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1. INTRODUCCION

La influenza es una enfermedad respiratoria sumamente contagiosa causada por
virus de influenza, que se transmite de persona a persona mediante los aerosoles
gue contienen el virus, y que se generan por la tos o el estornudo del individuo

infectado.

En la lucha contra esta enfermedad, los inhibidores de la neuraminidasa del virus
de influenza son los medicamentos que mejores resultados han mostrado. Por
desgracia, la enorme capacidad para mutar de los virus de influenza A, ocasiona
gue poco a poco nuestros medicamentos sean menos efectivos, y por lo tanto, es
necesaria la generacion de nuevos farmacos capaces de devolvernos la ventaja

sobre esta enfermedad.

De entre todos los inhibidores de neuraminidasa disponibles comercialmente, el
oseltamivir es el mas ampliamente usado alrededor del mundo, y por ello, es
también el compuesto base para el presente trabajo, en el que se sintetizaron
cinco B-aminoalcoholes derivados de éste, con posible actividad como inhibidores

de neuraminidasa y por lo tanto posible uso como medicamentos para la influenza.

Las sintesis se realizaron mediante la apertura de epoxidos con el grupo amina del
oseltamivir, usando radiacion de microondas y arcillas acidas como catalizador.
Este método de obtencion de B-aminoalcoholes fue reportado por Mojtahedi y
colaboradores*®. Aunque ellos reportan un método libre de disolventes, durante el
desarrollo de este trabajo se encontro que la presencia de disolventes favorece la

reaccion.

Al iniciar este trabajo se planed sintetizar un B-aminoalcohol derivado del
oseltamivir por cada epéxido empleado; sin embargo, se observé que la presencia
de grupos OH en el epoxido eran capaces de transesterificar al oseltamivir y
después, mediante la apertura del epoxido, generar lactonas. Esta reaccion ocurre
s6lo si se emplea disolvente (tanto 1.4-dioxano, como metanol), por lo que se

obtienen productos distintos.



A continuaciéon se presenta todo el trabajo realizado para la optimizacién de los
métodos de sintesis de los B-aminoalcoholes obtenidos, asi como la
caracterizacion de cada uno de ellos mediante el uso de distintas técnicas

espectroscopicas y simulacion molecular.



2. ANTECEDENTES

2.1. Historia de la infeccion humana de influenza

2.1.1. Influenza previa al siglo XX

Probablemente la primera epidemia de influenza fue documentada por Hipdcrates,
padre de la medicina, en el 402 a.C. Esta es descrita como una epidemia en el

Norte de Grecia que duré unas semanas, maté a muchos y luego desapareci6.*?

Descripciones similares a la de Hipdcrates surgieron durante la edad media, entre
1173 y 1174 se reporté una enfermedad cuyos sintomas eran similares a los de la
influenza. Fue durante el siglo XIV que el Papa Benedicto XIV acufié el término
influenza, cuando atribuyé a la influencia de las estrellas una enfermedad que
azoto lItalia. Durante la colonizacion de las Ameéricas, el historiador Francisco
Guerra describié un cuadro clinico parecido al de la influenza, que en 1493 acab6
con un tercio de los indios de algunas islas del caribe.?*

Se cree que la primera pandemia de influenza ocurrié en 1580, ésta se origind en
Africa y se esparcio por Europa con una alta mortalidad, llegando a matar 8 000

personas en Roma, y diezmando ciudades espafiolas.*

Otras dos pandemias se registraron antes de 1800, la primera en 1729, se origino
en Rusia, registré una alta tasa de mortalidad, se esparcio por toda Europa dentro
en los siguientes 6 meses, y alcanz0 a todo el mundo durante los siguientes tres
afos. La otra pandemia se registro entre 1781 y 1782, ésta empez6 en China y
luego paso6 a Rusia de donde se esparcio por toda Europa durante los siguientes 8
meses, registrd un alto indice de contagio, especialmente en San Petesburgo y
Roma, donde cayeron enfermas 30 000 personas al dia durante la etapa mas
virulenta de la enfermedad y dos tercios de la poblacion enfermaron,

afortunadamente no se registré un alto indice de mortalidad.*>

La ultima gran pandemia previa al siglo XX se origin6 en China, de donde se
esparcid hacia Asia, (la India y Filipinas), Europa y América del Norte, con un
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indice de contagio de entre el 20 y 25 % de la poblacion de dichas regiones,
aunque sin una alta tasa de mortalidad. También se documentaron brotes

epidémicos de influenza en los afios 1837, 1847 y 1889.*
2.1.2. La Gripe Espanola (1918-1919)

Durante 1918 y la primera mitad de 1919, la humanidad fue azotada por la que
pasaria a la historia como el arquetipo de pandemia que se debe evitar. La Gripe
Espafiola, causada por virus de influenza A H1N1 fue, sin duda alguna, uno de los
mas terribles eventos de la historia médica, cobrando la vida de 50 millones
personas, la mayoria jovenes adultos de entre 20 y 39 afios (aunque hay estudios
que indican que se pudieron llegar hasta 100 millones), y llegando a diezmar la

poblacién de lugares como Alaska y algunas islas del pacifico, entre otros.??3

Esta pandemia sera recordada también por el gran impacto historico que tuvo, ya
que fue un factor importantisimo en el rumbo de la Primera Guerra Mundial.
Durante el verano de 1918, la influenza mermo a las fuerzas alemanas, y permitié
a las fuerzas militares Norteamericanas alcanzar la magnitud necesaria para
derrotar a los alemanes, cambiando asi el rumbo de la historia. Los
Norteamericanos también sufrieron los estragos de la influenza, se estima que
cerca de 43 000 soldados Norteamericanos murieron a causa de la influenza, lo
que representd el 80 % del total de las bajas Norteamericanas durante la guerra.?*

La triste celebridad de Espafia no se debe a que los primeros brotes surgieran en
este pais, sino a que al ser Espafia un pais neutral durante la guerra, la prensa
espafiola no estaba sujeta a restriccion o censura, de modo que ésta fue la
primera en reportar casos de la enfermedad. Aun no se sabe con exactitud en
donde surgio el primer brote; sin embargo, se cree que pudo ser en China o en

Estados Unidos en Fort Riley Kansas, ambos en Marzo de 1918.%*

La Gripe Espafiola se esparcio por todo el mundo entre marzo y junio del 1918, en
lo que fue llamada la primera ola, esta primera ola no fue excepcionalmente
virulenta. Francia, Italia, Alemania y Espafia fueron alcanzadas entre Abril y Mayo;

la enfermedad llego a Inglaterra y Rusia en Junio. La Pandemia se esparcio por el
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norte de Africa en mayo, y se extendi6 por el resto de Africa rapidamente. Algunos

paises lejanos como Nueva Zelanda y Filipinas fueron alcanzados en Junio.*

La segunda ola de infeccién empezé en agosto de 1918, el primer caso se registro
en un barco que viajaba desde Inglaterra a Freetown en Sierra leona. Esta ola fue
extraordinariamente virulenta y paso a la historia como la ola asesina, pues mostro

una mortalidad diez veces mayor a la mostrada por la ola anterior.*
2.1.3. Gripe Asiatica (1957-1958) y Gripe de Hong Kong (1968-1969)

Durante Febrero de 1957, virus de influenza A H2N2 ocasionaron la pandemia de
Gripe Asiatica. Esta se originé al suroeste de China y no se tiene certeza si fue en
las provincias de Gizou o Hunan, de ahi se extendié por el resto de Asia, Hong
Kong y Singapur fueron alcanzados en Abril; Australia e Indonesia registraron
brotes epidémicos en Mayo; Pakistan, Europa Occidental y América del Norte
cayeron en Junio; el resto de América, Nueva Zelanda y las islas del Pacifico en
Julio; finalmente Europa oriental y el Caribe sucumbieron ante la pandemia en
Agosto. El virus le dio la vuelta al mundo en 6 meses y lugares como Europa,
América del Norte, La extinta URSS y Japdén sufrieron una segunda ola a

principios de 1958.%*

Las vidas humanas cobradas por esta pandemia se calculan en apenas cerca de 2
millones, tan poca letalidad, comparada con la Gripe Espafiola, se debi6 a que se
contaba con agentes antimicrobianos para tratar las enfermedades bacterianas
gque acompafaban a la influenza. Los sectores de la poblacibn mas afectados
fueron las mujeres embarazadas en su primer trimestre, enfermos del corazén o
con enfermedades cardiopulmonares y nifios de entre 5 y 19 afios, estos ultimos

con un indice de contagio del 50 %.%%*?

A mediados de Julio de 1968, Hong Kong fue el lugar de origen de la ultima
pandemia de influenza del siglo XX. La Gripe de Hong Kong, causada por virus de
influenza A H3N2, se extendié rapidamente por el sudoeste asiatico, alcanzando a
Taiwan, Filipinas, Vietnam y Singapur en Agosto; en Septiembre se registraron

brotes epidémicos en India, Iran, Australia y Norteamérica, estos ultimos debido al
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regreso de las tropas de Vietham. En Europa la difusion de la enfermedad fue mas
lenta, y fue hasta finales de 1969 que se registraron los mas altos indices de
mortalidad.

Esta pandemia fue poco severa, contando con un aproximado de 1 millén de
victimas mortales y una tasa de mortalidad de 15.5 muertes por cada 100 mil
habitantes, siendo los infantes de entre 10 y 14 afios el sector de la poblacién mas

afectado, con una tasa de contagio del 40 %."°
2.1.4. Influenza A H5N1 y A H1N1 (1990 — presente)

A mediados de Mayo de 1997 se aislé un nuevo virus de influenza proveniente de
un niflo de 3 afos hospitalizado en Hong Kong, este fue el virus de influenza A
H5N1, 4 meses después ya se contabilizaban 18 victimas del nuevo virus, 6 de las
cuales murieron, incluido el nifio. Esta fue la primera infeccion del que hasta ahora
es el virus de influenza mas mortal que ha existido, y un posible candidato para
una nueva pandemia, debido a que cumple con 2 de los 3 criterios necesarios
para un virus pandémico: tiene la habilidad de replicarse en seres humanos y hay
ausencia de inmunidad en la poblacibn humana, afortunadamente ha mostrado

una muy baja capacidad para transmitirse de hombre a hombre.*’

Para el 2012 la OMS informé que se habian contabilizado 610 casos alrededor
del mundo, de los cuales murieron 360, lo cual arroja una tasa de mortalidad del
59 9.

A principios de Abril del 2009, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) fue
alertado debido a que, a diferencia de lo que se esperaba, los casos de influenza
estacional en la Ciudad de México no descendieron entre marzo y mayo, ademas
se registraron brotes epidémicos en Veracruz, Tlaxcala y San Luis Potosi; estos
eventos, aunados a casos de neumonias atipicamente fuertes en Oaxaca,
pusieron en alerta a todo el pais. El 23 de Abril autoridades mexicanas anunciaron
que el virus causante de la infeccion era una nueva cepa de virus de influenza A
H1N1 y apenas se confirmaron 18 casos, el 29 de Abril la OMS declaré el nivel 5

de su sistema de alerta de pandemia, con lo cual reconocia una pandemia
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inminente, y el 11 de Junio se subio la alerta a nivel 6, el nivel mas alto y con lo

que se reconocié la existencia de la pandemia.'**°

Para el 21 de Mayo ya se contabilizaban 11 043 casos en 41 paises, incluyendo
85 muertes, la mayoria debido a viajeros provenientes de México. Para el 27 de
Septiembre del mismo afio se reportaron mas de 4 100 muertes, de las cuales
3 200 ocurrieron en América, siendo los mas afectados: Estados Unidos,
Argentina, Canada, Brasil y México. Este Ultimo con 163 muertes y una tasa de
mortalidad del 0.4 %, la mas alta registrada. Debido a la gran cantidad de
infectados que habia para Noviembre del 2009, los cuales sumaron 622 000, la

OMS dejé de contabilizar los casos de infeccién y sélo contabilizé los decesos. >

