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10/junio/2022 RESUMEN
En el presente trabajo se reporta la sintesis, analisis y caracterizacion de moléculas
analogas de amantadina, rimantadina y olsetamivir, como resultado de la busqueda
BEDE y desarrollo de nuevas moléculas con actividad antiviral para el tratamiento de
30/diciembre/2022

enfermedades respiratorias causadas por virus. Se logré sintetizar cuatro analogos
de los antivirales descritos los cuales incluyen en su estructura al acido cinamico,
molécula que se ha reportado que tiene actividad antibacterial, antiviral y anticancer.
Para la sintesis se emplearon los firmacos correspondientes como materia prima y
cloruro de cinamoilo como modificador estructural. Las reacciones de sintesis de los

Palabras clave: . . P .
analogos fueron seguidas empleando técnicas instrumentales como cromatografia de

A.mantadl.na, liquidos de alto desempefio (HPLC) y diversas técnicas espectroscopicas como FTIR
rimantadina, . , .

. y RMN 1H y 13C, fueron empleadas para la caracterizacion de las moléculas obtenidas.
olsetamivir.
Keywords: ABSTRACT
Amantadine,
rimantadine, The synthesis of amantadine, rimantadine and olsetamivir analogs is reported, as
olsetamivir part of continuous search and development of new antiviral drugs, for treatment of

respiratory infections caused by viruses. The synthesis of four new molecules was
achieved, new molecules include a cinnamoyl group added to their primary structure.
Cinnamic acid derivatives have been reported to have diverse biological activities
such as antibacterial, antiviral and anticancer activities. In order to obtain each new
molecule, amantadine, rimantadine and olsetamivir commercial drugs were used as
raw material and cinnamoyl chloride was used as the drug structure modifier. All
reactions in process controls were followed by chromatography instrumental
techniques such as HPLC. Final molecules were characterized by FTIR and NMR 'H y
13C spectroscopic techniques.
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Introduccion

La influenza, cominmente llamada gripe, es una de las
principales causas de enfermedad y muerte en todo el
mundo. Los brotes de gripe ocurren estacionalmente o en
forma de pandemia durante el invierno y principios de la
primavera, y se pueden desarrollar enfermedades graves
en personas vulnerables (Olsen, 2006).

La pandemia de la gripe espaiiola, segiin la historia
registrada, es el brote global mas devastador entre todas
las enfermedades infecciosas. Esta pandemia se cobrd la
vida de mas de 50 millones de personas, una cifra
superior al nimero de muertes asociadas a la segunda
guerra mundial. (Pumarola & Anton, 2018).

Una pandemia de gripe podria cobrarse millones de vidas
y perturbar por completo todas las actividades sociales
en todo el mundo (Stiver, 2004).

Las pandemias de enfermedades respiratorias son raras,
pero pueden ocasionar uno de los desastres naturales
mas devastadores, como el que acaba de ocurrir con la
pandemia del COVID-19, la cual ha causado mas de
6,297,253 muertes en todo el mundo. (Recuperado en
2022 https://news.google.com/covid19/map?hl=es-
419&mid=%2Fm%2F02j71&gl=US&ceid=US%3Aes-
419).

De los farmacos antivirales mas importantes hoy en dia
estd el Oseltamivir, el cual es un inhibidor de la
neuroaminidasa y es uno de los mas recomendados por
la OMS, se trata de un profarmaco que para ejercer su
actividad bioldgica requiere hidrolizarse dentro del
organismo. (Normile, 2006).

La 1-adamantilamina (amantadina) y la (a-metil-1-
adamantil) metilamina (rimantadina) tienen actividad
profilactica y terapéutica en las infecciones por el virus
de la influenza tipo A, e inhiben la replicacién del virus en
concentraciones micromolares. Su actividad se debe a
que inhiben la replicacién del virus al bloquear el canal
ionico de la proteina M2 de la membrana del virus
pequefio. (Zoidis et al., 2006).

