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Resumen

En esta Tesis Doctoral se pueden distinguir dos apartados diferentes y complementarios:
sintesis de éteres lipidicos antitumorales andlogos de miltefosina y perifosina y
utilizacion del acido ent-halimico como material de partida para la sintesis de

compuestos bioactivos (neurotréficos, antiparasitarios y antitumorales).

Dentro de la linea de investigacion de sintesis de éteres lipidicos antitumorales, se han
sintetizado analogos de miltefosina con insaturacién en la cadena lipidica, yodados en
mitad de cadena y funcionalizados al final de la cadena lipidica con funcién acetato,
hidroxilo, éter y con un fluoréforo tipo BODIPY. También, se ha sintetizado un andlogo

de perifosina insaturada.

Los analogos sintetizados se han ensayado como antitumorales frente a las lineas
celulares Hela y HL-60. Ademas, se han evaluado como antileishmaniosos frente a
Leishmania major. El compuesto fluorescente 49 presenta excelentes propiedades
espectroscépicas de absorcién y emisién, haciéndolo interesante para estudios in vitro
de la actividad antitumoral de los ATLs, a pesar de no presentar actividad antitumoral.
El analogo de perifosina 25 presenta gran actividad como antitumoral en los ensayos
realizados con la linea HL-60, mientras que no presenta actividad en HelLa. Cuando 25 se
ensayd como antileishmanioso en L. major, se observd que es capaz de secuestrar el

ciclo celular de L. major en fase sub GO/G1, siendo mds activo que miltefosina.

En la linea de investigacidon correspondiente a la sintesis de compuestos bioactivos a
partir de acido ent-halimico, se ha realizado la extraccidon del acido ent-halimico,
producto mayoritario del extracto en acetato de etilo de Halimium viscosum, como
material de partida. Se han preparado una serie de compuestos de facil acceso para
ensayar su bioactividad como neurotréficos y como antiparasitarios frente a S.
venezuelensis; sin observarse actividad para ninguna de las moléculas ensayadas.
También, se ha avanzado en la aproximacidn sintética a acido tessmannico a partir de
acido ent-halimico. En esta sintesis se ha optado por una estrategia sintética que tiene
las siguientes etapas fundamentales: funcionalizacién en C-2 y C-3, hidrogenacién del
doble enlace AY1°, apertura del anillo A y funcionalizacién de la cadena lateral. En
trabajos futuros se terminard la sintesis del dcido tessmannico, realizando cambios en
la ruta sintética; primero rompiendo el anillo A y posteriormente realizando la

hidrogenacion.






Resumen

This Thesis can be divided in two different and complementary research lines: Synthesis
of antitumoral ether lipids analogues of miltefosine and perifosine and the use of ent-
halimic acid as starting material for the synthesis of bioactive compounds (neurotrophic,

antiparasitary and antitumoral).

Within the research line of antitumoral ether lipids, analogues of miltefosine with
unsaturation and iodine in the middle position of the lipid chain as well as functionalized
at the end of the lipid chain (with acetate, hydroxyl, ether and BODIPY-type fluorophore)
were synthesized. An analogue of perifosine with unsaturation in the middle position of

the carbon chain was also prepared.

The synthesized analogues have been assayed as antitumor agents vs Hela and HL-60
cell lines. In addition, compound 25 was evaluated as antileishmanial testing the activity
in Leishmania major. The fluorescent compound 49 has excellent absorption and
emission spectroscopic properties, opening the possibility of its application for in vitro
studies of the antitumor activity of ATLs, despite not showing remarkable antitumoral

activity so far.

The perifosine analogue 25, shows great antitumoral activity against HL-60 cell line,
while does not show activity against HelLa. The antileishmanial assays of 25 against L.
major presented the unsaturated derivative 25 as a more potent antileishmanial

compared with miltefosine, arresting the cell cycle of the parasite in sub GO/G1 phase.

In the research line corresponding to the synthesis of bioactive compounds using ent-
halimic acid as starting material, it was carried out the extraction with ethyl acetate of
Halimium viscosum isolating its major compound: ent-halimic acid. A series of facile
accessible compounds where synthesized and evaluated as antiparasitary against S.

venezuelensis and neurotrophic, but no activity was observed so far.

In this work, it was also afforded a synthetic approach to tessmannic acid starting from
ent-halimic acid. In this synthetic route, it was tried a synthetic strategy consisting on:
the functionalization at C-2 and C-3, hydrogenation of the A double bond, ring-A
cleavage, and functionalization of the side chain. In a continuation of this work, a
different synthetic strategy will be tried; affording firstly the ring-A opening and then,

the hydrogenation of the double bond.






Y

Abreviaturas y acronimos

Abbreviations and acronyms






Abreviaturas y acronimos

Relacion de las abreviaturas y acronimos utilizados en este trabajo junto con su

significado en espafiol. Entre paréntesis y en cursiva se indica el significado en inglés y,

si procede, la abreviatura o acronimo utilizado en la redaccion en inglés.

Ac Acetilo (acetyl)
AcN Acetonitrilo (acetonitrile)

AEP  Alquiléter Fosfolipidos (Alkyl-
ether phospholipids)

AcOEt Acetato de etilo (EtOAc, ethyl
acetate)

Akt  Proteina kinasa B (Protein kinase
B)

AktL Sustrato de Akt/proteina kinasa
B (Akt/Protein kinase B ligand)

Apaf-1 Proteasa factor de activacion de
apoptosis (Apoptosis protease-
activating factor-1)

APC Alquilfosfocolinas
(Alkylphosphocholines)

APCI lonizacion quimica a presidon
atmosférica  (Atmospheric  Pressure
Chemical lonization)

ATCC American Type Culture Collection

ATL Lipidos antitumorales

(Antitumour Lipids)

Bax Bcl-2 like protein-4. Proteina
reguladora de apoptosis.

Bcl-2 B-cell ymphoma-2

BODIPY Borodipirrometano (Boron-
dipyrromethene)

c cuartete, RMN (g: quartet, NMR)
caled Calculado (calculated)

Caspasa Cisteinil-aspartato
proteasa (caspase: cysteinyl-aspartate
protease)

Ccc Cromatografia de columna

(column chromatography)

CCT  Fosfocolina citidiltransferasa
(phosphocholine cytidylyltransferase)

Ch Colina (Choline)
Cit C Citocromo C (Cytochrome C)

CMC Concentracion micelar critica
(Critical micelle concentration)

CPP Difosfato de copalilo (copaly!
diphosphate)

CSC  Células madre tumorales (Cancer
stem cells)

CuTC Tiofeno carboxilato-2 de cobre(l)
(copper (1) thiophene-2-carboxylate)

d Doblete, RMN (doblet, NMR)

Ds¢ Dimension fractal (Fractal

dimension)



| Abreviaturas y acrénimos

DCM Diclorometano
(dichloromethane)

DD Dominio de
Domain)

Muerte (Death

DEPT Distorsionless Enhancement by
Polarization Transfer

DISC Complejo inductor de seial de
muerte celular (Death-induction
signaling complex)

DNA Acido desoxirribonucleico
(Deoxyrribonucleic acid)

DMEM Dulbecco’s modified
eagle medium

DMF N,N-Dimetilformamida (N,N-
dimethylformamide)

DMSO Dimetilsulfoxido (Dimethyl
sulfoxide)

DTC Diterpeno ciclasas (diterpene
cyclases)

ESI lonizacién por electroespray

(Electrospray ionization)
Et Etilo (ethyl)

FADD Proteina de muerte asociada al
dominio de muerte de Fas (Fas-
associated Death Domain)

FBS Suero fetal bovino (Fetal bovine
serum)

FV Factor de virulencia (VF,
virulence factor)

GG geranilgeranilo
(geranylgeranyle)

GGEL Glico-glicero éteres lipidicos
(Glyco-Glycero Ether Lipids)

GPGEL Glico-fosfo-glicero éteres

lipidicos (Glyco-Phospho-Glycero Ether
Lipids)

Hex n-Hexano (n-Hexane)
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HMBC Correlacion heteronuclear a
enlaces multiples (Heteronuclear
multiple Bond Correlation)

HMQC Coherencia heteronuclear
cuantica multiple (Heteronuclear
Multiple-Quantum Coherence)

HPP Halimenil difosfatos (Halimenyl!
diphosphates)

HRMS Espectrometria de Masas de Alta

Resoluciéon (High Resolution Mass
Spectroscopy)

IR Infrarrojo (Infrarred)

v Ivermectina (Ilvermectin)

J Constante de acoplamiento,

RMN (coupling constant)

LTA Tetraacetato de plomo(lV)
(Lead(IV) Tetraacetate)
MCA Metilencicloalquil acetato

(Methylenecycloalkyl acetate)

mCPBA Acido m- cloroperbencoico (m-
chloroperbenzoic acid)

Me  Metilo (methyl)

m Multiplete, RMN (m: multiplet,
NMR)

NGF Factor de crecimiento nervioso
(Nerve growth factor)

NMO N-o6xido de N-metilmorfolina (N-
methylmorpholine-N-oxide)

OMS Organizacion Mundial de Ia

Salud (WHoO, World Health
Organization)
PAF Factor Activador de Plaquetas

(Platelet Activating Factor)

PBS Disolucién de tampdn fosfato
salino  (Phosphate-buffered  saline
solution)

PC Fosfocolina (Phosphocholine)

PDMP Fosfodimetilpiperidinio
(phosphodimethylpiperidinium)



PDKly2 Kinasa Dependiente de
Fosfatidilinositido 1 o6 2  (3-
phosphoinositide-dependent protein
kinase-1 or 2)

Ph Fenilo (Phenyl)

PI3K Fosfatidilinositol-3 kinasa

(Phosphoinositide 3-kinase)

PIP, Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato
(Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)

PIP; Fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato  (Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate)

Pir Piridina (Pyr, pyridine)

PMB p-Metoxibencilo (p-
methoxybenzyl)

PP Difosfato, también en
nomenclatura tradicional pirofosfato
(diphosphate, also in tradicional
nomenclature pyrophosphate)

pTsOH Acido  p-toluensulfénico  (p-
toluensulfonic acid)

q Quintuplete, RMN (quin:

quintuplet, NMR)

RE Reticulo
(Endoplasmic reticulum)

endoplasmatico

RER Reticulo endoplasmatico rugoso
(Rough Endoplasmic Reticulum)

RMN Resonancia Magnética Nuclear,
(NMR, Nuclear Magnetic Resonance)

ROS Especies Reactivas de Oxigeno
(Reactive Oxygen Species)

RTK Receptor Tirosina Kinasa
(Tyrosine Kinase Receptor)
s Singulete, RMN (singlet, NMR)

SAR Estudios de relacién estructura-
actividad (Structure-activity relationship
studies)

SE Error estandar (Standard error)

11
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sn numeracion  estereoespecifica
(stereospecific numbering)

t Triplete, RMN (triplet, NMR)

Ts Temperatura de fusidon (mp,
melting point)

t.a. Temperatura ambiente (r.t.:

room temperature)

TADDOL a,o,o,0-tetraaril-1,3-
dioxolano-4,5-dimetanol, auxiliar quiral
(o, o, o, a-tetraaryl-1,3-dioxolane-4,5-
dimethanol, quiral auxiliary)

t-BuOH
butanol)

terc-butanol (tert-

TCE 1,1,2-tricloroetileno
trichloroethylene)

(1/1/2_

THF  Tetrahidrofurano
(tetrahydrofuran)

TLC Cromatografia de capa fina (thin-
layer chromatography)

TMS Trimetilsililo (trimethylsilyl)

TPAP Perrutenato de
tetrapropilamonio
(tetrapropylammonium perruthenate)

TPS  Terpenilsintasa
(terpenylsynthase)

TPS Cloruro de 2,4,6-
Triisopropilbencenosulfonilo (2,4,6-

triisopropylbenzenesulfonyl chloride)

Tr Tritilo, trifenilmetil (trityl,
triphenylmethyl)
Ts Tosilo, p-toluensulfonilo (tosyl,
p-toluensulfonyl)
TsOCh Tosilato de colina (Choline

tosylate)

UV-Vis Ultravioleta-Visible (Ultraviolet-
Visible)
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El presente trabajo puede encuadrarse dentro de las lineas de investigacién que ha
venido desarrollando nuestro grupo dirigidas al estudio y sintesis de moléculas

bioactivas.

En el trabajo pueden distinguirse dos apartados diferentes, que finalmente podrian
complementarse. En primer lugar, se puede destacar el trabajo desarrollado dirigido a
la sintesis de éteres lipidicos antitumorales, andlogos de miltefosina y perifosina, y en
una segunda parte se estudiaran los trabajos realizados en la obtencién de compuestos
bioactivos (agentes neurotrdéficos, antiparasitarios y antitumorales) mediante el
aprovechamiento de recursos naturales propios de nuestra regidn, utilizando acido ent-
halimico como material de partida. Dichos trabajos podrian complementarse en el
futuro mediante la sintesis de moléculas bioconjugadas de los mismos con actividad

antitumoral.

A continuacion, se describirdn algunas caracteristicas de los grupos de moléculas con las

que se va a trabajar

1.- Lipidos antitumorales.

2.- Sintesis enantioselectiva de compuestos bioactivos. Agentes Neurotrdficos.

15












Antecedentes |

En este capitulo se describiran las propiedades estructurales y biolégicas de los lipidos

antitumorales (ATLs) y diterpenos biciclicos:

1. Lipidos antitumorales

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
1.5.
1.6.
1.7.
1.8

Cancer

Lipidos

Lipidos antitumorales, ATLs

Propiedades fisicoquimicas de los ATLs

Membrana celular y lipid rafts

Mecanismo de accién antitumoral de ATLs

Alquilfosfocolinas como antileishmaniosos y otras bioactividades

Ensayos clinicos y preclinicos de ATLs

2. Sintesis enantioselectiva de compuestos bioactivos. Agentes neurotréficos

2.1.

2.2.
2.3.
2.4.
2.5.

2.6.

Diterpenos biciclicos de esqueleto halimano. Biosintesis general

Halimium viscosum. Quimiotipos y nuevos esqueletos carbonados. Halimanos
Acido ent-halimico como material de partida en sintesis

Halimanos naturales antibacterianos

Agentes neurotroficos

Bioconjugados. y-Hidroxibutenolida como farmacéforo de acciéon antitumoral

3. Bibliografia de Antecedentes

19



| Antecedentes

1. Lipidos antitumorales

1.1. Cancer

El cdncer es un término que se refiere al conjunto de enfermedades en donde las células
proliferan descontroladamente invadiendo tejidos cercanos y con posibilidad de
migracion a otras partes del cuerpo a través de los sistemas sanguineo o linfatico. Se
trata una de las enfermedades con mayor repercusién en el mundo desarrollado. Segln
estima la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) en 2021 hubo 10 millones de muertes
atribuibles al cdncer como causa de muerte, siendo los mas frecuentes de pecho,
pulman, colon, recto y préstata.’? Actualmente se conocen mas de un centenar de tipos
de céncer, necesitandose comprender a nivel molecular los procesos cancerosos para

asi desarrollar farmacos de mayor eficacia y selectividad.

La mortalidad del cancer ha ido disminuyendo a lo largo de los afos. Este descenso es
debido tanto a los avances en estrategias y técnicas terapéuticas, como de diagnostico
e imagen, que permiten una deteccion temprana y determinar un tratamiento mas
eficaz y especifico para cada tipo de tumor, aumentando de esta manera las
perspectivas de recuperacion de los pacientes.? Continuar la investigacion en la
fisiopatologia de la enfermedad asi como el desarrollo de nuevas herramientas
terapéuticas y diagndsticas, permitiran seguir mejorando el prondstico de los pacientes

diagnosticados con cancer y disminuir la mortalidad de esta enfermedad.

20



Antecedentes |

1.2. Lipidos

Los lipidos como biomoléculas han ido adquiriendo una importancia creciente,
convirtiéndose en foco de interés en investigacion debido a que son el principal
componente de las membranas biolégicas en general y de la membrana celular en
particular. No solo tienen funcién estructural en la célula, sino que el mantenimiento de
niveles fisiologicos de lipidos contribuye al mantenimiento de la homeostasis en el
organismo.? De esta manera se ha llegado a considerar relevante el lipodoma y la
composicion lipidica ligada a la funcionalidad de la membrana celular y de los diferentes

organulos.*

El descubrimiento de nuevas técnicas de andlisis y purificacion ha liderado los avances
en el conocimiento quimico y estructural de los lipidos presentes en el organismo y ha
permitido profundizar en la comprensién del metabolismo lipidico y de las funciones
bioldgicas relacionadas con los lipidos.® En la Figura 1 se muestra el orden cronoldgico

en el descubrimiento de aspectos clave en este area.

Fraccion lipidica Enlace éter entre Primera APC, segunda generacion Plasmaldgenos protegen de
no saponificable

alcohol graso y glicerol

Utilizacién de nanoparticulas
lipidicas para reducir efectos
secundarios de ATLs

de ATLs. Sintesis de miltefosina muerte celular L

X N N Plasmalégenos: comienzo
sn-1 O-alquil Cis-enos en plasmalégenos de descubrimientos en su

funcién metabdlicay su

Estereoquimica de
éteres lipidicos Primer AEP sintético:

lisofosfolij

biosintesis

Primer
plasmalégeno

Lipid rafts en
{y bacterias

1940 1960 1970 1980 2010 2020
1

1900 1950

1910 1920

. Q
Lipid rafts
o Q 9 . .
O-alquilenil PAF estructura Impavido: miltefosina para
plasmalégeno

tratar leishmaniosis en humano:

9 §
Enlace O-alquil

J

Miltex: miltefosina para
Sintesis de edelfosina tratamiento de cancer de mama

e ilmofosina

Erufosina y erucilfosfocolina

9,
Bioconjugados AEPs y PUFAs
con sesterterpenos

[AEPS inducen apoptosis via lipid rafts T

Tercera generacion de ATLs: ]

veterinario en leishmania visceral

[Milteforan: miltefosina para uso

Figura 1. Linea cronoldgica de avances significativos y relevantes en el descubrimiento de
fosfolipidos naturales y sintéticos (Azul), asi como su funcidon en el metabolismo celular y
mecanismos de accion (Rojo) y fosfolipidos que han superado los ensayos clinicos y se han
aprobado para uso terapéutico (Verde).
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Los lipidos estructurales de las membranas tienen caracter anfipatico, y contienen al
menos una cadena lipidica de un dcido o un alcohol graso y una cabeza polar. Dentro de
dichos lipidos se pueden encontrar fosfolipidos y glucolipidos, seglin la cabeza polar
contenga un grupo fosfato o Unicamente un azucar respectivamente. En este trabajo se

describiran unicamente los fosfolipidos. (Figura 2)

+  Glicerol (1,2,3-propanotriol), se representa en la proyecciéon de Fischer con el grupo hidroxilo secundario dirigido hacia la izquierda
i del carbono central (proestereogénico).

sn1

: Los tres atomos de carbono del glicerol se designan sn1, sn2 y sn3 numerados H,C-O-R

de arriba a abajo (sn, numeracién esteroespecifica) |‘\,,‘-Q
H R'—0-C-H '
: R, R', R": cadenas alquilicas o acilicas. R" también puede ser fosfato |sn3 !
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Figura 2. Familias de fosfolipidos.
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Glicerofosfolipidos. Presentan una unidad de glicerol que esta esterificada a un grupo
fosfato (en sn3) y a dos cadenas lipidicas unidas por enlace éster (en snl y sn2).
Normalmente el acido graso que esterifica al glicerol en la posicién snl es saturado
mientras que en la posicidon sn2 es insaturado. Dependiendo del grupo polar que se
encuentre unido al fosfato se originan las lecitinas (colina), cefalinas (etanolamina),
fosfatidilserinas (serina) o fosfatidilinositoles (inositol), entre otros. Las fosfatidilcolinas
son los lipidos mds abundantes en las membranas de células animales, mientras que las

fosfatidiletanolaminas son muy abundantes en células vegetales.

Lisofosfolipidos. Tienen el grupo hidroxilo del glicerol de la posicion sn2 libre, de manera
gue Unicamente se encuentra esterificado a un acido graso el hidroxilo de la posicion
snl. La cabeza polar (sn3) puede ser colina o etanolamina para dar lugar a las
lisofosfocolinas o lisofosfoetanolaminas respectivamente. La cadena lipidica puede
estar unida también mediante enlace éter y viniléter al glicerol y pueden presentar
diferentes grados de insaturacion. Respecto de los glicerofosfolipidos, los
lisofosfolipidos representan una fracciéon poco abundante en el organismo. Actuan de
mensajeros en diferentes procesos (flujo del Ca?*, funciones vasculares y neuronales,
migracion, proliferacion y muerte celular) relacionados con la membrana de la célula e

interaccionando con receptores especificos de lisofosfolipidos.®

Eteres lipidicos. Presentan la cadena lipidica unida mediante enlace éter al glicerol en |a
posicidn snl y un acido graso unido por enlace éster en la posicién sn2. Si la cadena
alifatica del alcohol graso es saturada se denominan plasmanil lipidos mientras que si se
encuentra unida por enlace viniléter al glicerol se llaman plasmaldégenos. Son poco
abundantes en humanos y presentan diferentes funciones relacionadas con el sistema
cardiovascular y sistema inmune. El PAF (Factor Activador de Plaquetas) es un plasmanil
lipido donde en snl hay un octadecilo alquilando el glicerol y en sn2 un grupo acetato;
se trata de un mediador que actla en numerosos procesos de activacién de fosfolipidos

en inflamacién, neuroproteccidn y quimiotaxis.’

Esfingolipidos. El aminoalcohol graso esfingosina es la cadena principal de los
esfingolipidos sobre la que se une la cabeza polar y un acido graso esterificado a través
del grupo amino de la esfingosina. La cabeza polar en los fosfolipidos es fosfocolina o

bien fosfoetanolamina y se denominan esfingomielinas, aunque también pueden
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presentar en la cabeza polar mono-, di-, tri- y oligosacaridos unidos a la esfingosina
(gluocoesfingolipidos). Cuando la esfingosina solo aparece enlazada a un grupo fosfato,
también se considera un lisofosfolipido. Las esfingomielinas se encuentran presentes en
las membranas plasmaticas de células animales y forman parte de las vainas de mielina
en los axones neuronales. Cuando la esfingosina aparece esterificada Unicamente en el

grupo amino surgen las ceramidas, que no contienen grupo fosfato y no son fosfolipidos.

El descubrimiento del glicofosfolipido fosfatidilcolina (lecitina) y del lisofosfolipido
lisofosfatidilcolina (lisolecitina) y su acumulaciéon en la membrana de los macréfagos
cuando se activaba la fosfolipasa A, sugirid que se trataba de un factor de activacion de
los mismos. Cuando se administraban pequefias cantidades de lisolecitina exdgena, se
estimulaba la fagocitosis tanto in vitro como in vivo.? El papel de la lisolecitina en
procesos inmunolégicos despertd el interés en investigar este tipo de lipidos. La elevada
inestabilidad metabdlica de las lisolecitinas debido a su enlace éster (éster-lisolecitinas,
Figura 3), impedia su acumulacién en las membaranas al ser rapidamente degradada
por accién de lipasas y aciltransferasas. En cambio, sus analogos que contienen la
cadena lipidica unida con un enlace éter (éter-lisolecitina, Figura 3) resultan mas

estables.

A B,C F B,C
o . ' ’,' !
Y __VOH Y OH
R)J\o O H | R0 0 |
P N® N
y /I\O/\\/ N o« /I\O/‘;\/ N
/ O ™ . Co ™
D E D E
Ester-lisolecitina Eter-lisolecitina

Figura 3. Estructura general de un lisofosfolipido con cadena lipidica unida con enlace éster o
éter. Pueden ser degradados por accién enzimatica: A) fosfolipasa Ai; B) aciltransferasa; C)
transesterasa; D) fosfolipasa C; E) fosfolipasa D; F) O-alquilglicerol monooxigenasa.
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De esta manera, se motivo la sintesis de analogos que se diferenciasen estructuralmente
de los lipidos naturales y asi aumentar la estabilidad metabdlica e incrementar su

actividad y potencial uso terapéutico.

Los primeros lisofosfolipidos sintéticos (Figura 4) continuaban presentando una elevada
inestabilidad metabdlica debido a la accidon de las fosfolipasas y otros enzimas que
liberaban el acido graso y las unidades de glicerol y fosfocolina, como 1. Por ello, las
primeras modificaciones estructurales se centraron en las posiciones snl y sn2 del
glicerol, para diferenciarlo de las lisolecitinas naturales. Se sustituyé el enlace éster por
un enlace éter en snl, realizando la sintesis del primer éter lisofosfolipido sintético 2 en
la década de 1960 y originando asi el primer lipido antitumoral (ATL)® al que le siguieron
un elevado nimero de andlogos en la busqueda del farmacéforo, dando lugar a una

amplia familia de compuestos bioactivos.

m\ o i \O/\/ N m\ P\O/\/ N\\

1 2
1-Estearil-rac-glicero-fosfocolina Lisofosfatidilcolina

Figura 4. Ester lisofosfolipido 1 y lisofosfatidilcolina 2.
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1.3. Lipidos antitumorales, ATLs

A raiz de las investigaciones relacionadas con la fosfatidilcolinas y lisofosfatidilcolinas y
el descubrimiento de su bioactividad, surgid el interés por la sintesis de nuevos
fosfolipidos y su potencial aplicacidon terapéutica. De esta manera se sintetizaron los
primeros ATLs (lipidos antitumorales). Actualmente se pueden clasificar en primera,

segunda y tercera generacion, y se explicaran a continuacion.

1.3.1. Primera generacion de ATLs: alquiléter fosfolipidos (AEPs)

La primera generacién de ATLs, denominada también AEPs (alquiléter fosfolipidos)
fueron los primeros derivados en sintetizarse. (Figura 5) Con la sintesis de 2, se inicia la
preparacion de nuevos compuestos que mejoran la estabilidad metabdlica respecto de
los fosfolipidos naturales, presentando ademas potente actividad moduladora del
sistema inmune y actividad antitumoral. Dicho lisofosfolipido 2 constituyé el primer éter

lipidico antitumoral.

OH /\M/\/\ (0]
Wo“[ 0 DAY o

© O@

2 3

Lisofosfatidilcolina 1-O-Octadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina
Edelfosina
o~
O
/\M’\/\S 0 /\M’\/\o 0
11 I 'L@ 11 I ,L@

© ©

4 5

limofosina SRI 62-834

Figura 5. Alquiléter fosfolipidos, primera generacion de ATLs.

Posteriormente se descubriria que la accién antitumoral de los ATLs la ejercen mediante
un mecanismo donde se produce interaccién lisofosfolipido-membrana,’® a diferencia
de los agentes antitumorales clasicos que tienen como diana el DNA o la tubulina. De

esta manera se abridé una nueva posibilidad en la quimioterapia del cancer.
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En las décadas posteriores se trabajo extensamente en la sintesis de andlogos!! y
derivados a fin de mejorar sus propiedades fisico-quimicas y farmacoldgicas como la
actividad, selectividad, aspectos farmacocinéticos y toxicidad.!> En esta primera
generacion, las modificaciones estructurales se centraron en la unidad de glicerol, tal y

como se puede observar en la Figura 5.

El grupo hidroxilo libre en la posicion C2 del glicerol, como ocurre en 2, posibilita la
accion enzimatica transesterasa y aciltransferasa que habilitan la migracién de la cadena
lipidica de C1 a C2 del glicerol, por lo que se vio la necesidad de incorporar un
sustituyente en el grupo hidroxilo de C2; de ese modo, se aumenta la estabilidad

metabodlica.

A finales de la década de 1960 se sintetizé el derivado con funcidon metoxilo en C2 del
glicerol, denominado edelfosina (1-O-octadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina) 3.
(Figura 5) Debido a las prometedoras propiedades que presentaba edelfosina 3 se
reconocié como prototipo de los AEPs y ha sido ampliamente investigado desde su
descubrimiento considerandose un estandar en la evaluacién de nuevos

alquilfosfolipidos como agentes antineoplasicos.!3

La edelfosina 3 presenta actividad antitumoral mediante la activaciéon de rutas
proapoptodticas.’* Esta accion citotdéxica tiene un alto grado de selectividad sobre las
células tumorales frente a las sanas, aunque presenta toxicidad gastrointestinal y
capacidad hemolitica, que limitan tanto la dosis como las posibles vias de

administracion.

Estos aspectos toéxicos estimularon la sintesis de andlogos y derivados con mejores
propiedades como farmaco, aunque no siempre con éxito. Se continud la sintesis de
derivados de la familia de los AEPs donde se introdujeron modificaciones en el
fragmento del glicerol, como por ejemplo en la ilmofosina 4 o en el derivado SRI 62-834
5, pero no desplazaron a la edelfosina 3 como compuesto lider en la busqueda de

actividad antitumoral debido a sus excelentes propiedades.

27



| Antecedentes

1.3.2. Segunda generacion de ATLs: alquilfosfocolinas (APCs)

Posteriormente en la década de 1980, se sintetizé la primera alquilfosfocolina (APC),
denominada miltefosina o hexadecilfosfocolina 6, prototipo de las APCs, (Figura 6)
donde se ha suprimido la unidad de glicerol y se encuentra mas alejada
estructuralmente de los lisofosfolipidos naturales.!® Se observé que se mantenia la
actividad biolégica como antitumoral y se mejoraban aspectos de selectividad frente a
células tumorales y parametros farmacocinéticos a la vez que se obtenia un farmaco de

estructura mas sencilla.

La miltefosina 6 supuso una mejora en muchos aspectos respecto de la edelfosina 3,
pero presenta igualmente capacidad hemolitical® y toxicidad gastrointestinal lo que

limita la dosis maxima diaria y conlleva una baja actividad antiproliferativa in vivo.

La segunda generacion de ATLs se centrd en modificar la cabeza polar del fosfolipido, tal

y como se puede observar en la Figura 6.

@/
(0] _
}':', @,L/ 9 N
/\M/\/\O/ | \O/\/ ~ O/ Fl)\o
O
6 7
Hexadecilfosfocolina Perifosina

Miltefosina

Figura 6. Segunda generacidn de ATLs: alquilfosfocolinas (APCs).

Al modificar la unidad de colina por el andlogo heterociclico de piperidina como en la
perifosina 7 se mejora significativamente la estabilidad metabdlica y actividad
antitumoral, aunque la toxicidad se mantiene semejante a la miltefosina 6.17/18 Estudios
de la actividad antitumoral de perifosina 7 han demostrado que tiene una potente
actividad, aunque mantiene la toxicidad debido a sus propiedades hemoliticas. Parece
que en glioblastoma puede potenciar a la radioterapia, esperando una actividad
sinérgica como resultado del tratamiento del glioblastoma mediante radioterapia

combinada con la administracion de 7.
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1.3.3. Tercera generacion de ATLs: andlogos de cadena larga

En los dltimos afios, se han sintetizado otros derivados en los que se ha elongado la
cadena lipidica, formando la tercera generacion de ATLs o también a veces englobada
dentro de la segunda generaciéon de APCs.(Figura 7) Entre estos analogos de cadena
larga, se encuentran con cadenas de C-22 la erucilfosfocolina 8, y la erufosina 9, esta

ultima presenta una hidroxilamina anéloga de la colina.t®

Q |
P N®
mow\o/\/ >
0
A ©

8
Erucilfosfocolina

/P\/\/\//
TR
AN ©

9
Erufosina

Figura 7. Tercera generacion de ATLs.

Estos andlogos son permeables a la barrera hematoencefdlica y tienen capacidad
hemolitica reducida,’® lo que ha llevado a proponerlos como posibles tratamientos de

leucemia y glioblastoma.
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1.3.4. Gliceroglicolipidos sintéticos

Se han sintetizado otros analogos de AEPs (Figura 8) cuya cabeza polar esta constituida
por azucares unidos al glicerol a través de un grupo fosfato (10, glico-fosfo-glicero éteres
lipidicos, GPGEL) o azucares unidos directamente al glicerol (11, glico-glicero éteres
lipidicos, GGEL). La ohmlina 11 no presenta grupo fosfato en su cabeza polar, sino que
el grupo hidréfilo corresponde al disacarido lactosa unido directamente al glicerol por
enlace éter. Presenta actividad antitumoral inhibiendo la migracidon celular y metastasis

en estudios in vitro, reduciendo la actividad de los canales de potasio SK3.1°

[ Glico-fosfo-glicero éter lipidico (GPGEL)]

oOH Et3NH
OH H

O

10

‘ Glico-glicero éter lipidico (GGEL) ’

OOH
OH HO&WH OCH; m

Ohmlina, 11

Figura 8. Alquiléteres lipidicos con azlcares en la cabeza polar 10y 11.
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1.4. Propiedades fisicoquimicas de los ATLs

Las APCs y AEPs poseen caracter de zweitterién y anfipatico, presentando capacidad
para emulsionar las grasas de forma analoga a los lisofosfolipidos naturales. También,
por su estructura semejante a los fosfolipidos de membrana, tienen afinidad por las
membranas pudiéndose incorporar a las mismas e influir en el metabolismo y rutas de
sefializacion de la célula, capacidad que determina la actividad bioldgica y el mecanismo

de accién de los ATLs.2°

Debido a sus propiedades fisicoquimicas, los fosfolipidos se pueden utilizar como
excipientes en formulaciones liposdmicas de preparados farmacéuticos que van a ser
administrados por via parenteral donde el principio activo tiene una alta lipofilia y de
esta manera se facilita su solubilidad para la administracién o bien, se utilizan los
liposomas como vehiculo de liberacién lenta en inyecciones subcutaneas o
intramusculares. Los fosfolipidos sintéticos se preparan para su uso como excipientes
en preparaciones farmacéuticas, de esta manera se logra una mayor capacidad de
modulacion de las propiedades fisicoquimicas y de agregacion de estos lipidos (tamafio

de las micelas y concentracion micelar critica, CMC) respecto de sus analogos naturales.