A principios de Agosto del 2010 se declaré terminada la pandemia, quedando
confirmadas 18 398 muertes directas; sin embargo, estudios recientes han
demostrado, a través de modelos matematicos, que las cifras oficiales son
sumamente inferiores a las cifras reales. Se estima que tan solo en Estados
Unidos hubo 61 millones de infectados con 12 470 muertes, y que las muertes
alrededor del mundo fueron: 201 200 por complicaciones respiratorias y 83 300

por complicaciones cardiovasculares.**4°

La mayoria de las muertes se registrd6 en personas de entre 40 y 50 afios, los
infantes fueron el sector de la poblacion con mayor nimero de contagios; sin

embargo, la enfermedad fue méas severa en los adultos mayores a 60 afios.*>*®

Recientemente en México, en la temporada invernal 2013-2014, hasta finales de
Febrero del 2014, se registraron 4 576 casos de influenza A H1N1 con 537
muertes, por lo que, al menos en cuanto a cifras oficiales se refiere, México se
volvié a enfrentar a una epidemia de influenza A H1IN1 que inclusive mostro tener

un indice de mortalidad (11.7 %) atn mayor al del 2009.2+*°



2.2. Influenza A

2.2.1. Generalidades sobre la influenza

La influenza es una enfermedad respiratoria de origen viral y en ocasiones
altamente infecciosa, que se transmite principalmente durante los meses frios del
afio. Se transmite facilmente por secreciones respiratorias al toser o estornudar,
por el saludo de mano o beso, o por tocar objetos contaminados con el virus. Los
sintomas mas frecuentes de esta enfermedad son: fiebre o sensacién de
escalofrios, tos, dolor de garganta, mucosidad nasal o nariz tapada, dolores
musculares o corporales, dolor de cabeza, fatiga, y en ocasiones vomitos y

diarrea, aunque esto Gltimo es m&s comun en nifios que en adultos.**

Aunqgue la mayoria de la gente infectada por influenza se recupera en periodos de
entre 1 y 2 semanas, algunas personas desarrollan complicaciones como
neumonia, bronquitis, infeccion sinusal y del oido, entre otras. También es posible
agravar los problemas de enfermedades cronicas, las personas con asma pueden
sufrir ataques de asma mientras tienen influenza y las personas con insuficiencia
cardiaca cronica pueden presentar un agravamiento de su condicién. Estas

complicaciones pueden poner en riesgo la vida del paciente.**?°

Los virus de influenza provienen de la familia de los orthomyxovirus, se clasifican
con base en sus caracteristicas moleculares (proteina de matriz y nucleoproteina)
en: virus tipo A, tipo By tipo C. Los virus tipo A, ademas se pueden clasificar en
subtipos con respecto a las proteinas de la membrana del virus (hemaglutinina y

neuraminidasa).”%°

Los virus tipo C son capaces de contagiar humanos y porcinos, su infeccion no es
grave y generalmente asintomatica, rara vez se necesita hospitalizacion. Los virus
Tipo B son capaces de infectar a humanos y focas, es uno de los responsables de
los brotes de influenza estacionaria y produce infecciones de menor gravedad que
la influenza A. Los virus tipo A, al igual que los tipo B, provocan brotes de
influenza estacionaria, son capaces de generar infecciones graves y de infectar

humanos, porcinos, equinos, un gran numero de aves (silvestres y de corral) y



ballenas. Los virus de influenza A, también conocidos como virus de influenza
pandémica, son los mas peligrosos, pues al ser capaces de habitar en tantos
entornos, disponen de mayor material genético y por consiguiente una mayor
capacidad para mutar, es por ello que representan la mayor de las amenazas para

la salud publica.”%?

Cabe destacar que las cepas de los virus de influenza son en su mayoria
selectivas, por lo que un virus aviar no es capaz de infectar a un humano y
viceversa. Esta selectividad se asocia a que un virus de influenza es capaz,
mediante la hemaglutinina, de reconocer y diferenciar las células epiteliales del

tracto respiratorio de distintas especies.®*1>%

2.2.2. Caracteristicas del virus de influenza A

El virus de influenza A tiene un diametro de entre 80 y 120 nm, y forma estructuras
esféricas o pleomoérficas. Contiene un genoma con 8 segmentos diferentes de
ARN que codifican para 10 proteinas distintas, dichas proteinas se pueden
clasificar como de superficie o internas. Las proteinas de superficie, localizadas en
el exterior de la bicapa lipidica del virus, son: hemaglutinina (HA), neuraminidasa
(NA) y los canales de iones M2; las proteinas internas, localizadas en el interior
del virus, son: nucleoproteina (NP), proteina de matriz (M1), los complejos basicos
de polimerasa 1 (PB1) y 2 (PB2) y el complejo acido de polimerasa (PA), existen
ademas otras 2 proteinas no estructurales: NS1 y NS. La proteina NS1 no se
encuentra nunca dentro del virus, pero se produce en grandes cantidades en la
célula infectada, la proteina NS2 si se encuentra dentro del virus, pero es
producida en mayor cantidad en la célula infectada. La tabla 2.2.2.1 muestra todas

las proteinas mencionadas anteriormente y sus funciones principales.’"



Tabla 2.2.2.1. Proteinas del virus de influenza A con sus funciones principales y el
segmento de ARN que codifica para su formacién.’

Segmento de ARN Proteina Funcioén
Polimerasa, soporta la formacion
1 PB2 del complejo de transcriptasa,
factor de virulencia
Subunidad catalitica del ARN
2 PB1 polimerasa, proteina participante
en la apoptosis
3 PA ARN polimerasa
4 Hemaglutinina (HA) | Ligando del receptor, proteina de
fusion, antigenos principales
5 NP Nucleoproteina (capside), participa
en la replicacion
Rompe el acido sialico, facilita la
6 Neuraminidasa (NA) | liberacion del virus y previene la
agregacion viral
M1 (matriz) Interactia con el genoma, apoya
7 en el ensamble viral
M2 Forma el canal i6nico, controla el
pH intracelular y el desnudamiento
NS1 Controla la postranscipcion,
8 antagonista del interferén
NS2 Exporta el ARN viral del nucleo,
ensamble virico

La hemaglutinina es una glicoproteina trimérica integral de superficie que forma
espiculas y realiza 3 funciones principales: adherencia a las células epiteliales del
tracto respiratorio, fusién de las membranas del virus y la célula atacada, y sirve
para el reconocimiento antigénico que induce la respuesta inmune. La
neuraminidasa es otra glicoproteina, ésta es tetramérica, tiene forma de hongo, se
encuentra en la envoltura del virus y sus funciones principales son: catalizar la
ruptura del acido sidlico para liberar al virus y permitir el transporte del virus a

través de la capa de mucina del tracto respiratorio.”*%*’
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Figura 2.2.2.1. Imagen simplificada del virus de influenza.'’
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En los virus de influenza A existen 17 subtipos diferentes de hemaglutinina (H1-
H17) y 9 subtipos diferentes de neuraminidasa (N1-N9), lo que puede generar un
namero extenso de posibles combinaciones para generar subtipos distintos de
virus, como H1N1, H5N1 y H3N2. Practicamente todos los subtipos de virus se

encuentran en aves silvestres acuéticas.’!’

La proteina M2 es una proteina integral de la membrana del virus que forma un
canal idnico encargado de controlar el pH intracelular, esto lo logra al permitir la
entrada de iones al virus durante la activaciéon de la hemaglutinina para acercar y
fusionar las membranas del virus y la célula en el ciclo de replicacion. En la figura

2.2.2.1 se muestra un esquema simplificado del virus de influenza.’*®
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2.2.3. Ciclo de replicacion viral

Sintesis de polimerasas /'—__—_-
ﬁ \ Transcripdon
@

Nucleas

Sintesis de proteinas
estructurales

Progenie viral

Figura 2.2.3.1.. Esquema de replicacion viral.”

El ciclo comienza cuando la hemaglutinina del virus se adhiere a los residuos de
acido sidlico en la superficie de la célula, tras adherirse, ingresan mediante
endocitosis mediada por los receptores de acido sialico de las células, y se forma

un endosoma. La célula trata de deshacerse del cuerpo extrafio disminuyendo el
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pH; sin embargo, la disminucion del pH favorece que mediante los canales iGnicos
M2, la heamaglutinina acerque las membranas para su posterior fusion, lo que
permite la salida al citosol de los segmentos gendémicos, que transitan hasta llegar
al nucleo, donde se lleva cabo la transcripcion que genera ARN mensajero
(ARNmM) y ARN viral. Los ARNm se transportan al citoplasma para unirse a los
ribosomas e iniciar la produccion de las proteinas necesarias para la transcripcion
y sintesis de las proteinas de la superficie del virus, tras esto, dichas proteinas son
transportadas nuevamente al ndcleo. Finalmente se producen las proteinas de la
superficie del virus, las cuales se procesan en el reticulo endoplasmico y en el
aparato de Golgi, y son expresadas en la membrana celular, tras lo cual inicia el
proceso de gemacién en el que se libera el nuevo virus mediante la
neuraminidasa. En la figura 2.2.3.1 se presenta de manera esquematica el

proceso de replicacion viral."*>171°

2.2.4. Mutaciones en virus de influenza (deriva antigénica y cambio

antigénico)

La facilidad para mutar de los virus de influenza es una de las caracteristica que
convierten a la influenza en una enfermedad inerradicable, ya que con frecuencia
se encuentran nuevas cepas de virus que son capaces de evadir parcial o hasta
totalmente la respuesta inmune del hospedero, inclusive las vacunas muestran
gue, aunque son capaces de disminuir el nimero de infectados, son ineficientes
para el control adecuado de la enfermedad. Aunque toda la estructura del virus es
propensa a sufrir cambios causados por las mutaciones, son las mutaciones sobre
la hemaglutinina y la neuraminidasa, también llamadas proteinas antigénicas, las
gue representan el mayor riesgo para la salud publica, pues son estas proteinas

las encargadas de desencadenar la respuesta inmune del hospedero.*

Hay dos factores importantes que influyen en la capacidad de mutar de los virus,
estos son: la fragmentacion en 8 segmentos del genoma viral, lo cual favorece el
intercambio genético entre distintas cepas de virus que coinfectan a un individuo, y
las fallas del ARN polimerasa durante la transcripciébn (cuya fidelidad de

transcripcion no es buena), que se traduce en cambios en los aminoacidos de las
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proteinas que se sintetizan. Existen dos tipos de mutaciones que pueden sufrir los

virus de influenza, estas son: la deriva antigénica y el cambio antigénico.”**2%11

La deriva antigénica es producida por mutaciones puntuales en los nucleétidos,
particularmente en el segmento que codifica para la hemaglutinina, y producen
cambios pequefios en proteinas que por si solos no son significativos, pero cuya
acumulacion es capaz de evadir la respuesta inmune del hospedero. Este tipo de
mutacion es la mas comdn y no genera nuevos subtipos de virus de influenza A,
los brotes de influenza estacional suelen estar asociados a cepas que mediante
este mecanismo son capaces de evadir parcialmente la respuesta inmune del
hospedero. EI mejor ejemplo de deriva antigénica es el proporcionado por virus de
influenza A H1N1, que tras sucesivas mutaciones fueron capaces de pasar de las
aves a humanos para ocasionar la Gripe Espafiola, y que mediante mas
mutaciones han generado las cepas que aun recorren el mundo (figura
2.2.4.1). 79115

A
H2N2 /) [H3N?
™ ),
PB1 P
=  PBf
HA
A NA \\ HA

1918 1957 1968
H1N1 H2N2 H3N2
Spanlsh > Asian Hong Kong

5 N )
U “|||II| \_\J '_/lh\_\; [ ||_[||_|!/ \_] *—’@"DF

) o x' Russian |+. pre \
BEd " Cxmapl) O

Figura 2.2.4.1. Origen de los virus de influenza A H3N2 y HIN1.*

El cambio antigénico soélo se presenta en virus de influenza A y es la razon por la

que la influenza A es conocida como influenza pandémica. Se produce por la
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reasociacion de los segmentos gendmicos de dos 0 mas subtipos de virus que
coinfectan un mismo individuo durante el ensamble de una sola particula viral, y es
capaz de generar nuevos subtipos de virus de influenza A, que son capaces de
evadir totalmente la respuesta inmune del hospedero. En este mecanismo es
importante recalcar la capacidad de los virus de influenza A para infectar una gran
cantidad de especies, pues tienen una enorme cantidad de material genético a su
disposicion. El ejemplo méas conocido de cambio antigénico es el virus de influenza
A H3N2 causante de la Gripe de Hong Kong, originado debido a que virus de
influenza humana A H2N2 cambiaron su H2 por H3 proveniente de virus aviares
(figura 2.2.4.1).%7 104

2.2.5. Inhibidores de neuraminidasa

Existen dos tipos de medicamentos para combatir la influenza, estos son:
Inhibidores de los canales i6nicos M2 y los inhibidores de neuraminidasa. Los
inhibidores de canales ionicos fueron los primeros medicamentos desarrollados,
los mas conocidos son la rimantidina y la amantadina, solo funcionan con virus de
influenza A (pues solo este tipo de virus posee canales io6nicos M2) y
desgraciadamente se ha demostrado que los virus de influenza generan

resistencia hacia estos rapidamente.?

