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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La dehidroepiandrosterona (DHEA). es una sustancia esteroidal con
diversas funciones fisioldgicas y que se encuentra en forma abundante en el
sistema circulatorio. No obstante, se sabe que los niveles plasmaticos do esta
hormona disminuyen con la edad y durante ciertos estados patoldgicos, sobre
todo aquellos relacionados con el envejecimiento. Asi por ejemplo, se han
detectado niveles plasmaticos disminuidos de DHEA en pacientes con cancer,
enfermedades cardiovasculares. atercsclerosrs', Alzheimer, anorexia nerviosa,
artritis reumatoide crémica, asi como en pacientes infectados con el virus de
inmunodeficiencia adquir:da (VIH) y sifils congenita. Tambien, bajos miveles de
DHEA en plasma © una excrecicn unnana anormal de los metabolitos de la
misma. se han asoc:ado con cotras condiciones patoldégicas como defictencia de

Sua-reductasa. sindrcme de Cushing’ e hipertiroidismo

Por otro lado, se le ha atriburdo un papel importante en el reforzamiento
de 1a respuesta inmune contra enfermedades infecciosas. y un efecto estimutante

en el metabolismo de los huesos y contra la ostecporosis

Se ha demostrado, ademas, que la administracidn de la DHEA tiene efecto
potencial terapéutico en el tratamiento de varias enfermedades tales como
canceres. obesidad, diabetes., Parkinson, etc previniendo o retardando la
incidencia de tales enfermedades En la clinica se ha empezado a uthzar la
DHEA en el tratamiento de la esclerosis multiple y en la enfermedad de

Alzheimer

T Atcroseleroas Furm

1wnn de ateromas Qus ocluyen la buz antenal, obstrusendo ¢l flujo sanguinco cn
anenas grandes v anedranas Laoatcrosclaross dehe diferenciarse de o antenosclerosis que o5 cl
EnAusCCITIINIO Ao tas wricrias debida a divorsis vausas y no necesariumente a fa formacion de ateromas.'*"

* sindsome de Cushing Se caractenza por un aumento de la secrecion de las hormonas glucocoricoides por
parte de la cortesa suprarranal, por un twmor bemigno o maltigno '
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Por todo lo anterior, se puede deducir la gran importancia de la

dehidroepiandrosterona no sdlo por su actual uso en la clinica, sino porque
ademas constituye una sustancia con un alto potencial terapéutico para el
tratamiento de cancer. ostooporosis, obesidad, y diabetes que son enfermedades

de una alta incidencia

Sin embarge, una de las dificultades que se presentan al administrar la
DHEA es su baja solubilidad acuosa que restringe las alternativas de

preformulacién y limita su absorcidn gastrointestinal. Todo ello da como resultado

que su utilidad terapéutica se vea comprometida.

Deantro de la técnicas empleadas para incrementar la solubilidad de un
compuestos se encuentra el diseno de profarmacos. Este consiste esencialmente
en convertir, por modificacidn quimica, un compuesto bioldgicamente activo en
una forma portadora inactiva que presenta caracteristicas fisicoquimicas (como la
Dicha moiécula portadora, después de un ataque

solubliudad) diferentes
libera a! farmaco dentro del organismo antes o en el

enzimatico o quimico,
momento de alcanzar el sitio de accién

En este trabajo presentamos la sintesis de cuatro profarmacos disefados
con la finalidad de aumentar la solubilidad acuosa de la DHEA y, que a su vez,
liberen al principio activo (DHEA) dentro del organismo mediarte una hidrdlisis

enzimatica de un grupo éster.
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2. GENERALIDADES

En las ultimas décadas, se han empleado numerosas estrategias médicas
para combaltir diferentes enfermedades como aquellas asociados con el
envejecimiento. Entre dichas estrategias empleadas hasta ahora (hormonales,
nutricionales y ejercicio), la manipulacidn nutricional (restriccidn calérica) es un
fuerte instrumento para retardar el comienzo de varias enfermedades
(enfermedades del higado, infecciosas, canceres y enfermedades autoinmunes), y

en extender una longevidad saludable en varias especies de roedores."?

Se ha demostrado que la hormona androgénica dehidroepiandrosterona
(OHEA) thlene muchos efectos beneéficos, tales como la restriccidn calérica y la
modulacidn de vanos procesos patolégicos ®®  Se han encontrado niveles
disminuides de DHEA en la circulacién en un gran numero de enfermedades tales
como canceres, diabetes, autoinmuridad y enfermedades cardiovasculares,®® y
se ha demostrado que la elevacidon exdgena de los niveles en plasma de ta DHEA

previene o retarda la incidencia de tales enfermedades.
2.1 ¢ QUE ES LA DEHIDROEPIANDROSTERONA?

La DHEA (3p-hidroxiandros-5-en -17-ona, dehidroisoandrostarona) es un
derivado de androsterona, un esteroide débilmente androgénico y estrogénico
que esta presente en forma abundante en el sistema circulatorio. Su estructura

quimica se presenta a continuacién:

[<]

HO




2.GENERALIDADES

Este compuesto es sintetizado principalmente por la coneza adrenal y en
menor grado por las génadas.”® La DHEA es un intermediario metabdlico en la
biosintesis de varias hormonas sexuales (testosterona, estrégeno y estradiol).
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La via tliene como precursor al colesterol, el cual se convierte a
pregnenclona Este a su vez es convertido en 17a-hidroxipregnenoliona, la cuat
finalmente se convierte en la DHEA. ®'?

t.a DHEA esta presente en e! suero humano en forma libre y en forma
conjugada (principalmente en la forma sulfatada: DHEAS). La concentracion de
DHEA en el suero de adultos humanos es de 0.01-0.02 uM/L, mientras que el de
DHEAS es de 5-7 uM/L y son enzimaticamente interconvertidas ©*%'"

tos niveles de DHEA y DHEAS estan influenciados por varias condiciones
tales como estados patologicos, herencia y edad Se ha encontrado que los
niveles plasmaticos de la DHEA disminuyen con el incremento de la edad.>%'2'»
Permanecen muy bajos en lJlos primeros afos de la vida, se elevan
pronunciadamente en la pubertad, hasta alcanzar un maximo entre la segunda y
tercera década de la vida, y finaimente declina aproximadamente en un 10% por
cada década posterior. ®® El decremento de la DHEA relacionado con la edad
parece ser mas pronunciado en hombres que en mujeres. 7219

Se ha establecido una relacidn inversa entre los niveles DHEA y la
severidad de enfermedades como cancer, enfermedades cardiovasculares,
aterosclerosis, enfermedad de Alzheimer, anorexia nerviosa, etc.*® Se encontré
también que los niveles de DHEA son menores en pacientes con artritis

reumatoide cronica’™®

y heridas por quemaduras.'® asi como en pacientes
infectados con el wvirus de inmunodeficiencia adquirida (VIH)'? y sifilis
congéruta.”'® De manera similar, los bajos niveles plasmaticos de DHEA o altos
niveles urinarios de los metabolitos de la DHEA (por ejemplo, androsterona y
etiocolanclona) se han asociado con numerosas condiciones patoldgicas tales

como deficiencia de Sa-reductasa, sindrome de Cushing"® e hipertiroidismo.®®
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En contraste a los bajos niveles de DHEA en enfermedades mencionadas

arriba, se han reportado altos niveles de DHEA en condiciones patolégicas tales

como ovarios poliquisticos e hipertricosis’ '®

Asimismo, se ha comprobado que ia DHEA tiene un efecto en el

metabolismo de la prolactina®® que media la estimulacion dopaminérgica de la

sintesis de esteroides C-19'" adrenales; por lo que se ha sugerido que la DHEA,
como neuroesteroide, puede tener un papel importante en el tratamiento de la

enfermedad de Parkinson. Ademas. se ha observado que los niveles de DHEA

decrecen en la enfermedad de Alzheimer,'*?" por lo que el uso de DHEA en el
tratamiento de este padecimiento ya se ha iniciado.®? Es interesante el hecho de

que la terapia con DHEA reduce el componente sérico amiloide P en ratas

viejas,® lo que podria explicar el pape! terapéutico de la DHEA en la enfermedad

de Alzheimer y el envejecimiento.

Adicionaimente, se ha demostrado que la DHEA tiene propiedades

antioxidantes, ** efectos estimulantes en la reparacion de los huesos y cierta

s,%? y, que existe una asociacién entre la

accion en contra de la osteoporosi
s_(?l)

DHEA y el incremento en Ia retencién de memoria en el ratén®” y en humano

Por su parte, la DHEAS vasodilata la arteria oftalmica, incrementando el
flujo sanguineo en mujeres embarazadas, y cambios similares pueden ocurrir en
otros vasos cerebrales. Este efecto vasodilatador de la DHEAS puede ser

utilizado para el tratamiento de la preeclampsia.®”

*Iipertricosis Desarrollo excesivo, anormmal del sistema mloso (pelot y cabellos)
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2.1.1. Efecto antiobesidad y antidiabético

Inicialmente se observd que Ia administracidon de la DHEA a ratones
genéticamente obesos y no obesos, resu'taba en una disminucidn en el ritmo con
que aumentaban de peso sin afectar el consumo de alimento @™ Estudios
subsecuentes demostraron que, en algunas especies de roedores, |a terapia con

DHEA reduce la ingesta de alimento sin afectar el peso de! cuerpo. 3"

Se ha sugerido que la DHEA puede reducir la eficiencia metabdiica, y que
la energia excedente es utilizada para la sintesis de masa corporal libre de grasa.
Se observd también que la grasa corporal y 1os trighcéridos séncos disminuian y

las proteinas de! cuerpo aumentaban en arimales tratados con DHEA comparada
con los controles

Ademas de su efecto antiobesidad, la DHEA también ha mostrado tener un

efecto antidiabético en animales experimentales,®>>” en los cuales se logrd

disminuir 1a concentracion de glucosa en sangre a los niveles normales

Por otro lado, se ha sugerido que ta DHEA puede promover la proliferacién
de células beta y la regeneracion de islotes en el pancreas. La terapia con DHEA
incrementa la tolerancia a 1a gluccsa, el tamafno de los adipocitos disminuye y su

sensibilidad a la insulina se incrementa ®” Por 1o tanto. se ha sugerido que la

DHEA puede tener un papel como regulador endégeno.
2.1.2. Efectos anticarcinogénicos.

