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Ac: Acetilo.

AcOEt: Acetato de etilo.
AcOH: Acido acético.
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Resumen

Resumen

El descubrimiento de los lipidos antitumorales (ATLs) sintéticos de la familia de las
alquilfosfocolinas (APCs) y alquil éter fosfolipidos (AEPS), ha supuesto un importante
avance en la busqueda de farmacos antitumorales. Estos lipidos actian principalmente a
nivel de membrana celular, més concretamente sobre los lipidos raft. Alun no se conoce
por completo el mecanismo de accion antitumoral, aunque si se ha observado que estos
ATLs inducen cambios estructurales y de composicion de los lipidos raft, provocando
apoptosis mediante multiples vias de sefalizacion. Esta actividad citotoxica se
desarrolla selectivamente sobre las células tumorales. Los AEPs y APCs forman una
familia de potenciales farmacos que ademas de actividad antitumoral, presentan
actividad:  antiinflamatoria,  inmunomoduladora,  antibacteriana,  antiflngica,
antileishmaniosis y otras parasitosis. Entre estos ATLs destacan la perifosina, por ser un
potente antitumoral y la miltefosina, por ser la Unica de su familia en ser comercializada
como farmaco ya sea antitumoral o antileishmaniosis. En este trabajo se realiza la
sintesis de APCs analogas de miltefosina: insaturada y yodada, ademéas de hacer una
aproximacion sintética de un analogo de miltefosina fluorescente y de analogos de

perifosina yodada e insaturada.
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1. Introduccion y antecedentes

El cancer es una de las enfermedades con mayor repercusion en el mundo desarrollado.
Segun datos de la OMS, en 2012 aparecieron 14 millones de casos nuevos y hubo 8.2
millones de muertes relacionadas con algin tipo de cancer.! Actualmente se conocen
mas de un centenar de tipos de cancer, necesitandose comprender a nivel molecular los

procesos cancerosos para asi desarrollar farmacos de mayor eficacia y selectividad.

Con el descubrimiento del primer lisofosfolipido sintético en la década de 1960,% se
abrié una nueva posibilidad en la quimioterapia del cancer al revelar que ejercian accion
antitumoral mediante un mecanismo de accién donde se produce interaccion
lisofosfolipido-membrana,® a diferencia de los agentes antitumorales clasicos que tienen

como diana el DNA o la tubulina.

Desde la sintesis del primer lisofosfolipido (Figura 1), también denominados
lisolecitinas, se han desarrollado un gran nimero de analogos y derivados a fin de
mejorar sus propiedades fisico-quimicas y farmacoldgicas como la actividad,

selectividad, aspectos farmacocinéticos y toxicidad.*
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Figura 1. Estructura general de un lisofosfolipido con cadena lipidica unida con enlace éster o
éter. Pueden ser degradados por accion enzimatica: A) fosfolipasa A:; B) aciltransferasa; C)
transesterasa; D) fosfolipasa C; E) fosfolipasa D; F) O-alquilglicerol monooxigenasa.

Los primeros lisofosfolipidos sintéticos (Figura 2) presentaban una elevada
inestabilidad metabolica debido a la accion de las fosfolipasas y otros enzimas que
liberaban el acido graso y las unidades de glicerol y fosfocolina, como 1. Por ello se
sustituyd el enlace éster por un enlace éter en la union cadena lipidica-glicerol, como la
lisofosfatidilcolina 2, con lo que se lograba diferenciar estructuralmente a los miembros
de la familia de origen sintético de los naturales y resultando asi el primer éter lipidico
antitumoral (AEL), 2, con mayor estabilidad metabolica.*

El grupo hidroxilo libre en la posicion C2 del glicerol, posibilita la accion enzimatica de

transesterasa y aciltransferasa que habilitan la migracion de la cadena lipidica de C1 a
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C2 del glicerol. El enzima O-alquilglicerol monooxigenasa, introduce una funcion
hidroxilo en C1 de la cadena alquilica (AEPs). Para aumentar la estabilidad metabdlica,
se sintetiz6 el derivado con funcion metoxilo en C2 del glicerol, denominado edelfosina
3, que debido a sus prometedoras propiedades se reconocié como prototipo de los AEPs
y ha sido ampliamente investigado desde su descubrimiento. Posteriormente en la
década de 1980, se sintetizd la primera alquilfosfocolina (APC), la miltefosina o
hexadecilfosfocolina, 5, prototipo de las APCs, donde se ha suprimido la unidad de
glicerol. Se observé que se mantenia la actividad bioldgica como antitumoral y se
mejoraban aspectos de selectividad frente a células tumorales, mejora en parametros
farmacocinéticos a la vez que se obtenia un farmaco de estructura mas sencilla. En los
ultimos afios, se han sintetizado otros derivados en los que se ha elongado la cadena
lipidica, formando la tercera generacion. Entre estos analogos de cadena larga, se
encuentran con cadenas de C-22 la erucilfosfocolina, 7, y la erufosina 8, esta Gltima con

una hidroxilamina anéloga de la colina.
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Figura 2. Evolucién de los alquil éteres lipidicos y fosfocolinas. Primera generacion:
fosfatidilcolinas con enlace éster y posteriormente mejoradas con enlace éter (alquil éteres
fosfolipidos). Segunda generacion: unién directa de un alcohol graso con la unidad de
fosfocolina, eliminando el glicerol, estructuralmente mas simples. Tercera generacion: con
cadenas alquilicas de mayor longitud.
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La edelfosina, 3 (Figura 2), presenta actividad antitumoral mediante la activacion de
rutas proapoptoticas. Esta accion citotdxica tiene un alto grado de selectividad sobre las
celulas tumorales frente a las sanas, aunque presenta toxicidad gastrointestinal y
capacidad hemolitica, que son problemas que limitan la dosis y vias de administracion.
Estos aspectos toxicos estimularon la sintesis de analogos y derivados con mejores
propiedades como farmaco, aunque no siempre con éxito (como la ilmofosina, 4). La
miltefosina, 5, supuso una mejora en muchos aspectos respecto de la edelfosina, 3, pero
presenta igualmente capacidad hemolitica y toxicidad gastrointestinal lo que limita la
dosis maxima diaria y conlleva una baja actividad antiproliferativa in vivo. Al modificar
la unidad de colina por el analogo heterociclico de piperidina como en la perifosina, 6,
se mejora significativamente la estabilidad metabdlica y actividad antitumoral, aunque
la toxicidad se mantiene semejante a la miltefosina, 5. Los analogos de tercera
generacion erucilfosfocolina 7 y erufosina 8, reducen la actividad hemolitica, lo que

hace posible una administracion intravenosa.

La capacidad hemolitica de esta serie de compuestos esta directamente relacionada con
su facilidad para formar micelas.®> Elevando la CMC (Concentracion Micelar Critica) de
los lisofosfolipidos, derivados y analogos, se logra disminuir el potencial hemolitico, tal
y como ocurre con la erucilfosfocolina, 7, y erufosina, 8, que forman en disoluciones

acuosas estructuras laminares tipo empalizada preferentemente a micelas.

Las APCs y AEPs de forma analoga a los lisofosfolipidos de origen natural, poseen
caracter de zweitterién y anfipatico, presentan capacidad para emulsionar las grasas
como los lisofosfolipidos naturales. También, por su estructura semejante a los
fosfolipidos de membrana, tienen afinidad por las membranas pudiéndose incorporar a

las mismas y promover mecanismos determinantes de su actividad bioldgica.

En los Gltimos afios, nuestro grupo de investigacion ha trabajado en el campo de los
lipidos antitumorales sintéticos analogos de edelfosina, 3, (Figura 3). Se ha realizado la
sintesis del lisofosfolipido 2, edelfosina 3, analogos insaturado (9) y yodado (10-a y 10-
b); ademas de haber realizado fosfatidilcolinas bioconjugadas con esqueletos de
sesterterpenos obtenidos a partir de 4cido ent-halimico (11 y 12).57 En la evaluacion de
las actividades biolégicas se ha demostrado que los anadlogos yodados, 10-a y 10-b,
mantienen la actividad como antitumorales y se incorporan mejor a las células
tumorales; en los bioconjugados, hay un incremento significativo en la actividad

antitumoral tanto del furano 11 como en la y-hidroxibutenolida 12.
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En este trabajo fin de méaster se comenzara una nueva linea de investigacion realizando

analogos de miltefosina, 5, y perifosina, 6.
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Figura 3. Edelfosina, 3, fosfatidilcolinas analogas de edelfosina (2, 9 y 10) y bioconjugados de
sesterterpenos derivados del &cido ent-halimico (11 y 12) sintetizados en trabajos anteriores.

Mecanismo de accion antitumoral

Los estudios realizados para elucidar el mecanismo mediante el que los alquil éter
fosfolipidos (AEPSs) y alquilfosfocolinas (APCs) ejercen la accion antitumoral e inducen
apoptosis aln no han revelado la totalidad del complejo mecanismo de actuacion. Estos
estudios se han realizado predominantemente con la edelfosina, 3, aunque ensayos
recientes demuestran que los demas AEPs y las APCs, parecen inducir la apoptosis

mediante el mismo mecanismo.

Como ya se ha dicho anteriormente, las APCs y los AEPs tienen como diana la
membrana celular, provocando modificaciones estructurales en ella e induciendo una
disrupcion de las rutas de sefializacion de supervivencia celular que terminan con la
induccion de la apoptosis. Ademas de incorporarse a nivel de membrana celular, se ha
observado que penetran al interior de la célula y se incorporan a membranas de
organulos tales como mitocondria y reticulo endoplasmatico donde producen estrés

metabolico y contribuyen a la induccion de la apoptosis.®® Esta actividad aparece
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latente en células normales y se activa en las células tumorales.®!! Esta selectividad
junto con la actividad antitumoral con mecanismo de accién a través de la membrana
celular, les confiere especial interés desde el punto de vista terapéutico, constituyendo

los primeros farmacos que tienen como diana los lipidos rafts.*?

Los lipidos rafts (lipid rafts) pueden definirse como microdominios de membrana ricos
en ceramida, glicoesfingolipidos y colesterol que se encuentran en ambas caras de la
membrana celular.’®!* Se comportan como plataformas o balsas lipidicas que se
encuentran en un mar de fosfolipidos desordenados que constituye el resto de la
membrana. Estos microdominios de membrana contienen receptores y otras proteinas de
membrana que participan en procesos de sefializacion y transduccion de sefiales a través
de la membrana.®'" Su funcion y participacion en procesos bioldgicos esta

estrechamente relacionada con su composicion lipidica y proteica.

Las células tienen mecanismos de sefializacidn para detectar el buen estado y correcto
funcionamiento de las rutas metabdlicas y organulos internos asi como del medio que
les rodea. Asi pues, existen como mecanismos de proteccion rutas que promueven la
muerte de la célula si se detecta un dafio celular grave o si se recibe una sefial de muerte
celular. Tanto los procesos de sefializacion de supervivencia celular como los de muerte

celular estan degenerados, complejamente regulados e interrelacionados.