Por todo esto, se han desarrollado métodos de preparacion de fosfolipidos a gran escala

para satisfacer las necesidades de la industria de este tipo de moléculas.
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1.5. Membrana celular vy lipid rafts

Desde el modelo de membrana celular como un mosaico fluido propuesto en 1972 por
Singer y Nicolson,?! su comprension ha avanzado mucho concibiéndose ahora como un
organulo mucho mas complejo de lo que se creia en un principio. Esta complejidad
radica tanto en la composicién (lipidos y proteinas que forman la membrana), como a
nivel de los procesos celulares que ocurren en las inmediaciones y a través de la
membrana celular.?>?® La distribucidon heterogénea de los lipidos y proteinas que
conforman la membrana celular origina determinados dominios y microdominios de
membrana, que son regiones discretas con una composicion diferente al resto de la
membrana y de cuyos componentes depende su funcién y los procesos de sefializacién

en los que estan involucrados.

Los lipid rafts (balsas lipidicas), también denominados membrane rafts (balsas de
membrana), son microdominios de membrana ricos en ceramida, esfingolipidos y
colesterol que se encuentran en ambas caras de la membrana celular (Figura 9).242% La
composicidon en esfingolipidos y colesterol le confiere a estas regiones una especial
rigidez y consistencia, que en consecuencia hace que se comporten como balsas lipidicas
gue flotan en un mar de fosfolipidos con un mayor grado de desorden, diferencidndose

del resto de la membrana celular.

Lipid raft
Colesterol
000000000000 \ﬁ
LOUOROAOAOAONORON
\( \( \‘c f ]
1 !
B

Medio extracelular

\OAOWONOROROCN

XNONENONONONK NN

Medio intracelular
Esfingolipidos
Ceramida
Glicolipidos

*
Proteinas de membrana ‘.

Figura 9. Composicién y modelo estructural de los lipid rafts o balsas lipidicas: regiones ricas en
esfingolipidos, ceramida y colesterol con glicolipidos y proteinas de membrana asociadas
(receptores y canales idnicos).
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Estos microdominios de membrana son capaces de reclutar receptores y otras proteinas
de membrana bajo el estimulo fisiolégico adecuado, jugando un papel fundamental en
procesos de sefializacién y transduccion de sefiales a través de la membrana.?’2° Su
funcidn y participacién en procesos bioldgicos esta estrechamente relacionada con su
composicion lipidica y proteica. Dentro de los procesos de sefalizacidn y transduccion
de sefiales en los que estan involucrados caben destacar las rutas de sefializacion de

supervivencia y muerte celular.3%-32

Dentro de las alteraciones metabdlicas ligadas al desarrollo tumoral y estrechamente
relacionado con la malignidad de un tumor estd la modificacién del metabolismo
lipidico. El tejido tumoral presenta una absorcion, almacenamiento y sintesis lipidica
incrementada que esta ligada a la proliferacion del tumor. Dentro de este
acontecimiento, en las células tumorales se han detectado niveles de colesterol y lipid
rafts superiores a los encontrados en células no tumorales; ya que el colesterol es el
principal regulador de la organizacion lipidica a nivel de membrana y formacién de lipid
rafts. Por ello, se puede considerar a los lipid rafts como excelentes dianas terapéuticas

para la quimioterapia del cancer.3?

Dentro de los lipid raft se pueden encontrar dos tipos diferentes en funcion de su
composicidon abundante en ceramida o colesterol: lipid rafts ricos en colesterol, que
participan en procesos de seiializacién y mantenimiento de la homeostasis celular, y
lipid rafts ricos en ceramida, que estan involucrados en procesos proapoptdticos.3
Segln qué estimulos reciba la célula tanto intracelulares como extracelulares, un lipid
raft rico en colesterol puede ver modificada su composicidon convirtiéndose en un raft
rico en ceramida. De manera asociada a su composicion lipidica, el lipid raft ve
modificada su composicién proteica, que es lo que determina en ultima instancia su
funcionalidad. Segun el estimulo recibido, el lipid raft rico en ceramida sirve de
plataforma de activacién de sefiales metabdlicas en cascadas de transduccion vy
sefializacion haciendo que la célula induzca apoptosis o promueva la supervivencia

celular.
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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 sefalizaciéon relacionados con receptores del sistema inmune,
supervivencia, crecimiento celular y apoptosis. Las células tumorales presentan mayor
proporcidn de colesterol y esfingolipidos en los lipid rafts que las células normales3>-37
lo que contribuye al aumento de la capacidad de las células cancerosas por la
supervivencia y proliferacién descontrolada. Ademads, las células tumorales de algunos

tipos de cancer presentan las rutas apoptdticas desreguladas, impidiendo la activacion

de estas vias de sefializacidon de muerte celular.3®

Estudios recientes han revelado la acumulacion del principal receptor del SARS-CoV2 en
los lipid rafts de las células, por lo que estas regiones podrian ser una diana terapéutica
para hacer frente a las infecciones de este® y otros coronavirus como el VIH o el
ébola.?>%0 Los procesos inflamatorios asociados a infecciones viricas estan relacionados
con una desregulacion en el metabolismo de esfingolipidos, por lo que la modulacién

del metabolismo lipidico podria mejorar la respuesta inmune.*!

La organizacién de los lipid rafts en eucariotas se ha considerado como una etapa clave
dentro de la evolucién y adquisicion de una mayor complejidad en la organizacion
celular. No obstante, se ha observado que las bacterias presentan complejos proteicos
asociados a la membrana que amplifican la sefial en el proceso de transduccién en
diferentes rutas de sefializacién.*>*3 Por ello, las bacterias son capaces de organizar sus
sistemas de transduccion de sefiales a través de la membrana mediante plataformas de

cierta complejidad analogas a los lipid rafts.
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1.6. Mecanismo de accion antitumoral de ATLs

Los lipidos antitumorales (ATLs) ejercen acciéon antitumoral induciendo apoptosis a
través de la membrana celular mediante un mecanismo complejo que no se ha revelado
por completo. Estos estudios se han efectuado predominantemente utilizando la
edelfosina como compuesto de referencia de los ATLs, aunque hasta donde se ha podido
observar, tanto AEPs como APCs ejercen su actividad antitumoral mediante el mismo

mecanismo bioldgico.

Tanto los AEPs como las APCs se incorporan en las membranas celulares, mas
concretamente en los lipid rafts; donde provocan una disrupcién de las rutas de
sefializacion de supervivencia celular e inducen apoptosis en células tumorales con
selectividad debida a la mayor incorporacion de estos lipidos antitumorales en células

tumorales.144445

Ademas, pueden permear al citosol donde se incorporan también a las membranas de
los organulos tales como mitocondria, reticulo endoplasmatico (RE) y aparato de Golgi,
donde producen estrés metabdlico y oxidativo generando dafios celulares
contribuyendo a la induccién de apoptosis. 448 Los ATLs incorporados dentro de la
célula, impiden la sintesis de fosfatidilcolina en el RE, alterando la formacidn de vesiculas

y membrana celular.*®

La selectividad en la induccion de apoptosis preferentemente sobre las células
tumorales, 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 lipid rafts.*®
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Las células tienen mecanismos de sefalizacién que detectan su buen estado y un
correcto funcionamiento de los organulos y las rutas metabdlicas. Existen rutas
metabdlicas que promueven la muerte celular o apoptosis en respuesta a dafos graves
en la célula y sefiales metabdlicas de muerte celular. Asi pues, hay mecanismos de
proteccion frente a las rutas que promueven la apoptosis. Tanto los procesos de
sefializacion de supervivencia celular como los de muerte celular estdn altamente
degenerados, complejamente regulados e interrelacionados, lo que en condiciones
fisiolégicas asegura que la célula pueda crecer y proliferar adecuadamente o morir en

caso de no estar sana.

A continuacién, se van a detallar los procesos fisioldgicos donde intervienen los ATLs
explicando el normal funcionamiento de estas rutas metabdlicas tanto en condiciones

normales para la célula tumoral, como cuando se tratan dichas células con estos ATLs.

1.6.1. Vision global en los mecanismos de accion antitumoral de los ATLs
1.6.2. Ruta de induccion de muerte celular Fas/CD95

e ATLs como activadores de Fas/CD95
1.6.3. Ruta de supervivencia celular PI3K/Akt

e ATLs como inhibidores de PI3K/Akt

1.6.4. Otros puntos de actuacion de los ATLs
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1.6.1. Vision global en los mecanismos de acciéon antitumoral de ATLs

Los ATLs ejercen actividad antitumoral induciendo apoptosis en células tumorales de
manera selectiva. Esta induccion de muerte celular la realizan tanto AEPs como APCs
con mecanismos de accidén andlogos donde intervienen en varios puntos clave en el
metabolismo de las células tumorales. (Figura 10) Su incorporacién puede tener lugar

en:
— La membrana celular, concretamente en los lipid raft.
— La membrana mitocondrial.
— La membrana del reticulo endoplasmatico (RE).

Dicha incorporacién provoca en conjunto la disrupcion de rutas de sefalizacion de
supervivencia celular, dafios celulares graves y estrés mitocondrial y del RE que generan
estrés metabdlico, inhiben la metastasis y terminan con la induccidon de muerte celular

o0 apoptosis.’%>!

ol Membrana del RE

2
cooqat
0 8L Inhibicién de CCT
Miltefosina, 6 ’“\ /O
CIZe | N
|
O Perifosina, 7 ’ . . g .
m o el eriese Sintesis de fosfatidilcolina

o

Edetfosin, 3 Sintesis de proteinas (RER)

) Actividad antitumoral l
, ATLs |Estrés del reticulo |
Membrana celular h ‘ l

Inhibicién de la ruta PI3K/Akt
Agregacion de Fas/CD95

Membrana mitocondrial

Liberacion de Cit C
Disociacién canales Orail/SK3

l Generacion de ROS : :

Metastasis [ Cascada de activacién de caspasas] Apoptosis

Figura 10. Mecanismos de actuacién de los ATLs para ejercer su actividad antitumoral y
antimetastatica.
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1.6.2. Ruta de induccion de muerte celular FAS/CD95

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 mitocondria tiene un papel central en rutas de sefializacién de muerte
celular, convergiendo en este organulo estas rutas apoptéticas.>? La activacion de las
caspasas puede inducirse mediante la ruta iniciada por Fas/CD95 y puede evolucionar

por dos vias: intrinseca y extrinseca (Figura 11).>3

El comienzo de la ruta tiene lugar cuando el receptor de muerte Fas/CD95 interacciona
con su ligando enddégeno FasL/CD95L. Como resultado de la asociacion con su ligando,
el receptor migra hacia los lipid rafts, donde es capaz de trimerizar. Fas/CD95 transduce
la sefial, a través de su dominio de muerte (DD) citosélico, reclutando a FADD (proteina
de muerte asociada al DD de Fas) y esta a su vez a la procaspasa 8 formando un complejo
proteico denominado DISC (complejo de induccién de sefalizacién de muerte). La
procaspasa 8 en el DISC evoluciona por protedlisis generando caspasa 8.

Cuando la cantidad de caspasa 8 es elevada, la induccién de muerte transcurre por la via
extrinseca (Figura 11, c), activando la caspasa 3 y la cascada de activacion de caspasas
induciendo apoptosis.>*>®

En los casos en los que no se ha generado suficiente caspasa 8 o en respuesta a dafios
celulares internos graves, la seial se amplifica en la mitocondria, para lo que sigue la via
de inducciéon de apoptosis por la via intrinseca o mitocondrial (Figura 11, d-g). Se inhibe
la producciéon de estimulos de supervivencia, se produce un aumento en la
permeabilidad mitocondrial y se liberan proteinas al citosol como citocromo C (Cit 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 Cit C actia 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.®*
La sobreexpresidon de Bcl-2 previene de la induccidon de apoptosis provocada por la

edelfosina en células cancerosas.’’>?
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Figura 11. Ruta de induccidén de muerte celular Fas/CD95. (a) FasL/CD95L interacciona con
Fas/CD95 que migra y forma un trimero en los lipid raft. El receptor de muerte a través de sus
dominios DD intracelulares recluta a FADD y procaspasa 8 formando un complejo de induccidn
de senales de muerte (DISC). (b) La protedlisis de la procaspasa 8 genera caspasa 8, que puede
evolucionar por la via extrinseca o intrinseca en caso de necesitar amplificar la sefial. (c) Via
extrinseca. Una vez generada la caspasa 8, se inicia la cascada de activacidon de caspasas que
acaba con la induccién de apoptosis. Via intrinseca o mitocondrial, (d) dafios celulares graves
como pueden ser dafios mutagenos en DNA también pueden iniciar esta ruta, (e) inducen una
secuencia de sefializacidn a través de p53 y Bax como mediadores que liberan a Cit C al citosol.
(f) En condiciones normales Bcl-2 inhibe la accion de Bax sobre la mitocondria y Cit C. (g) El Cit C
citosdlico forma un complejo denominado apoptosoma junto con la procaspasa 9 y Apaf-1 que
activan la proteina caspasa 3 y se induce apoptosis.
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e ATLs como activadores de FAS/CD95.
La incorporacion de las APCs y AEPs en los lipid raft (Figura 12) induce cambios
estructurales y de composicién que modifican la seializacion y regulacion de
supervivencia y apoptosis, induciendo muerte celular tanto por la via intrinseca como

por la extrinseca.143852,57,58

Los ATL, una vez incorporados a los lipid raft (Figura 12), inducen una reorganizacion
estructural del raft donde se produce el reclutamiento de los receptores de muerte
Fas/CD95, provocando su trimetizacion.3857°% Esta agrupacion de Fas/CD95
independientemente de la presencia de su ligando FasL/CD95L genera el complejo
proteico DISC que activa las caspasas y provoca la apoptosis de la célula de manera

analoga a la ruta de sefializacién fisioldgica anteriormente descrita.'#>>

Por otro lado, los ATLs pueden permear la membrana y una vez en el citosol,
incorporarse a la membrana mitocondrial, provocando una disrupcién en la cadena de
transporte electronico, liberando citocromo C (Cit C) al citosol, lo que genera ROS
(Especies reactivas de oxigeno) en la mitocondria. El Cit C liberado activa a las caspasas,

induciendo muerte celular.”?
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Figura 12. Induccion de muerte celular en presencia de ATLs. (a) Los ATLs se incorporan en el
lipid raft y provocan la agregacién (b) de los receptores de muerte Fas/CD95 y formacion del
complejo de muerte celular (DISC) independientemente de su ligando natural. También los ATLs
(c) se incorporan a la membrana mitocondrial generando estrés oxidativo (ROS) y liberacion de
Cit C al citosol (d) activando a las caspasas e induciendo apoptosis.
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1.6.3. Ruta de supervivencia celular PI3K/Akt

La ruta de sefializacidon de supervivencia celular PI3K/Akt tiene lugar en el lipid raft y
consiste en una cadena de activaciéon por fosforilacion de diferentes sustratos y
proteinas que transduce una sefial externa a la célula en sefiales metabdlicas que
inhiben la apoptosis y promueven la proliferacion, crecimiento y supervivencia
celular.%9¢1 A continuacion se describird la ruta de sefializacion PI3K/Akt (Figura 13) en

condiciones fisioldgicas.

El receptor RTK (receptor tirosina kinasa) se activa cuando dimeriza como consecuencia
de la unién con un ligando enddgeno (activador de RTK), como puede ser un factor de
crecimiento.5%%3 Esta dimerizacion provoca que se reclute PI3K (fosfatidilinositol-3
kinasa) al lipid raft y de esta manera pueda ejercer su funcién kinasa sobre
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP,). PIP2 es un glucolipido de membrana que actua de
intermediario en esta ruta de sefializacidon. La fosforilacion de PIP, produciendo PIP;
(fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato) conduce a la migracion de la proteina kinasa Akt
(también denominada proteina kinasa B) al lipid raft, que se asocia a PIP3, donde se
producira su activacion en dos aminoacidos: Thr308 y Ser473 por accion de PDK1y PDK2
(Kinasa dependiente de fosfatidilinositido 1y 2) respectivamente.?*%> La fosforilacion en
Thr308 ya forma una Akt monofosforilada y activa, pero su maximo grado de activacién

lo alcanza cuando se encuentra fosforilada en sendos aminoacidos: Thr308 y Ser473.%°

Una vez se ha fosforilado Akt, su forma fosforilada y activa se libera al citosol, donde
puede fosforilar a sus sustratos (AktL) que inhiben procesos de arresto del ciclo celular

y de induccion de apoptosis, promoviendo el crecimiento y proliferacion celular.

Se ha detectado una estrecha relacion entre Akt y los dafos en el DNA, ya que Akt
activado, promueve la reparacidon del DNA y mecanismos de defensa antioxidante por
activacion de la ruta Nrf2.” Por ello, mutaciones que afectan a proteinas de la ruta
PI3K/Akt, pueden conllevar una hiperactivacién de Akt dificultando la induccién de
apoptosis de células tumorales y originar, por tanto, células radiorresistentes y

quimiorresistentes,36870
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Figura 13. Modelo de participacion de los lipid rafts como plataforma en la ruta de sefializacidn
de supervivencia PI3K/Akt. En condiciones fisiolégicas, RTK es activada dimerizando, secuestra
a PI3K a la membrana celular, (a) donde PI3K fosforila PIP, a PIPs. PIP; recluta a Akt y sus
proteinas kinasas PDK1 y PDK2 atrayéndolos a la membrana celular, donde ejercen su actividad
kinasa sobre Thr308 (b) y Ser473 (c) respectivamente. Una vez Akt es activado por fosforilacion,
puede actuar en diversas rutas de sefalizacion de supervivencia celular a través de la
fosforilacion de diferentes sustratos (d) que inhiben la muerte celular y mantienen la
homeostasis de la célula.
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e ATLs como inhibidores de la ruta de supervivencia celular PI3K/Akt
La incorporacion de ATLs en los lipid raft reorganizan estos dominios de membrana a
nivel de estructura y composicion, modificando la sefalizacién y regulacién de
supervivencia y muerte celular. (Figura 14) Los ATLs provocan un desacoplamiento de
las proteinas que participan en la fosforilacion de Akt, provocando que predomine su
forma inactiva y desfosforilada y en consecuencia, inhibir la supervivencia celular en la

ruta de sefializacién PI3K/Akt, induciendo apoptosis.18627172
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Figura 14. Actuacion de los ATLs en la ruta de sefializacion PI3K/Akt. (a) El ATL se incorpora en
el raft lipidico. En consecuencia, (b) se reorganiza la estructura y composicion de la balsa lipidica,
desacoplandose de la membrana proteinas kinasa que participan en la ruta de sefalizacion
(PI13K, PDK1, PDK2 y Akt) interrumpiéndose la ruta PI3K/Akt. Libre en el citosol, (c) Akt
desfosforilada estda inactiva y no ejerce su funcién kinasa sobre AktL. Los sustratos de Akt sin
fosforilar participan en procesos de induccion de muerte celular, arresto del ciclo celular,
degradacion de DNA y pérdida de potencial de membrana.
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1.6.4. Otros puntos de actuacion de ATLs

La incorporacién de los ATLs en los lipid raft, en conjunto con los procesos
anteriormente explicados, también provoca un desplazamiento y reorganizacioén de los
canales idnicos en rafts lipidicos, aumentando los niveles de Ca?* intracelular.” En los
lipid rafts de las células tumorales tiene lugar la asociacion de los canales de calcio Orail
con el canal de potasio SK3. Esta asociacion se ha encontrado Unicamente en células
tumorales y participa en procesos de metastasis tumoral.”* La incorporacion de ATLs a
los raft, provoca la disgregacion del complejo SK3-Orail,*® inhibiendo la entrada de

calcio al medio intracelular y con ello la metastasis.194857.75

Los ATLs impiden la sintesis de fosfatidilcolina inhibiendo el enzima CCT (fosfocolina
citidiltransferasa),*® que ejerce su funcién en el reticulo endoplasmatico (RE). En
consecuencia, interrumpir su actividad enzimdatica, modifica el metabolismo lipidico,

generando estrés en el reticulo endoplasmatico y generando sefiales proapoptéticas.
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1.7. Alquilfosfocolinas como antileishmaniosos y otras bioactividades

Las APCs y los AEPs presentan un amplio espectro de actividades biolégicas, donde la
longitud de la cadena lipidica es de alta importancia (actividad antitumoral favorecida
en intervalo Ci6-Ci1s)’® asi como la naturaleza de la cabeza polar.”””’® Ademds de la
actividad como antitumorales, presentan actividad antiinflamatoria, antiparasitaria
contra la leishmaniosis (visceral y cutanea), antifungica, antibacteriana e
inmunomoduladora (que puede ser inmunosupresora o inmunoactivadora segun la

longitud de la cadena lipidica).*>780

La leishmaniasis es una enfermedad tropical emergente con una gran incidencia en la
poblacion presentando altos indices de mortalidad.?! Esta enfermedad parasitaria esta
causada por la infeccion de células a nivel cutdneo o visceral por protozoos del género
Leishmania (P. ej.: L. donovani y L. infantum). La leishmania presenta dos formas
morfoldgicas segun se encuentre infectando una célula o libre. Los promastigotos
presentan flagelo mientras que se denominan amastigotos cuando se encuentran
infectando una célula, carecen de flagelo y presentan un cinetoplasto y es la forma

observada en biopsia para el diagndstico de la enfermedad.

Los ATLs como miltefosina, perifosina y edelfosina muestran potente actividad in vitro e
in vivo frente a la leishmania. La miltefosina se comercializa para tratamiento de
leishmania siendo la Unica opcién farmacolégica disponible por via oral (Impavido, via
oral, para uso clinico y Milteforan, via oral, para uso veterinario),’>’° lo que la ha
convertido en compuesto lider de esta familia de ATLs para la busqueda de actividad
anti-leishmania.®? La miltefosina presenta actividad anti-leishmania variable en funcién
de la especie de Leishmania y de la region geografica. Se puede generar mecanismos de
resistencia a miltefosina por exposicion prolongada al farmaco, reduciendo su actividad
como antiparasitario. No obstante, Impavido (miltefosina, via oral) es el tratamiento de
eleccion para tratar leishmaniosis visceral y cutdnea resistente a otros farmacos anti-

leishmania como los basados en Sb(V).23
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Estos ATLs muestran actividad antiparasitaria frente a Trypanosoma cruzi y T. brucei

aunque no se conoce todavia el mecanismo de accién farmacoldgica.

El mecanismo de accién anti-leishmania permanece en gran medida desconocido. No
obstante, se ha observado que hay un incremento en las ROS y estrés mitocondrial en
conjunto con la inhibicion de la acil-CoA aciltransferasa alquil especifica glicosémica;

alterando la composicién lipidica.®*

La incorporacion de estos ATLs en la membrana aumentan su fluidez®> y en
consecuencia, se aumenta la permeabilidad del otro farmaco consiguiendo un efecto
sinérgico,®® por lo que la terapia combinada o la realizacion de moléculas hibridas con
ATLs representa una herramienta farmacolégica a considerar. Por ejemplo, en
coinfecciones de leishmania y otros casos de parasitosis asociada con VIH se ha

contemplado la terapia combinada.?”8°
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1.8. Ensayos clinicos y preclinicos de ATLs

Dentro de la gran familia de los lipidos antitumorales, unicamente la miltefosina se ha
aprobado para uso clinico como antitumoral (Miltex), de uso tépico para metdstasis

cutaneas en cancer de mama.

Se ha explorado la posible aplicacion farmacolégica de diferentes alquilfosfocolinas
(APCs): miltefosina 6, perifosina 7, erufosina 8 y erucilfosfocolina 9.1217.90-94 Se ha
planteado la posibilidad de usar la edelfosina 3 para tratar la esclerosis multiple®®

ademas de como antitumoral.®>°¢ (Figura 15)
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Figura 15. ATLs de especial interés en clinica: edelfosina 3, miltefosina 6, perifosina 7,
erucilfosfocolina 8 y erufosina 9.
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La perifosina 7 incrementa la eficacia de la radioterapia en algunas lineas celulares de
carcinoma cuando se usan en combinacién.’®2 Se han realizado ensayos clinicos con
APCs tanto para monoterapia®’®® como en terapia combinada.®® Actualmente hay

ensayos clinicos abiertos para el uso de miltefosina contra la leishmaniosis.'®

La utilizacion de los ATLs en terapia multidiana combinada con diferentes farmacos
antitumorales ha pretendido buscar un efecto sinérgico producto de dicha asociacion.0?
Por otro lado, la toxicidad de los ATLs y efectos secundarios se ha reducido

significativamente con éxito mediante su encapsulacién en nanoparticulas lipidicas'®?

106 107

o utilizacion de nanoemulsiones.

Estudios recientes in vivo administrando edelfosina 3 encapsulada en nanoparticulas
lipidicas marcadas radiactivamente han estudiado diferentes vias de administracion,
pareciendo la via intraperitoneal la mdas adecuada para maximizar la biodisponibilidad

de la edelfosina 3.198

Se ha continuado investigando a los ATLs y su mecanismo de actuacion, donde el grupo
del Dr. Mollinedo demostré que la edelfosina es capaz de inducir selectivamente
apoptosis sobre células tumorales del linfoma de manto y leucemia linfocitica crénica
tanto in vitro como in vivo.'%° También, la edelfosina 3 es efectiva para el tratamiento
del cancer de pancreas, actividad en la que se logra afectar a las células madre tumorales
(CSCs, Cancer Stem Cells),**? siendo estas células, resistentes a la quimio y radioterapia,
las principales responsables de la reincidencia, resistencia, proliferacion y metastasis

tumoral constituyendo el ~5 % de la masa tumoral.'!!

Se ha iniciado la posibilidad de realizar adaptaciones en la formulacién de los ATLs,
administrandolos en forma de nanoparticulas, para ejercer su actividad antitumoral
reduciendo su toxicidad habiéndose realizado ensayos in vivo con edelfosina 3.1%3 De
esta manera, caben esperar prometedores avances en la aplicacion de los ATLs, incluso
de los actualmente conocidos, ya que podrian encontrar o mejorar su utilidad
farmacolégica mediante la aplicacidn de los ultimos conceptos en quimica medicinal y

tecnologia farmacéutica.
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2. Sintesis enantioselectiva de compuestos bioactivos.
Agentes neurotréficos

La sintesis enantioselectiva de compuestos bioactivos ha sido uno de los objetivos
fundamentales de nuestro grupo de trabajo desde hace algunos afos. Para realizar,
dichas sintesis, en muchas ocasiones resulta ventajosa la utilizacion de compuestos
naturales abundantes y facilmente accesibles, ya que estos procedimientos en
numerosos casos permiten reducir el nUmero de etapas sintéticas y obtener finalmente

mejores rendimientos, que en el desarrollo de una sintesis total.

El acido ent-halimico 12, diterpeno biciclico, aislado de Halimium viscosum (Familia:
Cistaceae, quimiotipo: Villarino de los Aires, Salamanca)*? (Figura 16) es uno de los
materiales de partida mds ampliamente utilizado por nuestro grupo, debido a que sus
caracteristicas estructurales: cadena lateral insaturada A*® funcionalizada en C15; un
doble enlace 1(10) y un grupo carboxilico en C18, son muy adecuadas para nuestros
propdsitos sintéticos referentes a la obtencién de productos naturales bioactivos o de

compuestos de alto valor aiadido.

Acido ent-halimico, 12
H. viscosum
(Villarino de los Aires)

Halimium viscosum

J

Figura 16. Acido ent-halimico 12, estructura de referencia y Halimium viscosum.
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A continuacién, se describirdn los siguientes apartados clave en el desarrollo de este

trabajo referentes a los halimanos y acido ent-halimico como material de partida.

2.1. Diterpenos biciclicos de esqueleto halimano. Biosintesis general
2.2.  Halimium viscosum: quimiotipos y nuevos esqueletos carbonados.
Halimanos
2.2.1. Clasificacion de halimanos
2.2.2. Biosintesis de halimanos
2.3.  Acido ent-halimico como material de partida en sintesis.
2.4. Halimanos naturales antibacterianos
2.4.1. Clasificacion de halimanos naturales antibacterianos
2.4.2. Halimanos aislados de bacterias
2.4.3. Halimanos antibacterianos aislados de plantas
2.5. Agentes neurotroficos
2.6. Bioconjugados y-hidroxibutenolida como farmacéforo de accidn
antitumoral

2.6.1. Antecedentes del grupo en el campo de los ATLs y bioconjugados
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2.1. Diterpenos biciclicos de esqueleto halimano. Biosintesis general

Los terpenos constituyen una de las familias de productos naturales mas numerosa,
(actualmente se conocen mas de 18.000 derivados) y estructuralmente diversa, que se

encuentra en los seres vivos desarrollando diferentes funciones fisioldgicas.

Los diterpenos son un grupo de terpenos derivados de pirofosfato de geranilgeranilo
(PPGG) de los que se conocen actualmente mds de 126 esqueletos carbonados

diferentes.

Dichos compuestos se pueden agrupar en dos grandes grupos; aquellos diterpenos en
los que el grupo pirofosfato (PP) interviene directamente en la generacion de un
carbocatién en el primer paso de la biogénesis, y en el otro grupo aparecen los
diterpenos generados a partir de ciclaciones previas y posterior pérdida del grupo
pirofosfato. Los labdanos y los diterpenos relacionados (como los clerodanos) se
incluyen entre estos ultimos. Dentro de ellos se enmarca el pequeio grupo de halimanos
como se indica en el esquema biogenético general. (Esquema 1) A diferencia de
labdanos y clerodanos, cuyos miembros rebasan los mil derivados, los halimanos
conocidos hasta el momento son mucho menos numerosos, Unicamente se conocen

unos 300 compuestos con este tipo de esqueleto.
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oPP oPP oPP

OPP

(Labdano-PP) (Halimano-PP) Clerodano-PP
(PP-copailo)

SN

dF

1(19)_Halimenos 5(19).Halimenos 5-Halimenos

Esquema 1. Biosintesis general: labdanos, halimanos y clerodanos.

La ciclacidon de PPGG (Esquema 1) genera el pirofosfato de copailo (PP-copailo) que da
lugar a los diferentes labdanos. La evolucion de PP-copailo mediante migracién de H9 y
Me-20 conduce al pirofosfato de tipo halimano que puede estabilizarse mediante
eliminacion de H1 o H5 o bien por transposicion de H5 y eliminacion de H6 dando lugar
a diferentes esqueletos halimenos conocidos. Estos pueden clasificarse segun resulte la

posicion del doble enlace anular en: halim-1(10)-eno, halim-5(10)-eno y halim-5-eno.*3
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2.2. Halimium viscosum. Quimiotipos y nuevos esqueletos carbonados.
Halimanos

El Halimium viscosum (familia Cistaceae) es, hasta el momento, la planta de la que se ha
aislado un mayor numero de halimanos. Originalmente dichos compuestos se conocian
con el nombre de labdanos reordenados,'*''> isolabdanos''® o friedolabdanos,*'7-121
pero con el propdsito de simplificar la nomenclatura del gran nimero de compuestos
de este tipo aislados de Halimium viscosum se propuso denominarlos halimanos,
haciendo referencia a su fuente vegetal.'?2 Con el estudio de plantas clasificadas como
H. viscosum, extensamente estudiada en nuestro grupo de trabajo del Departamento de
Quimica Organica de la Universidad de Salamanca, se ha podido comprobar la existencia
de cinco quimiotipos diferentes, conocidos de acuerdo al lugar de procedencia de la
planta: H. viscosum (Villarino de los Aires, Salamanca),'’> (La Fregeneda,
Salamanca),'?*>1%4 (Valparaiso, Zamora),'?> (Celorico da Beira, Portugal)?® y (San Jodo da

Pesqueira, Portugal).1?’
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Como hecho mas resefiable de dichos estudios, destacaremos la determinacion

estructural de compuestos correspondientes a cinco nuevos esqueletos carbonados:

130

Tormesanos,1?812° tormesolanos, fregenedanos,’3132  jsofregenedanos,!33134

valparanos3®>13° y valparolanos.*° (Figura 17
y

Diterpenos biciclicos Diterpenos triciclicos

tormesano tormesolano valparano

-
-

fregenedano isofregenedano valparolano

Figura 17. Nuevos esqueletos diterpénicos encontrados en Halimium viscosum.

Debido al continuo trabajo desarrollado por nuestro grupo con compuestos de
esqueleto halimano, en 2018 se realizé una revision bibliografica publicada en Natural

113

Product Reports'*> en el que se realizé una clasificacion, y una propuesta biosintética de

dichos compuestos.

A continuacidn se tratara la clasificacion que se ha establecido para dichos compuestos

y un resumen de la propuesta biosintética de los mismos.
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2.2.1. Clasificacion de los halimanos
La clasificacién propuesta para los halimanos (Figura 18) se basa en la posicion del doble
enlace anular y en la transformacion de las estructuras basicas. De esta manera surgen

los seis grupos de halimanos:

1.- Halim-1(10)-eno.

2.- Halim-5(10)-eno.

3.- Halim-5-eno.

4.- Dihidrohalimanos.

5.- Seco- y norhalimanos.

6.- Halimanos reordenados.

Los grupos principales de halimanos son los tres primeros, segun la posicion del doble
enlace anular: 1(10), 5(10) y 5-eno. Por transformacién de estos esqueletos basicos,
aparecen otros tres grupos de halimanos: dihidro, seco y norhalimanos y finalmente

halimanos reordenados, tal y como puede observarse en la Figura 18.

Hasta el momento, en las revisiones realizadas en nuestro grupo, se ha descrito la
estructura de 246 halimanos!!® y mds recientemente se han encontrado 51 nuevos

compuestos con dicho esqueleto.#!
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GRUPO SERIE

Normal Anti o enantio 8-Epi 8-Epi-ent
15
16
13
57 1(10)
5(10)
Halimeno 5

Z S
19 18

19 18
halim-1(10)-eno ent-halim-1(10)-eno

1.- Halim-1(10)-enos

8-epi-halim-1(10)-eno 8-epi-ent-halim-1(10)-eno

-

2.- Halim-5(10)-enos

-

halim-5(10)-eno

ent-halim-5(10)-eno 8-epi-halim-5(10)-eno  8-epi-ent-halim-5(10)-eno

-

3.- Halim-5-enos

-

halim-5-eno

ent-halim-5-eno 8-epi-halim-5-eno 8-epi-ent-halim-5-eno
(No conocido)

S
S

-

4.- Dihidrohalimenos

-

‘,,

dihidrohalimano dihidro-ent-halimano  dihidro-8-epi-halimano ~ 9inidro-8-epi-

ent-halimano

= [
o o

' S

tetranorhalimeno

‘n,,

///," .

