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Abreviaturas y acrénimos

Abreviaturas y acronimos

Las abreviaturas y acronimos usados en esta memoria son los siguientes:

AcOEt: acetato de etilo.

AEPs: alquil éteres fosfolipidos (Alkyl-
Ethers Phospholipids).

APCI: ionizacién quimica a presion

atmosférica  (Atmospheric  Presure
Chemical lonization).
APLs: alquil fosfolipidos  (Alkyl

Phospholipids).

ATLs: lipidos antitumorales sintéticos
(AntiTumoral Lipids).

t-BuOH: terc-butanol.
calc.: calculado.

CASMER:
Signaling Molecule-Enriched Rafts.

Cluster of  Apoptotic

CC: cromatografia en columna.
CCEF: cromatografia de capa fina.

CTMP: proteina reguladora de la regién
carboxilo terminal (Carboxy-Terminal

Modulator Protein).

CuTC: tiofeno-2-carboxilato de cobre
().
d: doblete (en RMN).

DCM: diclorometano.

DEPT: Distorsionless Enhancement by

Polarization Transfer.

DISC: complejo de sefalizacion para la
induccién de muerte (Death-Inducing

Signaling Complex).
DLso: Dosis Letal 50.

ESI-HRMS: espectrometria de masas de

alta resolucion con ionizacion por

electrospray (ElectroSpray lonization

High Resolution Mass Spectrometry).
EtOH: etanol.

FADD: proteina asociada al dominio de
muerte de Fas (Fas-Associated Death

Domain).
Hex: hexano.

HMBC: Heteronuclear Multiple Bond

Coherence.

HMQC:

Quantum Coherence.

Heteronuclear ~ Multiple-

IR: infrarrojo.
J: constante de acoplamiento.
JNK: c-Jun N-terminal Kinase.

LTA: tetraacetato de plomo (Lead (1V)
TetraAcetate).

MeOH: metanol.
NMO: N-6xido de N-metilmorfolina.

obs.: observado.
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PC.: fosfocolina (PhosphoCholine). quin: quintuplete (en RMN).
PDK: quinasa  dependiente  de RMN: Resonancia Magnética Nuclear.
fosfatidilinositol-3-fosfato (3-

RTK: receptor con actividad tirosina-

Phosphoinositide-Dependent  protein quinasa  (ligand-activated ~ Receptor

Kinase). Tyrosine Kinases).

PI3K: fosfatidil  inositol-3-quinasa s: singulete (en RMN).

(Phophatidylinositol-3-Kinasa).
t: triplete (en RMN).

PIP,: fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato.
t.a.: temperatura ambiente.

PIP5: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato.

THEF: tetrahidrofurano.
Pir: piridina.

TrCl: cloruro de tritilo.

PhCHjs: tolueno.
TsCI: cloruro de p-toluensulfonilo.

PTEN: Phosphatase and Tensin

p-TsOH: &cido p-toluensulfonico.
homologue. P

TPS: cloruro de
g: cuartete (en RMN). —

triisopropilbencenosulfonilo.

Resumen

Los alquil éteres fosfolipidos (AEPS) sintéticos, como la edelfosina (1-O-octadecil-2-O-
metil-rac-glicero-3-fosfocolina, ET-18-OCHj3), son una familia de compuestos con
actividad antitumoral que tienen como diana la membrana celular; concretamente los
dominios de membrana conocidos como lipidos rafts. Estos compuestos inducen la
apoptosis en células tumorales y reducen la metéstasis, por un mecanismo que abarca
muchas rutas de sefializacion que se regulan en la membrana plasmatica. En este trabajo
se realiza la sintesis de analogos de edelfosina funcionalizados en la cadena alquilica,
con el fin de mejorar la actividad antitumoral de la edelfosina y su farmacocinética;
obteniéndose el derivado yodado de la misma, ademas de un intermedio avanzado hacia
un analogo fluorescente de edelfosina, que puede ser til en diagndstico e investigacion

del mecanismo de accion de estos lipidos.
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1. Introduccién y antecedentes

Desde los afios 80 se han ido acumulando numerosas pruebas que han cambiado la
vision clasica de la membrana celular, asi como su organizacion y los procesos celulares
en los que interviene. Se ha descubierto que los lipidos de la membrana pueden
organizarse de diferentes maneras, y una de ellas son los dominios de membrana

denominados lipidos rafts.*

Los lipidos rafts se definen’ como microdominios de membrana enriquecidos en
glicoesfingolipidos y colesterol que actian como plataformas lipidicas ordenadas dentro
de la inmensa membrana celular con los fosfolipidos desordenados, y en los cuales se
pueden segregar proteinas de membrana con funciones muy diversas. Podria hacerse
una analogia entre los lipidos rafts y una balsa lipidica en un inmenso mar de

fosfolipidos.

La estructura de los lipidos raft es dindmica, por lo que pueden cambiar su contenido
tanto de lipidos como de proteinas. Esta capacidad de modular su organizaciéon y
estructura es crucial para que en ellos se produzca la activacion de diversas cascadas de
transduccion de sefiales entre la membrana y los organulos; ya que, en muchos casos, la

funcién de las proteinas depende de como estén asociadas con los lipidos rafts.
1.1 Lipidos raft y cancer

En los ultimos afios se han localizado en los lipidos rafts varios receptores y moléculas
de sefalizacion apoptotica entre los que se encuentra Fas/CD95 (miembro de la familia
receptores de factores de necrosis tumoral), pero también de supervivencia celular,
como la quinasa PI3K (fosfatidil inositol 3-quinasa) que inicia un gran numero de
cascadas de sefializacion, entre ellas la ruta de supervivencia PI3K/Akt.® Ademas, se ha
probado que las células cancerosas exhiben mayores niveles de colesterol y colesterol-
lipidos rafts que las células normales y también muestran un incremento en su habilidad

por la proliferacion y supervivencia.®

Fas juega un papel muy importante en la apoptosis. Su activacion con su ligando
enddgeno, FasL, promueve su trimerizacion e inicia una cascada de sefializacion
apoptotica, reclutando proteinas como FADD (proteina asociada al dominio de muerte
de Fas) y las procaspasas 8 y 10 formando el complejo de sefializacién para la induccién
de muerte (DISC); lo que promueve la apoptosis celular mediante la cascada de

sefializacion de las caspasas.
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Sin embargo, también es posible activar el receptor Fas sin necesidad de FasL. En esto
intervienen los lipidos rafts que, mediante su redistribucion ocasionada por diferentes
estimulos, promueven la trimerizacion de Fas y, en consecuencia, la activacion de la
cascada de sefializacion.® Entre los estimulos que ocasionan la redistribucion de los
lipidos raft esta la incorporacion del lipido sintético antitumoral Edelfosina; molécula

central de este trabajo.

La via de sefializacion PI3K/AKt es una ruta de supervivencia celular cuya sefializacion

comienza en la membrana celular, concretamente en los lipidos rafts.

PI3K es una familia de proteinas quinasas heterodiméricas con una subunidad catalitica
(p110) y una regulatoria (p85). Esta quinasa actlia anclada a la membrana plasmatica
por la cara citosdlica y es capaz de fosforilar PIP, (fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato) a
PIP; (fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato). Para que la proteina esté activa, es necesaria su
fosforilacion en la subunidad p85 por parte de un receptor con actividad tirosina quinasa

transmembranal (RTK).’

La PI3K activada, fosforila los residuos de PIP, a PIP3 lo que conlleva que la proteina
serina/treonina quinasa Akt sea reclutada a la membrana y se ancle en los residuos de
PIP3, donde puede ser activada (Figura 1). La activacion de Akt pasa por la eliminacion
de CTMP (proteina reguladora de la region carboxilo terminal) y posterior fosforilacion
en las posiciones Thr308 y Ser473 por las quinasas dependientes de fosfatidilinositol
trisfosfato (PDK1 y PDK2).>®

La quinasa Akt activada puede actuar sobre numerosos sustratos que realizan la

transduccion de la sefial de supervivencia celular.
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Unidentified
kinase

Figura 1. Cascada de transduccion de sefial desde la proteina quinasa PI3K hasta la activacién de Akt por
medio de eliminacion del CTMP (proteina reguladora de la region carboxilo terminal) y posterior
fosforilacion en las posiciones 308 y 473 por las quinasas dependientes de fosfatidilinositol trisfosfato
(PDK1y PDK2).?

Por lo tanto, puede decirse que los lipidos rafts de las células de mamiferos se
comportan como plataformas que pueden actuar en diferentes, o incluso opuestos,
procesos de sefializacién, tal como supervivencia y apoptosis. En consecuencia, estos
dominios celulares juegan un papel critico en la modulacion de la sefializacion celular y

en la regulacién de su destino.

En el cancer, estas rutas estan desreguladas debido a mutaciones de genes que codifican
algunas de las proteinas implicadas; por ejemplo, en algunos canceres de ovario y colon
se encuentra mutado el gen de la subunidad reguladora p85, lo que hace que se active
constitutivamente la proteina PI3K y se produzcan sefiales de supervivencia celular.
Otro gen que suele estar mutado en muchos canceres es el gen supresor de tumores
PTEN, que codifica para una proteina fosfatasa Illamada PTEN (Phosphatase and
Tensin homologue) que se encarga de defosforilar PIP;. Una delecion en este gen
conlleva la pérdida de funcion de la proteina y la desregulacion de la ruta de

supervivencia.’

Estos hechos, sumados a que las células tumorales poseen una mayor cantidad de
lipidos raft, hacen de estas plataformas lipidicas una buena diana para farmacos

antitumorales.
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1.2 Lipidos antitumorales: estructura y mecanismo de accion

Los andlogos de alquilfosfolipidos antitumorales (APLs,) también conocidos
colectivamente como lipidos antitumorales (ATLs), son una familia de compuestos
sintéticos estructuralmente relacionados que muestran actividad anticancerigena
actuando a nivel de membrana celular. Se caracterizan por tener grupos alquilo unidos
al glicerol.” En la figura 2 aparecen los compuestos mas representativos de este grupo:
edelfosina, ilmofosina y SRI 62-834.
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Figura 2. Tres representantes de la familia de los ATLs.

La edelfosina (1-O-octadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina, ET-18-OCH3) ha

sido considerada el prototipo de este tipo de moléculas.

