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..Me encontraba sentado escribiendo en mi libro de texto, pero las
tnvestigaciones no prosperaban, mis pensamientos estaban en otra parte. Volvi la silla
hacia el fuego y empecé a quedarme dormido. Una vex mds los dtomos comenzaron a
brincar ante mis ojos. Pero esta wvex los grupos mds pequeiios se mantenian
discretamente en el fondo. Mi ojo mental, entrenado por las repetidas visiones de este
tipo, ahora podia distinguir estructuras mds grandes; largas filas se entrelazaban y
mezclaban en un movimiento como de serpientes. jPero mira! ;Qué fue eso? Una de
las serpientes habia mordido su propia cola, y la forma giré burlonamente ante mis

ojos. Como iluminado por el resplandor de un reldimpago, me desperté...
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Uno de los padecimientos que actualmente ocasiona serios problemas de salud publica a
nivel mundial y nacional es el sindrome metabdlico, el cual esta constituido por un
conjunto de sintomas que incrementan la probabilidad de padecer trastornos
cardiovasculares y/o diabetes tipo 2. Los principales componentes de este sindrome son la
resistencia a la insulina, hiperglicemia, hiperlipidemia, obesidad central, hipertension y
niveles bajos de la lipoproteina de alta densidad (HDL). Por tal motivo, muchos grupos de

investigacion trabajan en el desarrollo de diferentes tratamientos para este sindrome.

En este sentido, uno de los grupos estructurales que han sido estudiados como
antagonistas al receptor de canabinoides 1, son los derivados del 1,5-diarilpirazol. Al
interaccionar con estos receptores, estos compuestos han logrado regular el apetito, y en
consecuencia, ser una alternativa para combatir la obesidad. Sin embargo, algunos
compuestos que llegaron al mercado presentaron efectos no deseados en los pacientes
bajo su tratamiento, situacién atribuible a los efectos que estas moléculas ocasionan al
sistema nervioso central (SNC). Adicionalmente se detectd que algunos de estos
derivados ocasionaron hipoglucemia. Por ello, se ha iniciado la busqueda de derivados del
1,5-diarilpirazol con la idea de encontrar una molécula de accion hipoglucémica

preponderantemente y poca accién sobre el SNC.

Con base en lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo la sintesis y
preformulacion de tres derivados del 1,5-diarilpirazol que pudiesen presentar accion
hipoglucemiante. Dada su naturaleza estructural, los derivados del 1,5-diarilpirazol son
lipofilicos y presentan un pobre solubilidad en agua, por lo que se prepararon dispersiones
sélidas empleando polivinipirrolidona para tratar de contar con un sistema que pudiera
incrementar su eficiencia bioldgica. Los productos finales e intermediaros fueron
caracterizados estructuralmente mediante métodos espectrométricos y espectroscopicos.
Finalmente, los productos, solos y preformulados, fueron enviados para su evaluacion

biolégica en un modelo murino.
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2. MARCO TEORICO

En este apartado se presenta la informacion que dio lugar al planteamiento del
problema e hipotesis del presente trabajo de tesis. El capitulo se divide en tres apartados
principales; el primero abarca definiciones e importancia clinica del sindrome metabdlico,
el segundo contiene lo referente al grupo quimico considerado en este estudio, el tercero
presenta generalidades sobre la importancia de la preformulacion de moléculas recién

descubiertas para los estudios de evaluacién bioldgica.

2.1. El sindrome metabdlico
2.1.1. Definicion

El sindrome metabdlico (SM) —también conocido como sindrome X, cuarteto de la
muerte, sindrome dismetabdlico, sindrome plurimetabdlico, sindrome cardiometabdlico y
como sindrome de insulino-resistencia— es un término que fue propuesto por Reaven en
1988' para indicar que la resistencia a insulina juega un papel fundamental en la presencia
de dislipidemias, hipertension arterial e hiperglucemia.2 Actualmente, es un grave
problema de salud publica en México y en el mundo ya que segun la definicion de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cerca del 10% de las personas con tolerancia
normal a la glucosa, 40% de las personas con intolerancia a la glucosa y 90% de los
pacientes con diabetes tipo 2, podrian tener SM.? No esta por demas mencionar que en

México, alrededor de 6 830 00 personas padecen de diabetes tipo 2.*

Posterior a la propuesta de Reaven,’ surgieron diferentes criterios para diagnosticar
al SM.° En 1999, la OMS establecié cinco componentes principales: obesidad abdominal,
hipertension arterial, dislipidemia (hipertrigliceridemia y niveles bajos de colesterol HDL),
diabetes tipo 2 o resistencia a insulina, y microalbuminuria; mencionando que se
necesitaba la presencia de resistencia a insulina y dos componentes adicionales para
considerar que una persona presentaba SM.® En 2001, la National Cholesterol Education
Program: Adult Treatment Panel Il (NCEP-ATPIIl), conservé tres de los criterios
anteriores, desglosando la dislipidemia en sus dos componentes, cambio la diabetes tipo 2
por la intolerancia a la glucosa, y eliminé la microalbuminuria; establecié que se requeriria

la presencia de al menos tres de los cinco componentes para establecer el SM.” En el afio
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2003, la American Association of Clinical Endocrinology (AACE) unificé y publicoé una serie

de criterios para el diagnostico del SM.? Otros grupos que han publicado propuestas de

diagnéstico son la Federacion Internacional de Diabetes (FID) y el Grupo Europeo para el

Estudio de la Resistencia a Insulina (EGIR). La Tabla 1 muestra un resumen de los

criterios establecidos por estas cinco organizaciones.

Tabla 1. Criterios clinicos de la OMS, NCEP-ATPIII, AACE, FID y EGIR para describir al
sindrome metabdlico.

OoMS

NCEP- ATP Il

AACE

FID

EGIR

Obesidad abdominal
indice de masa
corporal = 30 Kg/m?
Relacion cintura cadera:
Hombres = 0.90
Mujeres = 0.85

Obesidad abdominal

Circunferencia de
cintura
H>102 cm
M >88 cm

indice de masa
corporal = 25

Circunferencia de
cintura
H>102 cm
M >88 cm

Circunferencia
abdominal
H>94 cm
M <80 cm

Circunferencia
abdominal
H>94 cm
M <80 cm

IMC = 30 Kg/m?

Resistencia a la insulina
Diabetes tipo 2 definida
por HOMA g (Modelo
homeostatico para
valorar resistencia a
insulina)

Intolerancia a
la glucosa
(=110 mg/DI)

Glucosa plasmatica en
ayuno 110 — 125mg/dL
0 > 140 mg/dL 2h
después de una carga
de glucosa de 759

Glucosa plasmatica en
ayuno >100mg/dL o
previo diagndstico de
diabetes tipo 2

Resistencia a insulina
o hiperinsulinemia en
ayuno > p75

Hipertensién arterial
bajo tratamiento
hipertensivo y/o
2140/90mmHg

Presion sanguinea
= 130/85 mmHg

Presion sanguinea
= 130/85 mmHg

Presién arterial
>130/85 mmHg o
diagndstico previo /
farmaco especifico.

Hipertension arterial
bajo tratamiento
hipertensivo y/o
2140/90mmHg

Colesterol HDL:
H <35mg/dL
M < 39mg/dL

Dislipidemia

Triacilgliceroles
>150mg/dL
(=1.7mmol/L)

Colesterol HDL
H <40 mg/dL
M <50mg/dL

Colesterol HDL
H <40 mg/dL
M <50mg/DI

Colesterol HDL
H <40mg/dL
M <50 mg/dL 6
farmaco especifico

Colesterol HDL
<40mg/dL

Triacilgliceroles
>150 mg/dL

Triacilgliceroles
>150 mg/dL

Triacilgliceroles en
ayuno
>150mg/dL

Triacilgliceroles
2180 mg/DI

Microalbuminuria
= 20 pg/min

Diagnostico de
enfermedad
cardiovascular,
hipertensién,
sindrome de ovarios
poliquisticos, o
acantosis nigricans.
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A pesar de que la existencia de diferentes criterios para diagnosticar al SM, para fines
de investigacion en la busqueda nuevos farmacos, se puede enfatizar en aquellos factores
cuya regulacion o eliminacion, brinden una mayor prevencion para el desarrollo de

diabetes mellitus tipo 2 y/o enfermedades cardiovasculares.®

2.1.2. Componentes del sindrome metabdlico

2.1.2.1. Resistencia ainsulina

La resistencia a insulina se presenta cuando la glucosa no ingresa a la célula a pesar
de la presencia de insulina endégena y/o exdgena.? Esta presente en las personas con
SM y se considera como uno de los factores de riesgo para diabetes tipo 2 y

enfermedades cardiovasculares.’

Existen multiples causas de la resistencia a insulina pero un elemento importante en
su aparicion es la abundancia de acidos grasos circulantes que provienen
predominantemente de las reservas de triacilgliceroles de tejido adiposo y de la lipdlisis de
lipoproteinas de otros tejidos; los primeros liberados por la lipasa sensible a hormonas y
los segundos por la lipasa de lipoproteina (LPL). La lipdlisis es inhibida por la insulina y
estimulada por las catecolaminas, el cortisol y la hormona del crecimiento. Por su parte, la
resistencia a insulina incrementa la lipdlisis y con ello la cantidad y acumulacién de acidos
grasos en forma de triacilgliceroles en los musculos estriados, incluyendo el miocardio.® La

aparicion de la resistencia a insulina es precedida de hiperinsulinemia o de hiperglucemia.8

Los factores de riesgo cardiovascular en pacientes con resistencia a la insulina, no
so6lo se relacionan con la presencia de alteraciones en el perfil lipidico, también se asocian
con procesos inflamatorios, estrés oxidante y alteraciones de coagulacién sanguinea.? El
estado pro-inflamatorio, reconocido clinicamente como la elevacion de la proteina C
reactiva (PCR), se presenta comunmente en personas con SM. Una causa de este estado
es la obesidad, ya que el exceso de tejido adiposo provoca la liberacién de citocinas pro-
inflamatorias que generan niveles elevados de PCR. Niveles de PCR mayores de 3.0 mg/L

tienen mayor incidencia de desarrollar eventos coronarios.®
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2.1.2.2. Dislipidemia aterogénica

Se caracteriza por hipertrigliceridemia, disminucion de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) y una alta proporciéon de lipoproteinas de baja densidad (LDL).” Estudios mas
detallados revelan otras anormalidades como elevadas lipoproteinas remanentes y
apolipoproteinas B (apoB). La hiperinsulinemia disminuye la produccion de triacilgliceroles
en cerca de 67% y aumenta la LDL pequefias y densas (LDL clase B), que son mas

susceptibles a ser oxidadas y por lo tanto mas aterogénicas.8

2.1.2.3. Hipertension arterial
La hipertension, no obstante que tiene un origen multifactorial, esta fuertemente
asociada con obesidad y comunmente se presenta en personas con resistencia a

insulina.’

2.1.2.4. Obesidad

La obesidad es un exceso de masa de tejido adiposo,® y fue declarada por la OMS
como una enfermedad en 1988; esta definida como un indice de masa corporal mayor a
30 Kg/mz,9 el cual es una medida del peso y grasa corporal con relacion a la estatura. La
obesidad ha recibido gran atencién pues se asocia con hipertension, altos niveles de
colesterol en suero, bajo nivel de colesterol HDL, hiperglucemia, y por ende,

enfermedades cardiovasculares.’

2.1.3. Tratamiento del sindrome metabolico

Se ha informado que un factor determinante que no debe excluirse para el
tratamiento del SM es la obesidad.® En este sentido se ha demostrado que una reduccion
del peso corporal del 5 al 10% provoca un descenso significativo en la presion sanguinea

de hipertensos y una mejora en el control de la glicemia en pacientes diabéticos."°

El tratamiento para la obesidad debe iniciarse con la dieta y el ejercicio fisico, lo cual
aumenta la sensibilidad a la insulina, mejora la tolerancia a la glucosa, disminuye las cifras
de presion arterial, incrementa el colesterol HDL, disminuye el colesterol LDL y mejora la
reserva y funcion cardiopulmonar.™ Sin embargo, la falta de participacién de los pacientes,

o bien de resultados pobres a corto plazo, provoca la necesidad de buscar tratamientos

5
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farmacoldgicos, que en conjunto con los ya mencionados, les permitiria mejorar su salud

y calidad de vida.

En este sentido, existen dos clases de farmacos para el tratamiento de la obesidad,
los anorexigénicos (disminuyen el apetito) y los inhibidores de la absorcion. Algunos de los
farmacos que han sido aprobados por la FDA en los Estados Unidos para el tratamiento a
largo plazo de la obesidad son la Sibutramina (anorexigénico) y Orlistat (inhibidor de la

absorcion de grasa),?

mientras que la Fentermina (anorexigénico) solamente fue aprobado
para usarse por 3 meses (Figura 1), cabe mencionar que la Sibutramina fue retirada del
mercado mexicano en el 2010 debido a que el perfil de seguridad no fue aceptable. No
obstante, estos agentes tienen una eficacia variable o bien efectos secundarios no

deseados que restringen su potencial terapéutico.’

Cl
_N NH2
\
Orlistat Sibutramina Fentermina

Figura 1. Estructura de algunos de los farmacos empleados para el tratamiento de la obesidad.

Una de las macromoléculas diana para la busqueda de farmacos anti-obesidad es el
receptor de canabinoides CB1 el cual es conocido por participar en la regulacion del
consumo de comida, la acumulacion de grasa y el balance de energl'a.12 Ademas, tiene
influencia en numerosos comportamientos, facilitando el incremento de energia consumida

y el decremento de la acumulacion de grasa en el cuerpo.™
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La familia de receptores canabinoides incluye dos receptores distintos: el receptor
canabinoide CB1 y el receptor canabinoide CB2. Ambos son receptores formados por 7

dominios transmembranales (7TM) acoplados a proteina G.'*°

El receptor CB1 se ha encontrado predominantemente en el cerebro y en los tejidos
nerviosos, donde moderan el consumo de alimentos, asi como también en numerosos
érganos implicados en la regulacion de energia,’ como intestino, higado, musculo
esquelético y pancreas, 6rganos que estan involucrados en la patofisiologia de la diabetes
tipo 2."® Los receptores CB2 estan presentes casi exclusivamente en la sangre y células

inmunes pero también estan expresados con menor proporcion en el cerebro.'®

Los dos receptores canabinoides regulan una variedad de funciones fisiologicas
centrales y periféricas, incluyendo el desarrollo neuronal, el proceso neuromodulatorio, el
metabolismo energético y las funciones cardiovasculares, respiratorias y reproductivas.
Ademas estos receptores modulan la proliferaciéon, motilidad, adhesion y apoptosis

celular.®

Como miembros de la superfamilia GPCR ambos receptores se reportaron
inicialmente como activantes del heterotrimero Gi/o de proteinas G. A consecuencia, la
activacion de estos receptores canabinoides permite primariamente la inhibicién de la
adenilato ciclasa y la reduccion en la acumulacion de AMP ciclico en la mayoria de los
tejidos. Ademas regulan la fosforilaciéon y activacion de diferentes miembros de la familia
de proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPKSs), incluyendo la regulacién de la
sefalizacion extracelular de cinasa 1 y 2 (ERK1/2), p38 MAPK y la proteina cinasa N
terminal Jun (JNK). En adicidon a lo anterior el receptor canabinoide CB1 modula la
transmision sinaptica ya que puede acoplarse negativamente al tipo de voltaje N y P/Q
operado por canales de ca? provocando su inhibicion y acoplarse positivamente a los de

tipo A activando los canales de K+ en las terminales presinapticas (Figura 2)."> '
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Figura 2. Complejo de senalizacion de receptores canabinoides (Adaptacion de Bosier B.
Biochem. Pharm. 2010, 80, 1-12).
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La sobreactivacion del sistema endocanabinoide esta relacionada con la obesidad
abdominal y el desarrollo del sindrome metabdlico. La regulacion a la baja del sistema
canabinoide por bloqueos especificos del receptor CB1 puede inducir la reduccién del
peso corporal, por ello, el interés particular se concentra en el antagonismo del receptor
cB1.?