El &cido transcindmico se presenta de forma natural en la
naturaleza y es el precursor de flavonoides. Tiene un
gran potencial terapéutico, ya que tiene actividad
antimicrobiana, antifiingica y antitumoral (Rastogi et al.,
1998; Said et al.,, 2004; Neves et al., 2005; Qian et al,,
2010).

Se han realizado diversas investigaciones respecto a la
utilidad de usar infusiones de canela, que contiene
diversos derivados del trans-cinamaldehido, como
posibles coadyuvantes en el tratamiento de infecciones

por COVID-19. Dichas infusiones también fueron
utilizadas en la medicina tradicional persa, para el
tratamiento de enfermedades respiratorias (Yakhchali et
al.,, 2021)

En el presente trabajo se sintetizaron 4 nuevas moléculas
que contienen en su estructura los firmacos descritos en
las figuras 1y 2,y a los cuales se les adicion6 un grupo
cinamoilo para obtener el andlogo sintético
correspondiente.

En este caso se aprovecho el grupo amino que contienen
las moléculas de partida siendo este altamente reactivo
en las reacciones de sustitucion nucleofilica.

Existen varias publicaciones de la sintesis de los analogos
de estos farmacos, sin embargo, no se han encontrado
reportados a la fecha, analogos que incluyan un grupo
cinamoilo como parte de su estructura. Debido a la
importancia farmacoldgica de los derivados del acido
cindmico se propone como modificador estructural en
esta investigacion (Ruwizhi & Aderibigbe, 2020).

B. /g}m C Z:E\/J‘ Nz

Figura 1. A. estructura del 4cido cinamico, B. estructura de la
amantadina, C. estructura de la rimantadina.
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Figura 2. Estructura de fosfato de oseltamivir.

Metodologia

Los farmacos empleados se aislaron de tabletas
comerciales de las marcas PK-Merz (amantadina),
Gabirol (rimantadina) y Alpharma (olsetamivir).

Se emplearon trietilamina (TEA) (Sigma Aldrich),
hidroxido de sodio (Sigma Aldrich), acido acético (J.T.
Baker) bicarbonato de sodio (J.T. Baker), diclorometano
(Sigma Aldrich), metanol (Sigma Aldrich), acetato de
etilo (Mallinckrodt), fosfato de potasio (J.T. Baker),
sulfato de sodio (Sigma Aldrich), cloruro de cinamoilo
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(Sigma Aldrich) de grado R.A., asi como cloroformo y
DMSO deuterados (Sigma Aldrich).

Equipo instrumental

Para el seguimiento de las reacciones se empleé un
cromatografo de liquidos de alto desempefio marca
Agilent, modelo 1220 Infinity II LC, equipado con una
columna ODS Hypersil de 150 x 4.6 mm, 5 pm y un
detector UV de onda variable.

Los controles de proceso de reacciéon para los
compuestos 1y 2 se registraron realizando inyecciones
de 20 pL de una dilucién 1:10 de la mezcla de reaccidn en
metanol, en el cromatégrafo de liquidos. Se utilizé una
fase modvil compuesta por una fase acuosa de acido
acético al 1% mezclada con metanol. La corrida inicia con
un 35% metanol, se incrementa hasta 80% metanol en 20
minutos y regresa a 35% en un tiempo de andlisis de 30
minutos; con un flujo de columna de 1 mL/min y una
longitud de onda del detector de 255 nm.

Los cromatogramas de los productos finales (1,2,3 y 4)
se obtuvieron inyectando los compuestos a una
concentracion de 1 mg/mL en metanol: agua 90:10.

Los controles de proceso y productos 3 y 4 se analizaron
con el mismo método descrito anteriormente, pero en
este caso se us6 como fase acuosa un buffer de fosfatos
10 mM pH= 2.5 con 0.1% de TEA.

La caracterizaciéon estructural se realiz6 con un
espectrofotometro FTIR marca Agilent, modelo Cary 630,
equipado con ATR y un espectrofotémetro de resonancia
magnética nuclear marca Varian de 400 MHz.

