido por el virus del
Papiloma HPV y otras verrugas venéreas siendo muy eficaz, y muchos otros virus tales
como el virus herpes simple tipo |, sarampidn, citomegalovirus, etc., ademas es util como
tratamiento para la psoriasis vulgar, para la artritis reumatoide, y muchas mas patologias,
pero en este trabajo vamos a centrarnos solo en su actividad anticancerigena, entre las
gue destacan su aplicacidon en tumor de Wilms, diferentes tipos de tumores genitales,
distintos linfomas (10)(12) (como el no Hodking) y leucemias, cancer colorrectal, pulmonar
(13), entre muchas.

Ademads, para lograr una eficacia terapéutica mayor, se esta llevando a cabo la aplicacion
de terapias combinadas, un ejemplo de esto es el caso de la combinacién de la
podofilotoxina con el cis-platino para una eficacia superior sobre el tratamiento de
neuroblastomas (10).

En lo que respecta a su uso como antineopldsico en la actualidad, los derivados de
podofilotoxina, presentan grandes avances terapéuticos, como es el caso del etopdsido
qgue tiene facilidad para administrarse y una actividad frente a un gran namero de
tumores; este es utilizado en multiples terapias combinadas, como por ejemplo con
prednimustina o ifosfamida para linfoma no Hodgkin; ademas, muchos oncélogos lo
utilizan como complemento al autotransplante de médula. Otro de sus derivados, como
es el tenipdsido, presenta todavia una actividad mas potente.

El mecanismo de accidén por el cual la podofilotoxina presenta actividad antitumoral
consiste en que produce un bloqueo de la divisién celular; esta se une a la tubulina
interrumpiendo el ensamblaje de microtubulos (10) y la regeneraciéon del ADN (14)
después de su replicacion. Mientras que, se comprobd que sus derivados sintéticos
presentaban propiedades anticancerigenas a través de diferente mecanismo de accién, en
este caso, actuan como inhibidores irreversibles de la topoisomerasa |l del ADN, formando
un complejo enzimatico que induce la ruptura del ADN. El resultado de este proceso es
que las células que estaban en divisidn detienen su proceso produciéndose asi la muerte
celular. (10)

Para que estos compuestos presenten actividad antineopldsica, segin estudios de la
relacion estructura-actividad (SAR), tienen que presentar ciertos requerimientos: 4’-
desmetilacion, 4-epimerizacion, anillo trans en la lactona D, con configuracion 2oy 33, y
libre rotacién del anillo E; esto es esencial para que estos compuestos mantengan la
actividad de inhibidores de la topoisomerasa Il. (15)(16)
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Figura 4. Requerimientos necesarios para el mantenimiento de la actividad anticancerigena.

Uno de los principales problemas de estos compuestos, como ya se ha comentado
anteriormente, es su falta de selectividad, ya que afecta tanto a las células cancerigenas
como a las células sanas; atacan a todas las células sin distinciones, especialmente a
aquellas que se encuentran en divisidn, esas que presentan una tasa de renovacién muy
elevada, provocando numerosos efectos adversos, limitando asi su utilidad clinica.
Debido a esta citotoxicidad, algunos de estos compuestos se suelen administrar junto con
factores de crecimiento para prevenir la induccion de apoptosis (10).

Por esto, existen numerosos estudios que buscan mediante la sintesis de nuevos
derivados, una mayor selectividad de la actividad citotdxica para evitar este gran
inconveniente que presentan estos compuestos.

2.6. Metabolismo de las células cancerosas

Para poder desarrollar una buena terapia contra el cancer es necesario conocer como se
comportan las células cancerigenas.

Una de las cosas que se ha visto de estas células es que presentan el metabolismo de la
glucosa alterado, por lo que es una buena estrategia a seguir para el estudio de agentes
citotdxicos.

