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RESUMO: A podofilotoxina foi isolada e purificada a partir do extrato de podofilina usando um método de baixo
custo e eficiente, que rapidamente permitiu a obtencdo da substancia na sua forma pura. O método envolveu o
uso de amido de milho como um meio de adsorcdo a fim de favorecer a separa¢do da podofilotoxina de outros
constituintes que estdo presentes no extrato. O produto isolado foi submetido a irradiacdo de microondas, na
presenca de cloridrato de piridina, visando uma reacdo de desmetilacdo branda e seletiva sob condic¢des livre de
solvente.

PALAVRAS-CHAVE: Podofilotoxina, isolamento, podofilina, reagéo sob microondas.

ABSTRACT: Podophyllotoxin was isolated and purified from podophyllin extract by using an efficient and
inexpensive method that rapidly allowed the obtaining of the pure compound. The method involves the use of
cornstarch as adsorption medium in order to favor the separation of podophyllotoxin from the other constituents
that are present in the extract. The isolated product was submitted to microwave irradiation, in the presence of
pyridinium hydrochloride, in order to attempt mild selective demethylation under solvent free condition.

KEYWORDS: Podophyllotoxin, isolation, podophyllin, microwave reaction

INTRODUCAO

A podofilina € uma mistura de resinas obtida a partir do rizoma seco e das raizes das plantas Podophyllum
peltatum L. e Podophyllum emodi Wall. Ex Royle, as quais sdo encontradas na América do Norte e no Himalaia,
respectivamente (MILLER, 1985). A podofilotoxina 1 é o principal componente bioativo da podofilina. O composto
tem sido extensivamente estudado e os trabalhos cientificos publicados enfocam principalmente os seus
derivados que sdo poderosos agentes antitumorais, tais como etoposideo (VP-16-213) 3 e teniposideo (VM-26) 4
(YONGJAE, 2005; PINTO et al., 2002; AJANI et al., 1999; STAHELIN & WARTBURG, 1991; HORWTIZ & LOIKE,
1977; LOIKE & HORWTIZ, 1976a e 1976b) (Fig. 1). Os compostos 4'-O-desmetil 2 ou 6 sdo intermediarios-chave
para a sintese dos agentes antitumorais 3 e 4 e as suas preparacdes séo laboriosas e de alto custo.
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Figura 1. Estruturas quimicas da podofilotoxina (1) e de alguns de seus derivados.

Nosso grupo de pesquisa tem realizado estudos de transformacdes estruturais de 1 para, eventualmente,
encontrar analogos com propriedades biolégicas importantes (LIMA et al., 1994). A podofilotoxina é usualmente
isolada a partir do extrato etandlico da podofilina por extracdo e fracionamento com solventes, seguido por
sucessivas recristalizacdes e técnicas cromatograficas. Os inconvenientes associados a esses métodos, tais como
0 uso de grande quantidade de solvente orgéanico, alto custo das técnicas de cromatografia, tempo e dificuldade
de purificacdo do material depois de isolado, encorajou-nos a investigar uma nova metodologia para rapidamente
obter a podofilotoxina pura visando seu uso para transformacgfes quimicas.

Neste contexto, desenvolvemos um método mais eficiente para isolar o composto 1, fazendo uso de
amido de milho como material adsorvente. O método foi inspirado no procedimento no qual esta descrito o
isolamento de 1 com a ajuda da amido de arroz (DE AMBROSI, 1954).

MATERIAL E METODOS

Reagentes: Os solventes e silica para cromatografia do tipo flash foram adquiridos da Acros Organic Company e
foram usadas como recebidas. Podofilina e amido de milho foram obtidos da CENNABRAS Ind. Com. Ltda.

Isolamento e Purificacdo: Isolamento e purificacdo da podofilotoxina — 100 g de podofilotoxina comercial séo
misturadas com 400 g de amido de milho. O material € homogeneizado, usando-se um mortar com pistilo e entéao
adicionado a 1 L de cloroférmio. A mistura é agitada por 15 minutos e filtrada sob vacuo. Trés extracGes podem
ser feitas para assegurar um bom rendimento. Os filtrados sdo reunidos e o solvente é evaporado em
rotaevaporador. O residuo resultante € um material esponjoso, o qual deve ser tratado com 30 mL de etanol 95%
para que ocorra a cristalizacdo da podofilotoxina. Nesta etapa, 1 € isolado com poucas impurezas que sao
finalmente removidas por filtragdo em cromatografia do tipo flash, usando-se como eluente uma mistura de
hexano/acetato de etila 3:2. O rendimento de podofilotoxina é de 45-48 g (Ponto de Fus&o: 118°C).

Transformagbdes Quimicas: Geral — As irradiacdes de microondas foram feitas usando-se um forno de
microondas comercial (marca Consul, 240 W) operando a freqUéncias variadas e os produtos foram analisados
por espectroscopia de RMN de 'H e de “C.

Podofilotoxona (5) e cloridrato de piridina foram preparados por métodos usuais (LIMA et al., 1994; VOGEL, 1967).

Reacdo modelo do &cido 3,5-Dimetdxibenzdico Assistida por Microondas - Uma mistura do &cido 3,5-
dimetoxibenzéico (10 mmol) e cloridrato de piridina (50 mmol) foi colocada em um tubo de ensaio aberto e
submetido a irradiagdo de microondas a 240 W por 1 minuto (20 pulsos de 1 minuto). Apds cada irradiagao, a
reacdo foi resfriada a temperatura ambiente e re-irradiada. Apds completa conversdo da mistura reagente
(monitorada por CCD), adicionou-se agua e gelo e entdo foi extraida com acetato de etila. O extrato organico foi
lavado com agua, secado sobre sulfato de magnésio anidro e o solvente removido com vacuo. O produto foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel, usando-se hexano/acetato de etila 1:1.