En general, el proceso de apoptosis o muerte celular inducida o programada es un
proceso en el que se activa a la familia de proteinas caspasas (cisteinil-aspartato

proteasas). La activacion de las caspasas puede inducirse por dos vias (Figura 4, Ay B):

A. Via intrinseca o mitocontrial de apoptosis. Se activa esta via en respuesta a
dafios celulares internos graves. Se inhibe la produccion de estimulos de
supervivencia y se produce un aumento en la permeabilidad mitocondrial. Se
liberan proteinas al citosol como citocromo C, encargadas de activar caspasas.
El proceso de liberacion de citocromo C al citosol esta regulado por la familia de
proteinas Bcl-2. Libre en el citosol, el citocromo C actla de cofactor de la
procaspasa 9 y forma junto con el factor activador de proteasas apoptéticas
(Apaf-1), el denominado apoptosoma. Este complejo activa a la caspasa 3 e

induce apoptosis.8



1. Introduccion y antecedentes

B. Via extrinseca o0 mediada por receptores de apoptosis. Ruta proapoptotica en
la que en resupuesta a una sefial extracelular, interacciona con un receptor de
muerte presente en la membrana, por ejemplo: el ligando FasL interacciona con
su receptor Fas/CD95 e induce una secuencia de sefializacion que conlleva la
agregacion y formacion de un trimero de receptores Fas/CD95, denominado
complejo de sefializacion inductor de muerte o DISC. Este complejo trimérico,
permite el acoplamiento de sus dominios intracelulares, denominados dominios
de muerte DD (Death Domain), a una proteina FADD (proteina adaptadora de
dominios de muerte). EI complejo formado, recluta a la procaspasa 8, donde se
autoactiva y se libera la caspasa 8, que romperd entre otras proteinas a la
procaspasa 3, formando caspasa 3 e induciendo apoptosis.1&-2

- = FasL
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DNA \' Medio extracelular | I I r /
-
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-
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Figura 4. Esquema simplificado de las rutas de induccidn de muerte celular: A) Via intrinseca o
mitocondrial, dafios celulares graves como pueden ser dafios mutdgenos en DNA, inducen una
secuencia de sefializacion a través de p53 y Bax como mediadores que inhiben a Bcl-2 y liberan
a citocromo C al citosol, donde forma un complejo denominado apoptosoma junto con la
procaspasa 9 y Apaf-1 que activan la proteina caspasa 3 y se induce apoptosis. B) Via
extrinseca, FasL interacciona con Fas/CD95 para formar el complejo DISC, que a través de sus
dominios DD intracelulares recluta a FADD y a la proteina procaspasa 8 que terminan con la
activacién de la caspasa 3 e induccion de apoptosis.

Dentro de los lipidos raft se distinguen dos tipos de acuerdo a la mayor o menor
presencia de ceramida o colesterol: lipidos rafts ricos en colesterol que participan en
procesos de sefializacion y mantenimiento de la homeostasis celular y lipidos rafts ricos
en ceramida, que participan en procesos proapoptoticos.?* Segun qué estimulos intra o
extracelulares reciba la célula, un lipido raft rico en colesterol puede evolucionar y
convertirse en un raft rico en ceramida, modificar su composicién proteica y facilitar la

activacion de sefiales en cascadas de transduccion y sefializacion haciendo que la célula
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induzca apoptosis o supervivencia celular segun el estimulo recibido. Asi pues, estos
microdominios de membrana constituyen una importante localizacion celular a
considerar en el desarrollo de farmacos, ya que estan implicados en numerosos procesos
de sefializacion relacionados con receptores del sistema inmune, supervivencia y

crecimiento celular y apoptosis.

La incorporacion de las APCs y AEPs en los lipidos raft induce cambios estructurales y
de composicién que modifican la sefializacion y regulacion de supervivencia y muerte
celular, induciendo apoptosis tanto por la via intrinseca como por la extrinseca. En la
Figura 5 se indican estas variaciones inducidas por los ATLs. En la parte superior de la
figura, se muestra la ruta de sefalizacion de supervivencia celular PI3K/Akt que
transcurre con participacion del lipido raft.?? Esta ruta de supervivencia comienza con la
activacion de PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa), lo que permite en Gltimo término la
fosforilacion de Akt (proteina quinasa B), con la participacion de PIP2/PIP3
(fosfatidilinositol 3,4-bisfosfato y 3,4,5-trisfosfato) que reclutan a Akt y facilitan su
fosforilacion (en Ser473 y Thr308) por accién quinasa de PDK1 y mTOR/PDK2. Akt
activado por fosforilacion, fosforila a sus sustratos e inhiben las rutas proapoptdéticas. Al
tratar a esa misma célula con ATLs (Figura 5, parte inferior), se incorporan en los
lipidos raft e inducen un cambio estructural provocando un desacoplamiento de las
proteinas que participan en la activacion de Akt y en consecuencia se inhibe la ruta de

supervivencia PI3K/Akt induciendo apoptosis.?®

Al mismo tiempo, al incorporar los lipidos raft a las APCs o AEPs, se induce
simultaneamente a lo anteriormente explicado, un desplazamiento y reagrupacion del
receptor de muerte Fas/CD95 en los lipidos rafts, formando un trimero desregulado que
induce la apoptosis independientemente de FasL.*® En consecuencia a esta trimerizacion
de Fas/CD95, se provoca un desplazamiento de canales ionicos de los rafts lipidicos.
Estos canales ionicos, como el canal de K* SK3, participan en procesos de migracion y

metastasis tumorales.®

Las células tumorales presentan mayor proporcién de colesterol y esfingolipidos en los
lipidos rafts que las células normales®*?® con lo que contribuyen al aumento en la

capacidad de las células tumorales por la supervivencia y proliferacion desregulada.
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Figura 5. Modelo esquematico de la actuacion de los lipidos rafts en la sefializacion de Akt en

la regulacion de la supervivencia y muerte celular antes y durante el tratamiento con ATL.
Imagen traducida de Reis-Sobreiro et al, 2013.2%

Perspectivas actuales de los Lipidos Antitumorales (ATLS)

Tanto las APCs como los AEPs presentan un amplio espectro de actividades bioldgicas,
donde influye tanto la longitud de la cadena lipidica (actividad antitumoral favorecida
en intervalo C16-C1s)?’ como la naturaleza de la amina cuaternaria.?®?® Ademas de la

actividad como antitumorales, presentan actividad antiinflamatoria, antiparasitaria



1. Introduccion y antecedentes

contra la leishmaniosis (visceral y cutdnea), antifingica, antibacteriana e
inmunomoduladora (pudiendo ser inmunosupresora 0 inmunoactivadora segin la
longitud de la cadena lipidica).*3° Es importante destacar que tanto la erucilfosfocolina,
7, como la erufosina, 8, son permeables a la barrera hematoenceféalica, confiriéndoles un

importante atractivo por su potencial aplicacion en el tratamiento del glioblastoma.*

Se ha realizado un gran nimero de ensayos clinicos para el tratamiento de diferentes
tipos de cancer con diferentes alquilfosfocolinas (APCs): miltefosina, 5, perifosina, 6,
erufosina, 7 y erucilfosfocolina, 8.432% Actualmente, siguen realizandose ensayos
clinicos con APCs tanto en fase | como en fase Il, tanto en monoterapia®* como en
terapia combinada.®® La terapia combinada de otros farmacos con las APCs y AEPs
suponen un enfoque muy prometedor para el tratamiento del céancer, entre otras
actividades terapéuticas posibles. Al incorporarse estos ATLs en la membrana aumentan
su fluidez®® y en consecuencia, se aumenta la permeabilidad del otro farmaco

consiguiendo un efecto sinérgico.

A pesar de los numerosos ensayos clinicos realizados con diferentes APCs y AEPSs,
unicamente la miltefosina, 5, ha llegado a la comercializacion. Se comercializa bajo el
nombre de Miltex® (via cutanea) para el tratamiento de metastasis cutaneas en cancer de
mama. Es comercializada como Impavido® (via oral) para el tratamiento de
leishmaniosis cutanea y visceral, siendo el tnico tratamiento oral para la leishmaniosis.*

Se comercializa como Milteforan® (v.0.) para uso veterinario contra la leishmaniosis.*

La actividad antiparasitaria de la miltefosina, 5, depende de la especie de Leishmania
sp. y de la localizacion geografica. Se ha observado que la exposicion continuada a
Impavido® (miltefosina, v.0.) induce mecanismos de resistencia y reduce la eficacia
como antiparasitario. No obstante, aln sigue siendo el tratamiento de eleccion para el
tratamiento de leishmaniosis cutanea y visceral resistentes a los antiparasitarios clasicos
basados en Sb(V).3” Actualmente, las perspectivas en el tratamiento de la leishmaniosis
visceral y cutanea consisten en la posibilidad de la terapia combinada de miltefosina, 5,
con otros farmacos como paromomicina, que han demostrado mejorar eficacia, reducir

tiempos de tratamiento y coste.

Actualmente, tras obtener resultados prometedores in vitro, se plantea mediante el
desarrollo de ensayos clinicos la posibilidad de emplear la miltefosina, 5, para el
tratamiento del VIH-1 y para casos de VIH-1 coinfectado con leishmaniosis visceral y

otros casos de parasitosis asociada.3
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2. Objetivos

Este trabajo de fin de master se encuadra dentro de un proyecto general cuyo objetivo es
la sintesis de agentes antitumorales analogos alquilfosfolipidos dirigidos a los lipidos
rafts. Dicho proyecto de I+D+i (SAF2014-59716R)* se realiza en colaboracion con el
Dr. F. Mollinedo del CIB-CSIC de Madrid. Uno de los objetivos generales del proyecto
es la sintesis de analogos (13-22) de miltefosina, 5, y perifosina, 6 (Figura 6), en los que
aparece modificada la cadena lipidica. En dicha cadena, se introducen insaturaciones,
heterodtomos y fluoréforos (BODIPYS), de este modo se induce fluorescencia en la
APC para facilitar el seguimiento en el estudio mecanistico a nivel subcelular y SAR.
Los analogos sintetizados se enviaran al CIB-CSIC de Madrid para su evaluacion

bioldgica.
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Figura 6

Como objetivo concreto de este trabajo se pretende realizar:
1. Sintesis de analogos de miltefosina, 5.
1.1. Sintesis de miltefosina insaturada 13.
1.2. Sintesis de analogos yodados 14 y 16.
1.3. Aproximacion sintética de miltefosina fluorescente, 18.
2. Sintesis de andlogos de perifosina, 6.