‘,,

5.- Seco- y norhalimenos 3-seco-ent-halimano dinor-ent-halimeno trinor-ent-halimeno

aa

6.- Halimanos reordenados

‘,,

Figura 18. Clasificacion de los halimanos.
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Buena parte de los halimanos conocidos presentan actividades biolégicas como

147 151

antitumorales,#>14¢  antiinflamatorios, antimicrobianos,1#10  antifingicos,

152

inhibidores de la germinacidén,™* etc. y estan siendo objeto de estudio actualmente.

En la Figura 19 aparecen algunos de los halimanos conocidos mas relevantes, como son
acido ent-halimico 12, chettaphanin | 13, chettaphanin Il 14, tuberculosinol 15,
isotuberculosinol 16, 1-tuberculosinil-adenosina (1-TbAd) 17 y N®-tuberculosinil-

adenosina (N°-TbAd) 18.

Tuberculosinol*>31%4 15, isotuberculosinol*>>*>7 16 y anélogos 17-18 (Figura 19) son
halimanos que, como se detallard mas adelante, pueden ser considerados como
Factores de Virulencia (FV) de Mycobacterium tuberculosis, que es el microorganismo
que causa la enfermedad de la tuberculosis, una de las mayores causas de morbilidad y
mortalidad en el mundo.'®® Estos compuestos podrian ser dianas en una nueva ruta
hacia la terapia antiinfecciosa. 1°® 1> Recientemente, los derivados de la tuberculosinil-
adenosina 17 y 18 se estan probando como biomarcadores para el diagnéstico precoz

de la tuberculosis.160.161
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Figura 19. Halimanos mas relevantes 12-18.
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2.2.2. Biosintesis de halimanos
Los diferentes diterpenos de esqueleto halimano se forman por ciclacion de difosfato

geranilgeranilo (GGPP) catalizada por diterpeno ciclasas de tipo Il (DTCs). 162-164

Las DTCs de tipo Il se caracterizan por poseer una secuencia DXDD, rica en aspartato, y
se diferencian de las terpenil sintasas de tipo | (TPS) por no tener el fragmento rico en
aspartatos DDXXD. (Esquema 2) Se han realizado diferentes estudios que revelan que es

el aspartato de “mitad” del fragmento DXDD acttia como catalizador acido. 16>16®

Dichas DTCs catalizan la biciclacion de GGPP mediante un mecanismo acido-base
general. El proceso se inicia mediante protonacién del doble enlace 14,15 del E,E,E-
GGPP seguido por sucesivos ataques, mediante adicion anti, de los dobles enlaces: C10
sobre C15, seguido de C7 sobre C11. Como resultado, se pueden formar cuatro sistemas
biciclicos. Dependiendo del conférmero del sustrato proquiral (19-22) que intervenga
en la ciclacion, surgen los diferentes estereoisomeros de labda-13-en-8-il* difosfatos
intermedios (23-26). Estos difosfatos por reaccidn con una base proporcionan los

diferentes tipos de labdano de la serie normal y antipoda 27-30.

Cuando en lugar de producirse la estabilizacion de 23-26 (Esquema 2) por perdida de
protdén se produce un reordenamiento, aparecen los cationes intermedios halim-13E-
en-il difosfatos 31-34 respectivamente, que ya contiene la estructura con esqueleto
halimano. Dicho reordenamiento se produce mediante un reordenamiento-1,2

secuencial de hidruro (H-C9 a H-C8) y de grupo metilo (migracién de metilo de C10 a C9).
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R: WOPP

c: conformacién de silla

b: conformacion de bote

OO X0O
T
Pl

opp opp

29
ent-CPP
reord. reord. reord. reord. sin-ent-CPP
OPP OPP OPP OPP

Esquema 2. Biogénesis de los halimanos.
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Dichos halimenil-difosfatos 31-34 pueden evolucionar de diferentes formas. (Esquema
3) Puede ser por perdida de protdn y dar lugar a los dos halimenil difosfato intermedios
35 y 36 o reordenar mediante trasposicién de hidruro, generando el carbocatién

intermedio 37, que puede perder un protdn y generar el halimenil difosfato 38.

Los intermedios halimenil difosfatos 35, 36 y 38 pueden presentar diferentes formas
diastereoisoméricas (39-42), (43-46) y (47-50) que corresponden a HPP, sin-HPP, ent-
HPP y sin-ent-HPP respectivamente y son los intermedios precursores de la mayoria de
los halimanos conocidos. 16%167.168 E| prefijo sin hace referencia a la configuracion cis

entre H8 yC20.

El intermedio 37 también puede estabilizarse con agua para formar dihidrohalimenos
51 o reordenar un grupo metilo (migracion de metilo de C4 a C5) generdndose asi una
estructura diterpénica de esqueleto clerodano, que pueden ser trans y cis clerodanos

generando las mas de 1300 estructuras conocidas de esta familia de diterpenoides.
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OPP OPP :

43

5(10),13-HPP
1(10),13-HPP

$ 36
halima-5(10),13-dienil
difosfato 45

5(10),13-ent-HPP  5(10),13-sin-ent-HPP

halima-1(10),13-dienil
difosfato

1(10),13-ent-HPP  1(10),13-sin-ent-HPP

OPP
OPP

< 51 \ J halima-5,13-dienil R 47-50
dihidrohalimenos difosfato B -
OPP
Pz
5,13-HPP
R: H
WOPP
clerodanos 37
5,13-ent-HPP 5,13-sin-ent-HPP

Esquema 3. Biogénesis de los halimanos. (Continuacion)
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2.3. Acido ent-halimico como material de partida en sintesis

El dcido ent-halimico 12 y su acetil derivado, son los componentes mayoritarios del
extracto de hexano de Halimium viscosum (Villarino de los Aires). 112123124169
Actualmente se ha desarrollado un procedimiento de aislamiento barato y eficaz que
permite disponer de forma rapida de dicho compuesto como material de partida, que

puede ser utilizado en cantidad de multigramos.

En la Figura 20 aparecen algunos de los derivados sintetizados a partir de acido ent-

halimico 12, clasificados en diferentes grupos:

1.- ent-Halimanolidas.*’%173

2.- Chettaphanines.'’#17>

3.- Sesterterpenolidas.122 209-211

4.- Bioconjugados de sesterterpenolidas y glicerofosfolipidos.17

5.-Compuestos reordenados de diferentes esqueletos: ent-

labdanos,”’abeopicrasanos!’® y propelanos.’
6.- Sesquiterpeno quinona e hidroquinona.®

7.- Sesqui- y diterpeno-alcaloides.!?” 217-221
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4.- Sesterterpenolidas bioconjugadas

v
v
\Y
Vil

3.- Sesterterpenolidas

Ac 18R
H 18R
Ac 18S
H 18S

N

2.-Chettaphanines

~

1.- Ent-halimanolidas

5.- Compuestos reordenados
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7.-Terpeno alcalaoides

N

HZNH

N\\_//N—Me

o)
HO
neomamanutha aureol smenoqualona cjclosmenospongina
propelanos )L quinona pong ) 12-epi-polialtenol  12-epi-ent-pentaciclindol
Figura 20. Compuestos sintetizados a partir de acido ent-halimico.
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2.4. Halimanos naturales antibacterianos

Actualmente se tiene constancia de que las bacterias son microorganismos capaces de
desarrollar colonias estructuradas denominadas biopeliculas (biofilm) y que estas
agrupaciones presentan mayor resistencia frente a agentes biocidas. Se conocen
halimanos con propiedades como bactericidas que potencialmente podrian utilizarse

como agentes antibiofilm.

Por ello, durante el desarrollo de este trabajo doctoral, y dada la relacion de nuestro
grupo con los halimanos, se decidié llevar a cabo una revision'® sobre los halimanos

antibacterianos naturales conocidos, del cual se describe a continuacion un resumen.

Una biopelicula bacteriana es una colonia estructurada de células bacterianas que
aparece cuando el plancton de dichos microorganismos esta incrustado en una matriz
polimérica compuesta por exopolisacdridos, proteinas y acidos nucleicos desarrollados
por los mismos, y adheridos a una superficie viva o inerte.’®%183 para formar parte de
una biopelicula, las bacterias realizan cambios importantes en sus estructuras vy

metabolismo.

El biofilm bacteriano facilita la supervivencia de las bacterias patdgenas en su ambiente
bioldgico, protegiendo a las bacterias de la respuesta inmunitaria del huésped y de
biocidas como antibidticos o desinfectantes. El impacto de las biopeliculas en la salud
esta fuera de discusion, pues a medida que aumenta la formacién de biopeliculas
aumenta la resistencia bacteriana a los antibidticos. El concepto moderno de
biopeliculas fue introducido por Costerton y col.,'82 pero no fue hasta la década de 1990

cuando aparecié el concepto actual de biopelicula.'®

Las biopeliculas pueden actuar como reservorios de agentes infecciosos. Mas del 60%
de las infecciones bacterianas son causadas por biopeliculas y son considerados como
una amenaza clinica por su crecimiento en catéteres o instrumentos quirurgicos, por
ello es necesario desarrollar nuevos protocolos para desinfeccidn, no solo en entornos

clinicos sino también en granjas de animales y en el procesamiento de alimentos.'8418

Las biopeliculas de Mycobacterium tuberculosis descubiertas recientemente abren un

nuevo area de investigacion. El tratamiento de estas infecciones es mas efectivo cuando
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se utilizan antibidticos en los primeros pasos del desarrollo de la biopelicula.’® Se ha
demostrado que el biofilm esta implicado en la resistencia de M. tuberculosis a
medicamentos antituberculosos y se ha comprobado que la tasa de muerte de bacterias
aumenta cuando se combinan, en los tratamientos, los antibidticos con agentes
antibiofilm. 184186-188 por ello, es fundamental desarrollar nuevos procedimientos que

permitan una deteccion precoz de la enfermedad introduciendo nuevos biomarcadores.

Las nuevas terapias dirigidas al control de los factores de virulencia (FV) son de maximo
interés. Los FV estdn involucrados en invasién, persistencia, lisis y evasién del sistema
inmunitario innato, aunque las FV no son esenciales para el crecimiento bacteriano
fuera de la célula huésped. Dos diterpenos tuberculosinol, 15 e isotuberculosinol, 16,

pueden considerarse FV en Mycobacterium tuberculosis. (Figura 21) 1>°18

OH
N=\ R
OH HZN\A(N WOH
|
_— N\7N o OH
HO ®

1-Tuberculosinil
adenosina (1-TbAd), 17

Tuberculosinol, 15 Isotuberculosinol, 16

OH
N=\ B

H
N WOH
N
| o)
= N\¢N OH

N8-Tuberculosinil
adenosina (N8-TbAd), 18

Figura 21. Halimanos como VF y potenciales biomarcadores.

En la biosintesis de tuberculosinol, 15, e isotuberculosinol, 16, intervienen dos genes
(Rv3377c y Rv3378c) que se encuentran solo en especies virulentas del género
Mycobacterium (como M. tuberculosis y M. bovis),***°1 por lo que pueden estar

involucradas en los procesos de infeccion de estas bacterias. Tuberculosinol, 15, e
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isotuberculosinol, 16, inhiben la maduracién del fagolisosoma, asi como la fagocitosis
de los macréfagos, ademas se produce un efecto sinérgico debido a la coexistencia de

ambos compuestos. 192-194

Dado que, tuberculosinol, 15, como isotuberculosinol, 16, son biosintetizados por las
proteinas (Rv3377cy Rv3378c) que son esenciales para la supervivencia de las bacterias
dentro del macréfago, ambas enzimas son nuevos objetivos para terapias anti-
infecciosas y para el desarrollo de nuevos farmacos contra tuberculosis pues bloquean

la formacién de los factores de virulencia (tuberculosinoles).8?

Ademas, los nuevos derivados naturales del tuberculosinol, con una unidad de
adenosina en C15 del diterpeno, aislados de M. tuberculosis, 1°%'%> 1-TbAd, 17 y N°-
TbAd, 18, se estan probando como biomarcadores para el diagndstico precoz de la

tuberculosis. (Figura 20)

En ese estudio lipidémico se ha demostrado que la enzima Rv3378c es la responsable
de la formacién de 1-TbAd, 17; y por tanto esta proteina parece ser una tuberculosinil

transferasa (prenil transferasa).®®

181

A continuacién se realizara un resumen de dicha revision bibliografica,*®* referente a

halimanos naturales antibacterianos.

2.4.1. Clasificacion de halimanos naturales antibacterianos

En organismos marinos y bacterias, los halimanos no son muy abundantes, pero son muy
interesantes debido a sus propiedades bioldgicas. Estos compuestos han sido aislados
de moluscos (Austrodoris, Spurilla), esponjas (Agelas, Raspailia, Dysidea), tunicados
(Cystodytes), cnidarios (Echinomuriceae, medusa, anémonas, polipos o corales). Los
halimanos aislados de organismos marinos se han organizado en tres grupos atendiendo
a sus caracteristicas estructurales: halimanos simples, halimano-gliceroles y halimano-

purinas. En otros grupos, se recogen los halimanos procedentes de bacterias y plantas.

Las halimano-purinas, derivados de halimano de biogénesis mixta, siguen procesos

biosintéticos similares a las rutas en las que actuan la Rv3378c como enzima.
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¢ Halimanos simples de origen marino con actividad antibacteriana
En la Figura 22 aparecen los halimanos de origen marino 16 y 52-58 encontrados hasta
el momento. Entre ellos se encuentra nosybercol, aislado como un solo estereoisémero
en 2004 de la esponja Raspailia sp. de las Islas Nosy Be (Madagascar).??° En el momento
de su descubrimiento, no se determiné ni la configuracién del C-13 ni la configuracion
absoluta. Unos afios mas tarde, el nosyberkol fue identificado como isotuberculosinol,
16, uno de los metabolitos aislados de M. tuberculosis que aparece junto con
tuberculosinol 15. Las estructuras de estos ultimos compuestos fueron corroboradas por

sintesis, estableciéndose de esta manera la configuracion absoluta. 19719

HO

Isotuberculosinol, 16 Spurillin B, 52 Equinohalimano A, 53
(Nosyberkol)

o} ) o) \

N N

H =

~ OH

>
4

Ambliol B, 54 Ambliol C, 55

Ditesinin A, 56 Ditesinin B, 57 58

Figura 22. Halimanos simples de origen marino, antibacterianos 16 y 52-58.
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e Derivados halimano-gliceroles aislados de organismos marinos
En la Figura 23 aparece la estructura de una serie de halimano glicerol aislados de
alomonas procedentes del nudibranquio antdrtico (Austrodoris kerguelenensis),
conocidos como babosas de mar. Dichas alomonas estan envueltas en la defensa de
dichos moluscos. Todos estos compuestos, 59-62, son ésteres de 8-epi-ent-halim-1(10)-

eno glicerol, con el resto de glicerol libre o esterificado como acetatos.1%9-201

0
OAc

CHzoAC

Palmadorin R, 61 Palmadorin S, 62

Figura 23. Halimano-gliceroles de organismos marinos, 59-62.

e Derivados halimano-purinas
Se han caracterizado 11 halimano-purinas (63-73), principalmente aisladas de esponjas
marinas. (Figura 24) Como puede observarse, aparecen halimanos que

estructuralmente pertenecen a diferentes grupos.

Todos ellos fueron aislados de esponjas del género Agellas excepto asmarina | 72 y
asmarina J 73, aislados de Raspailia sp. 2°? Estos compuestos muestran actividad
antibacteriana, antifingica, antipaltdica y citotdxica entre otras.!®> Algunos de estos
compuestos poseen actividad antiadherente frente a macroalgas por lo que pueden ser
utiles en la industria pesquera como alternativa a la utilizacidon de derivados metalicos

mas contaminantes.?% Varios de estos compuestos son estructuralmente similares a las
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purinas diterpénicas aisladas de Mycobacterium tuberculosis (1-TbAd, 17 y N®-TbAd, 18)

aunque en estos ultimos la purina aparece glicosilada y con una unidn diferente a la

203

unidad diterpénica.

(+)-8'-Oxo-agelasina C, 63 (-)-Agelasina C, 64 Epi-agelasina C, 65 Isoagelasina C, 66
\ 4
N-_ Ny
P Ve
7
" b
_ NH,
7 H
N .
© Br
(+)-Agelasina J, 67 (+)-Agelasina O, 68 (+)-Agelasina S, 69

7'N 6' N 1
4
9% / \7 N'Me
5\=N >
N
Me

(+)-Agelasimina B, 71 (+)-Agelasimina A, 70 Asmarina J, 73 Asmarina |, 72

Figura 24. Derivados halimano-purinas de organismos marinos, 63-73.
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2.4.2. Halimanos aislados de bacterias

En la Figura 25 aparecen los halimanos aislados de bacterias, pero entre ellos también
se encuentra nosyberkol (isotuberculosinol), 16, aislado de esponjas marinas del género
Raspailia sp. 1°>1%* Todos ellos son halim-5-enos (15-18 y 74-76) y se caracterizan por

sus actividades antibacterianas, la importancia de estos compuestos ya se ha

comentado anteriormente.160:194,195,197,198,204-207

CH,OH

Tuberculosinol, 15 Isotuberculosinol, 16
(Nosyberkol)

OH

N':\ B

N OH
HZN\H\( ' N:':\ QH
| o H Na\..OH
I ¢ a ¢
= = N\?N 0 OH

1-Tuberculosinil
adenosina (1-TbAd), 17

NE-Tuberculosinil
adenosina (N6-TbAd), 18

HO"

Tuberculoseno, 74 Micromonohalimano A, 75 Micromonohalimano B, 76

Figura 25. Halimanos de origen bacteriano 15-18 y 74-76.
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2.4.3. Halimanos antibacterianos aislados de plantas
Los halimanos antibacterianos aislados de plantas (77-81) se muestran en la Figura 26.

Todos ellos son ent-halimanos excepto 79 que es un halimano.150:208-212

Acido tessmannico, 80 Acido tessmannico
metiléster, 81

Figura 26. Halimanos antibacterianos aislados de plantas, 77-81.

Hasta el momento, se ha realizado la sintesis total de los halimanos naturales recogidos
en la Figura 27. Mediante su sintesis total, queda corroborada la estructura de dichos

productos naturales y establecida su configuracién absoluta.
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(+)-Agelasina C, 82

H =

CH,OH

~
g

Tuberculosinol, 15

OH
N:‘—'\ B
N WOH
N| N © OH
/
®\/

1-Tuberculosinil
adenosina (1-TbAd), 17

(+)-83

N8-Tuberculosinil
adenosina (N®-TbAd), 18

Figura 27. Halimanos antibacterianos sintetizados hasta el momento, 82-85.
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2.5. Agentes neurotréficos

Uno de los principales sintomas en las enfermedades degenerativas es la muerte de la
célula neuronal seguida de la pérdida de vias neuronales. En cultivos neuronales, el
crecimiento de las neuritas produce brotes celulares capaces de transformarse en
axones o dendritas, que facilitan conexiones funcionales en el espacio sindptico
neuronal. Tales conexiones juegan un papel importante en la cognicidon cerebral,

plasticidad neuronal, supervivencia neuronal y en la regeneracion.

Por lo tanto, los farmacos que estimulan el crecimiento de las neuritas (neurotrdéficos)

resultan beneficiosos y evitan de ese modo la degeneracion neuronal.

Recientemente se ha establecido la existencia de una familia de compuestos que
contienen el fragmento metilencicloalquil acetato (MCA), que interactian con las
células neuronales y podrian ser inductores del crecimiento de las neuritas.(Figura 28)
De esta manera, el fragmento MCA se presenta como un farmacéforo de compuestos

con actividad neurotroéfica. 213

R \[,;. VL;C ( COOR )
- g\)XJ( v / Fragmento MCA o, (
)

Y L oe 100 h - y ) [/~ > \
== & > /:/1 metilencicloalquil acetato ek pon %’!/ e & /\(«%
AAEFT Rl emmmmm— S NaaslS P\
7D e >

J
7// /% Induccién del d % \fc
crecimiento de neuritas \ PN \ \\\/ ‘/
\\—' 2
-

Figura 28. Efecto de los MCA como neurotroéficos.

La estructura del farmacdéforo MCA puede ser frecuentemente observada como
fragmento estructural de varios compuestos y moléculas de origen natural. Dicha unidad
de MCA se puede observar (Figura 29) en compuestos de origen biolégico muy diverso

como en terpenoides, alcaloides, y antibidticos.
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( 1\
R
X h COOR
¥ COOH
MCA
Disidiolida, 86 Acido ent-halimico, 72 Angolensato de metilo, 87 (metilencicloalquil
(Dysidea etheria) (Halimium viscosum) (Cipadessa baccifera) | acetato)

Figura 29. Compuestos naturales que contienen el fragmento de MCA.

Debido a que entre los terpenoides sefialados en el citado articulo de P. Lazarovici, D.

213 se encuentra el acido ent-halimico 12, nuestro grupo decidié

Tsvelikhovsky y col.
realizar una revisién sobre este tipo de compuestos diterpénicos,?!* recogiendo en dicha

publicaciéon unicamente los diterpenos de origen natural.

Ademas, en el trabajo que ahora se presenta, se pretende ensayar dicha actividad, en
algunos halimanos naturales y sintéticos facilmente asequibles, frente a células PC12.
Estas células constituyen un modelo neuronal utilizado en la investigacién de nuevos

farmacos en el campo de las neurociencias.?®

En el resumen de la revision que aqui recogemos, en las Figuras 30-32, Unicamente
aparecen los compuestos que se han considerado mas relevante de cada grupo en el

que han sido clasificados dichos compuestos.!3

Los diterpenos naturales que contienen el fragmento MCA, se han clasificado en tres
grupos segun el doble enlace anular se encuentre en el anillo A, Grupo | (Figura 30) o en
el anillo B, Grupo Il (Figura 31) y los secoderivados aparecen en el Grupo lll. (Figura 32)
En el trabajo de revisién aparecen recogidos para los compuestos de cada grupo una
tabla en la que se indica la procedencia natural, la actividad bioldgica y la referencia
bibliografica. Todos estos compuestos se han aislado en plantas de diferentes familias y
Unicamente dos de ellos se han encontrado en microorganismos, bacterias del genero

Micromonospora.
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Grupo de halim-1(10)-enos

En este grupo se encuentran 47 compuestos de esqueleto ent-halimano (Figura 30) Casi
todos ellos aparecen funcionalizados en C18 con funcion carboxilica, y unicamente dos
presentan en C19 un grupo hidroxilo o funcién carboxilica. En este grupo se encuentran
compuestos como chettaphanin | 13, que es el primer halimano conocido y el acido ent-

halimico 12, que da nombre a esta familia de diterpenos.

S\VH
~ COOMe

Acido ent-halimico, 12 88

< cooMme

89 90 91

Figura 30. Halimanos del grupo Ent-halim-1(10)-enos 12-13 y 88-91.
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Grupo de halim-5-enos

En este grupo hemos recogido treinta compuestos. (Figura 31) Entre ellos se

encuentran: ent-halimanos, halimanos, 8-epi-halimanos y tetranorderivados.

6]
COOH (6]
—
H =
HO™ .
T COOH
3a-Hidroxi- Acido Koanofilico D, 94

5,6-didehidrochiliolida, 93
COOH

Figura 31. Halimanos del grupo Halim-5-enos, 92-96.

Secohalimenos y 4-eno derivados.

Los 12 seco-halimanos conocidos son todos 3-seco derivados. (Figura 32) Todos ellos
contienen un fragmento furdnico en la cadena lateral o una butan-20,12-olida. El dnico

halim-4-en derivado es un norderivado conocido como teucvin o mallotucin A 100.

R
Acido tessménnico, 80  Secochiliotrin metiléster, 97 1 secochiliolida acido, 98  Teucvin, 100
Me Secochiliolida metiléster 99  (Mallotucin A)

Figura 32. Secohalimanos y 4-en derivados, 80y 97-100.
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2.6. Bioconjugados y-hidroxibutenolida como farmacéforo de accion
antitumoral

El proyecto de investigacion en el que se encuadra este trabajo tiene como uno de sus
objetivos la preparacion de bioconjugados resultantes de la unidn de halimanolidas con

alquilfosfocolinas antitumorales.

Actualmente, se utiliza bien la terapia combinada, o bien la preparacién de
bioconjugados resultantes de la unién de productos naturales o derivados sintéticos de
los mismos con otros farmacos a fin de lograr un efecto sinérgico en la accién
farmacoldgica.?*®2!’ Los hibridos funcionales o bioconjugados son sistemas liberadores
de moléculas bioactivas en una diana farmacoldgica; dichos sistemas estan formados
por un agente bioactivo unido a un fragmento que le otorgue bien selectividad, o bien
qgue actue en otra diana y constituyan en conjunto un sistema de accion farmacolégica

dirigida o multidiana respectivamente.

Los fragmentos que forman el bioconjugado, pueden estar unidos directamente o
separados a través de una molécula de pequefio tamafio denominada separador o

linker.

La naturaleza del hibrido uniendo dos o mds agentes biolégicamente activos se puede
clasificar dependiendo del tipo de unidn. Asi, el hibrido puede formarse por unién de
dos o mas fragmentos moleculares, enlazandolos de manera que sea una unidn
disociable o no, normalmente mediante la utilizacion de un separador (linker). De esta
manera, el bioconjugado mantiene o no su estructura integra para lograr los efectos
deseados mientras se encuentra en el organismo segun el enlace sea estable o se facilite
su ruptura. En consecuencia, se considera la estrategia prodroga cuando el enlace del
hibrido es disociable o si no se produce la ruptura, se considera una aproximacién

farmacoldgica mediante hibridos.
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2.6.1. Antecedentes del grupo en el campo de los ATLs y bioconjugados

Durante afos, nuestro grupo ha mostrado interés en la sintesis de butenolidas y y-
hidroxibutenolidas tanto diterpénicas como sesterterpénicas, (Figura 33) debido a la
interesante actividad bioldgica que presentan estas moléculas que aparece asociada a
la presencia de dicho fragmento lacténico como farmacdéforo para la accion citotdxica.
Dichos compuestos presentan estructura carbonada biciclica del tipo de disidiolida 86 o

15-epi-ent-cladocoran 101-102 o triciclica como luffolida 106.

Considerando la inhibicidn que ejercen las sesterterpenolidas tipo disidiolida sobre la
proteina fosfatasa Cdc25A (IC50 = 9.4 um) y su homodlogo Cdc25B (IC50 = 87 um), que
son enzimas que intervienen en el ciclo celular, tal y como se podria esperar, se ha
comprobado que inhiben el crecimiento de varias lineas de tumores sélidos y leucemias

a baja concentracién micromolar.

Las 15,18-bisepi-cladocoran Ay B 101 y 102, o sus andlogas 103-105, sintetizadas por
primera vez por nuestro grupo, son tan activas como la propia disidiolida 86 frente a
varias lineas tumorales.?'® Con la sesterterpenolida 86 se han sintetizado diferentes

176 como se verd mas adelante. Del mismo modo,

hibridos funcionales,
sesterterpenolidas tipo luffolida 106 son inhibidores de fosfolipasa A, presentando
actividad antiinflamatoria. Como materiales de partida en la sintesis de dichas
butenolidas 86-109 se utilizaron compuestos naturales abundantes y bien conocidos

219

como &cido ent-halimico 12, acido zamoranico?® y esclareol.??°
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Disidiolida, 86 15-epi-ent- Ac 101 103 R:Ac, H,
(Dysidea etheria) cladocoran AyB H 102 104 R:Ac, H

Luffolida, 106
105 (Luffariella sp.)
PLA, inhibidor

H

2
~
-

A
3
2

OH

Luffalactona, 107
(Luffariella variabilis) Limonidilactona, 7108 Sibiricinona B, 7109

PLA; inhibidor

Figura 33. Sesterterpenolidas y diterpenolidas bioactivas, 86 y 101-109.
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En una nueva linea de investigacion en la que esta trabajando nuestro grupo se han
sintetizado tanto ATLs, como bioconjugados en los que participan éteres lipidicos

antitumorales y lactonas sesterterpénicas antitumorales.

En el primer trabajo que realizamos en el campo de los ATLs se sintetizaron analogos de
edelfosina con diferentes modificaciones en la cadena lateral.??* Uno de ellos (Figura 34)
es un derivado insaturado en la posicién de mitad de la cadena alquilica, 110, desde el
cual se puede acceder a la mezcla de ioduros derivados 111, también se sintetizaron el
lisofosfolipido 112 y la fosfatidilserina 113. Dichos compuestos presentan resultados

bioldgicos prometedores.

OMe
SO0 AN PN
o- P o/\/

Edelfosina, 3

— OMe W OMe
Wo/\[ o9 /\[

0 o o
0-P-0"" o- P o ™S
Og O@
Edelfosina insaturada, 110 9'-yodoedelfosina, 111
OH OM
/\91/5\0/\[ o o /\H{E,\o/\[ ; 0
|| N I
0-P-0" X 0-P-0 o°
% o ®NHs
Lisofosfolipido, 112 Fosfatidilserina, 113

Figura 34. Andlogos de edelfosina 3 sintetizados: 110-113.

82



Antecedentes |

En un trabajo posterior se sintetizaron una serie de derivados de edelfosina (Figura
35)'% funcionalizados en la posicion de mitad de la cadena, derivados 114-116, al final

de la cadena, derivados (117-120) y derivados funcionalizados en C2 (121-123).

1 OH
AP I pOMe WO OMe
7\ /7 0 IL® 7' 7 o ,L@
I el =
0-P-0" "X 0-P-0" "X
114 o9 115 09

16 16
oM oM
uso” oMl SR
I N
o",’-o/\/ \ T OF 0-P-0 >N
119 o® /(B‘\G)N / 09
B 120
FF

2 OMe 2 OMe
" O/\E 9 lll@)_ " O/\E I |®
OH o—llvéo/\/ N OPMB 0-P-0"">X
S
121 o 122 (0]
2 OMe
2 O“E 0 |
o N
0-P-0""X
J Zc— ()@
“NONS 123
F'OF

Figura 35. Analogos de edelfosina 3 diferentemente funcionalizados en la cadena lipidica 114-123.
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Dependiendo de donde esté ubicado el grupo hidroxilo, su actividad como inductor de
apoptosis cambia dramdticamente, siendo el mas activo el andlogo 121 frente a las tres
lineas celulares ensayadas (HL-60, Jurkat y Hela), con una actividad comparable a
aquella de la edelfosina 3. Estos resultados nos hacen pensar que el caracter anfifilico
de este tipo de antitumorales es crucial a la hora de incorporarse en los lipid rafts y

ejercer su actividad.

Los tres analogos fluorescentes, interesantes debido a su posible uso como trazadores
tumorales in vivo, 116, 120 y 123, son activos frente a HL-60 en bajas concentraciones,

10-30 pM, sobre todo a tiempos largos.

Los analogos que poseen heterodtomos, como yodo 114 o grupos hidroxilos protegidos

en forma de acetoxilo 118, o éter: 119y 122, no resultaron activos

Los ensayos bioldgicos realizados con estos compuestos se llevaron a cabo en el Centro
de Investigaciones Bioldgicas del CSIC (CIB-CSIC) de Madrid por el Profesor Dr. D.

Faustino Mollinedo.

En el campo de compuestos bioconjugados se sintetizaron una serie de
furosesterterpenoides y sesterterpenolidas (124, 125) analogas de disidiolida que se
unieron con edelfosina o andlogos utilizando una unidad de carbonato como linker.??!

(Figura 36)

124

Figura 36. Bioconjugados de sesterterpenoides con ATLs: 124-125.
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Los bioconjugados de ATL con sesterterpenolidas no resultaron muy activos, se piensa
gue el fragmento terpénico puede que sea demasiado grande para dichos propdsitos de

generacién de fdrmacos altamente eficaces en la quimioterapia del cancer.

En el futuro se pretende incorporar en el bioconjugado una parte terpénica mas
pequeia, como diterpenolidas derivadas de los secohalimanos acido tessmannico 80 o
de su epimero en C10 secochiliotrin 97 y utilizar en la parte lipidica, APLs, analogos de

miltefosina 6 o perifosina 7. (Figura 37)

Secochiliotrin metiléster, 97 Secochiliotrinolida, 127

Figura 37. Furoditerpenoides naturales 80y 81 y diterpenolidas 126 y 127.
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Los Alquilfosfolipidos antitumorales (APLs) también conocidos colectivamente como
Lipidos antitumorales (ATLs), constituyen una familia de compuestos sintéticos que

presentan actividad anticancerigena actuando a nivel de membrana celular.

Las Alquilfosfocolinas (APCs) son las APLs estructuralmente mas simples, pues no
contienen glicerol, sino que un alcohol de cadena larga esta unido directamente con la
fosfocolina o con una hidroxilamina derivada de la misma. Son conocidos como APLs de
segunda generacion. Los compuestos mas representativos de este grupo como la

miltefosina y perifosina. (Figura 1)

o ®/
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Figura 1. Alquilfosfocolinas (APCs).

El objetivo general de este trabajo es llevar a cabo la sintesis de una serie de analogos
de miltefosina y perifosina en los que aparecen diferentes modificaciones en la cadena
lipidica.

Dichas modificaciones que incluyen la presencia de insaturaciones, heterodtomos vy
fluoréforos (BODIPYs) en diferentes posiciones de la cadena permitird evaluar la
actividad de dichas moléculas con respecto a los prototipos miltefosina y perifosina. La
fuorescencia en este tipo de moléculas puede facilitar el seguimiento del tumor y el

estudio mecanistico a nivel subcelular y SAR.
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Como complemento de dicho trabajo se pretende realizar el estudio de la bioactividad
de una serie de compuestos naturales y sintéticos derivados del acido ent-halimico y en

el futuro, alguno de ellos se pretende utilizar para sintetizar bioconjugados con las APCs

sintetizadas.

Como objetivos concretos de este trabajo se pueden sefialar los siguientes, que se

explicardn y desarrollardn a continuacion:

1.- Sintesis de analogos de miltefosina y perifosina.
1.1.- Sintesis de analogos miltefosina.
1.2.- Sintesis de perifosina insaturada.
1.3.- Sintesis de analogos de miltefosina funcionalizados en C16.
1.4.- Sintesis de analogos fluorescentes de miltefosina.

2.- Aislamiento y preparacion de halimanos naturales y sintéticos sencillos.

Evaluacién biolégica como neurotréficos y antiparasitarios.

3.- Aproximacion sintética a diterpenolidas del tipo de tessmanolida y

secochiliotrinolida.
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1.- Sintesis de analogos de miltefosina y perifosina.