Se ha encontrado una relacién inversa entre 10s niveles en plasma de la
DHEA y/o sus metabolitos y la incidencia en el desarrollo de canceres de vejiga y
gastrico. ®® Ademas. se ha sugerido que niveles bajos de DHEA en plasma, o una

excrecién urinaria anormal de sus metabolitos, puede ser de valor clinico para
evaluar el riesgo de desarrollar cancer de mama.®”
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Se han reportado diversos estudios sobre el potenciat terapéutico de la
DHEA como un agente anticancerigeno en varias especies de roedores. Asi, se
encontrd que el tratamiento de ratores y ratas cocn DHEA reducia el desarrollo de
varios tumores inducidos o espontaneos (por ciemplo, prel, poacho, pulmdn y
colon). >4 Adermas, el tratamiento con DHEA a ralas previamonte administradas
con agentes carcinogénicos, dic como resultado una menor incidencia de cancer
hepauco.©”

Con respecto a su efecto anticancerigeno, se ha postulado que la DHEA
puede ejercer su accidn via diversos receptores esteroidales, pues raduce el
receptor hepatico a glucocorticoides en un 50°% ' Ademas. se ha sugendo que el

efecto anucarcinogeénico de la DHEA puede deberse z una alteracidén en ta

produccidn ce citocinas que median la pro‘feracisn de ja celula ¥

2.1.3. Efectos inmunoestimulatorios

En presencia de una infeccidn patogena, la DHEA y vanos de sus
metabolitos exhiben un accidn INnmunoprotlectora sobre el huésped %2 por
ejemplo. una solo inyeccidn subcutanea de la DHEA a ratones, los protege de la
letalidad de varios agentes infecciosos tales ccmo, enterovirus coxcackie 8,
herpes tipo 2 y Enterococcus faecalis 4**" Ademas. el tratamiento con DHEA de
ratones con quemaduras los protege de la infeccién letal con Listera.® El

incremento de 1a resistencia a las infecciones se debe a que ia DHEA contraresta

el efeclto nmunosupreseor de {os glucoccrticoides sobre
Intertucina-2 por las celulas T %

fa produccidn de

La terapia con DHEA tamb.zn meora la supervivencia de ratones que
exhiben un desorden simitar al det humano en el lupus eritematoso
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La disminucidén de ia DHEA con ta edad se correlaciona con un deterioro de
ta funcién del sistema inmune durante el envejecimiento."***” Debido a que la
DHEA tiene una accidén inmunoreguladora y/o inmunoestimulante sobre la funcion

4859 5@ ha postulado que la terapia con DHEA puede prevenir o

31

de los linfocitos,
retardar |la péradida de la funcidn inmune relacionada con el envejecimiento

2.2 LOS PROFARMACOS

Debido a que la utilidad terapéutica de un farmaco puede verse
comprometido por propiedades fisicas © quimicas desfavorables, incompatibilidad
con el sistema vivo o reacciones adversas severas que pudieran impedir su
utilidad terapéutica, se han desarrollado un gran nuamero de técnicas que pueden
ser empleadas para optimizar el potencial terapéutico de una entidad quimica
recién descubierta o incluso de una ya utilizada Frecuentemente se recurre a la
modificacion estructural del compuesto prototipo mediante la sintesis de analogos
estructuraimente relacionados Sin embargo, el disefo de profarmacos es también
una técnica comunmente empleada en la Quimica Farmacéutica que con
frecuencia da como resultado un mejoramiento de la utilidad terapéutica del

mismo. 7

Un profarmaco es un precursor farmacolégicamente inactivo de un
farmaco. El diserio de profarmacos consiste esencialmente en convertir, por
modificacién quimica, un compuesto bioldgicamente activo en una forma
portadora inactiva que, después de un ataque enzimético o quimico, libera al
farmaco dentro del organismo antes o en el momento de alcanzar el sitio de
accién.
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Los profarmacos pueden ser de dos tipos:

10 Bloprecursores: son compuestos que no presaentan la estructura del
farmaco y que resultan de una modficacibn molecular de éste. Esta
modificacion genera un nuevo compuesto inactivo capaz de ser un sustrato
de enzimas metabdlicas que o transforman nuevamente en el compuesto
farmacoidgicamente activo.

2) Derivados biorreversibles: son compueslos que presentan la estructura del
farmaco covalentemente unida a un modificador farmacologicamente
inactivo y que por medio de una biotransformacion quirmica o enziméatica
liberan a éste ultmo dentro del organismo.

FamMmaoco ' - - - Profamaoco. e
Bloprecursor Biorreversible
BARRERA = - = r—_—lv&r:: fam— .,G —
@ -
85 = Blopeacursar ! e
™ = Modificador @ ensmatca
o° ¥
O
£ |

No hay efecto

X Efecto
Famacolégico Farmacolbgico Farmacolégico

10
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En el disefio de un profaArmaco deben considerarse los siguientes factores:

- El profarmaco sera inactivo o menos activo que el farmaco.®”

- Debe existir la posibilidad de liberar al compuesto activo por biotransformacidn
enzimatica o quimica dentro del organismo.®>

- El progrupo tliberado no presentara ningun riesgo toxicoldgico, ni actividad
farmacolégica significativa. ®»

- El enlace covalente entre el progrupo y el compuesto activo debe presentar una
estabilidad adecuada que permita su formulacidn farmacéutica, y al mismo
tiempo, su rompimiento en el sitio y/o tiempo deseado dentro de! organismo. ™

- La velocidad de tiberacidn del compuesto activo debe ser mayor que la
velocidad de biotransformacién del derivado para evitar la formacién de
metabolitos de este uitimo o su excrecién del cuerpo sin  ninguna
transformacién. ™

- La sintesis del profdrmaco no debe ser mas costoso que la del compuesto
activo;, deben preferirse las sintesis de un sdélo paso y utilizarse progrupos

econdmicos.™”

Et desarrollo de profarmacos tiene como objetivos:

1) Alterar la farmacocinética (adbsorcidn, distribucién, biotransformacién y
excrecioén) del f&rmaco.®

2) Prolongar la accién del farmaco.®>

3) Incrementar su estabilidad®®

4) Facilitar su formulacidn farmacéutica.®®

5) Mejorar sus propiedades organolépticas.™?

6) Disminuir la toxicidad y los efectos secundarios.®®

7) Aumentar su especificidad sobre el sitio de accién.®

11



2. GENERALIDADES

Las hormonas esteroidales se prestan para ol diseffo de derivados

biorreversibles ya que la mayoria contiene grupos hidroxilo que pueden facilmente
ser esterificados tanto con un modificador soluble en agua como por uno solubie

en disolventes oleosos, segun se requiere para una determinada forma

farmacéutica y uso de la misma. Ademas es muy factible que estos ésteres sean

hidrolizados dentro del organismo por enzimas esterasas y regeneren al farmaco.

FARMACO PROFARMACO

CHOn
T oo
| CH,CH,COONa
Profarmaco
hidrosoluble

BUCCINATO DE SOOI

GHOh DE HIDROCORTISONA
-0
GHOCOCH,CHCH,
-0
RO,
HIDROCORTISONA Profarmaco
liposoluble

BUTIRATO DE HIDROCORTISGNA

El profarmaco
prolonga la
actividad del
estradiol cuando
se administra

17P.ESTRADIOL BENZOQATO DE 17p-ESTRADIOL

intramuscularmente

APLICACION DE LOS PROFARMACOS EN HORMONAS ESTEROIDALES



2.GENERALIDADES

FARMACO PROFARMACO
GH,oM GHZOOCHICHS £l profamaco es
-0 o absorbido mas

. lentamente y
| sufre
una menor
inactivacién
ACETATO D€ dentro
11.DESOXUCORTICOSTERONA del organismo que

el compuesto libre.

11-DE3OXICORTICOSTERONA

El profarmaco
permite el
almacenamiento
y la liberacidn
lenta del farmaco

El profanmaco
utitizado contra el
cancer de prastata
se libera
selectivamente

en dicho érgano.

ETINIL ESTRADIOL

(CICH,EH),NCOO

ESTRAMUSTINA

APLICACION DE LOS PROFARMACOS EN HORMONAS ESTEROIDALES
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2.GENERALIDADES

2.3 IMPORTANCIA DE LA SOLUBILIDAD ACUOSA

Un paso necesario en la terapia con un farmaco es incorporario en una
forma farmacéutica (formulacién) adecuada para su admunistracidn al paciente y

que facilitara su absorcion hacia el sistema circulatorio. ®?

