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RESUMEN

La isocarboxazida es wun inhibidor irreversible y no selectivo de la enzima
monoaminooxidasa. Este formaco se emplea para el tratamiento de la depresion y la ansiedad,
aunque presenta un alto nimero de efectos adversos, por ello no se considera un tratamiento
de primera eleccion. El mecanismo de accién de este farmaco es interferir en la degradacion

metabolica de distintos neurotransmisores.

Para la obtencion de este compuesto debemos partir de la hidrazina, ya que es un derivado de
la misma. Es una sintesis convergente en la cual obtenemos dos productos intermedios que al

ponerlos a reaccionar nos forman nuestro compuesto final (isocarboxazida).

El objetivo final de este trabajo es intentar comprobar que esta sintesis se puede realizar en un
laboratorio de practicas de la asignatura “Métodos Experimentales en Sintesis y

Caracterizacion de Formacos” para lo cual debe tener una duraciéon méxima de 15 horas.

Tras la elaboracién de la sintesis vemos que presenta una duracién muy superior a las 15
horas de trabajo del laboratorio, esto implica que no es una sintesis que se pudiera realizar en

el periodo de précticas de dicha asignatura.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La isocarboxazida es un inhibidor irreversible y no selectivo de

la MAO (enzima monoaminooxidasa). Por este motivo, entra
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dentro del grupo de farmacos denominados antidepresivos y
ansioliticos. Se emplea principalmente para el tratamiento de la

depresion, ansiedad social, situaciones de pédnico y también, en
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Figura 1: Isocarboxazida

los estados iniciales de farmacoterapia contra el Parkinson y otras

enfermedades asociadas a la demencia.
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La MAO es un enzima que se encuentra ampliamente distribuido por todo el organismo, lo
que conlleva un alto ntimero de efectos secundarios. Por lo tanto, aunque es un farmaco
indicado en el tratamiento de la depresién no lo es de primera eleccién. Es uno de los pocos

IMAO derivados de hidrazina que atn se encuentran en uso clinico, junto con la fenelzina.

Las monoaminoxidasas son flavoenzimas que catalizan reacciones de desaminacién oxidativa,
principalmente de aminas aromdticas primarias no ramificadas. Utilizan como cofactor las
flavinas que son las formas activas de la riboflavina o vitamina B> e intervienen en los

procesos redox.

En el SNC, las MAO intervienen en la degradacién metabdlica de neurotransmisores:
noradrenalina, adrenalina, dopamina (catecolaminas) y serotonina. Las MAO periféricas
(higado y tracto gastrointestinal) ademas de metabolizar las aminas bidgenas, también
degradan aminas ingeridas en la dieta u originadas en el metabolismo como triptamina y
tiamina (ambas presentes en muchos alimentos y también originadas en el intestino por

descarboxilacién del tript6fano y tirosina, respectivamente).

Los IMAO se utilizan para restablecer los niveles de neurotransmisores en el SNC. Sus
principales efectos secundarios se deben a la alteracion de los niveles de aminas a nivel
periférico. Los IMAO no selectivos se utilizan como antidepresivos, ya que la depresion esta

relacionada con niveles bajos en el SNC de estos dos neurotransmisores.

Una limitacién importante de estos inhibidores es que producen el llamado “efecto queso™:
provocan crisis hipertensivas cuando se consumen alimentos ricos en tiamina (queso, cerveza,
vino, etc.). La inhibicion de la MAO A periférica (hepdtica y gastrointestinal) impide la
degradacion de la tiamina que se acumula y desplaza la noradrenalina del nervio simpético.
La accién vasoconstrictora de ésta produce un aumento de la presion sanguinea. En
condiciones normales, el exceso de noradrenalina es degradado por la MAO A y COMT
(catecol-O-metiltransferasa), pero si la MAO A estd inactiva la noradrenalina no se degrada

con suficiente rapidez, la presion sigue subiendo y se produce la crisis hipertensiva.
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El compuesto que hemos elegido para su sintesis es un inhibidor no selectivo (conocidos
como inhibidores suicidas) derivado de la hidrazina (iproniazida, nialamida, isocarboxiazida,

fenelzina).