En este apartado se abordara la sintesis de los analogos de miltefosina y perifosina

siguiendo el orden que aparece a continuacion:

1.1- Sintesis de andlogos miltefosina: se describird la sintesis de analogos insaturados y

iodados. (Figura 2)
- Sintesis de andlogo de miltefosina insaturada 5

- Sintesis de andlogos iodados de miltefosina 8 y 19.

Primero se describira la sintesis del andlogo insaturado 5, seguidamente se aprovechara
dicho derivado insaturado para conseguir la mezcla de yoduros 8 y después se realizara

la sintesis de 19 con el heteroatomo sobre C9.
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Figura 2. Analogos de miltefosina 5, 8 y 19.
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1.2.- Sintesis del analogo insaturado de perifosina 25

En la Figura 3 aparecen el andlogo de perifosina 25 que se pretende sintetizar. Este

compuesto presenta un doble enlace en la posicién C9.

©

(@)
0...0
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25
Figura 3. Analogo de perifosina insaturado 25.

1.3.- Sintesis de andlogos de miltefosina funcionalizados en C16.

En la Figura 4 aparece la estructura de los analogos de miltefosina que contienen como
funcidn oxigenada al final de la cadena un grupo acetoxilo 32, tritiloxi 36 o hidroxilo 39,

la sintesis de estos compuestos se describird en este orden.
- Sintesis del andlogo de miltefosina con grupo acetoxilo en C16, 32.
- Obtencidn de 16-tritiloximiltefosina, 36.
- Preparacion del analogo 16-hidroximiltefosina, 39.

La obtencion de estos compuestos funcionalizados en C16 se comienza estudiando la
sintesis de 16-acetoxi miltefosina 32 desde el que se pretendia acceder a los otros
derivados, sin embargo, como se vera en la discusiéon de resultados, fue necesario

cambiar la estrategia sintética para acceder a 36 y 39.

|| | @
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Figura 4. Analogos de miltefosina funcionalizados en C16 32, 36 y 39.
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1.4.- Sintesis de andlogos de miltefosina con fluoréforo en la cadena.

La incorporacién de un fluoroforo en el agente antitumoral abre la posibilidad de
disponer de moléculas que permitan realizar una observacién mas directa sobre Ila
evolucién del tumor a nivel subcelular, por ello en una primera aproximacion a este tipo
de compuesto se propuso la sintesis de 49. (Figura 5) El fragmento fluorescente

corresponde a una unidad de BODIPY (boro dipirrometeno).

También se describira la preparacion de un intermedio avanzado en la sintesis del

analogo 53 que contiene la unidad de fluoréforo a mitad de cadena.
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Figura 5. Analogos de miltefosina con fluoroforo en la cadena 49 y 53.

2.- Aislamiento y preparacion de halimanos naturales y sintéticos sencillos. Evaluacion

bioldgica como neurotroficos y antiparasitarios.

El desarrollo de farmacos neurotroficos naturales o sintéticos, que puedan prevenir o
retrasar la muerte celular y preservar o inducir las vias para estimular la formacién de
axones, dendritas y conexiones sindpticas es una necesidad clinica no resuelta, hasta el
momento. Por lo que, el desarrollo de farmacos neurotroéficos, que pueden inducir
regeneracién de brotes, puede representar un avance importante en medicina
regenerativa. Actualmente se estan desarrollando considerables esfuerzos dirigidos al
desarrollo de agentes neuroprotectores (que promueve la supervivencia) y farmacos
neurotréficos (que promueven el crecimiento de las neuritas), realizando finalmente

una adecuada evaluacidn para descubrir un compuesto eficaz.
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Uno de los estudios se realizé desarrollando un bioensayo en el que se observa el efecto
neurotréfico que provocan moléculas que contienen fragmentos de metilencicloalquil
acetato (MCA) en células PC12, compardndolo, con el efecto de NGF (factor de
crecimiento nervioso) que sirve de referencia como activador del crecimiento de las
neuritas. Entre los diferentes compuestos de origen natural que contienen fragmentos
de MCA, en el articulo referente a “Nuevos agentes Neurotroficos” se encuentra el dcido
ent-halimico 54, (Figura 6) motivo por el cual se decidié realizar un estudio de la

actividad, frente a células PC12, de una serie de halimanos naturales y sintéticos 54-64.

Los compuestos 54-59 (Figura 6) también se evaluaron como agentes antiparasitarios

frente a Strongyloides venezuelensis.

OAc

OAc

OAc OAc OAc OAc

AcO™ Y H AcO
< COOMe

61 62 63 64

Figura 6. Halimanos que contienen fragmento MCA 54-64 que se prepararan para su evaluacion
como agentes neurotréficos y como antiparasitarios (54-59).
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3.- Aproximacion sintética a diterpenolidas del tipo de tessmanolida vy

secochiliotrinolida.

El fragmento de y-hidroxibutenolida que se encuentra presente en diferentes productos
naturales, como las sesterterpenolidas, disidiolida y cladocoran A y B asi como en un
buen numero de derivados sintéticos que aparecen en la Figura 7, se ha comprobado,
gue es un farmacdéforo para la accidn citotdxica, de interés en la sintesis de fdrmacos

antitumorales.

0]
O
N\~OH
"IOH
R R R
disidiolida 15,18-bisepi-ent- Ac cladocoran A Ac  15-epi-ent- Ac
cladocoran Ay B H cladocoran B H cladocoranAyB H

Figura 7. Sesterterpenolidas bioactivas.

Con el propdsito de abordar en el futuro la sintesis de bioconjugados de terpenolidas
con ATLs, en este trabajo se pretende iniciar la sintesis de diterpenolidas bioactivas con
las que formar hibridos conjugados de menor tamafio que los sintetizados

anteriormente por nuestro grupo.

El acido tessmannico y secochiliotrin son furo-secohalimanos naturales bioactivos
aislados de Tessmannia densiflora y Chiliotrichium rosmarinifolium respectivamente
(Figura 8) sus estructuras se determinardn espectroscépicamente faltando establecer la
configuracidon absoluta de los mismos. El fragmento furano de dichos productos
naturales facilitara, utilizando metodologia bien conocida por nuestro grupo, la sintesis
de los derivados que tienen potencial actividad antitumoral al poder incorporar la

funcion y-hidroxibutenolida preparando la tessmannolida y secochiliotrinolida.
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Acido tessmannico Tessmannolida

Secochiliotrin metiléster Secochiliotrinolida

Figura 8. Furo-secohalimanos y diterpenolidas derivadas.

La preparacién de moléculas bioconjugadas con ATLs pretenden buscar un resultado
sinérgico como resultado de la hibridacion potenciando su actividad como
antitumorales. En la Figura 9 aparecen algunos de los bioconjugados propuestos que se

podran desarrollar en trabajos futuros.

Derivados de tessmannolida (0] Derivados de secochiliotrinolida (o

1 PC o |®

E \{?\O/\/N\\ E

L 0o |

| PDMP: ;o

N¥ea

Lo !

; YO@ :

' BODIPY: 5
R, R, ! : R4 R,
PC  BODIPY 5 N 5 PC  BODIPY
PC | - NONs | PC |
PDMP BODIPY ! CNN ! PDMP BODIPY
PDMP | ! F_F : PDMP l

____________________

Figura 9. Bioconjugados de diterpenolidas con ATLs.
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1. Sintesis de andlogos de miltefosina y perifosina

En este apartado se discutiran los resultados obtenidos en el trabajo referente a la
sintesis de andlogos de alquil-éteres lipidicos antitumorales (AEPs) andlogos de

miltefosina y perifosina.

Los analogos sintetizados en este trabajo se enviaron al CIB-CSIC Margarita Salas
(Madrid), donde el grupo de investigacidon del Prof. F. Mollinedo los evalia como
agentes antitumorales y antiparasitarios frente a la leishmania. Los resultados de los

ensayos bioldgicos se muestran en el capitulo 4 de la Discusidn de resultados.

1.1. Sintesis de los analogos de miltefosina funcionalizados en mitad de
cadena

En primer lugar, se describira la sintesis de miltefosina insaturada 5 y posteriormente

la sintesis de derivados con heterodtomos en mitad de la cadena como 8 y 19. (Figura

10)
Q ®l
oo™
| 6 70
6 5
| i ®l\|l % . el
oo™~ 'm\o/?\o/\/'\'\\
6/7 6 O 2

© ©

6/5 6
8 19

Figura 10. Andlogos de miltefosina con funcién en mitad de la cadena lipidica: 5, 8 y 19.
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1.1.1. Sintesis de miltefosina insaturada 5

La sintesis de miltefosina insaturada 5, se llevd a cabo segun la siguiente secuencia

sintética. (Esquema 1)

0 |
M o Wo ~OH N
! ! THF, Pir < HO™ >\ >
1 (97%) 2 3
93% | NaBPh,
O |® |
! S
\H/_\M/\o F>\o/\/N\\ = < Ho/\/N®> o
% TPS, Pir w
5 (37%) 4

Esquema 1. Ruta sintética para acceder al andlogo insaturado de miltefosina 5.

El alcohol oleico 1 reacciona a 0 °C con POCI; proporcionando 2. En el espectro de
RMN 'H de 2 se observa el desapantallamiento que experimentan los hidrégenos
geminales a la funcion oxigenada en C-1 como consecuencia de la presencia del éster

fosfato, ahora aparecen a 4.03-3.81 ppm.

Para realizar la sintesis del andlogo insaturado 5, es necesario preparar previamente la
sal de colina adecuada 4. Por reaccidon de cloruro de colina 3 con tetrafenilborato
sddico se obtiene el producto de intercambio idnico 4, que se recristaliza en

acetonitrilo anhidro para ser utilizada posteriormente en la sintesis de 5. (Esquema 1)

Por reaccion de 2 con la recientemente preparada sal 4 en piridina y en presencia de
cloruro de 2,4,6-triisopropilbencenosulfonilo (TPS), se obtiene una mezcla de reaccién
de la que tras laboriosa cromatografia en columna sobre gel de silicel? se logra separar
miltefosina insaturada 5. En el espectro de masas de 5 aparece un ién a 456.3219 uma
correspondiente a C3HasNOsPNa y en su espectro de RMN !H ademds de los

hidrogenos olefinicos a 5.23 ppm, aparecen las sefiales correspondientes a los
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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).

1.1.2. Sintesis de andlogos yodados de miltefosina: 8 y 19

El interés por la sintesis de andlogos de miltefosina yodada se debe a que se conocen
analogos de edelfosina yodados que mantienen la capacidad antitumoral de
edelfosina, pero se absorben mejor en las células antitumorales. Por ello, en este

trabajo se aborda la preparacion de los andlogos yodados de miltefosina 8 y 19.
— Sintesis de la mezcla de yoduros 8.

— Sintesis del yododerivado 19.

e Sintesis de la mezcla de yoduros 8

En una aproximacion a la sintesis de miltefosina con funcién yoduro en mitad de
cadena y con el fin de acceder de una manera inmediata a este tipo de moléculas, se
ha diseflado una sintesis por transformacion de los derivados insaturados anteriores,

como el dihidrogenofosfato 2 (Esquema 2).
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CCCC
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Esquema 2. Obtencion del analogo yodado de miltefosina 8 a partir de alcohol oleico 1.

La obtencion del yododerivado intermedio 7 se puede realizar utilizando 6 6 2 como
intermedios, segun se realice en primer lugar bien la yodacién o bien la fosforilacién
del alcohol oleico 1. En la secuencia que pasa por 6 se obtiene un 75 %, y cuando se

utiliza el fosfato 2 como intermedio se obtiene un mejor rendimiento (80 %).

En el espectro de RMN H de 7 se observa como han desaparecido las sefiales
correspondientes a los hidrogenos olefinicos y aparece una sefal multiplete a 4.13-
4.04 ppm correspondiente al hidrogeno geminal al yodo. En el espectro RMN 3C a 40.9
ppm aparece la sefial del C geminal al yoduro y a 40.7 ppm las sefales

correspondientes a los metilenos vecinales a dicho carbono. Por reaccién de 7 con
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tetrafenilborato de colina 4 en presencia de TPS, se obtiene una mezcla de la que por
solubilidad en Et,0 se separa un residuo del que tras separacién cromatografica se
aisla 8. Por RMN !H se observa el desapantallamiento de los CH, 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 confirmdé la posibilidad de utilizar
tetrafenilborato de colina 4 en la sintesis de analogos yodados. No obstante, con el fin
de determinar mas especificamente la bioactividad de este tipo de compuestos, se

decidio abordar la sintesis de 19.

e Sintesis del yododerivado 19

La sintesis de 19 se afronté de acuerdo al siguiente planteamiento retrosintético

(Esquema 3).

(0]
0.0~/ OH
STERY TN = TN
| O I
19 16

HO OH OTr
\/\(\/);\/ —— \/\(\/);\(\(\/);\/

OH
9 13

Esquema 3. Retrosintesis del analogo de miltefosina 19. Incorporacion de la cabeza polar: 16;
sustitucion de hidroxilo por yoduro: 13 y elongacion de la cadena carbonada: 9.

Al analogo 19 se puede acceder desde el hidroxiderivado 16 por incorporacién de la
unidad de fosfocolina. El intermedio 16 se puede preparar desde el tritilderivado 13,
mediante un intercambio adecuado de grupos funcionales en los que se realiza la

reaccion de sustitucidn en la que se incorpora el yodo.
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Para realizar la sintesis de 13 se partira del producto comercial 1,9-nonanodiol 9, para
ello es necesaria la monoproteccién de uno de los grupos hidroxilo y la posterior

elongacion del otro extremo de la cadena alquilica.

La sintesis de 19 se describird considerando tres etapas:
— Sintesis de 13.
— Preparacion de 16.

— Obtencién de 19.

Sintesis de 13
Por reaccién de 1,9-nonanodiol 9 con cloruro de tritilo en presencia de piridina y
controlando la reaccién por TLC, se obtiene una mezcla de los productos mono y

diprotegido 10 y 11 respectivamente, separable por CC. (Esquema 4)

HO\/\(\/)/\/OH M TrO\/\(\WOTr + HO\/\(\/)/\/OTI'
5 5 5
9 11 (28%) 10 (40%)
(99%) |TPAP, NMO
n-CqoHgMgBr
\/\(\/)/\(\(\/)/\/on ool H\n/\(\/)/\/OTr
5 5 809 5
OH (80%) (6]
13 12

Esquema 4. Preparacion del intermedio 13 a partir de 1,9-nonanodiol 9.

En el espectro de RMN *H de 10, 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 hidrégenos geminales al grupo

hidroxilo y a 3.05 ppm se observa un triplete de los hidrégenos del metileno geminal al
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tritiléter. En el espectro de RMN 'H de 11 ademads de las sefiales de los tritilos, aparece
unicamente un triplete a 3.05 ppm correspondiente a los hidrégenos geminales a los

éteres.

El intermedio 10 en presencia de TPAP y NMO, conduce al aldehido 12. Este
compuesto presenta cierta inestabilidad y una vez preparado, se hace reaccionar
inmediatamente con bromuro de n-nonilmagnesio, obteniéndose el producto de
adicion 13. El aldehido 12 se oxida espontaneamente a temperatura ambiente hasta el

acido carboxilico derivado, lo que impide una caracterizacién completa.

En el espectro de RMN H de 12 se observa la aparicién de una sefial triplete a 9.76
ppm correspondiente al hidrégeno del aldehido. Por IR se confirma el grupo aldehido

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

El hidroxiderivado 13 (IR: banda ancha a 3375 cm™) en su espectro de RMN H
presenta una sefal a 3.59 ppm correspondiente al H geminal al grupo hidroxilo

secundario.

Sintesis de 16
La preparacién de 16 desde 13 requiere tres transformaciones claves: activacion del
grupo hidroxilo, formando un buen grupo saliente (tosilato), sustitucién por yodo y

finalmente desproteccién. (Esquema 5)

OTr TsCl, Pir OTr
—_
v dvg (99%) v divg
OH OTs
13 14

(99%) | Nal

Esquema 5. Sintesis del yoduro 15 a partir del hidroxiderivado 13.
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Por reaccion de 13 con TsCl en piridina se obtiene con rendimiento practicamente
cuantitativo el tosilderivado 14. (Esquema 5) 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 14, se hace reaccionar inmediatamente tras su obtencién con Nal para
obtener 15. Los intermedios 14 y 15 presentan un Rt muy parecido, complicando el
seguimiento por TLC, por lo que fue necesario controlar la reaccion por RMN hasta que
se consume 14. La formacion del yoduro modifica el espectro de RMN !H
notablemente, desapareciendo las sefiales correspondientes al grupo tosilo vy
modificdndose el desplazamiento del H-9, que en 15 aparece a 4.13 ppm como

multiplete.

La reaccién de desproteccidon de 15 se ensayd en primer lugar por reaccidon con HBr en
AcOH. (Esquema 6) De este modo se obtiene una mezcla de reaccién de la que
finalmente se separan el hidroxiderivado requerido 16 (15%) y su acetilderivado, 17
(25%). Sin embargo, al realizar la reaccién de desproteccion con BFs-OEt; se consigue el

hidroxiderivado 16 con excelente rendimiento. (Esquema 6)

OTr
\/\(\/);\(\(\/);\/

15
HBr, AcOH BF;-OEt,
(25%) (15%) (95%)

OAc OH
\/\(\/);\(\(\/);\/ VW\(\/);\/

| I
17 16

Esquema 6. Reacciones de desproteccién de 15 para obtener el yodoalcohol 16.

Por RMN !H del hidroxiderivado 16 (IR: 3346 cm™) se observd la ausencia de las
sefiales aromaticas del tritilo y los hidrégenos H-1 se desapantallan apareciendo como
triplete a 3.63 ppm. El compuesto 17 se identificd espectroscépicamente como el
acetilderivado de 16 (IR: 1740 cm™; RMN !H: 2.05 ppm (3H, s, CH3COO-), 4.05 ppm (2H,
t, H-1).
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Sintesis de 19
La incorporacion de la unidad de fosfocolina al intermedio 16 en la obtencion de la

miltefosina yodada 19, se ha realizado con dos metodologias diferentes (Esquema 7).

SO _POCLPY \/\(\M/)/VO\E’OH
5 5 o 5 5 1
(97%) o)

16 18

1) POCl3, EtzN 4, TPS
2) ChTsO, Pir Pir

(36%) (6%)

O@
0 o.io. A/
5 | 5 1 I 1 |@
19

Esquema 7. Preparacion del andlogo de miltefosina 19.

La reaccién del hidroxiderivado 16 con POCI; en piridina proporciona el dihidrégeno-
fosfato 18. 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 reaccién de 18 con tetrafenilborato de colina 4 en presencia de TPS, se obtiene un
producto bruto de reaccion que por solubilidad en CHCI; y Et,0 se separa una mezcla
de la que por posterior CC se logra aislar 19. En su espectro de masas aparece a
584.2336 uma un idn M+Na* (C23H4sNO4PINa) 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 13C presenta las sefiales caracteristicas de los metilenos unidos al fosfato (C-1:

66.1 ppmy C-1": 59.5 ppm) y la sefial del CH, de la amina (C-2’), 66.4 ppm.

Con el fin de mejorar el rendimiento de 19, se ensayd una metodologia en la que no se
aisla el fosfato intermedio 18, realizando la sintesis de manera consecutiva sin aislar el

intermedio de reaccién.? En este caso, la reaccion de 16 con POCIs recientemente
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destilado y Et3N, seguida por esterificacidon con tosilato de colina (ChTsO), utilizado en

exceso (2 mol/mol de 16) proporciona 19 con un mejor rendimiento del 36%.

El producto 19 se ha enviado al CIB-CSIC para realizar estudios de actividad
antitumoral. En estudios previos para edelfosina se ha comprobado que Ia
configuracidon no es determinante en la actividad antitumoral, no obstante, a fin de
completar los estudios con miltefosina, si los resultados para 19 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 adicién del

magnesiano.

1.2. Sintesis del andlogo insaturado de perifosina 25

La perifosina es uno de los ATL conocidos de segunda generacién que presentan una
mayor actividad antitumoral, por ello se decidid realizar la sintesis de su andalogo

insaturado 25 (Figura 11) para estudiar y comparar su bioactividad.

Q C)
(@)
0.7.0 020
P P
C 8 e CTTTE
(0] — 0 il
\ \
Perifosina 25

Figura 11. Perifosina y su analogo insaturado 25.

La incorporacién de la cabeza polar de perifosina que contiene un fragmento de
hidroxi-N,N-dimetilaminopiperidina se realizé desarrollando tres rutas alternativas A, B

y C. (Esquema 8)
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Esquema 8. Esquema general de las rutas sintéticas para la incorporacion de la cabeza polar de
fosfodimetilpiperidinio (PDMP) presente en la perifosina.

En la Ruta A, se aplica una metodologia conocida en la sintesis de perifosina, en la que
se utiliza la piperidina Il como intermedio. La preparacién de la amina Il se realiza en
una sola etapa desde el producto de partida | por reaccién con oxicloruro de fosforo y
la hidroxipiperidina 20. La posterior metilacion de la amina Il con tosilato de metilo

conduciria a IV que contiene la cabeza polar requerida.

La Ruta B transcurre a través del fosfato lll, obtenido por reaccion de | con oxicloruro
de fosforo. Dicho fosfato lll posteriormente se hace reaccionar con una sal adecuada

de la dimetil-hidroxipiperidina como 23 que proporcionaria IV.

Alternativamente en la Ruta B, también se puede acceder al andlogo de perifosina IV
desde el fosfato Ill en dos etapas, preparando la fosfopiperidina intermedia Il por
reacciéon con 4-hidroxi-N-metilpiperidina 20 en presencia de TPS vy piridina.
Posteriormente la metilacion de Il con TsOMe permite obtener el derivado de

perifosina IV.

121



| Discusion de resultados

Finalmente, mediante la Ruta C, se puede acceder a IV de modo directo sin
aislamiento del fosfato intermedio lll, haciendo reaccionar el material de partida | con

POCls y seguidamente con una sal de hidroxipiperidina adecuada 21, 22 6 23.

Dado que en algunas sintesis de andlogos de perifosina se realiza la metilacidn final por
reaccion con tosilato de metilo® (Esquema 9) esta fue la primera alternativa que se
utilizé para la preparacién de una sal de amonio de hidroximetilpiperidina como 21,

necesaria para realizar la transformacién directa del dihidrogenofosfato de la Ruta B.

@/

20 — 0O
m /O © _NaBPh, BPh,
HO

92% HO
23

Esquema 9. Sintesis de sales de amonio derivadas de hidroxipiperidina 21-23.

Por reaccién de 20 con pTsOMe, se obtiene un producto de reaccién cuya purificacién
resulta muy laboriosa, obteniéndose una mezcla en la que aparece 21. En cambio, el
yoduro 22 se obtiene con rendimiento cuantitativo cuando se realiza la metilacién de
20 con CHsl. (Esquema 9) En el espectro de RMN *H de 22 en CDs0D, se observan las
sefiales de dos metilos a 3.16 y 3.14 ppm y la sefial de los H geminales al grupo
hidroxilo a 3.98 ppm. La baja solubilidad de 22 en disolventes adecuados
(tetrahidrofurano, diclorometano o piridina) para realizar la reaccion de formacién de

la alquilfosfopiperidina, desaconseja su utilizacion en dicha reaccidn.

En consecuencia, es necesario realizar un cambio idnico, de forma analoga al realizado

en la colina, para mejorar la solubilidad de 22.

Por adicién de una disolucién acuosa de NaBPhs sobre una disolucién acuosa de 22, se

produce la precipitacion de 23. Este tetrafenilborato derivado 23, si es soluble en
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piridina, a diferencia de 22. En el espectro de RMN H de 22 (DMSO-d6) se observan las
sefiales del hidrégeno geminal al grupo hidroxilo a 3.73 ppm vy las sefales de los dos

metilos a 3.04 y 3.00 ppm.

A continuacidn, se describen los resultados obtenidos desarrollando cada una de estas

Rutas A, By C para acceder al andlogo 25 (Esquemas 10, 11y 12)
e RutaA

Por reacciéon de alcohol oleico 10 con POCI3 (Esquema 10, Ruta A) seguido de
tratamiento con 4-hidroxi-N-metilpiperidina 20 se consigue aislar, después de una
laboriosa cromatografia de columna, el hidrégeno fosfato intermedio 24, con un
rendimiento bajo (6%). (Esquema 10) En el espectro de masas de 24 aparece un ién
molecular a 468.3209 uma correspondiente a una formula CsHagsNOsPNa*. En su
espectro de RMN H se observan a 4.43 (1H, m) ppm la sefial correspondiente al
hidrogeno H4’ del anillo de piperidina y a 3.84 ppm aparecen los hidrégenos H1,

desapantallados con respecto a los hidrégenos correspondientes del producto de

partida.
|
1
O
20 (6%)
2) 20
I
P
@@ P
MeOTs
(15%) (52%)
Me 150
C/\\/\//\i/\/o\llj/o L|Br Ci\/\//\i/\/o\ 1 ,O\G
1] [©)
© N (95%) -

Esquema 10. Sintesis de perifosina insaturada, Ruta A.
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La reaccion de la fosfopiperidina 24 con tosilato de metilo proporciona una mezcla del
tosilato derivado de metilperifosina insaturada 26 (52 %) y de perifosina insaturada 35

(15 %) que se separaron por cromatografia.

El espectro de RMN H de 26 presenta a 3.70 ppm (3H, d, J = 6 Hz) correspondientes al
metilo de un metilfosfato y en el espectro de RMN 3C aparece dicho carbono a 54.5
ppm. En el espectro de masas de 26, correspondiente a la parte catidnica aparece un

i6n a 474.3706 uma, de acuerdo con la estructura propuesta.

Por reaccion de 26 con LiBr en 2-butanona calentando a 85 °C se obtiene con

rendimiento practicamente cuantitativo el producto esperado 25.

En el espectro de masas de 25 aparece el idon molecular a 460.3550 uma
correspondiente a la formula CasHsiNO4P, esperada. En el espectro de RMN !H se
observa a 4.39 ppm la sefial del hidrogeno H4’, geminal a la funcién oxigenada sobre el
anillo piperidinico y a 3.28 ppm aparece un singulete de los dos metilos sobre el

amonio cuaternario.

e RutaB

La reaccion de 1 con POCI3 (Esquema 11, Ruta B) en piridina proporciona el
dihidrogenofosfato 2 con excelente rendimiento. Desde dicho fosfato 2 también se
puede acceder a la piperidina 4 por reaccién con 4-hidroxi-N-metilpiperidina 20 en
presencia de TPS y piridina, mejorando de este modo el rendimiento con respecto a la

ruta directa a 24 desde 1.

A la perifosina insaturada 25 también se puede acceder de modo directo desde 2. Por
reaccién de 2 con la sal 23 se obtiene, después de purificar por CC, la perifosina

insaturada deseada 25 con un mejor rendimiento (22 %). (Esquema 11)
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H
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24

Esquema 11. Sintesis de perifosina insaturada 4 mediante la Ruta B.

Ruta C

Finalmente, (Esquema 12, Ruta C) a la perifosina insaturada 25 se puede obtener de

modo directo sin aislamiento del fosfato intermedio como en las rutas anteriores

(Rutas A y B). En esta reaccion se ensayd la utilizacién de las sales de amonio

cuaternario derivadas de la hidroxipiperidina sintetizadas previamente 21, 22 y 23. La

perifosina insaturada 25 Unicamente se obtiene cuando la reaccién de 1 con POCl; en

piridina se realiza adicionando in situ la sal derivada del tetrafenilborato 23, aunque la

purificacién del producto de reaccidén requiere una laboriosa CC, consiguiéndose 25

con un rendimiento bajo.

Ruta C

1) POCl5 Pir

C/\\/\//\i/\/OH 2) 21,22 623

alcohol oleico
1

¥
©
HO A
O@
0.1.0 ©
> | ﬁ @ A
o] — TsO 21
\ | 22
25 BPh, 23

Esquema 12. Sintesis de perifosina insaturada, Ruta C.
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En consecuencia, el mejor procedimiento para la obtencidén de 25 es el que se sigue en

la ruta B, es decir utilizando el fosfato 2 como intermedio, con un rendimiento global

del 21 %.

1.3. Sintesis de analogos de miltefosina funcionalizados en C16

En este apartado se describen las sintesis de los analogos de miltefosina

funcionalizados al final de cadena 32, 36 y 39. (Figura 12)

0]
1 1l 1 |®
oo ™R
6 16 O@
OAc
32
1 ﬁ 1 'L@ 1 II:I’ 1 l\|l®
C)/I\o/\z/I \\ O/|\O/\2,/ \\
6 16 O@ 6 (@)
OTr OH
36 39

Figura 12. Andlogos de miltefosina funcionalizados en C16 (32, 36 y 39).
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1.3.1. Sintesis del analogo de miltefosina con funcidn acetoxilo en C16,

32

La sintesis de 32 se desarrolla de acuerdo al siguiente esquema sintético. (Esquema 13)

La acetilacion de 1,16-hexadecanodiol 27 con Ac,0 (1 equivalente) en piridina conduce

a la mezcla de acetilderivados 28 y 29 de la que por CC se separa mayoritariamente 28

(82%).

La reaccion de fosforilacion de 28 con POCIl3 recientemente destilado y Pir,

inicialmente no condujo al hidrogenofosfato 30 como se esperaba; sino que se produjo

el producto de sustitucidn del hidroxilo por cloruro, 31 (Figura 13, Espectro

rendimiento cuantitativo, por lo que el espectro A corresponde a 31.

KOH, MeOH

OAc
OAc

(5%) 29
OH Ac,0, Pir
OH
1,16-hexadecanodiol
27
OH
OAc
POCI; Pir
CCi/\i/\ 1) POCl3
(12%) 2) Pir, TsOCh

4, TPS, Pir

II
O/ZLOH
OAc (41 %)

Esquema 13. Sintesis del andlogo 16-acetoximiltefosina 32.
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Por ello, se procedié a modificar las condiciones de reaccién para evitar la formacién
del cloroderivado 31 y maximizar la obtencién del fosfato 30. Se modificaron los
disolventes y la temperatura de reaccién recogiéndose las diferentes condiciones y los

espectros de RMN !H del producto bruto de reaccién para cada caso en la Figura 13.

Realizando la reaccion: a -20 °C, THF y piridina de disolvente se obtiene una mezcla de
30/31 con espectro B (Figura 13) y a 0 °C utilizando de disolvente TCE y piridina se
obtiene la mezcla de 30/31 de espectro C (Figura 13). Con estas condiciones de
reaccion, se disminuyd la cantidad de producto de sustitucién, de manera que tanto
menores temperaturas como el TCE permiten un mejor rendimiento en la obtencién

del hidrogenofosfato 30.

En consecuencia, se combinaron ambas condiciones realizando la reaccién a -20 °C y
utilizando TCE y piridina de disolvente (Figura 13, Espectro D), lo que permitié obtener
con excelente rendimiento el fosfato 30, sin observar en el espectro de RMN H del

producto bruto de reaccién la presencia de cloroderivado 31.

En el espectro de RMN 'H de 30 se observa el desapantallamiento de los hidrégenos
geminales al fosfato que ahora aparecen a 3.91 ppm y en 28 aparecian a 3.60 ppm. En
el cloroderivado 31, la sefial triplete de los hidrégenos geminales al cloruro aparecen a

3.52 ppm, presentando un espectro similar al hidroxiderivado 28.

El hidroxiderivado 28 y el producto de sustitucion 31 presentan un espectro de RMN
'H muy semejante, aunque en cromatografia de capa fina (TLC) son perfectamente

distinguibles cada una de las moléculas de este proceso 28, 30 y 31.
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Figura 13. RMN *H del bruto de reaccién de fosforilacion de 28 en diferentes condiciones A-D.
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Por reaccién de 30 con tetrafenilborato de colina 4, (Esquema 14) recientemente
preparado y en presencia de cloruro de triisopropilbencenosulfonilo (TPS) se obtiene
una mezcla de la que se separa por CC eluyendo con CHCl3:MeOH:H,0 (65:30:5) el
producto deseado 32 con un 41%. El espectro de masas de presenta un ién molecular
(M+H*) a 466.3290 uma correspondiente con la formula C23H4906NP. En el espectro de
RMN 'H aparecen las sefiales correspondientes a los hidrégenos geminales al grupo
acetoxilo del final de cadena a 4.04 ppm y a 3.60 ppm se observan los hidrégenos
sobre el C1 unido a la unidad de fosfocolina. Los hidrégenos H1y H2’ del fragmento de
colina aparecen a 4.42 y 3.90 ppm respectivamente. A 3.44 ppm aparece un singulete

de 9H correspondiente al trimetilamonio del fragmento de colina.

Por otro lado, cuando se lleva a cabo la reaccién one pot del monoacetilderivado 28
con oxicloruro de fésforo recientemente destilado, (Esquema 14) seguido de la
reaccién con tosilato de colina conduce a un crudo de reaccién del que separa tras

laboriosa CC el analogo de miltefosina 32.

OH
OAc

® 28
4 POCI; Pir 1) POCls
’ 2) Pir, TsOCh
(12%)
0

0
1] . 1l |
_P. 4, TPS, Pir X ®
(0] (I)H H — O/(Fl; O/\/N\\
OAc (41%) OAc ©

30 32

Esquema 14. Sintesis de 32.

De esta manera, se ha accedido al derivado acetilado 32 mediante dos procedimientos
diferentes. En la ruta por etapas se ha conseguido un mejor rendimiento, consiguiendo

un 38% de rendimiento global en la obtencidn del derivado de miltefosina 32.
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1.3.2. Obtencion de 16-tritiloximiltefosina, 36

La ruta sintética del analogo con una funcidn éter en C16 aparece en el Esquema 15.

OH
OH
1,16-hexadecanediol

27

CITr, Pir

OTr oTr
OH oTr
34
Cl1_O
1]
CI/I?\_7 O 37
(0]
1] 1]
P\ /P\ /\/Br
0 (')97 0 S 0
OTr OTr
35 38
NMes -THF NMes THF
tubo sellado \70 °C ta. 72h
(5%) 72%)
Q |
o’F.)\o/\/N\\
OTr ©

36

Esquema 15. Sintesis de 16-tritiloximiltefosina 36.