2.1. Aproximacion al analogo yodado 22 e insaturado 20.
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3. Metodologia

3.1. Instrumentacion

3.1.1. Espectroscopia de IR

Se efectian las medidas de los espectros de IR mediante un espectrofotometro

Shimadzu IR Affinity-1, en pelicula sobre cristales de NaCl.
3.1.2. Puntos de fusion

La determinacion del punto de fusion (Tr) se realiza en un microscopio de platina

caliente, Kofler, y estan sin corregir.
3.1.3. Espectrometria de masas

Las medidas son realizadas por el Servicio General de Espectrometria de Masas de la
USAL, llevandose a cabo en un espectrometro de cuadrupolo-tiempo de vuelo Applied
Biosystems QSTAR XL. Dispone de sondas de electrospray, APCI (Atmospheric
Pressure Chemical lonization) y fotoespray, pudiendo trabajar en modo positivo y

negativo. Es capaz de determinar la masa exacta de un compuesto, alta resolucion.
3.1.4. Espectroscopia de RMN

Se ha empleado un espectrometro VARIAN 200 (200 MHz 'H y 50 MHz ¥C) y
también un espectrometro BRUKER AVANCE 400 MHz DRX (400 MHz H y 100
MHz 3C), equipado con una sonda de deteccion inversa con bobina de gradientes y

sonda *H/*3C. Realizando espectros 1D y 2D para los ntcleos de *H y 13C.

Como disolvente habitual se ha empleado CDCls, tomandose como referencia respecto
al disolvente residual: CHCI3 (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 informacion de la multiplicidad de los carbonos se obtiene aplicando una secuencia
de pulsos DEPT (Distosionless Enhancement by Polarization Transfer). Esta secuencia
distingue los carbonos primarios, secundarios y terciarios (CHsz, CH2 y CH) mediante la

aplicacion de pulsos de protdn a través del desacoplador de 90° y 135°.

Para observar la correlacion *H/C a un enlace se realizan espectros 2D HMQC y para

observar la correlacion a dos y tres enlaces *H/*3C, se emplean experimentos HMBC.
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3.1.5. Espectrofotometria UV/Vis

La medida del espectro de absorcion se determina en un espectrofotdmetro de doble haz
Shimadzu UV-2401PC, con sistema termostatico, utilizando cubetas de cuarzo (I= 1
cm) por medida de la cantidad de radiacion electromagnética absorbida, para un
intervalo de longitudes de onda entre 190 nm y 700 nm (Aass), por una disolucion del

compuesto en estudio.
3.1.6. Fluorimetria

La determinacion del espectro de emision* se realiza en un fluorimetro Shimadzu RF-
5301PC con bafio termostatico empleando cubeta de cuarzo (I= 1 cm) midiendo la
cantidad de radiacion emitida a 90° del haz de radiacion de excitacion a una longitud de

onda (Aex) determinada.

3.2. Técnicas generales cromatogréaficas
3.2.1. Cromatografia en capa fina (TLC)

La cromatografia en capa fina se realiza sobre placas de gel de silice Merk (60 F254) de
0.2 mm de tamafio de particula. Se eluyen isocraticamente, generalmente con mezclas
de Hex:AcOEt. Una vez eluida, se revela en molibdato amonico, en H2SO4/H.0 al
0.05/1 plv, seguido de calentamiento a 120°C durante unos segundos. Las sustancias
que presentan fluorescencia se visualizan por iluminacion con luz UV de A = 254 nm

y A =336 nm antes de ser reveladas.
3.2.2. Cromatografia en columna (CC)

La separacion cromatografica por cromatografia en columna se realiza en columna de
vidrio empaquetandola con gel de silice Merck-60. Se tienen dos tipos de silice para uso
cromatogréfico, dependiendo del tamafio de particula: 0.200-0.063 mm (silice normal) y
0.063-0.040 mm (silice flash). La proporcion generalmente utilizada es 20 g de gel de
silice por gramo de mezcla a cromatografiar, aunque puede modificarse esta proporcién
en funcion de los compuestos a separar. La CC se realiza con gradiente de
concentracion, generalmente mezclas de Hex:AcOEt, con polaridad creciente. Cada

fraccion eluida se controla por TLC.

*Se agradece a los Profs. Dr. Emilio Calle Martin y Dr. Julio Casado Linarejos toda la ayuda prestada,
tanto por su colaboracién como por su disponibilidad para la utilizacion de los equipos.
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3.3. Purificacion de reactivos y disolventes

Acetona (Me2CQO): Se calienta a ebullicibn sobre KMnOs y se destila,
almacenandose sobre tamiz molecular de 3 A.

Acetonitrilo (CH3CN): Destilado sobre CaH. y se almacena con tamiz
molecular de 3A.

Benceno (CeHs): Se almacena con Na.

Cloroformo (CHCIz3): Se destila.

Diclorometano (CH2Cl2): Se destila sobre CaH. bajo atmosfera de Ar.
N,N-Dimetilformamida (HCONMe2, DMF): Se destila a presion reducida
sobre CaH. y se almacena con tamiz molecular de 3A.

Etanol (EtOH): Se destila sobre Mg y I2, se almacena sobre tamiz molecular de
3A

Eter (Et20): Se calienta a ebullicion sobre Na y se destila sobre Na y
benzofenona.

n-Hexano (CsHu4): Se destila y almacena con CaCl. o Na.

Metanol (MeOH): Se destila sobre Mgy I2, se almacena sobre tamiz molecular
de3A.

Oxicloruro de fésforo (POCIs): Se destila a presion reducida para cada uso.
Piridina (CsHsN): Se destila sobre BaO y almacena con KOH.
Tetrahidrofurano (C4HsO): Se calienta a ebullicién sobre Na y se destila sobre
Na y benzofenona.

Tolueno (PhCH3s): Se almacena con Na.

Trietilamina (EtsN): Se somete a ebullicion sobre CaHy, se destila y almacena
con KOH.

13
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Reaccion de alcohol oleico 23 con POCl3: 24

?
_ POCl, _ L
WOH Piridina WO ot
THF
23 24h, 0°C 24

A una disolucion de 476 mg (1.51 mmol) de alcohol oleico, 23, en 7.5 ml de THF, se le
afiaden en frio 0.14 ml de POCIs (1.51 mmol) y 0.24 ml de piridina (2.96 mmol). Se
deja en agitacion a 0°C durante 24 h tras las cuales se afiaden 2 ml de disolucién acuosa
de NaHCO3 (6%) y se deja agitar durante 15 min, a continuacion se afiade hielo y se
acidula cuidadosamente hasta pH=2 con HCI 2M. La disolucion resultante se extrae con
AcOEt, se lava con 10 ml de H20 y se seca con Na>SO4 anhidro, se filtra y se evapora
hasta sequedad obteniéndose 503 mg de 24 (97%).

(Z)-Octadec-9-en-1-il dihidrogenofosfato (24): IR (pelicula) A*/cm™: 3060, 1463,
1223 y 1029. RMN 'H (200 MHz, CDCls) 8/ppm: 5.34 (2H, t, J= 4.8 Hz, H-9 y H-
10), 4.03-3.81 (2H, m, H-1), 2.02-1.99 (4H, m, H-8 y H-11), 1.8-1.5 (2H, m, H-2),
1.27 (22H, s, H-3a H-7 y H-12 a H-17), 0.88 (3H, t, J= 6.7 Hz, H-18).

Reaccion de 25 con NaBPhs: 26

| ® NaBPh | )
< HO/\E)N< “ Ho4 HO/\9N< oPhs
2

25 26

Sobre una disolucion de 647 mg (4.62 mmol) de cloruro de colina, 25, disueltos en 14
ml de H-O, se afiade en agitacion continua una disolucién de 1.05 g (3.04 mmol) de
NaBPhs en 14.5 ml de H.O. Inmediatamente se observa la aparicion de unos cristales
blancos en el seno de la disolucion. El sélido formado se filtra y se lava con H20. Los
cristales filtrados se redisuelven en PhCH3:EtOH (1:1) y se evapora a sequedad. Para
recristalizar se disuelve el solido en la minima cantidad de CH3CN y se deja cristalizar a
-14°C obteniéndose 1.2 g de 26 (93%).

Tetrafenilborato de colina (26): RMN 'H (200 MHz, DMSO-D6) &/ppm: 7.17-
7.15 (H, m, Hz-Phs), 6.91 (H, t, J= 7.2 Hz, Hs35-Phy), 6.81-6.76 (4H, m, Hs-Phy),

14



4. Desarrollo experimental ‘

5.26 (LH, t, J= 4.1 Hz, -OH), 3.81-3.79 (2H, m, -CH2-OH), 3.40-3.30 (2H, m, J=
4.9 Hz, -CH2-N), 3.08 (9H, s, (CH3)s-N-).

Reaccion de 24 con 26: 13

Q Q ol
— _P_ 26 . — _P_ N
M okon e oo
7 7 OH TPS, Piridina 7 7 (0)
1h, Reflujo ©
24 3h, t.a. 13

A una disolucién de 190 mg (0.55 mmol) de 24 en 4.2 ml de piridina destilada se
afiaden 238 mg (0.55 mmol) de 26 y 193 mg (0.64 mmol) de TPS. Se calienta a reflujo
durante 1 h y posteriormente se deja 3 h a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se
adiciona 5 ml de H>O y se deja agitar 15 min. A continuacion se evapora a sequedad y
se purifica por cromatografia sobre gel de silice. Se eluye secuencialmente con CHCIs,
CHCI3:MeOH (9:1), CHCI3:MeOH:H.O (65:30:5) y con CHCIs:MeOH:NH4OH
(65:30:5) se obtienen 90 mg de 13 (37%).

(2)-Octadec-9-en-1-il fosfocolina (13): RMN 'H (400 MHz, CDCls) §/ppm: 5.37-
5.33 (2H, m, H-9 y H-10), 4.29 (2H, m, H-1"), 3.87 (2H, m, H-1), 3.79 (2H, m, H-
2%), 3.41 (9H, s, (CHz3)3N-), 2.10-1.93 (4H, m, H-8 y H-11), 1.57 (2H, m, H-2), 1.26
(22H, m, H-3 a H-7 y H-12 a H-17), 0.86 (3H, t, J= 5.7 Hz, H-18). RMN 3C (100
MHz, CDCls) 6/ppm:129.9 y 129.7 (C-9 y C-10), 65.3 (C-1), 65.2 (C-2"), 58.5 (C-
17), 54.3 ((CH3)3N-), 32.1 (C-16), 31.9-29.3 (C-2, 4-8 y 12-15), 25.9 (C-3), 22.6 (C-
17), 14.1 (C-18). ESI-HRMS: Calculado para C23HasNOsPNa (M+Na*) 456.3219
uma. Observado 456.3197 uma.

Reaccion de 24 con Pls: 27

o} | o)
I Pl Al,O3 Il

T 0 oH T aHen, Wo’ oH

t.a. 87h 68 o7

24 27

Sobre una disolucion de 89 mg (0.26 mmol) de 24 y 210 mg (0.51 mmol) de Plz en 3 ml
de CHCly, se afiade Al>O3 (593 mg), activada previamente en estufa a 120°C durante al

menos 24 h. Se deja la mezcla reaccionar en agitacion durante 87 h a temperatura
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ambiente. Posteriormente se afiade lentamente 2 ml de disolucion de CHClz:MeOH:H,0
(65:30:5) y se filtra. La disolucion se evapora a sequedad obteniéndose un aceite
amarillo; 102 mg de 27 (84%).