El riesgo de producir crisis hipertensivas de estos compuestos y su hepatotoxicidad junto con
el descubrimiento de los antidepresivos triciclicos (agentes que inhiben la recaptacion), ha
relegado el uso de los IMAO no selectivos a depresiones que no responden a otros

tratamientos.

El mecanismo de accién de este tipo de inhibidores se indica en el siguiente esquema. Es una

inhibicién suicida ya que la propia enzima cataliza la formacién del diazeno que la va a

activar.
Flox 0
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Figura 2: Mecanismo de inhibicion de la Isocarboxazida

La isocarboxazida es una sustancia cristalina incolora con muy poco sabor que contiene en su
estructura un anillo de isoxazol. En cuanto a su sintesis, se parte de la benzilhidrazina y el
éster 5S-metilisoxazol-3-carboxilato de metilo, obteniéndose N’-bencil-5-metilisoxazol-3-

carbohidrazida.
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OBJETIVOS

Pretendemos estudiar la sintesis de isocarboxazida a partir de distintas sintesis y patentes
encontradas en diversas pdginas de publicaciones cientificas, comprobando que los métodos
detallados son correctos y permiten su elaboracién en un laboratorio de précticas con alumnos

y a pequefia escala.

Una vez comprobado que el método de elaboracion del farmaco es correcto, intentar adecuar
esa sintesis a métodos sostenibles que eviten en la medida de lo posible la contaminacién o el

uso de gran cantidad de reactivos.

Tras estos estudios se llevardn a cabo una serie de pruebas que nos permitan incorporar esta
sintesis a un periodo de précticas de la asignatura “Métodos Experimentales en Sintesis y
Caracterizaciéon de Féarmacos” impartida por el Departamento de Quimica Orgénica y
Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la UCM. Este periodo de pricticas comprende
una semana con 3 horas diarias, siendo el tiempo maximo en el que se podria elaborar la

sintesis.

MATERIAL Y METODOLOGIA

Como material bibliogrdfico hemos empleado distintas sintesis y patentes obtenidas de
distintas pdginas de publicaciones cientificas. En cuanto al material de laboratorio que se

emplea para la elaboracién de la préctica, se irdn describiendo en cada apartado de reaccion.

La sintesis que vamos a realizar es una sintesis convergente. Primero obtendremos dos
productos que posteriormente pondremos a reaccionar entre ellos para la obtencion del
producto final. Primero prepararemos el éster de isoxazol y por otro lado bencilhidrazina. Al
ponerlos en contacto obtendremos nuestro farmaco isocarboxazida (N'-bencil-5-

metilisoxazol-3-carbohidrazida)
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Figura 3: Sintesis de Isocarboxazida

1. Reaccion de formacion del acido 5-metilisoxazol-3-carboxilico

O 0 O

HNO, HNO
CHj HsC ° HO
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0 N.o”~CHs N.o”~CHs

Figura4: Reaccidn de formacion del acido 5-metilisoxazol-3-carboxilico

En un matraz de fondo redondo se afiaden 8 ml de agua y 4,75 ml (lo que equivale a 6,5g) de
acido nitrico (HNO3). La solucién obtenida se calienta a reflujo hasta que sobrepase los 100

°C, siempre con agitacion.

En este punto afladimos por la parte superior del refrigerante, muy poco a poco para que no se
proyecte, 2,5 ml (2,5 g) de 2,5-hexanodiona. Se calienta a reflujo durante 2 horas més a una
temperatura en el bafio exterior de 150 °C. La temperatura debe alcanzar los 150 °C para que

podamos obtener un rendimiento de al menos, el 30%.
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Una vez pasadas las 2 horas se introduce el matraz de reaccion en un bafio de hielo hasta que

precipite todo el compuesto (es importante que se vaya agitando en el bafio de hielo para que

disminuya la temperatura por toda la mezcla).

Una vez precipitado todo, afiadimos 7-8 ml de agua y filtramos bien recogiendo todo el

producto. El producto es un polvo blanco con mala fluidez.

El andlisis por 'H y 13C-RMN nos muestra si hemos obtenido el producto deseado.