Método general para la sintesis de los compuestos
1,23y 4

La sintesis de los compuestos se realizé sometiendo los
farmacos previamente aislados a una reacciéon con
cloruro de cinamoilo en diclorometano y empleando una
base a baja temperatura, llevindose a cabo una
sustitucién nucleofilica para obtener el producto de
adicién del grupo cinamoilo en la molécula de fArmaco
original. (Figura 3).

- “NH— Farmaco
Farmaco-NHz ‘

Base/ CHz2Clz 0°C

Figura 3. Diagrama de reaccién general para obtener los
compuestos analogos. 1 (R = oseltamivir), 3(R = amantadina),
4 (R = rimantadina).

Sintesis del compuesto 1

gy
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Figura 4. Estructura del compuesto 1.

El compuesto 1 (figura 4) se prepard colocando en un
matraz bola de 50 mL, 75 mg de fosfato de oseltamivir,
en diclorometano, se agit6 para disolver y se enfrié en un
bafio de hielo con agitacién magnética y una atmosfera
de nitrégeno. Posteriormente se adicionaron
4 equivalentes de TEA y 1.2 equivalentes de cloruro de
cinamoilo y se dejaron en agitaciéon durante 4 horas hasta
llegar a temperatura ambiente.

Se tomaron muestras para verificar el avance de reaccion
y se analizaron por cromatografia de liquidos de alto
desempeno (HPLC); y se trabajo la reaccion una vez que
esta habia concluido.

Para la purificacion de este producto se realizaron
extracciones con diclorometano y agua con NaHCOs,
posterior a la extraccidn se conserva la fase de
diclorometano (3x50mL) y se lava con agua para quitarle
el posible exceso de NaHCOs. La fase organica obtenida
se secd con sulfato de sodio anhidro, se evaporé el
disolvente, y se obtuvo un sélido blanco. Rendimiento
73%.

Sintesis del compuesto 2
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Figura 5. Estructura del compuesto 2.

El compuesto 2 (figura 5) se preparé colocando en un
matraz bola de 50 mL, 50 mg de compuesto 1, en
etanol:agua 80:20, se agité para disolver y se enfrié en
bafio de hielo con agitacién magnética y atmosfera de
nitrégeno. Posteriormente se adicionaron 5 equivalentes
de hidréxido de sodio a partir de una disolucién 1molL-!
y se dejo en agitaciéon durante 4 horas a temperatura
ambiente.
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Se tomaron muestras para verificar el avance de
reaccion, mismas que se analizaron por HPLCy se trabajo
la reaccién una vez que esta habia concluido.

Parala extraccion de producto obtenido se utiliz6 acetato
de etilo y agua, con el pH previamente ajustado a 2 en la
fase acuosa con acido fosférico diluido. Se realizaron
2 extracciones con acetato de etilo, que posteriormente
se secaron con sulfato de sodio anhidro, se evapord el
disolvente y se obtuvo un sélido blanco. Rendimiento
30%.

Sintesis del compuesto 3
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Figura 6. Estructura del compuesto 3.

El compuesto 3 (figura 6) se preparé colocando en un
matraz bola de 50 mL, 100 mg de sulfato de amantadina,
en diclorometano, se agité para disolver y se enfrié en
bafio de hielo con agitacién magnética y atmoésfera de
nitrégeno. Posteriormente se adicionaron
3.2 equivalentes de TEA y se dejé en refrigeraciéon
durante 10 horas a5 °C.

Se tomaron muestras para verificar el avance de reaccion
que se analizaron por HLPC, y se trabajé la reaccién una
vez que esta habia concluido.

La purificacién del producto se realizé con 3 extracciones
con agua a la que se adicion6 NaHCOs, posterior a la
extraccion se conserva la fase organica (3x50mL) y se
lava con agua para quitarle el posible exceso de NaHCOs.
La fase de diclorometano obtenida se secé con sulfato de
sodio anhidro, se evaporé el disolvente, y se obtuvo un
sélido blanco. Rendimiento 60%

Sintesis del compuesto 4

Figura 7. Estructura del compuesto 4.