9/10-yodo  octadecil-1-dihidrogenofosfato  (27): RMN !H (400 MHz,
CDCls) &/ppm: 4.13-4.04 (1H, m, -CH-1), 3.83-3.75 (2H, m, H-1), 1.9-1.6 (4H, m, -
CHy-CHI-CHy-), 1.6-1.4 (2H, m, H-2), 1.27 (18H, s, H-3 a H-7 y H-12 a H-17),
0.88 (3H, t, J= 6.7 Hz, H-18). RMN 13C (100 MHz, CDCls) §/ppm: 68.4 (C-1), 40.9
(-CH-1), 40.7 (CH2-CHI-CH,-), 33.7 (C-2), 32.1 (C-16), 32.1-28.7 (C-4-7 y 12-15),
25.6 (C-3), 22.9 (C-17), 14.4 (C-18).

Reaccion de 27 con 26: 14

' ('P? 26, TPS ' (,; 'L@
WO, I\OH Piridina Wo/ I\O/\/ \\
o8 o7 OH 1h, 70°C 68 67 S}
27 7h. ta. 14

A una disolucion de 102 mg (0.22 mmol) de 27 en 1.6 ml de piridina, se le afiaden 92
mg (0.22 mmol) de 26 y 85 mg (0.28 mmol) de TPS. Se calienta durante 1 h a 70°C en
atmosfera de Ar y posteriormente se deja 7 h a temperatura ambiente. A continuacion se
afiaden 0.5 ml de H.O y se deja en agitaciéon 40 min. Se adiciona PhCH3:EtOH vy se
evapora a sequedad. El bruto de reaccion se extrae con Et,0O frio y la fraccion soluble en
éter, se cromatografia sobre gel de silice eluyendo con HCCl3:MeOH:H20 (65:30:5)
obteniéndose 4 mg de 14 (3%).

9/10-yodo octadecil-1-fosfocolina (14): RMN !H (200 MHz, CDCls) &/ppm: 4.27
(2H, m, H-17), 4.13 (1H, m, H-9 6 H-10), 4.08-3.79 (4H, m, H-1 y H-2), 3.33 (9H,
S, (CHs)3N-) 1.81-1.26(30H, m, H-2 a8 y H-10 a 17), 0.87 (3H, t, J = 6 Hz, H-18).

Proteccion de 28: 29 y 30
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TrO OoTr
\/@/
30
HO_~ -~ _-~_OH et ,
Piridina \é@m
2h, t.a. 1
! HO {0
28 7 Phph
Tr: -CPhs 29

A una disolucién de 28 (552 mg, 3.44 mmol) en piridina (6.9 ml) se afiade TrCl (953
mg, 3.42 mmol) y se deja reaccionar en atmdsfera inerte y en agitacion a temperatura
ambiente durante 2 h. Se afiade H2O y se extrae con AcOEt. La fase orgénica se lava
con disolucion de HCI 2M, NaHCOs (6%) y NaCl (sat) Se seca con Na2SOs anhidro, se
filtra y se evapora el disolvente. El producto obtenido se purifica por cromatografia de
columna sobre gel de silice (Hex:AcOEt 9:1) aislandose 29 (553 mg, 40%) y 30 (624
mg, 28%).

o-tritiloxinonan-1-ol (29): IR (pelicula) A*/cm™: 3339, 3057, 2927, 899. RMN 'H
(400 MHz, CDCls) &/ppm: 7.56-7.19 (15H, m, H-2°-6"), 3.63 (2H, t, J= 6.6 Hz, H-
1), 3.05 (2H, t, J= 6.6 Hz, H-9), 1.73-1.52 (4H, m, H-2 y H-8), 1.35-1.22 (10H, m,
H-3-7). RMN 13C (100 MHz, CDCls) &/ppm: 144.5 (C-1°), 128.7 (C-3, 5°), 127,6
(C-2°,6), 126.7 (C-4°), 86.2 (-C(Ph)a), 63.6 (C-9), 63.0 (C-1), 32.7 (C-8), 30.0 (C-
2), 29.5-25.7 (C-3-7). ESI-HRMS: Calculado para C2gH34O2Na: 425.2457 uma
(M+Na*). Obtenido 425.2442 uma.

1,9-bis-(tritiloxi)nonano (30): RMN 'H (200 MHz, CDClIs) &/ppm: 7.55-7-15
(30H, m, H-2°-6"), 3.04 (4H, t, J=6.6 Hz, H-9), 1.62-1.55 (4H, m, H-2 y H-8), 1.35-
1.22 (10H, m, H-3-7).

Oxidacion de 29 con TPAP: 31

HOWOTr TPAPRLNMO _  H OoTr
5 CH,Cl, W
40min, t.a. 0
29 3

Sobre una disolucién de 29 (1.230 g, 3.06 mmol) en CHCl; (30.6 ml) se afiade tamiz
molecular 4 A (1.5 g), NMO (1.242 g, 9.18 mmol) y TPAP (38 mg, 0.11 mmol) y se
deja agitando a temperatura ambiente en atmosfera de Ar durante 40 min. El crudo de
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reaccion se filtra en columna sobre gel de silice y celita, eluyendo CH.Cl, y AcOEt. Se

evapora a sequedad obteniéndose 31 (1.190 g, 97%).

o-tritiloxinonanal (31): IR (pelicula) A */cm™: 3050, 2930, 2857, 1724, 1448, 706.
RMN H (200 MHz, CDCls) 8/ppm: 9.76 (1H, t, J= 1.2 Hz , -CHO), 7.47-7.33 (6H,
m, H-2°,6), 7.30-7.25 (9H, m, H-3°-5"), 3.04 (2H, t, J= 6.6 Hz, H-9), 2.45-2.25
(2H, m, H-2), 1.62-1.55 (4H, m, H-3y 8), 1.35-1.22 (8H, m, H-4-7).

Adicion de bromuro de n-nonilmagnesio a 31: 32

H OTr __MCoH1gMgBr oTr
T - SN M
0 1h, -78°C OH
31 2h, ta. 32

A una disolucion de 31 (166 mg, 415 mmol) en THF (4.9 ml) a -78°C, en atmosfera
inerte y en agitacion, se le afiade lentamente 4.8 ml (4.8 mmol) de n-CoH1sMgBr (1.0M
en Et,0). Se deja en agitacion a -78°C 60 min y a continuacion 2 h a temperatura
ambiente. Se enfria a 0°C y se le afiade lentamente H>O:Et2O (1:1) y NH4CI sat. Se
extrae con AcOEt y se lava la fase organica con disolucion de NaCl (sat). Se seca con
Na>SOs anhidro, se filtra y se evapora a sequedad. Se separa por cromatografia en
columna eluyendo con Hex:AcOEt 95:5 obteniéndose 32 (176 mg, 80%).

1-tritiloxioctadecan-9-ol (32): IR (pelicula) AY/cm™: 3375, 2926, 2854, 1449,
1070, 705. RMN H (400 MHz, CDCls) &/ppm: 7.46 (6H, d, J= 7.5 Hz, H-2", 6),
7.30 (6H, t, J= 7.5 Hz, H-3°,5"), 7.22 (3H, d, J= 7.5 Hz, H-4"), 3.59 (1H, s, H-9),
3.06 (2H, t, J= 6.5 Hz, H-1), 1.62 (4H, m, H-8 y 10), 1.44-1.23 (26H, m, H-2-7 y
11-17), 0.90 (3H, t, J= 6.8 Hz, H-18). RMN 13C (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 144.5
(C-1%), 128.7 (C-3°,5"), 127.6 (C-2°,6’), 126.7 (C-4"), 86.2 (-C(Ph)s), 72.0 (C-9),
63.6 (C-1), 37.5-25.6 (C-2-8 y 10-16), 22.7 (C-17), 14.1 (C-18). ESI-HRMS:
Calculado para Cs7Hs202Na: 528.3967 uma (M+Na"). Observado: 551.3842 uma.

Reaccion de tosilacion de 32: 33

\/\(\/)/\(\(\{\/OTF TsCl \/\(\/)/\(\(\/)/\/OW
5 5 Piridina 5 5

OH 24h, 0°C OTs

32 33
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Sobre una disolucion de 32 (595 mg, 1.13 mmol) en piridina (18.8 ml) a 0°C, se
adiciona TsCl (902 mg, 4.73 mmol) y se deja reaccionar durante 24 h a 0°C, habiéndose
consumido todo el reactivo, se adiciona hielo y se extrae con AcOEt. La fase orgénica
se lava con disolucion de HCI 2M y NaHCOs (6%). Se seca sobre Na,SO4 anhidro y se

evapora a vacio obteniéndose 700 mg de 33 (99%).

Tosilato de 1-tritiloxioctadecan-9-ol (33): IR (pelicula) A Y/cm™: 3059, 2928,
2855, 1458, 1363, 1176, 899, 706. RMN 'H (200 MHz, CDClIs) &/ppm: 7.78 (2H, d,
J=8.2 Hz, H-2" vy 6°), 7.47-7.22 (22H, m, H-2°-6", 3" y 5%, 4.52 (1H, t, J= 6.0
Hz, H-9), 3.04 (2H, t, J= 6.6 Hz, H-1), 2.42 (3H, s, Ph-CHa), 1.56-1.16 (25H, m),
0.89 (3H. t, J= 6.8 Hz, H-18).

Reaccion de 33 con Nal: 34

Nal

\/\(\/)/\(\(\/)/\/OTr - OTr
5 5 Me,CO \/\(\/);\(\(\/);\/
OTs 24h, 50°C '
33 34

A una disolucion de 33 (700 mg, 1.03 mmol) en Me2CO (55.5 ml) se le afiade Nal
(1.720 g, 11.48 mmol) dejandose en agitacion a 50°C durante 24 h. Se afiaden 40 ml
H20 vy se extrae con AcOEt. La fase organica se lava con disolucion de Na>SOz (10%),
NaHCOs (6%) y NaCl (sat). Se seca sobre Na>SO4 anhidro, se filtra y se evapora a
sequedad. El bruto de reaccién se purifica por cromatografia sobre 15 g de gel de silice
eluyendo con Hex:AcOEt (99:1) aislandose 646 mg de 34 (99%).

1-tritiloxi-9-yodo octadecano (34): IR (pelicula) A*/cm™: 2926, 2855, 1490, 1449,
1070, 696. RMN *H (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 7.47 (6H, d, J= 8.4 Hz, H-2°.,6"),
7.33-7.21 (9H, m, H-3", 5’ y 4°), 4.13 (1H, m, H-9), 3.11 (2H, t, J= 6.5 Hz, H-1),
2.00-1.29 (15H, m, H-2-8 y 10-17), 0.90 (3H, t, J= 6.7 Hz, H-18). RMN 3C (100
MHz, CDCls) 8/ppm: 144.5 (C-17), 128.7 (C-3’ y 5°), 127.6 (C-2’ y 6°), 126.7 (C-
4%), 86.2 (-C(Ph)s), 63.61 (C-1), 40.66 (C-9 y C-8, 10) 31.9-26.2 (C-2-7 y C-10-16),
22.7 (C-17), 14.1 (C-18). ESI-HRMS. Calculado para Ca7Hs1I0Na: 661.2882 uma
(M+Na"). Observado: 661.2868 uma.