El agua es el solvente preferide para Ia preparacidén de formas

farmacéuticas liquidas de los farmacos, tales como, soluciones orales e

inyectables. sin embargo, en muchos casos, la solubilidad del compuesto active

en agua es muy baja para permitir 1a preparacidn de una formulacién acuosa ¥

Los compuestos insolubles en agua con frecuencia son escasamente
absorbidos debido a la lenta disolucidn del sdélide y/o a una muy baja
concentracion en solucidn 1o que produce una fuerza pequena de difusidn En tal
situacidn, el trabajo de preformulacidon (optimizacidn de un farmaco a través de la
determinacion y/o definicion de agquellas propiedades fisicas o quirnicas
consideradas importantes en la formulacidn de una forma de dosificacidn estable,

la preparacion de derivados biorreversibles

efectiva y segura) podria incluir
(55-50;

solubles en agua con una mayor velocidad de disolucion dei farmaco

La solubilidad acuosa es un parametro biofarmacéutico critico que indica
los problemas potenciales en la biodisponibilidad de un farmaco, sin embargo, no
es una limitante estricta en !a relacidn solubilidad-absorcidn. Los factores que
determinan esta relacién son: la velocidad de disolucidon y la solubilidad como una
{funcidn del pH dentro del rango fisioldgico, la velocidad de disolucién en funcidon

del tamano de particula o drea superficial y la dosis del compuesto.* >

14



3.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Dehidroepiandrosterona (DHEA) es un compuesto al que recientemente
se le han atribuido diversas funciones fisioldgicas y se le ha relacionado con
diversas patologias y desdrdenes. Por elio, ha despertado un gran interés la
posibilidad de utilizarla con fines terapéuticos. Sin embargo la DHEA, debido a su
naturaleza esteroidal, es practicamente insoluble en agua. lo que cierra varias
alternativas de formulacion oral y parenteral o limita su biodisponibilidad.

15



4.0BJETIVOS

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

El propdsito del presente trabajo consiste en el diseflo y sintesis de cuatro
profarmacos potenciales de la dehidroepiandrosterona (DHEA) con la finalidad de
incrementar la solubilidad acuosa de este principio activo y de esta forma,

facilitar su formulacion farmacéutica y mejorar su biodisponibilidad.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-~ Realizar btisqueda bibliografica sobrae la dehidroepiandrosterona, sus
actividades biolégicas y posibles profarmacos ya sintetizados.

- Disefiar profarmacos potenciales en donde se incremente la solubilidad acuosa
de la dehidroepiandrosterona

- Sintetizar los profarmacos disefiados mediante rutas de preparacién sencillas

- Evaluar la pureza de los productos mediante cromatografia de capa fina y punto
de fusion.

- Elucidar la estructura de los productos mediante métodos espectroscdpicos (IR,
RMN, Masas).

- Elucidar cualitativamente 1a solubilidad de los profarmacos a pH 7.4.



5.CONSIDERACIONES PARA EL DISENO

5. CONSIDERACIONES PARA EL DISENO

Debido a la baja solubihdad acuosa de la dehidroepiandrosterona y los
representa para su formulacidn farmacéutica y

problemas que esto
trabajo se plantea la sintesis do cuatro

biodisponibilidad, en el presente
profarmacos potenciales de la DHEA con el propdsito de incrementar su

hidrosolubilidad.

Dicho incremento se pretende lograr con la adicién a la molécuia de DHEA
de porciones estructurales que por sus caracteristicas de polaridad otorgaran
cierta hidrosolubilidad al profarmaco Tal adicién, se llevara a cabo mediante la
formacidn de un enlace éster con el grupo hidroxilo de! C-3 de la DHEA, que a su
vez tendra la factibilidad de ser hidrolizado por enzimas dentro del organismo
(esterasas) que liberen al principio activo Las esterasas, son enzimas que s
encuentran en gran proporcion en sangre sin embargo, también cstan presentes

en otros érganos como el higado. el pancreas y la piel

Un tipo de ésteres solubles en agua que han sido descritos para e! diserio

de profarmacos son ésteres de a-aminoacidos o ésteres relacionados de

aminoacidos de cadena alifatica corta. Sin embargo, estos ésteres son en general
facilmente hidrolizables por las enzimas del plasma y exhiben una muy baja
estabilidad en solucidn acuosa.™*® La razén principal por la alta inestabilidad de

tales aminocacidos en soluciones acuosas a valores de pH a lo cuales presentan

su solubihdad acuocosa optima (pH 3-5) es. en parte, debido al efecto

alectroatrayente de! grupo amino protonado el cual activa el enlace éster al ser
atacado por el oxigeno del agua Esto es originado parcialmente por una catalisis
intramolecular que da como resultado la hidrélisis del éster, ®®" como se muestra

en la siguiente figura:
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Ahora bien, se sabe que la forma mas efectiva y simple de bioquear
totalmente la hidrélisis {acilitada por el efecto del grupo amino, y ademas reducir la
velocidad de hidrélisis enzimatica del éster, es incorporar un grupo fenilo entre Ia
porcién del éster y el grupo amino. De esta manera. la reaccidn catalitica
intramolecular del grupo amino no es posibie por razones estéricas. Ademas, la
labilidad del éster debido al grupo amino protonado por su caracter polar, se

disminuye en gran medida.

Por otra parte, debido a que se requiere un pKa mayor de 5-6 para que el
grupo amino se encuentre protonado en plasma (por razones de solubilidad) el
grupo no se une directamente al anillo aromatico ya que esto daria una amina con
un bajo pKa, pero separado de éste por un grupo alquilo {(en el mas simple de los
€asos un grupo metileno) da como resuitado una amina con un pKa mayor, lo que

permitiria que a pH del plasma se presentara mayoritariamente en forma iénica.




5.CONSIDERACIONES PARA El. DISENQ

Con base a lo anterior se disefd el primer profarrmaco, el compuesto 3, que
presenta la siguiente estructura:

L/

N

3-(N.N-Dietilaminometillbenzoato de dehidroepiandrosterona
{Compuesto 3)

Para el segundo profarmaco, el compuesto 6. se utilizd el mismo criterio de
disefo que para compuesto 3, en relacidon a las consideraciones del valor de pka
del grupo amino. Sin embargo, se han seleccionado dos posiciones diferentes de
ubicacidén de dicho grupo en el modificador;, en el compuesto 3, la relacidn de la
sustitucidn del grupo amino con el carboxilo es 1-3; y en el compuesto 6, la
relacion es 1-4. Esto se hizo con la intencidn de que, en estudios posteriores,
pueda determinarse si el reconocimiento enzimatico para 1a hidrélisis de ambos
compuestos es diferente.

Clorhidrato de 4-(aminometil)benzoato
de dehidroepiandrosterona
(Compuesto 6)
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5.CONSIDERACIONES PARA EL DISERNO

Es importante tomar en cuaenta que una de las caracteristicas con la que

deben cumplir los profarmacos es que. al liberarse el farmaco. el modificador no
tenga efectos toxicos, lo cual se encuentra estrechamente relacionado con la
facilidad con que éste ultimo pueda ser metabolhzado y excretado. Pensando en
ello, 1os modificadores seleccironados para el pnmero y segundo profarmacos
{compuestos 3 y 6) son estructuras similares a las de los aminoacidos y que por
tanto pueden ser metabolizados de manera similar. Ademas, se pensd en dar dos
opciones para metabolizar a estos profarmacos. Primero, en el caso del
la amina se encuentra dialquilada, por lo que se espera que su
la porcidn del carboxilo mediante una

compuesto 3,
biotransformacion se lleve a cabo en
reaccién de conjugacidn con sulfato o acido glucurdnico, y segundo, en el

compuesto 6 se encuentra una grupo amino sin susttuir por lo que este

compuesto tiene Ila positihdad de presentar reacciones metabdlicas de

conjugacion en dos sihos en el carboxilo y en el grupo arrno

Para e! disefio del tercer profarmaco, el compuesto 7. se utilizé como
modificador al grupo nicotinoilo, ya que por sus caracteristicas de polaridad, se

espera confiera una mayor hidrosolubilidad a la DHEA

Nicotinato de Dehidroepiandrosterona
{Compuesto 7)
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5.CONSIDERACIONES PARA EL DISENO

Por otra parte, al hidrolizarse el éster dentro del organismo como se
espeara, se liberara la DHEA y nicotinato, éste ultimo constituye 1a vitamina B,y
(niacina) que normalmente es convertida facilmente a NAD® y NADP® por el

organismo.®*®

E = Emma

NADP+
N cotnato

Maoronuciedtdo
ATP

b—o o o-p—© °.
F Ncotnato adenina
o dinuclesbdo o

oH

IAla] HO OH NH, Nicotnamida
adenina
N N> E, ATP adnucledtdo
o N Gitamina o N NAD+

Ruta metabélica para la sintesis de NAD® y NADP® a partir de nicotinato
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S.CONSIDERACIONES PARA EL DISENO