La glucosa es la principal fuente de energia metabdlica, generando ATP a través de la
glucdlisis (sobretodo en condiciones de anaerobiosis) y la fosforilacion oxidativa. En las
células cancerosas, dado que presentan un metabolismo acelerado, la absorcién y el
consumo de esta es mayor que en células normales(17)(18)(19); esto es porque a medida
gue tienen lugar la divisién y crecimiento celular, aumenta la demanda de glucosa, y en
las células cancerigenas no es diferente, pero hay que tener en cuenta que en estas se
produce un crecimiento descontrolado. Ademas, se ha visto que su metabolismo en lugar
de realizarlo por el ciclo ATC y fosforilacién oxidativa lo realiza mediante via fermentativa.
Uno de los motivos por los que las células cancerosas utilizan estas vias es porque las rutas
de sefializacion celular que son importantes para el crecimiento de estas células, ademas
estan implicadas en la regulacion de las vias metabdlicas; y dicha regulacion facilita la
incorporacion de los diferentes nutrientes esenciales para la proliferacidn celular.

El transporte de la glucosa a través de la membrana plasmatica hacia el citosol es llevado
a cabo por transportadores GLUT, y en general estos transportadores se encargan de
regular el movimiento de la glucosa en los compartimentos intra y extracelulares. Los
cuales se ha observado que, en células cancerigenas al presentar un mayor consumo de
glucosa, estos transportadores también aumentan.
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Se ha visto que el GLUT1 se encuentra sobreexpresado en numerosas neoplasias malignas
sélidas y hematoldgicas (18), como linfoma de células B grandes, carcinomas colorrectales,
cancer de pulmodn, sarcomas, etc.

Referente a esto, una buena terapia contra el cancer seria la unién covalente de residuos
de glucosa a la podofilotoxina, creando agentes citotdxicos que van a ser absorbidos en
mayor parte por células cancerosas a través de GLUT, evitando asi la actuacion sobre
células normales y sus consecuentes efectos secundarios indeseables. Para la sintesis o
union covalente de estos compuestos citotéxicos se va a utilizar la quimica click.

3. OBIETIVOS

El objetivo final de este trabajo es ver como mediante el uso de la Quimica “click”, a través
de reacciones de cicloadicién 1,3-dipolar, se disefian y sintetizan diferentes derivados de
la podofilotoxina, los cuales van a presentar actividad anticancerigena.

4. MATERIALY METODOS

Dado que este trabajo se trata de una revisién bibliografica, para la realizacion del
presente se han consultado diversas fuentes, se ha realizado una busqueda en diferentes
bases de datos con articulos cientificos. Dichas bases de datos empleadas son “PubMed”,
“SciELO”, “ScienceDirect”, “SpringerLink”, “ACS publications”, asi como el buscador de
internet “Google Scholar”. También se ha consultado la red social “ResearchGate”.

Para realizar las busquedas, he empleado ciertas palabras clave o keywords, que son:
quimica click (click chemistry), podofilotoxina (podophillotoxin), actividad anticancerigena
(anticancer activity), cicloadicién (cycloaddition), descubrimiento de farmacos (drug
discovery).

La busqueda bibliografica se realizé a través de las fuentes nombradas anteriormente
durante los meses de noviembre y diciembre de 2019.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
La quimica click es una herramienta que desde que se produjo su descubrimiento se ha
ido utilizando para una amplia variedad de aplicaciones, la mayoria de ellas para el dmbito
farmacéutico. Pero en este trabajo sobre todo nos centraremos en el uso de la quimica
click para el disefio de farmacos derivados de la podofilotoxina, unos compuestos con
actividad anticancerigena.
En primer lugar, para el disefio de estos derivados o de cualquier farmaco, es necesario su
previo descubrimiento. Para ello se lleva a cabo un gran cribado en el que se expone todo
un abanico de moléculas dianas intra y extracelulares, en el cual se conseguira buscar
nuevas estructuras quimicas que presenten analogias con la molécula enddgena que
interacciona con la diana escogida previamente. Existen tres estrategias para el
descubrimiento de “leads”, los cuales pueden o no ser sintetizados mediante quimica click:
- El cribado de alto rendimiento o High-Throughput Screening (HTS) es una técnica muy
conocida para el descubrimiento de farmacos, la cual se basa en hacer un cribado o
analisis de grandes bases de datos de compuestos quimicos frente a una diana
terapéutica seleccionada mediante el uso de automatizacion, ensayos en miniatura y
analisis de datos a gran escala.

-10 -
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Cada vez existen mas herramientas que hacen llevar a cabo un mejor cribado como
son: cribado enfocado en dianas bien conectadas, cribado virtual y acceso a grandes
fuentes quimicas externas, disefios basados en estructuras y ensayos celulares (20).