Una de las caracteristicas que hacen a los alquil éteres fosfolipidos (AEPS) interesantes
es que actuan a nivel de membrana celular como inductores de la apoptosis y, por tanto,
no tienen como diana el DNA celular. La edelfosina induce la apoptosis en células
malignas, mientras que respeta a las células normales,® ya que parece que involucra a
los lipidos rafts de diferentes células hematoldgicas y constituye el primer farmaco

antitumoral que tiene como diana los lipidos rafts.’

Estudiando el mecanismo de accién de estas moléculas, se ha desvelado un proceso de
regulacién de muerte celular que envuelve la movilizacion y reclutamiento de
receptores de muerte y proteinas proapoptéticas en los microdominios de los lipidos

rafts.’
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La edelfosina es capaz de incorporarse en los lipidos raft selectivamente, y recluta el
receptor de muerte Fas/CD95 asi como FADD vy las procaspasas 8 y 10 sin necesidad de
FasL (como se dijo anteriormente), lo que induce la formacion de DISC. Ademaés
recluta otras moléculas de sefializacion que también promueven la apoptosis como JNK

(c-Jun N-terminal Kinase).

La acumulacion de tantas moléculas de sefializacion de apoptosis en un &rea tan
pequefia como los lipidos raft conduce a la formacion de un complejo supramolecular
Ilamado CASMER (Cluster of Apoptotic Signaling Molecule-Enriched Rafts). Esto
facilita la interaccion entre proteinas, lo que conlleva a la induccién de la apoptosis

celular (Figura 3).

Ko

Outside Lipid rafts

Additional
Procaspase-8/10 JNK O apoptotic
Bid molecules
/\EOME
C X Jont | 9
Edelfosine

LIPID RAFT REORGANIZATION

Figura 3. Formacion del CASMER vy reorganizacion de SK3-Orail en el tratamiento con edelfosina.

Ademas, la edelfosina es capaz de impedir la activacion de PI3K de los lipidos raft v,

por tanto, no permite que la proteina quinasa Akt se ancle a la membrana y pueda
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fosforilar sus sustratos, inhibiendo asi la ruta de supervivencia celular, promoviendo la
apoptosis'® (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de actuacion de los lipidos raft en la sefializacion de Akt durante el tratamiento con
edelfosina.

Otra accién antitumoral de la edelfosina es que provoca un estrés tanto en el reticulo
endoplasméatico como en la mitocondria, acumulandose en la membrana de estos

organulos e induciendo la apoptosis mediante complicadas cascadas de sefializacion.
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La actividad antimetastasica de la edelfosina se debe a que inhibe selectivamente el
canal de potasio activado por calcio de baja conductancia SK3. Este canal se encuentra
en los lipidos rafts de células tumorales y juega un papel importante en las vias de
sefializacion en las que interviene el calcio. En canceres como el melanoma o el
carcinoma urotelial se ha demostrado que este canal es el responsable de la migracion

de células tumorales y, en definitiva, de la metastasis.*"*?

SK3 actla acoplado al canal de calcio Orail. Este complejo no se ha observado en
células normales, y parece especifico de células cancerigenas. La edelfosina es capaz de
desplazar el complejo SK3-Orail de los lipidos rafts inhibiendo asi la migracién

celular'® (Figura 3).
1.3 Estudios preclinicos de edelfosina

Los estudios preclinicos realizados tanto in vitro como in vivo reflejan que la edelfosina
es un eficiente antitumoral y es selectiva para células tumorales, ademas de que inhibe

la metastasis.t>!*

Estudios toxicoldgicos preclinicos en ratones prueban que la edelfosina carece
aparentemente de toxicidad cardiaca, hepatica, renal o estomacal a la dosis de 40
mg/kg.”> No obstante, a dosis més altas presenta toxicidad gastrointestinal, siendo la

DLso de 120 mg/kg cuando se administra por via oral.*

Existen estudios que presentan formulaciones de edelfosina en forma de nanoparticulas
lipidicas que parecen proteger de la toxicidad inherente de la edelfosina, haciendo que
carezca de toxicidad a la dosis de 130 mg/kg, lo que hace de estas nanoparticulas un
vehiculo seguro para administrar la edelfosina por via oral.’® Ademés, la encapsulacion
de la edelfosina en nanoparticulas lipidicas hace que penetre mejor en leucemias

resistentes a este farmaco.’
1.4 Antecedentes

En trabajos realizados anteriormente en el Departamento de Quimica Organica, se han

sintetizado edelfosina y sus analogos 1 y 2, ademas de los bioconjugados 3 y 4819

(Figura 5).
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| N—
e 0 N -OMe ~07
16 |

edelfosina O-PC

O-PC

Figura 5. Edelfosina, an&logos y bioconjugados sintetizados anteriormente.

Se ha comprobado que los compuestos yododerivados andlogos de edelfosina son
potentes agentes antitumorales y, ademas, presentan la ventaja de que se incorporan
mejor en las células tumorales.'® Dicha propiedad resulta de gran interés en una posible
aplicacion terapéutica como agentes antitumorales; y, dado que permiten la introduccién

de yodo radiactivo,?® posibilita su utilizacién como agente en radioterapia.

Estos trabajos forman parte de un Proyecto general de I+D+i titulado “Lipidos rafts,
cancer stem cells (CSCs) y microentorno tumoral inflamatorio en la terapia del cancer:
analogos alquilfosfolipidos como agentes lider en la terapia dirigida a lipidos rafts”
(SAF 2014-59716-R) en el que se participa junto con el Dr. F. Mollinedo del CIB-
CSIC-Madrid que se encarga de la evaluacion y estudios biologicos de estas moléculas

y las que se sinteticen en este trabajo.
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2. Objetivos

Los objetivos de este trabajo se encuadran dentro de un proyecto cuyo objetivo final es
la sintesis de nuevos ATLs analogos de edelfosina y miltefosina. En la figura 6 se
muestran algunos analogos de edelfosina:
e Con heteroatomos en la cadena alquilica (5, 7, 8, 9, 10 y 11), la cual puede ser
parcialmente modificada sin pérdida de actividad tumoral.*
e Con isétopos radiactivos en la cadena alquilica (6), que se podrian utilizar en
radioterapia del cancer.”
e Con marcadores fluorescentes en la cadena alquilica (12). Tanto estos analogos
como los anteriores podrian utilizarse para la investigacion de la trazabilidad de

estos compuestos en la célula y para diagndstico de tumores in vivo.?*

M A M |
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0-PC 0-P-0""] _F.’éo/\/l
Edelfosina 0© °

‘I25I

Wo/\EOMe W\O/\EOMe HO\/\W\O/\[OMG
0O-PC O-PC O-PC

S
Fluoroforo

OMe I\/\W\/\O OMe
11 OMe
0-PC O-PC
" O-PC
Figura 6. Nuevos analogos de edelfosina.

Como objetivo concreto de este trabajo se realizara la sintesis de 5 y una aproximacion
sintética de 12, a partir de 9-decen-1-ol (13) y R-solketal (14) (Esquema 1).

o OMe
/\M/\OH 7 7 /\E (I)I ®l\|l—
! 5 0-P-0"
9-decen-1-ol | |
09
>_> A Fo
(0] -
Ho/\E >< / N’g\N/
o \ . /
R-solketal

14

OMe
/\E I +N
O-P- o/\/|

Esquema 1: Esquema sintético simplificado para la sintesis de los analogos 5 y 12.
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3. Metodologia

3.1 Instrumentacion

Rotaciones especificas ([a]3?)

Se midieron en un polarimetro digital Perkin-EImer 241 en cubetas de 1 dm de paso
oOptico, en la linea de emision del sodio a 20 °C. La concentracion a la que se realizo la
medida y el disolvente empleado se especifican en cada caso.

Espectroscopia de IR

Las medidas se realizaron usando un espectrofotometro Shimadzu IR Affinity-1 en

pelicula sobre cristales de NaCl.

Espectrometria de masas

Las medidas se llevaron a cabo en un espectrometro de cuadrupolo-tiempo de vuelo
(QTOF) Applied Biosystems QSTAR XL. Dispone de sondas de electrospray, APCI y
fotospray, pudiendo trabajar en modo positivo y negativo. Es capaz de determinar la

masa exacta de un compuesto, con un margen de error de 0.0005%.

Espectroscopia de RMN

Experimentos unidimensionales de *H y ’C

Se ha usado un espectrémetro VARIAN 200 (200 MHz *H y 50 MHz *C) y también un
espectrometro BRUKER AVANCE 400 MHz DRX (400 MHz 'H y 100 MHz *C),

equipado con una sonda de deteccién inversa con bobina de gradientes y sonda *H/*C.

El disolvente habitual usado para realizar los espectros fue CDCls, cuyas referencias
respecto al disolvente residual CHCl; son 7.26 ppm en *H y 77.0 ppm en *3C. Los
desplazamientos quimicos (3) se expresan en ppm Y las constantes de acoplamiento (J),

en Hz.

La multiplicidad de los carbonos se obtiene aplicando una secuencia de pulsos DEPT
(Distosionless Enhancement by Polarization Transfer). Esta secuencia distingue los
carbonos protonados CH, CH, y CHj3 usando pulsos de proton a través del desacoplador
de 90° y 135°.

10
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Experimento bidimensional *H/**C: HMQC

Estos experimentos que nos proporcionan informacion acerca de la correlacion
heteronuclear *H/™*C a un enlace se obtienen usando la secuencia rutinaria Bruker

inv4gs.

Experimento bidimensional *H/**C: HMBC

Para conocer las correlaciones a larga distancia, 2 o 3 enlaces, se viene usando la

secuencia de pulsos inv4gsliplrnd.

Espectrofotometria UV/Vis

Para las medidas de absorbancia se ha utilizado un espectrofotometro Shimadzu UV-
2401(PC) de doble haz con portacubetas CSP—240 y seis celdas termostatadas por
sistema Peltier. Se manejaron cubetas de cuarzo Hellma, 110QS, de 1 cm de paso
optico.

Espectrofluorimetria

Para la adquisicion del espectro de emision se ha utilizado un espectrofluorimetro
Shimadzu RF-5301PC con bafio termostatado utilizando cubetas de cuarzo Hellma 110
QS de 1cm de paso éptico, midiendo la cantidad de radiacion emitida a 90° del haz de

radiacion de excitacion de una longitud de onda determinada.