Figura 6: "H-RMN del 4dcido 5-metilisoxazol-3-carboxilico

12.5660

Figura 7: 13C-RMN del 4cido 5-metilisoxazol-3-carboxilico
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2. Reaccion de formacion del 5-metilisoxazol-3-carboxilato de metilo

0 0
HO’/S"\ HzS04 HsC
Nl \)\ —_— N/ \
‘0~ ~CHs ‘0~ “CHy

Figura 9: Reaccién de formacion del 5-metilisoxazol-3-carboxilato de metilo

En un matraz de fondo redondo ponemos 1 g de dcido 5-metilisoxazol-3-carboxilico disuelto

en 4 ml de metanol. Para que se esterifique afadimos 0,2 ml de 4cido sulftirico (H2SO4).

Lo ponemos a reflujo a una temperatura de 45°C durante 2 horas. Una vez pasadas las 2 horas

enfriamos la solucién a 30 °C y diluimos con 1,5 ml de agua.

Neutralizamos la reaccién hasta un pH de 7 con Hidréxido aménico acuoso (NHsOH).

Enfriamos en un bafo de hielo hasta que alcance una temperatura aproximada de 10 °C.

Pasamos el producto que nos queda por un filtro de vidrio y recogemos el producto seco que
nos ha quedado. Se lava con un poco de agua para recoger bien todo el producto y por dltimo,
se puede secar a vacio a 40°C. El producto que se obtiene presenta un color rosiceo-

blanquecino en forma de polvo.

Esta reaccion presenta un rendimiento del 29%. Es necesario comprobar que hemos obtenido
este producto para que podamos seguir con el resto de reacciones y para ello como

anteriormente hemos realizado un espectro 'H-RMN.
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Figura 10: '"H-RMN del 4cido 5-metilisoxazol-3-carboxilato de metilo
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Figura 11: BC-RMN del 4cido 5-metilisoxazol-3-carboxilato de metilo
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3. Obtencion de benzilhidrazona. Hidrato de hidrazina NH2NH2-5H.0

Para obtener la benzilhidrazina debemos obtener primero la bencilhidrazona y posteriormente

reducirla.

a) Formacion de la hidrazona

CHO  NH:NHz5H0 H o \H
o e

Figura 12: Reaccion de formacion de la hidrazona

Los reactivos necesarios para llevar a cabo la primera reaccion son hidrato de hidrazina,
benzaldehido e alcohol isopropilico como disolvente, aunque se pueden emplear otros como

metanol o etanol.

Para poder trabajar con el benzaldehido procedemos a la destilacion del mismo. El
benzaldehido tiende a degradarse durante su almacenamiento. produciendo dcido benzoico lo
cual hace que no partamos de una riqueza del 100% y que podamos generar impurezas en las
demds reacciones que vayamos a realizar. Por ello, es necesario llevar a cabo la destilacion.
Para ello cogemos un matriz de 250 ml al que afiadimos el benzaldehido, lo ponemos a
calentar en un bafilo maria con una placa calefactora y lo conectamos a un refrigerante. En el
otro extremo del refrigerante se coloca una pieza de destilacion con dos salidas al que se
adaptan 2 matraces de 100 ml. Lo dejamos durante al menos 30 minutos hasta que veamos
que se ha recogido suficiente benzaldehido en los matraces pequefios. La primera fraccion de

la destilacion se descarta.

En un matraz de fondo redondo de 50 ml afiadimos 1 g (lo que equivaldria a 1 ml) de hidrato
de hidrazina y 1,2 ml de alcohol isopropilico (el alcohol isopropilico se puede sustituir por
etanol lo cual no modificaria la reaccién). Lo colocamos en un baifio de hielo que se encuentre

aproximadamente a 0 °C sobre un agitador magnético.
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En una ampolla de adicién afiadimos 2 ml de benzaldehido y 2 ml de alcohol isopropilico. La
solucién obtenida la afadiremos gota a gota sobre el matraz de fondo redondo. Es muy
importante que la adicién se haga muy lentamente ya que de esta manera se forma menos

cantidad de dibencilhidrazona (compuesto secundario).