Los inhibidores de neuraminidasa son los medicamentos mas ampliamente
usados pues son efectivos contra todo tipo de virus de influenza, los mas usados
son el zanamivir, cuyo nombre comercial es ralenza y el oseltamivir, que se
comercializa como tamiflu. El oseltamivir es el mas ampliamente usado pues, a
diferencia del zanamivir, que se administra por inhalacion, es administrado

oralmente.?%??

La neuraminidasa, como se mencion0 anteriormente, actia cortando el residuo de
acido sialico al que esta unido la hemaglutinina, de modo que los nuevos virus
producidos en la célula infectada son liberados para infectar mas células. Los
inhibidores de neuraminidasa imitan la estructura del acido sialico (figura 2.2.5.1) y

actuan sobre este mismo paso, compitiendo por el sitio activo de la neuraminidasa
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y evitando asi que esta rompa la unién que mantiene a los nuevos virus unidos a
la célula infectada. Lamentablemente se ha encontrado que los virus de influenza
han desarrollado resistencia ante estos medicamentos, sobretodo el oseltamivir

pues es el mas ampliamente usado.?%%

Oseltamivir

Acido sialico

Figura 2.2.5.1. Estructuras del zanamivir, oseltamivir y &cido silico.

2.3. Apertura de epéxidos

2.3.1. Generalidades sobre epoxidos

Los epoxidos, también llamados oxiranos, son éteres ciclicos de tres miembros,
gue a diferencia de los éteres aciclicos y éteres ciclicos mas grandes (superiores a
4 miembros), son altamente reactivos. La reactividad inusual de los ep6xidos se
debe a la gran tensién angular del anillo, cuyos miembros tienen hibridacién sp®,
con angulos caracteristicos de 109.5 ° que son drasticamente reducidos a valores
cercanos a 60 ° para dar forma triangular al epéxido (figura 2.3.1.2). Existe
también, aunque en menor medida, tension torsional debido a que los atomos

unidos a los carbonos de epéxido siempre estan eclipsados.?®:313234
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61.4°

ilH

116.3 °

H H

Figura 2.3.1.2. Angulos entre los enlaces del 6xido de etileno.**

Esta reactividad es especialmente importante en sistemas biolégicos, donde las
proteinas y acidos nucleicos tienen abundantes grupos amino que funcionan como
nucleofilos. Los epoxidos de bajo peso molecular pueden ser inhalados debido a
su bajo punto de ebullicién, pudiendo asi reaccionar con proteinas y acidos
nucleicos impidiendo el buen funcionamiento de las células; de hecho, el éxido de
etileno se usa para desinfectar material quirtrgico aprovechando su gran toxicidad
para las bacterias. Los epdxidos de mayor peso molecular son en ocasiones

altamente carcinogénicos debido a sus reacciones con nucledfilos bioldgicos.3*%*

2.3.2. Apertura de epoxidos

La mayoria de las reacciones que involucran epéxidos como reactivos implican la
apertura del anillo oxiranico, debido a que ésta es la Unica forma de aliviar tanto la
tensién angular como torsional de estos compuestos. Dichas aperturas suceden
tanto con reactivos electrofilicos como nucleofilicos, de hecho, la reactividad de los
epoxidos frente a nucledfilos constituye la principal diferencia entre la reactividad

de estos y otros éteres.?**

Los epoxidos, al igual que cualquier éter, se abren mediante el tratamiento con
acido (catalisis acida), la diferencia es que, en el caso de los epoxidos, basta con
condiciones de reaccion suaves para lograrlo. El tratamiento de un epo6xido con
acido acuoso y a temperatura ambiente es suficiente para convertirlos en 1,2-
dioles, también llamados glicoles vecinales, si en lugar de agua se usa un alcohol
como disolvente se obtiene un éter vecinal a un alcohol (figura 2.3.2.1a). Los
epoOxidos también se pueden abrir con acidos distintos al HzO*, como HX anhidro
para producir halohidrinas (figura 2.3.2.1b). El primer paso en este tipo de
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reacciones es la protonacion del oxigeno para generar un ion oxonio, que es un

buen grupo saliente, seguido por el ataque nucleofélico sobre el carbono en el que

se rompe el enlace C-0.7%%
a) - H30+ % OH
ety
0 <
* OH
H A -
S CHOH ,
i “O—CHj
b)
HX OH
o >
Eter o

Figura 2.3.2.1. a) Reacciones del 1,2-epoxiciclohexano con acido acuoso y &cido en
metanol en las que se forman un glicol y un éter vecinal a un alcohol respectivamente, y
b) reaccién del 1,2-epoxiciclohexano con HX (X = F, CI, Br o I) para generar
halohidrinas.?*3*

La regioquimica de la apertura de epdxidos catalizada por acidos depende de la
estructura del epoxido, y es bastante comdn encontrarse con mezclas de
productos. Cuando los atomos de carbono en el epdxido son primarios o
secundarios, el ataque nucleofilico sucede preferentemente sobre el carbono
estéricamente menos impedido (menos sustituido) siguiendo un mecanismo Sy2,
gue implica la conversion de la configuracion si el ataque nucleofilico sucede
sobre un carbono quiral (figura 2.3.2.2a). Sin embargo, si algun atomo del epdxido
es terciario, se prefiere el ataque sobre este carbono siguiendo un mecanismo Syl
que incluye tanto la conservacion como la conversion de la configuracion (figura

2.3.2.2h).29%2
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O HO, H HsC, OH
/\ HCI \C—C/ "C—C/
H3CI I}C_C\"’H > HSC\‘/‘ \\H + H'/ \\H
H H Eter H Cl Cl H
(S)-1,2-epoxipropano (S)-1-cloro-2-propanol (R)-2-cloro-1-propanol
(90 %) (10 %)
b)
Q HO H
N\ HCI SN L
HsCr C—CH : > H,c—CCH + HyCCCH
Et H Eter Et OH Et cl
(R)-2-etil-2-metiloxirano 2-cloro-2-metil-1-butanol (R)-1-cloro-2-metil-2-butanol
(60 %) (40%)
N C/H CI\C C,H
+C—C—~ Et,YT “CH
H5C! H + 4 \
e oH HaC OH
(R)-2-cloro-2- (S)-2-cloro-2-metil-1-butanol

metil-1-butanol

Figura 2.3.2.2. a) Reaccion del (S)-1,2-epoxipropano con HCI en éter para producir (S)-1-
cloro-2propanol y (R)-2-cloro-1-propanol (con inversién de configuracién), y b) reaccion
del (R)-2-etil-2-metiloxirano para generar una mezcla racémica de 2-cloro-2-metil-1-
butanol (con retencion e inversion de configuracion) y (S)-2-cloro-2-metil-1-butanol.***?

Como se mencioné anteriormente, la principal diferencia entre las reactividades de
los epdxidos y otros éteres, es la capacidad de los epéxidos para abrirse mediante
catdlisis basica y al reaccionar con un nucledfilo (reactivos organometalicos y
alcoxidos, entre otros), ambas mediante mecanismos tipo Sy2 (figura 2.3.2.3), por
lo que el ataque siempre sucedera en el carbono menos impedido y con inversion
de la configuracion. El primer paso en estas reacciones es el ataque del nucledfilo
sobre el carbono menos sustituido para generar un ion alcoxido, este ion se
protona facilmente en un paso posterior para generar un alcohol. Debido a que el
oxigeno es un grupo saliente pobre y no se convierte en un buen grupo saliente
como en la catalisis acida, generalmente se necesitan condiciones mas duras para
la apertura de epoxidos via catdlisis basica, en comparacion con las aperturas

catalizadas por acidos.?*3*
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O\ ~ OH
CH, OH g CH,OH
H,0, 100 °C
oxido de metilenciclohexano 1-(hidroximetil)ciclohexanol
(70 %)
b)
/O\ CH5ONa HO\ /OCH3
H3C_C_C"”H > H C/C_C‘H
/ \ 37/ A
H3C CH3 CHgoH H3C CH3
(S)-2,2,3-trimetiloxirano (R)-2-metil-3-metoxi-2-butanol

Figura 2.3.2.3. a) Reaccion del 6xido de metilciclohexano con una base para formar 1-
(hidroximetil)ciclohexanol y b) Reaccion del (S)-2,2,3-trimetiloxirano con metéxido de
sodio en metanol para generar (R)-2-metil-3-metoxi-2-butanol (inversién de la
configuracion).?%
2.3.3. Sintesis de B-aminoalcoholes mediante la apertura de epéxidos con

aminas

Los B-aminoalcoholes son intermediarios clave para la preparacion de una gran
cantidad de compuestos biolégicamente activos y aminoacidos no naturales, y
tienen ademas un amplio uso como auxiliares quirales. El método méas usado para
sintetizar 3-aminoalcoholes es la apertura de epoxidos con aminas, y la forma
clasica de hacerlo involucra el calentamiento del ep6xido con exceso de la amina.
Este método tiene varias desventajas: la alta temperatura puede afectar a otros
grupos funcionales labiles, siempre se necesita exceso de amina, falta de
regioselectividad, y falla del método con aminas pobremente nucleofilicas y

aminas o epoxidos estéricamente impedidos.36:373940

Una estrategia viable para superar los problemas enlistados anteriormente es la
activacion electrofilica del ep6xido mediante acidos de Lewis (figura 2.3.3.1), para
esto se han usado diversos catalizadores como: sales metalicas, percloratos o

tetrafluoroborato, alcoxidos metalicos, triflatos metalicos, sulfofenil fosfonato,
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alumina, liquidos iénicos, montmorillonita con irradiacidon de microondas, zeolitas,
silice a altas presiones, silica gel para cromatografia y acidos de Lewis en CO;
super critico. Por desgracia muchos de estos métodos siguen teniendo muchas
desventajas como: largos tiempos de reaccion, elevadas temperaturas que
facilitan reacciones colaterales, necesidad de altas presiones, catalizadores
sensibles a la humedad, uso de cantidades estequiometricas de los catalizadores,
altos costos de los catalizadores, pobre regioselectividad y reordenamientos para

generar alcoholes alilicos.*¢°

oLl

AN

5% 87 CHj

Figura 2.3.3.1. Activacion electrofilica del 6xido de propeno mediante un &cido de Lewis
(M). El 4&cido de Lewis se acompleja con el oxigeno del ep6xido propiciando las

densidades de carga positivas en los carbonos oxiranicos.

De entre los métodos presentados anteriormente, el uso de algunas sales
metalicas como CoCl,, ZrOCl;, - 6H,0 y Al,O3 con B,O3, y el uso de arcillas acidas
como la montmorillonita con irradiacion de microondas, han demostrado buenos
resultados en cuanto a regioselectividad y rendimiento sin requerir condiciones
duras de reaccion, gran exceso de amina o cantidades estequiométricas de los

catalizadores.3"4143

El uso de CoCl, en acetonitrilo, Al,Oz con B>O3; en condiciones libres de
disolvente y ZrOClI, - 6H,O en atmosfera de N, (todos los métodos a temperatura
ambiente) han mostrado ser excelentes métodos con muy buenos rendimientos y
excelente regioselectividad (tabla 2.3.3.1) que depende, en su mayoria, de la
estructura del epoxido. Si el epdxido es aromatico los factores electronicos
predominan durante la sustitucion, por lo que se prefiere el ataque sobre el
carbono bencilico pues la densidad de carga positiva es mas estable sobre este

carbono. Si el epéxido es alifatico los factores estéricos predominan, por lo que se
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prefiere el ataque sobre el carbono menos impedido. Cuando la amina esta
fuertemente impedida se requiere mas tiempo de reaccién o mayor temperatura, a
menudo ambas, y por lo general se obtienen rendimientos menores (tabla 2.3.3.1).
El gran inconveniente con estos métodos es la imposibilidad de usar aminas

alifaticas, esto debido a la gran acidez de Lewis de los catalizadores que se

acomplejan con dichas aminas.?" 442

Tabla 2.3.3.1. Resultados de rendimiento y regioisomeria de la reaccién entre
diferentes epdxidos y anilinas usando distintos catalizadores. Estos resultados
fueron obtenidos por: Sundararajan y colaboradores (uso de CoCl,)*, Zhang y
colaboradores (uso de AlLOs; /B,03)*, y Reddy y colaboradores (uso de
ZrOCl,-6H,0)%

R4 R
NH, HN)\/OH HN/\J}OH
Q + Ry R, CoCl, . R R, Ry Ry
AR1 \©/ CH3CN \©/ * \©/
a b
Catalizador Ri1 R2 Tiempo de | Rendimiento | Relacion de
reaccion total (%)% | regioisdbmeros
(a:b)
CoCl, n-butilo Hidrégeno 4 horas 96 5:95
CoCl, Fenilo Hidrégeno 3 horas 98 95:5
CoCl, Fenilo Isopropilo 24 horas 76 88:12
Al,O3 /B,0O3 Fenilo Hidrégeno 2 horas 90 99:1
Al,O3 /B,03 Metilo Hidbégeno 3 horas 75 Solo b
ZrOCl, - Fenilo Hidrégeno | 45 minutos 97 99:1
6H,0
ZrOCl; - metilo Hidrégeno 1 hora 80 Sélo b
6H,0

#Rendimiento de la mezcla de productos

Por otro lado, el uso de montmorillonita, un &cido de Lewis no tan fuerte, ha
mostrado ser un método efectivo en el que se pueden usar aminas alifaticas,
aunque a cambio se pierde regioselectividad y se obtienen rendimientos menores.