Desproteccion de 34 con HBr: 35 v 36
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HBr OH ., OAc
6 6 OTr AcOH 7 7 7 7

| 30min, t.a. I I

34 35 36

Se disuelve 34 (60.3 mg, 0.09 mmol) en 18.7 ml de AcOH y se adiciona a 10°C una
disolucién de HBr (48%) (10.6 ul, 0.09 mmol) en 18.7 ml de AcOH. Al cabo de 30 min
a temperatura ambiente se filtra y se lava con H2O. El producto obtenido se extrae con
AcOEt y la fase orgénica se lava con disolucion de NaHCO3z (6%) y H2O. La disolucién
se seca sobre NaxSOs anhidro, se filtra y evapora a sequedad. EIl bruto de reaccion se
separa por cromatografia sobre gel de silice eluyéndose con Hex:AcOEt (99:1) y se
separa 35 (5.3 mg, 15%) y 36 (10 mg, 25%).

9-yodo octadecan-1-ol (35): IR (pelicula) A "*/cm™: 3346, 2926, 2854, 1462, 1057,
721. RMN H (200 MHz, CDCl3) 8/ppm: 4.13 (1H, m, H-9), 3.62 (2H, t, J= 6.4 Hz,
H-1), 2.00-1.15 (15H, m, H-2-8 y 10-17), 0.86 (3H, t, J= 6.8 Hz, H-18). RMN 3C
(50 MHz, CDCl3) &/ppm: 63.2 (C-1), 40.9 (C-9 y C-8, 10), 32.9 (C-2), 32.1 (C-16),
29.8-26.0 (C-3-7 y C-11-15), 22.9 (C-17), 14.33 (C-18). ESI-HRMS. Calculado
para C1gHz7IONa: 419.1781 uma (M+Na"). Observado: 419.1777 uma.

Acetato de 9-yodo octadecan-1-ol (36): IR (pelicula) AY/cm™: 2914, 2871, 1740,
752. RMN 'H (200 MHz, CDCls) 8/ppm: 4.13 (1H, m, H-9), 4.05 (2H, t, J= 6.6 Hz,
H-1), 2.05 (3H, s, CHs-COO-), 2.00-1.29 (15H, m, H-2-8 y 10-17), 0.89 (3H, t, J=
6.6 Hz, H-18).

Desproteccion de 34 con BFs: 35

5 5 CHCl, 5 5
' 3h, ta. |
34 35

A una disolucién de 34 (376 mg, 0.58 mmol) en 5.8 ml de CHCIs a 0°C, se adicionan
610 ul de BF3-OEt,. Tras 3 h a temperatura ambiente se adiciona H2O:CHCI3:MeOH
(2:2:1) y se separa la fase organica, secandose con Na,SO4 anhidro. Se filtra y evapora a
sequedad. El bruto obtenido se lava con hexano y la fraccion soluble en hexano frio se
evapora a sequedad. Se purifica por cromatografia sobre gel de silice utilizando
Hex:AcOEt (99:1) como eluyente obteniendo 35 (218 mg, 95%).
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Reaccion de 35 con POCls: 37

OH
OH POCI; THF v\(\wo\ﬁ,OH
\/\(\/);\(\(\/);\/ Piridina 5 5 1
I 24h, 0°C I o
35 37

Sobre una disolucion de 35 (310 mg, 0.78 mmol) en 3.9 ml de THF se adiciona en frio
12.6 pl de piridinay 7.2 ul de POCIs. Se deja reaccionar a 0°C en atmdsfera inerte y
agitacion durante 24 h. A continuacion se afiade 1 ml de disolucion NaHCOz (6%)
dejandose agitar 15 min, se afiade hielo y se acidula cuidadosamente con HCI 2M hasta
pH=2. El bruto de reaccion se extrae con AcOEt y se lava con H2O. La fase organica se

seca sobre Na2SO4 anhidro y se evapora obteniéndose 362 mg de 37 (97%).

9-yodo octadecil dihidrogenofosfato (37): RMN *H (200 MHz, CDCls) 8/ppm:
4.15-4.00 (3H, m, H-1 y H-9), 2.15-1.00 (H, m, H-2-8, 10-17), 0.87 (3H, m, H-18).

Reaccion de 37 con 26: 16

(0] o

I} (0] 2
P 26, TPS 2 /
WO |\OH —— » 9 O\FI)/O\,/\N/
6 6 OH Piridina 5 5 1 ¥ 1 l@

' 1h, 70°C | O
3h, t.a.
37 16

A una disolucién de 127 mg (0.27 mmol) de 37 en 2.1 ml de piridina, se adiciona TPS
(102 mg, 0.33 mmol) y 26 (115 mg, 0.27 mmol). Se deja reaccionar 1 ha 70°Cy 3 h a
temperatura ambiente. A continuacién se afiade 1 ml de H20O y se deja en agitacion 15
min, tras los que se evapora a sequedad. La parte soluble en CHCI3 del residuo sélido se
extrae con Et,O. La fraccién soluble en Et,O se cromatografia sobre gel de silice
eluyendo secuencialmente con CHCIs, CHCIl3:MeOH, CHCI3:MeOH:H>0O (65:30:5) y
con CHClI3:MeOH:NH4OH (65:30:5) se separan 9 mg de 16 (6%).

9-yodo octadecil-1-fosfocolina (16): IR (pelicula) AYcm™: 3406, 2924, 2855,
1654, 1465, 1236, 968, 737. RMN 1H (400 MHz, CDCls) &/ppm: 4.20 (3H, m, H-9,
H-17), 3.42 (9H, s, (CH3)sN-), 3.95 (2H, m, H-1) 3.82 (2H, m, H-27), 2.20-1.08
(30H, m, H-2-8 y 10-17), 0.86 (3H, t, J= 6.4 Hz, H-18). RMN 13C (50 MHz,
CDCls) 8/ppm: 66.4 (C-27), 66.1 (C-1), 59.5 (C-17), 54.5 ((CHs)sN-), 41.4 (C-9),
41.3-41.0 (C-8 y 10), 32.1 (C-16), 29.9-29.1 (C-2, 4-6 y 12-16), 26.8 (C-7 y 11),
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26.1 (C-3), 22.9 (C-17), 14.4 (C-18). ESI-HRMS. Calculado para C23HaNO4PINa;
584.2336 uma (M+Na"). Observado: 584.2342 uma.

Reaccion de 35 con POCI3 vy tosilato de colina: 16

1) POCI4/EtsN, DCM O

0
OH 1h, ta. 0.1.0 /
SR A B s
| 2) ChTsO (38)/Pir | o !
24h, ta.

35 16

Sobre una disolucién de POCI3 (435 ul, 0.47 mmol) destilado en el momento, en 1.8 ml
DCM se adiciona gota a gota a 0°C una disolucion de 35 (149 mg, 0.38 mmol) y EtzN
(68 ul, 0.49 mmol) en 2.7 ml DCM. Se deja reaccionar durante 1 h a t.a. tras la que se
adiciona una disolucion de tosilato de colina (211 mg, 0.744 mmol), 38, en 239 ul de
piridina. Después de 24 h a t.a. se afiade 1 ml de H>O y se evapora sucesivas veces con
EtOH:PhCHj3 (1:1) hasta obtener un sélido amarillo que se disuelve en THF:H20 (9:1) y
se percola sobre amberlita MB3 eluyendo con THF:H20 (9:1). La disolucion obtenida
se evapora a vacio y se cromatografia sobre gel de silice eluyendo secuencialmente con
HCCIs, HCCI3:MeOH (9:1) y HCCI3:MeOH:H20 (65:30:5) obteniéndose 75 mg de 16
(36%).

Reaccion de 39 con tiofosgeno: 40

)J\ s
SN cl” ~cl 5 3
\ tol Et,0 = L
NH olueno, Etp
40min, 0°C \_NH HN—7/
1 5
1h, t.a.
39 40

Sobre una disolucion de tiofosgeno (32 ul, 4.2 mmol) en tolueno (10 ml) a 0°C y en
atmosfera de Ar, se adiciona gota a gota una disolucion de pirrol, 39, (605 mg, 8.4
mmol) en Et2O (15 ml). La disolucion se agita durante 40 min a 0°C tras los cuales, se
aflade MeOH acuoso al 10% (12 ml) y se deja en agitacion 1 h mas a temperatura
ambiente. Se evapora a sequedad y el producto sélido se disuelve en PhCH3z: CHCI3 9:1
y se purifica por cromatografia en columna sobre Al;Os (neutra) eluyendo con
PhCH3:CHCI3 9:1, se obtienen 420 mg de 40 (57%).

22



4. Desarrollo experimental ‘

Bis-(1H-pirrol-2-il)-metanotiona (40): RMN 'H (200 MHz, CDCls) &/ppm:
9.78 (2H, s.a., H-N), 7.22-7.18 (2H, m, H-5), 7.06-7.04 (2H, m, H-3), 6.44-6.39
(2H, m, H-4). RMN 23C (50 MHz, CDCls) &/ppm: 193.1 (-C=S), 138.1(C-2),
127.6 (C-5), 114.7 (C-3), 112.4 (C-4).

Reaccion de metilacion de 40: 41

s s
3 3
S = CHgl W 2L = .
\_NH HN—” CH,Cl, N\=NH HN %
24h, t.a. ®@| e
40 41

A una disolucién de 40 (285 mg, 1.62 mmol) en CH2Cl> (4.8 ml) en atmdsfera inerte y
en agitacion, se adiciona lentamente CHal (250 ul). Tras 24 h se evapora a sequedad

obteniéndose una mezcla de 41.
Yoduro de 2-[metil sulfanil-(1H-pirrol-2-il)-metileno]-2H-pirrolinio (41): IR
(pelicula) AYem™: 3111, 1549, 1435, 1338, 1045. RMN 'H (200 MHz,
CDCl3) 8/ppm: 12.03 (2H, s.a., H-N), 7.90-7.89 (2H, m, H-5), 7.28-7.26 (2H, m, H-
3), 6.68-6.64 (2H, m, H-4), 2.91 (3H, s, SCH3). RMN %3C (50 MHz, CDCl3) &/ppm:
163.7 (-C-SMe), 139.7 (C-5), 130.6 (C-2), 129.8 (C-3), 117.7 (C-4), 22.7 (CHs-S-)

Reaccion de 41 con BF3-OEt: 42

~ ~

S S
1 8 7
NN BF3-OEt, 7 P ANE .
2
—NH HN—7 CH,Cl, Et;N —No N/
®g 2h, ta. 3 4B 8
| FF
41 42

Se disuelve 41 (690 mg, 2.17 mmol) en CH2Cl, (16.1 ml) y en atmdsfera inerte se afiade
EtaN (505 ul, 3.64 mmol), se deja en agitacion durante 40 min a temperatura ambiente.
Se aflade BF3-OEt, (413 ul, 3.26 mmol) y la disolucion se deja reaccionar durante 90
min. Se evapora a sequedad y el producto obtenido se cromatografia en columna en gel
de silice utilizando Hex:AcOEt (98:2) como eluyente aislandose 42 (470 mg, 91%).
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8-(tiometil)-4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (42): RMN !H (400
MHz, CDCl3) 8/ppm: 7.79 (2H, s.a., H-3 y H-5), 7.42 (2H, d, J= 4.2 Hz, H-1 y H-7),
6.53 (2H, d, J= 4.2 Hz, H-2 y H-6), 2.91 (3H, s, -SCH3). RMN %3C (100 MHz,
CDCl3) 8/ppm: 154.0 (C-8), 141.6 (C-3 y C-5), 134.1 (C-8a y C-7a), 127.8 (C-2 y
C-6), 118.1 (C-1y C-7), 20.7 (CHs-S-).