2.2. Derivados diarilpirazélicos como antagonistas del receptor CB1

Los antagonistas al receptor CB1 conocidos hasta el momento son derivados 1,5-
diarilpirazoles, aminoalquilindoles o triazoles.® El derivado 1,5-diarilpirazdlico llamado
Rimonabant, (Figura 3) fue el primer antagonista al receptor CB1 reportado y
extensamente investigado. Descubierto por Sanofi-Aventis fue el unico comercializado en
varios paises, desde entonces el antagonismo para el receptor CB1 ha sido considerado

como una estrategia para el tratamiento de la obesidad.’

Cl

Cl

Figura 3. Estructura quimica de Rimonabant.

Rimonabant es un antagonista selectivo al receptor CB1 con poca o ninguna afinidad
por otros receptores, incluyendo a los receptores CB2. Algunos estudios sugieren que
puede funcionar como un agonista inverso y hacer frente a la actividad intrinseca de los
agonistas o bien inhibir la actividad del receptor CB1. Cruza la barrera hematoencefalica y
se une ampliamente a las proteinas en plasma (<99%). In vitro, es metabolizado
predominantemente por el higado, principalmente por el CYP3A4 y amidohidrolasa. Sélo

la dosis de 20 mg fue comercializada.'® '3
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El modelo para el acoplamiento del Rimonabant en el receptor CB1 senala que la
principal interaccién corresponde a un puente de hidrogeno entre el grupo carbonilo del
farmaco y la lisina 192-asparagina 366 del receptor CB1, asi ejerce un efecto de
estabilizacion en las interacciones electrostaticas y en el puente de hidrogeno de lisina y
asparagina como se ve en la Figura 4.° Estos estudios indican la porcidon farmacoforica de

este grupo de compuestos.

Figura 4. Interaccién ligando-receptor de Rimonabant.

Estos estudios de acoplamiento molecular indican que las porciones de interaccion
con la tirosina 275, la fenilalanina 278, los triptéfanos 279 y 356, constituyen un area

estructural para la busqueda de otros derivados del 1,5-diarilpirazol.

A pesar de la actividad farmacoldogica demostrada (Fig. 5) y su eficacia en el
tratamiento de la obesidad, el Rimonabant fue retirado de mercado al igual que otros
analogos en desarrollo clinico (Taranabant y el Otenabant), debido a severos efectos
adversos de tipo psiquiatricos como depresion, ansiedad y suicidio. Sin embargo, el
desarrollo de antagonistas del receptor CB1 con mejores propiedades fisicoquimicas vy
menores efectos adversos puede ser una alternativa para el tratamiento de la obesidad y
con ello, del SM. Con esto en mente, nuestro grupo de investigacion ha iniciado la

indagacioén de derivados 1,5-diarilpirazélicos, analogos al Rimonabant que conservando la
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parte farmacofdrica de esta molécula para el receptor CB1, presenten una mayor accion
hipoglucémica para encontrar una estructura prototipo que con su posterior desarrollo se
pueda convertir en un agente hipoglucémico con una menor actividad sobre el sistema

nervioso central.

Figura 5. Mecanismo de accion de Rimonabant en obesidad y diabetes tipo 2. (Adaptacion de
Scheen A. Best Prac. Res., 2007, 21, 535-553).

2.3. La preformulacion farmacéutica en la etapa de descubrimiento de prototipos
2.3.1 Introduccién ala preformulacion

El proceso de descubrimiento y desarrollo racional de nuevas entidades quimicas con
potencial farmacéutico puede ser mas eficiente si desde etapas tempranas se comienza

con un proceso de preformulacion. Muchas de las moléculas prototipos que son evaluadas
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en estudios in vivo no alcanzan a presentar una respuesta favorable debido a que
presentan propiedades fisicoquimicas inadecuadas para una buena biodisponibilidad. Una
de estas propiedades es la pobre solubilidad acuosa (<1 mg/L). Para tratar de que estos
prototipos no sean descartados, se han propuesto diversas estrategias para resolver la
inconveniencia de su insolubilidad acuosa. Una de éstas es la preformulacion donde su
aplicacion desde del descubrimiento es crucial'” debido a que ciertos problemas
relacionados con la inestabilidad o Ila insolubilidad, causantes de una baja
biodisponibilidad o ineficacia, pueden evitarse mediante la aplicacion de esta

estrategia.’®"?

Las técnicas mas comunes para tratar de resolver el problema de la insolubilidad
acuosa de los principios activos son el ajuste del pH, la co-solvencia, la formacion de
micelas y la complejacion para lo cual pueden emplearse diferentes excipientes. Algunos
ejemplos son: i) para la cosolvencia: etanol, glicerol, propilenglicol, PEG400, etc, ii) para la
formacion de micelas, los surfactantes Tween 80, Cremophor EL, etc.; iii) para la
formacion de complejos, las ciclodextrinas. Otras técnicas reportadas son las micelas
poliméricas, emulsiones y liposomas. Dentro de este contexto, uno de los métodos
comunmente empleados para optimizar la biodisponibilidad de los farmacos que mejora

su perfil de disolucion es la formacion de dispersiones solidas."

2.3.2 Dispersiones so6lidas

El concepto de dispersiones solidas fue desarrollado por Sekiguchi en 1961 para
mejorar la biodisponibilidad de farmacos poco solubles en agua.20 Chiou y Riegelman
definen a las dispersiones solidas como la dispersion de uno 0 mas principios activos en
una matriz o excipiente inerte, en donde los principios activos pueden estar en un estado

cristalino o amorfo.?°

Las dispersiones solidas finas pueden incrementar la superficie disponible mejorando
la humectacién y la disolucién. Las diferentes formas de los farmacos en estado sélido
pueden influenciar la disolucién, biodisponibilidad, estabilidad y otras propiedades. La

ventaja de las dispersiones sdlidas es que cuando el acarreador se disuelve, el farmaco se
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libera como particulas coloidales muy finas con un tamafio menor a 1 um aumentando el
area superficial y la velocidad de disolucién; mientras que en las formulaciones
convencionales la velocidad de disolucién muchas veces no se ve favorecida (tamafio de

particula mayor a 5 ym). ?’

Las dispersiones sdlidas pueden prepararse por tres métodos principales,20 el método
de fusion, el método de disolucion con un disolvente organico y el método de fusién-
disolucion; existen otros que son empleados con menor frecuencia como el uso de spray-
drying.?’
acarreador a una temperatura mayor que la temperatura de fusion del acarreador

El método de fusion consiste en la fundicion de la mezcla del farmaco y el

empleado, después se enfria y pasa por un proceso de pulverizado y tamizado. La
disolucion con disolventes organicos involucra la disolucion del farmaco y acarreador en
un mismo disolvente, el cual posteriormente se evapora. Finalmente, el método de fusion-
disolucidon consiste en la disolucion del farmaco en un disolvente para después
incorporarse al acarreador fundido; enseguida, el disolvente empleado se retira. Este
método se emplea cuando el acarreador no es soluble en el disolvente y ademas la

adicién del liquido afecta sus propiedades. %2

Las propiedades fisicoquimicas de los principios activos y de los acarreadores
empleados son diferentes y por ello los métodos utilizados no permiten obtener siempre
los mismos resultados, en cuanto a las caracteristicas de los sélidos producidos. Por este
motivo, se han clasificado los diferentes tipos de dispersiones sélidas dependiendo de la

miscibilidad y el estado amorfo o cristalino (Esquema 1).

El acarreador empleado en la formacién de dispersiones sélidas debe poseer ciertas
caracteristicas como una adecuada solubilidad acuosa (0 en su defecto, poseer la
capacidad de captar agua en altas proporciones), debe ser inocuo vy, estable quimica y
termodinamicamente; por otro lado, debe tener un punto de fusién relativamente bajo para
poder ser empleado en el método de fusion pero si el método de eleccion es disoluciéon

debe ser soluble en el disolvente organico elegido. Ademas, el acarreador debera
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aumentar la solubilidad del farmaco por lo cual no debera formar complejos de asociacion

muy fuertes ya que esto disminuiria la velocidad de disolucién.

Farmaco y polimero

v

Inmiscibles en estado liquido.

Dispersion solida
cristalina.

Dispersion sdlida
amorfa.

A

v
Miscibles en estado liquido.
[
Inmiscible en estado | — — Miscible en estado
solido. solido.

A

Mezcla eutéctica

€

Dispersion sélida
cristalina (suspension
cristalina)

Dispersion sdlida
amorfa (suspension
vitrea)

¢

—>

Solucién sélida amorfa.

Solucién solida

Esquema 1. Clasificacion de dispersiones solidas.

Los acarreadores que se emplean usualmente son el polietilenglicol (PEG), alcohol

polivinilico (PVA), crospovidona y polivinilpirrolidona (PVP). #*

2.3.3. Polivinilpirrolidona

La polivinilpirrolidona (Figura 6) —también llamada plasdona, povidona, E1201,

polividona y poli[1-(2-oxo-1-pirrolidinil)etileno]— es un polimero sintético conformado por

grupos lineales de 1-vinil-2-pirrolidona, cuyos diferentes grados de polimerizacion dan

como resultado diferentes masas moleculares, en un rango de 2 500 a 3 000 000.

La PVP es un excipiente empleado como aglutinante en la granulacion humeda en

tabletas y como solubilizante de soluciones orales. Se ha empleado desde 1940 en la

industria farmacéutica como un expansor plasmatico. También es empleado como agente
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de recubrimiento, agente de suspension, estabilizante y viscosante en soluciones y

suspensiones topicas y orales.?> %

— —n
Figura 6. Estructura de la polivinpirrolidona.

La temperatura de transicién vitrea (Tg) de PVP no s6lo depende de la masa molar
sino también de la humedad que contiene. Generalmente esta temperatura es alta por lo
que su aplicacion en la preparacion de dispersiones solidas por el método de fusion es
limitada. Por otra parte, posee una buena solubilidad en una gran variedad de disolventes
organicos, por tal motivo es muy utilizada para preparar dispersiones solidas por el método

de disolventes. ¥’

El consumo de PVP por via oral se considera no toxico pues no se absorbe en el
tracto gastrointestinal ni en las mucosas, no es irritante para la piel y no causa
sensibilizacion. Sin embargo, cuando se administran formulaciones por via intramuscular
se presenta la formacién de granulomas subcutaneos y puede acumularse en los érganos

del cuerpo después de una inyeccién por la misma via.?®
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome metabdlico es actualmente un grave problema de salud publica en nuestro
pais y a nivel mundial. Por los factores de riesgo que lo constituyen, seria conveniente
contar con moléculas que aminoraran o desaparecieran la presencia de los mismos. Dado
que los derivados del 1,5-diarilpirazol, catalogados como agentes antiobesidad, por el
efecto antagonistas a los receptores canabinoides que ocasiona la inhibicion del apetito,
presentan como reaccion colateral la disminucion de glucosa sanguinea, ¢existe la
posibilidad de que mediante modificaciones en su estructura se pueda favorecer este tipo
de accion bioldgica, rebasando el inconveniente de la hidrofobicidad mediante algun

sistema de preformulacion para su administracion por via oral?

4. HIPOTESIS

Si se modifican las porciones arilicas del 1,5-diarilpirazol se tendran moléculas con mayor
actividad hipoglucémica cuando sean administradas por via oral como tales o

preformulados en forma de  dispersion sdlida con  polivinilpirrolidona.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Sintetizar tres moléculas derivadas del 1,5-diarilpirazol como agentes de accién

hipoglucemiante.
5.2 Objetivos particulares.

e Sintetizar las siguientes moléculas:

2 S

P—NH
\
Y
N
cl

Cl

1-(2,4-diclorofenil)-5-fenil-4-metil- N-(piperidin-1-il)-1H-pirazol-3-carboxamida (1)

Cl

5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil- N-(piperidin-1-il)-1H-pirazol-3-
carboxamida (2)
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1,5-difenil-4-metil- N-(piperidin-1-il)-1H-pirazol-3-carboxamida (3)

Caracterizar por métodos espectrométricos y espectroscopicos la estructura de las
moléculas sintetizadas.

Realizar dispersiones sélidas de los compuestos 1, 2 y 3 empleando
polivinilpirrolidona como acarreador.

Registrar las microscopias electrénicas de barrido de las dispersiones sodlidas

obtenidas.

Enviar a evaluacion biologica los tres compuestos sintetizados y sus

preformulaciones correspondientes.

18



METODOLOGIA

6. METODOLOGIA

La metodologia se divide en tres apartados generales: el primero comprende la parte
quimica, donde se presenta la sintesis de los tres productos propuestos; el segundo
apartado describe la preformulacion mediante la preparacién de dispersiones solidas de
las moléculas sintetizadas y el tercero indica brevemente el modelo empleado en la

evaluacion bioldgica.
6.1 Parte quimica.

En esta seccion, se describe la metodologia seguida para la sintesis de los derivados
del 1,5-difenilpirazol. En el analisis retrosintético (Esquema 2), los productos finales se
obtienen a través del acoplamiento del derivado del acido 1,5-diaril-4-metil-1H-pirazol-3-
carboxilico y 1-aminopiperidina. El precursor del acido antes mencionado sera su
correspodiente éster etilico. Este ultimo se obtendra de la reaccion entre la fenilhidrazina,
sustituida o no con atomos de cloro, y el derivado del 3-metil-2,4-dioxo-4-fenilbutanoato de
etilo (compuesto tricarbonilico mostrado en el Esquema 2). El compuesto tricarbonilico

sera el producto de la reaccion del enolato del derivado de propiofenona y oxalato de

dietilo.

OEt

Esquema 2. Analisis retrosintético para la obtencion de los productos propuestos. 19
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Con el analisis retrosintético establecido, se prosiguié con el desarrollo de los

procedimientos, presentandose de manera general la sintesis de los tres derivados 1,5-

diaril-1H-pirazdlicos. En el Apéndice | se describen de forma detallada los procedimientos

implementados.

La ruta sintética general para la obtencion de 1, 2 y 3, se muestra en el Esquema 3.

0 oL'o

1. LIHMDS, metilciclohexano . OEt
2. Oxalato de dietilo
1 1 O

R R

H,SO,, EtOH
! 2. KOH, EtOH

NH ]
\ M OH
N
N Q 1. .SOCl,, PhMe / \N
N -
1 o N
R 3 2. 1-aminopiperidina, 3
R DIPEA, CHCI, R1 ©/R
R2

R2

Compuesto
1 2 3
R’ H Cl H
R? Cl Cl H
R® Cl Cl H

Esquema 3. Ruta sintética general para 1, 2y 3.