3.2 Técnicas generales cromatoqgraficas

Cromatografia en capa fina (CCF)

Se realizan sobre placas de gel de silice Merck (60 F2s4) de 0.2 mm de espesor. Para
revelarlas se sumergen en una disolucion de molibdato amoénico en H,SO4/H,0 al
0.05/1 plv, y posteriormente se someten a un calentamiento a 120 °C durante unos

segundos.

Las sustancias que presentan fluorescencia son visualizadas por iluminacion con luz

ultravioleta de A = 254 nm y A = 336 nm antes de ser reveladas.

Cromatografia en columna (CC)

Se lleva a cabo usando una columna de vidrio, empaquetando con gel de silice Merck-
60. Se disponen de dos tipos de silice. Dependiendo del tamafio de particula se tiene gel

de silice normal con un tamafo de particula de 0.200-0.063 mm, y gel de silice flash

11
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con un tamafio de particula de 0.063-0.040 mm, que necesita de la aplicacion de presion
adicional. La relacién de silice usada va desde 20 g a 100 g de gel de silice por gramo

de sustancia.

La elucion se realiza usando disolventes y mezclas de disolventes de polaridad creciente
(generalmente son mezclas n-hexano/AcOEt o n-hexano/éter) y la composicion de cada

una de las fracciones se sigue usando CCF.

3.3 Purificacion de reactivos vy disolventes

Acetato de etilo (AcOEt): Se destila y se almacena con CaCl..

Acetona (Me,CO): Se somete a ebullicion sobre KMnO, y se destila.

Anhidrido acético (Ac,0): Se destila a partir del producto comercial.

Benceno (C¢Hg): Se destila sobre Na y benzofenona bajo atmésfera de Ar. Se almacena
con Na.

Cloroformo (CHCIs): Se destila.

Diclorometano (CH,Cl,): Se destila sobre CaH, bajo atmosfera de Ar.

Eter (Et,0): Se somete a ebullicion sobre Na y se destila sobre Na y benzofenona.
n-Hexano (CgH14): Se destila y almacena con CaCls,.

Metanol (MeOH): Se destila.

Oxicloruro de fosforo (POCI3): Se destila a vacio justo antes de cada uso.
Piridina (CsHsN): Se destila sobre BaO y se almacena con KOH.
Tetrahidrofurano (THF): Se somete a ebullicion sobre Na y se destila sobre Na y
benzofenona.

Tolueno (PhCHj3): Se almacena con Na.

12
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4. Discusion de resultados

Los resultados obtenidos en este trabajo se dividiran en dos apartados.

En primer lugar se describe la sintesis de 5 y, a continuacion, se desarrollaran los
resultados de la aproximacion sintética del andlogo fluorescente 12. Los compuestos
sintetizados en este trabajo seran enviados al Dr. F. Mollinedo del CIB-CSIC-Madrid

para la evaluacion bioldgica de su actividad antitumoral.

4.1 Sintesis de 5

La sintesis del analogo de edelfosina 5 se desarrollara de acuerdo con el siguiente

esquema retrosintético (Esquema 2):

o 1 1 -
18 OMe
7 7 O/\ZE 9 1" @,L_ f— 7 7 O/\[OMe
3S0-P-07 Y|

9-decen-1-ol (o] OH
13 o —— H)LM?O/\[OMG‘ &—— /\W\o/\EOMe

HO
/\[O>< 15 OTr 16 OTr

R-solketal
14

Esquema 2. Retrosintesis de 5.

El acceso a 5 desde el intermedio 17 requiere la desproteccion de C-3 y la instalacion de
la unidad de fosfocolina en dicha posicion.

Es posible acceder al yododerivado 17 desde el aldehido 15 usando el hidroxiderivado
16 como intermedio. El control del centro estereogénico de la cadena alquilica se
realizara utilizando (-)-TADDOL como inductor asimétrico. Para transformar 16 en 17

se requiere utilizar un tosilato o analogo como intermedio sintetico.
El aldehido 15 puede conseguirse partiendo de los productos comerciales 13 y 14.
El desarrollo de la sintesis de 5 se dividira en cuatro apartados:

e Sintesis del aldehido 15 e Obtencién del yododerivado 17

e Sintesis del hidroxiderivado 16 e Obtencidn del analogo yodado 5

13
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Sintesis del aldehido 15

Por reaccion de 13 con tetrabromuro de carbono en presencia de trifenilfosfina se
obtiene el bromoderivado 18 (Esquema 3). En el espectro IR de 18 no aparece la banda
correspondiente al grupo hidroxilo.

A oH 2. /(\%?Br

9-decen-1-ol s

® o KP ARy = Ao

19 20
R-solketal d l
14

M\O/\EOMG - /\M;\O/\EOMe - /\M;\o/\EOH

OTr
21
9
MQ\O/\EOM‘?
OTr
15

Esquema 3. a) CBry, PPh;, DCM, 0°C, 2 h/ t.a., 18 h, 99%. b) NaNH,, PhCHj3, 110 °C, 4 h,
82%. c¢) p-TsOH, MeOH, H,0, 40 °C, 8 h, 94%. d) TrCl, Pir, 115 °C, 3 h, 81%. €) NaH, THF,
75°C, 2 h, Mel, t.a., 4 h, 99%. f) OsO4, NMO, t-BuOH/THF/H,0 7/2/1, t.a., 24 h, 98%. g) LTA,
CsHe, t.a., 30 min, 99%.

Por calentamiento de 14 con amiduro de sodio y posterior reaccion con 18 se consigue
el alquil-solketal derivado 19. En el espectro de RMN *H de 19, en la regién de
hidrogenos geminales a funciones oxigenadas (4.0-3.2 ppm), aparecen sefiales
correspondientes a 7 hidrégenos y ademas se observan las sefiales correspondientes al
grupo vinilo terminal: 5.78 ppm (1H, ddt, J = 17.0, 10.2, 6.0 Hz, H-9’), 5.01-4.86 ppm
(2H, m, H-10").

La reaccidn de 19 con acido p-toluensulfonico proporciona el diol 20. En el espectro IR

de 20 se observa una banda ancha a 3400 cm™ correspondiente a los grupos hidroxilo.

La necesaria proteccion regioselectiva del hidroxilo primario de 20 se consigue
mediante tratamiento con cloruro de tritilo (cloruro de trifenilmetano) en piridina,
obteniéndose 21. Efectivamente, se consigue la monoproteccion regioselectiva del
hidroxilo primario, que se puede corroborar observando los espectros RMN *H de 20 y
21. En el espectro de 20 los hidrdgenos de C-3 aparecen a 3.68-3.55 ppm como un

14
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multiplete, mientras que en el espectro de 21, aparecen apantallados como un doblete a
3.20 ppm. Ademas, se observa entre 7.5-7.2 ppm la presencia de 15 hidrogenos

correspondientes a los tres anillos arométicos del grupo tritilo.

La metilacion de 21 se realiza por reaccién con hidruro de sodio, seguido de tratamiento
con yoduro de metilo, obteniéndose 22. En el espectro RMN 'H de 22 se observa la

sefial a 3.42 ppm (3H, s, -OMe) que corresponde al grupo metoxilo.

Por tratamiento de 22 con tetradxido de osmio y N-0xido de N-metilmorfolina se
consigue la cis-hidroxilacion del doble enlace, obteniéndose 23. En el espectro RMN *H
de 23 se observan sefiales entre 3.6-3.2 ppm correspondientes a 10 hidrégenos
geminales a funciones oxigenadas. Ademas, se observa en su espectro IR una banda
ancha a 3400 cm™ correspondiente a los grupos hidroxilo.

Por reaccién de 23 con tetraacetato de plomo (LTA) se consigue la oxidacion del glicol,
obteniéndose el aldehido 15. En el espectro RMN *H se observa la sefial: 9.76 ppm (1H,

t, J = 1.8 Hz, H-9’) caracteristica del grupo formilo.

Obtencién del hidroxiderivado 16

Por reaccién de 15 con bromuro de nonilmagnesio, se consigue la adicién de una cadena

alquilica de 9 carbonos al aldehido, obteniéndose el hidroxiderivado 16 (Esquema 4).

OTr

OH
oHe A
M;\O/\EOMG a . g O/\EOMe
OTr 16
15

Esquema 4. a) CgH1sMgBrr, (-)-TADDOL, THF, -90 °C, 17 h, 55 %.

Esta reaccion se puede hacer estereoselectiva usando un inductor asimétrico como es el
(-)-TADDOL?, que conducira al producto 16, con configuracién absoluta 9°R. Del
mismo modo, usando (+)-TADDOL se conseguira el producto 16°, cuya configuracion
en el C-9’ seria S, hipotético intermedio epimero en C-9° del producto final 5. En el
espectro RMN 'H de 16 se observa la desaparicion de la sefial a 9.8 ppm vy, en el
espectro RMN *3C se observa a 72.2 ppm la sefial del carbono geminal al grupo

hidroxilo secundario (C-9).
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Preparacion del yododerivado 17

Por reaccion de 16 con cloruro de p-toluensulfonilo, se forma el tosil-derivado 24
(Esquema 5), que sin purificacion posterior se hace reaccionar con yoduro de sodio,

obteniéndose el yododerivado 17.

OH OTs
/\M}M;\O/\EOMe a WO/\[OMQ
16 OTr 24 OTr

I
/MMO/\EOMG
17 OTr

Esquema 5. a) TsClI, Pir, 0°C, 24 h, 77%. b) Nal, acetona, 50 °C, 24 h, 71%.

En el espectro RMN **C de 17 se observan las sefiales: 40.6 ppm (C-9°) y 40.7 ppm (C-
8’, 10”) correspondientes al carbono geminal al yodo y los carbonos de los metilenos

vecinos respectivamente.

Obtencidén del analogo yodado 5

Para la obtencion del analogo yodado 5 desde 17 (Esquema 6) es necesario proceder a la
desproteccién del grupo tritilo, obteniendo 25, y seguidamente incorporar la unidad de
fosfocolina. La fosfocolina puede introducirse mediante secuencia de dos pasos. En el

esquema 6 aparecen cuatro procedimientos que permiten realizar dicha transformacién.
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OMe
RO/\[ R O/\(OM(e)
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Esquema 6. a) BF3-OEt,, CHCIs. b) 28, Et;N, CHCIs. ¢) MesN, CeHe. d) 29, Pir, CgHs. €) MesN, CH;CN,
CgHe. T) POCI3, Pir, THF. g) 27, TPS, Pir. h) POCI;, Et;N, DCM. i) Ch*TsO", Pir, DCM. j) NaBPh,, H,0.
k) POCls, tricloroetileno.