Mediante el empleo de la quimica click, se pueden elaborar dichos catdlogos de
moléculas. Para ello solo se necesita un resto azida y un alquino terminal y por
cicloadicion de Huisgen van a formarse diferentes tipos de moléculas. Para afiadir los
restos de azida se encontrd una estrategia en fase solida muy eficiente en la que
usando una resina PL-FMP y mediante una reaccién de aminacién y posterior acilacion,
se obtenian gran numero de azidas de elevada calidad y en tan solo 2 o 3 dias (21).

e ] o e | wwsn
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e d nd B m7+
. . () Ev

Figura 4. Estrategia de sintesis de alto rendimiento de una coleccién de azidas mediante el uso de
la resina PL-FMP a través del ejemplo del PTP1B y su uso en quimica click

Después de tener la diana elegida y las moléculas que deseamos para actuar sobre ella,
la quimica click también podra ser utilizada para unirlas y crear asi diferentes
inhibidores o “huellas dactilares” Unicas de enzimas, teniendo de esta forma una
estrategia magnifica para el descubrimiento de nuevos farmacos. (20)

Descubrimiento de farmacos basado en fragmentos (FBDD). En los ultimos afios, se ha

convertido en la principal alternativa al cribado de alto rendimiento, llegando a

desplazarla (22)(23), ya que se espera que la seleccidn inicial de las bibliotecas de

fragmentos muestree de forma mas eficiente que los enfoques tradicionales. (20)

Una reciente revisiéon sobre FBDD se destacan ciertos conceptos:

a) Las propiedades fisicas inapropiadas son el principal problema para farmacos de
moléculas de pequefio tamafio.

b) Los fragmentos forman interacciones de alta calidad, aunque de potencia débil.

c) La eficiencia del ligando es una forma de juzgar si los diferentes tamafos de
moléculas son éptimos.

d) Los catdlogos de fragmentos que se requieren para muestrear compuestos son
relativamente pequefios en comparacion con la busqueda de moléculas
completas.

Esta estratega se basa en que la energia libre de la unién de un ligando a su receptor
resulta de la unién de sus componentes moleculares, es decir que pequefios
fragmentos moleculares pueden sumarse para producir un ligando de alta afinidad.
Para la unién de estos fragmentos, que como se ha comentado forman interacciones
de alta calidad, pero de baja potencia de unién con las proteinas, se va a usar la quimica
click, afadiendo a una parte de los fragmentos el alquino terminal, y en la otra parte
restos azida.
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Técnicas dindmicas de fragmentos asistidas por plantillas. Los principales retos cuando
se buscan farmacos mediante el uso de fragmentos son la identificacion de fragmentos
de baja afinidad y la union eficiente de los fragmentos identificados y que el resultado
sea bioldgicamente activo. (24)

La solucién para esto pasa por usar una técnica dindmica y asistida por una plantilla (o
modelo), una proteina diana utilizada para seleccionar y/o ensamblar los fragmentos
6ptimos. Esta técnica presenta una reaccidon quimica comun, reversible o irreversible,
enzimatica o no enzimatica, que va a detectar la mejor combinacion de fragmentos;
los cuales pueden terminar uniéndose mediante quimica click, gracias a la cicloadicién
1,3-dipolar o mediante otras estrategias quimicas. (20)

Los ultimos dos métodos presentan caracteristicas comunes, y es que reunen ciertos
patrones de reconocimiento molecular utilizados para una mejor seleccidon de los
fragmentos adecuados “ex vivo”, que mas tarde formaran ligandos gracias al
autoensamblaje in situ. Ademas, estos ligandos pueden volver a sintetizarse y

ampliarse para estudios bioldgicos posteriores.

(a) High-throughput screening (b) Fragment-based drug delivery (c) Dynamic templete assited

: : ; drug discove
Diverse screening Library 9 v

Fragment Library Reactive fragments

)
) A @ A B
& Py, Vo

Detection of ; -

Fragment binding Dynamic fragment ligation
Detection of
fragment

g""‘-“"’% combination
V A ! A '