1, @NW\IHZ
R? R

20



METODOLOGIA

6.1.1 Sintesis del 1-(2,4-diclorofenil)-5-fenil-4-metil-N-piperidin-1-il-1H-pirazol-3-
carboxamida (1)

El paso inicial fue la obtencién de la 2,4-diclorofenilhidrazina (6), a partir de la

reduccion del 2,4-dicloronitrobenceno para obtener la 2,4-dicloroanilina (5) (Esquema 4).

NO, H, C :NHz
—_—
cl’ i :CI cl cl

Ni-Raney
5

Esquema 4. Reduccién catalitica del 2,4-dicloronitrobenceno.

Como lo muestra el Esquema 5, el compuesto 6 se obtuvo mediante la formacién de
la sal de diazonio y una reduccion posterior. EIl compuesto 5 se hizo reaccionar con
NaNO; en condiciones acidas y después se realizé una reduccion quimica con SnCly*H,0

en medio acido, consiguiendo la formacion de la fenilhidrazina correspondiente.

@iNHZ 1. NaNO/H" @NHNW
cl Cl 2.SnCl, Cl Cl

5 6

Esquema 5. Formacién de 2,4-diclorofenilhidrazina.

Por otro lado, la obtencion del compuesto tricarbonilico se inicioé con la preparaciéon de
la sal de litio del 4-fenil-3-metil-2,4-dioxobutanoato de etilo, la cual se sefala en el
Esquema 6. La sal mencionada se gener6 del enolato de propiofenona por medio del
tratamiento con la base bis(trimetil)sililamiduro de litio (LIHMDS) en metilciclohexano
(MCH) y después se realizé el ataque nucleofilico del enolato formado al oxalato de dietilo

para generar el derivado tricarbonilico (7).

o) oL O
1. LIHMDS, MCH L oFt
2. Oxalato de dietilo - o)
;

Esquema 6. Obtencién de sal de litio del 4-fenil-3-metil-2,4-dioxobutanoato de etilo.
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La formacion del anillo pirazdlico se llevé a cabo mediante la ciclocondensacion de
los dos precursores obtenidos en los pasos anteriores. Para ello, se hizo reaccionar el
compuesto 6 con el compuesto 7 en condiciones de reflujo y catalisis acida. (Esquema 7).

o qj
NH, \-JI_ OEt H,S0, EtoH
O™ - o
cl cl o
Cl
6 7 8

Esquema 7. Formacion del anillo de 1H-pirazol.

El compuesto 8 fue sometido a una hidrdlisis alcalina con KOH para formar el acido 1-
(2,4-diclorofenil)-5-fenil-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilico (9). Este ultimo, se traté con SOCI,
para obtener el cloruro de acido correspondiente. Finalmente, se agreg6 1-aminopiperidina
y diisopropiletilamina (DIPEA) en CHCI; para conseguir la formacion del compuesto 1

(Esquema 8).

W NH
\
/ N Hz’}l 1) SOCL, PhMe R
N N 2) DIPEA N
a * - N’
CHcI
’ Cl
Cl
Cl
9 1

Esquema 8. Obtencién del compuesto 1.
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6.1.2 Sintesis del 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-N-piperidin-1-il-1H-

pirazol-3-carboxamida (2)

El compuesto 2 corresponde al rimonabant, farmaco utilizado en el tratamiento de la
obesidad'’. Esta molécula se sintetizo para usarse como control positivo y para realizar la
dispersion sélida del mismo. El método de sintesis es muy similar al del compuesto 1, con
la diferencia de la materia prima utilizada para formar la sal de litio del 4-(4-clorofenil)-3-

metil-2,4-dioxobutanoato de etilo (Esquema 9).

(@) Li

. 00
1. LIHMDS, MCH
- I OFEt
2. Oxalato de dietilo, I
cl 0

Cl

Esquema 9. Formacion de sal de litio.

Para realizar la formacién del anillo de pirazol (11) se empled el producto de la
reaccion anterior en condiciones de reflujo con el compuesto 6 en medio acido (Esquema
10).

@)

+ Yo
olio
NH - OEt H,SO -
t
cl cl o o cl ©/CI
Cl
6 10 11

Esquema 10. Formacién del anillo 1H-pirazol.
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Posteriormente, se realizd la hidrdlisis con KOH de acuerdo al Esquema 11 para

obtener el acido 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilico (12).

O — O
Y0 M—oH

\ \

/N’N KOH /N’N

_—
Cl Cl EtOH Cl Cl

Cl Cl
11 12

Esquema 11. Hidrdlisis basica del compuesto 11.

Finalmente para obtener el compuesto 2 el intermediario se traté de la misma manera
que el compuesto 1 como se muestra en el Esquema 12.

] P—NH

I\ H,N

N’ N DIPEA / \N
Cl Cl * CHCI N’

>« Cl
Cl
Cl
12 5

Esquema 12. Obtencién del compuesto 2.
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6.1.3 Sintesis del 1,5-difenil-4-metil- N-(piperidin-1-il)-1H-pirazol-3-carboxamida (3)

El compuesto 3 carece de atomos de cloro en los grupos fenilo unidos al anillo
pirazdlico, por ello, para realizar su sintesis, la sal de litio se obtuvo empleando
propiofenona y posteriormente se llevd a cabo la reaccion con fenilhidrazina, en las
mismas condiciones ya descritas previamente. Este compuesto se trat6 con KOH y se
obtuvo el acido 1,5-difenil-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilico (13), a partir del cual se sintetizé
el cloruro de acido correspondiente para finalmente tratarse con 1-aminopiperidina y
DIPEA en CHCI;, para obtener la 1,5-difenil-4-metil-N-piperidin-1-il-1H-pirazol-3-

carboxamida (3) (Esquema 13).

O
R Yo
OLi O | —
NH-NH, \J OEt H,S0, /N’N
_—
©/ * o) EtOH

7 13
Q o)

\\
O
\ — KOH on
/ _N - RN
N EtOH N’
14

13
O o
OH P—NH
\ 1. SOCl,, PhMe \ N
/N ’ - 7'\
N 2. 1-aminopiperidina, N
DIPEA, CHCI,

14 3

Esquema 13. Obtencién del compuesto 3.
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6.2 Preformulacién.

En esta seccion se explica de forma general como se prepararon las dispersiones
sélidas de los compuestos 1, 2 y 3. En el Apéndice | se encuentra la descripcidén detallada

de la metodologia empleada.

6.2.1 Dispersiones sélidas con polivinilpirrolidona.

Para la preparacion de las dispersiones solidas se empled el método de disolventes
el cual, como ya se habia descrito, consiste en la mezcla del acarreador y el farmaco a
evaluar en un disolvente en el cual ambos sean solubles; la mezcla se agita durante un
tiempo considerable y posteriormente el disolvente se elimina por algun método que lo
permita. En este caso el disolvente de eleccién fue etanol ya que en él son solubles los

tres compuestos sintetizados y también la polivinilpirrolidona.

Para encontrar la relacion adecuada del farmaco:acarreador fue necesario realizar
pequefas pruebas variando la cantidad de polivinilpirrolidona en relacién al compuesto 3

elegido para tal propdsito.

Las pruebas se iniciaron con la preparacion de seis soluciones porcentuales de PVP
en etanol (1%, 3%, 5%, 12.5%, 25% y 50%), después con cada una de ellas se realizaron
soluciones con el compuesto 3, todas con una concentracion de 5 mg/mL, de esta manera
la proporcion del compuesto con el polimero en relacion masa:masa fue de 1:2, 1:6, 1:10,
1:25, 1:50 y 1:100 respectivamente. Estas soluciones se agitaron alrededor de 24h,
posteriormente se elimind el disolvente por evaporacién. El siguiente paso fue la
suspension de cada dispersion en agua para observar las caracteristicas y
comportamiento de cada una de ellas y asi elegir la mejor (los resultados se muestran en
la seccion correspondiente). EI Esquema 14 muestra de forma general el proceso ya

mencionado.
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Preparacion de dispersiones solidas
por el método de disolventes.

1
Acarreador

Polivinilpirrolidona

[======= | ________ 1

. Soluciones de PVP !

R (5mg/mL) L

1:2, 1:6, 1:10, 1:25, 1:50, 1:100

Agitacion por 24 h

Evaporacion del disolvente

— - - - - - - -]

Eleccion de la proporcion de
PVP: Comp. 3

Esquema 14. Preparacién de pruebas preliminares de
dispersiones sélidas.

Con las pruebas del compuesto 3 realizadas y optimizadas, se realizaron las
dispersiones solidas del compuesto 1, 2 y 3 en mayor cantidad obteniendo los sdlidos de
dispersiéon POV 1, POV 2 y POV 3 respectivamente, se utilizé el mismo método, usando
PVP al 5% vy la evaporacion del disolvente se realizé con presién reducida. En el
Apéndice | se encuentran los detalles de la preparacién de cada uno y de las técnicas de

caracterizacion puesto que a los tres compuestos se les realizaron estudios de IR y DSC.
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Adicional a lo anterior, se realizé la microscopia electrénica de barrido del compuesto
2 y su respectiva dispersion solida (POV 2) en comparacion con la PVP y la mezcla fisica,
para ello se enviaron las muestras en estado solido al laboratorio de microscopia de la
Facultad de Quimica en donde el Ing. Q. Ivan Puente Lee realiz6 la preparaciéon de la
muestra cubriendo cada sélido con una fina capa de oro para poder obtener las imagenes

por medio de la incidencia de electrones.
6.3 Evaluacion biolégica.

La evaluacion biologica de los 3 compuestos sintetizados asi como de las
dispersiones solidas preparadas, se llevo a cabo por el Dr. Samuel Enoch Estrada Soto en
la Facultad de Farmacia de la Universidad Autobnoma del Estado de Morelos (UAEM)

usando un modelo de diabetes que brinda informacion sobre el sindrome metabdlico.

En este modelo se emplean ratas Wistar macho de 200-250 g a las cuales se les
induce la diabetes mellitus tipo 2 por medio de la administracion intraperitoneal de 110
mg/Kg de nicotidamina en solucion fisiologica, y 15 minutos después 65 mg/Kg de
estreptozotocina disuelta en buffer de citratos con pH de 4.5. La hiperglucemia se
confirma 72 horas después de la administracion, por la presencia de glucosa elevada en
sangre mayor a 250 mg/dL, se utiliza glibenclamida como farmaco hipoglucemiante de
referencia y agua destilada como vehiculo, las muestras de sangre se recolectan a las 0,
1, 3, 5y 7 horas después de la administracion de los compuestos y del vehiculo. La
concentraciéon de glucosa en sangre se obtiene por el método enzimatico de glucosa
oxidasa, usando un glucometro comercial. Los resultados de la variacion de la glucemia
(%) se obtienen empleando la siguiente relacion: [(Gx -G0)/G0] x 100, en donde GO es el

valor de glucemia inicial (0 horas) y Gx el valor en las horas posteriores. 2
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7. RESULTADOS

En esta seccion, se mencionan los resultados correspondientes a la sintesis de las
moléculas y su caracterizacion mediante el empleo de técnicas espectrométricas y
espectroscopicas convencionales; asi mismo, se anexan los resultados generales que se
obtuvieron con la preformulaciéon de los compuestos 1, 2 y 3; y finalmente, la evaluacién
de la actividad hipoglucémica de los compuestos (preformulados y no preformulados) en
un modelo in vivo de diabetes mellitus tipo Il. En el Apéndice Il se encuentran los
espectros de las diferentes técnicas utilizadas para la caracterizacion de los compuestos

finales y las dispersiones solidas.

7.1 Parte Quimica

Para la obtencién de las moléculas objetivo, se siguio la ruta sintética propuesta en el

Esquema 3. Los detalles del procedimiento se presentan en el Apéndice |.

La Tabla 2 muestra las propiedades fisicas (punto de fusiéon, factor de retencion vy
aspecto fisico) y el rendimiento de los productos finales e intermediarios aislados. Como
se aprecia, los rendimientos en el ultimo paso de la sintesis fueron de regulares a buenos

(37 a 80 %), generando asi los pirazoles 1-3 como solidos con punto de fusion estrecho.

Para la corroboracion de la estructura quimica propuesta de las moléculas, se
utilizaron técnicas analiticas espectroscépicas (IR, 'H-RMN 'y ™C-RMN) vy
espectrométricas (EMFAB, EMIE) convencionales. En la Tabla 3 se encuentran los valores
de la espectrometria de masas de los espectros 1-3 ubicados en el Apéndice Il y que
corresponden a los carboxilatos de etilo; moléculas producto de la formacion del pirazol.
Los valores de los tres intermediarios claves que se aislaron y purificaron se presentan en
la Tabla 4. La Tabla 5 resume los valores de las técnicas antes mencionadas en la
caracterizacion de los compuestos 1-3, donde en espectrometria de masas se identifico el
ion molecular y patrén isotopico; las principales bandas presentes en el espectro de
infrarrojo y los desplazamientos quimicos, multiplicidad e integracion de los espectros de
'H-RMN y "®C-RMN. En la discusién de Resultados se puede encontrar la interpretacion

detallada que llevé a la elucidacion estructural.
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Tabla 2. Constantes fisicas y rendimiento de los intermediarios y compuestos finales.

Compuesto Rendimiento p.f. (°C) Rs Aspecto
(%)
1 37 190.1-190.3 0.33 Sistema B Salido blanco
2 72 149-150 0.58 Sistema A Sélido crema
3 80 188-189 0.47 Sistema A Sdlido crema
9 67.2 189.2-190.7 0.16 Sistema B Sdlido café
12 754 207.7-209.6 0.14 Sistema B Sdlido rojizo
14 82 220- 223 0.15 Sistema B Solido café

Tabla 3. Datos espectrométricos de los carboxilatos de etilo.

Compuesto

Datos espectrométricos.

@)
—
Yo
\
/ N
N
@ ’
Cl
5-fenil-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxilato de etilo (8)
MM: 375.25 g/mol

Espectro 1. EM [IE] m/z: 374 (M"), 376
(M+2)*.

o
\

/\
MO
\
/ N
N
Cl ©/CI
Cl
5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-

pirazol-3-carboxilato de etilo (11)
MM: 409.7 g/mol

Espectro 2. EM [IE] m/z: 410 (M*), 412
(M+2)".
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Tabla 3. Datos espectrométricos de los carboxilatos de etilo. (Continuacion)

1,5-difenil-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilato de etilo
(13)
MM: 306.4 g/mol

Espectro 3. EM [FAB (+)]m/z: 307 (M+1)".

Tabla 4. Datos espectroscopicos y espectrométricos de los intermediarios claves.