€l ultimo profarmaco, el compuesto 8, sélo presentard una ligera variacién
con respecto al profdrmaco anterior, qQue consiste en introducir un grupo metilo en
el nitrégeno del nicotinato. Con ello se pretende lograr un compuesto que
invariablemente se encuentre ionizado, independientemente del! pH fisioldgico en
el que se encuentre, o que facilitarad su solubilidad acuosa e incrementara
opciones de formulaciones farmacéuticas

iy
Hy
Yodohidrato de N-metilnicotinado

de dehidroepiandrostercna
{Compuesto 8)

Ademas, el modificador liberado sera el nicotinato metilado el cual puede
ser metabolizado dentro de! organismo mediante una N-desmetilacién y

posteriormente seguir 1a ruta metabdlica del nicotinato para Ia sintesis de NAD" y
NADP".
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6. METOD: DE PREPARACION

6. METODOS DE PREPARACION

6.1 PRIMER PROFARMACO

6.1.1. Proparacion del 3-(Clorometil)benzoato de dehldroaplanc;r—osterona (2)

La dehidroepiandrosterona se hizo reaccionar con cloruro de 3-
{Clorometil)benzoilo, en presencia de trietilamina y diclorometano anhidro como
disolvente. A las 24 horas se detuvo la reaccidn y se observd la formacién de un
solido por lo que se filtrd la mezcia de reaccidn, obteniéndose el producto en et
filtrado. Este Gltimo se concentrd en el evaporador rotatorio hasta sequedad y el
sélido obtenido se lavd vanas veces con agua acida para eliminar exceso del
cloruro de micotinoilo y el clorhidrato de trietilamina y posteriormente con agua
neutra obteniéndose el compuesto 2 puro Este presentd un Rf de 057 en el

sistema a de elucion, un punto de fusién de 173-174°C y un rendimiento del 90%.

6.1.2.Preparacién del 3-(N,N-Dietilaminomectil)benzoato de
dehidroepiandrosterona (3)

E! compuesto 2 se hizo reaccionar con dietiltamina en presencia de Kl como

catalizador y DMSO como disolvente, utilizando atmésfera de nitrégeno y

protegido de la luz. A las 4B horas conciuyd la reaccién y se procedid a precipitar
el producto mediante la adicidn de agua., obteniéndose asi el compuesto 3, un
sélido blanco amarnillento que en CCF presentd dos manchas. Se filtrd y lavd con
agua fria para purificario. Este compuesto presentd una sola mancha en CCF con

Rf de 0.61 en el sistema a de elucién y un punto de fusién de 100-101°C, El
rendimiento de la reaccién fue de B4 4%

(Ver esquema de reaccién 1)
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6, ME DE PREPA 1ON

6.2. SEGUNDO PROFARMACO
6.2.1. Preparacion del Acido 4-(ter-butoxicarbonitaminometil}benzoico (4)

Se hizo reaccionar una suspensién de acido 4-(aminometil)benzoico en
una mezcla de etanol, agua y sosa con carbonato de di-ter-butilo. A las 18 horas
concluyd la reaccion obteniéndose ot Acido 3-(ter-butoxicarbonil-
aminomaetil)benzoico (4).

6.2.2. Preparacién del 4-(fer-butoxicarbonilaminometil)benzoato de
dehidroepiandrosterona (5)

El compuesto 4 se hizo reaccionar con la dehidroepiandrosterona en
presencia de 4-dimetilaminipiridina . diciclohexilcarbodiimida y DMF anhidra como
disolvente. A las 24 horas concluyd la reaccidn obteniéndose el 4-(fer-butoxi-
carbonilaminometil)benzoato de dehidroepiandrosterona (5).

6.2.3. Preparacién del Clorhidrato de 4-(aminometil)benzoato de
dehidroepiandrosterona (6)
El compuesto § se disolvid en acetato de etilo y se hizo reaccionar con una
solucién de HCI 3N en metanol. Al concluir la reaccidén se obtuvo el clorhidrato de
4-aminometilbenzoato de dehidroepiandrosterona (6).

(Ver esquema de reaccidén 2)
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6. METODOS DE PREPARACION

6.3 TERCER PROFARMACO

6.3.1. Preparacion del Nicotinato de dehidroepiandrosterona (7)

La dehidroepiandrosterona se hizo reaccionar con cloruro de nicotinoilo en
presencia de piridina como catalizador, trietilamina y diclorometanoc anhidro como
disolvente. A las 8 horas se complets la reaccidn advirtiéndose la presencia de un
sélido blanco amarillento El compuesto obtenido presentd un Rf = 0.78 en el
sistema b, un punto de fusién de 173°C y rendimiento de 24%.. Al realizar una
CCF del sdlido y del disolvente. se observéd que el producto se encontraba en
ambos, por lo que se evapord el disolvente y e! sdlido obtenido se lavé con agua
fria acida. basica y neutra sucesivamente para eliminar e! exceso de cloruro de
nicotinoilo, la piridina y la sal de la trietilamina, obteniéndose asi el compuestio 7
puro, el cual presentd una sola mancha en CCF con un Rf de 0.53 en el sistema
¢, un punto de fusidn de 264-265°C y un rendimiento del 96 6%

6.4 CUARTO PROFARMACO

6.4.1. Preparacién del Yodohidrato de N-metilnicotinato de

dehidroepiandrosterona

El compuesto 7 se hizo reaccionar con yoduro de metilo en excesc bajo
atmodsfera de nitrégeno y protegido de la luz, utilizando cloroforme como
disolvente. La reaccion se completd a las 48 horas, se evapord el disolvente y el
sdlido obtenido se lavd con acetona fria para su purificacién. Se obtuvo asi, un
solido amarillo claro que correspondid al compuesto 8 y que en CCF presentd una
sola mancha con un Rf de 0.33 en el sistema d. un punto de fusidén de 265°C y un
rendimiento de 47.0%

{(Ver esquema de reacciéon 3)
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7.RESULTADOS

7. RESULTADOS

PROPIEDADES FISICAS DE LOS PROFARMACOS SINTETIZADOS

Comp. Rf p.f. rend. total Solubilidad
°C % ppro (mM)
3 0.61"° 100-101 76.00 NC
(] 0.00° >284 21.69 NC
7 0.53° 264-265 96 60 8.1(0.020)
8 0.33° 265 45.40 358.0(0.666)
Sistemas de etucion: NC = No cuantificable
a:Cloroformo-Metanol 87:3
b: Claroformo-Metanol 90-10
c: Cloroformo-Metanol-NH.OH  87:3
d:Cloroformo-Metanol 80:20
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7.RESULTADOS

ESPECTROSCOPIA

DATOS ESPECTROSCOPICOS

comp

s IR (KBr) v: 3460 (OH), 1732 (CO) cm".

'H RMN (TMS) CHCh-d 5: 53 (d, 1H, C-8 H); 4 85 (d, intercambiable con D,O.1H,
OH), 3.25 (ma, 1H, C-3 M), 2.5-10 (senales complejas, 19H); 0.95 (s. 3H, C-10
CHs);

0.8 (5. 3H, C-13 CH,) ppm.

IR (KBr)v: 1732 (CQ) ;. 1700, 1286, 1200(COOR); 1608, 1470 (arom.)crn".

2 'H RMN (TMS) DMSO- d 5: B.1-7.8 (d. 2H, ArH.); 7.7-7.3 (sefal compleja, 2H. ArH);
5.4-55 (d, 1H, C-86 H); 4.7 (s, 2H, C-3' CH;). 3.3 (ma, 1H, C-3 H). 2.6-1.1 (seha!
compleja. 19H); 1.15 (5. 3H4. C-10 CH,). 0 9 (s, 3H, C-13 CH,) ppm
IR (KBr)v: 1738(CO); 1712,1280, 1196 (COOR)em .

3 'H RMN (TMMS) CHCI-d 3 7.9-7 B (d, 2H. ArH ), 7. 6-7.2 (sedal compleja, 2H, ArH);
54-55(d, 1H. C-6 H): 48 (ma. 1H, C-3 H); 36 (s. 2H. C-3' CH,); 2.3-2.6 (m, 4H,
NCH;): 2.6-0.9 (seral compleja, 19H), 1.2 (1, 6H, C-9° CH,). 1.0 (s.3H, C-10 CHs3)
0.8 (s, 3H. C-13 CH,) ppm

4 IR (KBr) v: 3358, 1666 (COQOH) 1612, 1510 (arom.}) cm’1.

'H RMN (TMS) DMSQ-d 57 9 (d. 2H, ArH). 7.3 (d. 2H. ArH). 14 (s. SH, CH;) ppm
IR (KBr) v 3440, 1692 (CONH), 1736 (CO), 1712, 1272, 1172 (COOR). 1612,
1510,1454 (arom.) cm™.

5 "H RMN (TMS) CHCI3-d d 8 (d. 2H, ArHy, 7.3 (9, 2R, ArH); 5.5 (g, 1H, C-6 H),

S5 (s. 1TH, NH); 48 (ma, 1H, C-3 M), 4.3 (s, 2H, ¢4 CH; ); 2.5-1.1 (sefales
complejas, 19H); (s, 9H, c-3" CH53 ), 1.1 (s. 3H, C-10 CH3); 0.9 (s, 3H, C-13 CHy)
ppm.

Masas (E)m/z = 5210

IR (}fEr) v: 3396(NH;); 1736(C0O); 1712, 1276, 1114 (COOR); 1612,1466 (arom.)
cm™.

6 "H RMN (TMS) CHCIy-d & 8 (d. 2H, ArH), 7.3 (d, 2H. Art), 5.4 (d, 1H, C-8 H); 5 (s.