En trabajos anteriores ya habian sido utilizadas en el laboratorio de Quimica Orgéanica
las tres primeras rutas.’® En un principio se decidié seguir la ruta C, evitando la
utilizacion de trimetilamina que resulta bastante desagradable por su olor. Para el
desarrollo de dicha ruta (C) es necesario sintetizar previamente 27 (tetrafenilborato de
colina), que se obtiene por reaccién de tetrafenilborato sddico con cloruro de colina y se
purifica por cristalizacion en acetonitrilo. (Esquema 6). En este trabajo también se ha

ensayado la metodologia de Pedersen y col., %

utilizando como base trietilamina y como
sal de colina tosilato de colina. Ademas, en este caso no es necesaria la purificacion del

intermedio 26 ni la utilizacion de cloruro de triisopropilbencenosulfonilo (TPS).

Por reaccion de 17 con trifluoruro de boro eterato, (Esquema 7) se consigue la
desproteccién C-3; obteniéndose 25. En el espectro RMN *H y de **C de 25, no se
observan sefiales en la zona aromética correspondientes al grupo tritilo. En el espectro
de masas, aparece un ion molecular de 749.3391 que corresponde a la férmula
molecular C41Hs903INa (M+Na™).

17
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a

! |
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/MMO/\EOMe — /MMO/\EOMe
17 OTr ‘d/ 25 OH
P |
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5 0-P-0"") 26 0-P-OH
oo OH

Esquema 7. a) BF;-OEt,, CHClj;, 0 °C, 12 h, 99%. b) POCI;, Pir, THF, 0 °C, 5h, 86%. c) 27, TPS, Pir, 70
°C, 1 h/ta., 3 h, 51%. d) POCls, Et;N, DCM, t.a., 40 min. e) Ch*TsO", Pir, DCM, t.a., 19 h, 68%.

Por tratamiento de 25 con oxicloruro de fosforo, se obtiene el 4cido fosfatidico 26. Por
calentamiento de 26 con tetrafenilborato de colina 27 recientemente obtenido se

consigue el andlogo yodado de la edelfosina 5. (44% en los dos pasos)

El cuarto procedimiento ensayado en este trabajo permite acceder de modo directo
desde 25 a 5 (Esquema 7). Por reaccion de 25 con oxicloruro de fosforo y trietilamina
durante 40 minutos a temperatura ambiente, y afiadiendo en el mismo bal6n de reaccion
tosilato de colina y piridina disueltos en diclorometano se consigue 5, después de la
correspondiente cromatografia. De este modo se consigue mejorar el rendimiento
(68%).

4.2 Aproximacion sintética de 12

Para llevar a cabo la aproximacion sintética de 12 (Esquema 8) en primer lugar se
realizara la sintesis del BODIPY 30 y a continuacién se describira su incorporacion al

intermedio 16 sintetizado anteriormente.

OH
7 7 O/\[ .B<
16 OTr

7 N N=
. o)

SCH, OMe
Vel T° o OA[
=N._ON_/ O-PC

\,B: 12

F

30

Esquema 8. Esquema sintético simplificado para la obtencion del analogo fluorescente 12.
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Sintesis del BODIPY 30

Las tecnologias de la fluorescencia tales como la fluorescencia de imagen y la
fluorescencia de deteccion representan poderosas herramientas en diferentes campos

cientificos, especialmente en Medicina o en Bioguimica.?!

Los métodos para conseguir imagenes intravitales basados en fluorescencia, han sido
esenciales para el estudio de la funcion y distribucion de pequefias moléculas
biol6gicamente activas y de sus dianas moleculares in vivo. Ahora pueden colgarse
“etiquetas”, fluor6foros, a practicamente cualquier biomolécula de interés, como
proteinas, por ejemplo a anticuerpos, los cuales se acumulan en érganos especificos,

obteniendo imagenes en animales y humanos.

El BODIPY (4,4-difluoro-4-boro-3a,4a-diaza-s-indaceno) representa un tipo de
moléculas fluorescentes pequefias que recientemente ha recibido un gran
reconocimiento por su extraordinaria versatilidad como marcador fluorescente en
aplicaciones de imagenes bioldgicas. Una ventaja del BODIPY frente a otros agentes
fluorescentes comdnmente utilizados es la naturaleza neutra de su esqueleto, lo que hace
que su penetracion en la membrana celular sea excelente. De este modo los BODIPY's
son uno de los pocos tipos de fluor6foros con los que se pueden conseguir imagenes

intracelulares en células vivas.

De entre los multiples derivados conocidos de BODIPY?, en esta primera sintesis que
realizamos de anélogos de edelfosina marcados con fluoréforos, se ha elegido el 8-
(metil-tio)-BODIPY 30 debido a sus propiedades fotofisicas (buen rendimiento cuantico
y adecuada Amsx de emision).?® La sintesis de 30 se realizd partiendo de pirrol y

tiofosgeno®® (Esquema 9).

S SCH,4 SCH;
H 3 7
= N a <L I o U 2
P — - g —= (@ — B\ onv
cl” >al | \_NH HN_/ —NH HN_7/ =N.ON
1 11 10 9 @I F/ \F
31
32 30

Esquema 9. a) Et,0, PhCHjs, 1 h, 65%. b) Mel, DCM, t.a., 24 h, 91%. c) BF3-OEt,, Et;N, DCM, 1 h,
91%.

Por reaccion de pirrol con tiofosgeno, se obtiene la tiocetona 31. Por tratamiento de 31
con yoduro de metilo en DCM, se consigue la metilacion en el azufre, obteniéndose 32.
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En el espectro RMN H, se observa la sefial: 2.89 ppm (3H, s, -SMe) correspondiente a

los hidrégenos del metilo unido al azufre.

Por reaccion de 32 con trifluoruro de boro eterato, se obtiene el BODIPY 30. En el
espectro de masas aparece un ion molecular de 239.0620 que corresponde con la
formula molecular C1gH10BN,F,S (M+H™).

Aproximacion sintética de 12

La preparacion de un intermedio avanzado para la sintesis 12 se llevo a cabo siguiendo
el Esquema 10, con reacciones anélogas a las realizadas en la sintesis de 5. Por reaccién
de 16 con 30 en presencia de CuTC (tiofeno-2-carboxilato de cobre (1))*’, se consigue el
anclaje del BODIPY a la cadena alquilica, obteniéndose 33 (ion molecular de 829.4898

correspondiente a la formula: CsoHgsBN,O4F,Na (M+Na")).

FOF

.B<
J N N@/
¥y

OH o)
OCHj a W OCHj
Wo«[ e Aoy
16 OTr 33 OTr

’ \
FOF FOF
N .B<
J N N7 /N N=
. o)
OCH; = W OCHs
AR oo Moy
1
35 O—IID—OH 34 OH
OH

Esquema 10. a) 30, CuTC, Na,CO3, CH5CN, 55 °C, 12 h, 73%. b) BF5-OEt,, CHCI3, 0°C, 12 h, 99%. ¢)
POCI;, Pir, THF, 0°C, 5 h, 75%.

La desproteccion de 33 se realiza por reaccion con BF;-Et,O, obteniéndose 34 (ion
molecular de 587.3802 que corresponde a la formula Cs;Hs;BN,O4F.Na (M+Na")) con
buen rendimiento. La reaccion de 34 con POCI3; conduce al acido fosfatidico 35 (ion
molecular de 689.3284 que corresponde a la formula CszHs;BN,O;F,PNa; (M-

H*+2Na"), que constituye un intermedio avanzado en la sintesis de 12.
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En la Tabla 1 aparecen las caracteristicas fotofisicas de los compuestos derivados de

BODIPY 33, 34 y 35. En azul se muestra el espectro de UV/Vis y en rojo el espectro de

fluorescencia.*

Tabla 1. Datos de fluorescencia obtenidos de los intermedios 33, 34 y 35.

*Gracias a los Drs. Emilio Calle Martin y Julio Casado Linarejos por la ayuda prestada en el uso de los

equipos espectrofotométricos.
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5. Parte experimental

5.1 Sintesis de 5

5.1.1 Bromacién de 9-decen-1-ol: 18

CBr,/PPh;
/\M;\OH — 2B
DCM
13 18

A una disolucion de 13 (1.31 g, 8.38 mmol) en DCM (14 mL) a 0 °C se afiade
lentamente CBr,4 (2.79 g, 8.38 mmol) y PPh3 (3.30 g, 12.57 mmol) y se agita durante 2 h
a dicha temperatura y 18 h a temperatura ambiente. Después se filtra sobre celita, se
evapora el disolvente y el producto se cromatografia sobre 20 g de gel de silice.
Eluyendo con hexano se separa 18 (1.82 g, 99%).

1-bromodec-9-eno: 18

Espectro IR vie cm™ 3076, 2928, 2854, 1458, 1244, 993, 910, 723, 646, 563.

Espectro RMN *H (400 MHz, CDCls, § ppm) 5.80 (1H, ddt, J = 17.2, 10.2 y 6.9
Hz, H-9), 4.98 (1H, d, J = 17.2 Hz, H,-10), 4.93 (1H, d, J = 10.2 Hz, Hy-10), 3.39 (2H,
t, J = 6.9 Hz, H-1), 2.03 (2H, q, J = 6.9 Hz, H-8), 1.84 (2H, quin., J = 6.9 Hz, H-2),
1.45-1.34 (4H, m, H-3y 7), 1.30 (6H, s, H-4, 5 y 6).

Espectro RMN *3C (100 MHz, CDCls, & ppm) 139.0 (C-9), 114.2 (C-10), 33.9 (C-
1), 33.7 (C-8), 32.8 (C-2), 29.2-28.1 (C-3-7).