La obtencién del monotritilderivado 33 (71 %) se realiza mediante reaccion de 27 con
cloruro de tritilo (1 equivalente) en piridina. En su espectro de RMN H, 33 presenta los
hidrogénos geminales al grupo tritilo apantallados a 3.05 ppm respecto de la sefial
correspondiente a los hidrogenos geminales al hidroxilo. Por reaccion de 33 con 2-
cloro-2-oxa-1,3,2-dioxafosfolano en piridina se obtiene el fosfolano derivado 35. Dicho
compuesto, muy inestable, se hace reaccionar inmediatamente con una disolucion de
trimetilamina en THF calentando a 70 °C en un tubo sellado. Después de

cromatografiar el producto crudo de reaccion, se obtiene 36 con bajo rendimiento.
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Cuando el tritilderivado 33 reacciona con bromoetildiclorofosfato 37 (preparado
recientemente a partir de 2-bromoetanol y POCI3) en disolucion de tricloroetileno se
obtiene el bromoetilderivado 38. Este compuesto se hace reaccionar directamente con
una disolucién de trimetilamina en THF obteniéndose 36 con un 72% de rendimiento,

de este modo se consigue el andlogo deseado con un rendimiento global del 51 %.

El espectro de masas de 36 con ion molecular a 666.4271 uma corresponde con la
estructura propuesta. Efectivamente en el espectro de RMN H, realizado en DMSO-
d6, entre 7.38-7.21 ppm aparecen los hidrogenos correspondientes al grupo tritilo. Los
hidrogeno del fragmento de fosfocolina H1'y H2’se observan a 4.02 y 3,49 ppm
respectivamente y a 3.12 aparece un singulete de 9H correspondientes a los tres

grupos metilo.
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1.3.3. Preparacion del andlogo 16-hidroximiltefosina, 39

La obtenciéon del andlogo 16-hidroximiltefosina 39 puede plantearse utilizando el

acetilderivado 32 o el tritilderivado 36 como precursores.

Mediante la hidrdlisis del acetilderivado 32 no se consiguio aislar el producto deseado

con el hidroxilo libre 39. Por ello, la obtencién de 39 se realizé desde el derivado 36.

La reaccidon de desproteccion del grupo tritilo en primer lugar se intentd realizar
mediante reaccion de hidrogenolisis de 36 en presencia de PtO;, no observandose
transformacién. En cambio, la reaccién de 36 en medio acido conduce 39. (Esquema

16)

9
/O \ O/Z\O/\/ N\\
OTr S) OH ©

36 \/ 39

pTsOH
CHCI3 Tolueno

Esquema 16. Sintesis de 16-hidroximiltefosina 39.

La reaccion de 36 con pTsOH, debido a las dificultades de solubilidad, se realizé en
disolucion de CHCls/tolueno, la mezcla de reaccion se para por adicién de agua (1
equivalente) y la mezcla resultante se introduce en la columna cromatografica
directamente. La utilizacion de Sephadex LH-20 para eliminar trazas de pTsOH que
pueda coeluir con el producto resulta una forma conveniente de purificacion de estas
moléculas de elevada polaridad. De este modo se obtiene el analogo deseado 39 con

un excelente rendimiento (89%).

En el espectro de RMN 'H (DMSO-d6) de 39 aparecen los hidrégenos geminales al
grupo hidroxilo a 3.36 ppm, desapantallados con respecto a los hidrégenos geminales

al grupo tritilo en 36, que se observan a 2.93 ppm.
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1.4. Sintesis de analogos de miltefosina con fluoréforo en la cadena

En este apartado se describen la sintesis del andlogo de miltefosina 49 (Figura 14) que
contiene un fluoréforo al final de la cadena y la preparacién de un intermedio
avanzado para la sintesis del analogo 53 que contiene el fluoréforo en mitad de
cadena. Los andlogos fluorescentes son de interés para el estudio del mecanismo de
accién de los ATLs, ya que pueden ser utilizados para proporcionar imagenes de
tumores in vivo y por ultimo facilitar la visualizacién de procesos tumorales como la

metadstasis y la progresién del cancer.

Figura 14. Andlogos fluorescentes de miltefosina 49 y 53.

El fluoréforo elegido es un derivado de BODIPY (43) que proporciona una fluorescencia
adecuada para nuestros propdsitos de seguimiento tumoral.* Para su incorporacién en
los ATLs es necesario sintetizar el BODIPY derivado 43. La preparacion de 43 se realiza

siguiendo el esquema sintético que aparece en el Esquema 17.°
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El fluoréforo 43 se sintetiza utilizando pirrol 40 como material de partida. Por
tratamiento de 40 (2 equivalentes) con tiofosgeno, se obtiene la tiocetona 41, que
reacciona con yoduro de metilo proporcionando un producto crudo de reaccién que en
su espectro de RMN H se observa la nueva sefial singulete a 2.91 ppm
correspondiente al metilsulfuro de 42. El metilsulfuro 42 suficientemente puro y se

utiliza directamente en el siguiente paso.

La reaccién posterior con BF3-OEt; en presencia de EtsN conduce al BODIPY derivado
43. El espectro RMN H de 43 presenta a 2.91 ppm la sefial correspondiente a los
hidrégenos del metilsulfuro y ya no aparecen las sefiales a 12.03 ppm

correspondientes a los hidrogenos de los pirroles.

S

X ; s
c” cl CHs| 3
<ff7 — > X = — > NP NF 4
\_NH PhCH3, Et,0 \_NH HN-7 —NH HN
(57%) ® ©
pirrol, 40 M BF5-OEt, 42
CH,Clp EtsN
(91%)
s
8 7

1
1_8a 8 7a / N
2 6 2 o
=N. 9N
3~ 3a z 4a 5 3 ®4B 5

s-indaceno

Esquema 17. Sintesis de derivado del BODIPY 43 a partir de pirrol, 40.
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1.4.1. Sintesis del analogo fluorescente 49

La sintesis de 49 se ha realizado por dos rutas: A y B, que difieren en la estrategia de

incorporacion del fluoréforo y la cabeza polar.

e Sintesis de 49, Ruta A

La primera ruta sintética hacia los andlogos fluorescentes, se desarrolla siguiendo el
Esquema 18, en el que puede observarse que a partir del 1,16-hexadecanodiol 27,
primero se introduce el fragmento del fluoroforo® y seguidamente se incorpora la

cabeza polar de la fosfocolina.
43

OTr CuTC
OH >

33

OBODIPY
1
@/OBODIPY
10 16

45
@

Esquema 18. Sintesis de analogo fluorescente de miltefosina 49, Ruta A.
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Por reaccion de 27 con el BODIPY derivado 43 en presencia de tiofenocarboxilato de
cobre (CuTC) proporciona una mezcla en la que se encuentra mayoritariamente el
requerido mono-BODIPY derivado 44 y minoritariamente 45. En el espectro RMN H de
44 se observan las sefales correspondientes a los hidrogenos del heterociclo a 7.73,
7.34 y 6.52 ppm y la sefal de los hidrégenos geminales al alcoxiBODIPY aparece como
triplete a 4.69 ppm (J = 6.4 Hz). A este mismo compuesto 44 también se puede acceder
utilizando el tritilderivado 33, ya conocido. La reaccion de 33 con BODIPY 43 y tiofeno-
2-carboxilato de cobre(l) (CuTC)® proporciona mayoritariamente el derivado 46 (93%) y
una pequefia proporcién identificada como 47. En el espectro de RMN 'H de 46
aparecen las sefiales correspondientes a los hidrégenos aromaticos del grupo tritilo,
7.42-7.15 (15H, m), y las sefiales del sistema heterociclico del BODIPY a 7.70, 7.30 y
6.48 ppm. La sefal, triplete, de los hidrégenos geminales a la funcion oxigenada
geminal al BODIPY aparece desapantallada a 4.65 ppm. La reaccién de desproteccion
del grupo hidroxilo de 48 con BF3-Et,O conduce a 44. El primer procedimiento directo
tiene el inconveniente de la laboriosa separacion cromatografica, lo que lleva a un

rendimiento menor.

La transformacién de 44 en el deseado andlogo 49 se realizd utilizando dos
procedimientos alternativos que utilizan el fosfolano 48 o el bromoetildiclorofosfato

51 como intermedios. (Esquema 18)

La reacciéon de 44 con 2-cloro-2-oxa-1,3,2-dioxafosfolano conduce al intermedio
inestable 48, que sin purificacion posterior se hace reaccionar con una disolucion de
trimetilamina calentando en tubo cerrado, de este modo se obtiene el andlogo 49,

pero con bajo rendimiento.

Por reaccion del bromoetildiclorofosfato 50 recientemente preparado, con el
hidroxiderivado 44, se obtiene el bromoetilhidrégenofosfato 51. El espectro de RMN
!H de 51 presenta las sefiales caracteristicas de grupo bromoetilderivado a 4.45 y 3.53
ppm correspondientes a los hidrégenos sobre H1’ y H2' respectivamente. La reaccién

de 51 con disolucion de trimetilamina en THF conduce a 49.

En el espectro de masas 49 aparece un ion molecular (M+H*) a 613.3731 uma lo que
esta de acuerdo con la estructura esperada correspondiente a la formula C3oF2N3OsP.
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En su espectro de RMN 'H en DMSO-d6, se observan las sefiales caracteristicas del
fluoroforo BODIPY a 7.80 (H-3"” y 5”), 7.56 (H-1" y 7”) y 6.63 (H-2" y 6”) ppm y las
sefiales, multipletes, correspondientes a los metilenos de la fosfocolina a 4.01 y 3.51

ppm y a 3.34 ppm aparece el singulete de los tres metilos.

e Sintesis de 49, Ruta B

La obtencién de 49 también se pudo conseguir utilizando una estrategia sintética en la
gue se invierte la incorporacién de los grupos funcionales, es decir, introduciendo
primero la cabeza polar y finalmente el fluoréforo. En este caso, para obtener 49 se

utiliza como intermedio el andlogo 39. (Esquema 19)

Por reaccion de 39 con el BODIPY 43 en acetonitrilo y CuTC, después de cromatografiar

el bruto de reaccion se obtiene 49 con un buen rendimiento (46 %).

i |
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Son ° PN lll®
VARN /\/
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27 T T N\
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Esquema 19. Sintesis de analogo fluorescente de miltefosina 49, Ruta B.
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1.4.2. Aproximacion sintética a 53

Utilizando el hidroxiderivado 13, precursor del andlogo yodado de mitad de cadena, se
intentd la sintesis del andlogo fluorescente 53. (Esquema 20) Por reaccion de 13 con el
BODIPY 42 en presencia de tiofeno-2-carboxilato de cobre(l) (CuTC) se obtiene 52 con
rendimiento moderado. El espectro de masas de 52 presenta ion molecular a 733.4717
uma lo que estd de acuerdo con una formula molecular de Cs7Hg0BF2N202 (M+H*) de
acuerdo con la estructura propuesta. En el espectro de RMN 'H de 52 aparecen los
hidrégenos geminales al tritiléter y al alcoxiBODIPY: como triplete 3.03 ppm vy
multiplete a 5.13 ppm respectivamente. Los intentos de desproteccion del grupo
hidroxilo primario realizados no proporcionaron los resultados esperados. En el futuro
se procederd a la preparacion de una mayor cantidad de dicho compuesto, con el que
se abordara la sintesis de 53 siguiendo los procedimientos utilizados en la sintesis de
49, o se cambiard la estrategia sintética introduciendo primero la cabeza polar y

finalmente se incorporara el fluoréforo.

HO OTr
e e 5000
e

3 etapas
1,9-nonandiol, 9 13

Esquema 20. Aproximacion sintética al andlogo fluorescente de miltefosina 53.
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1.4.3. Fluorimetria y espectroscopia UV-Vis de los analogos fluorescentes

Se ha medido el espectro de absorcidn y de emisidon de fluorescencia a 25 °C para el
BODIPY 43, el intermedio fluorescente 52 y el andlogo de miltefosina 49 en disolucién
en EtOH. (Tabla 1 y Figura 15) De esta manera, se han determinado los maximos de
absorcidn y de emisién cuando se excita a la molécula con una Ag correspondiente a

su maximo de absorcién.

Cuando el BODIPY se incorpora en la estructura del lipido, las propiedades
espectroscépicas se ven modificadas, observdndose un efecto hipsocrdmico como
resultado de sustituir el metilsulfuro de 43 por el oxigeno en los derivados alquiloxi-
BODIPY 52 y 49 tanto en los maximos de absorcion como en los maximos de emisién

de fluorescencia.

En los espectros de emisidn de fluorescencia, cuando se excita a la longitud de onda de
su maximo de absorcion 52 y 49 presentan un maximo de emision similar: a 485y 489
nm respectivamente; mientras que el BODIPY 43 presenta un maximo de emision a

534 nm (Aex = 490 nm).

Tabla 1. Datos espectroscépicos de UV-Vis y fluorescencia.

Aabs(max)/nm  g/ecmIM?  Aem(max)/nm  Ae /nm

43 490 16000 534 490
52 441 10000 485 441
49 444 9000 489 444
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Figura 15. Espectros de absorcion y emision de 43, 52 y 49. Se representa la intensidad de

absorcién y emision normalizada.
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2. Aislamiento y preparacion de halimanos naturales y
sintéticos para su evaluacidon bioldogica como neurotroéficos y

antiparasitarios

En el trabajo referente a la busqueda de nuevos agentes neurotroficos, publicado en
2019, se indica el interés por los compuestos que contienen el fragmento de
metilencicloalquil acetato (MCA).” A raiz de esto, nuestro grupo de investigacion
centrd su atencidn en este tipo de compuestos. Dichos compuestos interactdan con las
células neuronales y funcionan como farmacdéforos inductores del crecimiento de las
neuritas, comportdndose como nuevos agentes neurotréficos. Entre los productos
naturales que se sefialan en la citada publicacién aparece el acido ent-halimico 54,
motivo por el que se decidié preparar una serie de derivados de dicho compuesto con

el fin de realizar su valoracién biolégica como agentes neurotroficos.

En la Figura 16 aparecen los compuestos derivados de acido ent-halimico 54 que se

han preparado para su evaluacion como neurotréficos.

142



Discusion de resultados |

OAc

OAc

OAc OAc OAc OAc

AcO

61 62 63 64

Figura 16. Halimanos que contienen el fragmento MCA evaluados como neurotréficos 54-64 y
como antiparasitarios frente a S. venezuelensis 54-59.

Como puede observarse entre estos compuestos ademas de los productos naturales
acido ent-halimico 54 y su acetilderivado 55 y la metilcetona 56, componentes
mayoritarios del extracto de AcOEt de Halimium viscosum aparecen sus esteres
metilicos derivados 57, 58 y 59, y una serie de dinorderivados diferentemente

funcionalizados en C18, en la cadena lateral o en el anillo A (60-64).

A continuacién, se describird la preparacion de estos compuestos a partir de los

productos naturales 54 y 55. (Esquema 21y 22)
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OAc

S%00R < coor

TMSCHN; - 54 R: H TMSCHN, ~ 55 R: H

(100%) 57 R: Me (100%) 58 R: Me
56

0s0O4/NMO | (98%) OsO4/NMO | (92%)

LTA

-

(95%)

Esquema 21. Obtencién de derivados con fragmento MCA 54-59.

La esterificaciéon de los productos naturales 54, 55 y 56 con TMSCHN; (Esquema 21)
proporciona cuantitativamente los respectivos metiléster derivados 57, 58 y 59. A 59
también se puede acceder desde los ésteres 57 y 58 procedentes de los compuestos
naturales mayoritarios 54 y 55, a través de los derivados 65 y 66 obtenidos por
oxidacion quimioselectiva de 57 y 58 con OsOs. La oxidacion de 65 y 66 con

tetraacetato de plomo (LTA) proporciona 59 con excelente rendimiento.
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La reduccién de 59 con NaBH4 conduce al hidroxiderivado 60 (Esquema 22) que por
acetilacién con Ac;0 en piridina proporciona el acetilderivado 61. El tratamiento de 61
con NaxCrOs conduce a la enona 62. En el espectro RMN 'H de 62, la sefial del
hidrégeno olefinico aparece desapantallada 5.82 ppm como consecuencia de estar el
doble enlace conjugado con el carbonilo. La reaccidn de 62 con Mn(OAc)3 conduce a la
mezcla 63 y 64 con buen rendimiento, estos acetilderivados se separan por
cromatografia de columna. En los espectros de RMN !H de 63 y 64 los hidrégenos
geminales a los acetoxilos en C3 aparecen desapantallados a 5.36 y 5.66 ppm

respectivamente.

OAc

(56%) | Na,CrO,

OAc OAc OAc

v, Mn(OAc);
-~
AcO" Y H AcO” Y H (61%)
¥ COOMe ¥ COOMe
63 64 62
(32%) (29%)

Esquema 22. Obtencién de derivados con fragmento MCA 60-64.

Los compuestos naturales y sintéticos que contienen el fragmento MCA (54-64) que
aparecen en la Figura 16 se enviaron para su evaluacién como neurotréficos al grupo
de investigacién del Prof. Dr. Juan Carlos Arévalo (Instituto de Neurociencias de Castilla
y Ledn, INCyL) y los compuestos 54-59 se enviaron para evaluar su actividad
antiparasitaria al grupo de investigacion del Prof. Dr. Julio L. Aban del Instituto de

Enfermedades Tropicales (IBSAL, Universidad de Salamanca).
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3. Aproximacion sintética a diterpenolidas del tipo

tessmannolida y secochiliotrinolida

Desde hace unos afios, el fragmento de y-hidroxibuenolidas presente en un buen
numero de productos naturales y sintéticos se ha venido asociando a la capacidad
antitumoral de dichos compuestos, por ello a dicho fragmento puede considerarsele

como un farmacéforo para dicha actividad citotéxica.

Uno de los ultimos proyectos sintéticos de nuestro grupo va dirigido a la sintesis de
bioconjugados de ATLs con y-hidroxibutenolidas diterpénicas buscando de este modo
disminuir el tamafio de la parte terpénica del hibrido conjugado con respecto a los

sintetizados anteriormente por nuestro grupo.

En este trabajo se realiza una aproximacion a la sintesis de acido tessmannico 66 y
secochiliotrin 67 dos secohalimanos naturales, epimeros en C10, cuya estructura se
determind espectroscopicamente, pero falta por establecer su configuracién absoluta.

(Figura 17)

Con la sintesis de dichos productos naturales se pretende por una parte corroborar su
estructura y fijar su configuracion absoluta y por otra parte aprovechar la y-
hidroxibutenolidas derivadas de los mismos: tessmannolida 68 y secochiliotrinolida 69,
para sintetizar conjugados con ATLs y probar el efecto sinérgico antitumoral que puede

surgir con estos bioconjugados.
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Tessmannolida, 69 Secochiliotrinolida, 70

Figura 17. Furoditerpenoides naturales (67 y 68) y diterpenolidas (69 y 70).

Considerando al acido ent-halimico 54 como material de partida y comparandolo
estructuralmente con acido tesmannico 67 y con secochiliotrin 68 o con sus y-
hidroxibutenolidas tesmannolida 69 y secochiliotrinolida 70, se deduce que hay que

realizar las siguientes transformaciones fundamentales en el producto de partida:
— Instalar el fragmento de y-hidroxibutenolidas en la cadena lateral.
— Apertura del anillo A y adecuacion de grupos funcionales.

Para la elaboracidn del furo-derivado o de la y-hidroxibutenolida en la cadena, nuestro
grupo dispone con una gran experiencia en la sintesis de este tipo de compuestos.®10
La ruptura del anillo A y la elaboracion de un 3,4-secoderivado requiere la

funcionalizacion de C3 del esqueleto halimano.

Teniendo en cuenta estas consideraciones se ha elaborado el siguiente esquema

retrosintético (Esquema 23) para abordar la sintesis de 67-70.

147



| Discusion de resultados

L Acido tessmannico, 67 Tessmannolida, 69  Secochiliotrinolida, 70 Secochiliotrin, 68

OAc

MeOOC

92 3-OHa
93 3-OHp

< cooH
Acido ent-halimico, 54 76 78

Esquema 23. Retrosintesis de 67-70.

El acceso a los productos naturales furo-secohalimanos derivados 67 y 68, epimeros en
C10, puede realizarse desde sus y-hidroxibutenolidas derivadas 69 y 70. La sintesis de
los mismos permitira confirmar su estructura y establecer su configuracién absoluta,
hasta ahora desconocida. Un intermedio adecuado para la sintesis de 69 y 70 es el
seco-dinorderivado 98. La transformacion de la metilcetona de la cadena lateral en y-
hidroxibutanolida ya ha sido realizada anteriormente en nuestro grupo.!! La obtencidn
de un 3,4-seco-derivado como 98 puede conseguirse utilizando como etapa clave una
reaccidon de Baeyer-Villiger de un 3-oxoderivado 97 al que podria accederse a su vez
desde los dioles 92 y 93. La hidrogenacidn catalitica del doble enlace anular de los ent-
halimanos-1(10) no se ha realizado anteriormente en ningln caso. Estudios

moleculares indican que el doble enlace estd impedido por ambas caras y es muy
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posible que el resultado de la hidrogenacion catalitica sea una mezcla de isémeros en
C10. Dado que nuestro propdsito sintético son los productos naturales 67 y 68, que
son compuestos epimeros en C10, la referida hidrogenacién permitiria el acceso a
ambos compuestos, llevando a cabo la debida separaciéon de la mezcla epimérica en
alguno de los intermedios que hay que manejar antes de llegar a los productos finales.
El acceso a los dioles 92 y 93 funcionalizados en C3 puede realizarse desde la enona 78
utilizando la metodologia puesta a punto en la sintesis de thyersindol C y de 12-epi-
ent-polialthenol y anédlogos.??!3 Desde el dinorderivado 76 procedente del producto de
partida acido ent-halimico 54, puede conseguirse la enona 78 mediante reduccion de

C18 utilizando como transformacién clave la reaccion de Huang-Minlon.
El desarrollo sintético se describira en las siguientes etapas:
3.1. Obtencidn de la enona 78.
3.2. Preparacion del intermedio funcionalizado en C3, 92 y 93.
3.3. Sintesis del intermedio hidrogenado 95.

3.4. Como trabajo futuro se realizara la ruptura del anillo A y se completara la

funcionalizacion de la cadena.

Para este ultimo apartado, a continuar desarrollando en el futuro, se cuenta con el
antecedente de la oxidacién del 3-oxotetranorhalimano 71, intermedio clave en la
sintesis de 12-epi-ent-polialthenol.'* Por reaccion de Baeyer-Villiger de 71 proporciona
la lactona 72, que podria utilizarse en la sintesis de 12-epi-ent-suaveolindol. El
secoderivado 72 es andlogo al requerido en la sintesis en la que se trabaja ahora.

(Esquema 24)

71 72 12-epi-ent-suaveolindol

Esquema 24. Sintesis del 3-secoderivado 72, precursor de 12-epi-ent-suaveolindol.
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3.1. Obtencion de la enona 78

La preparacion de la enona 78 se realiza partiendo de la metilcetona 58, procedente de
acido ent-halimico 54, ya utilizada anteriormente en la sintesis de compuestos

neurotroficos.

Las transformaciones fundamentales para la preparacion de 86 desde la metilcetona
58, (Esquema 25) requieren en primer lugar la reduccién del metoxicarbonilo de C18 a
metilo obteniendo 76 y después realizar la funcionalizacidon de C2 que proporcionaria

la enona deseada 78.

Esquema 25. Obtencién de la enona 86.

La proteccidon de 58 se realiza mediante tratamiento con etilenglicol en medio acido,
obteniéndose el dioxolano 73. (Esquema 26) El espectro de masas de 73 (HRMS
C21H3404: 350.2453 uma) corresponde a un compuesto con 4 oxigenos, dos de ellos del
anillo de dioxolano. En el espectro de RMN *3C de 73 aparece a 110.4 ppm el carbono

cuaternario acetalico de C13.

Una vez protegida la cadena lateral, se procede a la reduccion de C18 transformando el
grupo metoxicarbonilo de 73 en metilo. La transformacién clave en este proceso es la

reduccién de Huang-Minlon del carbonilo adecuado, en este caso el aldehido 75.
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LiAIH,
_ =
(99%)
CH,OH
74
TPAP, NMO
(99%)

N2H,4H20

B
175-230°C
(92%)

76

Esquema 26. Obtencién del intermedio 76.

La reduccién de 73 con LiAlH4 proporciona cuantitativamente el hidroxiderivado 74. La
oxidacion de 74 con TPAP en presencia NMO como cooxidante conduce a 75 con
rendimiento cuantitativo. La sefial singulete a 9.52 ppm en el espectro de RMN 1H, la
sefial del espectro de RMN 3C a 206.3 ppm vy la banda que aparece en su espectro de
IR a 1722 cm™ confirman la estructura del aldehido 75. Por tratamiento de 75 con
hidrato de hidrazina en dietilenglicol en medio alcalino se obtiene el producto de
reduccion 76 con excelente rendimiento. Para realizar esta reduccién, se requiere de
calentar primero a 175 °C durante 20 h 30 min y a continuacidn, retirar el refrigerante
durante 20 min para permitir la evaporacion del agua. Por ultimo, se calienta a 230 °C
otras 3h y 30 min. En el espectro RMN 'H y de RMN 3C de 76 aparecen sefiales
correspondientes a 5 grupos metilo, lo que esta de acuerdo con la estructura

esperada.
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Partiendo desde el dioxolano 76, la transformacién en 78 requiere la funcionalizacién
en C2. El intermedio 78 es adecuado para proceder posteriormente a la
funcionalizacion en C3. Para la obtencion de 78 a partir de 76 es precisa la utilizacién
de un oxidante suave en términos de pH, de manera que se introduzca la funcion
oxigenada en C2 sin desproteger simultdneamente el 1,3-dioxolano de la cadena.

(Esquema 27)

Oxidacién
_—

Condiciones suaves
de pH

76 78

Esquema 27. Transformacidn de 76 en la enona 78.

Primero, se sintetizé el complejo de Cr(V) 77 (Esquema 28) con el que se oxidara la
posicidn alilica de 76. La sintesis de dicho complejo se realiza por reaccién de acido 2-
hidroxi-2-metilbutirico con dicromato potdsico anhidro, purificandose por
recristalizacion el producto obtenido de acuerdo al procedimiento descrito en la

bibliografia.l>1®

OH
\XCOOH ONa
Et | o
Na,Cr,O > € ©
axLraUy7 > Me o o Me
MeZCO @) Et
(37%) 77

Esquema 28. Preparacion del complejo de Cr(V) 77.
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La sintesis de 78 a partir de 76 utilizando 77 (Esquema 29) permite unas condiciones
suaves de oxidacidn en términos de pH en las que se respeta el dioxolano como grupo

protector, obteniéndose 78 con rendimiento moderado.

El espectro de masas de 78 presenta un idn molecular con férmula CyoH3303" (M+H")
320.2335 uma correspondiente a la enona deseada. En su espectro de RMN H aparece
la sefial de un hidrégeno desapantallado a 5.83 (1H, s) correspondiente a H1. En el

espectro de RMN 13C se observa la sefial del carbono carbonilico de C2 a 199.7 ppm.

Et ?Na
O‘Cr’O o
Me>;0' "o—4-Me
0 77 Et

MnO,, 15-corona-5
(71%)

Benceno
M A
n(OAC)s Dean-Stark

79 80
(29%) (25%)

Esquema 29. Funcionalizacién en C3 de los 1,3-dioxolanoderivados.

Por reaccién de 78 con Mn(OAc)s; se obtiene con buen rendimiento la mezcla de los
correspondientes acetoxiderivados en C3, 79 y 80 que se separan por cromatografia de
columna. En los espectros de RMN 'H de 79 y 80, los hidrogenos geminales a los

grupos acetoxilo en C3 aparecen a 5.09 (1H, s) y 5.31 (1H, s) respectivamente.

La configuracién de C3 de estos compuestos se establecid por comparacidon de sus
espectros con los de sus analogos 81 y 82 (Figura 18) utilizados como intermedios en la
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sintesis de 12-epi-ent-polialtenol® cuya configuracién se establecié por experimentos

nOe y se confirmd mediante rayos X de uno de sus derivados

Figura 18. Estructuras de andlogos funcionalizados en C3: 81 y 82.

Las reacciones de reduccidn del carbonilo de C2, desoxigenacidn, no fueron posibles en
presencia del dioxolano. Por ello, se tuvo que cambiar de estrategia sintética y primero
se modifica la funcionalizacién de la cadena lateral, preparando una enona analoga a
78 pero con un acetato de grupo protector, 86. (Esquema 30) Una vez sintetizada la

enona 86, se puede proceder a la funcionalizacién de C3.

Lo

pTsOH
Me,CO NaBH,
_—
(97%) (98%)
76 83 84
Ac,O/Pir
(98%)

OAc OAc

86 85

Esquema 30. Obtencién de la enona 86.
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La reaccién de 76 con pTsOH en acetona conduce a la metilcetona 83 (Esquema 30)

que en su espectro de RMN 'H presenta la sefial singulete del Me16 a 2.11 ppm.

Por reduccién de 83 con NaBH4 se obtiene cuantitativamente 84 como una mezcla de
epimeros en C13. La reaccion de 84 con Ac;O en piridina proporciona los

acetilderivados correspondientes 85.

La oxidacion de 85 con Na2CrO4 conduce a la enona 86 con buen rendimiento. En el
espectro RMN 'H de 86 aparece desapantallado el hidrégeno olefinico como un
singulete a 5.82 ppm. El espectro de masas de 86 (HRMS [M+H*] CyoH3303: 321.2421
uma) corresponde al compuesto esperado con 3 oxigenos uno de ellos del carbonilo.
En el espectro de IR aparece una banda 1669 cm™ correspondiente al carbonilo
conjugado y en el espectro de RMN 13C se observa a 199.7 ppm la sefial del carbono

del carbonilo en C2.
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3.2. Preparacion del intermedio funcionalizado en C3, 92y 93

Desde la enona 86 se procede a la obtencidn de los intermedios funcionalizados en C3,
qgue son adecuados para poder realizar en los siguientes pasos a la ruptura del anillo A

del sistema biciclico. (Esquema 31)

La funcionalizaciéon en C3 se lleva a cabo mediante reaccion de 86 con Mn(OAc)s
obteniendose 87 con buen rendimiento. Los epimeros en C3 formados no pudieron

separarse por cromatografia. (Esquema 31)

En el espectro de RMN 'H de 87 aparecen las sefiales correspondientes a los
hidrégenos geminales de sendos epimeros de los acetoxilos en C3 como sefales
singuletes a 5.10/5.09 y 5.31 ppm. La configuracién en C3 de cada uno de ellos se
establecid por comparacién de dichas sefiales con las correspondientes homodlogas de
la pareja de epimeros de los tetranorderivados utilizados en la sintesis de 12-epi-ent-

olialthenol,’® semejantes estructuralmente. (Figura 18)
Y

Una vez conseguida la funcionalizaciéon de C3, (Esquema 31) para continuar el plan
sintético propuesto es necesario reducir el carbonilo sobre C2. Para ello, se decidid
utilizar el 1,3-ditiolano derivado 88 como intermedio. En un primer intento de
formacidn de 88 se realizd la reaccidn de 87 en presencia del reactivo de Evans 1,2-
bistrimetilsililetanoditiol en presencia de yoduro de zinc, tratando de evitar el siempre
tedioso manejo de etanoditiol, pero en este caso lo que se obtiene con rendimiento
practicamente cuantitativo el compuesto 89. En el espectro de RMN !H de 89 se
observan las sefiales de un hidrégeno aromatico a 7.27 ppm vy la seiial de dos metilos

sobre anillo aromatico a 2.43/2.42 y 2.15 ppm.

La formacion de este compuesto podria explicarse mediante coordinacién del acido de
Lewis con el oxigeno carbonilico, ataque del etanoditiol y eliminacién de agua seguido

de un proceso equivalente a un reordenamiento dienol-benceno.

Cuando la reaccion de 87 se realiza con 1,2-etanoditiol en presencia de BFs a
temperatura ambiente se obtiene de nuevo 89. En cambio, cuando la reaccién de 87
con 1,2-etanoditiol y BF; se realiza a 0 °C, se obtiene el ditiolano deseado 88 como una

mezcla de epimeros en C3 que no pudo resolverse por cromatografia.
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OAc OAcC OAc
Mn(OAc)s oy
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OAc
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\

91 90
(42%) (58%)
89 (96%)| Ni Raney (99%) | Ni Raney
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OH

Esquema 31. Obtencién de los dioles funcionalizados en C3, 92 y 93.

La hidrdlisis alcalina de 88 conduce a la mezcla de dioles 90 y 91. En el espectro de
RMN !H de estos compuestos aparecen a 3.62 y 3.83 ppm las sefiales de los
hidrégenos geminales a los grupos hidroxilos de C3. La configuracion de cada uno de
ellos se fijo por comparacion de sus espectros con los de los andlogos ya mencionados

anteriormente utilizados en la sintesis de 12-epi-ent-polialthenol. (81 y 82, Figura 18)

La reaccion de cada uno de los ditiolanos 90 y 91 con Ni Raney proporciond los dioles
esperados 92 y 93 con excelente rendimiento. Los espectros de masas de 92 y 93
corresponden con la férmula CigH3202 y sus espectros de RMN 'H con sefiales de
hidrogenos geminales a los grupos hidroxilos en C3 a 3.38 y 3.52 ppm,

respectivamente, confirman la configuracion asignada a cada uno de ellos.
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3.3. Sintesis del intermedio hidrogenado 97

Con cada uno de los dioles 92 y 93 se realizaron pruebas de hidrogenacion catalitica
del doble enlace anular. La hidrogenacién catalitica de cada uno de estos compuestos
(92 y 93) mediante reacciéon con H; en presencia de PtO,, a presidon ordinaria, no
conduce a resultados positivos. Por ello, se realizaron reacciones de hidrogenacion

catalitica a 5 atm de presion. (Esquemas 32 y 33)

H,/Pd(C)

[

(100%) HO"

92 94

Esquema 32. Reaccion de 92 con hidrégeno en presencia de Pd(C).