AGls ~e ' A

Biochemical assay f_ragment
linkage by fragment
click chemistry linkage by

click chemistry

A

Inhibited target

Hit identiification

A

Aco,FAGH, +AGy + Act

I 30 - Bioorthogonally
reactive group

ww - Linker
Figura 5. Esquema de los tres métodos basados en la quimica click a seguir para el descubrimiento

de farmacos. (20)
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En los ultimos afios, se han producido ciertos avances, y considerando también las
ideas de Rideout, se esta intentando crear un ligando final, ya sea in vivo o in situ,
cercano a su diana biolégica; esto es que los distintos fragmentos se van a unir en el
sitio de accidn dentro de la enzima, y ya una vez se encuentren unidos a ella se va a
producir el ligando final. Con esto lo que se pretende es conservar las propiedades
farmacoldgicas, y también puede ser un beneficio potencial de evasidén de mecanismos
de resistencia, o incluso en antineoplasicos ampliar la selectividad entre células
cancerosas y células normales.

Una vez tenemos el disefio de las moléculas que queremos obtener llega la hora de
sintetizarlas. La sintesis de fadrmacos muchas veces es un proceso muy largo y costoso, ademas
de no ser muy rentable ya que siempre se anda buscando distintas maneras de sintesis para
llegar de una forma rdpida y eficiente; para esto, la quimica click es un avance enorme en la
sintesis de ciertos farmacos, sobre todo cuando se trata de moléculas grandes, como es por
ejemplo el caso de los derivados glucosilados de la podofilotoxina.

Dado que la podofilotoxina, y los otros derivados semisintéticos mencionados anteriormente
(como el etopdsido) presentan potente actividad antitumoral, pero también diversos
inconvenientes como los numerosos efectos secundarios, la posible resistencia a
medicamentos, la supresion mieloide (15), etc., los investigadores se han centrado en el
disefio de derivados de estos compuestos que sean capaces de mejorar estos problemas.
Existen diferentes compuestos derivados de la podofilotoxina que presentan actividad
antineoplasica. El primer paso para la sintesis de estos derivados es conseguir la
podofilotoxina. A continuacién, dependiendo del mecanismo de accién que se le quiera dar a
nuestro compuesto, seguiremos un esquema u otro. Si queremos conservar el mecanismo de
inhibicién de la polimerizacion de la tubulina, serd importante conservar la estereoquimica
(a) del carbono en posicion 4 y el grupo metoxilo del carbono 4’; en cambio, si se quiere
cambiar a una inhibicion de la topoisomerasa Il, hay que realizar una estereotransformacién
de o a 3 del C4, y una 4’-O-desmetilacidn.

a) Obtencidn de la podofilotoxina:
Para sintetizar estos nuevos farmacos, se toma como punto de partida la
podofilotoxina, y a partir de esta, mediante sucesivas reacciones se va a llegar a los
compuestos que deseamos.
Como el primer compuesto que se requiere es la podofilotoxina, es necesario realizar
su extraccion.
La podofilotoxina como ya se ha mencionado antes es un compuesto aislado de la
podofilina, una resina que se saca del extracto alcohélico de los rizomas y raices de
varias especies del género Podophyllum (8). Para la obtencién de la podofilotoxina se
parte de la podofilina comercial, la cual se disuelve en acetato de etilo (CH3CO,C;Hs) a
75°C, y una vez disuelto se filtra por gravedad en caliente, y a continuacion se hace
una extraccidon acido-base con una disolucién de bicarbonato sédico al 1%, cuyo
disolvente se evapora en un rotavapor, obteniéndose un solido impuro que se va a
recristalizar en benceno caliente obteniéndose la podofilotoxina. (8)(25)
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Esquema 1. Ruta de obtencidn de la podofilotoxina. (8)

b) Obtencion de azidas derivadas de la podofilotoxina:

c)

Si se van a formar compuestos con actividad antimicrotubular, una vez obtenida la
podofilotoxina, se procede a una inversién del grupo hidroxilo en posicidn 4, y a una
simultdnea desmetilacion de 4’ mediante adicién de CH3SOsH, Nal en CH;Cl; durante
5h, obteniéndose la 4’-O-desmetil-epipodofilotoxina. (26)(27) A continuacion,
mediante TFA y NaNs se obtiene 4B3-azido-4’-O-desmetil-epipodofilotoxina.

En cambio, los compuestos inhibitorios de la topoisomerasa ll, partiendo directamente
de esta se les afiadira TFA y NaN3 para obtener la azida.