5.1.2 Reaccién de 18 con R-solketal: 19

o\ Zh e
o
HO\/k/O —»18 /M;\O/\E ><
14 PhCH3, NaNH, 19 O

A una disolucion de 14 (858 mg, 6.49 mmol) en PhCHj3 seco (12.8 mL), se adiciona
lentamente NaNH, (253 mg, 6.49 mmol). Se calienta a reflujo en atmdsfera de Ar
durante 1 h. Tras ese tiempo, se deja enfriar y se afiade gota a gota una disolucion de 18
(1.42 g, 6.49 mmol) en PhCHs. Se vuelve a calentar a reflujo durante 3 h mas. Se enfria
y se afiade hielo y una disolucion saturada de NH,4CI. Se extrae con AcOEt y se lava con

H,O y una disolucién saturada de NaCl. Después se seca con Na,SQO, anhidro, se filtra'y
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se evapora el disolvente. Se cromatografia sobre 20 g de gel de silice. Al eluir con
Hex/AcOEt 95:5 se aisla 19 (1.43 g, 82%).

1-O-(dec-9-en-1-il)-2R,3-isopropilidenglicerol: 19

[a]3 =-4.2 (c = 0.96, CHCl5)
Espectro IR vms cm™ 3076, 2986, 2927, 2856, 1641, 1369, 1213, 1119, 910, 847.

Espectro RMN ‘H (200 MHz, CDCls, & ppm) 5.78 (1H, ddt, J = 17.0, 10.2, 6.0
Hz, H-9°), 5.01-4.86 (2H, m, H-10°), 4.23 (1H, quin., J =6.0 Hz, H-2), 4.06-3.66 (2H,
m, H-3), 3.53-3.34 (4H, m, H-1 y 1°), 2.01 (2H, q, J =6.0 Hz, H-8"), 1.55 (2H, quin., J =
6.0 Hz, H-2), 1.49-1.28 (10H, m, H-3’-7"), 1.40 y 1.34 (3H, s, cada uno, CMe,).

Espectro RMN **C (50 MHz, CDCls, § ppm) 139.3 (C-9°), 114.3 (C-10), 109.5
(CMe,), 74.9 (C-2), 72.05 (C-3), 72.03 (C-1), 67.1 (C-1°), 34.0 (C-8"), 29.8 (C-2"),
29.6-26.24 (C-3’-7°), 27.0 y 25.6 (CMey).

ESI-HRMS CyH3:03 (M+H™): calc.: 271.2273 u, obs.: 271.2266 m/z, A = 2.6 ppm.

5.1.3 Reaccion de 19 con p-TsOH: 20

/\M/\/\EK H,0, p-TsOH /\M/\/\[

MOH

A una disolucién de 19 (1.55 g, 5.74 mmol) en MeOH (16.5 mL) se afiade p-TsOH
(1.08 g, 5.74 mmol) y 0.1 mL de H,O. Se calienta a 40 °C y se deja agitando a reflujo 8
h. Se afiade H,O y se extrae con AcOEt; después se lava con NaHCO3; 6% y H,0. Se
seca con Na,SO,4 anhidro, se filtra y se evapora el disolvente. Se obtiene 20 (1.25 g,
94%).

1-O-(dec-9-en-1-il)-2S-glicerol: 20

[a]3° = +1.6 (c = 1.3, CHCl»)
Espectro IR via cm™ 3396, 3076, 2926, 2855, 1641, 1463, 1119, 1047, 993, 908.

Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCls, § ppm) 5.78 (1H, ddt, J = 17.0, 10.2, 6.6 Hz,
H-9%), 4.96 (1H, d, J = 17.0 Hz, Hs-10%), 4.90 (1H, d, J = 10.2 Hz, Hy-10), 3.83 (1H,
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quin., J = 5.8 Hz, H-2), 3.68-3.55 (2H, m, H-3), 3.46-3.41 (4H, m, H-1y 1°), 2.01 (2H,
q,J = 6.6 Hz, H-8"), 1.55-1.51 (2H, m, H-2"), 1.39-1.26 (10H, m, H-3"-7")

Espectro RMN *3C (100 MHz, CDCl;, § ppm) 139.1 (C-9°), 114.1 (C-10°), 72.2
(C-1), 71.7 (C-1°), 70.6 (C-2), 64.1 (C-3), 33.7 (C-8°), 29.5 (C-27), 29.3-26.0 (C-3°-7").

ESI-HRMS Ci3Hs03Na (M+Na®): calc.: 253.1779 u, obs.. 253.1778 m/z,
A =0.4 ppm.

5.1.4 Reaccién de 20 con TrCl: 21

/\M;\O/\EOH TrCl /\M;\O/\EOH
OH

20 Pir 21 OTr

Sobre una disolucion de 20 (0.78 g, 3.39 mmol) en piridina (7.5 mL) se afiade TrCl
(1.18 g, 4.23 mmol) y se calienta a reflujo con agitacién durante 3 h en atmdsfera de Ar.
Después se enfria, se afiade H,O y se extrae con AcOEt. Se lava con HCI 2 M, NaHCO3
6% y NaCl saturado. Se seca con Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora el disolvente.
Se cromatografia sobre 30 g de gel de silice. Al eluir con Hex/AcOEt 95:5 se separa 21
(1.29 g, 81%).

1-O-(dec-9-en-1-il)-3-O-trifenilmetil-2R-glicerol: 21

[a]3? = +1.8 (c = 1.6, CHCl5)

Espectro IR vpa cm™ 3445, 3059, 3024, 2926, 2854, 1958, 1639, 1597, 1491,
1449, 1117, 1076, 991, 901, 764, 704, 633.

Espectro RMN 'H (200 MHz, CDCls, § ppm) 7.46-7.20 (15H, m, -CPhs), 5.82
(1H, ddt, J =17.0, 10.2, 6.6 Hz, H-9°), 5.05-4.90 (2H, m, H-10"), 4.00-3.89 (1H, m, H-
2), 3.58-3.40 (4H, m, H-1 y 1°), 3.20 (2H, d, J = 5.6 Hz, H-3), 2.04 (2H, g, J = 6.6 Hz,
H-8), 1.57-1.51 (2H, m, H-2"), 1.40-1.28 (10H, m, H-3"-7").

Espectro RMN C (50 MHz, CDCls, & ppm) 144.1 (C-1"", 7°” y 13°*), 139.5 (C-
9), 128.9 (C-3, 57,97, 117, 157, 177), 128.1 (C-2”, 6,87, 127, 14>, 18°*), 127.3
(C-47,107, 16°"), 114.4 (C-10°), 86.8 (-CPhs), 72.3 (C-1), 71.9 (C-1°), 70.1 (C-2), 64.8
(C-3), 34.1 (C-8°), 29.9 (C-2), 29.7-26.3 (C-3°-7").
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ESI-HRMS CazHi0sNa (M+Na’): calc.: 495.2875 u, obs.: 495.2873 m/z,
A= 0.4 ppm.

5.1.5 Reaccién de 21 con Mel: 22

AN 0O Mel, NaH MO“EOMG

—_—

A una disolucién de 21 (1.29 g, 2.73 mmol) en THF (5.6 mL) se afiade rapidamente
NaH (60%) (164 mg, 4.09 mmol). Se calienta a reflujo a 75 °C, en atmosfera de Ar,
durante 2 h. Se afiade Mel (1.94 g, 13.65 mmol) gota a gota, se deja 4 h a temperatura
ambiente y se afiade hielo lentamente pasado ese tiempo. Posteriormente se extrae con
AcOEt y se lava con HCI 2 M, H,0O y NaCl saturado. Se seca con Na SO, anhidro, se
filtra y se evapora el disolvente. Se cromatografia sobre 20 g de gel de silice. Eluyendo
con Hex/AcOEt 97:3 y 9:1 se obtiene 22 (1.31 g, 99%).

1-O-(dec-9-en-1-il)-2R-O-metil-3-O-trifenilmetilglicerol: 22

[a]2° = +9.0 (c = 0.97, CHCly)

Espectro IR v cm™ 3059, 3032, 2926, 2855, 1958, 1728, 1639, 1491,1449, 1358,
1317, 1221, 1090, 908, 764, 706, 633.

Espectro RMN 'H (200 MHz, CDCls, § ppm) 7.49-7.16 (15H, m, -CPhs), 5.82
(1H, ddt, J =17.0, 10.2, 6.6 Hz, H-9°), 5.04-4.91 (2H, m, H-10"), 3.61-3.38 (5H, m, H-
1,1’y2),3.42 (3H, s, -OMe), 3.21 (2H, d, J = 5.6 Hz, H-3), 2.04 (2H, q, J = 6.6 Hz, H-
8’), 1.56-1.53 (2H, m, H-2"), 1.28 (10H, s ancho, H-3"-7").

Espectro RMN *C (50 MHz, CDCls, & ppm) 144.4 (C-1", 7°” y 13°*), 139.4 (C-
9), 129.0 (C-3°*, 5,97, 117, 15°°, 177), 128.0 (C-2"", 6>, 87, 12, 14*, 18”), 127.2
(C-4, 107, 16°"), 114.4 (C-10”), 86.9 (-CPhs), 80.2 (C-2), 72.0 (C-1), 71.2 (C-1°), 63.2
(C-3), 58.4 (OMe), 34.1 (C-8"), 29.9 (C-2°), 29.7-26.3 (C-3>-7").

ESI-HRMS Caz3Hs0sNa (M+Na’): calc.: 509.3032 u, obs.: 509.3022 m/z,
A=1.9 ppm.

En los compuestos que aparece T la numeracion sistematica de la nomenclatura no corresponde con la de

la asignacion espectroscopica.
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5.1.6 Reaccién de 22 con OsO,: 23

Mo/\EOMe 0s0, NMO HO\/LM/\ /\[OMe

22 OTr 4 BUOH/THF/H,0 OTr

Sobre una disolucién de 22 (766 mg, 1.56 mmol) en t-BuOH/THF/H,0 (7:2:1, 23.3
mL), se afiade NMO (846 mg, 6.26 mmol) y OsO,4 2.5% en t-BuOH (130 uL). Se deja
agitando a temperatura ambiente durante 24 h. Al término de ese tiempo, se afiade
Na,SO3 saturado y se deja agitando 30 min. Posteriormente, se extrae con AcOEt y se
lava con HCI 2 M, H,0 y NaCl saturado. Después se seca con Na,SO, anhidro, se filtra
y se evapora el disolvente. Se cromatografia sobre 20 g de gel de silice. Eluyendo con
Hex/AcOEt 9:1 se obtiene 23 (800 mg, 98%).

10-(2R-metoxi-3-trifenilmetoxi-propoxi)-decano-1,2-diol": 23

[a]3 = +5.8 (c = 0.62, CHCl5)

Espectro IR vme cm™ 3404, 3057, 2928, 2855, 1960, 1728, 1597, 1489, 1449,
1090, 899, 744, 706, 633.

Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCl;, & ppm) 7.46-7.22 (15H, m, -CPhs), 3.58-
3.39 (8H, m, H-1, 2, 1°, 9°, 10°), 3.41 (3H, s, -OMe), 3.20 (2H, m, H-3), 1.55 (2H, s
ancho, H-8”), 1.43 (2H, s ancho, H-2"), 1.26 (10H, s ancho, H-3’-7").

Espectro RMN *C (100 MHz, CDCls, § ppm) 144.3 (C-1°", 7°* y 13°%), 129.0 (C-
375,97, 117,157, 177), 128.0 (C-27°, 67, 8, 127, 14°°, 18”°), 127.2 (C-4>*, 10”",
16°%), 86.9 (-CPh), 80.1 (C-2), 72.5 (C-9°), 72.0 (C-1), 71.2 (C-1"), 67.0 (C-10"), 63.1
(C-3), 58.3 (OMe), 33.4 (C-8°), 29.9 (C-27), 29.9-25.9 (C-3°-7").

ESI-HRMS Cs3HiOsNa (M+Na®): calc.: 543.3086 u, obs.: 543.3084 m/z,
A =0.4 ppm.

5.1.7 Reaccion de 23 con LTA: 15

OH 0
Ho\/LM/\ OMe )W
g O/\E LTA H g O/\EOMG
23 oTr CeHe 15 oTr
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Sobre una disolucion de 23 (556 mg, 1.07 mmol) en C¢Hs (10.2 mL) a temperatura
ambiente se afiade LTA (1.04 mg, 2.35 mmol). Después de 30 min se filtra sobre celita;
y el filtrado se lava con NaHCO3; 6%, H,O y NaCl saturado. Se seca sobre Na,SO,4

anhidro, se filtra y se evapora el disolvente obteniéndose 15 (520 mg, 99%).

9-(2R-metoxi-3-trifenilmetoxi-propoxi)-nonanal: 15

Espectro RMN *H (200 MHz, CDCls, & ppm) 9.76 (1H, t, J = 1.8 Hz, H-9°), 7.48-
7.19 (15H, m, -CPh3), 3.60-3.35 (5H, m, H-1, 2, 1°), 3.41 (3H, s, -OMe), 3.21 (2H, m,
H-3), 2.42 (2H, dt, J = 6.7, 1.8 Hz, H-8"), 1.70-1.50 (2H, m, H-2"), 1.26 (10H, m, H-3’-
7’)

5.1.8 Reaccion de 15 con CgH19MgBr: 16

0] OH
CgH19MgBr /\W
HMO/\EOMG g g O/\[OMe
15 orr  ()-TADDOL 16 oTr

THF

Se disuelve (-)-TADDOL (1.34 g; 2.87 mmol) a -85 °C y bajo atmosfera de Ar en THF
(11 mL) y se afiade bromuro de nonilmagnesio 1 M en Et,0 (5.74 mmol); la mezcla se
lleva rapidamente a -50 °C, temperatura a la que se vuelve a adicionar bromuro de
nonilmagnesio 1 M en Et,O (2.87 mmol), y se sube la temperatura hasta temperatura
ambiente. Después la mezcla resultante se enfria a -90 °C y se afiade una disolucion de
15 (359 mg; 0.74 mmol) en THF (15 mL), manteniéndose a esta temperatura agitando
durante 17 h. Transcurrido dicho tiempo se adiciona NH4Cl saturado y abundante Et,O.
La fase organica se lava con NaCl saturado, se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra y se
evapora el disolvente. Tras sucesivas cromatografias del producto de reaccion, eluyendo

con mezclas Hex/AcOEt 95:5, 9:1'y 8:2 se consigue separar 16 (249 mg; 55%).

2R-0O-metil-1-O-(octadecan-9R-ol-1-i)-3-O-trifenilmetilglicerol: 16

[a]3? = +1.4 (c = 0.1, CHCl5)
Espectro IR via cm™ 3422, 2926, 2855, 1448, 1117, 704.

Espectro RMN 'H (200 MHz, CDCls, & ppm) 7.48-7.22 (15H, m, -CPhs), 3.57-
3.37 (6H, m, H-1, 2, 17, 9°), 3.41 (3H, s, -OMe), 3.20-3.18 (2H, m, H-3), 1.53-1.49 (4H,
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m, H-8’, 10°), 1.41 (4H, m, H-2’, 3°), 1.21 (22H, s ancho, H-4-7°, 11°-17"), 0.88 (3H, t,
J=6.4Hz, H-18")

Espectro RMN **C (50 MHz, CDCls, § ppm) 144.3 (C-1°*, 7, 13”°), 129.0 (C-3"",
57,9 117, 157, 17°°), 128.0 (C-2>°, 67, 87, 12°°, 147, 18>"), 127.2 (C-4”, 10”,
16°"), 86.8 (-CPhg), 80.1 (C-2), 72.2 (C-9°), 71.9 (C-1), 71.2 (C-17), 63.1 (C-3), 58.3 (-
OMe), 37.8 (C-8°, 10°), 32.1-22.9 (C-2°-7°, 11°-17°), 14.4 (C-18)

ESI-HRMS CsHgOsNa (M+Na’): calc.: 639.4389 u, obs.: 639.4394 m/z,
A =0.8 ppm.

5.1.9 Reaccién de 16 con TsClI: 24

e 5"
47
N
°S
| 3m
OH o 2
OMe /\W/\ OMe
/M;LM;\O TsCl AN O/\E

Sobre una disolucién de 16 (54 mg, 0.09 mmol) en piridina (0.75 mL) a 0 °C en
atmosfera de Ar, se le aflade TsCl (41 mg, 0.22 mmol). La reaccién se deja agitando
durante 24 h controlando por CCF. Una vez finalizada la reaccion se afiade hielo, se
extrae con AcOEt y se lava con HCI 2 M, NaHCO3 6% y H,0. La fase organica se seca
sobre Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora el disolvente obteniéndose 24 (53 mg,
77%).

2R-0-metil-1-O-(9R-toluensulfoniloctadecan-1-il)-3-O-trifenilmetilglicerol: 24

Espectro RMN ‘H (200 MHz, CDCls, § ppm) 7.79 (2H, d, J = 8.2 Hz, H-2""",
6>"), 7.48-7.22 (15H, m, -CPhs), 7.48-7.43 (2H, m, H-3">", 5°*), 4.57 (1H, m, H-9),
3.56-3.37 (5H, m, H-1, 2, 1), 3.41 (3H, s, -OMe), 3.20 (2H, d, J = 4.0 Hz, H-3), 2.43
(3H, s, H-7"""), 1.56-1.54 (4H, m, H-8°, 10°), 1.26-1.17 (26H, m, H-2’-7>, 11°-17"), 0.90
(3H, t,J = 6.2 Hz, H-18").

28



Parte experimental

5.1.10 Reaccién de 24 con Nal: 17

—_——

OTr acetona 17 OTr

OTs
OMe /\M\M/\ OMe
/MMO Nal 7 O/\E
24

Sobre una disolucién de 24 (25 mg, 0.03 mmol) en acetona (1.5 mL) se afiade Nal (47
mg, 0.32 mmol) y se calienta a 50 °C durante 24 h. Pasado ese tiempo, se afiade H,O
para parar la reaccion. Se extrae con AcOEt y se lava con Na;SO3 10%, NaHCO3 6% vy
NaCl saturado. Se seca con Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora el disolvente. Se
cromatografia sobre gel de silice. Eluyendo con Hex/AcOEt 98:2 se obtiene 17 (16 mg,
71%).

2R-O-metil-3-O-trifenilmetil-1-O-(9S-yodooctadecan-1-il)-glicerol: 17

[a]2® = +5.0 (c = 0.54, CHCl5)
Espectro IR vma cm™ 2926, 2855, 1728, 1448, 1120, 1090, 1078, 706.

Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCls, & ppm) 7.49-7.22 (15H, m, -CPhy), 4.14
(1H, m, H-9%), 3.62-3.49 (3H, m, H-1, 2), 3.44 (2H, t, J = 6.5 Hz, H-1"), 3.44 (3H, s, -
OMe), 3.24 (1H, dd, J =9.7 y 4.6 Hz, H,-3), 3.22 (1H, dd, J = 9.7 y 4.6 Hz, H,-3), 1.88-
1.70 (4H, m, H-8’, 10°), 1.55 (4H, s ancho, H-2’, 3”), 1.30 (22H, s ancho, H-4"-7" y 11°-
17°),0.90 3H, t, J = 6.5 Hz, H-18’)

Espectro RMN **C (100 MHz, CDCls, § ppm) 144.1 (C-1>°, 7°*, 13°*), 128.7 (C-
37,572,911, 157, 17°), 127.7 (C-2, 67, 87, 12°°, 14>, 18"), 126.9 (C-4”, 10”",
16°), 86.6 (-CPhg), 79.9 (C-2), 71.6 (C-1°), 70.9 (C-1), 62.9 (C-3), 58.1 (-OMe), 40.7
(C-8’, 10°), 40.6 (C-9°), 31.9-22.6 (C-2°-7", 11>-17°), 14.1 (C-18")

ESI-HRMS CyHs00sINa (M+Na'): calc.: 749.3407 u, obs.: 749.3391 m/z,
A=2.1 ppm.

5.1.11 Reaccion de 17 con BF3-OEt,: 25

B BF;-OEt B
OMe 3 VER /\W/\ OMe
/\W\O/\[ _vEm g g O/\E

CHCI,
17 oTr 25 OH
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Sobre una disolucion de 17 (105 mg, 0.14 mmol) en CHCI3; (1.4 mL) a 0 °C y en
atmosfera de Ar, se afilade BF3-OEt, (72 pL, 0.57 mmol) y se deja agitando 12 h. Se
adiciona 1 mL de una mezcla H,O/CHCI3/MeOH 2:2:1. Se extrae con AcOEt y la fase
organica se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora el disolvente. Se
cromatografia el residuo sobre 4 g de gel de silice (Hex/AcOEt 9:1) separandose 25 (66
mg, 99%).

25-O-metil-1-O-(9S-yodooctadecan-1-il)-glicerol: 25

[a]3? =-7.6 (c = 0.75, CHCly)
Espectro IR vma cm™ 3460, 2926, 2855, 1732, 1464, 1123.