Compuesto

Datos espectroscopicos y espectrométricos

78

Acido 5-fenil-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-
pirazol-3-carboxilico (9).
MM: 347.2 g/mol

Espectro 4. EM [FAB (+)] m/z: 349 (M+1),
350 (M+2)",

Espectro 5. RMN-"H (DMSO-¢, 5 ppm)
2.218 (s, 3H, Hy), 7.181-7.213 (m, 2H, H,),
7.332-7.402 (m, 3H, Hs y Hs), 7.545 (dd,
1H, H;, J=2.2, 8.5 Hz), 7.7605 (d, 1H, Hs,
J=2.3 Hz), 12.915 (bs, 1H, H,).

o
2. Y—0H
1
3 \
4—
CI/O/Z:,N(
—
o
Y
] Cl
Acido 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-

1H-pirazol-3-carboxilico (12).
MM: 381.6 g/mol

~

|
6

Espectro 6. EM [FAB (+)] m/z: 383 (M+1)",
384 (M+2)".

Espectro 7. RMN-'H (DMSO-g, 3 ppm)
2.209 (s, 3H, Hy), 7.214 (d, 2H, H,, J=6.3
Hz), 7.443 (d, 2H, Hs, J=6.3 Hz), 7.559 (dd,
1H, Hs, J=1.8, 6.6 Hz), 7.765 (d, 1H, H,
J=1.5 Hz), 7.694 (d, 1H,Hs, J=6.3 Hz).

(0]
2. W—OH
1
\!
N /N’N
5\ =3
7
\8/7

4
Acido 1,5-difenil-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilico
(14).
MM: 278.3 g/mol

Espectro 8. EM [FAB (+)] m/z: 279 (M+1)".

Espectro 9. RMN-"H (DMSO-¢, 5 ppm)
2.188 (s, 1H, H,), 7.166-7.184 (m, 2H, H,),
7.198-7.213 (m, 2H, H), 7.280-7.335 (m,
3H, H 3y5), 7.363-7.403 (m, 3H, H 6y8)-
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Tabla 5. Datos espectroscopicos y espectrométricos de los compuestos finales.

Compuesto Datos espectroscopicos y espectrométricos.
Espectro 10. EM [FAB (+)] m/z: 429 (M+1)", 431
(M+2)".
0]
o 5_nH Espectro 11. RMN-"H (DMSO-¢, & ppm)
N6 4y 1.320 (bs, 2H, H,), 1.56 (qu, 4H, H,, J=6 Hz), 2.20
121 ¢\ =3 (S, 3H, Ho), 2.76 (t, 4H, H;, J=5.6 Hz), 7.17-7.20
Il 10~ \N’ /2 (m, 2H, H12), 7.31-7.38 (m, 3H, H11 y 13), 7.54 (dd,
13 oo 1H, Hye, J=2.4, 8.8 Hz), 7.71 (d, 2H, Hys, J=8.8 Hz),
1”5' Nte 7.72 (s, 1H, Hyg), 9.02 (S, 1H, Hy).
AT Espectro 12. RMN-"3C (DMSO-¢, & ppm)
('3| 9.565 (C-9), 23.459 (C-1), 25.808 (C-2), 55.741 (C-

1-(2,4-diclorofenil)-5-fenil-4-metil-N-
(piperidin-1-il)-1H-pirazol-3-carboxamida (1)

MM: 429.3 g/mol

3), 116.637 (C-7), 128.606 (C-16), 128.784 (C-13),
128.98 (C-11), 129.219 (C-10), 129.875 (C-12),
129.905 (C-15), 132.486 (C-18), 132.713 (C-19),
135.324 (C-14), 136.445 (C-17), 144.002 (C-8),
144.841 (C-6), 159.88 (C-5).

Espectro 13. IR (KBr, cm™) y : 3289.56 (-C=0-NH,-
), 3061.87 (Ph), 2939.80, 1455.14, 1381.39 (-CHs),
2925.38, 2858.87 (-CH,-), 1658.93 (-C=0), 1501.45
(-NHy)

5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil )-N-
(piperidin-1-il)-4-metil-1H-pirazol-3-
carboxamida (2)

MM: 463.8 g/mol

Espectro 14. EM [FAB (+)] m/z: 465 (M"), 465
(M+2)".

Espectro 15. RMN-"H (DMSO-¢, & ppm)

1.33 (bs, 2H, Hy), 1.57 (q, 4H, H,, J=5.6 Hz), 2.20
(s, 3H, Hg), 2.78 (t, 4H, H3, J=5.2 Hz), 7.21 (d, 2H,
Hqi, J=8.4 Hz), 7.44 (d, 2H, Hyp, J=8.4 Hz), 7.56
(dd, 1H, Hyg, J=8.4, 2.1 Hz), 7.74 (d, 1H, Hys, J= 8.4
Hz), 7.74 (d, 1H, His, J= 2.4 Hz), 9.14 (s,1H, Hy).

Espectro 16. RMN-"2C (DMSO-¢, & ppm)

11.659 (C-9), 25.614 (C-1), 27.966 (C-2), 57.862
(C-3), 119.140 (C-7), 129.827 (C-10), 130.895
(C-16), 131.322 (C-12), 132.145 (C-15), 133.884
(C-11), 134.624 (C-18), 134.672 (C-19), 136.313
(C-13), 137.624 (C-14), 138.334 (C-17), 144.945
(C-8), 147.061(C-6), 161.910 (C-5)

Espectro 17. IR (KBr, cm‘1) y: 3383.52 (-C=0O-NH,-
), 3077.63 (Ph), 2936.09, 1383.85 (-CHj3), 2853.98
(-CH,-), 1656.25 (-C=0), 1496.06 (-NH-).
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Tabla 5. Datos espectroscopicos y espectrométricos de los compuestos finales. (Continuacién)

Compuesto Datos espectroscopicos y espectrométricos.
Espectro 18. EM [FAB (+)] m/z: 361M+ (100%),
362 (M+1)
Espectro 19. RMN-"H (CHClz-g6, d ppm)
0 1.441 (q, 2H, Hq, J=6 Hz), 1.763 (q, 4H, H,, J=5.6
9 5—nH Hz) 2.362 (s, 3H, Ho), 2.895 (T, 4H, Hs, J=5.2 Hz),
P 7.131-7.155 (m, 2H, Hy,), 7.203-7.235 (m, 3H, Hys),
A N—3 7.269-7.299 (m, 3H, Hqq, 13), 7.328-7.352 (m, 3H, H
T A 1sy17), 7.818 (s, TH, Hy)
|
157 & Espectro 20. RMN-"C (DMSO-g, 5 ppm)
1% /j 9.303 (C-9), 23.350 (C-1), 25.442 (C-2), 57.053
N7 (C-3), 118.964 (C-7), 124.984 (C-15), 127.647
(C-13), 128.445 (C-17), 128.511 (C-16), 128.831

1,5-difenil-N-(piperidin-1-il)-4-metil-
1H-pirazol-3-carboxamida (3)

MM: 360.5 g/mol

(C-11), 129.610 (C-10), 129.988 (C-12), 139.565
(C-14), 142.182 (C-8), 143.468 (C-6), 160.371 (C-5)

Espectro 21. IR (KBr, cm'1) y: 3321.71 (-C=0-NH,-

), 3064.47 (Ph), 2940.61, 1382.12 (-CHj), 2850.81,
1473.54 (-CH,-), 1685.17 (-C=0), 1499.91 (-NH-)

7.2 Preformulacién

Debido a la naturaleza lipofilica de los compuestos sintetizados, se prepararon las
dispersiones sélidas (DS) siguiendo el método de disolventes. En esta seccién, se
describen de manera general los resultados de las pruebas preliminares de la eleccién del
acarreador, asi como de la eleccion de la proporcion compuesto/acarreador utilizando el
compuesto 3. Adicionalmente, se proporcionan dos tablas con las caracteristicas

generales de las dispersiones sélidas.

En las pruebas preliminares para la eleccion del acarreador de las dispersiones
soélidas de los compuestos sintetizados, se consideraron al quitosan y la polivinilpirrolidona
(PVP). El quitosan es un excipiente que se ha utilizado en la administracion de farmacos
relacionados con el tratamiento de obesidad y diabetes; sin embargo, no es empleado
comunmente en la preparacion de dispersiones soélidas, ya que es soluble solamente en
medios acidos (pH < 2) e insoluble en disolventes organicos. Con la intencion de utilizar
este excipiente, se decidié aprovechar su favorable solubilidad en soluciones acidas para
disolverlo en una solucion etandlica de acido citrico o glicina o N-acetil-L-cisteina, sin éxito

alguno. Por lo anterior, se descartd su uso en este proyecto de tesis.
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Por otro lado, a diferencia del quitosan, la povidona (PVP) es un polimero con una
excelente solubilidad en etanol. Comercialmente se disponen de PVP con varios valores
de masa molecular (MM) con diferentes viscosidades. Para llevar a cabo la preformulacion
fue necesario realizar estudios previos con el propdsito de identificar la concentracién de
PVP mas adecuada para conseguir una mejora de la solubilidad mediante suspensiones
que pudieran incrementar la absorcion de los compuestos en estudio y con ello
incrementar los efectos farmacoldgicos. Los mejores resultados se obtuvieron con la
solucion al 3% y al 5% de PVP, eligiendo la solucion al 5% por sus caracteristicas

cualitativas y por tener una mayor cantidad de acarreador.

Con base en los estudios previos, se generaron dispersiones solidas de los
compuestos 1, 2 y 3 con PVP al 5%. Las dispersiones sdélidas formaron suspensiones
estables durante varias horas, en comparacion de los compuestos sin preformulacion, en

Cuyo caso se observo precipitacion y escasa solubilidad.

La Tabla 6 muestra el rendimiento obtenido y la descripcidn fisica de las dispersiones
sélidas generadas; ademas, se resumen las proporciones utilizadas para la preparaciéon de

las dispersiones sélidas (eleccioén realizada con base en los estudios antes descritos).

Tabla 6. Rendimiento y aspecto fisico de las dispersiones sdlidas.

o Proporcion
Compuesto Rendimiento Aspecto compuesto/PVP

(m/m)

POV 1 99.5% Sdlido ar_nari!lento con 175
aspecto cristalino brillante
Sélido crema con aspecto
cristalino brillante
Solido amarillento con 175

aspecto cristalino brillante

POV 2 99.6% 1:.7.7

POV 3 99.5%

La caracterizacion de los solidos de dispersion se realiz6 mediante técnicas como IR
y calorimetria diferencial de barrido (DSC), con la finalidad de observar los cambios en las
moléculas y conocer el caracter cristalino o amorfo de las dispersiones realizadas.
Evidentemente, la apariencia microscopica del compuesto formulado debe ser

considerablemente diferente al arreglo en estado sdlido del compuesto sin preformular; es
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por ello que se empled la microscopia electronica de barrido con intencién de observar y
analizar las diferencias a nivel microscépico. La Figura 7 corresponde a los resultados del
estudio, los cuales se analizan y detallan en la Discusion de Resultados al igual que la

informacion proporcionada por la DSC e IR.
7.3 Evaluacion biologica.

En este apartado se presentan los resultados de la evaluacion biologica de 1-3 y su

correspondiente preformulacion.

El modelo empleado, evalua la capacidad de las moléculas para disminuir la
hiperglucemia inducida con estreptozotocina y nicotinamida (modelo de diabetes mellitus

tipo 1) en ratas Wistar.

El vehiculo se utiliz6 como control negativo, mientras que la Glibenclamida,
sulfonilurea con actividad hipoglucémica, se tomdé como control positivo. La dosis
empleada fue 50 mg/Kg de peso. Con fines comparativos, se muestra el porcentaje de la
disminucién de los compuestos con y sin preformulacién (Graficas 1, 2 y 3). En las gréaficas
también se incluye la evaluacion de la PVP, la cual se realizdé para conocer si esta poseia
algun efecto farmacoldgico relacionado con el metabolismo de glucosa, que pudiera
reflejarse en este modelo. Como se observa en todas las graficas, el polimero no presentd

ninguna actividad en el modelo de diabetes mellitus tipo |l

En la Grafica 1 se observa que no hay efecto hipoglucemiante del compuesto 1 sin
preformular y tampoco preformulado, de hecho no se observa mejora alguna de la

dispersién solida, ya que el comportamiento de ésta es similar al del vehiculo empleado.
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El compuesto 2 si presentd actividad hipoglucémica significativa, se observa un
efecto sostenido a partir de la tercera hora de administracion; a su vez se percibe un
efecto favorable de la dispersion sélida correspondiente desde la primera hora de estudio.

Sin embargo, en la hora cinco, existe una inversion en el comportamiento.

—
xX
©
73
o
Q
2 hicul
o0 e==gu= \/ehiculo
% es=fil=== Glibenclamida
:§ Compuesto 1
o
B s POV-1
S
f>° i PVP

'60 T T T 1

0 2 4 6 8

Tiempo después de la administracion (h)

Gréfica 1. Resultados de evaluacion biolégica del Compuesto 1 y su correspondiente
dispersion sélida (POV 1), en comparacion con Glibenclamida.

En el caso del compuesto 3, se aprecia que posee un efecto hipoglucémico similar al
control positivo y en el ultimo punto de la evaluacion (hora siete) alcanza los mismos
valores de disminuciéon. Por su parte, la dispersién sélida de este compuesto mejord de
manera significativa el efecto farmacolégico, desde la segunda hora de evaluacion
presenta casi el doble de efecto en la disminucién en comparacioén con el compuesto sin
preformular y en menor forma con la glibenclamida, situacion que se mantuvo hasta la
ultima hora del estudio.
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Grafica 2. Resultados de evaluacion biologica del Compuesto 2 y su correspondiente dispersion soélida
(POV 2), en comparacion con Glibenclamida.
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Grafica 3. Resultados de evaluacion biologica del Compuesto 3 y su correspondiente dispersion soélida
(POV 3), en comparacion con Glibenclamida.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

El sindrome metabdlico es una pandemia con grandes repercusiones sociales,
econdmicas y psicoldgicas’, que ha llamado el interés cientifico de una enorme cantidad
de grupos de investigacion. En esta seccion, dividida en tres apartados, se analizan los

resultados obtenidos durante el presente proyecto de investigacion.
8.1Parte quimica
8.1.1 Sintesis

Los compuestos 1, 2 y 3 son analogos estructurales que solo poseen diferencias en
el patron de sustitucion de los atomos de cloro presentes en los anillos aromaticos de la
molécula, lo cual permitié analizar la influencia de éstos en la actividad biolégica. La ruta

sintética para esos tres compuestos es la misma (Esquema 2) y se detalla a continuacion.

La reduccion del grupo nitro del 2,4-dicloronitrobenceno, en presencia de cantidades
cataliticas de Niquel-Raney permiti6 obtener la 2,4-dicloroanilina con un alto rendimiento
(99.8%) la cual se utilizé para la sintesis de los compuestos 1 y 2; el monitoreo de la
conversion del 2,4-dicloronitrobenceno se realizd unicamente por cromatografia en capa
fina observandose una conversion total de la materia prima. La posterior obtenciéon de la
2,4-diclorofenilhidrazina es un procedimiento que debe optimizarse debido a que el
rendimiento fue bajo, principalmente por el tratamiento empleado para la reduccién con
SnCly+2H,0.

Para obtener los compuestos tricarbonilicos; 4-fenil-3-metil-2,4-dioxobutanoato de
etilo (7) y 4-(4-clorofenil)-3-metil-2,4-dioxobutanoato de etilo (10), necesarios para la
formacion del anillo heterociclico de pirazol, se realiz6 una reaccién alddlica empleando
bis(trimetil)sillamiduro de litio. Esta base tiene la fuerza suficiente para formar al ion
enolato de la propiofenona y asi reaccionar con el oxalato de dietilo, mediante una

reaccion de ataque al grupo carbonilo.