Sorprendentemente, por reaccién de 92 con hidrégeno en presencia de Pd/C a 5 atm
conduce cuantitativamente a 94. En el espectro de RMN 'H de 94 no se observan
sefiales de hidrégenos olefinicos, pero en su espectro de RMN 3C aparecen sefiales de
dos carbonos cuaternarios olefinicos a 136.0 y 131.5 ppm, correspondientes a un doble
enlace tetrasustituido. Por lo que en lugar de producirse la hidrogenacién, ha tenido
lugar la isomerizacién del doble enlace. Dicha reaccion no pudo repetirse en otras

condiciones por no disponer mas cantidad del diol 92.

La reaccion de 93, en las mismas condiciones, con hidrégeno en presencia de Pd/Ca 5
atmosferas conduce al esperado diol 95 con rendimiento moderado. (Esquema 33) En

los espectros de RMN H y RMN 13C no aparecen ni hidrégenos, ni carbonos olefinicos.

Con el fin de hacer una primera prueba de separacion de los epimeros en C10
resultantes de la hidrogenacion se realizé una oxidacion de 95 con TPAP en presencia
de NMO, obteniéndose cuantitativamente la diona 96 que resulto ser muy inestable y
no se pudo conseguir su caracterizacion completa. Y no disponiendo de mas cantidad
de diol 95 no fue posible continuar la sintesis hacia el intermedio 97 y asi poder

proceder a la ruptura del anillo Ay acceder a 98.
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97

Esquema 33. Reacciones con 93.

En el futuro, disponiendo de una mayor cantidad de los dioles funcionalizados en C3 se
podra continuar con la sintesis de los productos naturales objetivo. Probablemente sea
necesario, a la vista de las dificultades encontradas en el proceso de hidrogenacidn del
doble enlace, proceder primero a la apertura del anillo A y seguidamente conseguir la

reduccion en C1-C10.
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4. Estudios biolagicos

Se han realizado estudios bioldgicos de los ATL sintetizados y de compuestos de

esqueleto halimano que se describen a continuacion.
4.1. Evaluacion de ATLs como antitumorales y antileishmaniosos
4.1.1. Evaluacion de ATLs como antitumorales
4.1.2. Evaluacién de ATLs frente a Leishmania major

4.2. Evaluacién de compuestos de esqueleto halimano como antiparasitarios y

neutrotroficos

4.2.1. Evaluacion de la actividad antiparasitaria frente a Strongyloides

venezuelensis

4.2.2. Evaluacion de la actividad neurotrofica

4.1. Evaluacion de ATLs como antitumorales y como antileishmaniosos

Los ensayos de ATLs para evaluar su actividad como agentes antitumorales vy

antileishmania los ha realizado el Dr. D. Faustino Mollinedo (CIB-CSIC, Madrid).

e Cultivo celular

La linea celular HL-60 (human acute myeloid leukemia) se hacen crecer en medio de
cultivo RPMI-1640 con la adicién de suero fetal bovino (FBS) inactivado por calor
(10%(v/v)), L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 pg/ml); a
una temperatura de 37 °C en una atmdsfera humidificada con un 5% de CO; y 95% de
aire. La linea celular HelLa (human cervical carcinoma) se crecen en medio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) con la adicién de suero fetal bovino (FBS)
inactivado por calor (10%(v/v)), L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml) y
estreptomicina (100 upg/ml); a una temperatura de 37 °C en una atmésfera
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humidificada con un 5% de CO2 y 95% de aire. Las células HL-60 and Hela proceden de
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Las células fueron
testeadas periddicamente frente a infeccidn por Mycoplasma, resultando siempre

negativo.

e Analisis del ciclo celular

Las células tratadas y no tratadas con los compuestos a estudio (3-10° para células
animales y 1.5-10° para parasitos) se centrifugaron y fijaron durante una noche en
etanol 70% a 4 °C. Después, las células se lavaron tres veces con PBS (Phosphate
buffered saline) y se incubaron con 200 ug/mL de RNAasa y 20 pg/ml de yoduro de
propidio durante 1h a temperatura ambiente. Se analizaron con un citometro de flujo
Becton Dickinson FACSCalibur (San José, CA) como se describe en bibliografia.’”!® La
cuantificacidn de las células apoptoticas se calculé como el porcentaje de células en la
region sub-G0/G1 en el andlisis del ciclo celular. Los resultados se presentan como la
media y el error estandar de, al menos, tres determinaciones independientes (Tablas 2,

3y4).

e Cultivo de parasitos

Las células de Leishmania major (Leishmaniosis cutdnea, cepa 5-ASKH) se mantienen
en medio difasico NNN (rabbit blood agar + Locke’s solution) y se cultivan in vitro en un
frasco cerrado con medio de cultivo RPMI-1640 con la adicion de suero fetal bovino
(FBS) inactivado por calor (10%(v/v)), L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml) y

estreptomicina (100 pug/ml); a una temperatura de 26 °C.
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4.1.1. Evaluacion de ATLs como antitumorales.

e Resultados y conclusiones.

Resultados de los experimentos tiempo-respuesta y dosis-respuesta de induccidn de
apoptosis en lineas celulares de cancer humano por diversos andlogos de miltefosina 'y
perifosina. (Figura 19) La apoptosis se determina como el porcentaje de células en sub-
GO/G1 evaluadas por citometria de flujo usando yoduro de propidio como agente de
tincién del ADN. Los resultados se presentan como la media + SE (error estandar) de al
menos tres determinaciones independientes en forma de tabla (Tablas 2 y 3 para Hela

y HL-60 respectivamente) y de forma grafica (Figura 20, Hela y Figura 21, HL-60).
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Figura 19. Alquilfosfolipidos evaluados como antitumorales (5, 8, 19, 25, 32, 36, 39 y 49).
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Las moléculas evaluadas (Figura 19) cuya sintesis se ha descrito anteriormente, son
analogos de miltefosina y perifosina funcionalizados en mitad de cadena con una
insaturacién o yoduro (5, 8, 19 y 25) o al final de cadena con diferentes funciones
oxigenadas y un O-alquiloxi-BODIPY (32, 36, 39 y 49). De esta manera, se tienen dos
cabezas polares diferentes: fosfocolina (andlogos de  miltefosina) vy
fosfodimetilpiperidinio (analogos de perifosina) ademas de funciones en mitad vy final

de la cadena lipidica.

Los analogos fluorescentes, como 49, tienen especial interés ya que podran aportar

informacidn sobre la capacidad y regiones de incorporacion de estos ATLs.

Los analogos con funcién al final de cadena 32, 36, 39 y 49 no han mostrado gran
actividad antitumoral, aunque si parece haber un ligero incremento en el secuestro de
la fase celular sub-GO/G1 de las células tumorales para 72 h de incubacion vy
concentraciones mas elevadas: 20 uM y 30 uM. La carencia de actividad antitumoral
cuando la molécula presenta estos grupos polares al final de cadena, puede disminuir
el caracter anfifilico del fosfolipido perdiendo una interaccion adecuada con la
membrana celular. No obstante, el derivado fluorescente de miltefosina 49 a pesar de
no presentar una destacable actividad como antitumoral, debido a sus excelentes
propiedades fluorescentes, podria ser de interés para observar su incorporacion a la
célula y observar la selectividad en la incorporacidn en las células tumorales frente a
las células sanas. Para este propdsito se realizaran estudios de microscopia de

fluorescencia.

Los mejores resultados de actividad antitumoral los muestra el analogo de perifosina
25, (Figura 21) donde la cadena lipidica del alcohol oleico se encuentra esterificada a la
cabeza polar de fosfodimetilpiperidinio. Mientras que la actividad antitumoral de este
analogo 25 en Hela es baja y solo empieza a observarse en altas concentraciones y
tiempos de incubaciodn, la actividad antitumoral de este analogo en la linea HL-60 es
comparable a la de la miltefosina, unico ATL antitumoral y antileishmanioso de uso
clinico. El andlogo 25 en HL-60 presenta a igual concentracidn, un mayor % de células

arrestadas en fase sub GO/G1 que miltefosina a partir de las 48 h de incubacion.
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Mientras que el analogo 25 presenta esta potente actividad antitumoral, el derivado
insaturado analogo de miltefosina 5, no presenta actividad en ninguna de las lineas
celulares. De esta manera, sera interesante incrementar el nimero de andlogos con
cabeza polar de fosfodimetilpiperidinio frente a la de fosfocolina y terminar de
establecer si es definitivamente mas ventajoso sintetizar analogos de perifosina frente

a analogos de miltefosina para lograr mejores actividades como antitumorales.

Los derivados de miltefosina con funcion en mitad de la cadena lipidica: el andlogo

insaturado 5y los yodados 8 y 19 no presentan en ningun caso actividad antitumoral.

Las diferencias en actividad en la linea de HL-60 respecto de Hela, especialmente
destacables en 25, indican que la respuesta farmacolégica es especifica del tipo
celular; lo que puede venir dada por un lipodoma diferente, que variara seguln el tejido

y la linea celular.

La falta de actividad de los analogos de miltefosina como 5, 8 y 19 podria ser debido a

gue no se incorporan adecuadamente en la membrana celular o citosol.

Las representaciones gréficas (Figura 20 y 21) se han realizado a partir de los datos de
las Tablas 2 y 3, que se presentan a continuacién de los diagramas de barras.
Unicamente se ha representado el Control, las referencias y el analogo de perifosina
25, que es el Unico con actividad antitumoral destacable y comparable a los ATLs de
referencia. Los valores en el grafico de 100% corresponden a los datos de la tabla de
>90, asignado de esta manera a fin de observarlos graficamente y representando de

esta manera la saturacion del equipo de medida en la citometria.
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Figura 20. Representacion grafica del % Sub GO/G1 de células Hela. Se representa el Control, y
los resultados de incubar en presencia de los ATLs de referencia (Edelfosina, Miltefosina y
Perifosina) y el andlogo de perifosina 25.
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Figura 21. Representacion grafica del % Sub GO/G1 de células HL-60. Se representa el Control,
y los resultados de incubar en presencia de los ATLs de referencia (Edelfosina, Miltefosina y
Perifosina) y el andlogo de perifosina 25.
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Tabla 2. Tabla 3. Resultados de induccidn de apoptosis en Hela de los derivados de miltefosina
y perifosina sintetizados en este trabajo. Los resultados se muestran como la media +SD
calculada a partir de, al menos, tres medidas independientes.

% Sub G0/G1

Entrada Condiciones 24 h 48 h 72 h
1 Control 3.25+1.14 3.5510.66 3.8310.71
2 10 uM 51.45+1.54 62.02+17.98 69.91+10.10
3 Edelfosina 20 uM 70.60+1.66 72.3619.26 >90
4 30 uM 72.94+4 .37 >90 >90
5 10 uM 1.87+0.36 8.9611.04 15.68%0.89
6 Miltefosina 20 uM 4.66+1.99 16.32+£1.85 42.14+1.12
7 30 uM 5.26%0.55 21.13+2.66 72.77+3.69
8 10 uMm 17.96%3.49 36.15+£14.67 70.40+19.61
9 Perifosina 20 uM 37.70+1.28 57.88+3.97 74.18+15.8
10 30 uM 74.81+0.48 >90 >90
11 10 uM 1.75+0.19 2.07£0.26 2.8510.25
12 5 20 uM 2.4910.26 4.74+0.36 6.21+0.42
13 30 uM 2.3810.34 4.81+0.31 4.54+0.61
14 10 uM 1.57+0.24 3.2410.39 3.17+0.47
15 19 20 uM 2.26x0.37 2.78£0.57 6.40+1.12
16 30 uM 2.81+0.25 3.5710.34 5.2710.74
17 10 uM 1,81+0.21 2.11 £0.68 2.741£1.02
18 25 20 uM 5.21+0.36 4.15+0.67 4.87+0.98
19 30 uM 5.8511.34 6.74x1.47 8.0411.24
20 10 uM 2.59+0.69 2.6810.34 3.8311.12
21 32 20 uM 3.77£0.47 2.56%0.26 4.19+0.78
22 30 uM 2.21+0.26 2.17£0.19 3.98+0.93
23 10 uM 2.04£0.42 2.3620.35 3.19+1.38
24 36 20 uM 2.3410.23 2.15+1.38 3.6310.93
25 30 uM 2.1810.34 2.0910.27 5.4010.83
26 10 uM 2.58+0.53 2.60£0.15 3.8411.40
27 39 20 uM 3.77%£0.28 2.61+1.22 7.2313.13
28 30 uM 2.4910.20 2.03£0.17 4.74+1.02
29 10 uM 4.41+0.50 2.2010.61 5.0210.38
30 49 20 uM 4.58+0.93 5.61+0.32 5.1710.76
31 30 uM 4.81+0.33 5.6910.74 4.76+1.43
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Tabla 3. Resultados de induccién de apoptosis en HL-60 de los derivados de miltefosina y
perifosina sintetizados en este trabajo. Los resultados se muestran como la media £SD
calculada a partir de, al menos, tres medidas independientes.

% Sub G0/G1

Entrada Condiciones 24 h 48 h 72 h
1 Control 3.20£0.47 2,21+0.37 3.14+£1.28
2 10 uM 64.05+9.37 64.80+18.77 82.93+1.61
3 Edelfosina 20 uM 82.12+3.12 72.34+£17.95 >90
4 30 uM >90 >90 >90
5 10 uM 6.06%0.25 16.81+£0.18 25.28+0.54
6 Miltefosina 20 uM 14.30£0.82 23.92+4.04 39.68+1.98
7 30 uM 23.55+1.35 41.68+0.88 55.15+0.43
8 10 uM 50.77+1.40 69.08+0.92 81.54+1.11
9 Perifosina 20 uM 65.07+£2.25 85.06+0.34 >90
10 30 uM >90 >90 >90
11 10 uM 3.30+£0.38 2.70%£0.29 1.90+0.27
12 5 20 uM 3.70£0.37 3.60x£0.38 3.70%£0.36
13 30 uM 3.80£0.48 4.30+0.52 6.30£0.54
14 10 uM 2.10£0.26 2.50%£0.29 2.50%£0.27
15 8 20 uM 2.90+0.25 3.90+0.35 3.70+0.28
16 30 uM 3.40+0.28 4.10+0.38 5.90+0.31
17 10 uM 2.60£0.41 1.80+0.25 3.10%0.29
18 19 20 uM 2.50£0.37 1.80+0.26 3.90£0.42
19 30 uM 2.70£0.36 2.10£0.31 5.50£0.48
20 10 uM 8.90+0.92 9.30£0.99 9.50£1.01
21 25 20 uM 9.10+0.88 40.10+£3.91 40.3043.72
22 30 uM 10.20£0.98 44.70+£1.10 55.5010.30
23 10 uM 3.7520.71 1.72+0.32 1.97+0.03
24 32 20 uM 3.61+0.87 1.39+0.29 2.31+0.24
25 30 uM 3.28£0.99 1.45+0.37 2.52+0.23
26 10 uM 2.8810.61 2.01+0.72 2.81+0.23
27 36 20 uM 3.2320.37 1.82+0.77 2.9840.34
28 30 uM 3.31+0.69 1.05+0.86 2.50£0.21
29 10 uM 2.650.32 2.63£0.67 2.41+0.92
30 39 20 uM 2.17+0.54 2.05£0.41 2.851£0.78
31 30 uM 3.21+0.73 1.82+0.09 3.15%0.20
32 10 uM 2.11+0.1 2.062£0.01 3.16+0.03
33 49 20 uM 2.260.18 2.36x0.27 4.11+0.46
34 30 uM 2.91+0.42 2.0410.16 5.5710.34
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4.2.2. Evaluacion de ATLs frente a Leishmania major

e Resultados y conclusiones.

El andlogo de perifosina 25 presenta actividad frente a Leishmania major secuestrando
a las células del protozoo en fase sub GO/Gl e impidiendo su replicacion
incrementando el conteo de células que se encuentran en esta fase frente al control

para cualquiera de las concentraciones ensayadas (Tabla 4, entradas 8-11).

Tabla 4. Tabla de resultados de la citometria donde se recoge el % de células en fase
G0/G1 de Leishmania major. Los resultados se muestran como la media +SD calculada
a partir de, al menos, tres medidas independientes.

Entrada Condiciones % Sub GO/G1
1 Control 3.8210.82
2 10 uM 10.50£1.95
3 Edelfosina 20 uM 38.7816.81
4 30 uM 57.44+9.12
5 10 uM 5.9412.33
6 Miltefosina 20 uM 4.56+1.21
7 30 uM 6.70x1.61
8 10 uMm 5.71£0.57
9 25 20 uM 12.90£0.66
10 30 uM 21.17+0.49
11 50 uM 34.88+0.92

En la representacién grafica de los resultados (Figura 22 y 23) se puede observar que
aumentando la dosis de 25, se produce un incremento de la cantidad de células que se
encuentran en fase sub GO/G1, teniendo una relacion directamente proporcional

dosis.

Junto con estos resultados cuantitativos, las observaciones con microscopio de los
cultivos celulares han permitido observar que la administracion de 25 va asociada a un
descenso de la motilidad y disgregacién de los conglomerados celulares de L. major in
vitro. Se continuara estudiando este analogo, completando su evaluacién frente a

otras especies de Leishmania.
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Leishmania major - % Sub G0/G1
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Figura 22. Representacidn grafica de los datos recogidos en la Tabla 4. Se representa el control
y los resultados obtenidos para la incubacion con las referencias (edelfosina y miltefosina) a
concentraciones de 10, 20 y 30 uM y el analogo de perifosina 25 a concentraciones de 10, 20,
30y 50 uM.
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Figura 23. Histogramas del ciclo celular de control y cultivos de 25 a diferentes
concentraciones.

169



| Discusion de resultados

4.2. Evaluacion bioldgica de compuestos de esqueleto halimano

4.2.1. Evaluacion de la actividad antiparasitaria frente a Strongyloides
venezuelensis

Se ha realizado un estudio de la actividad antiparasitaria frente a Strongyloides

venezuelensis de los compuestos de esqueleto halimano 54-59. (Figura 24)

Para estudiar el potencial como nematocida se utilizaron larvas infectivas de tercer
estadio (L3) de Strongyloides venezuelensis. Estas L3 se trataban con distintas
concentraciones de los compuestos y se estudiaba la viabilidad por observacion

microscopica.l?

Para el mantenimiento del ciclo de S. venezuelensis se usan ratas Wistar macho de 60y
120 g procedentes del Servicio de Experimentacion Animal (USAL) donde se alojan en
jaulas de policarbonato y alambre donde disponen de libre acceso a comida y agua
bajo condiciones controladas de luz (12 h luz/12 h oscuridad) y temperatura (23-27 °C).
La cepa de S. venezuelensis procede de la Universidad Federal de Minas Gerais (Belo
Horizonte, Brasil y se mantiene en el laboratorio de Parasitologia (Facultad de
Farmacia, USAL) mediante pases en ratas Wistar. Los procedimientos con animales
estan de acuerdo con la normativa europeas y espafiola (Di 2010/63/CE) y (L32/2007,
L6/2013, RD53/2013) sobre experimentacidén con animales. El comité de ética de la
Universidad de Salamanca aprobd los procedimientos (ref 335) que han sido utilizados

en este estudio.

Las ratas Wistar se infectaron mediante via subcutanea con 6000 L3 en 0.5 ml de
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Las ratas se colocan en rejillas sobre
papel absorbente humedo y limpio, y se les deja defecar. Las muestras individuales de
heces se recolectaron y se cultivaron en botes de plastico de 250 ml con vermiculita y
agua de modo que estuvieran a 28 °C, con humedad de mas del 80 % y se permitiera
buena oxigenacidon de la mezcla. Las L3 se obtenian de coprocultivos de 3 a 4 dias
utilizando el aparato de Baermann. Los coprocultivos se envolvian en 8 capas de gasa y

se ponian en el aparato de Baemann, que contenia agua a 42 °C. Tras 45 minutos las
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larvas se habian depositado en el fondo del tubo de ensayo tras desplazarse del
coprocultivo al agua estimuladas por la temperatura del agua y la luz de una lampara

fria de 550 Lm.

Las larvas L3 se descontaminaron de acuerdo con la técnica descrita por Martins et
al?® Las larvas L3 obtenidas se lavan seis veces, 20 min cada lavado, con agua
destilada. La ausencia de contaminacién bacteriana se confirmé por cultivo de las
larvas de cada lote en una placa Petri en medio de agar sangre a 28 °C durante 24
horas. Las larvas se dispensaban a razén de 100 L3 por pocillo en placas de poliestireno
de fondo plano de 96 pocillos. Tras tres horas de adaptacion se anadian los
compuestos por triplicado en concentraciones de 1 uM y 20 puM para tener una idea
del potencial de cada uno de estos compuestos para inmovilizar L3. Después se
observaba la motilidad a las 24, 48 y 72 h y se establecia el porcentaje de larvas
moviles. En cada tiempo se iluminaban los pocillos durante 2 minutos con luz del sol y
se observaban en un microscopio (CK2, Olympus). Las larvas se consideraban muertas
cuando no se detectaban movimientos durante un minuto. Se utilizaron como testigo
L3 en agua con 1% de DMSO que permanecian moéviles durante el experimento y L3
tratadas con ivermectina 10 uM. Cada condicion se repetia al menos en tres tiempos
diferentes. En caso de observarse actividad contra las L3 en alguna de las condiciones
se hacia una escala de 1, 10, 20, 40 100 uM para determinar la concentracidon que

inmoviliza al 50% de las L3.

e Tratamiento de datos

Los resultados se expresan como medias y errores estandar de la media. Para buscar
diferencias entre grupos se aplica ANOVA de una via y en caso de encontrar diferencias
significativas (p<0.01) se aplica la prueba estadistica de Tukey para determinar entre

gué grupos se encuentra.
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e Resultados y conclusiones

Los compuestos 54-59 (Figura 24) no tienen actividad frente a las L3 de S.
venezuelensis.

Como se puede observar en los resultados obtenidos, (Tabla 5 y Figura 25) no hay
diferencias entre los compuestos evaluados 54-59 a ninguna concentracion y el cultivo
de L3 en agua con 1% de DMSO, no reduciendo para ninguno de los casos el % de

supervivencia de las larvas de S. venezuelensis en fase L3.
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Figura 24. Compuestos con esqueleto halimano (54-59) evaluados como antiparasitarios frente
a L3 de S. venezuelensis.
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Tabla 5. Medias de % de muerte (+ error estandar) para control (agua destilada), DMSO 1%,
Ivermectina (IV, control positivo y referencia) y ensayos a dos concentraciones para cada uno
de los compuestos evaluados 54-59 medidos a 0, 24. 48 y 72 h.

% Muerte
. . . Media Media Media
Entrada Condiciones Media Oh 24h 4sh 22h
1 Agua destilada 0.0 5.311.8 6.412.6 9.1+£2.9
2 DMSO 1% 0.0 5.312.0 7.311.9 9.21+3.3
3 IV 10 pL 0.0 77.7£6.9 94.8+1.8 95514
4 54 05 uM 0.0 3.0£2.1 8.61£1.9 8.412.5
5 20 uM 0.0 3.7£1.3 6,312.1 7.61£2.8
6 55 05 uM 0.0 6.613.0 5.8+2.6 9.9+2.9
7 20 uMm 0.0 49+2.8 6.213.1 9.2+2.8
8 56 05 uM 0.0 5.7t1.9 6.412.,5 10.11£3.0
9 20 uM 0.0 6.7£1.5 5.7£2.9 10.4+1.2
10 57 05 uM 0.0 4.912.9 6.6£3.0 11.3+2.5
11 20 uM 0.0 5.7£2.5 7.911.8 7.212.9
12 58 05 uM 0.0 6.1£2.0 7.8£1.9 12.2+1.1
13 20 uM 0.0 7.1£2.6 7.912.4 11.812.6
14 59 05 uM 0.0 4.4+1.8 7.513.1 7.911.5
15 20 uM 0.0 6.1£1.6 7.61£3.0 6.61£2.8
% Muerte

100 S

90

80 *

70

60

50

40

30

20

N
a7 Media Oh Media 24h Media 48h m Media 72h

Figura 25. Se muestran los valores de la media del % de supervivencia para tiempos de
incubacién 0 h, 24 h, 48 hy 72 h para: agua destilada, agua destilada y DMSO 1%, Ivermectina
(IV) 10 uM y 54-59. *Diferencias significativas p<0.01 comparado con L3 cultivadas en agua con
DMSO 1%.
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4.2.2. Evaluacion de la actividad neurotroéfica

El modelo neuronal mas utilizado para realizar este tipo de ensayos es el cultivo de
células PC12 que sin duda son el primer modelo de eleccion para el estudio de
diferenciacién neuronal.?! Cuando se tratan células PC12 con concentraciones
nanomolares de NGF (Nerve Growth Factor) dichas células paran su division, iniciando
un corto proceso de crecimiento de la neurita en los 2 primeros dias de tratamiento,
elongando significativamente en 7 dias con brotes (ramificaciones) y formando
conexiones sinapticas entre las neuritas que, con el tiempo, llegan a ser eléctricamente
excitables. Los efectos de las NGF en las PC12 modelo pueden evaluarse
convenientemente utilizando la dimension fractal (D), un pardmetro adecuado que

refleja una elongacién del crecimiento de la neurita dosis-dependiente.

Se ha comprobado que algunos compuestos naturales procedentes de diferentes
procedencias biogenéticas (flavonoides, fenilbutanoides, etc) presentan actividad en
este campo. Recientemente se ha encontrado una familia de compuestos MCAs que
interconectan con células neuronales y operan como farmacéforos para nuevos
compuestos neurotroficos cabeza de serie. Dichos fragmentos MCAs pueden
observarse frecuentemente en esqueletos de diferentes compuestos de origen natural

como terpenoides y alcaloides.

En este proyecto se pretende, en primer lugar, llevar a cabo la evaluacién de la
actividad neurotrdéfica de compuestos de esqueleto halimano de facil acceso a partir

de acido ent-halimico 54 que contienen el fragmento MCA.

e Metodologia para la evaluacion de la diferenciacion de PC12 en respuesta a

diferentes compuestos.

La evaluacién biolégica se realiza utilizando células P12 siguiendo el siguiente
protocolo: Dia 1: Colocar 5000 células/pocillo en una placa de 12 pocillos recubierta de
colageno en medio DMEM + 10% Suero caballo + 5% suero bovino fetal + 1 mM
Glutamina + Pen/Strep. Dia 2: 1- Cambio a medios reducidos en suero (1% HS y 0,5%

FBS) y 2- Aiadir los compuestos (concentracion final 10 uM), NGF (50 ng/ml) o DMSO
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(1%). Dia 4: Hacer 3-5 fotos de cada pocillo. Dia 7: Hacer 3-5 fotos de cada pocillo.

Finalmente, se puede cuantificar el % de diferenciacion con respecto al de NGF.
¢ Resultados y conclusiones

Las micrografias obtenidas al tercer dia se muestran en la Figura 27. Como se puede
observar, las células donde se ha cultivado en presencia de 54-64 (Figura 26) no
presentan diferencias respecto del control (C-). A diferencia de cuando se encuentra
NGF en el medio, que las células han sufrido un proceso de diferenciacién vy

crecimiento de las neuritas, los compuestos 54-64 no presentan actividad neurotrofica.

OH OAc

OAc

OAc OAc

OAc OAc

AcO

Figura 26. Moléculas evaluadas como neurotréficos 54-64.
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Figura 27. Células PC12 estimuladas durante 3 dias. C-, control 1 ul DMSO. NGF, cultivo con Nerve Growth Factor. Cultivado en presencia de compuesto 10
KM en 1 ul DMSO.
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1. Instrumentacion

1.1. Espectroscopia de IR

Se efectuan las medidas de los espectros de IR mediante un espectrofotdmetro

Shimadzu IR Affinity-1, en pelicula sobre cristales de NacCl.

1.2. Puntos de fusion

La determinacién del punto de fusion (T¢) se realiza en un microscopio de platina

caliente, Kofler, y estan sin corregir.

1.3. Rotaciones especificas, [o(] 42

Las medidas del poder rotatorio y determinacién de la rotacién especifica ([a3?]) se
realizan en un polarimetro digital Perkin-Elmer 241 utilizando una cubeta de cuarzo (/=
1 dm) termostatizada a 20 °C y en la linea de emisidon del Na (A = 589 nm). La

concentracion de la muestra y el disolvente utilizado se indica en cada caso.

1.4. Espectrometria de masas

Las medidas son realizadas por el Servicio General de Espectrometria de Masas de la USAL,
llevandose a cabo en un espectrémetro de cuadrupolo-tiempo de vuelo Applied Biosystems
QSTAR XL. Dispone de sondas de electrospray, APCl (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.
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1.5. Espectroscopia de RMN

Se han empleado los equipos pertenecientes al Servicio General de RMN de Nucleus,
Universidad de Salamanca): un espectrémetro Varian Mercury 200 (200 MHz H y 50
MHz 13C) y también un espectrometro BRUKER AVANCE Neo 400 MHz (400 MHz H y
100 MHz 3C), equipado con una criosonda Prodigy CPPBBO BB-H&F con gradiente en z

y un cambiador de muestras de 24 posiciones.

Como disolvente habitual se ha empleado CDCls, tomdndose como referencia respecto
al disolvente residual: CHCl3 (7.26 ppm en H y 77.0 ppm en 3C). Los desplazamientos

quimicos (6) 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 (CHs, CH, y CH) mediante la

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

Para observar la correlacién *H/*3C a un enlace se realizan espectros 2D HMQC y para

observar la correlacién a dos y tres enlaces *H/*3C, se emplean experimentos HMBC.

1.6. Espectrofotometria UV/Vis*

La medida del espectro de absorcidén se determina en un espectrofotémetro de doble
haz Shimadzu UV-2401PC, con sistema termostatico, utilizando cubetas de cuarzo (/=1
cm) por medida de la cantidad de radiacién electromagnética absorbida, para un
intervalo de longitudes de onda entre 190 nm y 700 nm (Aabs), por una disolucién del

compuesto en estudio.
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1.7. Fluorimetria

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

de onda (\ex) determinada.

2. Técnicas generales cromatograficas

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 aménico, en H2S04/H,0 al 0.05/1
p/v, seguido de calentamiento a 120 °C durante unos segundos. Las sustancias que
presentan fluorescencia se visualizan por iluminacién con luz UV de A =254 nm y A =

336 nm antes de ser reveladas.

2.2. Cromatografia en columna

La separacidon 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 cromatografico, dependiendo del tamafio de particula: 0.200-0.063 mm (silice
normal) y 0.063-0.040 mm (silice flash). La proporcién generalmente utilizada es 20 g
de gel de silice por gramo de mezcla a cromatografiar, aunque puede modificarse esta
proporcién en funcidn de los compuestos a separar. La cromatografia en columna se
realiza con gradiente de concentracion, generalmente mezclas de Hex:AcOEt, con

polaridad creciente. Cada fraccién 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 utilizacién de los equipos.
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3.

Purificacion de reactivos y disolventes

Acetona (Me;CO): Se calienta a ebullicién sobre KMnOa y se destila, almacenandose
sobre tamiz molecular de 3 A.

Acetonitrilo (CH3CN): Se calienta a ebullicién sobre CaH; y destila sobre CaH: bajo
atmdsfera de Ar.

Benceno (CsHs): Se almacena con Na.

Diclorometano (CH2Cl>, DCM): Se destila sobre CaH; bajo atmdsfera de Ar.
N,N-Dimetilformamida (HCONMe;, DMF): Se destila a presion reducida sobre CaH»
y se almacena con tamiz molecular de 3A.

Etanol (EtOH): Se destila sobre Mgy I, se almacena sobre tamiz molecular de 3 A.
Eter (Et;0): Se calienta a ebullicién sobre Na y se destila sobre Na y benzofenona
bajo atmdsfera de Ar.

n-Hexano (CsH14, Hex): Se destila.

Metanol (MeOH): Se destila sobre Mg y |, se almacena sobre tamiz molecular (3 A).
Oxicloruro de fésforo (POCIz): Se destila a presion reducida para cada uso.

Piridina (CsHsN, Pir, Pyr): Se destila sobre BaO y se almacena con KOH.
Tetrahidrofurano (C4sHsO, THF): Se calienta a ebullicion sobre Na y se destila sobre
Na y benzofenona bajo atmdsfera de Ar.

Tolueno (PhCH3): Se almacena con Na.

Trietilamina (EtsN): Se calienta a ebullicion sobre CaH,, se destila y almacena con

KOH.
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Reaction of oleyl alcohol 1 with POCls: 2

‘.?
POCI3 Pyr P<
OH : 0" | OH
| 6 - | 6 =~ OH
A THF A
24h, 0°C
1 2

To a solution of 476 mg (1.51 mmol) of oleyl alcohol, 1 in 7.5 ml of THF, 0.14 ml of POCl3
(1.51 mmol) and 0.24 ml of Pyridine (2.96 mmol) was added. The reaction mixture was
stirred at 0°C 24 h. Then, 2 mI NaHCOs3 (6 %) was added and stirred for additional 15 min.
afterwards it was acidulated to pH=2 with HCI 2 M. The resulting mixture was extracted
in EtOAc and the organic layers were washed with 10 ml H,0O, dried over anhydrous

Na,S0, filtered and evaporated under vacuum obtaining 2 (503 mg, 97%).

Oleylphosphate, 2:
IR (film) vmax cm™: 3700-2400, 3003, 2924, 2854, 1463, 1223, 1029.

1H NMR (200 MHz, CDCls) 8/ppm: 5.34 (2H, t, J = 4.8 Hz, H-9 and H-10), 4.03-3.81 (2H,
m, H-1), 2.02-1.99 (4H, m, H-8 and H-11), 1.8-1.5 (2H, m, H-2), 1.27 (22H, s, H 3-7 and H-
12 a H-17), 0.88 (3H, t, J = 6.7 Hz, H-18).

13C NMR (50 MHz, CDCls) & /ppm: 130.2-130.0 (C-9 and 10), 68.3 (C-1), 32.9 (C-2), 32.1-
27.1(C-4 to 8 and 11 to 16), 25.7 (C-3), 22.9 (C-17), 14.4 (C-18).

t Systematic numbering used in the compound nomenclature may not correspond
to the one used for spectroscopic assignment.
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Reaction of 3 with NaBPhs: 4

ol P NaBPh, ®l gPh
N— - N— 4
HO™ ' H,0 HO™ >
3 4

A solution of 3 (647 mg, 4.62 mmol) in 14 ml de H,0, was added to a solution of NaBPh4
(1.05 g, 3.04 mmol) in 14.5 ml de H,0. The white solid obtained was filtered and washed
with H;0. The resulting white powder was redissolved in PhCHs:EtOH (1:1) and

evaporated. The dried residue was recrystalized in CH3CN obtaining 4 (1.2 g, 93 %).