Cuando la adicién haya terminado pasamos el matraz a un bafio previamente calentado a 60
°C en agitacion y lo dejamos durante 1,5 horas. Esto permite que la dibencilhidrazona

formada se hidrolice dejandonos tinicamente bencilhidrazona.

Después evaporamos el alcohol isopropilico en un rotavapor intentando que el bafo no
sobrepase los 60 °C. El producto que tenemos es un producto que funde a los 30 °C por lo que
después de la destilacion del disolvente se obtiene la bencilhidrazina en forma de aceite en el

que se aprecian unas gotitas de agua proveniente del hidrato de hidrazina.

Una vez evaporado el alcohol isopropilico se procede a eliminar el agua del reactivo. Para ello
afiadimos dietiléter (aproximadamente 50 ml). Pasamos la solucién a un erlenmeyer y
afladimos un agente secante como el sulfato de magnesio, removemos bien y lo dejamos
reposar 3 minutos. Lo filtramos en un filtro de pliegues y llevamos otra vez a evaporar en el

rotavapor.

Se obtienen unos cristales aciculares de color amarillo fosforito que cuesta disolverlos

ligeramente. También se puede obtener en estado pulverulento.

Esta reaccion presenta un rendimiento del 94%.
Después de haber extraido el compuesto, comprobamos mediante espectro de 'H-RMN el

producto obtenido.
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Figura 14: 3C-RMN de Hidrazona
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Es importante no lavar nunca este producto con acetona ya que reacciona formando otra

hidrazona por el extremo del amino libre.

HSC\”/CH3

@H > ©VH g
~
“NH, N~ CHg

Figura 15: Formacién de un nuevo producto en contacto con acetona

b) Reduccion de la bencilhidrazona a bencilhidrazina

C¢ ,NHQ H2 N'NHZ
ot T U

Figura 16: Formacién de la bencilhidrazina

La reducciéon que vamos a llevar a cabo se realiza con carbono-paladio e hidrégeno gas. Es
una reaccion que puede presentar cierto peligro ya que el carbono-paladio puede inflamarse
con el oxigeno ambiental. Esto hace que sea muy importante la eliminacion del aire antes de

introducir el hidrégeno en el matraz.

Esta reaccion permite llevar a cabo el proceso de forma limpia ya que de todas las reacciones
de reduccién, las hidrogenaciones no precisan grandes gastos de solventes durante su
aislamiento, ya que uno de los reactivos en un gas (hidrégeno) y el catalizador es un metal
soportado que se elimina por filtracién. Este es uno de los principios en los que se basa la

Quimica Sostenible, en evitar la produccién de residuos.

En un matraz de fondo redondo afladimos 1 gramos de bencilhidrazona (obtenida en la

reaccion anterior), 100 mg de carbono-paladio al 10% y 5-10 ml de isopropanol.
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El matraz lo tapamos con un septum y pinchamos un globo en él. A continuacién se extrae el
aire del interior del matraz con una bomba de vacio. Sabremos que hemos sacado todo el aire
cuando en el liquido comiencen a aparecer burbujas producidas por la evaporacién del
isopropanol. Es importante que saquemos bien el oxigeno para no tener problemas con el

catalizador metalico.

Afadimos el hidrégeno, en cantidad suficiente para asegurarnos que se va a llevar a cabo la

reaccion. Es decir, hasta que el globo alcance un tamafio de unos 15 cm de didmetro.

Dejamos el matraz en un bafio maria a 50 °C en agitacion constante durante 2 horas. Pasado
ese tiempo se elimina el carbono-paladio de la reaccion. Para ello primero se extrae el
hidr6geno mediante una bomba de vacio de la misma manera en la que quitamos el aire

anteriormente.

Preparamos un filtro de celite (tierra de diatomeas) en un filtro de vidrio para eliminar bien el
carbono-paladio y que no nos queden impurezas. Pasamos nuestra solucién por €1, limpiando

siempre con alcohol isopropilico.