Con estas azidas, mediante la clicloadicion de Huisgen con la presencia de alquinos
terminales, y utilizando CuSO4:5H,0 y acido ascorbico, en tBuOH: H,0(1:2), se puede
formar compuestos derivados de la podofilotoxina con mayor potencia y actividad
citotoxica, que esta, y menos efectos adversos. (28)

MeO OMe

Figura 6. Molécula obtenida a partir de la podofilotoxina tras la adicion de TFA y NaNs.

Obtencion de los alquinos terminales:

Por otro lado, para la formaciéon de moléculas unidas a alquinos terminales, existen
ciertos reactivos con los que podemos ser capaces de obtener estos compuestos. El
bromuro de propargilo en reaccion con dioles, forma excelentes alquinos terminales.
Un ejemplo de ello es la formacion de alquinos terminales glucosilados, los cuales
mediante dicha reaccién y una glucosilacién de Fisher se formarian estos compuestos.
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12n=0, a; 15 n=3,B
11n=6 13n=0, B;16 n=6,0Q
14n=3,0; 17 n=6,B

18n=0, R, = CH;CO OR;
19n=3,R, =CH;CO R,0 0
20 n =6, R, = CH;CO R,0

21 n=0, R, = C3H,CO OR,

22n=3,R, = C;H,CO 0(\/\0);\

23n=6,R, = C;H,CO

Esquema 2. Esquema de formacidn de alquinos terminales glucosilados. Reactivos y condiciones de la
reaccién: (a) bromuro de propargilo, hidruro de sodio, THF y reflujo; (b) cat. H,SOa-silice, D-glucosa; (c)
anhidrido acético o anhidrido n-butirico, piridina, 02C-rt. (9)

d) Reaccidn click para la sintesis de los distintos derivados y su actividad bioldgica:
Algunos ejemplos de los diferentes compuestos derivados de la podofilotoxina
sintetizados mediante quimica click son:

- 1,2,3-triazol-glucoderivados: para la formacién de estos compuestos, se parte del
compuesto 8 o 9 (figura 6), el cual presenta una azida que, mediante quimica click, y
gracias a la presencia de un azucar (D-glucosa, pentaacetato de [-D-glucopiranosa,
pentaacetato de [B-D-galactosa, etc.) unido a un alquino terminal, va a formar los
diferentes derivados glucosilados.

OR,

N; R,0 0}; o\AOYe A N
0R| 1 n s .\II
O copper (I1) acetate ) |
0] 0 sodium ascorbate O
R S Ty
: N OR, N BuOH-H,0, THF, rt, 07NN \<
Sy (0]

H;CO OCH;
OR n =036 H;CO™ Y ~OCH;
R, = H, CH;CO, C3H,CO OR
R=CH; n =0,3,6
R=H R =H, CH;

R, = H, CH,CO, C3H,CO

Esquema 3. Estrategia de quimica click para la sintesis de conjugados de glucosa 4B-triazoles-
podofilotoxina. (9)

La introduccién de una fraccidn glucosidica en 3 en el carbono de la posicion 4,
convierte a los compuestos en inhibidores de la topoisomerasa Il, cambiando asi el
mecanismo de accion de la podofilotoxina. Estos forman un complejo ternario acido
nucleico-fdrmaco-enzima que bloquea la religacion de la cadena de ADN, genera
roturas y bloquea la progresion del ciclo celular en las fases Sy G2. (25)(29)
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GLUT1 estd sobreexpresado en gran variedad de neoplasias malignas, como linfoma
de células B grandes, carcinomas colorrectales, cancer de pulmdn o de pancreas, entre
muchos, por lo que estos derivados glucosilados podrian resultar utiles a la hora de
generar agentes citotdxicos preferentemente absorbidos por las células cancerosas a
través de los transportadores GLUT, disminuyendo los efectos adversos derivados de
la falta de selectividad de la podofilotoxina. (9)

4-[(4-aril)-1,2,3-triazol-1-il] podofilotoxina: la sintesis de estos compuestos pasa
también por una cicloadicién 1,3-dipolar, pero en este caso, los alquinos terminales
presentan unidos sustituyentes aromaticos.