El compuesto 4 (figura 7) se preparé colocando en un
matraz bola de 50 mL, 100 mg de rimantadina, en forma
de clorhidrato en diclorometano, se agité para disolver y
se enfrié en un bafio de hielo con agitaciéon magnética y
atmosfera de nitrégeno.

Posteriormente se adicionaron 3.2 equivalentes de TEAy
se dejé en agitacién durante 10 horas hasta que llegé a
temperatura ambiente. Se tomaron muestras para
verificar el avance de reaccién que se analizaron por
HPLC, y se trabajd la reaccién una vez que esta habia
concluido. La purificacién del producto se realizé con 3
extracciones con agua a la cual se le adiciono NaHCOs3;
posterior a la extraccién se conserva la fase de
diclorometano (3x50mL) y se lava con agua para quitarle
el posible exceso de NaHCOs. La fase de diclorometano
obtenida se sec6 con sulfato de sodio anhidro, se evaporé
el disolvente, y se obtiene un sélido blanco. Rendimiento
65%.

Resultados y discusion

Resultados del analisis cromatografico de los
compuestos

Controles de reaccion

En la figura 8 se muestran los cromatogramas de la
mezcla de reacciéon para obtener el compuesto 1, se
puede observar que la reaccion es casi instantanea ya que
desde el primer control de la reacciéon queda sélo una
pequefia cantidad de la materia prima que es el
oseltamivir con un tiempo de retenciéon de 13.9 min. El
producto de reacciéon, compuesto 1 se observa en
17.06 min.

Retention Time |
500

12.657

250 -

13.930

= 15.187

Minutos

Figura 8. Cromatograma de avance de reaccién para la
obtencidn del compuesto 1.

En general, las tres reacciones de sustitucion nucleofilica
mostraron ser significativamente rapidas y sélo un poco
de materia prima quedd sin reaccionar, misma que
equivale a un 11 % de area relativa al area del producto.

Enla figura 9 se muestra el cromatograma del control del
proceso para obtener el compuesto 3, en este caso la
amantadina no absorbe en la regién UV, sin embargo, se
puede observar los picos de la formacion del producto
(18.6 min), asi como de la materia prima (16.57min) y el
producto de hidroélisis del cloruro de cinamoilo
(14.8min). Al término de la reaccién ya no se observa
incremento del area del pico del compuesto 3.
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Figura 9. Cromatograma del avance de reaccién para la
obtencién del compuesto 3, tiempo de retencion 18.68 min,
el acido cinamico se observa en 14.88 min y posiblemente el
cloruro de cinamoilo o su éster metilico en 16.57 min.

Cromatogramas de los productos finales

Los cromatogramas que se presentan en la figura 10 se
obtuvieron de los productos aislados y la pureza
cromatografica se calculé por estandarizaciéon de las
areas. Ver tabla 1.

Tabla 1. Tiempos de retencién y puntos de fusion
determinados en un equipo Fisher-Jones de los compuestos
sintetizados.

Compuesto  Tiempo de Pureza Punto de
retenciéon  Cromatografica  fusion °C
(min) (%)
1 17.0 99 218
2 14.8 98 3004
3 19.5 99 201
4 18.6 95 167
dSe descompone.
!
2
3/ ‘
4000 +
| 4| |
zooo-,j ———— = ey He
0o 5 10 15 20
Minutos
Figura 10. Cromatogramas de los productos finales,

compuestos 1,2,3 y 4.
Caracterizacion de los compuestos obtenidos
Compuesto 1

(3R,4R,5S)-4-acetamido-5-cinamamido-3-(pentan-3-
iloxi)ciclohex-1-ene-1-carboxilato de etilo. (C2sH3405N2
M=442.55 gmol1).

FTIR (cm1), 3265 (N-H), 3100 (=CH), 3060 (=CH), 2967
(C-H), 1714 y 1647 (C=0), 1054 (C-0).