Una vez hemos filtrado, si quisiéramos aislar el producto deberiamos evaporar la solucién en
rotavapor a temperatura ambiente. Esto es debido a que la bencilhidrazina es un producto muy
poco estable a temperatura ambiente. En este caso no vamos a necesitar evaporarlo ya que
podemos realizar la siguiente reaccién en ese medio. El producto que hemos obtenido se
puede guardar en la nevera hasta que lo vayamos a utilizar. En nuestro caso, lo evaporamos

para caracterizarlo por RMN y comprobar que la reaccién habia finalizado.

La patente donde se describe la preparacion de este compuesto no especifica ni el tipo de
disolvente empleado para la hidrogenacién ni el tiempo necesario para la misma.
Desgraciadamente, estas dos horas no son suficientes para la completa reaccién del
compuesto ya que se observa todavia parte del compuesto sin reducir y no conviene dejar
durante toda la noche los sistemas de hidrogenacioén calentando por una posible subida de

potencia que pueda hacer saltar los globos llenos de hidrégeno.
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Ya que esta reaccidn necesita mds tiempo, no es aconsejable para la realizacién de unas
préacticas por la limitacién del tiempo a sesiones de tres horas que impiden el control de la

reaccién de hidrogenacién durante todo su proceso.
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Figura 17: "TH-RMN de Hidrazina
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Figura 18: 13C-RMN de Hidrazina
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4. Reaccion final de obtencion de isocarboxiazida.

O (l
NH H
H -T2 .
B Ho
‘o CH3

Figura 19: Reaccion final de la sintesis

Al matraz que habiamos guardado en la nevera de bencilhidrazina disuelta en alcohol
isopropilico se afiadirfa 1g de 5-metilisoxazol-3-carboxilato de metilo. El disolvente que
habiamos elegido para la hidrogenacion es el mismo que el que necesitibamos para la
preparacion del éster para evitarnos la evaporacion después de la formacion de la hidrazina y

su posible descomposicion.

Ponemos el matraz en reflujo durante 3 dias a bafio maria en agitacién a una temperatura de

60° C. Pasados los 3 dias se filtra el precipitado y se obtendria nuestro producto final.

Figura 20: Isocarboxazida, H-RMN y C13-RMN

180 160 140 120 100 80 60 10 20 0
PPM

Pégina 17 de 21



DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La primera reaccion del 4cido debe mantenerse durante 2 horas, ademds para la preparacion
de materiales de partida y llegar a la temperatura de reflujo se necesitan 15 minutos. Por
ultimo se debe filtrar la reaccién y enfriarla lo que nos afiadiria unos 15 minutos al total.

Sumando todo ello 2 horas 30 minutos de elaboracion.

El éster se obtiene haciendo reaccionar el acido con acido sulfurico. Para ello se deben
emplear al menos 2 horas de reflujo. Para la preparacion del reflujo deberiamos sumar 15
minutos. Cuando la reaccion termina se debe neutralizar y filtrar, ademds podemos llevar a
cabo un proceso de secado para la eliminacion completa del agua lo que nos puede llevar unos

20 minutos. La suma total del tiempo de elaboracidn seria de 2 horas 35 minutos.

La tercera reaccion de sintesis de la bencilhidrazona tiene como punto critico la adicién en
frio del benzaldehido al hidrato de hidrazina. Si afiadimos el benzaldehido a temperatura
ambiente o en caliente podemos generar una alta cantidad de compuestos secundarios como la

dibencilhidrazona que posteriormente son dificiles de romper y obtener nuestro compuesto.

La adicion tiene un tiempo de realizaciéon de unos 15 minutos (contando el tiempo de montaje
de la préctica asi como el tiempo de adicion del compuesto). Luego tenemos que sumarle la
hora que dejamos el compuesto reaccionar para eliminar los compuestos secundarios. Por
ello, en total tendria un tiempo de realizacién de casi 2 horas mds otra hora mds su

aislamiento. En total 3 horas.

En la cuarta reaccion como hemos comentado en el procedimiento, se debe tener especial
cuidado con el catalizador C-Pd ya que es inflamable a temperatura ambiente. Por ello,
debemos tener cuidado que durante la reaccién no esté en contacto con el oxigeno del

ambiente.