% R; Ry Ry Ry
R+ —_— Ri<
1 Br % X \\

d X-NH
R0+ BN Y —— ¥ /\\\

Esquema 4. Estrategia quimica de la sintesis de 4B-[(4-aril)-1,2,3-triazol-1-il] podofilotoxina.
Reactivos y condiciones de reaccidn: (a) NaNs, TFA, CH,Cly, 24h; (b) KOH, Nal, acetona, 259C, 8 h;
(c) CuSO4-5H,0 vy acido ascérbico, tBuOH: H,0(1:2); (d) 2-propinilamina, DCC,DMAP, CHyCl;, 12h.
(30)

Se ha visto que estos compuestos presentan una actividad antiproliferativa superior a
la del Etopdsido. Algunos de los compuestos mds representativos dentro de estos
derivados son los compuestos 10, 11, 12 y 13 (tabla 1), los cuales se ha visto que
estimulan la parada del ciclo celular de las células HepG2 en fase G2/M dependientes
de la concentracién, potencidndose asi la actividad antineopldsica debido a la
apoptosis que se produce en dichas células.

Compounds X R, R, R;
0]
10 0 ‘ ) H H
0
11 0 @ph H H
12 S OCHs H H

OCH;

13 S ; H H
: OCH3

Tabla 1. Ejemplos de compuestos 4B-[(4-aril)-1,2,3-triazol-1-il] podofilotoxina.
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Picropodofilotoxina y derivados: estos compuestos parten de una podofilotoxina
modificada, ya que presenta una estereotransformacién en la lactona, pasando a ser
una cis-y-lactona. Esta modificacién hace que se bloquee la actividad del receptor de
IGF-1R, el cual presenta un papel fundamental en la transformacidn, crecimiento y
supervivencia de las células malignas. Ademas, se ha visto que disminuye la pAkty la
pErk1/2, induce la apoptosis en células tumorales cultivadas positivas para IGF-1R y
produce una regresién tumoral completa en ratones xenoinjertados y aloinjertados.
(31)

Estos compuestos pueden incorporar residuos glucidicos, disminuyendo asi los efectos
secundarios y mejorando su eficacia, ya que como ya se ha mencionado anteriormente
las células cancerosas absorben mas glucosa que las normales. Ademas, estos
compuestos presentan una LD50 > 500mg/kg en roedores, por lo que son unos
prometedores compuestos con actividad antitumoral. El método para la incorporacion
de estos residuos es exactamente igual, mediante la cicloadicion de Huisgen con
alquinos terminales glucosilados.

HO- </O

N3 HOL'.\Q‘ <OH

0 OH o)

OAc V4 0 (o] —
§ \ ) HO :
Af\go o o » b %

AcOg o = . o)

AcO o7 +
OAc

H;CO "OCH3

<o\‘,
OR 0 :
22 R=CHs 25 R=CH;(71%) ,
24 R=H 26 R=H (72%) - |
H,CO™ Y “OCH,
[
OR

Esquema 5. Sintesis de derivados de picropodofilotoxina. Reactivos y condiciones de la reaccién:
(a) CuSO4+5H,0 y 4cido ascérbico, tBuOH: H,0(1:2); (b) CHsONa, CHsO0H, rt, 24h.

CONCLUSIONES

= La quimica click es una herramienta excelente, dado que permite obtener una gran
cantidad de moléculas mediante la unién de pequeiios fragmentos quimicos y de
facil obtencion, consiguiendo resultados muy eficaces.

= La cicloadicion 1,3-dipolar o de Huisgen, catalizada por Cu' es la reaccién mas
representativa dentro de la quimica click, ya que se le ha encontrado uso en
muchos campos dentro de la ciencia, especialmente en el ambito farmacéutico.

= En el ambito farmacéutico, puede utilizarse en diversas etapas dentro del
desarrollo de un nuevo farmaco, ya que sus aplicaciones van desde el propio disefio
de nuevas moléculas hasta su sintesis quimica.

= Cuando se trata de la sintesis de farmacos, se busca disminuir el tiempo de

reaccion, asi como reducir costes, y la quimica click es una excelente herramienta
para conseguirlo.
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= La podofilotoxina y sus diferentes derivados presentan una potente actividad
antitumoral, la cual esta cobrando mucha importancia en los ultimos tiempos ya
que estos compuestos presentan prometedoras caracteristicas.

= La quimica click es una herramienta muy util en el desarrollo de los diferentes
derivados de la podofilotoxina, los cuales van a presentar modificaciones con
respecto a la original mejorando asi los efectos secundarios y demas
inconvenientes que presenta.
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