La formacion de los ésteres etilicos de pirazol 8, 11 y 13; se realizé haciendo
reaccionar a los compuestos tricarbonilicos asimétricos con las correspondientes

fenilhidrazinas; estos compuestos se caracterizaron unicamente por espectrometria de
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masas (Espectros 1, 2 y 3). La hidrdlisis alcalina de los ésteres genero los acidos pirazol-
3-carboxilicos 9, 12 y 14; intermediarios claves para este proyecto y los posteriores del
grupo de investigacion, puesto que permite la incorporacién de diferentes estructuras, asi
como la hibridacion molecular con diferentes porciones farmacoféricas. Los acidos
carboxilicos, al ser intermediarios importantes, se caracterizaron por espectrometria de

masas (técnica de FAB) y resonancia magnética nuclear de hidrégeno.

A partir de los acidos carboxilicos, se realizo la activacion de los compuestos 9, 12 y
14 con cloruro de tionilo para obtener el cloruro de acido correspondiente que funcionara
como buen grupo saliente. El cloruro se sustituyé con 1-aminopiperidina en presencia de
la amina terciaria DIPEA, la cual funciona como base para neutralizar el HCI que se liberd
en la reaccion. Finalmente, el tratamiento para purificar y obtener los tres compuestos
finales no fue el mismo para todos, ya que la recristalizacion mostraba variaciones para
cada compuesto, obteniendo asi rendimientos finales elevados para el compuesto 2 y 3

mas no para el compuesto 1.
8.1.2 Caracterizacién

La caracterizacion fisica de los compuestos mediante la determinacién del punto de
fusion de los tres intermediaros muestra una cercania en los valores del compuesto 1y 5,
siendo ambos mas elevados que para el compuesto 2 (Tabla 3). Adicionalmente, se
realizo la caracterizacion por espectrometria de masas, resonancia magnética nuclear de

H y de 3¢, asi como espectroscopia de infrarrojo de los cuatro productos.

Con la espectrometria de masas fue posible corroborar la masa esperada de los
intermediarios y de los compuestos finales. En el caso de los ésteres etilicos, fue la unica
técnica de identificacion utilizada, para el 9 y 12 se utilizé el método de fragmentacién de
impacto electronico (IE) y para el 14 se empleé FAB (bombardeo rapido de atomos) con la
finalidad de disminuir la fragmentacion de la molécula, debido a los buenos resultados
obtenidos con ésta técnica de fragmentacion, se utilizé para el resto de los compuestos.
Como se observa en la Tabla 4 los acidos carboxilicos presentaron el ion cuasimolecular

(M**+1), ademas, los compuestos 9 y 12 presentan el patrén isotdpico caracteristico de los
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compuestos clorados. En la Tabla 5 se encuentran los compuestos finales de los cuales se
identifico el ion (M**+), (M**+1) y (M**+2) en los espectros 10, 14, 18 y 22.

En el caso de la caracterizacion espectroscépica por IR, en el compuesto 1 se
observan sefales de estiramiento de las vibraciones carbono-hidrégeno de los anillos
aromaticos a 3061.87 cm™. La presencia de la amida se caracteriza por la sefal de
estiramiento de las vibraciones N-H en 3289.56 cm™, y la sefial de estiramiento de la
vibracion del enlace carbono-oxigeno del grupo carbonilo a 1658.93 cm™, mientras que la
torsion de las vibraciones del enlace N-H presente en el grupo amidico se observa a
1501.45 cm™'. El metilo en posicion 4 del anillo pirazolico, se caracteriza por las sefiales de
estiramiento simétrico y asimétrico a 2939.80 cm™ y 2858.87 cm™’ respectivamente, asi
como las bandas de torsiones asimétricas a 1455.14 cm™ y simétricas a 1381.39 cm™.
Ademas es posible apreciar una banda a 729.03 cm™ con la que se identifica al anillo de
piperidina ya que es propia de las vibraciones de la torsién de balanceo de mas de cuatro

metilenos.

Para el compuesto 2, la presencia de la amida se identifica por las bandas de
estiramiento de la vibracién N-H en 3383.52cm™ y la banda de estiramiento de la vibracion
del enlace C-O del grupo carbonilo en 1656.25 cm™ de forma intensa; también se pueden
apreciar los anillos aromaticos por la banda de estiramiento C-H a 3077.63 cm™, ademas
del metilo unido al pirazol en la posicion 4 por las sefales a 2936.09 cm™” y 1383.85 cm™.
A su vez, los metilenos que conforman el anillo de piperidina se caracterizan por las

sefiales de estiramiento asimétrico de las vibraciones C-H a 2853.98 cm™.

La caracterizacion del compuesto 3 por IR presenta el mismo patrén de senales que
los compuestos 1 y 2 con pequenas diferencias en los valores numéricos. En la Tabla 7 se
pueden observar la similitud en las sefales caracteristicas de la amida componente de la
carboxamida de los tres compuestos analogos, asi como las sefiales correspondientes a

los anillos aromaticos y el metilo, las cuales se observan desde los intermediarios.

Es posible observar diferencias en los sobretonos de los espectros para identificar las
diferentes sustituciones en los anillos aromaticos para cada compuesto; sin embargo, la

RMN fue la técnica que permitié esclarecer este aspecto. La RMN-"H permitié confirmar el
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caracter de sustitucion de las moléculas sintetizadas. Las senales, en términos de
desplazamiento quimico y multiplicidad, son practicamente las mismas en los hidrégenos
comunes, las variaciones se presentan en los anillos aromaticos por la presencia y
ausencia de cloros en distintas posiciones, tanto en los intermediarios como para los

compuestos 1, 2y 3.

Tabla 7. Senales caracteristicas en los espectros de IR de los compuestos finales.

) Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3
Grupo funcional 4 4 4
(cm™) (em’™) (cm)
~ Amida 3289.56 3383.52 3321.71
(Estiramiento de vibraciones N-H)
~ Amida 1658.93 1656.25 1685.17
(Estiramiento de vibraciones C-O)
Amida 1501.45 1496.06 1499.91
(Torsién de vibraciones N-H)
Aromatico 3061.87 3077.63 3064.47
(Estiramiento de vibraciones C-H)
Aromatico 1563.94 1606.23 1598.08
(Estiramiento de vibraciones C=C)
Metilo
(Estiramiento asimétrico de 2939.80 2036.85 2940.61
vibraciones C-H)
Metilo

La RMN-"H de los intermediarios 9, 12 y 13 se realizé en un espectrofotdometro de
300 MHz; debido a la similitud estructural con los compuestos finales, se observa una gran
semejanza en sus espectros de resonancia. En el caso de los compuestos finales, los
espectros 11, 15 y 19 se realizaron en un espectrofotdmetro de 400 MHz. A continuacién
se describe el desplazamiento quimico y multiplicidad de las sefiales observadas en los

compuestos finales.

Los hidrégenos del carbono 1 (H4, Tabla 3) correspondientes al metileno en posicién
3 del anillo de piperidina, se presentan en el espectro de RMN-'H como una sefial ancha

para los compuesto 1 y 2, y como un quintuplete para el compuesto 3, debido a que
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percibe las sefales de los cuatro hidrogenos equivalentes vecinos, presentes en el anillo;
en los tres casos, las senales integran para 2 hidrogenos. Siguiendo la interpretacion del
anillo de piperidina, el hidrégeno unido al carbono 2 (H;) se observa como un quintuplete
que integra para cuatro hidrégenos debido al acoplamiento con dos pares de hidrogenos
vecinos quimicamente equivalentes (Hq y Hs), lo que confirma la asignaciéon de la sefal.
De la misma manera, los hidrogenos del carbono 3 integran para 4 hidrégenos, se
presentan como un triplete por el acoplamiento del par de hidrégenos equivalentes Hy. en
este caso el desplazamiento quimico se aprecia a radiofrecuencias mas bajas en
comparacion con los otros hidrogenos alifaticos por la presencia del nitrégeno de la
piperidina en la posicion alfa. Para los tres compuestos, el hidrégeno 4, correspondiente a
la carbohidrazida, es la sefal que se presenta en radiofrecuencias bajas, debido al efecto
no protector del grupo carbonilo. Los hidrogenos del metilo (Hg) se observan como un
singulete en los tres espectros e integran para tres hidrogenos. En la Tabla 8 se muestran

de manera resumida las sefales antes descritas para las tres moléculas.

Tabla 8. Comparacion de las sefiales alifaticas de RMN-"H de los compuestos finales.

NUmero de Desplazamiento quimico
hidrégeno Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3
(ppm) (ppm) (ppm)
1 1.320 1.330 1.441
2 1.563 1.567 1.763
3 2.762 2.781 2.895
4 9.016 9.145 7.816
9 2.205 2.201 2.361

Una vez analizadas y confirmadas las asignaciones de las sefiales alifaticas y del
hidrégeno de la carbohidrazida, se prosigue a la asignacion de las senales aromaticas. En
el caso de los compuestos 1 y 2, comparten el anillo de 2,4-diclorofenil en la posicidon 1 del
anillo pirazélico. El desplazamiento quimico y multiplicidad de las sefales del espectro de
RMN-"H de dicho anillo es practicamente la misma: se presentan radiofrecuencias bajas
por la influencia del atomo de nitrogeno al cual se encuentra unido el anillo. El Hys,
ubicado en la posicion 3 del anillo, integra para 1 hidrégeno y se presenta como un doblete

por el acoplamiento meta con el hidrogeno en la posicion 5 del anillo (H+g); Debido a que el
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acoplamiento se da con un hidrégeno en posicidn meta, la constante de acoplamiento es
pequefia (2.4 Hz) y confirma la asignacién. Por su parte el Hq integra para un sélo
hidrégeno y es un doble de dobles por tener acoplamiento con dos hidrégenos vecinos,
uno en orto y otro en meta; por ello se observan dos constantes de acoplamiento
diferentes, acordes a los valores tedricos que van de 7 a 9 Hz para la ubicacién en orto
(experimentalmente es de 8.8 Hz), mientras que en meta es de 1 a 3 Hz (2.4 Hz
experimentalmente). El Hys (posicion 6 del anillo) unicamente presenta acoplamiento con
el Hiys en posicion orto y muestra una constante de acoplamiento similar en ambos

compuestos (Figura 8).

Figura 8. Asignacion de las constantes de acoplamiento y desplazamiento de los hidrogenos
aromaticos en el compuesto 2.

Asignadas las senales del anillo 2,4-diclorofenilo en la posicion 1 del anillo de pirazol
de los compuestos 1 y 2, se discutira el fenilo en posicion 5 de los compuestos 1 y 3.
Debido a la simetria del anillo, sdlo se perciben tres sefiales, todas se observan como
multipletes o senales complejas. Primeramente, el Hyy y el H4z comparten la senial
compleja que integran para tres hidrogenos; en este caso, la complejidad de la sefal se

explica por el acoplamiento con los demas hidrégenos vecinos en el anillo. De manera
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similar, el Hi> se observa como una sefial compleja por los acoplamientos con los demas

hidrogenos vecinos cuyo desplazamiento quimico es diferente.

El compuesto 2, a diferencia de los dos anteriores, presenta un anillo de 4-clorofenilo
en la posicion 5 del anillo de pirazol. Este anillo presenta un sistema de sustitucion para
del tipo AA'BB" que integran en total para cuatro hidrogenos. En la Figura 9 se encuentra
la asignacion esquematizada de las sefales en el Espectro 15, correspondiente al

compuesto 2.

Figura 9. Asignacién parcial de sefales de los grupos fenilo en posicion 1 y 5 del anillo
pirazoélico del compuesto 2.

En la RMN-"C se observa una tendencia general para los tres compuestos, hacia
radiofrecuencias altas se observan las senales del metilo y tres sefales de los cinco
carbonos que conforman el anillo de piperidina. Cabe sefialar que el desplazamiento
aumenta segun la cercania de los carbonos con el nitrogeno, debido al efecto
desprotector. El desplazamiento de los carbonos de los anillos aromaticos se ve afectado
por la electronegatividad de los cloros y el nitrogeno del anillo pirazdlico, mostrando una
variacion para cada compuesto: El compuesto 3, presenta una menor cantidad de sefales
por la simetria en ambos anillos aromaticos, mientras que el compuesto 1 y 2 se
diferencian por el desplazamiento de los carbonos del anillo en posicién 5. Como se

esperaba la sefal con mayor desplazamiento a campo bajo es del carbonilo en los tres
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casos. La Figura 10 muestra de manera esquematica la ubicacidén de las sefales en el

Espectro 20 del Compuesto 3.

Figura 10. Distribucion general de los hidrogenos de los compuestos finales (Espectro del compuesto 3).

8. 2 Preformulacion y evaluacién biolégica
8.2.1 Preformulacién

Actualmente en el campo de la quimica farmacéutica, es importante realizar estudios
de preformulacion en etapas tempranas del desarrollo del farmaco para descartar que la
inactividad de los compuestos en estudio sea debida a la baja biodisponibilidad por las
caracteristicas fisicoquimicas propias de las moléculas. Particularmente, en este escrito se
trabajo para modificar la solubilidad acuosa de los compuestos sintetizados mediante la
elaboracion de dispersiones solidas, siendo éste un meétodo sencillo y econdmico para

lograr ese objetivo.
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En la elaboracion de dispersiones sélidas (DS), el tipo de acarreador es uno de los
puntos clave a considerar. A lo largo de este trabajo se han expuesto diferentes razones
que dieron pauta a la eleccion de la polivinilpirrolidona como acarreador, siendo
preponderantes su uso frecuente en la preparacion de DS y su buena solubilidad en

diversos disolventes organicos.

Experimentalmente se observd que, a pesar de que la PVP posee una alta solubilidad
en etanol, el incremento de la cantidad de este excipiente en las soluciones produce una
variacion directamente proporcional en la viscosidad; esto influyé significativamente en la
solubilidad, dificultando la preparacion de las soluciones y sus correspondientes
suspensiones. Es debido a lo anterior que las soluciones de PVP K30 (MM aproximada de
50 000 g/mol) con una concentracion de 25 y 50% se descartaron por su alta viscosidad y
dificii manejo, aunado a que los estudios de elecciébn de la relacibn compuesto
activo:acarreador se basaron primordialmente en las caracteristicas visibles de las
suspensiones obtenidas. En este sentido, el tiempo de sedimentacion, observado al
agregar agua a las dispersiones para la preparacion de suspensiones en pequefia escala,
fue primordial debido a que las suspensiones tendrian como aplicacion la administracion
oral en ratas para la evaluacion de la actividad hipoglucemiante de cada compuesto. Por
ello, el tiempo de sedimentacion y la facilidad para resuspender los compuestos en agua
fueron los factores determinantes en la eleccion de la proporcion del polimero con relacion
al compuesto 3. La Tabla 9 describe de manera cualitativa la velocidad de sedimentacion

de las suspensiones.

Tabla 9. Velocidad de sedimentacién de las suspensiones.