1H, NH), 48 (m amplio,1H, C-3 H); 3.9 (s, 2H, C-4° CH: ), 2.5-1.1 (senales
compiejas. 19H); 1.1 (s. 3H, C-10 CH;). 0.9 (s, 3H, C-13 CH,) ppm

* Para los espectros de este compuesto se formo la ammna hbre /2! mismo con e! objeto
de facilitar su elucidacion estructural
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7.RESUYLTADOS

DATOS ESPECTROSCOPICOS *

COMP.
1R (KBr) v: 1736(C0O); 1710, 1284, 1122 (COOR)em’".
7
H RMN (TMS) CHCiy o 5:9.2 (s, 1H, C2' H); 8.8 (s, 1H, C-68" H); 8.3 (d, 1H,
C-4'H); 7.4 (s. 1H, C-5'H). 5.5 (d, 1H, C-8 H); 4.9 (ma, 1H, C-3 H); 2.6-1.15 (seAal
compleja, 19H); 1.1 (s ,3H, C-10 CH,); 0.9 (s, 3H, C-13 CH,) ppm.
Masas (1.Q.) mvz = 395.2
IR (KBr) v: 1732 (CO); 1732, 1300, 1120 (COOR) cm™.
8
H RMN (TMS) CHCly- o 5. 9.7(s. 1H, C4* H);9.5 (s, 1H. C-2' H); 8.95 (d, 1H, C-8"
H); 8.4(t, 1H, C-5'H); 5.5 (d. 1H, C-8 H); 4.9 (ma, 1H, C-3 H); 4.8 (s, 3H, NCHy) ; 2.7-
1.15 (sefal compleja. 19H); 1.1 (s .3H, C-10 CH,); 0.9 (s. 3H, C-13 CH,) ppm.
s = singulete LLE. = Impacto electrénico
d = doblete .Q. = lonizacidn quimica
ma =muiltiplete amplio
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7Z.RESULTADOS

ESPECTROSCOPIA DE ’C

No.’C COMPUESTO
1 3 5 6 7 5
1 36.93 38 14 38.12 38.14 38 04 37.79
2 3141 27.76 27.75 27.77 27.70 27.54
3 69 63 7427 74.26 74 47 74.91 7731
4 4221 36.95 36.92 3674 36.86 36.63
5 1341 35 139 93 139 89 139 90 139 615 139.07
6 119 90 121 90 121.96 121 99 122 207 122.59
7 31.22 31.39 3138 31.44 3135 31.28
2 3102 31.47 31 38 31.35 3135 31.28
9 49.80 50.15 S0 14 5011 5008 49.95
10 36 24 36.76 36 77 36.92 36.72 36.68
11 20 00 20.30 20 31 2028 20.29 2021
12 3027 30.76 3077 30.74 30.75 30 66
13 46.28 47.45 47.47 46.15 47.45 47 37
14 5093 51.69 51.68 51 66 51 64 51.53
15 21.46 21.33 21.82 21.82 21.83 21.74
16 35.27 35.77 35.78 35.78 3579 35.71
17 219.35 220.90 320.87 221.10 220835 22077
18 1316 13.49 13 48 13 .49 13.50 13.44
19 19.15 1935 19 36 19 35 1935 1928
C=0 (éster) 166 01 165.70 165 89 163 611 160 26
1° 130,64 129.80 12927
2 12991 129 80 129 82 150.82 146.04
3 139 93 127 04 126 88 123 38 13087
4’ 133 48 121 13 127 20 136.94 144.96
s* 128 20 127 04 126.88 12220 128.59
[ 128 20 129 80 129.827 153.20 149.01
| 57.07 44 30 47.496 50.33
2 46.66 144.41
3 11.438 74 26
4" 28 34
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7.RESULTADOS

TABLA DE RESULTADOS DE SOLUBILIDAD

comP, ABSORBANCIAS PROMEDIO |DILUCION [CONCENTRACIO
N
1 2 3 ppm (MmM)
3 0.067 0.055 0.044 0.055 o] NC
S 0.028 0.028 0.028 0.028 [s) NC
7 0.262 0.263 0.288 0.271 o] 8.075 (0.020)
8 0.595 0.560 0.527 0.561 1:20 358.038 (0.666)

NC= No Cuantificable
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Z.RESULTADOS

CURVA PATRON DE 3-(N,N-DIETIL-
AMINOMETILBENZOATO) DE DEHIDROEPIANDROSTERONA

Concentraclén Absorbancia

{ppm) A max.= 230nm
s 0.211
10 0.393
20 0.729
30 0.984

Resultados de la
regresién linoat

a = 0.0759
b = 0.0310
r = 0997

Absorbanci

Curva de regresiéon ajustada
- |
. . i

10 15
Concentracién (ppm)

20




_ 7.RESULTADOS

CURVA PATRON DEL CLORHIDRATO DE
4-(AMINOMETIL)BENZOATO DE
DEHIDROEPIANDROSTERONA

Concentracién Absorbancia
{ppm) imax.= 253nm

10 0.088

20 0.126

50 0.187

100 0.318

Reosultados de 1a

regresion
a= -0.0677
b =0.0025
r =0.9980

Absorbancia

Curva de regresion ajustada

0.25 +

°
Y]
L

°
I
;
x

0.1 +

0.05

20 10 60

Cancentimcién (ppm)
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Z.RESULTADOS

CURVA PATRON DE

NICOTINATO DE DEHIDROEPIANDROSTERONA

Concentracién| Absorbancia 1

{(ppm) Amax.= 220nm
5 0 2C5 |
10 0326 {
20 0.529 i
30 0845 )

Resultados

de la regresién:
a=00582
b =0 0251
r =0.2950

Curva de regresion ajustada

I
|

i

|
i
;
i

0a +

Absorbancia
03+

021

A

10 15 20

Concentracion (ppm'

25 30

R

_—e— Pronostico para ¥ {



Z.RESULTADOS

CURVA PATRON DEL YODOHIDRATO
DE N-METILNICOTINATO DE DEHIDROEPIANDROSTERONA

lConcentraciOn Absorbancia Resultados de la
{(ppm} 2max.= 225nm regresion lineal:
5 0.079 a= -00687
10 0317 b =0.03515
20 0635 r=09978
30 0978 B

Curva de regresion ajustada

0.9
0.8

Absorbancia
o
w

i
|

i
i

i

04 +
: 03 r
!
H 02 +
Cooa
i
i
i [e] J
? o 5 1o 15 20 25 30
i . e
! Concentracién {ppm) ( . Y
i | —e— Pronéstico para Y
[A— S S P et o i =
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8.DISCUSION

8. DISCUSION

Para la sintesis del primer proférmaco (3) se llevd acabo, como primer paso,
una reaccidn de sustitucidn nucleofilica por parte del grupo hidroxilo del C-3 de la
dehidroepiandrosterona sobre e! carbonilo del cloruro de 3-(cloromaetil)benzoilo.
Ademas, se utilizd trietilamina para captar el acido clorhidrico que se forma durante
la reaccidn, con lo que se cumpien dos objetivos: impedir una posible hidrblisis del
enlace éster y promover un desplazamiento del equilibrio hacia la formacién de los
productos.

S i
.
.
) b
.

OHEA

NED; e @ HBiEDS

Inicialmente la reaccidn se realizé con un equivalente de DHEA y un
equivalente del cloruro de acido, sin embargo, la materia prima nunca se agoté por
lo que posteriormente se realizd la misma reacciéon con 1.5 equivalentes del cloruro
de acido. Al finalizar Ia reaccion, 1a mezcla de reaccidon presentd un precipitado
que posiblemente era el clorhidrato de la trietitamina. Por ello, se separd por
filtracidn y en el filtrado se obtuvo el producto esperado. Se evapord el disolvente
del filtrado y el sdlido obtenido se lavd varias veces con agua acida para eliminar el
exceso de cloruro de nicotinoilo y el clorhidrato de trietilamina, obteniéndose asi e}
compuesto 2 puro.
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3(CLOROMETIL)BENZOATO
DE DEHIDROEPIANDROSTERONA

)

Como segundo paso, el compuesto 2 se sometid a una sustitucién
nucleofilica de tipo Sy2 con dietilamina anhidra, utilizando Ki como catalizador

nucleofilico, DMSO como disolvente, bajo atmdsfera de nitrégeno y protegida la
reaccién de la luz para evitar ia oxidacién del Kl. Se recurrid al uso de DMSO
como disolvente por su alta polaridad que estabiliza el estado de transicién, as!

@ O—DHEA

kNJ (o]
O-—DH 2Et —
) EA  + 2Et3NH K©)LO“DHEA

39

camo por la facilidad con la que disolvié al Ki.




8.DISCUSION

Una vez concluida la reaccién, se procedié a precipitar el producto
mediante la adicién de agua, obteniéndose asi e! compuesto 3, un sélido blanco
amarillento que en CCF presentd dos manchas. Se filtré y lavé con agua fria para
purificario. Et rendimiento de! 84.4% pudo deberse a la formacidén de otro
compuesto como se manifestd al realizar una CCF de la mezcla de reaccién.