Choline tetraphenylborate, 4:

1H NMR (200 MHz, DMSO-d6) §/ppm: 7.17-7.15 (8H, m, Har-2,6), 6.91 (8H, t, J = 7.2 Hz,
Har-3,5), 6.81-6.76 (4H, m, Har-4), 5.26 (1H, t, J = 4.1 Hz, -OH), 3.81-3.79 (2H, m, -CH2-
OH), 3.40-3.30 (2H, m, J = 4.9 Hz, -CH>-N), 3.08 (9H, s, NMe3).
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Reaction of 2 with 4: 5

) O
Il:l’ 4 Il:l’ ®N
0”1 “OH o O
| 6 = OH - | 6 7 Q
S, Pyr O
6 1h, Reflux 5
3h, r.t.
2 5

To a solution of 2 (190 mg, 0.55 mmol) in pyridine (4.2 ml), 4 (238 mg, 0.55 mmol) and
TPS (193 mg, 0.64 mmol) were added. The resulting mixture was refluxed for 1 h and
then it was allowed to react at r.t. for additional 3 h. Then, 5 ml H,O were added and it
was stirred for 15 min. The crude was evaporated and purified by silica gel column
chromatography using CHCls, CHCl;:MeOH (9:1), CHCl;:MeOH:H,0O (65:30:5) and
CHCl3:MeOH:NH3s (65:30:5) obtaining 5 (90 mg, 37 %).

Oleylphosphocholine, 5:

1H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 5.37-5.33 (2H, m, H-9 and H-10), 4.29 (2H, m, H-1’),
3.87 (2H, m, H-1), 3.79 (2H, m, H-2"), 3.41 (9H, s, NMes), 2.10-1.93 (4H, m, H-8 and 11),
1.57 (2H, m, H-2), 1.26 (22H, m, H 3-7 and 12-17), 0.88 (3H, t, J = 5.7 Hz, H-18).

13C NMR (100 MHz, CDCl3) §/ppm: 130.0 and 129.7 (C-9 and 10), 66.2 (C-1, d, J = 4 Hz),
66.0 (C-2’, d, J = 5 Hz), 59.3 (C-1’), 54.3 (NMes), 32.1 (C-16), 31.9-29.3 (C-2, 4-8 and 12-
15), 25.9 (C-3), 22.6 (C-17), 14.1 (C-18).

HRMS (ESI): Calcd. for C23HasNO4sPNa (M+Na*) 456.3219 uma; found 456.3197 uma.
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Reaction of 2 with Pls: 7

(.? ?
P Pl3 AlLO I P<
0”1 "OH 377273 0”1 "OH
6 6/7
6 rt.78 h 6/5
2 7

To a solution of 2 (89 mg, 0.26 mmol) in DCM (3 ml), PI3 (210 mg, 0.51 mmol) and Al,O3
(593 mg, previously activated in oven by heating at 120 °C for 24 h) were added. The
resulting mixture was stirred at r.t. for 78 h. After that time, it was added slowly a
mixture CHCl3:MeOH:H,0 (65:30:5), the reaction was filtered and evaporated under

vacuum obtaining 7 (102 mg, 84 %).

9/10-iodo-1-octadecyl phosphate, 7:

1H NMR (200 MHz, CDCls) /ppm: 4.10 (1H, m, H-9 or 10), 3.80 (2H, m, H-1), 2.00-1.20
(30H, m, H-2-8, 10-17), 0.87 (3H, t, J = 6.8 Hz, H-18).
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Reaction of 7 with 4: 8

HO © ©
0 ~"“NMe; BPh, 9 o
| /P\ I /P\ /\/N\
/7 0] (I)HOH 4, TPS 6/70 6 O N
Pyr ©
6/5 1h, 70°C 6/5
7 7h, rt. 8

To a solution of 7 (102 mg, 0.22 mmol) in pyridine (1.26 ml), were subsequently added
choline tetraphenylborate 4 (92 mg, 0.22 mmol) and 2,4,6-triisopropylbenzenesulfonyl
chloride TPS (85 mg, 0.28 mmol). The resulting solution was heated at 70 °C for 1 h and
additional 7 h at r.t.. After that time, it was added 0.5 ml of H,O and stirred for 40 min.
The reaction was dryed by addition of PhCH3:EtOH and vacuum evaporation. The crude
reaction mixture was extracted with cold EtO and purified by silica gel column

chromatography eluting with HCCl3:MeOH:H,0 (65:30:5) to obtain 8 (4 mg, 3 %).

9/10-iodooctadecyl-1-phosphocholine, 8:
IR (film) vmax cm™: 3401, 2925, 1658, 1462, 1231, 970, 731.

'H NMR (200 MHz, CDCl3) §/ppm: 4.27 (2H, m, H-1’), 4.13 (1H, m, H-9 or H-10), 4.08-
3.79 (4H, m, H-1 and H-2’), 3.33 (9H, s, Me3N-) 1.81-1.26(30H, m, H 2-8 and H 10-17),
0.87 (3H, t, J = 6.0 Hz, H-18).

13C NMR (50 MHz, CDCls) 8/ppm: 66.4 (C-2’), 66.1 (C-1), 59.5 (C-1’), 54.5 (NMe3s), 41.4
(C-9), 41.3-41.0 (C-8 and 10), 32.1 (C-16), 29.9-29.1 (C-2, 4-6 and 12-15), 26.8 (C-7 and
11), 26.1 (C-3), 22.9 (C-17), 14.4 (C-18).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C23HasNO4PINa* 584.2336 uma; found 584.2339 uma.
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Reaction of 1 with Pl3: 6

To a solution of 1 (225 mg, 0.83 mmol) in DCM (3 ml), Pl3 (584 mg, 1.42 mmol) and Al,O3
(1.62 g, previously activated in oven by heating at 120 °C for 24 h) were added. The
resulting mixture was stirred at r.t. for 48 h. After that time, it was added slowly a
mixture CHCl3:MeOH:H,0 (65:30:5), the reaction was filtered and evaporated under
vacuum. The crude reaction product was purified by silica gel column chromatography

eluting with Hex:EtOAc (9:1) obtaining 6 (310 mg, 97 %).

9/10-iodo-1-octadecanol, 6:

1H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 4.12 (1H, m, H-9 or 10), 3.62 (2H, t, J = 7.8 Hz, H-1),
1.87-1.52 (8H, H-8, 10 or 9, 11 and H-2), 1.28 (26H, m), 0.88 (3H, t, J = 6.8 Hz).

Preparation of phosphate 7

| POCI; Pyr I P
OH 3, 0”1 “OH
6/7 > 6/7
THF OH
6/5 0°C24h 6/5
6 7

To a solution of iododerivative 6 (310 mg, 0.78 mmol) in THF (3.8 ml), , 0.13 ml of POCl3
(1.35 mmol) and 0.23 ml of Pyridine (2.87 mmol) was added. The reaction mixture was
stirred at 0°C 24 h. Then, 2 mI NaHCOs3 (6 %) was added and stirred for additional 15 min.
afterwards it was acidulated to pH=2 with HCI 2 M. The resulting mixture was extracted
in EtOAc and the organic layers were washed with 10 ml H,0O, dried over anhydrous

Na;S0, filtered and evaporated under vacuum obtaining 2 (323 mg, 87 %).
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Protection of 9: 10 and 11

TrO OTr
\/kﬁ;/
11
HO_~ o~ OH Trcl > 3
Pyr \’(2'©4-
12h, reflux 19
’ HO (0]
9 \/(%/ Ph
Ph
10

To a solution of 9 (552 mg, 3.44 mmol) in pyridine (6.9 ml), trityl chloride (953 mg, 3.42
mmol) was added and the resulting solution was refluxed for 12 h. Then, it was added
H.0 and extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed with HCl 2 M,
NaHCOs (6 %) and NaCl (sat.), dried over anhydrous Na,SO,, filtered and evaporated
under vacuum. The crude product is purified by silica gel column chromatography

eluting with Hex:EtOAc (9:1) affording 10 (1.02 g,74 %) and 11 (312 mg, 14 %).

9-trityloxynonan-1-ol, 10:
IR (film) vmax cm™: 3339, 3057, 2927, 899.

1H NMR (200 MHz, CDCls) 8§/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 and H-8), 1.35-1.22 (10H, m, H-3-
7).

13C NMR (50 MHz, CDCls) 8/ppm: 144.5 (C-1’), 128.7 (C-3’ and 5'), 127,7 (C-2’ and &),
126.8 (C-4’), 86.2 (-C(Ph)s), 63.6 (C-9), 63.1 (C-1), 32.8 (C-8), 30.0 (C-2), 29.5-25.7 (C 3-
7).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) CasH3402Na 425.2457 uma; found 425.2442 uma.
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1,9-ditrityloxynonane, 11:

1H NMR (200 MHz, CDCls) §/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 and H-8), 1.35-1.22 (10H, m, H-3-7).

13C NMR (50 MHz, CDCls) §/ppm: 144.5 (C-1’), 128.6 (C-3’ and 5'), 127,9 (C-2’and &),
126.8 (C-4’), 86.2 (-C(Ph)s), 63.6 (C-1 and 9), 30.0 (C-2 and 8), 29.4 (C 4-6), 26.2 (C-3 and
7).

Oxidation of 10 using TPAP: 12

2 n
HO\/\(\/)/\/OTr TPAP,NMO Op
: oo oHe™ MG

40 min, r.t. Ph
10 12

To a solution of 10 (549 mg, 1.37 mmol) in DCM (13.7 ml) containing molecular sieves 4
A (685 mg), it was added NMO (556 mg, 4.11 mmol) and TPAP (17 mg, 0.048 mmol) and
the resulting mixture was stirred at r.t. under argon atmosphere for 40 min. The crude
reaction mixture was filtered over silica gel and celite washing with DCM and EtOAc. The

filtered solution was evaporated obtaining 12 (510 mg, 93 %).

9-trityloxynonanaldehyde, 12:
IR (film) vmax cm™: 3050, 2930, 2857, 1724, 1489, 1448, 1070, 706.

1H NMR(200 MHz, CDCls) /ppm: 9.76 (1H, t, J = 1.2 Hz , -CHO), 7.46-7.42 (6H, m, H-2’
and 6'), 7.32-7.21 (9H, m, H-3’, 4 and 5), 3.03 (2H, t, J = 6.6 Hz, H-9), 2.45-2.25 (2H, dt,
J=7.4Hz, 1.2 Hz, H-2), 1.62-1.55 (4H, m, H-3 and 8), 1.35-1.22 (8H, m, H 4-7).

13C NMR(100 MHz, CDCls) 8/ppm: 202.8 (C-1), 144.6 (C-1’), 128.8 (C-3',5), 127.7 (C-
2’,6'), 126.8 (C-4'), 86.4 (-C(Ph)s), 68.1 (C-2), 63.7 (C-9), 44.0 (C-3), 30.1-22.1 (C-3-8).
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Addition of n-nonylmagnesium bromide to 12: 13

HO
OTr n-C9H19MgBr - 6 (0) Pl!]Dh
OHCT M THF
6

1h, -78 °C
12 2h, rt 13
To a solution of 12 (166 mg, 415 mmol) in THF (4.9 mol) cooled to -78 °C under argon
atmosphere, it was added dropwise n-CoH19MgBr (4.8 ml, 1.0 M in Et,0). It was stirred
at that temperature for 1 h and then additional 2 h at r.t. Then, the reaction was cooled
to 0 °C and a mixture of Et,0: H,O was slowly added and NH4Cl (sat.) was subsequently
added. The resulting mixture was extracted with EtOAc and the combined organic
extracts were washed with NaCl (sat.), dried over anhydrous Na,SO, filtered and
evaporated under vacuum. The addition product 13 was isolated from the reaction
mixture by silica gel column chromatography eluting with Hex:EtOAc (95:5) obtaining

176 mg (80 %).

1-trityloxyoctadecan-9-ol, 13:
IR (film) vmax cm™: 3375, 2926, 2854, 1724, 1449, 1070, 705.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 8/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 and 10), 1.44-1.23 (26H, m, H-2-7 and 11-17), 0.90 (3H, t, J = 6.8 Hz, H-18)

13C NMR (100 MHz, CDCls) /ppm: 144.5 (C-1’), 128.7 (C-3',5’), 127.6 (C-2’,6), 126.7 (C-
&), 86.2 (-C(Ph)s), 72.0 (C-9), 63.6 (C-1), 37.5-25.6 (C-2-8 and 10-16), 22.7 (C-17), 14.1
(C-18).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C37Hs202Na 528.3967 uma; found 551.3842 uma.
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Reaction of 13 with TsCl: 14

.
2 z
6
Pyr _S7 O” | "Ph
s 24h,0°C o \b\& Ph
6
13 14

To a solution of 13 (595 mg, 1.13 mmol) in pyridine (18.8 ml) at 0°C, TsCl (902 mg, 4.73
mmol) was added and it was stirred for 24 h at 0°C. After that time, it is added ice and
the resulting mixture was extracted with EtOAc. The combined organic extracts were
washed with HCI 2 M, NaHCOs (6 %) and NaCl (sat.), dried over anhydrous Na,SO4 and

evaporated under vacuum affording 14 (700 mg, 99 %)

1-(trityloxy)-9-tosyloctadecane, 14:
IR (film) vmax cm™: 3059, 2928, 2855, 1458, 1363, 1176, 899, 706.

1H NMR (200 MHz, CDCls) §/ppm: 7.82 (2H, d, J = 8.2 Hz, H-2” and 6”), 7.47-7.22 (22H,
m, H-2’-6, 3" and 5”), 4.54 (1H, t, J = 5.8 Hz, H-9), 3.04 (2H, t, J = 6.6 Hz, H-1), 2.42 (3H,
s, PhCHs), 1.56-1.16 (25H, m), 0.89 (3H. t, J = 6.8 Hz, H-18).
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Reaction of 14 with Nal: 15

TsO OTr Nal
6
MezCO
6 24 h, 50 °C

To a solution of 14 (700 mg, 1.03 mmol) in Me,CO (55.5 ml), Nal (1.720 g, 11.48 mmol)
was added. The resulting solution was heated at 50 °C for 24 h. Then, 40 ml H,O were
added and it was extracted with EtOAc. The combined organic extracts were washed
with Na;SOs (10 %), NaHCOs (6 %) and NaCl (sat.), it was dried over anhydrous Na,SOg,
filtered and evaporated under reduced pressure. The crude reaction was purified by
silica gel column chromatography eluting with Hex:EtOAc (99:1) isolating 15 (651 mg, 99
%).

1-(trityloxy)-9-iodooctadecane, 15:
IR (film) vmax cm™: 2926, 2855, 1490, 1449, 1070, 696.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6/ppm: 7.47 (6H, d, J = 8.4 Hz, H-2" and 6”’), 7.33-7.21 (9H, m,
H-3”,5” and 4”), 4.13 (1H, m, H-9), 3.11 (2H, t, J = 6.5 Hz, H-1), 2.00-1.29 (30H, m, H-2-
8 and 10-17), 0.90 (3H, t, J = 6.7 Hz, H-18).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 144.5 (C-1”"), 128.7 (C-3” and 5”), 127.6 (C-2” and
6”), 126.7 (C-4”), 86.2 (-C(Ph)s), 63.6 (C-1), 40.8 (C-9), 40.7 (C 8 and 10) 31.9-26.2 (C-2-
7 and 10-16), 22.7 (C-17), 14.1 (C-18).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C37Hs110ONa* 661.2882 uma; found 661.2868 uma.

HMBC and HSQC: see Bidimensional tables.
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Deprotection of 15 with BFs3: 16

| |
6 OTr BFs'OEtz _ 5 OH
CHCl,
6 6

3h,r.t
15 16

To a solution of 15 (568 mg, 0.89 mmol) in CHCl3 (9 ml), 0.2 ml de BF3-OEt; are added.
The reaction mixture was stirred for 3 h at r.t. till no starting material is observed by TLC.
Then, a mixture of H,0:CHCl;:MeOH (2:2:1) was added and placed in a separatory
funnel, the organic layer is separated, dried over anhydrous Na,SOs, filtered and
evaporated under reduced pressure. The crude reaction mixture was purified by silica

gel column chromtography eluting with Hex:EtOAc (95:5) obtaining 16 (310 mg, 91 %).

9-iodooctadecan-1-ol, 16:
IR (film) vmax cm™: 3346, 2926, 2854, 1462, 1057, 721.

1H NMR (200 MHz, CDCls) §/ppm: 4.13 (1H, m, H-9), 3.62 (2H, t, J = 6.4 Hz, H-1), 2.99-
1.15 (15H, m, H-2 to 8 and 10 to 17), 0.86 (3H, t, J = 6.8 Hz).

13C NMR (50 MHz, CDCl3) §/ppm: 63.2 (C-1), 40.8 (C-9), 40.7 (C 8 and 10), 32.9 (C-2), 32.1
(C-16), 29.8-26.0 (C -3 to 7 and 11 to 15), 22.9 (C-17), 14.3 (C-18).

HRMS (ESI): Calcd. for C1sH3710Na* (M+Na*) 419.1781 uma; found 419.1777 uma.
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Deprotection of 15 with HBr: 16 and 17

| | |
\@\on HBr _ \@\OH \@\OAC
AcOH
6 6 6

30 min, r.t.
15 16 17

To a solution of 15 (78 mg, 0.12 mmol) in AcOH (2.5 ml) cooled in a water-ice bath at 10
°C, a solution of 13.8 ul (0.12 mmol) of HBr (ag. 48 %) in AcOH (2.5 ml) was added. The
reaction mixture was stirred for 30 min at r.t. Then, the reaction mixture was filtered
and washed with H;O. The resulting solution was extracted with EtOAc and the
combined organic extracts was washed with NaHCOs (6%) and H,0. The resulting solution
was dried over anhydrous Na,SOy, filtered and evaporated under reduced pressure. The
crude reaction mixture was purified by silica gel column chromatography eluting with

Hex:EtOAc (99:1) obtaining 16 (7 mg, 15 %) and 17 (26, 50 %).

9-iodooctadecyl acetate, 17:
IR (film) vmax cm1:2916, 2871, 1462, 1057, 721.

1H NMR (200 MHz, CDCls) §/ppm: 4.13 (1H, m, H-9), 3.62 (2H, t, J = 6.4 Hz, H-1), 2.99-
1.15 (15H, m, H-2 to 8 and 10 to 17), 0.86 (3H, t, J = 6.8 Hz).
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Reaction of 16 with POCIs and choline tosylate: 19

1) POCIy/Et;N, DCM

@ |
[ | L P ~_ ON—
2) ChTsO/Pyr ©
6 24 h, rt. 6
16 19

To a solution of POCI3 (435 pl, 0.47 mmol) freshly distilled in DCM (1.8 ml) and cooled to
0 °C, it was added dropwise a solution of 16 (149 mg, 0.38 mmol) and EtsN (68 pl, 0.49
mmol) in DCM (2.7 ml). The resulting solution was allowed to warm up to r.t. and it was
stirred for 1 h. Then, a solution of choline tosylate (211 mg, 0.744 mmol) in pyridine (239
ul) was added. After 24 h at r.t. 1 ml HO was added to the reaction mixture and the
resulting mixture was evaporated under vacuum till is completely dried. The residue was
redissolved in THF:H,0 (9:1) and was filtered over amberlyte MB3 washing with THF:H,0
(9:1). The filtered solution was evaporated and the crude product was purified by silica
gel column chromatography eluting with HCCl3, HCCl3:MeOH (9:1) and HCCl3:MeOH:H,0
(65:30:5) obtaining 75 mg of 19 (36 %).

9-iodooctadecyl-1-phosphocholine, 19:
IR (film) vmax cm™: 3406, 2924, 2855, 1654, 1465, 1236, 968, 737.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 4.20 (3H, m, H-9, H-1’), 3.95 (2H, m, H-1) 3.82 (2H, m,
H-2), 3.42 (9H, s, NMes), 2.20-1.08 (30H, m, H-2-8 and 10-17), 0.86 (3H, t, J= 6.4 Hz, H-
18).

13C NMR (50 MHz, CDCls) 8/ppm: 66.4 (C-2’), 66.1 (C-1), 59.5 (C-1’), 54.5 (NMes), 41.4
(C-9), 41.3-41.0 (C-8 and 10), 32.1 (C-16), 29.9-29.1 (C-2, 4-6 and 12-15), 26.8 (C-7 and
11), 26.1 (C-3), 22.9 (C-17), 14.4 (C-18).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C23HasNO4PINa* 584.2336 uma; found 584.2342 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Reaction of 16 with POCIs: 18

0
| POCI; THF . oy
- ~1
s OH Pyridine 6 O oM
24h, 0°C
6 6 18

16 18

To a solution of 16 (310 mg, 0.78 mmol) in THF (3.9 ml) cooled at 0 °C, pyridine (15 pl)
and POCI3 (7.2 ul) were added. The resulting solution was stirred at that temperature for
24 h. After that time, 1 ml of NaHCO3 (6 %) was added and the resulting mixture was
stirred for 15 min, then it was carefully acidulated by addition of HCl 2 M still pH=2. The
crude reaction mixture was extracted with EtOAc and washed with a small portion of
H,O. The resulting organic extract was dried over anhydrous Na,SOa, filtered and

evaporated under reduced pressure yielding 18 (362 mg, 97 %).

9-iodo-1-octadeciyl phosphate, 18:

RMN *H (200 MHz, CDCl3) §/ppm: 4.15-4.00 (3H, m, H 1 and H-9), 2.15-1.00 (H, m, H-2-
8, 10-17), 0.87 (3H, m, H-18).

RMN 3C (50 MHz, CDCl3) §/ppm: 68.4 (C-1), 40.9 (C-9), 40.8 (C 8 and 10), 32.9 (C-2), 32.1
(C-16), 29.8-26.0 (C 3- 7 and 11-15), 22.9 (C-17), 14.3 (C-18).
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Reaction of 18 with 4: 19

HO ® o
~"“NMe, BPh,
0 0
| I 4 . WY
PAIEN . 9 INANNN
07 4 OH — A o(u)@o N
1h,70°C
6 3h, rt. 6
18 19

To a solution of 18 (127 mg, 0.27 mmol) in pyridine (2.1 ml), TPS (102 mg, 0.33 mmol)
and recently synthesized and recrystallized 4 (115 mg, 0.27 mmol) were added. The
resulting mixture was heated at 70 °C for 1h and additional 3 h at r.t.. Afterwards, it was
added 1 ml H>0 to the reaction mixture and was stirred for 15 min. The resulting mixture
was evaporated to obtain a solid residue. The CHCIs soluble fraction was evaporated and
then, extracted with Et;0. The Et,0 soluble fraction was evaporated and purified by
silica gel column chromatography eluting with CHCls, CHCl3:MeOH, CHCl3:MeOH:H,0
(65:30:5) and CHCl3:MeOH:NH3s (65:30:5) isolating 19 (9 mg, 6 %).
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Methylation of 20 with p-TsOMe: 21

2
N~ p-TsOMe s N8/ o
4 TsO
HO CHSCN HO

24 h, reflux
20 21

To a solution of 20 (860 mg, 7.52 mmol) in CH3CN (22 ml), p-TsOMe (1.45 ml) was added.
The solution was refluxed for 24 h observing the formation of a white solid in
suspenssion. The resulting mixture was filtered, and the solid was washed with cold Et,0

and evaporated under vacuum obtaining a mixture containing 21.

4-Hydroxy-N,N-dimethylpiperidinium tosylate, 21:

1H NMR (200 MHz, CDs0D) §/ppm: 7.78 (2H, d, J=8.0 Hz, H 2’and 6’), 7.32 (2H, d, J =

8.0 Hz, H 3’and 5’), 3.99 (1H, m, H-3), 3.64-3.51 (2H, m, H-1 (1H, m, H-1 and 5), 3.40-3-
20 (2H, m, H-1 and 5), 3.16 and 3.12 (3H, s each, NMe3), 2.20-2.00 (2H, m, H-2 and 4),

1.98-1.75 (2H, m, H-1 and 6).
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Methylation of 20 with Mel: 22

‘ |
HO B0 HO

3h, r.t.
20 22

To a solution of 20 (4.3 g, 38 mmol) in Et,0 (120 ml), CHsl (32 ml, 379 mmol) were added.
The solution was stirred at r.t. for 3 h obtaining a solid precipitated. The resulting
suspension was filtered, and the solid was washed with Et,O and evaporated under

vacuum obtaining 22 (9.6 g, 99%).

4-Hydroxy-N,N-dimethylpiperidinium iodide, 22:

1H NMR (200 MHz, CD30D) &/ppm: 3.98 (1H, m, H-4), 3.58 (2H, ddd, /= 12.8, 9.6 and 3.4
Hz, Ha-2 and 6), 3.42-3.20 (2H, m, Hs-2 and 6), 3.16 and 3.14 (3H, s each, N-CHs), 2.30-
2.10 (2H, m, Ha-3 and 5), 2.00-1.75 (2H, m, Hs-3 and H-5).
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Reaction of 124 with NaBPhj;: 125

S o NaBPh, s N/ o
| >~ \ BPh,
HO 120 HO

22 23

To a solution of 124 (1.13 g, 4.4 mmol) in H,0 (14.0 ml), it was added other solution of
NaBPhai. 1.00 g, 2.9mmol) in H,0 (14.5 ml). Instantaneously, a white solid is formed, that
is filtered and washed with H,O. Then, the solid is dissolved again in PhCH3:EtOH (1:1)
and it is evaporated still is completely dried. The product is purified by recrystallization

at -14 °C using CH3CN as solvent, obtaining 125 (1.20 g (92 %).

4-Hydroxy-N,N-dimethylpiperidinium tetraphenylborate, 23:
mp (°C): 248-250.

'H NMR (200 MHz, DMSO-D6) §/ppm: 7.20-6.74 (20H, m, Ph-H), 5.09 (1H, s, -OH), 3.73
(1H, m, H-4), 3.44-3.19 (4H, m, H-2 and 6), 3.04 and 3.00 (3H, s each, NCHs), 2.05-1.90
(2H, m, Ha-3 and 5), 1.89-1.70 (2Hg, m, H-3 and 5).

13C NMR (50 MHz, DMSO-D6): 169.8 and 167.8 (2C, d each J =43 Hz, C-1’), 141.0, 130.8
and 127.0 (C-2’,3’ and 4’), 66.3 (C-4), 63.6 (C-2 and 6), 56.5 and 55.2 (NMe3), 33.1 (C-3
and5).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+(4-hydroxy-N,N-dimethylpiperidinium)*) CssHs2BN,0>*:
579.4122 uma; found: 579.4117 uma.
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Reaction of 1 with 20: 24

1) POCIl5 CH,Cl, EtzN

2) ~ »
HO 20 !
| 6 OH - O/?\O 7
Pyr | ° OH
6 y
3

1

24

To a solution of POCI3 (386 pul, 4.10 mmol) freshly distilled in DCM (2 ml) cooled at 0 °C,
a solution of oleyl alcohol 1 (1 g, 3.73 mmol) in Pyr (1.38 ml) and DCM (3.3 ml) is slowly
added. The resulting solution is allowed to warm to 5-7 °C and stirred for 40 min. Then,
the reaction mixture is cooled again to 0 °C and a solution of 20 (552 mg, 4.85 mmol) in
Pyr (1.52 ml) is added dropwise. The reaction mixture is stirred at 5-7 °C for additional 4
h. Afterwards, the reaction is quenched by addition of H,O (0.6 ml) and stirred at r.t. for
1 h. The resulting mixture is placed in a separatory funnel and washed with 5 ml of the
following solutions: H,O:MeOH (1:1), citric acid (10 %): MeOH (1:1) and H,0:MeOH (1:1).
The resulting organic phase is dried over anhydrous Na,SO,, filtered and evaporated
under reduced pressure. The silica gel column chromatography of the crude product
eluting with HCCls;, HCCl3:MeOH (9:1) and HCCl3;;MeOH:NH;3 (8:2:0.2) allowed the
isolation of 24 (102 mg, 6 %)

N-methylpiperidin-4-yl oleyl hydrogenphosphate, 24:

IR (film) vmax cmt: 3396, 3005, 2924, 2852, 1635, 1485, 1489, 1458, 1219, 1037, 995,
890.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 5.38-5.29 (2H, m, H 9 and 10), 4.43 (1H, m, H-4’), 3.84
(2H, q, J = 8 Hz, H-1), 3.22 (4H, m, H-2’ and 6’), 2.66 (3H, s, N-Me), 2.21-2.01 (4H, m, H-
3’ and 5'), 1.62 (2H, m, H-2, 8 and 11), 1.26 (22H, m, H 3-7 and 12-17), 0.87 (3H, t,J= 8
Hz, H-18).

13C NMR (100 MHz, CDCls): 130.2 and 130.0 (C-9 and 10), 65.8 (C-4’), 65.7 (C-1), 50.6 (C-
2’ and 6’), 43.6 (-NMe), 32.7-26.90 (C 2-8, 11-16, 3’ and 5’), 22.8 (C-17), 14.3 (C-18).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C24HagNOsPNa*: 468.32132 uma; found 468.3209 uma.
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Methylation reaction of 24 with TsOMe: 25

To a solution of 24 (89 mg, 0.20 mmol) in anhydrous EtOH (2.2 ml), K,COs (24 mg, 0.17
mmol) is added. To the resulting solution, TsOMe (41 ul, 0.27 mmol) is added and the
reaction mixture is stirred at 60 °C for 1h and additional 30 min atr.t.. Then, the reaction
is filtered and evaporated under vacuum. The crude product is purified by silica gel
column chromatography eluting with HCCls, HCCls:MeOH (9:1), HCCls;MeOH:H,0
(85:15:1.5) and (65:30:5) obtaining 26 (67 mg, 52 %) and an enriched fraction of 25, that
is purified by column chromatography packed with Sephadex LH-20 eluting with
HCCl3:MeOH (1:1), resulting 25 (16 mg, 15 %).

N,N-dimethylpiperidin-4-yl oleyl phosphate, 25:
IR (film, cm™): 3398, 2924, 2852, 1653, 1465, 1217, 1035, 920, 860, 684, 569.

1H NMR (200 MHz, CDCls) 8/ppm: 5.33 (2H, t, J = 6.0 Hz, H-9 and 10), 4.39 (1H, m, H-4’),
3.73 (2H, m, H-1), 3.63 (4H, m, H-2’ and 6’), 3.28 (6H, s, N-Me3), 2.08-1.97 (4H, m, H-3’
and 5'), 1.54 (2H, m, H-2), 1.26 (24H, m, H 3-7 and 11-17), 0.87 (3H, t, J = 6.6 Hz, H-18).

13C NMR (100 MHz, CDCls): 129.9 and 129.7 (C-9 and 10), 65.5 (C-1), 65.1 (C-4), 59.0 (C-
2’ and 6'), 53.6 and 49.7 (-NMe,), 32.6-25.4 (C 2-8, 11-16, 3’ and 5’), 22.6 (C-17), 14.1 (C-
18).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+H*) C2sHs1NO4P*: 460.35502 uma; found 460.3550 uma.

HMBC and HSQC: see Bidimensional tables.
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(N,N-dimethylpiperidin)-4-yl methyl oleyl phosphate, 26:
IR (film) vmax cm™: 3460, 2924, 2855, 1653, 1463, 1267, 1215, 1122, 1035, 815, 684.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 8/ppm: 7.70 (2H, d, J = 8 Hz, H-2” and 6”), 7.13 (2H, d, /= 7.8
Hz, H-3”, 5”), 5.36-5.30 (2H, m, H-9 and 10), 4.57 (1H, m, H-4’), 3.98 (2H, m, H-1), 3.70
(3H, d, J =12 Hz, POMe), 3.56 and 3.37 ( 2H, m each, H-2" and €’), 3.36 and 3.22 (6H, s
each, NMe3), 2.31 (3H, s, PhMe), 2.23 and 2.00 (2H, m each, 3’ and 5’), 1.62 (2H, m, H-
2),1.26 (26H, m, H 3-8 and 11-17), 0.87 (3H, t, J = 6.5 Hz, H-18).

13C NMR (100 MHz, CDCls): 142.6 (C-1”), 139.9 (C-4”), 129.9 and 129.7 (C-9 and 10),
128.9 (C-3” and 5”), 125.8 (C-2” and 6”), 68.6 (C-4’), 68.4 (C-1), 58.1 (C-2’ and 6’), 54.5
(POMe, d), 53.9 and 49.7 (NMe,), 32.5-25.3 (C 2-8 and 11-16), 26.4 (C-3’ and 5’), 22.6 (C-
17), 21.2 (PhMe), 14.1 (C-18).

HRMS (ESI): Calcd. for (Cationic part *) Ca6HssNOaP*: 474.37068 uma; found 474.3706

uma.

HMBC and HSQC: see Bidimensional tables.

Demethylation of 26 with LiBr: 25

®/ ®/
O N— 0 —
P LiBr, 2-butanone n
O/ |\O s O/ I\O
6 o) A 4
@i\ “CHy ¢ 89°C, 1.5h @i\ a
6 6

To a solution of tosylate salt 26 (26 mg, 0.055 mmol) in 2-butanone (165 pl), LiBr (16 mg,
0.11 mmol) was added at once. The resulting mixture was heated at 89 °C for 1.5 h.
Then, the reaction mixture was diluted in HCCl3 and one drop of H,O was added. The

resulting mixture was homogenized with the minimum amount of MeOH required and
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the resulting suspension was directly filtered on a short silica gel plug eluting with

HCCl3:MeOH:H,0 (65:30:5) to afford 25 (25 mg) in quantitative yield.