% de PVP 1% 3% 5% 12.5%
Proporcion 1:2 1:6 1:10 1:25
compuesto:acarreador
Velocidad de + ++ F++ FH++

sedimentacion

Como se observa en la Tabla 9, la solucién preparada al 12.5% de PVP fue la que
tardd6 mas tiempo en sedimentar; sin embargo, la viscosidad fue mayor desde las etapas

iniciales de la preparacién, por lo que se eligio la relacion 1:10 (solucion al 5% de PVP) por
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tener una baja viscosidad, sedimentar en un tiempo considerable y sobre todo ser facil de
re-suspender. Con base en las caracteristicas observadas, la suspension se comportd
como una suspensiéon floculada debido a la facil re-dispersion del sedimento, el cual
aunque no se forma de manera inmediata lo hace en un tiempo mayor que la proporcion al
1y al 3% de PVP; sin embargo su aspecto es agradable y posee las caracteristicas
adecuadas para la administracion oral en ratas. La Tabla 10 muestra las diferencias entre
las suspensiones floculadas y defloculadas' con la finalidad de esclarecer las

caracteristicas de cada una.

Tabla 10. Descripcion de las suspensiones floculadas y defloculadas.

Suspension defloculada

Suspension floculadas

Las particulas existen en suspensién como
entidades separadas.

Las particulas forman agregados laxos.

La velocidad de sedimentacién es baja, cada
particula se sedimenta por separado y el
tamano de particula es minimo.

La velocidad de sedimentacion es alta, porque
las particulas sedimentan en floculos, que son
grupos de particulas.

Un sedimento se forma lentamente.

Un sedimento se forma rdpidamente.

El sedimento se hace finalmente muy
compacto, debido al peso de las capas
superiores del material sedimentado. Las

fuerzas de repulsion son superadas y se forma
una pasta dura que es dificil o imposible de
resuspender.

El sedimento es poco compacto, y tiene una
estructura enrejada. Las particulas se unen
firmemente unas a otras y no se forma una
pasta dura y densa. El sedimento es facil de
redispersar, con lo cual se vuelve a formar la
suspension original.

La suspension tiene un aspecto agradable,
dado que el material suspendido permanece asi
por un tiempo relativamente largo. El
sobrenadante también permanece turbio, aun
cuando hay un sedimento visible.

La suspensién es un poco desagradable,
debido a la rapida sedimentacion y a la
presencia de una region sobrenadante clara
evidente. Esto puede atenuarse si se aumenta
un volumen de sedimento. Idealmente el
volumen del sedimento debe incluir el de la
suspension.

Después de elegir la concentracion porcentual adecuada (5%), la preparacion de las
dispersiones sodlidas se realizd de la misma manera para los compuestos 1, 2 y 3,
manteniendo el mismo tiempo de agitacion y temperatura. En todos los compuestos se
observd un aspecto semejante después de la evaporacion a presion reducida del
disolvente: el solido tenia un aspecto cristalino y mostraba gran adhesion al vidrio del
matraz empleado. A pesar de ello, en ningun caso se realizd una agitacion o dafio
mecanico que afectara de manera importante el tamano de particula, evitando que la

caracterizacion se viera afectada por factores externos.
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8.2.2 Caracterizacion de dispersiones sélidas

Como se observa en la Tabla 6 las proporciones fueron muy similares y el
rendimiento para los tres fue cercano al 100%. Para caracterizar a estas dispersiones se
realizaron estudios de calorimetria diferencial de barrido (DSC), espectroscopia IR, y se
comparo con las mezclas fisicas de los tres compuestos con PVP en la misma proporcién
a las DS. La caracterizacion por DSC brinda una descripcion de las caracteristicas
poliméricas de las dispersiones preparadas porque pueden analizarse las transiciones
térmicas al medir el calor (mW) que debe suministrarse o bien que disminuye al aumentar
la temperatura. En el termograma de los compuestos 1 y 3 se observa un comportamiento
constante del flujo de calor hasta llegar a la temperatura de fusién, donde hay un cambio
brusco representado por una endoterma que es ademas el Unico cambio durante todo el
estudio. El compuesto 3 muestra cierta degradacion al exponerse a altas temperaturas
como se observa en el termograma del compuesto 3 (Figura 11), a diferencia del 1 que
muestra un comportamiento constante después de la endoterma del punto de fusion
(Figura 12). El compuesto 2 tiene un comportamiento diferente puesto que la tendencia no
es constante al aumentar la temperatura; es mas sensible y muestra diferentes sefiales a
lo largo de todo el estudio, sin embargo, en el termograma es evidente cuando la molécula
funde (149.54°C).

Figura 11. Termograma del Compuesto 3.
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Las dispersiones sélidas tienen un comportamiento diferente al igual que la PVP cuyo
termograma (Figura 13) presenta una curva endotérmica a menos de 100°C vy
posteriormente una transicion vitrea a 239°C, aunque no se sefiala en el termograma; se
identifica otra transicion alrededor de 168 °C, temperatura reportada para PVP 30K *°. La
comparacion de las curvas de los termogramas (Termogramas 1, 2 y 3 en el Apéndice Il)
de las dispersiones sdlidas con los compuestos finales y con la PVP, permite observar un
cambio principalmente para POV 1 y POV 3, ya que en ambas, desaparece la endoterma
del punto de fusion. Esto indica que hay una interaccién de los compuestos con el

polimero, no asi con la mezcla fisica donde la endoterma continda presentandose.

Figura 12. Termograma del Compuesto 2.

Figura 13. Termograma de PVP.
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El termograma de POV 2 y el de la mezcla fisica 2 tienen un comportamiento diferente al
del compuesto 1, aunque conservan la curva endotérmica caracteristica del polimero
estudiado, pero no se observa alguna otra sefial que pueda brindar informacion acerca de
la estructura de la dispersion sélida. Lo mismo se observa con POV 3. Por otra parte, el
termograma de POV 1 muestra una temperatura de transicién vitrea (Tg) a 153°C,
tedricamente este comportamiento grafico indicaria que el compuesto en interaccion con el
polimero posee un comportamiento amorfo en su estructura, es decir, no tiene una
estructura definida y pierde rigidez por encima de esa temperatura, lo cual le brindaria una
mejor solubilidad acuosa; sin embargo, la evaluacién bioldgica y el resto de los estudios

complementan esa informacion.

Otra técnica utilizada para la caracterizacion de las dispersiones sélidas fue la
espectroscopia de infrarrojo. Para realizar una comparacion adecuada, se realizo el
estudio de PVP, cuyo espectro aparece en la parte superior de los espectros
comparativos; como se esperaba las bandas son anchas y menos definidas por tratarse de
un polimero pero destaca la presencia de una banda amplia a 3165.09 cm™ que describe
el estiramiento de las vibraciones N-H de la amida del anillo de pirrolidinona, y unida a ella
una pequefna senal a 2945.75 cm’’ propia de los metilenos presentes en la estructura; a
1662.05 cm™' aparece la banda del grupo carbonilo, mientras que a 1586.17 cm™ se
observa la otra sefal caracteristica del enlace N-H, correspondiente a las torsiones de las

vibraciones del enlace.

Las sefales que se observan de las tres dispersiones son anchas y poco definidas en
comparacion con sus correspondientes compuestos, y muchas de las bandas
desaparecen o bien se encuentran desplazadas a lo largo del espectro. Las DS presentan
espectros de infrarrojo donde se aprecian sefiales propias de polivinilpirrolidona y del
compuesto correspondiente: en su mayoria son bandas extendidas pobremente definidas,
mientras que las mezclas fisicas logran conservar algunas de las principales sefales de
los compuestos. Lo anterior nuevamente confirma, que existe una interaccion molecular
entre el polimero y los compuestos sintetizados, no asi con las mezclas fisicas. Esto
ocurre porque la mezcla fisica es una mezcla simple de dos compuestos obtenida por

técnicas tradicionales de mezclado, mientras que en la dispersion soélida hay una mezcla
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que se somete parcial o completamente a una interaccion a nivel molecular durante su
formacion, lo que provoca un aumento del area de contacto, facilitando el cambio en la

estructura y propiedades fisicoquimicas del nuevo sélido.

En el espectro de POV 1 se observa una sefial muy ancha por encima de 3000 (hasta
3414.32 cm'1) en la cual se traslapan las sefiales del polimero y del compuesto, mientras
que en la mezcla fisica si se distingue la sefial a 3288.64 cm™ caracteristica de las
vibraciones de la amida que en el espectro del compuesto 1 se aprecia a 3289.56 cm™
(Espectro 26). La sefial de las vibraciones del estiramiento -C=0 (1648.12cm™") es ancha,
mientras que en la mezcla fisica es mas definida, y la sefal de la vibracion de la torsion N-
H presente en el espectro de PVP desaparece en ambos casos. Continuando el analisis,
la banda a 1501.45 cm™ desaparece solamente para POV 1 porque en la mezcla fisica 1
se presenta a 1500.47 cm™. Las bandas de POV 1 y POV 3 aparecen a longitudes de
onda similares, sin embargo son menores las diferencias de los espectros entre la
dispersién solida y la mezcla fisica correspondiente. En general los espectros de las tres
dispersiones, debido a que la técnica detecta los grupos funcionales presentes en las

moléculas y éstos son los mismos en los tres casos.

Dentro de los métodos comunmente empleados en los estudios de preformulacion de
farmacos, se ubica a la microscopia electrénica como una técnica cualitativa que brinda
una valiosa orientacion de los cambios y propiedades estructurales de las moléculas de
estudio. Se eligié al compuesto 2 para realizar los estudios de miscroscopia electrénica
por poseer la estructura del farmaco rimonabant y por ende, tener certeza de su actividad
antagonista sobre los receptores de canabinoides 1 (CB1). Las imagenes de la
microscopia electrénica (Figura 7), ubicadas en la seccion de resultados; corresponden al
compuesto 2, de la mezcla fisica 2, de POV 2 y del polimero tratado bajo el mismo
procedimiento de obtencion de las dispersiones sélidas. En la imagen del compuesto 2 se
aprecian estructuras cristalinas de forma tubular alargada y con diferentes grosores; la
mezcla fisica posee bloques rectangulares mas grandes que los cristales del compuesto 2,
con extremos que reflejan el efecto de la agitacion mecanica y pequefas estructuras
amorfas adheridas a los bloques de mayor tamano. Por su parte POV 2 esta constituida

por “hojuelas” delgadas y alargadas que poseen superficies irregulares, mientras que el
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acarreador esta conformado por grandes bloques rectangulares similares a los que se
aprecian en la imagen de la mezcla fisica. Las imagenes muestran un cambio en las
estructuras de los compuestos estudiados, especificamente el cambio se da en la
dispersion solida, donde el tamano y forma son cualitativamente diferentes aunque la
estructura resultante no es propiamente la de un cristal, ni tampoco completamente
amorfa. Con base en los estudios realizados, y en las imagenes obtenidas por la
microscopia electrénica, es posible sugerir que el compuesto 2 posee las caracteristicas
propias de un polimorfo metaestable, lo cual explicaria que las transiciones térmicas de la
DSC no sean constantes y que en el termograma de POV 2 no se identifique una
estructura amorfa o cristalina a través de la presencia de una temperatura de transicion
vitrea o alguna curva exétermica respectivamente; ademas, la mezcla fisica 2 no conserva
la endoterma del punto de fusidén. El hecho de que el compuesto sea un polimorfo
metaestable afecta directamente en la estructura final de las dispersiones, debido a que
los compuestos metaestables estan influenciados por los disolventes con los que entran

en contacto, principalmente en la fase de recristalizacion.

Desafortunadamente, la evaluacion de la microscopia electronica no se realizé para
las otras dos dispersiones; sin embargo los resultados de la evaluacion bioldgica junto con

los ya mencionados proporcionan un panorama general de las propiedades de cada una.
8.2.3 Actividad hipoglucémica

Los compuestos 1-3 y sus dispersiones solidas estan orientados al tratamiento del
sindrome metabdlico por medio del control de la obesidad (como derivados del pirazol) y la
hiporglucémica, componentes importantes de la pandemia. Se utiliz6 un modelo de
diabetes mellitus tipo 2, evaluado en ratas Wistar que han sido previamente tratadas con
estreptozotocina y nicotinamida con la finalidad de inducir hiperglucemia. Este ensayo es
preliminar a un estudio complementario y propio del sindrome metabdlico, que sera
utilizado en estudios posteriores con los compuestos que presenten la mejor actividad en

este modelo inicial.

Las Graficas 1, 2, 3 y 4 muestran de manera esquematica los resultados del efecto

hiporglucemiante de los compuestos finales y de las dispersiones sdélidas durante siete
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horas de estudio. El compuesto con mejor actividad hipoglucemiante es el compuesto 3,
seguido del 2, ambos con un efecto parecido a la glibenclamida. Finalmente el compuesto
1 es el menos activo con sdlo 20% de disminucion de la glucemia a la hora 5 y en efecto
poco sostenido. Esto no es de sorprender debido a que el compuesto 1 ya ha sido
reportado con una muy baja afinidad por CB1,% y sélo se sintetizd para contar con un
control negativo y verificar el efecto de la dispersidon sélida sobre la actividad biolégica. Lo
anterior se puede explicar por la conformacién adquirida por el compuesto 2 debida a los
anillos de 2,4-diclorofenilo en la posicion 1 y el 4-clorofenilo en la posicion 1 del anillo
pirazolico lo que favorece la interaccion ligando-receptor y con ello la actividad bioldgica.
Lo mismo aplica en el caso del compuesto 3. Sin embargo, el compuesto 1, que carece del
anillo de 4-clorofenilo en la posicién 1, debe adquirir una conformacion tal, que genera
interacciones desfavorables en el sitio receptor del receptor CB1 y con ello disminuye la
actividad bioldgica. Estudios posteriores de acoplamiento molecular podrian resolver esta

hipdtesis.

En las graficas mostradas en los resultados, también se presenta la actividad
biolégica de las dispersiones solidas. A priori, se observa un incremento en actividad
biolégica de las moléculas, excepto para el compuesto 1 donde no se observa actividad, a
pesar de que se esperaba lo contrario por ser la Unica dispersion en donde se observa
claramente una estructura amorfa por la presencia de una Tg en los estudios de DSC,
debido a que generalmente los farmacos amorfos a pesar de ser termodinamicamente
inestables presentan una mayor solubilidad acuosa.”” POV 3 resulta ser el compuesto
mas activo: la preformulacion incrementa el efecto hipoglucemiante del compuesto 3,
inclusive superando a la glibenclamida, sobre todo en las ultimas horas del estudio. En el
caso de POV 2 resulta mas activo que el compuesto sin preformular desde el inicio del
estudio, no obstante no conserva una tendencia lineal ni sostenida, dificultando el criterio
de evaluacion. Los resultados descartan que la mejora de la actividad biologica evaluada
sea debida al efecto de la PVP per se, porque no posee actividad alguna (incluso
administrada a una dosis muy por encima de la encontrada en las preformulaciones) y
comprueban que la mejora de la solubilidad, incrementa la biodisponibilidad de la molécula

acrecentando el efecto hipoglucémico.
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9. CONCLUSIONES

Se cumplieron los objetivos propuestos inicialmente, debido a que se sintetizaron tres
moléculas derivadas del 1,5-diarilpirazol; N-(piperidin-1-il)-5-fenil-1-(2,4-diclorofenil)-4-
metil-1H-pirazol-3-carboxamida (1), N-(piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-
metil-1H-pirazol-3-carboxamida (2) y N-(piperidin-1-il)-1,5-difenil-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (3).