IA{N.N-DIETILAMINOME TIL)BEMNZOATO DE
DEHIDROEPIANDROSTERONA

3)

i’ara la sintesis del segundo profarmaco o compuestc 6 se requeria el

acido 3-(aminomaetil)benzoico, sin embargo, el grupo amino de esta molécula
debia de ser protegido antes de realizar la sustituciébn nucleofilica en la DHEA
para evitar que interviniera en |a reaccién de formacién de éster. Dicha proteccion
se realizd mediante la formacién de un carbamato. Para ello. se hizo reaccionar
acido 4-(aminometil)benzoico con carbonato de di-ter-butilo.

o o

oH +» NEDH — = o®
Hae

o
e @ e CHI»COH COOo
O O 4 (CHIKE —O—E SO —C —O—C(CHy ), (SHI o OOH
HaN. (CH,),CO'C‘!Q/©/
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8.DISCUSION

Como primer paso en esta reaccién se suspendid el Acido en el medio de
dos fases: agua con sosa y alcohol ter-butilico, para permitir la ionizacién del
Acido carboxilico (y "alineario” hacia la fase acuosa y evitar que reaccione con el
carbonato de di-ter-butilo en la fase organica). Después de 25 minutos se agregd
e! carbonato de di-ter-butilo y al verificarse el término de la reaccién, se
agregaron 40 mL de agua y se lavd con hexano para eliminar el alcohol ter-
butilico con objeto de permitir una posterior precipitacion del productoc por
acidulacién de la fase acuosa con un acido débil (acido citrico) que no hidrolizara
el carbamato. Para una purificacion final se lavd con hexano.

(CH2)3COCNH
COoOH

ACIDO 4-(TERBUTOXCARBONIL-
AMINOMETILY) BENZOICO

4

Como segundo paso se procedid a sintetizar el compuesto 5, es decir, la
formacidn del éster. Para ello, y debido a que la reaccidén de un acido carboxilico
y un alcohol tiene el inconveniente de ser reversible, se recurrié a la estrategia de
utilizar un agente deshidratante: la diciclohexilcarbodiimida (DCC) que en el
proceso es convertida a diciclohexiturea (DHU). Asi, el acido es conventido a un
intermediaric con un mejor grupo saliente lo que favorece el ataque nucieofilico
del grupo OH en posicidn 3 de la DHEA. Ademas, se utilizd 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) para abstraer el hidrogeno del acido carboxilico y convertirlo en un mejor
nucledfilo que ia DHEA para atacar a la DCC.
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8.DISCUSION

NHCOOC(CHa)y HCOOC(CH3)3
+ Dcc S—— +  CoHyr—RH=C=N—CoHys
—OH e—&
g i
HEO cH 2
(CHaks HCO(CHa)
+ csHlv—ﬂH=C=N*CeHn —_——
OO
i ﬁ—O—-c:N—Can
o ]
o I;JH
o o CeHiy
[ i
HocHys NHEO(CH),
- L

ﬁ_o_c=n—c°)-1“ ﬁ_o_cf:ﬂH—CaHu

|
o P'JH o P;JH

CeHys CgHyy

I} " IO'
HCO(CH;) HCO(CHa)s (Nncoa:u,),
DHEA—OH ~+ O0—=CERH-CaHyy ———+DHU + ¢—8-DHEA ——= L _8_ .00
ub' i H ﬁ H
(=] P;JH [+ o
CeHyy

Otro mecanismo propone la formacién de wun anhidrido de 5 que
posteriormente reacciona con DMAP para dar un intermediario con un mejor
grupo saliente que facilite el ataque nucleofilico de ia dehidroepiandrosterona.
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8.DISC N

NHCOOC(CHa ) NHCOOC({CHa 1y

+ DCC ——e

—OH ﬁ-—o—
£ I
NHCOOC(CHa
NHCOOC(CH )
NHCOOC(CHI) NHCOOC(CHyJ3

~n-"

o N S )
o) KO- fee

NHCOOC (CHsh

NHCOOC(CHa by

NHCOOC(CH3h

[

—O—DHEA

=0

o}

A las 24 horas se verificd la ausencia de materia prima, observandose la
aparicidn de 4 manchas principales en la placa cromatografica. Una de ellas
correspondié a la DMAP y la otras pueden tratarse de un producto de
deshidratacién de la DHEA o a la formacién de una N-acilurea y/o al carboxilato
de 4. Se filtré la mezcla de reaccidn y se evaporé el disoilvente. El sélido obtenido
se disolvié en acetato de etilo para permitir Que se hicieran lavados con agua

basica y neutra que eliminaran la DMAP y alguna impureza de tipo acido.
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B.DISCUSION

E! producto obtenido presentd en una CCF tres manchas de tamafio
similar. Se lavé con metanol frio eliminandose dos de las manchas (con Rfs
menores), sin embargo el sdélido obtenido seguia presentando una ligera impureza
que se elimind con tolueno, perdiéndose una cantidad considerable de producto.
Se obtuvo un rendimiento muy bajo de 24%.que pudo deberse a la formacién de
otros 2 productos secundarios (de acuerdo a lo observado en Ia placa
cromatografica) y a los diversos pasos para su purificacidn.

4(TERBUTOXCARBONILAMINOMETIL)
BENZOATO DE DEHIDROEPIANDROSTERONA

(5)

Como tercer y ultimo paso para la sintesis del segundo profarmaco, se
realizd la formacidn del clorhidrato del compuesto anterior. Para ello se hizo
reaccionar dicho compuesto con una pequefia cantidad de una solucién 3N de
acido clorhidrico en metanol, utilizando acetato de etilo como disolvente y a
temperatura ambiente para favorecer Ia hidrolisis del carbamato pero no del éster.
Al finalizar la reaccién se habia formado un sdlido blanco puro que se separdé por

filtracidn obteniéndose asi el compuesto 6.
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8.DISCUSION

CLORHIDRATO DE 4{AMINOMETIL)
BENZOATO DE DEHIDROE PIANDROSTERONA
(8)

Para obtener una mejor resolucidbn en los espectros del clorhidrato, se
procedié a formar la amina libre, para lo cual se lavd una porcién del producto
con una solucién saturada de K;CO;obteniéndose un sblido btanco

4-(AMINOMETIL)BENZOATO DE
DEHIDROEPIANDROSTERONA

(67)

Para la sintesis del tercer profarmaco (7) se llevd a cabo una sustitucion
nuclecfilica por parte de la DHEA sobre el carbonilo del cloruro de nicotinoilo,
utilizando cloruro de metileno como disolvente y trietilamina para eliminar el HC!
qQue se produce en el medio, evitando asi la hidrélisis del éster y a la vez

favoreciendo la formacién de los productos por desplazamiento del equilibrio de la
reaccién
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8.DISCUSION

7o~ |ore
@ Q),ct?b — o o

DHEA

N(ED) e @ 1R(EYy

Iniciaimente la reaccidn se realizé con un equivalente de ambos reactivos
pero no se logré que |a DHEA se agotara, por lo que se repitid el proceso con 1.5
equivalentes de cloruro de nicotinoilo y utilizando piridina como catalizador
nucleofilico. Estas variantes aceleraron en gran medida la velocidad de la

reaccion.

Al concluir la reaccién se advirti6 la presencia de un sdélido blanco
amarillento. Al realizar una CCF del sdlido y del disolvente, se observé que el
producto se encontraba en ambos, por o que se evapord el disolvente y el sélido
obtenido se lavé con agua fria acida, basica y neutra sucesivamente para eliminar
ol exceso de cloruro de nicotinoilo, la piridina y !a sal de la trietilamina,
obteniéndose asl el compuesto 7 puro. Se obtuvo un rendimiento del 96.6%
perdiéndose un poco de producto durante los lavados con agua.
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8.DISCUSION

i
NICOTINATO DE DEHIDROEFPIANDROSTERONA
7)

Por udltimo, para la preparacidn del cuarto profarmaco (8), se llevd a cabo
una metilacién del compuesto 7 con CHal en exceso.

O—DHEA
O 0—0bHEA + cH:SI CHCI3 O
N

El compuesto obtenido se lavd con acetona fria para su purificacion,
obteniéndose asi un sdlido amarillo claro que correspondié al compuesto 8.El
rendimiento para esta reaccién fue de 47.0% , pero puede ser mejorado si se
optimiza el proceso de purificacidn ya que a acetona disuelve parte del producto.
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&

YODOHIDRATO DE N-METILNICOTINATO
DE DEHIDROEPIANDROSTERONA

{8)

Por lo que respecta a la interprelaéién de los datos espectroscdpicos, en

los espectros de infrarrojo de los compuestos 2, 3, 5, 6, 7 y 8 se pudieron
observar las sefales correspondientes al grupo funcional &ster: alargamiento del
C=0 entre 1700 y 1732 cm’' y dos bandas intensas de alargamiento del C-O entre
1120 y 1300 cm™'. También se observaron las seMales que corresponden al grupo
carbonilo de la cetona de la porcidn estercidal entre 1732 y 1738 cm™, y la
ausencia del grupo hidroxilo de la dehidroepiandrosterona,

En cuanto a los espectros de 'H RMN cabe mencionar que por el gran
numero de protones unidos al esqueleto del ciclopentanoperhidrofenantreno, los
esteroides presentan un espectro complejo, donde las sefales de los matilenos y
metinos se registran entre 0.5 y 22. La DHEA no es la excepcidn; sin embargo,
ias serales para los metilos angulares. el hidrégeno del hidroxilo, el hidrégeno
vinilico y el hidrégeno del C-3, se registran separadamente del resto de senales
{Espectro No. 2) y son tales sefiales las que nos ayudan a garantizar !a integridad
del anillo esteroidal en cada uno de los compuestos sintetizados.
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8.DISCUSION

En la mayor parte de los casos, los espoctros fuaron realizados utilizando
DMSO-ds con el propdsito de desplazar paramagnéticamente (campos bajos) la
senal del hidrégeno del hidroxilo y no tener problemas al momento de determinar
su esterificacion.