Reaccion de 32 con 42: 43

42
%O'ﬁ CuTC, N32CO3
7 7
CH4CN
OH 12h, 55°C

32

Se disuelve 42 (118 mg, 0.49 mmol) en CH3CN (0.5 ml) y se afiade rapidamente CuTC
(78 mg, 0.40 mmol) y una disolucion de 32 (102 mg, 0.20 mmol) en CH3CN (1.1 ml).
Se deja agitar en atmdsfera de Ar a temperatura ambiente durante 5 min. A continuacion
se afiade Na,COs (42 mg, 0.40 mmol). La disolucién se calienta a 55°C durante 12 h. Se
evapora el disolvente y el crudo se cromatografia sobre gel de silice utilizando como
eluyente Hex:AcOEt 98:2. Se aisla 43, 12 mg (53%) y se recupera material de partida
42,100 mgy 32, 89 mg.

9-0-(4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenil)-1-tritiloxi octadecano (43):
RMN !H (200 MHz, CDCls) &/ppm: 7.71 (2H, s, H-3>* y 5°°), 7.55-7.17 (17H, m,
H-2"-6", H-1""y 7”°), 6.51 (2H, dd, J1= 4.1 Hz, J,= 2.0 Hz, H-2”> y 6°°), 5.13 (1H,
quin, J= 5.8 Hz, H-9), 3.03 (2H, t, J= 6.0 Hz, H-1), 2.04-1.00 (29H, m), 0.88 (3H, t,
J=6.8 Hz, H-18).

Reaccion de 44 con TsOMe: 46

@/

N~ TsOMe — 0o
> OTs
HO EtOH HO
24 hta.
44 2 h 60°C 46

A una disolucion de 44 (806 mg, 7 mmol) en 20 ml de EtOH en atmdsfera de Argon y

agitacion, se le adicionan 1.45 ml de TsOMe (9.61 mmol). Se deja reaccionar 24 h a t.a.
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y 2 h a 60°C tras las que se evapora a vacio. Se obtiene una mezcla compuesta

mayoritariamente por 46.

Tosilato de 4-hidroxi-N,N-dimetilpiperidinio (46): RMN 'H (200 MHz,
CD30D) &/ppm: 7.78 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-2°,6), 7.23 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-
3°,5%), 3.99 (1H, m, H-3), 3.64-3.51 (2H, m, H-1 y H-5), 3.40-3.20 (2H, m, H-1
y H-5), 3.16 y 3.12 (3H, s c/u, N-CH3), 2.20-2.00 (2H, m, H-2 y H-4), 1.98-1.75
(2H, m, H-1 y H-6).

Reaccion de 44 con Mel: 47

@/

HO Et,0 HO

3h, t.a.
44 47

Sobre una disolucién de 47 (4.3 g, 38 mmol) en 120 ml Et,O se adicionan 32 ml de Mel
(379 mmol). Se deja reaccionar en agitacion y atmdsfera de Ar durante 3 h a t.a. tras las
que se filtra el sélido amarillento, se lavan con éter y se evaporan a vacio. Se obtienen
9.6 g de 47 (99%).

Yoduro de 4-hidroxi-N,N-dimetilpiperidinio (47): RMN H (200 MHz,
CD30D) &/ppm: 3.98 (1H, m, H-3), 3.58 (2H, ddd, J =12.8,9.6 y 3.4 Hz, H-1y
H-5), 3.42-3.20 (2H, m, H-1, H-5), 3.16 y 3.14 (3H, s c/u, N-CH3), 2.30-2.10
(2H, m, H-2 y H-4), 2.00-1.75 (2H, m, H-1 y H-6).

Reaccion de 47 con NaBPhs: 48

CP\,/_ e} NaBPhy ®/_ )
| BPh,
HO H20 HO
47 48

Sobre una disolucion de 47 (1.13 g, 4.4 mmol) en 14 ml de H20, se adicionan 14.5 ml
de una disolucién acuosa de 1.00 g (2.9 mmol) de NaBPhs. Inmediatamente aparece un
precipitado blanco que se filtra y se lava con H2O. EI sélido filtrado se redisuelve en
PhCH3:EtOH (1:1) y se evapora a sequedad. El producto se purifica por recristalizacion
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disolviendo el solido en CH3CN vy se deja cristalizar a -14°C obteniéndose 1.20 g de 48
(92%).

Tetrafenilborato de 4-hidroxi-N,N-dimetilpiperidinio (48): Tr (°C): 248-250.
RMN !H (200 MHz, DMSO-D6) &/ppm: 7.20-6.74 (20H, m, Ph-H), 5.09 (1H, s, -
OH), 3.73 (1H, m, H-3), 3.44-3.19 (4H, m, H-1, H-5), 3.04 y 3.00 (3H, s clu,
NCHs), 2.05-1.90 (2H, m, H-2 y H-4), 1.89-1.70 (2H, m, H-2, H-4). RMN *3C (50
MHz, DMSO-D6): 169.8 y 167.8 (2C, d c/u J = 43 Hz, C-1°), 141.0, 130.8 y 127.0
(C-2°,3’ y 4%), 66.3 (C-3), 63.6 (C-1,5), 56.5 y 55.2 (NCHs3), 33.1 (C-2,4). ESI-
HRMS. Calculado para CssHs2BN202: 579.4122 uma (M+(4-hidroxi-N,N-
dimetilpiperidinio)) *. Observado: 579.4117 uma.

Reaccion de 23 con 46-48

1]
1) POCI; Pir — 0" on -
’ 7 7
DCM OH o
24h, 0°C / 24 HO
AR
7 7 OH \S\ @/ A@
2) 46,47 6 48, 0 &
23 Pir _ P /Q TsO 46
Wo’é 0 | 47
o BPh, 48
20

A una disolucion de (0.28 ml, 2.97 mmol) POCIs recientemente destilado en 1.5 ml de
DCM, se le adiciona a 0°C y en atmosfera de Ar una disolucion de 0.73 g (2.7 mmol) de
alcohol oleico, 23, en 6 ml de DCM y 1 ml de piridina. Se deja reaccionar a 0°C durante

24 h tras las que se procede de forma diferente en funcion de la sal empleada.
a) Reaccion con 47

Sobre la mezcla reaccionante se adicionan 7 ml de DMF y se evapora a vacio hasta
eliminar el DCM. A continuacion, se adiciona una disolucion de 2.7 g (10.8 mmol) de
47 y 1.6 ml de piridina en 8 ml de DMF. La reaccion se mantiene a t.a. durante 12 h. A
continuacion, se aflade H20 (2 ml) y se agita durante 40 min tras los que se adiciona
PhCH3:EtOH (1:1) y se evapora a sequedad obteniéndose 650 mg de producto de
reaccion. El bruto de reaccion (325 mg) se extrae con CHCIz y se lava con H20.
Después de evaporar la fase organica se obtienen 284 mg de 24 (78%) y de la fase
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acuosa se aislan 8 mg de 47 (3%). El resto del bruto de reaccion se cromatografié en
columna eluyendo secuencialmente con HCCIl3:MeOH (9:1) y HCCIl3:MeOH:H,0
(65:30:5). Separéndose 24 (31 mg, 9%).

Cuando la reaccidn se realiza a t.a. 12 h, seguido de calentamiento a 60°C durante 12 h,
por CC se separa 24, 10 mg (3%). Cuando se realiza calentando directamente 12 h a
60°C se separa tras CC 24, 6 mg (2%).

b) Reaccion con 46y 48.

Sobre la mezcla reaccionante, se adicionan 10.8 mmol de 46 (3.25 g) 0 48 (4.859) y 10
ml de piridina tras los que se procede a evaporar el DCM. Después de concentrar la
disolucion, se deja reaccionar 24 h a t.a. y 5 h a 40°C tras las que se afiaden 2 ml de
H-0, se deja en agitacién 40 min y se evapora a sequedad con PhCH3:EtOH (1:1). En el
analisis por TLC, como por espectroscopia de RMN *H, no se observa la presencia del

compuesto 20.

Reaccion de 24 con 47: 20

@/
(0] 0 _
II:I’ 47, TPS, Pir II:I’ /Q
WO’ 1 OH ## > XYoo
24 20

A una disolucion de 458 mg (1.32 mmol) de 24, en 8.6 ml de DMF, se le adicionan 496
mg (1.64 mmol) de TPS y 1.34 g (5.23 mmol) de 47. Se calienta en atmoésfera de Ar a
60°C durante 6h. Después, se afiade H20 y se deja en agitacion 40 min, seguido de
adicion de PhCHs:EtOH (1:1) y evaporar a sequedad. Se obtiene un residuo muy
complejo (TLC), que en su espectro de RMN H no presenta las sefales

correspondientes al compuesto 20.
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5. Discusion de resultados

A continuacion se van a comentar los resultados obtenidos en el trabajo, comenzando
por los analogos de miltefosina, 5, y seguidamente se discutirdn las aproximaciones
sintéticas de los analogos de perifosina, 6.
Sintesis de analogos de miltefosina, 5.
5.1. Sintesis de miltefosina insaturada 13.
5.2. Sintesis de analogos yodados de miltefosina: 14 y 16.
5.3. Aproximacion sintética de miltefosina fluorescente 18.
Sintesis de analogos de perifosina, 6.

5.4. Aproximacién al analogo yodado yodado 22 e insaturado 20.
Sintesis de analogos de miltefosina (5)

5.1. Sintesis de miltefosina insaturada, 13

La sintesis de miltefosina insaturada, 13, se desarroll6 segun la siguiente secuencia

sintética (Esquema 1).

0
S o ———— Y o DoH N
7 7 THE, Pir 7 7 OH HO” "~ | CI
23 (97%) 24 25
93% | NaBPh,
. e |
1 1 e
— _P. N @l - ©
Mo oS . <HO/\/N\>BPh4
© TPS, Pir
13 (37%) 26

Esquema 1

El alcohol oleico, 23, reacciona con POCI3 en frio proporcionando 24. En el espectro
RMN H de 24 se observa el desapantallamiento que experimentan los hidrégenos

geminales a la funcion oxigenada en C-1, ahora aparecen a 4.03-3.81 ppm.