Se realizaron dispersiones solidas de los compuestos 1, 2 y 3 para realizar estudios
de preformulacion por medio del método de disolventes, utilizando polivinilpirrolidona como
agente acarreador y etanol como disolvente, mejorando la solubilidad en todos los casos,
lo que permitid la preparacion de suspensiones floculadas para la administracidén oral en

ratas.

Con base en los resultados de la evaluacion biolégica se concluye que la preparacion
de dispersiones solidas si provoca una mejor respuesta en la actividad bioldgica de las
moléculas (compuestos 2 y 3) lo cual demuestra la importancia de contar con moléculas

solubles en agua para tener una mejor biodisponibilidad.

La sintesis y preformulaciéon de moléculas con las caracteristicas estructurales
manejadas en este trabajo, representa una oportunidad en el tratamiento de la obesidad y
demas componentes del sindrome metabdlico, por ello es preciso continuar con el
desarrollo de nuevas moléculas hibridas y en determinado caso, preparadas mediante

dispersiones solidas.

55



BIBLIOGRAFIA

BIBLIOGRAFIA

1. Miranda P. J.; DeFronzo R. Metabolic syndrome: Definition, pathophysiology and
mechanisms. American Heart Journal. 2005, 149, 33-45.

2. Tébar F. J.; Escobar F. La Diabetes mellitus en la practica clinica. Meédica

Panaméricana, Espana, 2009

3. Carrillo R.; Sanchez M.; Elizondo S. Sindrome metabdlico. Rev Fac Med UNAM.
2006, 49, 98-104.

4. Federacion Internacional de Diabetes (2011). Atlas de Diabetes. Revisado 20 de

agosto de 2011 en www.idf.org

5. Lavin N.; Manual de endocrinologia y metabolismo 42 ed. Lippincott Williams &
Wilkins. E.U.A. 2009

6. Alberti K. G.; Zimmet P.; Shaw J. The metabolic syndrome-a new worldwide
definition, The Lancet 2005, 366, 1059-1062.

7. Grundy S. M.; Brewer B. Definition of Metabolic Syndrome: Report of the National
Heart, Lung, and Blood Institute/American Heart Association Conference on
Scientific Issues Related to Definition. J. Am. Heart As. 2004, 109; 433-438.

8. Harrison, Medicina Interna, 17a ed., Mc Graw Hill, Espafia, 2008

9. Hee Jeong Seo, Min Ju Kim, Suk Ho Lee, Sung-Han Lee, Myung Eun Jung, Mi-

Soon Kim, Kwangwoo Ahn, Jeongmin Kim, Jinhwa Lee Synthesis and structure—

56



BIBLIOGRAFIA

activity relationship of 1,2,4-triazole-containing diarylpyrazolyl carboxamide as CB1
cannabinoid receptor—ligand. Bioorg. Med. Chem. 2010, 18, 1149-1162.

10.Kwang-Seop Song a, Min Ju Kim a, Hee Jeong Seo, Synthesis and structure—
activity relationship of novel diarylpyrazole imide analogues as CB1 cannabinoid
receptor ligands. Biorg. Med. Chem. 2009, 17, 3080-3092.

11.André A.; Gonthier M. The endocannabinoid system: Its roles in energy balance and
potential as a target for obesity treatment . The Intern. Jour. Biochem. Cell Biol.,
2010, 42, 1788-1801

12.Vemuri V.; Janero D.; Makriyannis A. Pharmacotherapeutic targeting of the
endocannabinoid signaling system: Drugs for obesity and the metabolic
syndrome. Phys. & Beh., 2008, 93, 671-686

13.Scheen A. J., Cannabinoid-1 receptor antagonists in type-2 diabetes, Best Prac. &
Res. Clin. End. & Met., 2007, 21, 535-553

14.Kreitzer F. R., Stella N.; The therapeutic potential of novel cannabinoid receptors.
Pharm. & Ther. 2009, 122, 83-96

15.Rang H. P.; Dale M. M.; Ritter J. M.; Flower R. J. ; Farmacologia 6a ed. Elsevier,
Espafia 2008

16.Bosier B., Muccioli G. G., Functionally selective cannabinoid receptor signalling:

Therapeutic implications and opportunities. Bio. Pharm., 2010, 80, 1-12.

57


http://www.sciencedirect.com.pbidi.unam.mx:8080/science/article/pii/S1357272510001998?_alid=1811143094&_rdoc=1&_fmt=high&_origin=search&_docanchor=&_ct=4795&_zone=rslt_list_item&md5=78fbf40e6f49562ae42e54c682dfc1a3
http://www.sciencedirect.com.pbidi.unam.mx:8080/science/article/pii/S1357272510001998?_alid=1811143094&_rdoc=1&_fmt=high&_origin=search&_docanchor=&_ct=4795&_zone=rslt_list_item&md5=78fbf40e6f49562ae42e54c682dfc1a3
http://www.sciencedirect.com.pbidi.unam.mx:8080/science/article/pii/S0031938407004453?_alid=1811143094&_rdoc=3&_fmt=high&_origin=search&_docanchor=&_ct=4795&_zone=rslt_list_item&md5=e8c8b33738d8d3b0a63d422608e30f23
http://www.sciencedirect.com.pbidi.unam.mx:8080/science/article/pii/S0031938407004453?_alid=1811143094&_rdoc=3&_fmt=high&_origin=search&_docanchor=&_ct=4795&_zone=rslt_list_item&md5=e8c8b33738d8d3b0a63d422608e30f23
http://www.sciencedirect.com.pbidi.unam.mx:8080/science/article/pii/S0031938407004453?_alid=1811143094&_rdoc=3&_fmt=high&_origin=search&_docanchor=&_ct=4795&_zone=rslt_list_item&md5=e8c8b33738d8d3b0a63d422608e30f23

BIBLIOGRAFIA

17.Dong Y.; Kiong W.; Surana U. Solubilization and preformulation of poorly water
soluble and hydrolysis susceptible N-epoxymethyl-1,8-naphthalimide (ENA)
compound. Int. J. Pharm. 2008, 356, 130-136.

18.Gennaro A. R.; Remington Farmacia 19a ed., T. 2, Panaméricana, Argentina, 1995.

19.Lieberman H. A., Rieger M. M.; Pharmaceutical dosage forms. Disperse systems.
Vol. 2, Marcel Dekker Inc., EUA, 1988.

20.Liu R.; Water insoluble drug formulation, 2a ed., CRC Press, EUA, 2008

21.Craig D.; The mechanisms of drug releas from solid dispersions in water soluble
polymers. Int. J. Pharm. 2002, 231, 131-144.

22.Castro S.; Allemandi D.; Palma S. Farmacotecnia. Utilizacion de dispersiones
sélidas como estrategias para aumentar la velocidad de disolucién de los farmacos.
Nues. Farm. 2008, 54, 24-29.

23.Serajuddin A. Solid dispersions of poorly water soluble drugs: early promises,
subsequent problems and recent breakthroughs. J. Pharm. Sci. 1999, 88, 1058—
1066.

24 . Franco m.; Trapani G.; Latrofa A.; Tullio C. Dissolution properties and
anticonvulsant activity of phenytoin-polyethylene glycol 6000 and -

polyvinylpyrrolidone K-30 solid dispersions. Int. J. Pharm. 2001, 225, 63-73.

25.Rowe R. C., Sheskey P. J.; Handbook of pharmaceutical excipients 5a ed.,

Pharmaceutical Press, Reino Unido, 2006

58



BIBLIOGRAFIA

26.Leuner C.; Dressman J. Improving drug solubility for oral delivery using solid
dispersions. Eur. J. Pharm. Bioph. 2000, 50, 47-60.

27. Ramirez J.J.; Rios M. Y.; Lopez S.; Lopez F.; Antidiabetic activity of some
pentacyclic acid triterpenoids, role of PTP-1B: In vitro, in silico, and in vivo
approaches Eur. J. Med. Chem. 2011, 46, 2243-2251.

28.Qian F.; Huang J.; Zu Q. Is a distinctive single Tg a reliable indicator for the

homogeneity of amorphouse solid dispersion?. Int. J. Pharm. 2010, 395, 232-235.

29. Ruoxi L.; Qian L.; Pusheng F. Structure-Activity Relationships of Pyrazole
Derivatives as Cannabinoid, Receptor Antagonists, J. Med. Chem. 1999, 42, 769-
776.

59



APENDICE I: PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

APENDICE |

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

60



APENDICE I: PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Equipos, reactivos y disolventes.

Para la sintesis de los compuestos y la preparacion de las dispersiones solidas se
utilizaron dos rotaevaporadores diferentes, el primero marca Bichi modelo RC-144
acoplado a una bomba de vacio Vacubrand modelo PC160, con regulador VCC2 y bafio
de calentamiento Blchi modelo B-480, enfriador marca VWRW Scientific modelo 117 y el
otro es un modelo R-205 acoplado a un condensador Birkman IC30 conectado a una
bomba de vacio Buchi V-800, controlador V-500 y bafio de calentamiento R-490. Las
pruebas de las dispersiones solidas se agitaron y concentraron empleando el
Termomezclador Eppendor Concentrator 5301. La determinacion de puntos de fusién se
realizé con un aparato Buchi B-540 usando capilares de vidrio abiertos. La hidrogenacion
catalitica se llevd a cabo empleado un Hidrogenador marca Paar modelo 3916EG. La

masa de reactivos y productos se determiné con la Balanza analitica Sartorius AZ10P.

La caracterizacion espectroscépica y espectrométrica se realizé en la Unidad de
Servicios y Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica con los siguientes

equipos:

e Resonancia Magnética Nuclear: Espectrometros Varian modelos MRS y MR, ambos
de 400 MHz

e Espectrometria de masas: Equipo JEOL modelo JMS-SX102A

e Infrarrojo: Espectrofotometro FT-IR modelo Spectrum Rx1 Perkin EImer y 1605

e Calorimetria Diferencial de Barrido: Mettler SC 821e, Software Star version 8.1,

utilizando capsulas de 40uL con orificio en la tapa.

Se emplearon disolventes y reactivos de las marcas J. T. Baker, Sigma Aldrich,

Merck y Analytyka.

Se utilizé Povidona Sigma Aldrich con valor K de 29-32 por lo tanto la masa molar

aproximada es de 50 000 g/mol.
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Cromatografia

El avance de cada una de las reacciones y la conversién total de los reactivos a los
productos esperados se monitored por cromatografia en capa fina utilizando placas de

vidrio cubiertas con silice y lampara de luz ultravioleta.

Los sistemas utilizados para los intermediarios clave y para los compuestos finales

son las siguientes:

SISTEMA COMPOSICION
A Hex: AcOEt 85:15
B CHCI3:MeOH:NH4OH 98:2:1
C Hex: AcOEt 1:1
D Hex:AcOEt 7:3

El factor de retencion se calculd con la siguiente ecuacion:

Rf=2
a

donde
a: distancia del frente del eluyente
b: distancia recorrida por la muestra
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Sintesis del compuesto 1.

N-(piperidin-1-il)-5-fenil-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxamida

e Sintesis de 2,4-dicloroanilina (5)

: NO, H, C :NHz
—_—>
Ci cl Nl-Raney Cl cl
5

192 g/mol 162 g/mol

Se pesaron 6.1050 g de 2,4-dicloronitrobenceno considerando una pureza del 97% vy
se colocaron en un frasco para hidrogenacion Paar. Se agregaron 600 mg de Ni-Raney
previamente lavado con agua y metanol y se adicionaron lentamente al frasco de
hidrogenaciéon. La mezcla se resuspendido en 125 mL de MeOH vy se redujo en el
hidrogenador a temperatura ambiente. Después de 3 horas de reaccion, se filtré al vacio
en una cama de celita para retirar el catalizador. Finalmente el disolvente se elimin6 por
evaporacion a presion reducida obteniendo 5.139 g (99.8%, Rf de 0.43 en el Sistema A)

de un solido amarillo correspondiente a la 2,4-dicloroanilina (5).

e Sintesis de 2,4-diclorofenilhidrazina (6).

NH
@[ 2 1.NaNOH" /@:NWJHZ
cl

Cl Cl 2.SnCly»*2H,0 ClI
5 6

162 g/mol 177 g/mol

En un matraz bola de 250 mL con agitador magnético se depositaron 5.139 g del
compuesto 5, el matraz se colocé en bafo de hielo y se agregaron 15 mL de acido acético

glacial y 50 mL de HCI. Se dejé agitando durante 10 minutos, después de lo cual, se
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anadieron por goteo 2.4 g de NaNO; disueltos en 9 mL de agua. Posteriormente se
adicionaron también por goteo 4.4 equivalentes (31.47 g) de SnCl,2H,0O previamente
disueltos en 27 mL de HCI. Se dej6 agitando hasta alcanzar temperatura ambiente por 17
horas. Terminado el tiempo se agregé agua (50 mL) y se neutralizé con NaHCO; y
lentejas de NaOH hasta obtener un pH igual a 10. El remanente de sales de estafio se
filtré al vacio y el sdélido se lavd con acetato de etilo. El filtrado se extrajo también con el
mismo disolvente, el cual se unid con el que se usdé en los lavados, finalmente se
concentro a presion reducida obteniendo 1.61 g de 2,4-diclorofenilhidrazina (29% y Rf de
0.57 en el Sistema B) que corresponde al compuesto 6. Este precursor se utilizd para la

sintesis del compuesto 1y 2.

e Sintesis de la sal de litio de 4-fenil-3-metil-2,4-dioxobutanoato de etilo (7)

O OL O
| 1. LIHMDS, MCH L oFt
2. Oxalato de dietilo B o
7
134.2 g/mol 239.1 g/mol

En un matraz bola de 100 mL con agitador magnético, se colocaron 3.5 mL de
metilciclohexano (MCH) y 15.2 mL de una solucion de bis(trimetil)sililamiduro de litio
(LIHMDS) en hexano (1M). Posteriormente se gotearon 2 g (0.015 moles) de propiofenona
disueltos en 2 mL de MCH. La reaccion se dejé en agitacién en bafio de hielo por 3 horas.
Al concluir las 3 horas se adicionaron 1.1 equivalentes (2.3 mL, 0.0167moles) de oxalato
de dietilo por goteo en bano de hielo y se dejé reaccionar alrededor de 15 horas. El
producto de la reaccion se filtro al vacio obteniendo 2.735 g (75.7%) de un sdélido amarillo

opaco.
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e Sintesis del acido 1-(2,4-diclorofenil)-5-fenil-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilico (9).

(@)
+ > N
Cl Cl O 2. KOH, EtOH N
Cl
7
6 9 Cl
177 g/mol 239 g/mol 347.2 g/mol

En un matraz bola de 100 mL se colocaron 2.735 g (0.011 moles) del remanente del
compuesto 7 y 2.688 g (0.0152moles) del compuesto 6, se agregaron también 50 mL de
etanol y gota a gota 9.9 mL de H,SO, a 0°C. Se agitd, con agitacion magnética y
refrigerante en posicion de reflujo, a reflujo (80°C) durante 7 horas. El etanol se retird por
evaporacion a presion reducida y al concentrado se le anadieron 30 mL de agua y llevé a
pH =8 con NaHCOg;; se realizaron extracciones multiples con cloroformo (3 x 20mL) y la

fase organica se seco con Na,COgs, filtré y después se concentrd a presion reducida.