Como ya se menciond anteriormente, 1a sefal del hidrégeno metinico axial
en C-3 (adyacente a! grupo hidroxilo), estad separado del resto del esqueleto y
aparece en forma de multiplete centrado a 3 25 ppm en la DHEA. Por su posicién
en la molécula, estd acoplado a cuatro hidrégenos, dos axiales y dos
ecuatoriales, cuyas lineas se traslapan dando lugar a una sefal en forma de
multiplete Por otra pare, el hidrégeno vinilico de la DHEA aparece como un
doblete centrado a 5.3 ppm debido al acoplamiento con dos protones en la
posicion 7; dicha relacidén es de tipo pseudoecuatorial-axial y pseudoecuatorial-
ecuatorial.

Las sefales correspondientes a la porcién esteroidal en los espectros de
'H RMN de los diversos profarmacos sintetizados en el presente trabajo se
comparan con la DHEA en ia siguiente tabla:

COMP, C3H | C6H C-10 CH, | C-13 CH, C-; OH
5(ppm) | 5 (ppm) | &(ppm) | 5(ppm) | & (ppm)
1 3.25 530 0.99 0.80 4.60
3 4.80 550 1.00 0.90 -
8 4.80 5.40 1.10 0.90 -
7 4.90 550 1.10 0.90 -
8 4.90 5.50 1.10 0.90 -
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8.DISCUSION

Como puede apreciarse, la ausencia del hidrégeno hidroxilo indica la

esterificacion en todos los profarmacos. La presencia de la sefal correspondiente

al doble enlace no ha sufrido modificacién y se observan también los dos metilos
de la porcidn esteroidal.

Otro aspecto que es importante destacar en los espectros de 'H RMN de
los profarmacos, es el multiplete ocasionado por el hidrbgeno en posicion 3. En
primer lugar, dicha sefial se encuentra desplazada paramagnéticamente en ios
derivados, en un rango de 1.55 a 1.65 ppm, debido al efecto originado por el
carbonilo al formarse el éster de la DHEA con cada uno de los modificadores En
segundo lugar. 1a amplitud del mulitiplete se conserva @n todos los casos, por 1o
que nos permite deducir que dicho hidrégeno sigue conservando su posicidn
axial; una reduccidén drastica en dicha amplitud nos indicaria que el hidrégeno

estaria en posicién ecuatorial, provocando un cambio en la configuraciéon de la
ODHEA a su andmero androsterona,

cuando se hidrolizara et
correspondiente.

profarmaco

Ademas se observaron, para cada uno de los profarmacos, las sefiales
correspondientes a la porcidn estructural del modificador,

y las cuales se
presentaron en el capitulo de resultados.

Por lo que respecta a los espectros de '’C RMN de los profarmacos, las
sefales corresponden a las esperadas y conservan el mismo patron de registro

presentado por la DHEA en la porcidn esteroidal y las esperadas en las porciones
estructurales de 1os modificadores.
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8.DISCUSION

En cuanto a la determinacién cualitativa de su solubilidad acuosa, ésta no
pudo ser cuantificada en [os compuestos 3 y 6 pues la muestras de estos
compuestos presentaron una absorbancia muy pequefNa que no pudo ser
interpolado en la curva patrén para cada compuesto. Para su determinacién se
necesita una técnica analitica mas sensible como la cromatografia de liquidos de
alta resolucién y para lo cual haria falta desarroliar el proceso de validacién y
estandarizacién de las variables que influyen en este lipo de determinaciones.

Por otra parte, para el compuesto 7 se determind una solubilidad de 8.1
ppm, siendo el de mayor interés el compuesto 8, el cual presentd una mayor
solubilidad acuosa comparada con los demas compuestos y que fue de 358 ppm
(0.666 mM) y que puede deberse a que es el Unico compuesto que posee carga
idnica. Asimismo, se observa que los que tuvieron una mayor solubilidad fueron
aquellos compuesto que contenian al nitrégeno formando parte del heterociclo.
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9.CONCLUSIQNES

9. CONCLUSIONES

Al terminar el trabajo experimental se lograron sintetizar los cuatro
profarmaces propuestos inicialmente, obteniéndose productos estables mediante
reacciones sencillas. Sin embargo, el profarmaco que resultd de mayor interés
para nuestros fines, fue el Yodohidrato de N-metilnicotinato de
dehidroepiandrosterona (8), ya que presentd la mayor solubilidad acuosa. Con
aestos resultados se abre la posibilidad de realizar otro tipo de estudios al
profarmaco antes mencionado, como su comportamiento biolégico en animales de
experimentacion, asi como estudios para determinar la eficiencia farmacolégica al
realizar estudics comparativos de administracidn del profarmace y la
dehidroepiandrosterona por diferentes vias de administraciéon
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10.PARTE EXPERIMENTAL

10. PARTE EXPERIMENTAL

10.1. INSTRUMENTACION

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotémetro
Perkin Elmer de transformadas de Furier Modelo FT-IR-1600 en pastilla de

bromuro de potasio, las sefiales se reportan encm™.

El espectros de resonancia magnética proténica ('H RMN) del compuesto 2
se determind en un espectrémetro Varian EM-390 y el resto de los compuestos
se determinaron en un Varian VXR-3005 de 300 MHz, usando cloroformo
deuterado y dimetilsuféxido deuterado como disolventes y tetrametilsilano (TMS)
como referencia interna. Los desplazamientos quimicos se dan en ppm. Los

simbolos de las sefales son: s = singulete, d = doblete, m = mulliplete y ma =

multiplete amplio.

Los espectros de masas se determinaron por un sistema acoplado de
Cromatografia de Gases-Espectrémetro de Masas (CG-EM) o por introduccién
directa de la muestra en un aparato marca Hewlett Packard 5988A.

Los espectro de ultravioleta fueron tomado en un espectofotdmetro
Beckman DU-50 y celda de 3 mL de 1cm de espesor.

Los puntos de fusidn (p.f.) se determinaron en una aparato Buchi Mod. 530
y no estan corregidos. Para concentrar se empled un evaporador rotaterio marca
Bochi RE 111, con vacio generado por una bomba Felisa Mod. 1600 ajustada a

55 cm de Hg y condensador de hielo seco.
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10.PARTE EXPERIMENTAL

10.2. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Para !a cromatografia en capa fina (CCF) se usaron placas de vidrio
recubiertas con gel de silice GF.s, de la casa Merck y para cromatografia. Los
compuestos organicos se revelaron con luz UV y por exposicion a vapores de
yodo. Las muestras para cromatografia se prepararon con aproximadamente 20
mg del compuesto a ensayar disueltas en la minima cantidad de diclorometano y
en el caso de las mezclas de reaccién, para el monitorec del avance do la
reaccion, éstas se aplicaron directamente sobre la placa cromatografica.

6am

Purio de aplicacidan
|} 197 49 1as mestas

COMPOSICION DE LOS SISTEMAS DE ELUCION UTILIZADOS

SISTEMA COMPOSICION PROPORCION
a Cioroformo-Metanol 97:3
b Cloroformo-Metanol 90-10
c Cloroformo-Metanocl-NH,OH 97:3
d Cloroformo-Metanol 80:20
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10.PARTE EXPERIMENTAL

10.3. PREPARACION DEL 3-{CLOROMETIL)BENZOATO DE
DEHIDROEPIANDROSTERONA (2)

En un matraz de 100 mL de una boca (14/20) con trampa anhidra y con
agitador magnético, se colocaron 2 g de DHEA (6.93 mmoles) y 20 mL de
diclorometano anhidro (Merck) con bafo de hielo. Después de la disolucidn
completa de 1a DHEA se agregd 1.38 mL (10.39 mmoles) de trietilamina, 1.47 mL
(10.39 mmeoles) de cloruro de 3-(clorometil)benzoilo (Aldrich). Se dejdb en
agitacidn y en bafo de hielo durante 15 minutos, después de los cuales se relird
el bafo y se dejbé en agitacidn durante 24 horas. Transcurndo el tiempo se realizd
una cromatografia en capa fina (CCF) de la mezcla de reaccidn observandose
que la materia prima habia desaparecido. Se habia formado un sdlido, el cual se
separd por filtracion y las aguas madres se concentraron en el evaporador
rotatorio quedando un soélido ligeramente amarillento, el cual se lavé con agua
acida y se separd por filtraciéon, lavando con agua Finalmente para retirar la
coloracion ligeramente amarillenta y purificarlo completamente se lavd con
acetona fria. Se obtuvieron 2.978g (90%) de un sdélido blanco, que en CCF
presentd una solo mancha de Rf= 0.57 en el sistema de elucién a y un punto de
fusién de 173-174°C.