La variedad de montmorillonita mas usada es la montmorillonita K10. La
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regioisomeria favorecida al usar esta metodologia es la misma que la mostrada

anteriormente, pero la relacién de los regioisomeros es menor.***°

En la reaccién entre el 6xido de estireno y 2-aminofenol usando montmorillonita
K10 se favorece el regioisomero producido por el atague en el carbono bencilico y
se obtiene un bajo rendimiento (figura 2.3.3.2a), mientras que en la reaccién entre
el mismo epoxido con etanolamina se obtiene un mayor rendimiento y se sigue
favoreciendo el ataque sobre el carbono bencilico, aunque con una muy pobre
regioselectividad (figura 2.3.3.2b). El bajo rendimiento se debe a la poca nucleofilia
de la anilina, mientras que la falta de regioselectividad es causada,
probablemente, por una conformacion estéricamente impedida de la etanolamina,
promoviendo asi el ataque sobre el carbono no bencilico y estéricamente menos

impedido.®"*

. ) g Relacién A:B = 9:1
Montmorillonita K10/Microondas

@/“Hz HO._ HO HO.
> N ©\(\N Rendimiento = 55 %
H H
OH
B

O A

@A b
OH _OH
OH _OH
HO J/ Rendimiento = 99 %
" NH, - N + J/ Relacion A'B = 3:1
H

Montmorillonita K10/Microondas

o A B

Figura 2.3.3.2. Reaccion entre el 6xido de estireno y a) 2-amino fenol, o b) etanolamina.
En ambas reacciones se favorece el ataque al carbono bencilico.**
El uso de aminas estéricamente impedidas, aun reaccionando con epdéxidos
aromaticos, favorece enormemente el regioisbmero en el que se ataca al carbono
menos impedido (figura 2.3.3.3a). Con los epoéxidos alifaticos se favorece casi
exclusivamente el ataque al carbono menos impedido si uno de los carbonos esta

fuertemente impedido, aunque de no ser asi, se suelen encontrar mezclas de
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ambos regioisomeros sin un favorecimiento tajante hacia el regioisbmero

producido por el ataque al carbono menos impedido (figura 2.3.3.3b).3"*

Se ha reportado que el uso de montmorillonita K10 como catalizador ofrece bajos
rendimientos y pobres regioselectividades; sin embargo, en muchas ocasiones
esto se debe al uso de una excesiva cantidad del catalizador (hasta 200 % m/m) y
a altas temperaturas de reaccion, ambas condiciones suelen propiciar reacciones
colaterales como reordenamientos y polimerizaciones. Si el ep6xido es volatil, las
altas temperaturas pueden propiciar la evaporacion de este antes de que se

consuma en la reaccién.>"**

(0] OH
O Montmorillonita K10 N Rendimiento = 75 %
+ > : :
” Microondas

OH

HyC. _OH OH
NH, Montmorillonita K10
0O > +
Microondas H3C N
H3C | ” 3 H
OH OH

A B

A

b

Rendimiento = 99 %
Relaciéon A:B =3:1

Figura 2.3.3.3. a) Reaccion entre el 6xido de estireno y la piperidina (amina estéricamente
impedida) para producir el regioisémero donde se ataca al carbono menos impedido, y b)
reaccion entre el 6xido de propeno y 2-aminofenol donde se produce una mezcla de
regioisomeros.?"**
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3. OBJETIVOS

Sintetizar y caracterizar -aminoalcoholes derivados del oseltamivir, que
podrian presentar actividad como inhibidores de neuraminidasa de virus de
influenza, mediante la apertura de distintos epo6xidos, usando radiacion de

microondas y arcillas 4cidas como catalizadores.
Optimizar las sintesis probando la relacibn molar de reactivos, distintos

catalizadores, distintos disolventes, distintas temperaturas y tiempos de

reaccion.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

4.1. Resumen general de sintesis realizadas

Oseltamivir

Figura 4.1.1. Esquema de reaccion de todos los 3-aminoalcoholes sintetizados.

Glicidol

Compuesto

Bentonita 1, microondas, OH A

sin disolvente

A\

(0]
o,
Glicidol -
O  Compuesto
Bentonita 1, microondas, HN - \/2 B

1,4-dioxano o metanol )\ HN
O OH

e}

/AN o
1,1-Dimetiloxirano o:@/”\o/\
i i Compuesto
Catalizador, microondas, HN . oH &

Metanol o etanol H
)\ HN
0]

v

O

VAVAN 0
1,2-Epoxibutano O, O/\
Montmorillonita K10, microondas, ComSJesto
etanol HN Y OH
4"\ HN\}\/
(o]
0]
[N *
1,2-Epoxipropano O, O/\
> Compuesto
Montmorillonita K10, microondas, E
etanol OH
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En la figura 4.1.1 se muestran de manera esquematica todas las sintesis
realizadas de (-aminoalcoholes derivados del oseltamivir, cuyos resultados se
presentaran y discutiran mas adelante.

4.2. Equipos empleados

1. Reactor de microondas marca CEM Discover, modelo Explorer Hybrid 12. El
reactor es capaz de mantener la temperatura constante a cambio de una
minima variaciébn en la potencia, por lo que debe entenderse, que en las
condiciones reportadas en este trabajo siempre hay una ligera variacion en la

potencia del reactor.

2. Espectrémetro de resonancia magnética nuclear Varian Unity Innova de 300
MHz. Para la interpretacion de los espectros: s = singulete, d = doblete, dd =
doblete dobleteado, t = triplete, dt = triplete dobleteado, dtd

doble triplete

dobleteado, ¢ = cuatriplete, g = quintuplete y m = multiplete.

3. Espectrofotdmetro de Infrarrojo PerkinElmer Spectrum 400 de transformada de

Fourier con un accesorio de insercion de muestra Universal ATR.

4. Espectrémetro de masas Agilent de triple cuadrupolo 6410. Las muestras se

introdujeron por inyeccion directa, y el modo de ionizacion fue electrospray.

5. Difractometro de rayos X de polvos Bruker D8 ADVANE, se usé radiacion Ka
de cobre con filtro de niquel. Este equipo se usé para la caracterizacion de
las arcillas acidas usadas como catalizadores para este trabajo. La
composicion de estos catalizadores se encuentra en la seccién 4.3 (tabla
4.3.3).

27



4.3. Reactivos, disolventes y catalizadores empleados

Tabla 4.3.1. Reactivos usados.

Reactivo Formula Peso Densidad Punto de | Apariencia
minima molecular (g/ml) inflamacion
(g/mol) o ebullicién
)
Oseltamivir C12H28N204 31240 | - Pi: 240 Solido
blanco
Glicidol C3HsO2 74.08 1.117 Pe:61-62 Liquido
racémico incoloro
1,1- C4HgO 72.11 0.812 Pe: 50-51 Liquido
Dimetiloxirano incoloro
1,2- Liquido
Epoxibutano C4HsO 72.11 0.837 Pe: 63 incoloro
racémico
1,2- Liquido
Epoxipropano C3HsO 58.08 0.830 Pe: 34 incoloro
racémico
Tabla 4.3.2. Disolventes usados.
Disolvente Férmula Punto de ebullicién Constante
semidesarrollada (°C) dieléctrica
Acetona CO(CHj3), 56 20.7
1,4-Dioxan0 (CHz)zo(CHz)zO 101 2.3
Diclorometano CH,Cl, 40 8.9
Hidroxido de NH, OH | e e
amonio
Metanol CH30OH 65 32.7
Etanol CH3CH,0OH 78 24.5

Los catalizadores empleados fueron las arcillas 4cidas: bentonita 1, bentonita 2 y
Montmorillonita K10; cada una de ellas con diferente composicion. Estos
catalizadores se caracterizaron por difraccion de rayos X de polvos, la
composicién de cada uno de ellos se encuentra en la tabla 4.2.3 y los espectros

obtenidos se encuentran en el anexo D.
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Tabla 4.3.3. Composicion de las arcillas acidas usadas como catalizadores
(bentonita 1, bentonita 2 y montmorillonita K10). La determinacion de la
composiciéon se hizo mediante difraccion de rayos X de polvos.

Composicion Catalizador (composicion porcentual)
Mineral Composicion del Bentonita | Bentonita | Montmorillonita
mineral 1 2 K10
Albita céalcica (Na,Ca)AI(Si,Al)30g 19.74% | - | e
Anortita CaAlLSi,0g | - 17.75% | ----—---
(Cag.0sNag 21Ko.27)
Bentonita (AI1_64Fe0_06Mgo_31) 3.13% 1571% | --------
(Alp.29Si3.71010(0OH)>)
Calcita CaCOs3; 2.08 % 396 % | @ --------
Cuarzo SiO, 40.26 % 7.82% 28.55 %
Kaolinita A|2032$|02H20 -------- 13.78% | -
Montmorillonita AlSi,O(OH), | - 4098% | -
1
Montmorillonita |  (Na,Ca)o.3(Al,MQg)2 3479% | - | e
2 Si4010(OH)2-H,O
Muscovita KAI(Si,Al)4O10(OH), | - | —meeee- 71.45 %

Las lineas punteadas indican que el mineral no se encuentra en el catalizador.

4.4. Activacion de los catalizadores

Todos los catalizadores usados fueron activados (deshidratados) en el reactor de
microondas, calentdndolos a 130 °C durante 20 minutos. Esto se hizo cada vez

gue se usaba algun catalizador.

4.5. Sintesis de los compuestos Ay B

Se realizaron 10 reacciones para la apertura del glicidol con el oseltamivir, las
condiciones empleadas y resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.5.1. En
todas estas reacciones se colocaron los reactivos, 0.2 g de bentonita 1
(catalizador) por cada mmol de oseltamivir y 5 ml de disolvente (si es el
caso) en un tubo de ensayo (especial para su uso en microondas) con capacidad
de 10 ml, se agregd un pequefio agitador magnético, se tapé el tubo con un tapon

de silicon para asegurar un sellado completo, y se introdujo al reactor de
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microondas por el tiempo necesario para efectuar la reaccion. El seguimiento de

las reacciones se hizo mediante cromatografia en capa fina (c.c.f).

Tras la reaccion, se filtr6 por gravedad la mezcla de reaccion y se lavo 3 veces
con 15 ml de acetona para separar el catalizador del crudo de reaccién. En el caso
de las reacciones sin disolvente, se agreg6 acetona a la mezcla de reaccion y se
dej6 reposar durante toda la noche para lograr extraer el crudo de la bentonita de
forma mas eficaz y filtrarlo después. Tras el filtrado, se evaporo el disolvente del

crudo de reaccion con un rotavapor.

Las purificaciones se llevaron a cabo en una placa preparativa de silice Fluka de
(20x20) cm de éarea, con indicador fluorescente de 254 nm, 200 um de espesor de
la capa de silice, y con un tamafio de particula de 25 pm. Se us6 como eluyente
una mezcla de CH,Cl, 100: MeOH 10: NH,OH 1. Tras el raspado de la silice, el
producto purificado se extrajo con acetona, mismo disolvente que fue usado para
el lavado posterior de la silice con 3 lavados de 15 ml, y finalmente se evaporo el

disolvente con un rotavapor.