RMN 1H, DMSO-Dé6: Tripletes (9H) 0.74 ppm, 0.82 ppm y
1.2 ppm, multiplete (4H) 1.3 ppm, singulete (3H) 1.71
ppm, doble de dobles (1H) 2.25 ppm, doble de dobles
(1H) 2.60 ppm, multiplete (1H) 3.39 ppm, multiplete
(1H) 3.82 ppm, multiplete (1H) 4.04 ppm, multiplete
(3H) 4.11ppm, doblete (1H) 6.55ppm, singulete (1H)
6.65 ppm, multiplete (4H) 7.38 ppm, multiplete (2H) 7.52
ppm, doblete (1H) 7.81 ppm, doblete (1H) 7.95 ppm.

El espectro de RMN !H muestra desplazamientos
quimicos que integran para 34 protones, informacién
que concuerda con la estructura del compuesto,
observandose 2 dobletes en 7.8 y 7.9 ppm los cuales
corresponden a los protones de los grupos amida,
también se observan 3 tripletes en 0.8, 1.2 y 1.3 ppm que
estan presentes en la molécula y una sefial sencilla que
integra para 3 protones y que corresponde al grupo
metilo unido a un carbonilo.

Finalmente, los protones que se encuentran en la fraccion
de ciclohexeno, aparecen como sefiales dobles de dobles
debido a acoplamientos geminales y vecinales.

\i‘ ‘ Espectro teérico
° Compuesto 1

IS

o

Espectro experimental
Compuesto 1

0.86-
1.024

Figura 11. Espectros tedrico y experimental del compuesto 1.

En la figura 11 se realiza la comparacidén de los espectros
de RMN !H teérico y experimental del compuesto 1,
observandose solo ligeras diferencias en los valores de
desplazamiento quimico y la obtencion de 2 tripletes en
diferente valor de desplazamiento quimico para los dos
metilos ubicados en 0.74 y 0.82 ppm.
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Compuesto 2

Acido (3R,4R,5S)-4-acetamido-5-cinamamido-3-
(pentan-3-iloxi)cyclohex-1-ene-1-carboxilico.
(C23H3005N2, M=414.49 gmol1)

FTIR (cm), 3268 (N-H), 3071 (=CH), 2967 (C-H), 1692,
1647 y 1625 (C=0), 1100 (C-0).

RMN 1H, DMSO-D6: Tripletes (6H) 0.74 ppm 0.81 ppm,
multiplete (4H) 1.42 ppm, singulete (3H) 1.70 ppm, doble
de dobles (1H) 2.20 ppm, doble de dobles (1H) 2.50 ppm,
multiplete (1H) 3.38 ppm, multiplete (1H) 3.81 ppm,
multiplete (1H) 4.01 ppm, multiplete (1H) 4.08ppm,
multiplete (2H) 6.60 ppm, multiplete (4H) 7.34 ppm,
multiplete (2H) 7.50 ppm, doblete (1H) 7.80 ppm,
doblete (1H) 7.95 ppm, singulete ancho (1H) 12.5 ppm.

El espectro de RMN !H muestra desplazamientos
quimicos que integran para 30 protones, informacion
que se correlaciona con la estructura del compuesto ya
que durante la hidrélisis del compuesto 1 hay una
pérdida de un grupo etilo (5 protones).

Compuesto 1

Triplete

092
0.91
2.35=

4.08
3,354
6.07—

Compuesto 2

| Ausencia
de triplete

BRELS

B 4 3 2 1 0
Figurg 12. (A) porcién del espectro de tHdel ~ compuesto 1,
(B) porcidon del espectro del compuesto 2, se observa la
ausencia del triplete debido a la pérdida del grupo etilo en el
compuesto 1.

El espectro del compuesto 2 (figura 12) solo presenta
ligeras diferencias respecto al espectro del compuesto 1
debido a la pérdida del grupo etilo. También se observa

una disminucion en el area del desplazamiento quimico
que aparece en 4.11 ppm en el espectro B) de la Figura
12 y en 12.5 ppm aparece el protén de acido carboxilico.