10.4. PREPARACION DE 3-(N.N-DIETILAMINOMETIL)BENZOATO DE
DEHIDROEPIANDROSTERONA (3)

En un matraz de 100 mL de una boca (14/20) con atmédsfera de nitrégeno,
protegido de la luz y con agitador magnético, se colocaron 2 g de 3-
(clorometil)benzoato de dehidroepiandrosterona (4.53 mmoles), 0.93 mL (9.06
mmoles) de dietilamina, 200 mg de Kl como catalizador y 35 mL de DMSO como
disolvente, formandose una suspensién amarillenta.
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10.PARTE EXPERIMENTAL

A las 4B horas, una vez verificada la ausencia de materia prima por CCF,
se agregaron a la mezcia de reaccidn 35 mlL de agua con lo cual precipité un
sélido blanco amariliento que posteriormente se separod por filtracién y se lavé con
agua fria, obteniéndose 0.9142 g (B4.4%) de producto puro blanco que presentd
una sola mancha en CCF con un Rf= 0.61 en el sistema de elucién a y un punto
de fusién de 100-101°C.

10.5. PREPARACION DEL AC!DO 4-(TERBUTOXICARBONILAMINOMETIL)-
BENZOICO (4)

En un matraz de 100 mL de una boca (24/40) con agitador magnético. se
colocaron 5 g (33 mmol) del acido 4-(aminometil)benzoico (Aldrich) y 83 m! de una
mezcla de 25 mlL de agua, 58 mL de alcohol y 1.4 g de NaOH (35 mmol) que se
dejd agitando por 5 minutos a temperatura de 30 *C antes de ser agregada al
acido

Cuando se agregd la mezcla al dcido se formo una suspensién la cual se agitd
por 25 minutos, calentando suavemente hasta que los residuos de acido se
terminaron de suspender.

Se esperd hasta que la suspensidn se encontrara a temperatura ambiente para
agregar 8 mL (35 mmol) de carbaonato de di-ter-butilo (Aldrich)

Se formd un sdlido blanco. La mezcla se dejd en agitacidn por 18 horas.
Transcurrido ese tiempo se agregaron 40 mbL de agua y se lavd con hexano (3x25
mL) desechando cada vez la fase organica. La fase acuosa se enfrié a 5°C y se
acidulé con una solucidén concentrada de acido citrico hasta pH de 3. Cuando se
agregaba el acido citrico se presentd un precipitado blanco por lo que se procedid
a filtrar. E| sélido blanco obtenido se lavé con hexano frio y se dejé secar al vacio.

El peso del polvo fue de 7.2 g (91%) vy presentd un Rf = 0.37 en el sistema de
elucion b
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10.PARTE EXP IMENTAL

10.6. PREPARACION DEL 4-(ter-BUTOXICARBONILAMINOMETIL)BENZOATO
DE DEHIDROEPIANDROSTERONA (5)

En un matraz de 100 mL de un boca (14/20) con trampa anhidra y con
agitador magnético se colocaron 0.5 g (1 73 mmoles) de dehidroepiandrosterona,
0.62 g (2.59 mmoles) de 4-dimetilaminopiridina y 0.9116 g (1.9 mmoles) del
compuesto 5 utilizando 25 mL de dimetilformamida anhidra como disolvente. Se
formd una suspensién blanca y se adicionaron 0.86g (3.46 mmoles) de
diciclohexilcarbodumida Después de 24 horas sa filtré la mezcla de reaccidn, se
concentrd en el evaporador rotatorio y el sélido se disolvid en acetato de etilo. Se
hicieron 7 extracciones de 10 mL con una solucidon de carbonato de sodio al 5% y
finalmente dos ultimas extracciones con agua neutra. La fase orgdnica se secd
con sulfato de sodio anhidro y se concentré en el evaporador rotatorio hasta
sequedad y el sélido obtenido se lavd con metanol frio qQuedando un sélido blanco
que posteriormente se filtrd. El sélido retenido se lavd con tolueno para purificarlo
totalmente obteniéndose 0.2169g (24%) de producto que en CCF presentd un Rf
= 0.78 en el sistema de elucion b y un punto de fusién de 173°C.

10.7. PREPARACION DEL CLORHIDRATO DE 4-(AMINOMETIL)BENZOATO DE
DEHIDROEPIANDROSTERONA (6)

En un matraz de 50 mlL de una boca (14/20) con agitador magnético, se
colocd 1g del compuesto 5 disuelto en 35 mL de acetato de etilo y 6.7 mL de una
solucién 3 N de acido clorhidrico en metanol. Se dejé toda la noche a temperatura
ambiente formandose un polvo blanco. Se filtrd la mezcla de reaccidon
reteniéndose 0.8791 g (99.3%) de un polvo blanco el cuatl al realizarle una CCF

en el sistema b no presentd movilidad y tuvo un punto de fusidn mayor de 284°C.
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10.PARTE EXPERIMENTAL

10.8. PREPARACION DEL NICOTINATO DE DEHIDROEPIANDROSTERONA (7)

En un matraz de 100 mL de una boca (14/20) con trampa anhidra y con
agitador magnético, se colocaron 1 g (3.46 mmoles) de dehidroepiandrosterona y
0.462 g (5.19 mmoles) de cloruro de nicotinoilo (Aldrich), 0.34 mlL (5.19 mmoles)
de trietilamina y 10 mL de diclorometano anhidro como disolvente.

A las 8 horas se verificO la ausencia de materia prima por CCF, formandose un
sélido blanco amariliento. Se evapord el disolvente en el evaporador rotatorio y el
solido se lavé con agua ligeramente acida, posteriormente con agua ligeramente
basica y finalmente con agua, obteniéndose 1.9047g (96.6%) de un polvo blanco
que en CCF presentd una sola mancha con un Rf = 0.8 en el sistema de elucién

¢ y un punto de fusién de 264-265°C

10.9. PREPARACION DEL METILNICOTINATO DE DHEA (8)

En un matraz de 100 mlL de una boca (14/20), adaptado a una columna
Vigreux, protegido de la luz y bajo atmésfera de nitrégeno, se hicieron reaccionar
1g de nicotinato de dehidroepiandrosterona (11.6 mmoles) con 0.28 mL de CHal

(23.2 mmol), utilizando 25 mL de cloroformo como disoivente y un calentamiento
suave. A las 48 horas se verificd la ausencia de materia prima por CCF, el
disolvente se concentrd en el evaporador rotatorio hasta sequedad. E! sdlido se
lavd con acetona fria y se separd por filtracidn obteniéndose 1.4417 g (47%) de
un polve ligeramente amarillo que al realizarle una CCF presentd una sola

mancha con un Rf = 0.33 en el sistema de elucién d y un punto de fusidén de

265°C.
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10.PART! PERIMENTA!

10.10. DETERMINACION CUALITATIVA DE SOLUBILIDAD

10.10.1. Preparacion de buffer pH 7.4

Soluciones :

1) Solucién de fosfato monopotasico 0.1 M (KH:PO,). Se disuelven 13.61 g en
agua destilada y se ajusta a un litro.

2) Solucién 0.1M de fosfato disédico (NaHPQ.,). Se disuelven 14.2 g de sal
anhidra en agua destilada y se ajusta a un litro.

Se tomaron 64 mL de la solucién 0.1 M de fosfato monopotasico y 336 mL

de la solucién 0.1 M de fosfato disédico, se mezclaron y se verificé que el pH
fuera de 7.4.

10.10.2. Curvas patrén

Inicialmente se hizo un barrido de soluciones en metano! de cada
compuesto a ensayar para determinar su A maxima de absorciéon entre 200 y 700
nm. Posteriormente se procedié a realizar las curvas patrén.

Para las curvas patrén de los compuestos 3, 6, 7 y 8 se prepararon
soluciones a concentraciones de 5, 10, 20 y 30 ppm disueltas en metanol; para
el compuesto 6, se prepararon soluciones de 10, 20, 50 y 100 ppm, disueltos
también en metanol. Las muestras se leyeron en un espectofotémetro a las A
maximas para cada compuesto. A los datos obtenidos se les realizd un
tratamiento estadistico de regresién lineal con lo cual se realizd el ajuste de la
curva para poder posteriormente
ensayo de solubilidad.

interpolar los valores obtenidos durante el
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10.PARTE EXPERIMENT.

10.10.3. Procedimiento para el ensayo de solubilidad

En un tubo de ensayo con tapén de rosca se colocaron 10 mL de buffer pH
7.4 y se agregaron 40 mg del compuesto a ensayar. Se prepararon muestras por
triplicado. Se dejaron durante 24 horas en un bafio de agua a 37 °C agitando
ocasionalmente de forma manual. Al concluir las 24 horas, se centrifugaron los
tubos y se separd el sobrenadante. Se leyd la absorbancia de cada tubo a ia
longitud de onda maxima correspondiente a cada compuesto y utilizando como
blanco un buffer de pH = 7.4. En los casos que fue necesario se hizo una dilucién
de la muestra para obtener absorbancias que se encontraran dentro de nuestra

curva patron.

10.11. Tratamiento de los desechos

Durante el trabajo experimental se utilizaron diferentes disolventes

orgéanicos como diclorometano, dimetilsulfédxido, ailcohol terbutilico,

dimetilformamida, metanol, acetato de etilo, piridina y cloroformo.

Los disolventes miscibles como el agua como el metanol, son utilizados para el
iavado de material y posteriormente son destilados en el evaporador rotatorio

para wtilizarse nuevamente para el mismo fin.
Ei resto de los disolventes se deposita en contenedores especiales para luego ser

mandados a un incinerador.
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