Los compuestos A y B fueron caracterizados por espectrometria de resonancia
magnética nuclear (*H RMN), y espectrofotometria de infrarrojo de transformada
de Fourier (IR TF).
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Tabla 4.5.1. Esquema general de reaccion, condiciones y resultados de las sintesis de los
compuestos Ay B. Para cada producto se obtuvo la mezcla de ambos diasterémeros.

U
HN

NH,

Q
. + %OH s
= s”’o,r
7 &
o Glicidol "’mb)(a L,
L /700 ndas o,
Oseltamivir Mey, "
oy (0]

Compuesto
B
OH

HN

P

Q,

Compuesto

o

Relacion Conversiéon | Rendimiento
Reaccion | Oseltamivir molar Tiempo | Disolvente de del producto Producto
(9) epoxido/ | (minutos) (5 ml) Oseltamivir puro (%) principal®
oseltamivir (%)?
1 0.1280 1.1 5 No A
2 0.2988 11 10 No 85.0 20.9 A
3 0.3002 2.0 10 No Indistinguible
4 0.1903 15 10 No 86.4 23.1 A
5 0.01915 15 30 No Indistinguible
6 0.1999 14 30 1,4- B
Dioxano
7 0.1715 1.6 10 1,4- B
Dioxano
8 0.0634 15 10 Metanol 725 | e B (Gnico
observado)
9 0.0617 15 15 Metanol 853 | - B (Gnico
observado)
10 0.0622 15 20 Metanol 100.0° 100.0 B (Gnico
observado)

El compuesto A es un liquido espeso color @mbar. El compuesto B es un sélido color amarillo.

En todas las reacciones se us6 glicidol y bentonita 1 cémo catalizador.

La temperatura y potencia del reactor de microondas para todas las reacciones fueron: 98 °Cy 50
W respectivamente.

®Obtenido de los espectros de los crudos de reaccidn. La obtencién de este resultado se muestra
en la seccion 4.8.

°El crudo se mostré sumamente limpio en el espectro de 1H RMN, por lo que no hizo falta
purificarlo.

‘Observado mediante c.c.f. Indistinguible significa que todos los productos de la reaccién se
muestran en la misma proporcién en c.c.f, de modo que no se pudo distinguir el producto
principal.

Las lineas punteadas en las columnas “Conversidn de oseltamivir” y “Rendimiento del producto
puro”, indican que estos resultados no fueron determinados para estas reacciones.
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IR TF de compuesto A: 3287.29, cm™ (O-H); 1713.13 cm™ (C=0 de éster a,B-
insaturado); 3096.08 y 861.14 cm™ (C=C de alqueno trisustituido); sefial cerca de
3310 cm™ que es cubierta por la sefial del OH (N-H), 1554.10 cm™ (N-H de amina
secundaria), 1651.95 cm™ (C=0 de amida); 1124.78 cm™ (R-O-R).

'"H RMN (300 MHz, CDCI;) de compuesto A: 3 6.79 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.51 (dd,
J=35.2,8.0 Hz, 1H), 4.21 (¢, J = 7.1 Hz, 3H), 3.80 — 3.53 (m, 3H), 3.36 (9, J = 5.7
Hz, 1H), 3.25 — 3.04 (m, 4H), 2.95 (dd, J = 11.7, 3.5 Hz, 1H), 2.85 — 2.72 (m, 2H),
2.56 (dd, J = 11.7, 7.5 Hz, 1H), 2.24 — 2.08 (m, 1H), 2.03 (d, J = 5.5 Hz, 3H), 1.54
—1.48 (m, 4H), 1.30 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 0.96 — 0.82 (m, 6H).

IR TF de compuesto B: 3278.47 y 1107.80 cm™ (O-H); 1656.87 cm™ (C=0),
1300.95 cm™ (C-O de éster); 3074.98 cm™ (C=C); sefial cerca de 3310 cm™ que es
cubierta por la sefial del OH, 1547.22 cm™ (N-H de amina secundaria), 1635.17
cm™ (C=0 de amida); 1197.18 cm™ (R-O-R).

'"H RMN (300 MHz, CDCI;) de compuesto B: & 6.04 (s, 1H), 5.96 (d, J = 6.5 Hz,
1H), 5.21 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 4.27 (dd, J = 6.6, 2.4 Hz, 1H), 3.93 — 3.85 (m, 2H),
3.81 —3.70 (m, 2H), 3.70 — 3.41 (m, 3H), 3.40 — 3.36 (m, 1H), 2.74 (dd, J = 7.5, 4.5
Hz, 1H), 2.13 (dt, J = 10.1, 4.8 Hz, 1H), 2.03 (s, 3H), 1.73 (d, J = 10.9 Hz, 1H),
1.63—-1.48 (m, 4H), 0.86 (dt, J =11.0, 7.4 Hz, 6H).

4.6. Sintesis del compuesto C

Se efectuaron 14 reacciones para la apertura del 1,1-dimetiloxirano con el
oseltamivir, las condiciones empleadas y resultados obtenidos se muestran en la
tabla 4.5.1. En todas estas reacciones se colocaron los reactivos, 0.2 g de
catalizador por cada mmol de oseltamivir y 5 ml de disolvente en un tubo de
ensaye (especial para su uso en microondas) con capacidad de 10 ml, se agrego
un pequefio agitador magnético, se tapd el tubo con un tapdén de silicon para

asegurar un sellado completo, y se introdujo al reactor de microondas por el
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tiempo necesario para efectuar la reaccion. El seguimiento de las reacciones se

hizo mediante cromatografia en capa fina (c.c.f).

Tras la reaccion, se filtr6 por gravedad la mezcla de reaccion y se lavo 3 veces
con 15 ml de metanol para separar el catalizador del crudo de reaccion. Tras el

filtrado, se evaporo el disolvente del crudo de reaccion con un rotavapor.

Las purificaciones se llevaron a cabo en una placa preparativa de silice Fluka de
(20x20) cm de area, con indicador fluorescente de 254 nm, 200 um de espesor de
la capa de silice, y con un tamafo de particula de 25 um. Se us6 como eluyente
una mezcla de CH,Cl, 100: MeOH 10: NH,OH 1. Tras el raspado de la silice, el
producto purificado se extrajo con metanol, mismo disolvente que fue usado para
el lavado posterior de la silice con 3 lavados de 15 ml. Tras la evaporaciéon del
disolvente se observé una gran cantidad de silice en las paredes del matraz de
bola, por lo que se lavo 3 veces con 10 ml de acetona, se decant6 el disolvente
con el producto purificado y finalmente se volvid a evaporar el disolvente.

El compuesto C fue caracterizado por espectrometria de resonancia magnética
nuclear (*H RMN), espectrofotometria de infrarrojo de transformada de Fourier (IR

TF) y espectrometria de masas.
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Tabla 4.6.1. Esquema general de reaccion, condiciones y resultados de las sintesis del
compuesto C.

\/

+ /O‘ \ Catalizador, microondas
HN : HN OH

)\ RH Metanol o etanol H
A =
] O)\ HN\/}\

1,1-Dimetiloxirano

Oseltamivir
Compuesto
C
Relacion Conversién
Reaccion | Oseltamivir molar Catalizador Tiempo | Temperatura | Disolvente de
(9) epoxido/ (minutos) (°C) Oseltamivir
oseltamivir (%)?
1 0.0476 15 Bentonita 2 10 98 Metanol 14.2
2 0.0459 15 Bentonita 2 15 98 Metanol 21.0
3 0.0492 1.4 Bentonita 2 25 98 Metanol 20.8
4 0.0717 1.5 Montmorillonita 10 08 Metanol | -—-—-e-
K10
5 0.0675 1.6 Bentonita 1 25 98 Metanol 37.7
6 0.0732 2.0 Montmorillonita 20 o8 Metanol 45.2
K10
7 0.0716 2.0 Montmorillonita 40 98 Metanol 55.6
K10
8 0.0699 1.5 Montmorillonita 40 106 Metanol 47.2
K10
9 0.0530 2.0 Montmorillonita 60 98 Metanol 50.4
K10
10 0.0712 2.0 Montmorillonita 40 110 Etanol 54.0
K10
11 0.0709 2.0 Montmorillonita 60 110 Etanol 51.0
K10
12 0.0741 3.8 Montmorillonita 60 98 Etanol 74.2
K10
13 0.0761 3.7 Montmorillonita 120 98 Etanol 84.5
K10
14 0.0700 6.0 Montmorillonita 60 98 Etanol 85.2
K10

Solo se realizé una purificacién, ésta fue de la reaccion 14 y se obtuvo un rendimiento del producto
purificado de 52.8 %. El compuesto es un sdlido cristalino blanco.

El epoxido usado en todas las reacciones fue el 1,1-dimetiloxirano.

La potencia del reactor de microondas en las reacciones en las cuales su uso metanol fue
de 65 W, mientras que en las que se us6 metanol fue de 80 W.

?Obtenido de los espectros de los crudos de reaccion. La obtencién de este resultado se
muestra en la seccion 4.8.
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IR TF: 3283.99 cm™ (O-H); 3087.44 y 861.41 cm™ (C=C de alqueno trisustituido);
1714.57 (C=0 de éster a,B-insaturado); sefial cerca de 3310 cm™ que es cubierta
por la sefial del OH, 1647.10 cm™ (C=0 de amida), 1553.67 cm™ (N-H de amina
secundaria), 1125.34 cm™ (R-O-R).

'H RMN (300 MHz, CDCls): 5 6.81 (s, 1H), 5.77 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.22 (¢, J = 7.1
Hz, 2H), 4.13 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 3.89 (dd, J = 16.6, 8.6 Hz, 1H), 3.38 (q, J = 5.5
Hz, 2H), 3.10 (dd, J = 14.3, 8.7 Hz, 1H), 2.67 (d, J = 12, 1H), 2.51 (d, J = 11.8 Hz,
2H), 2.29 (dd, J = 18.0, 8.5 Hz, 2H), 2.02 (s, 3H), 1.52 (q, J = 4.2 Hz, 4H), 1.31 (t, J
= 7.1 Hz, 3H), 1.16 (s, 6H), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 6H).

Espectroscopia de masas: Muestra el ion molecular en 385 m/z, que coincide

con la masa del compuesto C (384 g/mol) mas una unidad de m/z; M + 1.

4.7. Sintesis de los compuestoD y E

Siguiendo el mismo método mostrado para la sintesis del compuesto c, tanto en la
preparacién de la reaccién, en el trabajo de reaccién, y en la caracterizacién; se
realizaron dos reacciones para cada compuesto. En la reaccién para la obtencién
del compuesto D, se abre 1,2-epoxibutano con oseltamivir; mientras que en la
reaccion para la obtencion del compuesto E de abre 1,2-epoxipropano con
oseltamivir. Las condiciones empleadas y los resultados obtenidos se muestran en
las tablas 4.7.1 y 4.7.2 para los compuestos D y E respectivamente, todas estas

reacciones se llevaron a cabo usando montmorillonita K10 como catalizador.
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Tabla 4.7.1. Esquema general de reaccién, condiciones y resultados de las sintesis del

compuesto D. Se obtuvo la mezcla de ambos diasterémeros.

+ M Montmorillonita K10, microondas

)\ I%JH Etanol HN H OH
) H
o 1,2-Epoxibutano O)\ HN\)\/

\

Oseltamivir
Compuesto
D
Relacion molar Conversion de
Reaccion Oseltamivir (g) epoxido/ oseltamivir (%)®
oseltamivir
1 0.0657 3.9 74.1
2 0.0899 6.1 89.2

Solo se realizé una purificacion, ésta fue de la reaccibn 2 y se obtuvo un
rendimiento del producto purificado de 47.6 %. El compuesto es un sdlido

cristalino blanco.

En todas las reacciones se us6 Montmorillonita K10 como catalizador.
El ep6xido usado en todas las reacciones fue el 1,2-epoxibutano.

La potencia y temperatura del reactor de microondas para ambas reacciones fueron: 80 W

y 98 °C respectivamente.

El tiempo de reaccion y el disolvente empleado para ambas reacciones fueron: 60 minutos

y etanol.
%Obtenido de los espectros de los crudos de reaccién. La obtencién de este resultado se
muestra en la seccion 4.8.
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Tabla 4.7.2. Esquema general de reaccién, condiciones y resultados de las sintesis del

compuesto E. Se obtuvo la mezcla de ambos diasteromeros.

o,
O/\ o, /\
N + ,O\ . Montmorillonita K10, microondas - o
H Etanol HN : OH
)\ NH, )\ Hlil
o 1,2-Epoxipropano o
Oseltamivir c
ompuesto
E
Relacion molar Conversion de
Reaccion Oseltamivir (g) epoxido/ oseltamivir (%)®
oseltamivir
1 0.0580 3.8 77.0
2 0.0737 6.1 89.8

SoOlo se realiz6 una purificacién, ésta fue de la reacciébn 2 y se obtuvo un
rendimiento del producto purificado de 57.1 %. El compuesto es un sdlido

cristalino blanco.