Compuesto 3

N-((3s,5s,7s)-adamantan-1-il)cinamamida.  (C19H230N

M=281.39 gmol1)

FTIR (cm), 3317 (N-H), 3058 (=CH), 3024 (=CH), 2901
y 2849 (C-H), 1615(C=0), 1654 y 1543 (C=C), 1220 (C-
N).

RMN 1H, CDCls: singulete ancho (6H) 1.86 ppm, singulete
ancho (9H) 2.07 ppm, singulete (1H) 5.49 ppm, doblete
(1H) 6.32 ppm, multiplete (3H) 7.30 ppm, multiplete
(2H) 7.40 ppm, doblete (1H) 7.50 ppm.

En el espectro se observan desplazamientos quimicos
que integran para 23 protones informacién que
concuerda con la estructura del compuesto,
observandose 2 sefiales simples y anchas en 1.86 y
2.07 ppm que corresponden a los protones de la
estructura de adamantanoilo. También se observa un
singulete ancho en 5.49 ppm el cual corresponde al
protdén de la amida, en 6.32 y 7.50 ppm se observan los
dos protones olefinicos del grupo cinamoilo y también se
aprecian los 5 protones del anillo aromatico en 7.30 y
7.40 ppm.

Compuesto 4

N-(1-((3r,5r,7r)-adamantan-1-il) etil)cinamamida
(C21H270N, M=309.44 gmol-1)

FTIR (cm-1), 3317 (N-H), 3058 (=CH), 3024 (=CH), 2967,
2899 y 2847 (C-H), 1621(C=0), 1651 y 1528 (C=C), 1211
(C-N).

RMN 1H, CDCls: doblete (3H) 1.05 ppm, multiplete (12H)
1.50 ppm, singulete ancho (3H) 1.95 ppm, multiplete
(1H) 3.87 ppm, singulete ancho (1H) 5.80 ppm, doblete
(1H) 6.49ppm, multiplete (3H) 7.23 ppm, multiplete (2H)
7.45 ppm, doblete (1H) 7.59 ppm.

En el espectro se observan desplazamientos quimicos
que integran para 27 protones informacién que se
correlaciona con la estructura del compuesto,
observandose un doblete en 1.05 ppm y un multiplete en
3.87 ppm seifiales que corresponden los sustituyentes
metilo y metino presentes en la molécula. Se observan
igualmente un multiplete y un singulete en 1.50 y 1.95
ppm que corresponden a las sefiales de los protones de
la estructura de la amantadina, también se observa un
singulete ancho en 5.80 ppm el cual corresponde al
protén del grupo amida, en 6.49 y 7.59 ppm se observan
los dos protones olefinicos del grupo cinamoilo y
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también se observan los 5 protones del anillo aromatico
en7.30y 7.40 ppm.

Se registro el espectro de RMN 13C para cada uno de los
compuestos sintetizados, los cuales se correlacionan con
las estructuras propuestas. Esta informacién ya no se
discute en este trabajo, sin embargo, se puede consultar
con el autor.

Conclusiones

El principal objetivo que se planteé en el presente trabajo
fue la obtencion y caracterizacién de nuevos analogos de
los farmacos empleados, en este caso adicionando una
subestructura de acido cindmico al firmaco original,
objetivo que se cumplid. Los compuestos se obtuvieron
en general con una pureza aceptable sin requerir mayor
purificacion que el aislamiento por extracciéon con
disolventes. También los resultados espectroscépicos
fueron los esperados ya que la caracterizacion y
asignacion de las estructuras fue relativamente directa.

Se pretende continuar con el estudio de las moléculas
desarrolladas para determinar si podran funcionar como
profarmacos y si la adicion del grupo cinamoilo tiene una
repercucion en su actividad antiviral.

Como se reviso en este trabajo, existen reportes sobre la
actividad in-vitro del acido cindmico comparados con
otros farmacos comerciales, ademas de que esta
molécula no se ha reportado que tenga efectos toxicos lo
que la hace idénea para continuar con su uso en el
desarrollo de nuevas moléculas con posible actividad
farmacoloégica.
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