Espectro RMN *H (200 MHz, CDCls, & ppm) 4.11 (1H, m, H-9°), 3.76 (1H, dd, J
=11.6 y 4.4 Hz, H,-3), 3.64 (1H, dd, J = 11.6 y 4.4 Hz, H,-3), 3.56-3.44 (2H, m, H-1),
3.46 (3H, s, OMe), 3.46-3.41 (3H, m, H-2, 1°), 1.93-1.66 (4H, m, H-8’, 10°), 1.56 (2H,
m, H-2"), 1.27 (24H, m, H-3’-7°, 11°-17"), 0.88 (3H, t, J = 6.6 Hz, H-18")

Espectro RMN *3C (50 MHz, CDCls, 5 ppm) 80.0 (C-2), 72.1 (C-1°), 70.9 (C-1),
62.9 (C-3), 58.0 (-OMe), 41.2 (C-9°), 40.9 (C-8°, 10), 32.1-22.9 (C-2’-7’, 11-17"),
14.4 (C-18”)

ESI-HRMS CxH4s0sINa (M+Na™): calc.: 507.2311 u, obs.: 507.2306 m/z,
A =1.0 ppm.

5.1.12 Reaccion de 25 con POClI3: 26

OMe POCI3/P|r /\MAM/\ OMe
26 O—I|=||>—OH
OH
Sobre una disolucion de 25 (67 mg, 0.14 mmol) en THF (0.7 mL) a 0 °C y en atmosfera
de Ar, se afiade piridina (23 pL) y POCl; (14 pL, 0.15 mmol). Se deja agitando durante
5 h. Tras ese tiempo se afiade NaHCO3; 6% lentamente y se deja agitar 15 min mas. A
continuacion se afiade hielo y HCI 2 M hasta alcanzar pH = 2. Se extrae con AcOEt y se

lava con H,0. Se evapora el disolvente obteniéndose 26 (68 mg, 86%)

2R-O-metil-1-O-(9S-yodooctadecan-1-il)-glicero-3-fosfato: 26
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[a]3? = -0.6 (c = 0.14, CHCly)
Espectro IR vmax cm™* 2924, 2855, 1110.

Espectro RMN 'H (200 MHz, CDCls, & ppm) 4.17-4.04 (3H, m, H-3, 9°), 3.60-
3.42 (5H, m, H-1, 2, 1°), 3.49 (3H, s, -OMe), 1.87-1.66 (4H, m, H-8’, 10°), 1.56 (2H, m,
H-2), 1.27 (24H, m, H-3’-7°, 11°-17"), 0.87 (3H, t, J = 6.6 Hz, H-18").

Espectro RMN *3C (50 MHz, CDCls, & ppm) 79.3 (C-2), 72.2 (C-1°), 69.9 (C-1),
66.1 (C-3), 58.3 (-OMe), 40.9 (C-9°), 40.9 (C-8°, 10), 32.1-22.9 (C-2’-7’, 11’-17"),
14.3 (C-18").

ESI-HRMS Cy;Hy4706P1 (M+H'): calc.: 565.2155 u, obs. 565.2152 m/z,
A=0.5 ppm.

5.1.13 Reaccién de cloruro de colina con tetrafenilborato sédico: 27

NaBPh
HO_~J® © . Ho~Je o
N= cl s N= BPh,
2 27

Sobre una disolucién de cloruro de colina (1.0 g, 7.16 mmol) en H,O (25 mL) se afiade
una disolucién de tetrafenilborato sdédico (1.7 g, 4.97 mmol) en H,O (25 mL), y se
somete a agitacion a temperatura ambiente. En un tiempo corto, se observa la aparicion
de un soélido blanco. Ese solido se filtra, se seca y se afiade una mezcla PhCH3/EtOH.
Después se evapora a vacio y se cristaliza en CH3CN. Después de filtrar se obtiene 27
(2.0 g, 95%)

Tetrafenilborato de colina: 27

Espectro RMN 'H (200 MHz, DMSO & ppm) 7.17-6.76 (20H, m, BPh,), 5.26
(1H, t, J = 4.1 Hz, -OH), 3.81 -3.79 (2H, m, -CH,0H), 3.40-3.30 (2H, m, J = 4.9 Hz, -
CHaN), 3.08 (9H, s, MesN-).

5.1.14 Reaccién de 26 con 27: 5

o @l ~_OH

| BPh, ) |
8 OMe 27 /MAM/\ OMe
WO/\[ o — - 77T O&E o) S|
26 O—IIIDI—OH TPS/Pir 5 O_#_O/\/T_
OH 0o
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Sobre una disolucién de 26 (87 mg, 0.15 mmol) en piridina (1.2 mL), se afiade 27 (65 mg, 0.15
mmol) y cloruro de triisopropilbencenosulfonilo (TPS) (55 mg, 0.18 mmol) y se calienta a 70 2C
durante 1 h. Pasado ese tiempo, se deja agitando a temperatura ambiente durante 3 h mas. Al
terminar, se adiciona 1 mL de H,0 y se evapora a vacio. El crudo se cromatografia sobre 6 g de

gel de silice con CHCls/MeOH/NH; 65:30:5, obteniéndose 5 (51 mg, 51%).

2R-O-metil-1-O-(9S-yodooctadecan-1-il)-glicero-3-fosfocolina: 5

Espectro RMN 'H (200 MHz, CDCls, & ppm) 4.31 (2H, m, H-1""), 4.15-4.04 (1H,
m, H-9%), 3.84 (4H, m, H-3, 2°), 3.55-3.39 (5H, m, H-1, 2, 1°), 3.43 (3H, s, -OMe),
3.39 (9H, s, Me3N-), 1.87-1.65 (4H, m, H-8°, 10%), 1.56-1.47 (2H, m, H-2"), 1.27 (24H,
m, H-3’-7°,11°-17°), 0.87 (3H, t, J = 6.6 Hz, H-18").

Espectro RMN **C (50 MHz, CDCls, & ppm) 79.9 (C-2), 72.0 (C-1°), 70.5 (C-1),
66.5 (C-2""), 65.2 (C-3), 59.5 (C-1""), 58.0 (-OMe), 54.6 (Me3N-), 41.1 (C-9°), 40.9 (C-
8’,10%),32.1-22.9 (C-2>-7°, 11’-17°), 14.3 (C-18’).

ESI-HRMS C,7Hs;NO¢PINa (M+Na*): calc.: 672.2866 u, obs.: 672.2854 m/z,
A= 1.8 ppm.

5.1.15 Reaccion de 25 con POCI3, ChTsO: 5

A OMe 1) POCIy/NEt/DCM OMe
X - TS

25 OH 2) Ch* TsO/Pir/DCM o- B o/\/

Sobre una disolucién de POCI; (82 mg, 0.53 mmol) y Et;N (0.1 mL) en DCM (4 mL) a
0 °C se afiade lentamente durante 20 min una disolucion de 25 (260 mg, 0.53 mmol) en
DCM (2.5 mL). Se deja agitar a temperatura ambiente durante 40 min. Pasado ese
tiempo, se aflade Ch*TsO" (30 mg, 1.07 mmol) disuelto en piridina (1 mL) y la minima
cantidad posible de DCM. Se deja agitar a temperatura ambiente durante 19 h.
Posteriormente se afiade H,O (1 ml) y se deja agitar 40 minutos mas. Se concentra la
mezcla con EtOH/PhCH3 (1:1) hasta la aparicion de una espuma blanca. Se disuelve en
THF/H,0 (9:1) y se hace pasar lentamente por la resina Amberlita MB-3. Se vuelve a
concentrar con EtOH/PhCHj3 (1:1). El producto se cromatografia sobre 10 g de gel de
silice con CHCIl3/MeOH/NHj3 65:30:5, obteniéndose 5 (236 mg, 68%).
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5.2 Aproximacion sintética de 12

5.2.1 Reaccion de tiofosgeno con pirrol: 31

S

ELOIPRCH, "o

Sobre una disoluciéon de CSCl, (327 mg, 2.85 mmol) en PhCH3 (8.6 mL) a 0 °C y en
atmosfera de Ar, se afiade lentamente una disolucion de pirrol (382 mg, 5.69 mmol) en
Et,0 (8.5 mL) y se mantiene agitando durante 30 min. Pasado ese tiempo se afiade una
mezcla acuosa de MeOH al 10% (5.65 mL) y se deja agitar a temperatura ambiente
durante 30 min. Se evapora el disolvente y se cromatografia sobre alimina. Eluyendo
con PhCH3/CHCI; 9:1 se obtiene el compuesto 31 (328 mg, 65%).

Bis-(1H-pirrol-2-il)-metanotiona; 31

Espectro RMN 'H (200 MHz, CDCls, & ppm) 9.81 (2H, s, N-H), 7.20 (2H, H-1,
9), 7.04 (2H, s ancho, H-3, 7), 6.41 (2H, s ancho, H-2, 8).

ESI-HRMS CgHgN,S (M+H™): calc.: 177.0486 u, obs.: 177.0481 m/z, A = 2.8 ppm.
5.2.2 Reaccién de 31 con Mel: 32

SCH,

Mel \\\

——— \_NH HN=

\_NH HN—/  DcMm
31

\ /

I
32

Sobre una disolucion de 31 (133 mg, 0.75 mmol) en DCM (2.2 mL) a temperatura
ambiente y en atmdsfera de Ar, se afiade Mel (0.21 mL, 3.40 mmol) y se deja agitando
durante 24 h, controlando la reaccion con CCF. Se evapora el disolvente y se obtiene 32
(210 mg, 91%).

Yoduro de 2-[metilsulfanil-(1H-pirrol-2-il)-metileno]l-2H-pirrolinio: 32

Espectro RMN *H (200 MHz, CDCls, 5 ppm) 11.93 (2H, s, N-H), 7.87 (2H, s, H-
1,9), 7.26 (2H, s, H-3, 7), 6.65 (2H, s, H-2, 8), 2.89 (3H, s, -SMe)
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Parte experimental

ESI-HRMS CyoH1iN,S  (M+H™): calc.: 191.0643 u, obs.. 191.0637 m/z,
A=3.1ppm.