En todas las reacciones se usé Montmorillonita K10 como catalizador.
El ep6xido usado en todas las reacciones fue el 1,2-epoxibutano.

La potencia y temperatura del reactor de microondas para ambas reacciones fueron: 80 W

y 98 °C respectivamente.

El tiempo de reaccion y el disolvente empleado para ambas reacciones fueron: 60 minutos

y etanol.
®Obtenido de los espectros de los crudos de reaccion. La obtencién de este resultado se
muestra en la seccion 4.8.
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IR TF de compuesto D: 3274.61 cm™ (O-H); 3096.64 y 860.92 cm™ (C=C de
alqueno trisustituido); 1715.56 cm™ (C=0 de éster a,B-insaturado); 3310 cm™ que
es cubierta por la sefial del OH, 1650.62 cm™ (C=0 de amida), 1559.02 cm™ (N-H
de amina secundaria); 1125.97 cm™ (R-O-R).

'"H RMN (300 MHz, CDCl;) de compuesto D: *H NMR (300 MHz, cdcls) & 6.80 (s,
1H), 5.87 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 4.22 (¢, J = 7.1 Hz, 3H), 3.84 — 3.61 (m, 1H), 3.50 —
3.47 (m, 1H), 3.37 (t, J = 5.6, 2.2 Hz, 1H), 3.27 — 3.02 (m, 1H), 2.94 — 2.67 (m, 2H),
2.57 - 2.07 (m, 4H), 2.02 (d, J =4.0 Hz, 3H), 1.59 - 1.38 (m, 6H), 1.30 (t, J=7.1
Hz, 3H), 1.01 — 0.82 (m, 9H).

Espectroscopia de masas de compuesto D: Muestra el ion molecular en 385
m/z, que coincide con la masa del compuesto D (384 g/mol) mas una unidad de
m/z; M + 1

IR TF de compuesto E: 3275.99 cm™ (O-H); 1714.70 cm™ (C=0 de éster a,B-
insaturado); 3097.08 y 853.48 cm™ (C=C de alqueno trisustituido); sefial cerca de
3310 cm™ que es cubierta por la sefial del OH, 1647.65 cm™ (C=0O de amida),
1559.54 cm™ (N-H de amina secundaria); 1126.95 cm™ (R-O-R).

"H RMN (300 MHz, CDCl;) de compuesto E: *H NMR (300 MHz, cdcls) & 6.80 (d,
J = 1.5 Hz, 1H), 5.95 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 4.22 (c, J = 7.1 Hz, 3H), 3.83 — 3.62 (m,
1H), 3.37 (td, J = 5.7, 2.6 Hz, 1H), 3.17 (dtd, J = 14.7, 8.8, 5.3 Hz, 1H), 2.92 — 2.60
(m, 4H), 2.47 (dd, J = 12.3, 9.5 Hz, 1H), 2.35 - 2.08 (m, 2H), 2.02 (d, J = 4.2 Hz,
3H), 1.59 — 1.42 (m, 4H), 1.30 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.13 (dd, J = 10.2, 5.1 Hz, 3H),
0.89 (td, J =12.0, 6.0 Hz, 6H).

Espectroscopia de masas de compuesto E: Muestra el ion molecular en 763,
gue concuerda con el doble de la masa del compuesto E (370) mas 23 unidades

de m/z; 2M + 23 que se explica por la deteccion de un dimero mas sodio.
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4.8. Determinacion del porcentaje de conversion de oseltamivir

Para poder obtener este resultado es necesario que el crudo de reaccién no
muestre la formacion de muchos productos, por lo que el caso ideal es que sélo se
observe la materia prima (oseltamivir) y un producto; sin embargo, si hay
subproductos en mucha menor cantidad que el producto principal y la materia

prima, aun se puede hacer esta determinacion.

Se debe contar con los espectros de *H RMN de la materia prima (el espectro del
oseltamivir se encuentra en el anexo B) y el producto puros, esto con la finalidad
de poder ubicar las sefiales de cada uno de ellos en el espectro del crudo de

reaccion.

En todos los casos se usaron la sefial del acetilo de la amida del oseltamivir y el
acetilo de la amida del producto de la reaccidén, notese que ambas sefiales
corresponden a la misma cantidad de hidrégenos, esto es muy importante porque

de no ser asi, se tendria que normalizar la integracion de las sefales.

La suma de la integracion de ambas sefales corresponde al 100 % del crudo de
reaccion, por lo que la integracién individual de las sefiales, por simple regla de
tres, corresponde al porcentaje que representa cada una de las sustancias
(materia prima y producto) en el crudo de reaccién. El “porcentaje de conversion
de oseltamivir” es el 100 % menos el porcentaje de oseltamivir presente en el

crudo de reaccion.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Optimizacién de las sintesis

5.1.1. Sintesis de los compuestos Ay B

Para esta seccion se debera consultar la tabla 4.5.1 (pagina 31). En las
primeras reacciones realizadas sin disolvente se mostr6 la formacion del
compuesto A y hasta 3 subproductos, generalmente minoritarios (observados
mediante c.c.f) hasta que se uso6 una relacion molar glicidol/oseltamivir de 2.0 o 30
minutos de reaccion (reacciones 3 y 5 respectivamente); en estas reacciones no
se observé la formacion de la lactona (compuesto B). Las reacciones en las que
se usO 1,4-dioxano mostraron tanto la formacion del compuesto A como el B
(verificado por c.c.f), el producto B siempre fue mayoritario y se observaron hasta
5 subproductos. En las reacciones en las que se empleé metanol se observo un

solo producto, siendo éste el compuesto B.

La comparacién entre la reaccion 2 y 4 muestran que el incremento en la relacion
molar, de 1.1 a 1.5 no repercute notablemente en la conversion del oseltamivir,
pues soOlo pasa de un 85.03 a 86.38 %; sin embargo, el aumento a 2.0 en la
relacion molar (reaccion 3), aunque aumenta la conversioén (observado por c.c.f),
también aumenta la formaciéon de subproductos hasta el punto de no poder
distinguirse el producto principal por c.c.f. La misma observacion hecha para la
reaccion 3 es valida para la reaccion 5, sélo que esta vez producida por un tiempo
de reaccion de 30 minutos. Se determind que la relacion molar de 1.5 era la
adecuada, pues se obtiene una buena conversion sin generarse muchos

subproductos.

Es de destacarse que aunque hay buenas conversiones de oseltamivir en las
reacciones 1 a 5 (todas ellas sin disolvente), se obtuvo un pobre rendimiento del
producto puro, es muy probable que esto se deba a la polimerizacion del
compuesto A con mas moléculas de glicidol (figura 5.1.1.1). Esta conjetura se

apoya en que la masa del crudo de reaccion es mayor que lo esperado, lo cual es
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facilmente explicable si los subproductos obtenidos tienen mayor masa que el
producto A; en que por c.c.f se observa que los subproductos son mas polares que
el compuesto A, lo cual puede atribuirse a una mayor cantidad de grupos OH
presentes en las moléculas; y finalmente, en que en los espectros de *H RMN de
los subproductos se observa el doble de la integracion para los atomos de
hidrogeno proveniente del glicidol de los que deberian estar presentes en el
compuesto A.

O
O,
’ O/\
HN Y
= o OH

HN

(0] n

OH
OH

Figura 5.1.1.1. Posibles subproductos de reaccién en la obtencion del compuesto A.

En las reacciones con 1,4-dioxano se formé la mayor cantidad de subproductos,
obteniéndose todos los productos de las reacciones que se realizaron sin
disolvente; sin embargo, es importante recalcar que el uso del disolvente promovio
la ciclizacion para la formacién de la lactona (compuesto B) como producto
principal. El aumento en el tiempo de reaccion, de 10 a 30 minutos (reacciones 6 y

7), no presentd una mejora notable en la conversion de oseltamivir.

El uso de metanol (reacciones 8 a 10) arrojo resultados completamente distintos a
los obtenidos en las reacciones previas. Se observo que el compuesto B fue el
anico producto, por lo que el metanol favorece enormemente la ciclizacion. El
aumento en el tiempo de reaccién, a diferencia de las reacciones sin metanol,
generd una mejora notable en el consumo del oseltamivir, bastando 20 minutos
para una conversion del 100 %. Se considera que las condiciones 6ptimas para la
sintesis de compuesto B son las indicadas para la reaccion 10. No se logré
optimizar la obtencién del compuesto A.
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5.1.2. Sintesis del compuesto C

Para esta seccion se debera consultar la tabla 4.6.1 (pagina 34). En todas las
reacciones se observé un solo producto principal y un subproducto en bastante
menor cantidad (observado mediante c.c.f).

En estas reacciones se probaron distintos catalizadores, siendo estos: bentonita 1,
bentonita 2 y montmorillonita K10, cada uno de ellos con una composicion
diferente mostrada en la tabla 4.3.3. La comparacion de los resultados de la
reaccion 3 (en la que se usé bentonita 2) y 5 (en la que se usO bentonita 1)
muestran que la bentonita 1 es mejor catalizador que la bentonita 2, pues se
obtienen resultados de 20.80 y 37.69 % de conversibn de oseltamivir
respectivamente; aunque no se tiene exactamente la misma relacion molar en
ambas reacciones, la variacion es muy pequefia para atribuirle la gran diferencia
de conversion de oseltamivir. La comparacion de las reacciones 4 y 5 por c.c.f, en
las que se usa montmorillonita K10 y bentonita 1 respectivamente, mostraron que
la montmorillionita K10 conseguia un mayor consumo del oseltamivir que la
bentonita 1 y, por lo tanto, que la bentonita 2 también. Se determin6 que el mejor

catalizador es la montmorillonita K10.

Se us6 metanol y etanol como disolventes, y se determind que el etanol es el
mejor disolvente para la reacciéon debido a que algunos espectros de crudo
mostraron sefiales de transesterificacion del éster etilico al éster metilico cuando
se us6é metanol, ademas no se pudo llegar a 110 °C sin alcanzar una presion

peligrosa para el reactor de microondas.

Los resultados de las reacciones 7 y 10, llevadas a cabo a 98 y 110 °C
respectivamente, muestran que el aumento de la temperatura no conlleva una
mejora notable en la conversion de oseltamivir, pues se obtienen resultados de
conversibn de oseltamivir similares, siendo estos 5556 y 54.02 %

respectivamente.

La comparacion entre los resultados de las reacciones 10 (40 minutos de

reaccion) y 11 (60 minutos de reaccion) muestran que un aumento de 20 minutos
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no tiene un gran efecto en la conversion de oseltamivir, obteniéndose 54.02 y
50.98 % respectivamente para cada reaccion; sin embargo, la misma comparacion
en las reacciones 12 (60 minutos de reaccion) y 13 (120 minutos de reaccion)
muestran que el aumento de una hora si genera una mejora, al pasar de 74.19 a

84.51 % de conversion de oseltamivir.

Se puede observar, mediante la comparacion de los resultados de las reacciones
9, 12 y 14 (con relaciones molares de 2.0, 3.8 y 6.0 respectivamente), que el
aumento en la relacion molar 1,1-dimetiloxirano/oseltamivir influye bastante en la
mejora de la reaccién, obteniéndose resultados de conversion de oseltamivir de
50.36, 74.19 y 85.24 % respectivamente.

Las condiciones de las reacciones 13 y 14 son las que mejores resultados
obtuvieron, por lo que ambas son condiciones o6ptimas para la sintesis del

compuesto.
5.1.3. Sintesis del compuesto D

Para esta seccion se debera consultar la tabla 4.7.1 (pagina 36).En estas
reacciones se obtuvo como producto Unico el compuesto D y un subproducto que

era apenas visible (c.c.f) en la reaccion 2.

Para estas sintesis se trabajé con las condiciones optimizadas previamente (uso
de montmorillonita K10 y 60 minutos de reaccion), probandose solo la relaciéon
molar 1,2-epoxibutano/oseltamivir. La reaccion 1 (relacion molar de 3.9) y la
reaccion 2 (relacion molar de 6.1) muestran claramente que la mejor relacion
molar es 6.1, pues los resultados de conversion de oseltamivir fueron 74.09 y

89.18 % respectivamente.