Reacao de podofilotoxina e podofilotoxona Assistida por Microondas - Uma mistura de podofilotoxina ou
podofilotoxona (10 mmol) e cloridrato de piridina (50 mmol) foi colocada em um tubo de ensaio aberto e submetido
a irradiacdo de microondas a 240 W por 1 minuto (20 pulsos de 1 minuto). Apés cada irradiacdo, a reacédo foi
resfriada a temperatura ambiente e re-irradiada. Apdés completa conversdo da mistura reacional (observada por
CCD), adicionou-se agua e gelo e entéo foi extraida com acetato de etila. O extrato organico foi lavado com agua,
secado sobre sulfato de magnésio anidro e o solvente removido sob vacuo, para obter o produto.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O nosso procedimento permitiu o isolamento e a purificacdo da podofilotoxina através de uma técnica de
baixo custo e com consideravel reducdo do tempo para obter o composto puro e efetuar os estudos semi-
sintéticos desejados.

O processo associa 0 uso de amido de milho, recristalizacdo e filtragdo cromatografica simples. O
procedimento sumariado na Fig. 2 € superior aos métodos existentes, comprovado pelo isolamento da
podofilotoxina em rendimento quantitativo e com alto grau de pureza. Este processo é particularmente apropriado
para separac¢des em escala industrial, pois evita os métodos cromatogréficos dispendiosos.

Podofilina (100 g)
+ amido de milho (400 g)

1. homogeneizag¢do em mortar com pistilo
2. Cloroférmio (1 L)
3. agitacdo por 15 minutos e filtracdo a vacuo

residuo filtrado

evaporacédo do solvente

[material espon;joso J

recristalizacdo de etanol
95% (30 mL)

Podofilotoxina
(50% da massa da Podofilina)

filtracdo cromatogréafica flash
hexano/acetato de etila 3:2

Podofilotoxina (48 g), p.f. 118°C

Figura 2. Fluxograma para separacdo da podofilotoxina do extrato de podofilina comercial.

Estudos em andamento em nosso laboratério visam desenvolver um método rapido, eficiente e seletivo
para 4"-O-desmetilacdo no anel aromatico na podofiloxina (1) e podofilotoxona (5) para em seguida preparar o
etoposideo (3) e compostos relacionados. Considerando a susceptibilidade do alcool benzilico para reacdes
presente em 1, a desmetilagdo seletiva deve ser feita em condigbes muito brandas. Portanto, decidimos usar
cloridrato de piridina e efetuar a reacao sob irradiacdo de microondas (KULKARNI et al., 1999). Este reagente é
bastante apropriado por ser facilmente disponivel, de baixo custo e a reacédo pode ser feita sem qualquer solvente
organico.

Em estudos recentes realizamos com sucesso reacdo modelo de monodesmetilagdo de um dimetiléter
arilico, reagindo cloridrato de piridina com o acido 3,5-dimetoxibenzoico (7) em tubo de ensaio aberto (MARIANO
et al., 2003). A mistura foi irradiada em um forno de microondas comercial (240 W) por 1 minuto. Apds a
irradiacdo, a mistura reagente foi resfriada para temperatura ambiente e re-irradiada. A reacdo foi realizada em
condicdes livre de solventes. A monodesmetilacdo foi completada em 20 minutos (20 pulsos) e o composto 8 foi
obtido em bom rendimento (80%).
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Esquemal
CO,H CO,H
Py.HCI
MeO OMe MO HO OMe
7 8 (80%)

O sucesso nesta reac¢do nos encorajou a tentar a desmetilagéo seletiva na posi¢édo 4’ dos compostos 1 e
5. Como mostrado no Esquema 2, a irradiacado de microondas (240 W) sobre 1 n&o forneceu o produto desejado.
No entanto, foi produzida a desidroanidropicropodofilotoxina (9) em bom rendimento (85%). A podofilotoxona (5)
foi preparada por oxidacdo com PCC de 1 (LIMA et al., 1994) e também submetida as mesmas condicdes de
reacdo com microondas, fornecendo um produto de simples isomerizacdo, a isopicropodofilona (10) em
rendimento quantitativo (JACKSON & DEWICK, 1984; RAHAMAN et al., 1995).

Esquema 2
O
SO0
Py.HCI o
1 o)
microondas O
MeO OMe
OMe
9 (85%)
o]
H
Py.HCI O
5 . € 0
microondas O -
2 H
MeO OMe
OMe

10 (100%)

Os compostos 9 e 10 foram purificados por cromatografia em coluna de silica gel e o dados
espectroscopicos estdo de acordo com os relatados na literatura (LIMA et al., 1994; JACKSON & DEWICK, 1984;
RAHAMAN et al, 1995).

CONCLUSOES

Apresentamos aqui um método simples, rapido e altamente eficiente para isolamento e purificacdo da
podofilotoxina a partir do extrato de podofilina e também algumas modificagées quimicas promovida por irradiagao
de microondas. O método desejado para desmetilacéo seletiva da podofilotoxina e podofilotoxona, usando Py.HCI
sob irradiagdo de microondas e sem a presenca de solvente, ndo foi bem sucedido. Os derivados
desidroanidropicropodofilotoxina (9) e isopicropodofilona (10) foram obtidos. Em reacéo modelo, encontramos uma
metodologia para desmetilacdo regiosseletiva do acido 3,5-dimetoxibezdico (7).
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