El residuo de la reaccion anterior se colocoé en un matraz bola de 100 mL adaptado
con agitacion magnética y se agregan 20 mL de etanol y 1.8 g de KOH. La reaccién se
dej6 en agitacion 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se concentré a presion
reducida y el remanente se resuspendid en 25 mL de agua y se lavd con hexano.
Después se adiciond lentamente 1 mL de HCI lo que provocd la apariciéon de un
precipitado café que se filtr6 al vacio, obteniendo 2.667 g (67.2%) de un sélido opaco y
granulado color café claro, el cual posee un punto de fusion de 189.2 - 190.7 °C y un Rf de

0.16 en el sistema B. (Intermediario 9).
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e Sintesis de N-(piperidin-1-il)-5-fenil-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil- 1H-pirazol-3-

carboxamida (1).

@)
OH NH
1. .SOCl,, PhMe / \ N
> _N
2. 1-aminopiperidina, N Q
cl DIPEA, CHCI, o
Cl Cl
9 1
347.2 g/mol 429.3 g/mol

En un matraz bola de 25 mL se depositaron 300 mg del intermediaro 9, producto de la
reaccion descrita en el paso anterior, en 15 mL de tolueno y lentamente se agregaron 0.23
mL de SOCI,. Esta reaccion se dejé 7 horas a reflujo de 107°C. Transcurridas las 7 horas
se codestilé con tolueno (15mL aprox.) por triplicado con la finalidad de retirar el exceso de
SOCls.

El remanente del paso anterior, correspondiente al cloruro de acido del intermediario
9, se disolvio en CHCI; y se colocd en bafio de hielo; después se adicioné gota a gota,
una solucion de 0.15 mL de DIPEA y 0.09 mL de 1-aminopiperidina en 20 mL de CHCls.
La reaccién se dejo agitando por 17 horas. Terminada la agitacion, se evaporo el
disolvente y redisolvié en CHCI3 y agregaron 30 mg de carbon activado. Se agit6 a reflujo
por 2 horas y posteriormente se filird6 para eliminar el exceso de carbén activado. El
cloroformo se eliminé por evaporacién al vacio y el remanente se agité con hexano, con lo
que precipitdé un sélido blanco cistalino brillante. Finalmente se obtuvieron 137 mg (37%)
de un solido blanco cristalino brillante (Pf: 190.1 -190.3 °C, Rf: 0.33 en el sistema B)
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Sintesis del compuesto 2
N-(piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxamida

e Sintesis del acido 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilico

(12). .
N ]
+ > N
cl Cl o 2. KOH, EtOH N
Cl Cl Cl
10
6 12 4
177 g/mol 274.5 g/mol 381.5 g/mol

En un matraz bola se colocaron 2.44 g del compuesto 10 y 1.61 g del compuesto 6,
se agregaron 50 mL de etanol y gota a gota 7.7 mL de H,SO, a 0°C. Posteriormente se
dejé a reflujo de 80°C durante 7 horas. El etanol se retird por evaporacién a presion
reducida y al concentrado se le afadieron 30 mL de agua. La solucién se llevé a pH=8
con NaHCOj; y subsecuentemente se realizaron extracciones multiples con cloroformo (3

x 20mL). La fase organica se seco con NaySOy, filtré y se concentrd a presion reducida.

En un matraz bola de 100 mL se colocé el residuo de la reaccion anterior, 20 mL de
etanol y 2.3 equivalentes (0.9 g) de KOH. La reaccion se dejé en agitacion a temperatura
ambiente por 24 horas; después de este tiempo se concentré6 a presion reducida. El
residuo de la evaporacion se resuspendio en 25 mL de agua y se lavé con 15 mL de
hexano. Posteriormente se adiciond lentamente HCI concentrado hasta pH=1 lo que
provoco la aparicion de un precipitado café-rojizo que se filtré al vacio, obteniendo 2.557 g
(75.4%) del sdlido, que presentd un Rf de 0.14 en el sistema B y un punto de fusiéon de
207.7-209.6°C.
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¢ N-(piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (2).

O O
»—oH NH
1. .SOCI,, PhM
/ }N ’ ° - / \N N
N 2. 1-aminopiperidina, N’
Cl Cl DIPEA, CHCI, Cl Cl
Cl Cl
12 2
381.5 g/mol 463.5 g/mol

En un matraz bola de 25 mL se colocaron 600 mg del acido 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-
diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol carboxilico (intermediario 12) en 15 mL de tolueno y
lentamente se agregaron 0.46 mL de SOCI,. Esta reaccion se dejé 3 horas a reflujo
(107°C). Transcurridas las 3 horas se codestild tres veces con tolueno (15 mL por cada

repeticion aprox.).

El remanente de la codestilacion mencionada en el paso anterior se disolviéo en CHCI;
y se coloco en bafio de hielo y goted una solucién de 0.28 mL de DIPEA y 0.17mL de 1-
aminopiperidina en 20 mL de CHCIs;. La reaccion de dejo agitando 19 horas. El producto
de esta reaccion se tratdé con una cama de alumina acida empleando CHCI; para lavar y
después se agregaron 50 mg de carbdn activado. Se agité a reflujo por 2 horas y
posteriormente la suspension se separo por filtracion para eliminar el exceso de carbdon
activado. El cloroformo se evapor6 por evaporaciéon al vacio y el remanente se agitd con
hexano, con lo que precipitd un sdlido. Finalmente se obtuvieron 0.525 g (72%) de un
soélido crema cristalino brillante, con un Rf de 0.58 en el sistema A y un punto de fusion de
149-150 °C.
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Sintesis del compuesto 3
(N-(piperidin-1-il)-1,5-difenil-4-metil-1H-pirazol-3-carboxamida)

e Sintesis del acido 1,5-difenil-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilico (14).

©/NF}\,H2 WOH 1. H,SO,,EtOH ! N
+ > N
0 2. KOH, EtOH
7 14 @

108.1 g/mol 239 g/mol 278.3 g/mol

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética y refrigerante en
posicion de reflujo, se colocaron 3.40 g (0.014 moles) del compuesto 7 y 1.39 g (0.0128
moles) de fenilhidrazina. Se agregaron 60 mL de etanol y gota a gota 12 mL de H,SO,4 a
0°C. La mezcla anterior se dejo a reflujo de 80°C durante 7 horas. El etanol se retir6 por
evaporacion a presion reducida y al concentrado se le anadieron 30 mL de agua y llevé a
pH=8 con NaHCOj. Posteriormente se realizaron extracciones multiples con cloroformo

(3x20mL), secd con Na,SOy y filtrd para finalmente concentrarse a presion reducida.

El residuo de la evaporacion anterior, se coloco en un matraz bola de 100 mL
adaptado con agitacion magnética. Se adicionaron 20 mL de etanol y 0.9 g de KOH y la
reaccion se dejé en agitacién por 24 horas a temperatura ambiente. Después de este
tiempo, se agregaron 0.5 equivalentes adicionales de KOH y nuevamente se agitd por 24
horas mas. Posteriormente se concentro a presidon reducida, y el remanente se
resuspendié en agua y se lavo con CHCI3 (2x20mL). La fase acuosa se llevd a pH = 3 con
HCI concentrado, con lo que precipitdé un sélido. Se obtuvieron 2.918 g (82%) de un sdlido
café claro. (Rf: en el sistema A y Pf: 259.9 - 261.5 °C).
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e Sintesis de N-(piperidin-1-il)-5-fenil-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil- 1H-pirazol-3-

carboxamida (3).

O
NH

\
1. .SOCl,, PhMe R N
> N
2. 1-aminopiperidina, N
DIPEA, CHClI, l

14 3

278.3 g/mol 360.5 g/mol

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética y refrigerante para
reflujo, se depositaron 500 mg del intermediario 14, producto de la reaccion descrita en el
paso anterior, con 20 mL de tolueno y 0.6 mL de SOCI,, los cuales se agregaron
lentamente, se agitdé durante 5 horas a reflujo de 108°C para formar el cloruro de acido

correspondiente, después se codestilo tres veces con tolueno (15mL aprox.).

El remanente de la codestilacién se disolvio en 10 mL de CHCI3;y se colocd en bano
de hielo para la adicion por goteo de 15 mL de CHCI; con 0.23 mL de DIPEA y 0.15mL de
1-aminopiperidina; esta reaccion de dejé agitando 24 horas. El producto de esta reaccién
se lavo con acido citrico 0.5 M (15x3mL). Se agregaron 50 mg de carbdén activado a la
fase organica. Se agitd a reflujo por 2 horas y posteriormente se filtré para eliminar el
exceso de carbon activado. El cloroformo se elimind por evaporacion al vacio y el
remanente agitd con hexano, con lo que precipitd un solido. Finalmente se obtuvieron
0.5176 g (80%) de un sdlido color crema claro cuyo Rf es de 0.47 en el sistema A.

Rendimiento global 62%.
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Dispersiones solidas.
Preparacion de POV 1

En un matraz bola de 100 mL con agitador magnético se colocaron 110 mg del
compuesto 1 y se agregaron 16.5 mL de una solucion de polivinilpirrolidona al 5% en
etanol, esta mezcla se agitdé alrededor de 18 horas a temperatura ambiente y
posteriormente se cambid la temperatura a 60°C durante dos horas mas. Finalmente el
disolvente se retird por evaporacion a presion reducida hasta sequedad total del sdélido. Se
obtuvieron 0.9303 g (99.5%) de un sdlido color crema-amarillento cristalino y brillante, el

cual se caracterizo por DSC, DTAy TA.
Preparacion de POV 2

En un matraz bola de 100 mL con previo equipamiento de agitacion magnética se
agregaron 100 mg del compuesto 2 y 15.4 mL de PVP al 5% en etanol, se coloco en
agitacion a temperatura ambiente obteniendo una solucion naranja claro, después de 18
horas de agitacion la temperatura se elevd la temperatura a 60°C por dos horas.
Posteriormente se evapor6 el etanol a presion reducida hasta la eliminacion total del
disolvente, con ello se obtuvieron 0.8663 (99.6%) g de un sdlido crema claro con aspecto

cristalino y brillante.
Preparacion de POV 3

Se colocaron 110 mg del compuesto 5 en un matraz bola de 100 mL equipado con
agitador magnético, al cual se le agregaron 16.5 mL de una solucidon etandlica de
polivinipirrolidona al 5%, se agité por 18 horas a temperatura ambiente y 2 horas mas a
60°C al igual que los otros compuestos. Finalmente se concentré hasta sequedad a
presion reducida para obtener 0.9289 (99.5) g de un solido color crema (amarillento) de

aspecto brillante y cristalino.
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Caracterizacién con Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La caracterizacion de las dispersiones solidas se realizé en la Unidad de Servicios
Analiticos (USAI) a cargo de Margarita Portilla Bauza y Elvia del Socorro Reynoso Herrera,
para realizar esta técnica se necesitaron alrededor de 20 mg de compuesto y de las
mezclas fisicas, y 30 mg de cada una de las DS, debido a que el polvo presentaba
estatica, asi como, mayor dificultad para la toma de muestra, sin embargo una de las
ventajas para esta técnica es que se necesita una minima cantidad defi compuesto sélido,
el cual se coloco en capsulas de aluminio de 40 pL con orificio en la tapa y se sometié a

un calentamiento de 5 °C/min en un rango de temperatura de 20 a 350 °C.

Microscopia electronica de barrido.

Para la realizacion del estudio con microscopia electronica, se utilizé un Microscopio

Jeol JSM 5900 LV para ello, las muestras se bafiaron con oro.

Los parametros de lectura fueron: tamano de particulas menor a 5 mm y voltaje de 20
kV.
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Tabla 11. indice de espectros.

No. de Espectro

Descripcion

10

11

12

EMEI de 5-fenil-1-(2,4diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-
carboxilato de etilo. (8)

EMEI de 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-
pirazol-3-carboxilato de etilo (11)

EMFAB de 5-fenil-1-(2,4diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-
carboxilato de etilo. (13)

EMFAB del acido 5-fenil-1-(2,4diclorofenil)-4-metil-1H-
pirazol-3-carboxilico. (9)

RMN-'H del &cido 5-fenil-1-(2,4diclorofenil)-4-metil-1H-
pirazol-3-carboxilico. (9

EMFAB del acido 5-(4-clorofenil)-1-(2,4diclorofenil)-4-metil-
1H-pirazol-3-carboxilico. (12)

RMN- "H del 4cido 5-(4-clorofenil)-1-(2,4diclorofenil)-4-metil-
1H-pirazol-3-carboxilico. (12)

EMFAB del acido 1,5-difenil-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilico
(13).

RMN-"'H del &cido 1,5-difenil-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilico
(13).

EMFAB de N-(piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-
diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxamida (1).

RMN-"H de N-(piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-
diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxamida (1).

RMN-"3C de N-(piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-
diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxamida (1).
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Tabla 11. indice de espectros (Continuacion).

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

IR de N-(piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-
metil-1H-pirazol-3-carboxamida (1).

EMFAB de N-(piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-
diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxamida (2).

RMN-"H de N-(piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-
diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxamida (2).

RMN-"C de N-(piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-
diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxamida (2).

IR de N-(piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-
metil-1H-pirazol-3-carboxamida (2).

EM FAB N-(piperidin-1-il)-1,5-difenil-4-metil-1H-pirazol-3-
carboxamida (3)

RMN-"H N-(piperidin-1-il)-1,5-difenil-4-metil-1H-pirazol-3-
carboxamida (3).

RMN-"*C N-(piperidin-1-il)-1,5-difenil-4-metil-1H-pirazol-3-
carboxamida (3).

IR de N-(piperidin-1-il)-1,5-difenil-4-metil-1H-pirazol-3-
carboxamida (3)

IRPOV 1

IR Mezcla fisica 1 (Compuesto 1 + PVP)
IR POV 2

IR Mezcla Fisica 2 (Compuesto 2 + PVP)

IR POV 3
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Tabla 11. indice de espectros (Continuacion).

27 IR Mezcla fisica 3 (Compuesto 3 + PVP)
28 IR Comparativo PVP, Compuesto 1, POV-1, Mezcla Fisica 1
29 IR Comparativo PVP, Compuesto 2, POV-2, Mezcla Fisica 2
30 IR Comparativo PVP, Compuesto 3, POV-3, Mezcla Fisica 3
Tabla 12. indice de termogramas.
No. de Termograma Descripcion
1 DSC Compuesto 1, POV 1y Mezcla Fisica 1
2 DSC Compuesto 2, POV 2 y Mezcla Fisica 2
3 DSC Compuesto 3, POV 3y Mezcla Fisica 3
4 DSC Polivinilpirrolidona
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Caracterizacion de intermediarios.
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Espectro 3. EMFAB de 5-fenil-1-(2,4diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilato de etilo. (13)
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Caracterizacion de compuestos finales.
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Espectro 15. RMN-"H de N-(piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil )-4-metil
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