Se pensO6 que el 1,2-epoxibutano, al ser un epéxido menos impedido
estericamente (comparado con el 1,1-dimetiloxirano), favoreceria mas la reaccion;
sin embargo, en las mismas condiciones de reaccion, hay una conversion similar
de oseltamivir (reaccion 14 de tabla 4.6.1 y reaccion 2 de tabla 4.7.1). Las mejores

condiciones de reaccion son las descritas para la reaccion 2.
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5.1.4. Sintesis del compuesto E

Para esta seccion se debera consultar la tabla 4.7.2 (pagina 37).En estas
reacciones se obtuvo como producto Unico el compuesto E y dos subproductos
que eran apenas visibles (c.c.f) en la reaccion 2.

Al igual que para la sintesis del compuesto D, sélo se probo la relacion molar entre
los reactivos. El epdxido usado para estas sintesis es el menos impedido de todos
los usados, aun asi no mostré6 una mejora en los rendimientos de reaccion,
obteniéndose resultados muy parecidos a los de las sintesis del compuesto d
(comparacion de tablas 4.7.1 y 4.7.2) y llegando asi a la misma conclusion: la
relacion molar mas grande es mejor. Las condiciones Optimas para esta sintesis

son las mostradas para la reaccion 2.

5.2. Caracterizacion por 'H RMN de los compuestos
5.2.1. Compuestos A,C,DyE

En las caracterizaciones mostradas a continuacion, se describen aquellas sefiales
debidas a la parte de la estructura que comparten todos los compuestos, y por ello
tienen caracter de generales. Ademdas se muestran también las sefales
particulares, que son aquellas que pertenecen a las partes diferentes en las

estructuras de los compuestos

La figura 1 ilustra cada uno de los compuestos. Todos los datos espectroscopicos
descritos a continuacion se encuentran en el desarrollo experimental de la sintesis
de cada compuesto, asi mismo, los espectros de *H RMN se encuentran en el

anexo B.
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Compuesto C

Figura 5.2.1.1. Esquema general de las estructuras de los compuestos A, C, Dy E. La
numeracion denota cada sefial de hidrégenos distintos y concuerdan con la numeracién
usada en las tablas 5.2.1.1 — 5.2.1.4, los numeros con asterisco denotan hidrégenos
diasterotdpicos.
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Tabla 5.2.1.1. Interpretacion del espectro de H RMN del compuesto A, la
numeracion en la columna “tipo de hidrégeno de la sefial” coincide con la

numeracion de la figura 5.2.1.1.

Tipo de

Desplazamiento

Constante de

Tipo de sefial | hidrogeno de | Multiplicidad guimico (ppm) | acoplamiento
la senal (Hz)
1 m 096-082 | -
2 m 154-148 |  -—-----
3 q 3.36 5.7
m, todas las
4,9y 11 sefales 380-353 | = -
aparecen en
la misma zona
Generales 5 d 6.79 2.4
c, la sefial de
6, 10 10 queda 421 7.1
oculta por la
sefial de 6
7 t 1.30 7.1
8 m 224 | e
8* dd 2.56 11.7,7.5
12 dd 6.51 35.2,8.0
13 d 2.03 5.5
14 dd 2.95 11.7, 3.5
14*, 16 m, sefales en 285-272 | = -
Particulares la misma zona
m, todas las
15,17y 18 sefales 3.25-3.04 | @ -——---

aparecen en
la misma zona

Las lineas punteadas significan que no hay una constante de acoplamiento asociada a

dicha sefial.
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Tabla 5.2.1.2. Interpretacién del espectro de *H RMN del compuesto C, la
numeracion en la columna “tipo de hidrogeno de la sefal” coincide con la

numeracion de la figura 5.2.1.1.

Tipo de Desplazamiento | Constante de
Tipo de sefal | hidrogeno de | Multiplicidad | quimico (ppm) | acoplamiento
la sefal (Hz)
1 t 0.90 7.4
2 q 1.52 4.2
g, la sefnal de
3y9 3ocultaala 3.38 5.5
sefal de 9
4 dd 3.89 16.6, 8.6
5 S 681 | @ -
Generales 6 c 4.22 7.1
7 t 1.31 7.1
8 dd 2.29 18.0, 8.5
Sefial oculta 2.51
8* porlasefal | | -eeeee-
de 19
10 d 4.13 5.7
11 dd 3.10 14.3, 8.7
12 d 5.77 8.3
13 s 202 | e
19 d 2.51 11.8
19* d 2.67 12
Particulares Sefal oculta
20 por la sefal 229 | -
de 8
21 S 1.16 | -

Las lineas punteadas significan que no hay una constante de acoplamiento asociada

a dicha senal.
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Tabla 5.2.1.3. Interpretacion del espectro de 'H RMN del compuesto D, la
numeracion en la columna “tipo de hidrégeno de la senal” coincide con la

numeracion de la figura 5.2.1.1.

Tipo de

Desplazamiento

Constante de

Tipo de sefial | hidrogeno de | Multiplicidad qguimico (ppm) | acoplamiento
la sefial (HZ)
1 m, sefial
encimada con 1.01-082 | = --—-----
la sefial de 26
2 m, sefial
encimada con 159-138 | = ------
la sefial de 25
3 t 3.37 2.2
4 m 3.84-361 | = -----
5 S 680 | @ eemeee-
Generales 6y 10 C, la sefial de
10 queda 4.22 7.1
oculta por la
sefial de 6
7 t 1.30 7.1
8y8* m, sefales en
la misma zona 257-207 | = -
gue las
sefales de 22
y 22’
9 m 350-3.47 | -
11 m 3.27-3.02 |
12 t 5.87 8.4
13 d 2.02 4.0
22y 22* m, sefales en
la misma zona 257-207 | = -
que las
sefales de 8y
g
Particulares 23y 24 m, sefales en 294-267 | @ -
la misma zona
m, sefial
25 encimada con 159-138 | = -
la sefal de 2
m, sefal
26 encimada con 1.01-082 | = ------
la sefal de 1
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Las lineas punteadas significan que no hay una constante de acoplamiento asociada a
dicha sefial.

Tabla 5.2.1.4. Interpretacion del espectro de H RMN del compuesto E, la
numeracion en la columna “tipo de hidrégeno de la sefal” coincide con la
numeracion de la figura 5.2.1.1.

Tipo de Desplazamiento | Constante de
Tipo de sefial | hidrogeno de | Multiplicidad guimico (ppm) | acoplamiento
la seial (H2)
1 td 0.89 12.0, 6.0
2 m 1.59-1.42
3 td 3.37 5.7,2.6
4 m 3.83 -3.62
5 d 6.80 1.5
c, la senal de 7.1
6y10 10 queda 4.22
oculta por la
sefal de 6
Generales 7 t 1.30 4.1
m, sefial en la
8 misma zona 235-208 | = -
que la sefal
de 29
8* dd 2.47 9.5
m, sefales en
9 la misma zona 292-260 | = -
que las
sefales 27 y
28
11 dtd 3.17 14.7,8.8,5.3
12 d 5.95 7.7
13 d 2.02 4.2
m, sefiales en
27,27*y 28 | la misma zona 292-260 | = -
gue la sefnal 9
Particulares m, sefial en la
29 misma zona 235-208 | = -
que la sefal
de 8
30 dd 1.13 10.2,5.1

Las lineas punteadas significan que no hay una constante de acoplamiento asociada a
dicha sefial.
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Es importante recalcar que tal como se esperaba, todos los espectros son muy
similares entre ellos y al oseltamivir debido a que comparten la misma estructura
general, por lo que las sefales de esta parte de la estructura (sefiales generales)
son muy parecidas en todos los espectros. Los desplazamientos quimicos de las
sefales generales no varian mas de +0.5 ppm en todos los espectros, mientras
qgue las multiplicidades si lo hacen a causa de las mezclas de diasteromeros. El
compuesto C, al ser estereoquimicamente puro, es la mejor guia para conocer las

multiplicidades reales en los espectros de los compuestos.

Las mezclas de diasteromeros generan multiplicidades diferentes a las que se
esperaria en un compuesto estereoquimicamente puro, debido a que en realidad
el espectro obtenido es de dos compuestos diferentes; sin embargo, al ser
compuestos tan similares, los desplazamientos quimicos de las sefiales son muy
parecidos y por ello estas sefiales se enciman, dando la apariencia de que las

sefales se duplican o generando multipletes.
5.2.2. Compuesto B

El compuesto B, a causa de la formacién de la lactona que genera un biciclo
puenteado, y pese a conservar una buena parte de la estructura de los
compuestos A, C, D y E, es estructuralmente muy diferente a los compuestos
analizados previamente, razon por la cual, como se mostrara a continuacion y
como se puede apreciar en el anexo B, el espectro de este compuesto difiere

notablemente a los espectros analizados anteriormente.
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1 1

Figura 5.2.2.1. Estructura del compuesto B. La numeracion denota cada sefial de
hidrégenos distintos y concuerdan con la numeracion usada en la tabla 5.2.2.1. La
parte de la estructura que se comparte con los compuestos A, C, D y E, comparte la
misma numeracion dada en la figura 5.2.1.1. Los numeros con asterisco denotan
hidrogenos diasterotopicos.
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Tabla 5.2.2.1. Interpretacion del espectro de H RMN del compuesto B, la
numeracion en la columna “tipo de hidrégeno de la sefal” coincide con la

numeracion de la figura 5.2.2.1.

Tipo de Desplazamiento | Constante de
Tipo de sefial | hidrogeno de | Multiplicidad qguimico (ppm) | acoplamiento
la senal (Hz2)
1 dt 0.86 11.7,7.4
2 m 1.63-148 | = ------
m, sefal que
3 oculta a la 381-370 | = -
sefal de 16
4 dd 4.27 6.8,2.4
5 d 5.21 7.6
8 dt 2.13 10.1,4.8
Generales 8* dd 2.74 75,45
9 d 1.73 10.9
10 ) 6.04 | @ -
m, sefial
11 encimada con 393-38 | @ -
la seial de 14
12 d 5.96 6.5
13 ) 203 | -
m, sefial
Particulares 14 encimada con 393-38 | @ -
la sefal de 11
14* m 340-336 | @ -
15,16y 17 m 3.70—-341 | = ------
m, sefial que
16* gueda oculta 218-2.07 | = ----

por la sefal
de 3

Una de las principales dificultades durante el desarrollo experimental de este

trabajo fue la correcta elucidacion de la estructura del compuesto B, pues se

determinaron dos posibles estructuras que podrian pertenecer a este compuesto.

La primera estructura en que se pensé se muestra en la figura 5.2.2.2, la segunda

y correcta estructura, es la mostrada en la figura 5.2.2.1.
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Figura 5.2.2.2. Estructura descartada del compuesto B.

La elucidacién de la estructura se hizo mediante *H RMN de doble irradiacion, y el
andlisis de Modelacion Molecular usando calculos de Densidades de la
Funcionalidad B3LYP con bases 63111++G** (13), y PM6 usando SM8 (caja de

disolventes H,0).

El uso de RMN *H de doble irradiacién nos permitié ver las sefiales de hidrogenos
acoplados entre si. Se pueden observar los acoplamientos del hidrégeno 8* (sefial
en 2.74 ppm) con el hidrogeno 8, con el hidrogeno 11 y con el hidrogeno 9
(sefales en 2.13 ppm, 3.93 — 3.85 ppm y 1.78 ppm respectivamente); los
acoplamientos del hidrogeno 8 con el hidrégeno 8*, con el hidrégeno 11 y con el
hidrogeno 5 (sefial en 5.21 ppm); y los acoplamientos del hidrégeno 4 (sefial en
4.27 ppm) con el hidrégeno 11 y con el hidrégeno 10 (6.04 ppm). Los espectros de

doble irradiacién se encuentran en el anexo B.

El uso de la Modelacion Molecular y la ecuacion de Karplus (ecuacion que
relaciona las constantes de acoplamiento de hidrégenos acoplados entre si, con el

°152 'nos permitié observar una buena correlacién entre

angulo diedro entre estos)
las constantes de acoplamiento experimentales y los angulos diedros obtenidos

mediante el célculo de la geometria de equilibrio del compuesto B.
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Ecuacion de Karplus
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Figura 5.2.2.3. Ecuacion de Karplus que relaciona la constantes de acoplamiento de

hidrogenos acoplados entre si, con el &ngulo diedro entre estos mismos hidrégenos.>

Al comparar este espectro con los de los compuestos analizados anteriormente,
usando como referencia el espectro del compuesto C (tabla 5.2.1.2) porque es
estereoquimicamente puro, se pueden apreciar, de manera muy notoria, las
diferentes multiplicidades de las sefiales generales del compuesto B con respecto
al compuesto C, aunque se sabe que esto puede ser producido por la mezcla de

diasteromeros.