La preparacion de esta préctica tiene una duracién mayor que la anterior. Se necesitan unos 15
minutos para preparar el matraz y pesar los reactivos. Ademads del tiempo que necesita la
reaccion (mds de 2 horas) para que se produzca la hidrogenacién total del compuesto, tiempo

durante el que se puede dejar preparado el filtro de celite que necesitamos para eliminar el C-
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Pd, la eliminacién de la atmdsfera de hidrégeno y la filtracién final sumarian otros 30
minutos. Esto hace un total de un tiempo de elaboracién de superior a las tres horas del

periodo de précticas.

La reaccion final es la mdas larga de todas, en cuanto a preparaciéon s6lo nos llevaria 15
minutos, pero el tiempo que debe dejarse reaccionando es de 72 horas como minimo (3 dias).
Esto supone un tiempo largo de realizacién que no supone un problema porque puede

combinarse con la realizacién de otra prictica durante esos dias.

CONCLUSIONES

Los procedimientos experimentales llevados a cabo para poner a punto esta practica presentan
modificaciones respecto a las sintesis descritas en las publicaciones. Las sintesis que publican
en las patentes son una pequefla guia para saber como comenzar a hacerla pero hemos
mejorado las condiciones de reaccion que se han encontrado en ellas durante la puesta a punto
cada uno de los pasos. Muchas de las sintesis que se encuentran no vienen detalladas las
temperaturas o tiempos de reaccion necesarios para la obtencion de los productos. Ademas se
afiade la dificultad de que muchos de ellas se realizan a gran escala para la obtencién de

farmaco en industria y esos datos se deben adaptar a una sintesis de laboratorio.

En general, en la mayoria de las reacciones hemos empleado el alcohol isopropilico como
medio de disolucién lo que nos ha permitido no desechar este producto de una reaccion a otra.
Los alcoholes ademds no son un disolvente complejo de eliminar ya que no son especialmente
toxicos al no presentar halégenos, pero se deben calentar a temperaturas por encima de los
80°C por lo que pueden presentar algin tipo de dificultad. El alcohol isopropilico nos ha
permitido no desechar este producto de una reaccion a otra, lo que supone un ahorro de

tiempo y energia.

El dnico reactivo con un manejo mds complicado es el C-Pd, que puede llevarnos a
situaciones complicadas en el laboratorio si se inflama. Ademds, se debe tener un depdsito

especial para poder eliminarlo de forma correcta.
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Podemos decir que en general hemos mantenido métodos sostenibles en la elaboracion de la
practica, aunque aun podriamos mejorar estos métodos para que todos los disolventes

empleados fueran el mismo y poder reutilizarlo en el resto de reacciones.

Como hemos dicho el periodo de précticas de la asignatura “Métodos Experimentales en
Sintesis y Caracterizacion de Farmacos” tiene una duracion de 15 horas, repartidas en 3 horas
diarias durante 5 dias. Nuestra reaccién tiene un periodo de realizacion superior a 3 dias (mds

de 9 horas) (81 horas en total con el tiempo de espera).

En principio, podriamos decir que esta sintesis se pudiera realizar en ese periodo de tiempo al
tratare de una sintesis convergente que permite realizar dos reacciones diarias. Todas nuestras
reacciones tienen una duracién media de 2 horas 30 minutos, cada dia tenemos 3 horas para
realizar las practicas a excepcion de la reduccién de la hidrazona que necesita un periodo de
tiempo superior al de una sesién de précticas y es peligroso dejarlos montajes funcionando

toda la noche.

Ademads, debemos tener en cuenta que la realizacién de esta sintesis se ha hecho en un
laboratorio con todos los productos preparados para una persona. En el laboratorio de
practicas debemos sumar tiempos extra que se producen por las colas para coger los reactivos,
las explicaciones del profesor para elaborar correctamente las reacciones, las dudas que

surgen durante la realizacidn de las practicas, etc.

Si afiadimos estos tiempos a la elaboracién de la préctica seria dificil adaptarla al tiempo
disponible en el programa ya que se necesitaria afiadir aproximadamente entre media y una
hora extra para la elaboracion de la préctica cada dia. Por lo tanto, concluimos que la sintesis

de este farmaco no se puede incluir en el programa de précticas de esta asignatura.
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