Para realizar la sintesis del analogo insaturado 13, es necesario preparar previamente la
sal de colina adecuada, 26. Por reaccion de cloruro de colina, 25, con tetrafenilborato
sodico se obtiene el producto de cambio idnico 26, que se recristaliza en acetonitrilo

para ser utilizada posteriormente en la sintesis de 13.
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Por reaccion de 24 con la recientemente preparada sal 26 en piridina y presencia de
cloruro de 2,4,6-triisopropilbencenosulfonilo, TPS, se obtiene una mezcla de reaccion
de la que tras laboriosa cromatografia en columna sobre gel de silice***? se logra separar
miltefosina insaturada, 13. En el espectro de masas de 13 aparece un ion a 456.3219
uma correspondiente a C2sHasNO4PNa y en su espectro de RMN H ademas de los
hidrégenos olefinicos a 5.23 ppm, aparecen las sefiales correspondientes a los
hidrégenos geminales a funciones oxigenadas a 4.29 ppm (2H, m, H-1") y 3.87 ppm
(2H, m, H-1). También se observa la sefial del metileno geminal a nitrégeno, 3.79 ppm

(2H, m), asi como tres metilos correspondientes a la sal de colina a 3.41 ppm (9H, s).

El producto 13, miltefosina insaturada, ha sido enviado al CIB-CSIC (Madrid) para

realizar pruebas de actividad antitumoral.

5.2. Sintesis de analogos yodados de miltefosina: 14y 16

El interés por la sintesis de analogos de miltefosina yodada se debe a que se conocen
analogos de edelfosina que mantienen la capacidad antitumoral de edelfosina, pero se
absorbe mejor en las células antitumorales.” Por ello, en este trabajo se aborda la
preparacion de los analogos yodados de miltefosina 14 y 16.

1. Sintesis de la mezcla de yoduros 14.
2. Sintesis del yododerivado 16.

5.2.1. Sintesis de la mezcla de yoduros 14

En una aproximacion a la sintesis de miltefosina yodada y con el fin de acceder de una
manera inmediata a este tipo de moléculas, se ha disefiado una sintesis por

transformacion de los derivados insaturados anteriores, como el acido 24 (Esquema 2).

| (0] | (0]
3 PlDCM W i 26 L h /“\(/Drlu/
NSV Non T P, —— AN <
N LTI o VI OGP tps, pir Mo M 07 0
6 6 (3%)
24 27 14

Esquema 2

Por reaccion de 24 con Pl; se obtiene el yododerivado 27. En el espectro de RMN *H de
27 se observa como han desaparecido las sefiales correspondientes a los hidrogenos

olefinicos y aparece una sefial multiplete a 4.13-4.04 ppm correspondiente al hidrégeno
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geminal al yodo. En el espectro RMN 3C a 40.9 ppm aparece la sefial del C yodado y a
40.7 ppm las sefales correspondientes a los metilenos vecinales a dicho carbono
yodado. La reaccion de 27 con tetrafenilborato de colina, 26, en presencia de TPS. Tras
evaporar, se obtiene una mezcla que por solubilidad en Et,O se separa un residuo que
tras separacion cromatografica se aisla 14. Por RMN 'H se observa el
desapantallamiento de los CH2 geminales al fosfato a 4.27 ppm (2H, m, H-1") y a 4.08-
3.79 ppm aparece H-1 solapado con H-2’ como un multiplete. Con este procedimiento
se confirmé la posibilidad de utilizar 26 en la sintesis de analogos yodados, agotando la

disponibilidad de los intermedios 24 y 27 se decidio abordar la sintesis de 16.
5.2.2. Sintesis del yododerivado 16

Para la sintesis de 16 se disefi0 el siguiente esquema retrosintético (Esquema 3).

o
o}
0.0~/ — OH
W P ’Tj@ W
| 0 |
16 35

HO OH OTr
\/\(\/);\/ < W\(\/);\/
OH
28 32

Esquema 3

El anadlogo 16 puede conseguirse desde el hidroxiderivado 35 por incorporacion de la
unidad de fosfocolina. Al intermedio 35 se puede acceder desde el tritil derivado 32,
mediante un intercambio adecuado de grupos funcionales en los que se realiza la

reaccion de sustitucion en la que se incorpora el yodo.

Para conseguir 32 se partird del producto comercial 1,9-nonanodiol, 28, para ello es
necesaria la monoproteccion de uno de los grupos hidroxilo y la posterior elongacion
del otro extremo de la cadena alquilica.

La sintesis de 16 se describird considerando tres etapas:

1. Sintesis de 32.
2. Preparacion de 35.
3. Obtencion de 16.
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5.2.2.1. Sintesis de 32

HO\/\(\/r\/OH M TrO\/\(\WOTr + HO\/\(\/)/\/OTI’
5 5 5
28 30 (28%) 29 (40%)
99% |TPAP, NMO
CgHgMgBr
\/\(\/)/\(\(\/)/\/OTr ‘9 199 H OTr
5 5 80% 5
OH ° 0
32 31

Esquema 4

Por reaccion de 1,9-nonanodiol, 28, con cloruro de tritilo en presencia de piridina,
controlandose la reaccion por TLC se obtiene una mezcla de los productos mono y
diprotegido 29 y 30 respectivamente, separable por CC. En el espectro de RMN *H de
29, ademas de las sefiales de los H aromaticos (tritilo), 7.30 ppm, aparecen dos sefiales
de hidrégenos geminales a funciones oxigenadas. A 3.63 ppm aparece un triplete
correspondiente a los hidrogenos geminales al grupo hidroxilo y a 3.05 ppm se observa
un triplete de los hidrogenos del metileno geminal al tritiléter. En el espectro de RMN
'H de 30 ademas de las sefiales de los tritilos, aparece Ginicamente un triplete a 3.05 ppm

correspondiente a los hidrogenos geminales a los éteres.

El intermedio 29 en presencia de TPAP y NMO, conduce al aldehido 31. Intermedio
inestable que inmediatamente se hace reaccionar con bromuro de nonilmagnesio,
obteniéndose el producto de adicion 32. El aldehido 31 se oxida espontaneamente a
temperatura ambiente hasta el acido carboxilico derivado impidiendo una

caracterizacion completa.

En el espectro de RMN *H de 31 se observa la aparicion de una sefal triplete a 9.76
ppm correspondiente al hidrogeno del aldehido. Por IR se confirma el grupo aldehido

con la aparicion de una banda fina a 1724 cm™.

El hidroxiderivado 32 (IR: banda ancha a 3375 cm™) en su espectro de RMN H
presenta una sefial a 3.59 ppm correspondiente al H geminal al grupo hidroxilo

secundario.
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5.2.2.2. Preparacion de 35

La preparacion de 35 desde 32 requiere tres transformaciones claves: activacion del
grupo hidroxilo, formando un buen grupo saliente (tosilato), sustitucion por yodo y

finalmente desproteccion. (Esquema 5).

\/\(\/)/\(\(\/)/\/OT'V _TsCl, Pir, \/W\(\/)/\/Oﬂ
5 5 99% 5 5

OH OTs
32 33
HBr, AcOH 99% | Nal

m

95%
Esquema 5

Por reaccion de 32 con TsCl en piridina se obtiene con rendimiento practicamente
cuantitativo el tosilderivado 33. En su espectro de RMN H se observa un singlete a
2.42 ppm del grupo metilo del tosilato y a 4.52 ppm aparece el H-9, geminal al tosilato.

El tosilato, 33, se hace reaccionar inmediatamente tras su obtencion con Nal para
obtener 34. Los intermedios 33 y 34 presentan un Rf muy parecido, complicando el
seguimiento por TLC, por lo que fue necesario controlar la reaccién por RMN hasta que
se consume 33. La formacion del yoduro modifica el espectro de RMN *H notablemente
desapareciendo las sefiales correspondientes al grupo tosilo y modificAndose el

desplazamiento del H-9, que en 34 aparece a 4.13 ppm como multiplete.

La reaccion de desproteccion de 34 se ensay6 en primer lugar por reaccion con HBr en
AcOH. De este modo se obtiene una mezcla de reaccién de la que finalmente se separan
el hidroxiderivado requerido 35 (15%) y su acetilderivado, 36 (25%). Sin embargo, al
realizar la reaccion de desproteccion con BF3-OEt, se consigue el hidroxiderivado 35

con excelente rendimiento. (Esquema 6).
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BF;-OEt, CHCI; MOH
/ 95% e

Esquema 6

Por RMN 'H del hidroxiderivado 35 (IR: 3346 cm™) se observo la ausencia de las
sefiales aromaticas del tritilo y los hidrégenos H-1 se desapantallan apareciendo como
triplete a 3.63 ppm. El compuesto 36 se identificO espectroscopicamente como el
acetilderivado de 35 (IR: 1740 cm™; RMN *H: 7.05 ppm (3H, s, CH3COO-), 4.05 ppm
(2H, t, H-1)).

5.2.2.3.0btencion de 16
La incorporacion de la unidad de fosfocolina al intermedio 35 en la obtencion de la
miltefosina yodada, 16 se ha realizado con dos metodologias diferentes (Esquema 7).

\/\(\/)/Y\(\/)/\/OH POCIj3,Pir \/\(\/)/\(\(\/)/\/O\E,HOH
5 5 0, 5 5
| 7% | o
35 37
26, TPS
0, .
1) POCI,, Et;N\36% PIr_"sor
2) ChTsO, Pir
&°
9 O 1. 2/
PO N
5 5 1 1l 1 |®
[ o]
16
Esquema 7

La reaccion del hidroxiderivado 35 con POCIs en piridina proporciona el acido 37. En
su espectro de RMN *H se observa el desapantallamiento de los hidrégenos geminales a
la funcion oxigenada en C-1 como consecuencia de la esterificacion, apareciendo

solapada con la sefial del metino del yoduro a 4.17 ppm.

Por reaccion de 37 con tetrafenilborato de colina, 26, en presencia de TPS se obtiene
una mezcla de la que por solubilidad en CHCIs y Et2O se separa un residuo del que por

posterior CC se logra aislar 16. En su espectro de masas aparece a 584.2336 uma un ion
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M+Na* (C23HasNO4PINa) y en su espectro de RMN H, se observa un singulete a 3.43
ppm correspondiente a los metilos de la colina. En su espectro de RMN **C presenta las
sefiales caracteristicas de los metilenos geminales al fosfato (C-1: 66.1 ppmy C-1": 59.5

ppm) y la sefial del CH> geminal a la amina (C-2"), 66.4 ppm.

Con el fin de mejorar el rendimiento de 16, se ensay6 una metodologia en la que no se
aisla el fosfato intermedio, 37, realizando la sintesis de manera consecutiva sin aislar el
intermedio de reaccion.*? En este caso, la reaccion de 35 con POCIls y EtsN, seguida por
esterificacion con tosilato de colina (ChTsO) proporciona 16 con mejor rendimiento.
Optimizando esta reaccion, se observd que se mejoraba el rendimiento destilando a
vacio el POCIs inmediatamente antes de su utilizacion y empleando tosilato de colina en

exceso (2 mol/mol de 35), consiguiéndose 16 con un rendimiento del 36%.