Se observa también que los desplazamientos quimicos de la mayoria de las
sefales generales no varian notoriamente, aunque si hay cambios considerables
en tres de estas sefales: la sefial del hidrégeno 5 pasa de 6.81 a 5.21 ppm, la
sefal del hidrogeno 9 pasa de 3.38 a 1.73 ppm, y la sefal del hidrégeno de 10
pasa de 4.13 a 6.04 ppm. Todos estos cambios se explican facilmente con la
ayuda de la estructura de la geometria de equilibrio del compuesto B y el efecto
anisotropico de los carbonilos, que es capaz de generar conos de proteccion
electrénica perpendiculares o paralelos al plano del carbonilo® (figura 5.2.2.4).
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Conos de proteccion Conos de proteccion
tipo 1 tipo 2

Figura 5.2.2.4. Efecto anisotrépico de carbonilos que genera dos tipos de conos de
proteccion electronica, proteccion electronica perpendicular al plano del carbonilo (tipo 1)
y proteccion electrénica paralela al plano del carbonilo (tipo 2).

El desplazamiento de la sefial del hidrégeno 5 hacia campo mas alto se debe a
que se ubica coplanar al carbonilo del éster, colocandose en el cono de proteccién
(tipo 2) del éster. EI mismo efecto mencionado anteriormente ocasiona que la
seflal del hidrégeno 9 se desplace hacia campo mas alto, pero esta vez
ocasionado por el carbonilo de la amida que esta coplanar a este hidrégeno. El
desplazamiento de la sefal del hidrégeno 10 hacia campo mas bajo es causado
por la desproteccidon del carbonilo de la amida, que no se encuentra coplanar al
hidrogeno 10. En la tabla 5.2.2.2 se encuentran resumidos los efectos de
proteccion y desproteccibn que se mencionaron anteriormente, ademas se
describen los angulos diedros y distancias entre los carbonilos que causan estos
efectos, y los hidrégenos que los sufren. La figura 5.2.2.5 muestra la geometria de

equilibrio del compuesto B.
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Tabla 5.2.2.2. Efectos de proteccion y desproteccion que ocasionan los
desplazamientos de las sefales de los hidrégenos 5, 9y 10.

Desplazamiento quimico

(ppm)
Tipo | Compuesto | Compuesto | Orientacion del Efecto que Angulo | Distancia
de C B desplazamiento provoca el diedro® (AP
sefal | (referencia) desplazamiento
Hacia campo Proteccion del
5 6.81 5.21 mas alto carbonilo del 1.60° 2.84
éster
Hacia campo Proteccion del
9 3.38 1.73 mas alto carbonilo de la | 7.36° 1.91
amida
Hacia campo Desproteccion
10 413 6.04 mas bajo del carbonilo 52.25° 3.48
de la amida

4Angulo diedro entre el carbonilo y el hidrégeno que sufre el efecto de proteccién o
desproteccion.
®Distancia entre el el carbonilo y el hidrégeno que sufre el efecto de proteccién o
desproteccion.

Figura 5.2.2.5. Geometria de equilibrio del compuesto B.

56




Como se mencion6 anteriormente en los resultados de optimizacion de las
sintesis, la reaccion entre el glicidol y el oseltamivir, en ausencia de disolvente,
genera el compuesto A, mientras que con disolvente produce el compuesto B. El
hecho de que no se produzcan mas compuestos ciclicos en todas las demas
reacciones entre el oseltamivir y otros epoxidos, aun en presencia de disolvente,
indica que el mecanismo de reaccién por el cual se forma el producto B debe ser
diferente al que se sigue para la formacion de los compuestos A, C, D, y E,
diferencia debida a que el glicidol es el Unico epéxido usado que tiene un alcohol

en su estructura.

Los compuestos A, C, D, y E, se forman mediante un mecanismo simple, en el que
la amina primaria del oseltamivir ataca al carbono menos impedido del epdxido

para provocar la posterior apertura de éste.

El mecanismo de formacion del compuesto B indica que en presencia de
disolvente, seguramente debido al medio mas polar que esto implica, el oseltamivir
se transesterifica con el glicidol en un primer paso, pasando asi del éster etilico a
un éster con glicidol. ElI segundo y Uultimo paso es el ataque nucleofilico
intramolecular de la amina primaria del oseltamivir al carbono menos impedido del
anillo oxiranico del glicidol, generando asi su apertura. Este mecanismo descarta

la generacion del compuesto con la estructura mostrada en la figura 5.2.2.2.
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6. CONCLUSIONES

Se sintetizaron cinco B-aminoalcoholes derivados del oseltamivir, que podrian

presentar actividad como inhibidores de neuraminidasa de virus de influenza.

Los compuestos sintetizados fueron caracterizados mediante Espectrometria
IR TF, *H RMN y masas, siendo la excepcién los compuestos A y B, que sélo

fueron caracterizados mediante las primeras dos técnicas.

La caracterizacion del compuesto B se apoyd fuertemente en calculos y

analisis de Modelacion Molecular.
Se optimizaron las sintesis de todos los compuestos con excepcion del

compuesto A, para el cual no se encontraron las mejores condiciones de

sintesis.
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8. ANEXOS
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VISUALIZING THE MECHANISMS OF ORGANIC REACTIONS

Carlos Rius-Alonso, Yolanda Gonzalez-Quezada, Francisco Fuentes Pantoja,
Jonathan Benitez Ramirez

Universidad Nacional Autdnoma de México (MEXICO)

Abstract

Using several Molecular Modeling programs, we have animated various reaction mechanisms of the
most important reaction used in Organic Chemistry. These provide a learning tool for students to
foster their knowledge of the many events taking place in a reaction. The use of 3D helps
understanding the details of the reactions. These tools are aimed to first-year students of University
courses at the Faculty of Chemistry, UNAM. With the visualization, students improve their learning
skill dramatically.
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1 INTRODUCTION

Chemistry is an experimental discipline, relies heavily in observation of exploratory results and the
handling of data. The chemical reactions involve the collision between a large numbers of molecules,
moving around rapidly in a random way. Molecules will be colliding with each other in different angles
and speed. Most of the time they will bump each other in a non-productive event, only the collisions
with the right orientation and enough energy will yield a product. Electrons on the surface of the
molecules take part in the reactions leading to a change of connectivity within the atoms within the
molecules. Understanding which bonds are broken and formed and the order of events, lead toward
an understanding of chemical reactivity. Reaction mechanism is a way to show how chemical
reactions occur at the molecular level, how many steps are involved and which steps are faster or
slower. Using the Molecular Modeling programs; Spartan and Odysseyl, we have animated the most
important reactions used in Organic Chemistry. These provide a learning tool for students to foster
their knowledge of the several events taking place in a reaction. The use of 3D helps understanding
the details of the reactions. These tools are aimed to first-year students of University courses at the
Faculty of Chemistry, UNAM. With the visualization, students improve their learning skill dramatically.

1.1 Reaction mechanisms fundamentals

A reaction mechanism is the detailed, step by step description of a chemical reaction. By knowing how
a reaction takes place; changes in the experimental condition can be made to improve the yield of the
products, or even alter the course of the reaction completely and obtain an entirely different product. A
mechanism must account for all the known facts of a reaction, and predictions about the outcome
based on the mechanism can be done.

Mechanisms can form the basis for chemical reasoning, allowing the recognition of patterns of
reactivity when a new reagent, reaction or processes are presented without the need of blind
memorization.

In practice, a reaction mechanism is described by a series of ordered steps within a time framework.
When all these steps are taken into account, the net result is a reaction patway. The most important
part through the mechanism is the outcome of particular bonds, in the reactant molecules are broken
and in the product, molecules are formed. The synchronization of these events is important in the
reaction.

1.1.1 Polar reactions

In the polar reaction mechanism one electron pair moves together, when bonds are formed or broken.
Bond breaks and forms in a heterolytic process. Bond polarity is essential to this type of reactions. The
fundamental characteristic of all polar reactions is that electron-rich sites in one molecule react with an
electron-poor site in another molecule, mainly for the attractions of negatively charged regions on one
reactant and the positively charge region of a second reactant.
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The negative charged (electron rich) reactant is called nucleophile and the positively changed
(electron-poor) electrophile. Nucleophile molecules have lone pairs of electrons and can be neutral
(ammonia, water) or negatively charged, (chloride ion, hydroxide) they can be considered as Lewis
bases. On the other hand, the electrophile is an electron loving and attract a negative charge.

Fig. 1 Nucleophiles and their electrostatic potential map. (NH3,H,O,HO', CI').

Fig 2. Electrophiles and their electrostatic potential map (CH3I, (CH3),C=0).

Fig 3. Electron flow between the nucleophile to the electrophile.

The nucleophile has an electron-rich site, either because they have a functional group containing an
atom that has a lone pair of electron, or because they are negatively charged.

The electrophile have an electron-poor site, either because they have a functional group containing an
atom that is positively polarizer, or because they are positively charged.
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1.1.2 Radical reactions

When the electrons involved are unpaired the reactions goes by radical. Bond breaking and forming
are called homolytic, single electrons move, they are also named free radical reactions.

C

Fig 4. Addition of Cl radical to ethylene.

Fig 5. Transition state of Chlorine radical addition to ethylene.

In this, categories are included the three electron pair moving to produce a concerted rearrangement
reaction.

The Ireland-Claisen rearrangement is a classic example it was discovered by Robert Ireland in 1972,
the [3,3]-sigmatropic rearrangement of O-trioalkylsilylkenete acetals to gama,delta-unsaturanted
carboxylic acids. Using lithium diisopropylamide and trimethylsilyl.
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Fig 6. Ireland-Claisen rearrangement of three electron pair moving.

1.1.3 Henry reaction.

The forming of carbon-carbon bond is very important in Organic Chemistry in order to build a complex
carbon framework. The nitro-aldol reaction, was discovered in 1895 by L. Henry2 Is a coupling
reaction between a carbonyl compound and an alkylnitro compound with alpha hydrogens, the overall
transformation forms a new carbon-carbon bond with new functional groups, a hydroxyl and a nitro.
This beta-nitroalkanol functionality can be transformed into new groups, by oxidation, reduction and

> Ay ﬁk;{

Fig 7 Henry reaction with further transformation.
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The first nitroaldol reactions were catalysed by bases, actually many different set of conditions are
used; organic bases, inorganic bases, quaternary amonium salts, protic and aprotic solvents, and
even without solvents. This variety of conditions allows the presence of different type of functionality,
and wide variation in solubility of reactants and products.

The first asymmetric synthesis of the Henry reaction was reposted by Sasai’. Since then, interest in
this area has been expanded upon considerably and various

When a nitroalkane is reacted with n-butyllithium in presence of isopropoxytitanium trichloride ((THF/-
78°C) to afford the corresponding beta-nitroalkanols the in situ-formed dichloroisopropoxytitanium
nitronate promotes high erythro selectrivity4.

Fig 8 nitroaldohol asymmetric reaction.

The chiral nitroaldol products find increasing applications in pharmaceutical industries. The utility is
based on the versatility of the nitroalchols which can be converted into 1,2-aminoalcohols, amino
sugars, nitro ketones, nitroalkenes, alfa-beta-unsaturated nitrocompounds, ketones, carboxylic acids,
polyamino alcohols and polyhydroxylated amides®®. Both aromatic and aliphatic nitro aldols play an
essential role in synthetic organic chemistry.
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1.1.4 Mechanism of reaction
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The steps of the mechanism involve in the first step the elimination of a proton to produce an anion.

¢

C

Fig 9. Formation of nitroalkane anion.

This formation in steps the base is approached in the right angle and right energy to abstract a proton.
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Fig 10. Sequence showing the approaching of the base the transition state and the leaving of the
protonated base.

The next step is the attack of the anion to the aldehyde:

Fig 11 Attack of the anion to the aldehyde.
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Fig 12 Second attack of the anion to the aldehyde, showing the electron density map.
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Fig 13. Anion Attack to the aldehyde. Bond forming.

Fig 14. Final product nitro alcohol.

2 CONCLUSIONS

This work shows that with the aid of molecular modelling programs like Spartan and Odyssey, it is
easy to illustrate some properties to the molecules involved in a reaction. It is possible to illustrate
complex reactions in a simple way and discuss with students the different factors involved in a
reaction.
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