5.2.3 Reaccion de 32 con BF3: 30

SCH, SCH,
\\ N BFy-OEt, \\ N
NH HN\ > NO Nx
©) NEt,/DCM B!
| F'F
32 30

Sobre una disolucién de 32 (465 mg, 1.52 mmol) en DCM (10.8 mL) en atmosfera de
Ar, se afiade NEt; (0.34 mL, 2.4 mmol) y se deja agitando durante 30 min. Pasado ese
tiempo se afiade BF3;-OEt; (0.29 mL, 2.28 mmol) y se deja agitando 30 min mas. Se
evapora el disolvente y se cromatografia sobre gel de silice eluyendo con Hex/AcOEt
9:1y 7:3. Se obtiene el producto 30 (362 mg, 91%).

8
Y 7a 8a1

LI L)
5 4a4 3a 3

s-indaceno

8-(Tiometil)-4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno: 30

Espectro RMN *H (200 MHz, CDCls, & ppm) 7.80 (2H, s, H-3, 5), 7.42 (2H, d, J =
4 Hz, H-1,7), 6.53 (2H, d, J =4 Hz, H-2, 6), 2.92 (3H, s, -SMe)

ESI-HRMS CioH10BNoF,S (M+H™): calc.: 239.0626 u, obs.: 239.0620 m/z,
A =2.5 ppm.

5.2.4 Reaccién de 16 con 30: 33

SCHs
X
OMe =TSN CuTC AN~ OMe
WO + NUNO N\ > ANGAY
,B\ Na,CO4/CH;CN
F 33 OTr
30
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Parte experimental

Sobre una disolucion de 30 (138 mg, 0.58 mmol) en CH3CN (1.9 mL) en atmosfera de
Ar se aflade CuTC (92 mg, 0.48 mmol) a la vez que se adiciona una disolucion de 16
(120 mg, 0.19 mmol) en la minima cantidad de CH3CN y se deja agitando a temperatura
ambiente 5 min. Pasado ese tiempo, se afiade Na,COj3 (50 mg, 0.47 mmol) y se deja
agitando a 55 °C durante 12 h. Pasado ese tiempo, se evapora el disolvente y se
cromatografia sobre gel de silice flash eluyendo con Hex/AcOEt 98:2. Se obtiene 33
(115 mg, 73%).

1-0-(9R-O-[4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-il]-octadecanol-1-il)-2R-O-

metil-3-O-trifenilmetilglicerol: 33

[«]2° = -0.6 (C = 0.65, CHCls)
Espectro IR vmax cM'* 2056, 2927, 2856, 1728, 1552, 1400, 1286, 1126, 966.

Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCls, § ppm) 7.71 (2H, d, J = 1.0 Hz, H-3"",
5°*%), 7.47-7.23 (15H, m, -CPhs), 7.27 (2H, m, H-1>>’, 7°>), 6.51 (2H, dd, J = 4.0, 1.0
Hz, H-2>"’, 6°"), 5.14 (1H, quin, J = 6.0 Hz, H-9”), 3.57-3.39 (5H, m, H-1, 2, 1"), 3.41
(3H, s, -OMe), 3.21 (1H, dd, J = 10.2, 4.8 Hz, H,-3), 3.19 (1H, dd, J = 10.2, 4.8 Hz, H,-
3), 1.88-1.84 (4H, m, H-8°, 10°), 1.54-1.51 (2H, m, H-2"), 1.43-1.26 (24H, m, H-3"-7",
11’-17%),0.88 (3H, t, J = 6.8 Hz. H-18").

Espectro RMN °C (100 MHz, CDCls, § ppm) 161.7 (C-87), 144.3 (C-17, 77,
137), 139.0 (C-3",57), 129.0 (C-37, 57, 97", 117, 157, 177), 128.0 (C-2", 67", 8",
127, 147, 187), 127.1 (C-4™, 10, 167), 126.8 (C-7a™”, 82™), 124.8 (C-1"", 77,
116.4 (C-2", 6™"), 86.8 (C-9), 86.7 (-CPhs), 80.1 (C-2), 71.9 (C-1"), 71.2 (C-1), 63.1
(C-3), 58.3 (-OMe), 34.1 (C-8", 107), 32.1-22.9 (C-2’-7", 11°-17), 14.3 (C-18"),

ESI-HRMS CsoHesBN,O4F2Na (M+Na®): calc.: 829.4903 u, obs.: 829.4898 m/z,
A =0.6 ppm.
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5.2.5 Reaccién de 33 con BF3-OEt,: 34

FOF FOF

B.
7 N N®/ / N~ N®/
A= Y N Y
(0] O

R0 | Ao
OMe 3 2 OMe
/MM\O/\E g g O

34

CHCl,
33 OTr OH

Sobre una disolucion de 33 (115 mg, 0.19 mmol) en CHCI3; (1.9 mL) a 0 °C y en
atmosfera de Ar, se aflade BF3-OEt, (98 pL, 0.77 mmol) y se deja agitando 12 h. Se
adiciona 1 mL de una mezcla H,O/CHCI3/MeOH 2:2:1. Se extrae con AcOEt, se seca
sobre Na,SO, anhidro, se filtra y se evapora el disolvente. Se cromatografia el residuo
sobre 4 g de gel de silice (Hex/AcOEt 9:1) separandose 34 (106 mg, 99%).

1-0-(9R-O-[4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-il]-octadecanol-1-il)-2S-O-
metilglicerol: 34

[a]Z® =-6.1 (c = 0.99, CHCl»)
Espectro IR vma cm™ 3452, 2926, 2854, 1552, 1400, 1255, 966.

Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCls, § ppm) 7.71 (2H, s, H-3°"", 5°°*), 7.49 (2H,
s, H-1"°, 7°°"), 6.51 (2H, s, H-2*"*, 6°”"), 5.14 (1H, quin, J = 6.0 Hz, H-9"), 3.74-3.41
(TH, m, H-1, 2, 3, 1°), 3.46 (3H, s, -OMe), 1.87-1.82 (4H, m, H-8’, 10°), 1.56-1.54 (2H,
m, H-2"), 1.43-1.22 (24H, m, H-3>-7°, 11°-17°), 0.87 (3H, t, J = 6.0 Hz, H-18)

Espectro RMN C (100 MHz, CDCls, § ppm) 161.1 (C-8°*), 139.0 (C-3"", 5°*"),
126.8 (C-7a’>, 82°>), 124.8 (C-1°", 7°°), 116.4 (C-2", 6>>°), 86.8 (C-9°), 80.1 (C-2),
72.1 (C-1°), 70.8 (C-1), 62.9 (C-3), 58.0 (-OMe), 34.2 (C-8’, 10°), 32.1-22.9 (C-2’-7’,
11°-17°), 14.3 (C-18").

ESI-HRMS Cs3;Hs:BN,O4F,Na (M+Na®): calc.: 587.3808 u, obs.: 587.3802 m/z,
A=1.0 ppm.
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5.2.6 Reaccién de 34 con POCl3: 35

RQF FOF
J N~ J N "N=
_ /@/ _ /@/
/\W OMe POCI,/Pir /\[OMe
. =

OPOH

Sobre una disoluciéon de 34 (106 mg, 0.19 mmol) en THF (1.0 mL) a 0 °C y en
atmoésfera de Ar, se afiade piridina (31 pL) y POCl3 (19 pL, 0.20 mmol). Se deja
agitando durante 5 h. Tras ese tiempo se afiade NaHCO3; 6% lentamente y se deja agitar
15 min méas. A continuacion se afiade hielo y HCI 2 M hasta alcanzar pH = 2. Se extrae
con AcOEt y se lava con H,0. Se evapora el disolvente obteniéndose 35 (92 mg, 75%)

1-0-(9R-0O-[4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-il]-octadecanol-1-il)-2R-O-

metilglicero-3-fosfato: 35

[a]3? = -3.4 (c = 0.25, CHCly)
Espectro IR vmax cM™ 2926, 2854, 1552, 1400, 1128, 966.

Espectro RMN *H (200 MHz, CDCls, & ppm) 7.72 (2H, s, H-37"*, 5°*%), 7.28 (2H,
s, H-1"", 7°°), 6.52 (2H, s, H-2>>, 6°*%), 5.15 (1H, quin, J = 6.0 Hz, H-9°) 4.17-4.04
(2H, m, H-3), 3.60-3.42 (5H, m, H-1, 2, 1°), 3.49 (3H, s, -OMe), 1.87-1.66 (4H, m, H-
8’,10%), 1.56 (2H, m, H-2"), 1.27 (24H, m, H-3°-7°, 11°-17°), 0.87 (3H, t, J = 6.6 Hz, H-
18).

Espectro RMN 3C (100 MHz, CDCls, & ppm) 161.3 (C-8>>), 138.7 (C-3"", 5°>),
126.5 (C-7a’”’, 8a’”’), 124.5 (C-1""", 7°*), 116.1 (C-2""", 6°”’), 86.5 (C-9”), 79.0 (C-2),
71.8 (C-17), 69.4 (C-1), 65.9 (C-3), 58.0 (-OMe), 33.9 (C-8’, 10°), 31.8-22.6 (C-2’-7’,
11°-17°), 14.0 (C-18’).

ESI-HRMS Cs;Hs:BN,0O,F,PNa, (M-H™+2Na"): calc.: 689.3290 u, obs.: 689.3284
m/z, A = 0.9 ppm.
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Conclusiones

6. Conclusiones

1. Este trabajo se ha desarrollado en el campo de los éteres lipidicos antitumorales,
preparando anélogos de edelfosina, compuesto que ha demostrado que induce
apoptosis y reduce la metéstasis en células tumorales. Los compuestos 5 y 12

seran enviados al CIB-CSIC-Madrid para el estudio estructura-actividad in vitro.

2. A partir de los compuestos comerciales 9-decenl-ol y R-solketal se ha realizado

la sintesis del yododerivado 5, anélogo de edelfosina.

|
At oot
7 7 O/\[ (I:I) @'L
0-P-0"""
5 0©

3. Se ha preparado el marcador fluorescente 8-(metil-tio)-BODIPY 30, para

incorporarlo a la cadena alquilica de edelfosina.

SCH;
X N\
N\_N_ /NC+)\
/B\
FOF
30
4. Se ha realizado la sintesis de 35 un intermedio avanzado en la preparacién de 12,

analogo de edelfosina que contiene un marcador fluorescente (BODIPY).

F\@/F F\@/F
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M M
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Anexos

Anexo. Espectroscopia
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Acontinuacion se muestran los espectros RMN *H y *3C de los compuestos finales 5 y

35.
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