El producto 16 se ha enviado al CIB-CSIC para realizar estudios de actividad
antitumoral. En estudios previos para edelfosina se ha comprobado que la configuracion
no es determinante en la actividad antitumoral,*® no obstante, a fin de completar los
estudios con miltefosina, si los resultados para 16 como agente antitumoral son
positivos, se planteara la sintesis enantioselectiva de analogos yodados, para ello se

utilizara el inductor quiral (+) y/o (-)-TADDOL en la adicion del magnesiano.**

5.3. Aproximacion sintética de miltefosina fluorescente 18

El interés en el estudio del mecanismo de accién de las APCs ha llevado a la propuesta
de la sintesis del anélogos fluorescentes de miltefosina como 18. Dichos analogos
fluorescentes podrian ser utilizados para proporcionar imagenes de tumores in vivo y
por ultimo facilitar la visualizacion de metéstasis y la progresion del cancer. Como
fluoréforo se ha elegido 42, perteneciente a la familia de compuestos denominados
BODIPYs.%®

La preparacion del BODIPY utilizado, 42,%® asi como la reaccion con el hidroxiderivado

32 %" se indican en el esquema 8.
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\_NH  57% \_NH HN—7 =NH HN—/
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40 BF3 OEt, 41
39 EtsN
~ 91%

TrO

TrO

Esquema 8

En la sintesis del fluor6foro 42 se utiliza pirrol, 39, y tiofosgeno como reactivos de
partida que por reaccion y posterior separacion cromatografica permite alcanzar 40 cuyo
espectro de RMN H muestra las sefiales multiplete correspondientes a los hidrégenos
pirrolicos ademas de los hidrogenos de las funciones amina que aparecen como
singuletes anchos. El intermedio 40 por reaccion con CHzl proporciona una mezcla que
en su espectro de RMN H permite observar la formacion de un metilsulfuro, 41. Por
reaccion de dicha mezcla, sin purificacion posterior, con BF3-OEt; en presencia de EtsN
conduce al BODIPY derivado 42, con un rendimiento del 91% en las dos etapas de 40 a
42. En el producto 42, por RMN H se detecta la ausencia de las sefiales de los H de la

amina presentes en 40 y 41.

Para obtener el intermedio avanzado 43 se han ensayado diferentes condiciones de
reaccion. Las condiciones mas favorables se obtienen por reaccion de una disolucion de
32 en CH3CN (concentracion de 32 0.4M) con 42 en exceso (2.5 mol 42/mol 32), en
presencia de CuTC (2.0 mol CuTC/mol 32) y Na.COz (2.0 mol Na>COs/mol 32),
durante 12 h a 25°C. Por RMN *H se confirma la presencia de 43 presentando un
espectro similar al de los productos de partida 42 y 32 salvo por la ausencia del
singulete a 2.04 ppm correspondiente al metilo de 42 y el desapantallamiento del metino
C-9 provocado por la formacion del éter con el sistema conjugado del BODIPY,

apareciendo ahora como un quintuplete a 5.31 ppm.
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Una vez abierta la ruta sintética de 43, se procedera en el futuro a la preparacion de una
mayor cantidad de dicho compuesto, con el que se abordar la sintesis de 18 siguiendo
los procedimientos utilizados en la sintesis de 16.

Se ha determinado el espectro de absorcion y de emision de fluorescencia a 25°C para el
intermedio fluorescente 43 disuelto en acetonitrilo (Disolucién de 43 de concentracion
1.7-10°M). (Tabla 1y figura 7)

1
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43 441 35000 485 468

Figura 7 y Tabla 1. Resumen de los resultados de la medida de fluorescencia de 43.

Sintesis de analogos de perifosina (6)

5.4. Aproximacién sintética de perifosina yodada 22 e insaturada 20

La metodologia conocida de sintesis de perifosina®®, se desarrolla de acuerdo al
siguiente esquema (Esquema 9), en el que como se puede observar, primero se realiza
en una etapa desde 49 la obtencion del intermedio 50 y en la Gltima etapa sintética se
procede a la metilacién del derivado de piperidina, 50 con tosilato de metilo

obteniéndose 6.
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TsOMe
K,COs
6
O\ I
N=—
\
6

Esquema 9

Esta metodologia no se puede aplicar a la sintesis de la perifosina yodada, 22, con el
yodoalcohol 35 como intermedio, dado que el yododerivado podria alquilar a la

hidroximetilpiperidina (Esquema 10).

6 pasos
HO~ N OH ———=> W\(\/)/\/OH
5 5 5
I
28 35
1) POCl; Pir
2)
HO
—
* N
44
TsOMe
I I
\/\(\/)’\(\(\/)/\/ ? \/\(\/)/\(\(\/)/\/ P
o
22 45
Esquema 10

En consecuencia, hay que buscar una metodologia alternativa en la que se utilice
directamente la sal cuaternaria de la amina, andloga a la colina. Por ello, en primer lugar

se procedio a la obtencion de dicha sal (Esquema 11).

Dado que en algunas sintesis de analogos de perifosina utiliza la metilacion final por
reaccion con tosilato de metilo*® (Esquema 9), esta fue la primera alternativa que se

utilizo.
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Esquema 11

En la reaccion de 44 con TsOMe se obtiene una mezcla de la que resulté complicado el
aislamiento de 46. Sin embargo, cuando se realiza la metilacion de 44 con CHal, se
consigue el producto de metilacion, 47, con rendimiento cuantitativo. En el espectro de
RMN !H en CD3;OD de 47, se observa ademas de la sefial de los H geminales al grupo
hidroxilo 3.98 ppm, las sefiales de dos metilos a 3.16 y 3.14 ppm. La utilizacion de 47
en la sintesis de analogos de perifosina, como se vera mas adelante, resulta ineficaz
debido a su baja solubilidad en disolventes adecuados (tetrahidrofurano, diclorometano,
piridina) para realizar la reaccion de formacion de la APC. Unicamente puede utilizarse

47 haciendo la reaccién en DMF.

Para mejorar la solubilidad de 47, se realiza un cambio i6nico de forma anéloga al
realizado para la colina. Cuando se adiciona una disolucion acuosa de NaBPhs sobre
una disolucién acuosa de 47, se produce la precipitacion de 48. Dicha sal, 48, a
diferencia de 47 se solubiliza perfectamente en piridina. En su espectro de RMN H
(DMSO-D6) se observan las sefiales de los dos metilos a 3.04 y 3.00 ppm asi como el
hidrégeno geminal al hidroxilo a 3.73 ppm.

Se han realizado diferentes ensayos para la sintesis de 20 (Esquema 12).

o)
__ POCI; Pir __ P
WOH o7 oH
@/
24 —
O
1) POCl3, Pir 47, Pir, TPS HO A
2) 46, 47 6 48 o
®/ A
o —_
'F', /Q TsO 46
MM oo | 47
% BPh, 48
20
Esquema 12
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La obtencion de la perifosina insaturada 20 utilizando el yoduro 47 se intent6 utilizando

la metodologia directa desde 23 o en dos pasos aislandose el intermedio 24.

En la transformacion de 23 con POCIs en piridina y diclorometano a temperatura
ambiente, después de 24 h de reaccion. Después, se elimina el diclorometano y se
afiade, en el mismo matraz de reaccién, el yoduro 47 disuelto en DMF. Se realizaron
diferentes pruebas variando el tiempo de reaccién, la temperatura y la proporcién molar
de 47 respecto a 23. (Tabla 2). Transcurrido el tiempo de reaccidn, el producto bruto se
manipula de dos formas diferentes. Por una lado, se extrae con CHClz y se
cromatografia en columna eluyendo con CHCIs:MeOH:H20O (65:30:5), separando 24
con pequefio rendimiento (Entradas 2, 3 y 4). Por otro lado, cuando la parte soluble en
CHClIs se lava con H20O (Entrada 1), se obtiene 24 con buen rendimiento (78%). En la
fase acuosa, Unicamente se observa la presencia de 47. En ninguno de los dos casos se

identifica la presencia de 20.

De la reaccion del derivado 24, en presencia de TPS y 47 en piridina y DMF (Entrada
5), calentando a 60°C durante 6 h, tampoco pudo aislarse la perifosina insaturada 20.
También se ensay0 la reaccion de 23 con 46 y con 48. En ambos casos se producen

mezclas complejas de reaccion de las que no se consigue el compuesto 20.

En el futuro se ensayarad la reaccion de 24 con 48 en presencia de TPS que es la
metodologia mas ampliamente utilizada en la sintesis de este tipo de compuestos.

Tabla 2.
Entrada  Sustrato  Disolvente Sal Eqg** t/h Temperatura 24 (%)
1 23 DMF 47 4 12 t.a. 78
2 23 DMF 47 4 12 t.a. 9
3 23 DMF 47 4 12/12 t.a./ 60°C 3
4 23 DMF 47 2 12 60°C 2
5 24 DMF 47* 4 6 60°C -
6 23 Piridina 46 4 2415 t.a./40°C -
7 23 Piridina 48 4 2415 t.a./40°C -

* La reaccion con 24 como sustrato se realiza en presencia de TPS.

** Se indica como equivalentes (Eq) la relacion de mol sal (46-48)/mol 23 6 24 segun
corresponda.
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6. Conclusiones

Los alquil éter fosfolipidos (AEPs) y las alquilfosfocolinas (APCs) constituyen
un importante grupo de potenciales farmacos con una gran variedad de
actividades bioldgicas.

La actividad antitumoral de estos lipidos antitumorales (ATLs) es de gran
interés. Actlan a través de mecanismos complejos y no del todo conocidos,
principalmente a nivel de membrana, sobre los denominados lipidos rafts.

Se ha realizado la sintesis de una serie de éteres lipidicos antitumorales analogos
de miltefosina: miltefosina insaturada (13), miltefosina yodada (14 y 16) asi
como el intermedio avanzado 43 para la sintesis de miltefosina fluorescente (18).

La purificacion de las alquilfosfocolinas es compleja debido a la alta retencion
en la fase estacionaria. En la separacion de 16, se ha utilizado un procedimiento
en el que primero se realiza un cambio i6nico con amberlita MB3, lo que facilita
la posterior separacion cromatogréafica sobre gel de silice.

Hasta donde se ha podido comprobar, es la primera vez que se caracteriza el
tetrafenilborato de 4-hidroxi-N,N,-dimetilpiperidinio, 48, y dada su solubilidad
parece ser la sal mas conveniente para la realizacion de los derivados de
perifosina.

Los productos 13 y 16 se han enviado al CIB-CSIC donde se realizaran los
estudios de actividad biol6gica. En funcién de los resultados de las pruebas de
actividad bioldgica para dichos analogos, se completaran los estudios SAR y se
orientaran los futuros objetivos sintéticos.
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