Reaction of 10 with 23: 25

6

1

1) POCl,
2) ®/ ®/
N—©O 0 —
ISR DTS
HO 23 _ 5 07,0
- ©
Pyr, DCM A

To a solution containing POCIl; (0.28 ml, 2.97 mmol) in DCM (1.5 ml) cooled at 0 °C, a

solution of oleyl alcohol 1 (724 mg, 2.70 mmol) dissolved in DCM (6 ml) is added

dropwise. Once the addition was completed, the reaction is stirred at 0 °C for additional

24 h. Afterwards, pyridine (1.7 ml) was added, followed by addition of solid piperidinium

salt 23 (2.55 g, 5.64 mmol) at once. The resulting reaction mixture was stirred at r.t. for

additional 48 h. The reaction is quenched by addition of H,0 (1 ml). The resulting mixture

was stirred for 1 h and then, evaporated under vacuum adding PhCH3:EtOH (1:1) still is

completely dried. The crude mixture was purified by silica gel column chromatography

eluting with: HCCl3:MeOH (6:4) and HCCl3:MeOH:NH3 (65:30:5) resulting 25 (82 mg, 6

%).
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Reaction of 2 with 20: 24

e '
N 2
0 JQ 0 jQN/
_P HO 20 _P
| 5 0”4 OH | 0707
TPS, Pyr
6 6

2 24

|

To a solution of 2 (127 mg, 0.36 mmol) in pyridine (2.1 ml), it was subsequently added
TPS (140 mg, 0.46 mmol) and piperidine 20 (42 mg, 0.36). The resulting solution was
heated for 1 h at 70 °C and then, it was stirred for additional 16 h at r.t. Afterwards, it
was added 0.5 ml H,0 and the resulting mixture was stirred for 40 min. The reaction was
evaporated under reduced pressure and the crude reaction product was purified by
silica gel column chromatography eluting with HCCl;, HCCls:MeOH (9:1) and
HCCl3;MeOH:NHjs (8:2:0.2) allowing the isolation of 24 (41 mg, 26 %)

Reaction of 2 with 23: 25

To a solution of 2 (85 mg, 0.24 mmol) in pyridine (1.4 ml), it was subsequently added
TPS (94 mg, 0.31 mmol) and piperidine 20 (28 mg, 0.24). The resulting solution was
heated for 1 h at 70 °C and then, it was stirred for additional 16 h at r.t. Afterwards, it
was added 0.3 ml H,0 and the resulting mixture was stirred for 40 min. The reaction was
evaporated under reduced pressure and the crude reaction product was purified by
silica gel column chromatography eluting with HCCl;, HCCls:MeOH (9:1) and
HCCl3;MeOH:H,0 (8:2:0.2) allowing the isolation of 24 (24 mg, 22 %).
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Acetylation of 27: 28 and 29

OH Ac0 OAc OAc
+
OH Pyr. DCM OH OAG
9 9 9

27 28 29

Y

To a solution of diol 27 (1.19 g, 4.6 mmol) in DCM (30 ml) and pyridine (15 ml), Ac,O
(0.43 ml, 4.6 mmol) was slowly added. The resulting reaction solution was stirred for 12
h at r.t. Afterwards, it was added H,O, extracted with EtOAc and the organic phase was
washed with HCI (2 M), NaHCO3 (6 %) and NaCl (sat.). The combined organic extracts
were dried over anhydrous Na;SQs, filtered and evaporated under reduced pressure.
The crude reaction product was purified by silica gel column chromatography eluting

with Hex:EtOAc (85:15) obtaining 128 (1.13 g, 82 %) and 29 (65 mg, 5 %).

1,16-hexadecanediol monoacetate, 28:
IR (film) vmax cm™*: 2926, 2855, 1742, 1465, 1383, 1365, 1240, 1037, 723.

1H NMR (200 MHz, CDCls) 8/ppm: 4.03 (2H, t, J = 6.6 Hz, H-16), 3.60 (2H, t, J = 6.8 Hz, H-
1), 2.02 (3H, s, -OAc), 1.69-1.23 (28H, m).

13C NMR (50 MHz, CDCls) /ppm: 171.3 (-OOCCHs), 64.7 (C-1), 63.0 (C-16), 32.8-25.7 (C
2-15), 21.0 (-OAc).

1,16-hexadecanediol diacetate, 29:

14 NMR (200 MHz, CDCls) 8/ppm: 4.05 (4H, t, J = 6.6 Hz, H-1 and 16), 2.02 (6H, s, -
OOCCHs), 1.61 (4H, m, H-2 and 15), 1.25 (28H, m).
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Hydrolysis of 29: 27

OAc
OAc
9

29

To a solution of diol 29 (0.428 g, 1.25 mmol) in MeOH (5 ml), KOH was added and the
resulting solution was stirred at r.t. for 12 h. The resulting suspension was diluted in H.O
and stirred for 10 min. The resulting mixture was extracted with DCM. The combined
organic extracts where washed with NaCl (sat.). The combined organic extracts were

dried over anhydrous Na;SOs, filtered and evaporated under reduced pressure.

KOH

MeOH

. OH
OH
9

27

Obtaining a white solid corresponding to diol 27 (320 mg, 99 %).
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Reaction of 28 with POCls: 31

OH Cl
o THF, Pyr 10

f
0°C, 12h
28 31

To a solution of 28 (420 mg, 1.40 mmol) in anhydrous THF (2.3 ml) and cooled at 0 °C, it
was added pyridine (220 pl, 2.77 mmol) and dropwise 134 ul (0.51 mmol) of freshly
distilled POCIs. The resulting solution was stirred for 12 h at 0 °C. Afterwards, a few drops
of Na>COs3 (6%) were added and the reaction was stirred for additional 10 min. Then, HCI
2 M was carefully added to adjust the acidity of the reaction mixture to pH=2 and
extracted with EtOAc. The combined organic extracts were washed with H,O and

evaporated under vacuum resulting 31 (432 mg, 97 %).

1-acetoxy-16-chlorohexadecane, 31:

1H NMR (400 MHz, CDCls) /ppm: 4.05 (2H, t, J = 8.0 Hz, H-1), 3.53 (2H, m, H-16), 2.04
(3H, s, -OOCHs), 1.77-1.11 (22H, m).

13C NMR (100 MHz, CDCls) §/ppm: 171.2 (-OOCCHs), 64.6 (C-1), 45.2 (C-16), 32.6-22.6 (C
2-15), 21.0 (-OOCCHs).
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Reaction of 28 with POCIs: 30

OH O.!1_OH
o TCE, Pyr 10 P

1 1]
-20 °C, 12h
28 30

To a solution of 28 (138 mg, 0.46 mmol) in anhydrous TCE (2.3 ml) and cooled at -20 °C,
it was added pyridine (77 ul, 0.97 mmol) and slowly 47 ul (0.51 mmol) of freshly distilled
POCls. The resulting solution was stirred for 12 h at -20 °C. Afterwards, a few drops of
Na,COs (6%) were added and the reaction was stirred for additional 10 min. Then, HCI
2M was carefully added to adjust the acidity of the reaction mixture to pH=2 and
extracted with EtOAc. The combined organic extracts were washed with H,O and

evaporated under vacuum resulting 30 (162 mg, 93 %).

16-acetoxyhexadecan-1-yl dihydrogenphosphate, 30:

1H NMR (400 MHz, CDCl3) §/ppm: 4.02 (2H, t, J = 8 Hz, H-16), 3.91 (2H, m, H-1), 2.03 (3H,
s, -OAc), 1.77-1.11 (22H, m).

13C NMR (100 MHz, CDCls) §/ppm: 171.2 (-OOCCHs), 66.6 (C-1), 64.6 (C-16), 32.6-22.6 (C
2-15), 21.0 (-OOCCHs).
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Esterification reaction of 30 with 4: 32

OAc 4 16 OAc o
O.!.0
@;/O\FI’/OH TPS, Pyr ~O%p \,/\N\
|

S 70°C, 1h 5

To a solution of 30 (162 mg, 0.42 mmol) in pyridine (3.2 ml), 2,4,6-
triisopropylbenzenesulfonil chloride, TPS (141 mg, 0.46 mmol) and recrystalized choline
tetraphenylborate 4 (181 mg, 0.42 mmol) were added at once. The resulting mixture is
heated at 70°C for 1 h followed by stirring at r.t. for 12 h. Then, H,0 was added and
evaporated under vacuum. The crude reaction product was purified by silica gel column
chromatography eluting with CHCls, CHCl3:MeOH (9:1) and CHCl3:MeOH: H,0 (65:30:5)
obtaining 32 (80 mg, 41%).

16-acetoxyhexadecyl-1-phosphocholine, 32:

1H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 4.42 (2H, m, H-1’), 4.04 (2H, t, J = 8 Hz, H-16), 3.90
(2H, m, H-2"), 3.60 (2H, t, J = 6.5 Hz, H-1), 3.44 (9H, bs, NMe3), 2.04 (3H, s, -OAc), 1.61
(4H, m, H-2 and 15), 1.25 (24H, H 3-14).

13C NMR (100 MHz, CDCls) §/ppm: 171.1 (-OOCCHs), 66.8 (C-2’), 64.6 (C-16), 62.6 (C-1),
59.9 (C-1’), 54.4 (NMes), 30.5-29.0 (C-2and 4-14), 25.8 (C-3), 21.0 (-OOCCHs).

HRMS (ESI): Calcd. for C23HagOsNP* (M+H*) : 466.32920 uma; found: 466.3290 uma.

HMBC and HSQC: see Bidimensional tables.
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Esterification reaction of 30 with choline tosylate: 32

OAc TsOCh Gi)jc o
OH (@] 2
O.1.OH 0.1.0 ®
@O/\/ P TPS, Pyr o P \/\’Tj\

3 50°C, 1h 5

|

To a solution of 30 (250 mg, 0.65 mmol) in pyridine (4.9 ml), 2,4,6-
triisopropylbenzenesulfonil chloride, TPS (217 mg, 0.65 mmol) and choline tosylate (179
mg, 0.65 mmol) were added at once. The resulting mixture is heated at 50 °C for 1 h
followed by stirring atr.t. for 12 h. Then, H,O was added and evaporated under vacuum.
The crude reaction product was purified by silica gel column chromatography eluting
with CHCl3, CHCl3:MeOH (9:1) and CHCl3:MeOH: H,0O (65:30:5) obtaining 32 (36 mg,
12%).
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Protection of diol 27 as tritylether: 33 and 34
OH CITr OTr OTr
@;/OH Pyr B} @;/OH @;/OTr
10 10 10

80°C, 12 h
27 33 34

To a solution of 27 (2.0 g, 4,76 mmol) in pyridine (35 ml), trityl chloride (1.33 g, 4.76
mmol) was added at once and the resulting mixture was heated at 80 °C for 12 h. After
that time, it was added ice and the mixture was extracted with EtOAc. The combined
organic phases were washed with HCI (2 M), NaHCOs (6 %) and NaCl (sat.), dried over
anhydrous Na>SOg, filtered and evaporated under vacuum. The crude product was
purified by silica gel column chromatography eluting with Hex:EtOAc (92:8) 33 (1.70 g,
71 %) and 34 (221 mg, 6%)

16-trityloxyhexadecan-1-ol, 33:
IR (film) vmax cm™: 3338, 3057, 2927, 2853, , 1489, 1448, 1070, 744, 705, 632.

'H NMR (200 MHz, CDCl3) 6/ppm: 7.48-7.19 (15H, m, Ph3C-0), 3.65 (2H, t, J = 6.6 Hz, H-
1), 3.05 (2H, t, J = 6.6 Hz, H-16), 1.59 (4H, m, H 2 and 15), 1.26 (24H, m, H-3 to 14).

13C NMR (50 MHz, CDCls) /ppm: 144.4 (C-1’), 128.6 (C-3” and 5), 127.6 (C-2’ and &),
126.7 (C-4’), 86.2 (PhsC-0), 63.6 (C-16), 62.9 (C-1), 32.7-25.7 (C-3 to 15).

HRMS (ESI): Calcd for (M+Na*) C3sHagO2+Na*: 523.35520 uma; found 523.3546 uma.

1,16-ditrityloxyhexadecane, 34:

IR (film) vmax cm™: 3059, 2903, 2853, 1597, 1493, 1219, 2070, 899, 744, 705, 632.

14 NMR (200 MHz, CDCl3) §/ppm: 7.51-7.15 (30H, m, PhsC-0), 3.07 (4H, t, J = 6.6 Hz, H
1.and 16), 1.62 (4H, m, H 2 and 15), 1.28 (24H, m, H-3 to 14).

13C NMR (50 MHz, CDCls) /ppm: 144.5 (C-1”), 128.7 (C-3” and 5”), 127.7 (C-2” and
4"),126.8 (C-4”), 86.2 (PhsC-0), 63.7 (C-1 and 16), 30.9-26.3 (C-3 to 15).
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Preparation of phospholane 35 from 33

O PhXT_Ph
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oTr 50> 0
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- 0

OH Pyr 0.8 0>

10 10 1 0
16 h s

33 35

To a solution of 33 (1 g, 2.00 mmol) in pyridine (10 ml) at 0 °C, 2-chloro-2-oxa-1,3,2-
dioxaphospholane (1.1 ml, 12 mmol) was added dropwise. The resulting mixture was
stirred fat that temperature for 16 h. After that time, solvent was evaporated under
vacuum obtaining 35 that was used immediately in the next reaction: phospholane ring-

opening by NMes.

2-(16-trityloxyhexadecyloxy)-1,3,2-dioxaphospholane -2-oxide, 35:

1H NMR (400 MHz, CDCl3) /ppm: 7.46-7.19 (15H, m, Ph3C-0), 4.42 and 4.35 (2H, m each,
PO-CH»-CH»-0), 4.15 (2H, m, H-1), 3.03 (2H, t, J = 8 Hz, H-16), 1.69 (2H, m, H-2), 1.61 (2H,
m, H-15), 1.23 (24H, m, H 3-14).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 144.5 (C-1”"), 128.7 (C-3” and 5”), 127.6 (C-2” and
6”) and 126.8 (C-4”), 86.2 (OCPhs), 69.2 (C-1), 65.9 (PO-CH»-CH,-0), 63.7 (C-16), 30.4 (C-
2), 30.3 (C-15), 30.0-25.3 (C 3-14).
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Reaction of 35 with NMes: 36

OTr NMes -THF 16OTr o

O ) 2

O\ﬁ,//o> 70 °C O\I'D/O\/\(S

10 T 72 h 10 T | T
) o)

35 pressure vessel 36

Y

To the phospholane derivative 35 (1.0 g, 1.6 mmol) placed in a pressure vessel, a NMes
solution 1.0 M in THF (7 ml) was added. The vessel was closed and heated at 70 °C for
72 h. Afterwards, the reaction is evaporated under vacuum and the crude mixture is
purified by silica gel column chromatography eluting with CHCl;:MeOH (9:1) and
CHCl3:MeOH:H,0 (65:30:5) affording 36 (55 mg, 5 %).

16-trityloxyhexadecyl-1-phosphocholine, 36:

H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 8/ppm: 7.38-7.21 (15H, m, PhsC-0), 4.02 (2H, bs, H-1’),
3.60 (2H, g, J = 6.6 Hz, H-1), 3.49 (2H, m, H-2), 3.12 (9H, s, MesN-), 2.93 (2H, t, J = 6.5
Hz, H-16), 1.58-1.49 (2H, m, H-15), 1.49-1.40 (2H, m, H-2), 1.34-1.08 (24H, m, H-3 to
15).

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) §/ppm: 144.1 (C-1”"), 128.8 (C-3” and 5”), 127.7 (C-2”
and 6”), 126.9 (C-4"), 85.7 (O-CPhs), 65.4 (C-2’), 64.1 (C-1), 62.8 (C-16), 58.3 (C-1’), 53.1
(MesN), 30.5 (C-2), 29.2 (C-15), 29.1-25.5 (C-3 to 14).

HRMS (ESI): Calcd. for CaoHs10sNP* (M+H*): 666.42819 uma; found: 666.4271 uma.

HMBC and HSQC: see Bidimensional tables.
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Preparation of 2-bromoethyldichlorophosphane: 37

POCI, a %o
HO\/\Br - \ﬁ/ \/\Br
TCE )
2-bromoethanol 0°C, 12h 37

To a solution of POCI3 (475 mg, 3.61 mmol) in 1,1,2-trichloroethylene (TCE, 0.3 ml)
cooled at 0 °C, 2-bromoethanol was added dropwise. The reaction was stirred at r.t. for
12 h. After that time, toluene (4.5 ml) was added and the solution was evaporated at 40
°C under vacuum to afford 37 (777 mg, 87 %), that was used immediately in the next

reaction.
2-bromoethyldichlorophosphate, 37:
1H NMR (400 MHz, CDCl3) §/ppm: 4.50 (2H, m, H-1), 3.61 (2H, m, H-2).

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) §/ppm: 68.3 (C-1, d, J = 6.0 Hz), 28.1 (C-2, d, J = 9.0 Hz).
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Reaction of 33 with 37: 38

Cl
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33 38

To a solution of immediately before prepared 37 in TCE (4 ml) cooled at 0 °C, a solution
of hydroxyderivative 33 (1.5 g, 3.00 mmol) in TCE (4.9 ml) and EtsN (1 ml) was added
slowly meanwhile an argon current is passed through the flask atmosphere for removing
the HCI (g) generated. The resulting solution was stirred at r.t. for 20 h. After that time,
pyridine (722 ul, 8.99 mmol) and ice were sequentially added and the reaction was
stirred for additional 1 h. Then, HCI 2 M was slowly added to acidulate still pH = 2. The
resulting mixture was placed in a separatory funnel and the organic layer is separated
and neutralized by addition of aqueous Ba(OAc), (10%). The resulting organic phase was
evaporated under reduced pressure to afford 38 that was used in the next reaction

without further purification.

2-bromoethyl (16-(trityloxy)hexadecyl) hydrogenphosphate, 38:

1H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 7.45-7.21 (15H, m, O-CPhs), 4.34 (2H, m, H-1’), 4.11
(2H, m, H-1), 3.55 (2H, m, H-2’), 3.03 (2H, t, J = 6.0 Hz, H-16), 1.70 (2H, m, H-15), 1.61
(2H, m, H-2), 1.26 (24H, m).

13C NMR (100 MHz, CDCl3) 8/ppm: 144.5 (C-1""), 128.7 (C-3” and 5”), 127.6 (C-2” and
6”), 126.7 (C-4”"), 86.2 (O-CPhs), 68.7 (C-1), 67.2 (C-1’), 63.6 (C-16), 29.5 (C-2’), 32.6-25.3
(C 2-15).
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Reaction of 38 with NMes: 36
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38 36

Compound 38 (100 mg, 0.145 mmol) was placed in a round-bottomed flask and a
solution of NMe3 1.0 M in THF (2 ml) was added. The resulting solution was stirred at r.t.
for 48 h. After that time, a white solid appeared in suspension and the reaction mixture
was evaporated under reduced pressure. The crude reaction product was purified by
silica gel column chromatography eluting with CHCl3, CHCI3:MeOH (9:1 to 8:2) and
CHCl3:MeOH:H,0 (65:30:5) to afford 36 (70 mg, 72 %).
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Reaction of 36 with p-TsOH: 39

OTr o pTSOH 16OH o
Q ® 080 2@
O -0~ CHCl3:PhCH ~prO

\

To a solution of 36 (55 mg, 0.083 mmol) in CHCl3: PhCHs (1.1 ml, 9:1), pTsOH (13.8 mg,
0.072 mmol) was added and the resulting mixture was stirred for 4 h at r.t. Then, H,0 (1
drop) was added and the resulting mixture was homogenized with the minimum amount
of MeOH and directly purified by silica gel column chromatography eluting with
CHCl3:MeOH (9:1 to 8:2) and CHCl3:MeOH:H,0 (65:30:5) to afford 39 (31 mg, 89 %).

16-hydroxyhexadecyl-1-phosphocholine, 39:

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 8/ppm: 4.20 (2H, m, H-1’), 3.79 (2H, m, H-1), 3.58 (2H, m,
H-2’), 3.36 (2H, t, J = 6.5 Hz, H-16), 3.12 (9H, s, MesN-), 1.53 (2H, m, H-2), 1.38 (2H, m,
H-15), 1.23 (24H, m, H-3 to 14).

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) §/ppm: 65.5 (C-1), 65.0 (C-2’), 60.7 (C-16), 59.1 (C-1’),
53.1 (MesN), 32.5 (C-15), 30.1 (C-2), 29.0-25.2 (C 3-14).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+H*) : 424.58276 uma; found: 424.31864 uma

HMBC and HSQC: see Bidimensional tables.
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Reaction of 40 with thiophosgene: 41
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To a solution of thiophosgene (32 ml, 4.2 mmol) in toluene (10 ml) cooled at 0 °C, a
pyrrole 40 (605 mg, 8.4 mmol) solution in Et,0 (15 ml) also cooled at 0°C was added
dropwise. The resulting solution was stirred at 0 °C for additional 40 min and then, 10 %
aqueous MeOH (12 ml) was slowly added. The resulting mixture was stirred at r.t. for 1
h. The resulting mixture was evaporated under reduced pressure in fumehood. The
crude reaction mixture was dissolved in PhCH3:CHCls (9:1) and was purified in neutral

alumina column chromatography eluting isocratically to obtain 41 (420 mg, 57 %).

Bis-(1H-pyrrol-2-yl)-methanothione, 41:

1H NMR (200 MHz, CDCl3) §/ppm: 9.78 (2H, b.s., 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).

13C NMR (50 MHz, CDCl3) §/ppm: 193.1 (-C=S), 138.1(C-2), 127.6 (C-5), 114.7 (C-3), 112.4
(C-4).
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Methylation of 41: 42

S s
3
\_NH HN-/ DCM =NH HN
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!
a1 42

To a solution of 41 (285 mg, 1.62 mmol) in DCM (4.8 ml), CHsl (250 ul) was added slowly.
The resulting mixture was stirred at r.t. for 24 h. After that time, the reaction was
evaporated under reduced pressure to result 42 that was used in the next reaction

without further purification.

2-[methyl sulfanyl-(1H-pyrrol-2-yl)-methylene]-2H-pyrrolonium iodide, 42:
IR (film) vmax cm™: 3111, 1549, 1435, 1338, 1045.

1H NMR (200 MHz, CDCls §/ppm: 12.03 (2H, bs, 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).

13¢ NMR (50 MHz, CDCls) §/ppm: 163.7 (-CSMe), 139.7 (C-5), 130.6 (C-2), 129.8 (C-3),
117.7 (C-4), 22.7 (CH3-S-)
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Reaction of 41 with BF3-OEt; 43
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To a solution of 41 (690 mg, 2.17 mmol) in DCM (16.1 ml), EtsN (505 pl, 3.64 mmol) was
added and the resulted mixture was stirred at r.t. for 40 min, then BF3-OEt, (413 ul, 3.26
mmol) was added and the resulting solution was stirred for additional 2 h. The mixture
was carefully evaporated under reduced pressure followed by purification in a silica gel

column chromatography eluting with Hex:EtOAc (9:1) isolating 43 (470 mg, 91 %).

8-(thiomethyl)-4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene, 43:
UV (EtOH) (A max/nm): 490

1H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 7.79 (2H, bs, H-3 and 5), 7.42 (2H, d, J = 4.2 Hz, H-1
and 7), 6.53 (2H, d, J = 4.2 Hz, H-2 and 6), 2.91 (3H, s, -SCHs).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 154.0 (C-8), 141.6 (C-3 and 5), 134.1 (C-8a and 7a),
127.8 (C-2 and 6), 118.1 (C-1 and 7), 20.7 (CH3-S-).

HMBC and HSQC: see Bidimensional tables.
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Reaction of 33 with BODIPY 43: 44

OH -
9 CuTC, NazCO3

PhCH3:CH,CN
33 55°C, 24 h

To a solution of 42 (143 mg, 0.6 mmol) in CH3CN (2 ml) placed in a Schlenk flask, CuTC
(463 mg, mmol) and Na,COs (725 mg, mmol) were added and the resulting mixture was
stirred for 20 min at r.t.. Then, a solution of 1,16-hexadecanediol (150 mg, 0.6 mmol) in
CH3CN (5 ml) and PhCHjs (3 ml) was added. The resulting reaction mixture was stirred for
24 h at 55 °C. The resulting solution was evaporated under vacuum and the crude
reaction product was purified by silica gel column chromatography eluting with
Hex:EtOAc (8:2) to afford 44 (147 mg, 55%), 45 (73 mg, 19%) and unreacted starting

materials 33 and 42.
16-(4,4-difluoro-4bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yloxy)-1-hexadecanol, 44:
IR (film) vmax cm™: 3048, 2952, 2928, 2855, 1740, 1549, 1245, 960.

14 NMR (400 MHz, CDCl3) §/ppm: 7.73 (2H, m, H-3” and 5”), 7.34 (2H, d, J = 4.1 Hz, H-
1” and 7”’), 6.52 (2H, dd, J = 4.1 and 1.8 Hz, H-2” and 6”'), 4.69 (2H, t, J = 6.4 Hz, H-16),
3.63 (2H, t, J = 6.6 Hz, H-1), 1.96 (2H, m, H-15), 1.54 (4H, m, H-2 and 14), 1.27 (22H, m).

13C NMR (100 MHz, CDCls) §/ppm: 161.5 (C-8”), 139.0 (C-3” and 5”), 126.2 (C-7a” and
8a”), 125.1 (C-1” and 7”’), 116.2 (C-2"” and 6”), 75.3 (C-16), 63.1 (C-1), 32.8 (C-2), 30.9-
29.1 (C 4-15), 25.7 (C-3).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) CasHag BF2N202Na*: 471.2970 uma; found: 471.2971

uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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1,16-bis(4,4-difluoro-4bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yloxy)hexadecane, 45:

1H NMR (400 MHz, CDCl3) §/ppm: 7.73 (4H, m, H-3" and 5”), 7.32 (4H, m, H-1” and
7”), 6.52 (4H, m, H-2” and 6”), 4.69 (4H, t, J = 6.4 Hz, H-1 and 16), 1.95 (2H, m, H-2 and
15), 1.28 (28H, m).

13C NMR (100 MHz, CDCl3) §/ppm: 161.5 (C-8"), 139.0 (C-3” and 5”’), 126.2 (C-7a” and
8a”), 125.1 (C-1” and 7”), 116.2 (C-2”" and 6”), 75.4 (C-1 and 16), 29.6-25.8 (C 2-15).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+H*) C34HasB2FaNgO2*: 639.3665 uma; found: 639.3662 uma.
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Reaction of 33 with BODIPY 43: 46

.
~s "
,
/ Z N= Ph Ph 2'
~=N.© N/ 5 Ph.|_Ph
®'B: -
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> =~
H "
© CuTC, Na,COs 7 7y
PhCh3CH3CN
33 55°C, 24 h 46

To a solution of 43 (536 mg, 2.25 mmol) in CH3CN (1 ml), thiofene-2-carboxylate CuTC
(358 mg, 1.84 mmol) and 33 (537 mg, 1.07 mmol) dissolved in CH3CN (4 ml) and PhCHj3
(2.5 ml) were subsequently added and the resulting mixture was stirred for 15 mins at
r.t.. After that time, Na>COs (195 mg, 1.07 mmol) was added and the reaction was
heated at 55 °C for 24 h. Then, the reaction was evaporated under reduced pressure and
the crude reaction product was purified by silica gel column chromatography eluting

with Hex:EtOAc (9:1) to afford 46 (687 mg, 93 %) and 47 (69 mg, 5 %).
16-(4,4-difluoro-4bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yloxy)-1-trityloxyhexadecane, 46:
IR (film) vmax cm™: 2956, 2931, 2855, 1727, 1551, 1411, 1285, 968.

1H NMR (200 MHz, CDCls) 6/ppm: 7.70 (2H, m, H-3" and 5”’), 7.42-7.15 (15H, m,
PhsCO), 7.30 (2H, d, J = 4.1 Hz, H-1” and 7”), 6.48 (2H, dd, J = 4.1 and 2.0 Hz, H-2”" and
6”), 4.65 (2H, t, J = 6.3 Hz, H-16), 3.01 (2H, t, J = 6.6 Hz, H-1), 1.95 (2H, m, H-15), 1.58
(2H, quin, J = 7.8 Hz, H-2), 1.50 (2H, m, H-14), 1.26 (22H, m).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 161.5 (C-8”), 144.5 (C-1’), 139.0 (C-3” and 5"),
128.9 (C-3’ and 5’), 127.6 (C-2’ and 6’), 126.7 (C-4’), 126.2 (C-7a” and 8a”), 125.1 (C-1”
and 7”), 116.2 (C-2” and 6”), 86.2 (O-CPhs), 75.4 (C-16), 63.7 (C-1), 30.0 (C-2), 26.3 (C-
3), 25.8 (C-14) 29.6-29.1 (C 4-13 and 15).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+H*) CasHs4BF2N20,*: 691.4264 uma; found: 691.4259 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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16-(trityloxy)hexadecyl tiophene-2-carboxylate, 47:
IR (film) vmax cm™: 2960, 2929, 2858, 1748, 1727, 1553, 1252, 1110.

1H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 7.77 (1H, dd, J = 3.8 and 1.2 Hz, H-3"), 7.50 (1H, dd, J
=5.0 and 1.2 Hz, H-5"), 7.05 (1H, dd, J = 5.0 and 3.8 Hz, H-4""), 7.43-7.17 (15H, m,
PhsCO-), 4.26 (2H, t, J = 6.7 Hz, H-1), 3.01 (2H, t, J = 6.6 Hz, H-16), 1.71 (2H, quin, J = 7.6
Hz, H-2), 1.59 (2H, quin, J = 7.0 Hz, H-15), 1.22 (24H, m, H 3-14).

13C NMR (100 MHz, CDCls) §/ppm: 162.3 (C=0), 144.5 (C-1'), 134.1 (C-2""), 133.2 (C-3”),
132.1 (C-5”), 128.6 (C-3’ and 5'), 127.7 (2’ and 6'), 127.9 (C-4”), 126.8 (C-4’), 86.2
(OCPhs), 65.3 (C-1), 63.7 (C-16), 30.0-25.9 (C 2-15).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+H?*) CaoHs1 O3S*: 611.3553 uma; found: 611.3559 uma.

Deprotection of 46 with BF3-OEt,: 44

Y

46

To a solution of 46 (481 mg, 0.70 mmol) in CHCIs (7.8 ml) cooled at 0 °C, BF3-OEt; (84 pl,
0.007 mmol) was slowly added. The resulting solution was stirred at that temperature
for 15 min and additional 30 min at r.t.. Then, the reaction was cooled to 0 °C and
H>0:CHCl3:MeOH (2:2:1) was added, the organic phase was separated and the aqueous
phase was extracted twice with CHClz. The combined organic extracts were dried over
anhydrous NaxSOyg, filtered and evaporated under vacuum. The crude reaction product
was purified by silica gel column chromatography eluting with Hex:EtOAc (7:3) resulting

44 (290 mg, 93 %).
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Preparation of phospholane 48 from 44

To a solution of 44 (214 mg, 0.48 mmol) in pyridine (2.5 ml) cooled at 0 °C, 2-chloro-2-
oxa-1,3,2-dioxaphospholane (264 ul, 2.88 mmol) was slowly added. The resulting
solution was stirred at that temperature for 16 h. After that time, the reaction was
evaporated under vacuum obtaining 48 that was used immediately in the next reaction

without further purification.

2-(16-(4,4-difluoro-4bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yloxy)hexadecyloxy)-1,3,2-
dioxaphospholane-2-oxyde, 48:

1H NMR (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 7.73 (2H, m, H-3” and 5”), 7.34 (2H, d, J = 4.1 Hz, H-
1” and 7”), 6.52 (2H, dd, J = 4.1 and 1.8 Hz, H-2" and 6”), 4.69 (2H, t, J = 6.4 Hz, H-16),
4.41 and 4.35 (4H, m, OCH,CH,0), 4.14 (2H, g, J = 4.1 Hz, H-1), 1.96 (2H, m, H-15), 1.69
(2H, m, H-2), 1.56 (2H, m, H-14), 1.27 (24H, m).
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Reaction of 48 with NMes: 49

o o NMes: THF
Ol //O> — >
10 P Pyridine

Pressure vessel
48 70°C, 72 h

To the previously synthesized phospholane derivative 48 (266 mg, 0.48 mmol), a
solution of NMe3 1.0 M in THF was added. The pressure vessel was closed and heated at
70 °C for 72 h. After that time, the reaction was evaporated under vacuum. The
purification of the crude reaction mixture by silica gel column chromatography eluting

with CHCls, CHCI3:MeOH (9:1) and CHCl3:MeOH:H20 (65:30:5) obtaining 49 (14 mg, 5 %).

16-(4,4-difluoro-4bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yloxy)hexadecylphosphocholine, 49:
UV (EtOH) (L max/nm): 444

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) &/ppm: 7.80 (2H, s, H-3” and 5”), 7.56 (2H, d, J = 4.0 Hz,
H-1” and 7”’), 6.63 (2H, dd,.J = 4.0 and 2.1 Hz, H-2” and 6”), 4.84 (2H, t, J = 6.5 Hz, H-16),
4.01 (2H, m, H-1’), 3.59 (2H, q, J = 6.5 Hz, H-1), 3.51 (2H, m, H-2’), 3.34 (9H, s, NMes),
1.91 (2H, m, H-15), 1.46 (4H, m, H-2 and 14), 1.19 (22H, m, H 3-13).

13C NMR (100 MHz, DMSO-d6) &/ppm: 161.4 (C-8”), 138.8 (C-3” and 5”), 125.7 (C-1”
and 7”’), 125.6 (C-7a” and 8a”), 116.4 (C-2” and 6”), 76.0 (C-16), 65.5 (C-2’), 63.9 (C-1),
58.2 (C-1’), 53.1 (NMes), 31.3-25.5 (C 2-14), 25.3 (C-15).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+H*) C3oHs1 °BF2N30sP*: 613.37365 uma; found: 613.3731

uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Reaction of 44 with 50: 51

(0]
- 16
> OH 2'
T O\ | /O
Pyridine @0/\/ ) \,/\Br

16 h

44 51

To a solution of immediately before prepared 50 in TCE (1 ml) cooled at 0 °C, a solution
of hydroxyderivative 44 (476 mg, 0.75 mmol) in TCE (1.3 ml) and Et3N (250 ul) was added
slowly meanwhile an argon current is passed through the flask atmosphere for removing
the HCI (g) generated. The resulting solution was stirred at r.t. for 20 h. After that time,
pyridine (181 ul, 2.25 mmol) and ice were sequentially added and the reaction was
stirred for additional 1 h. Then, HCI 2 M was slowly added to acidulate still pH = 2. The
resulting mixture was placed in a separatory funnel and the organic layer is separated
and neutralized by addition of aqueous Ba(OAc), (10%). The resulting organic phase was
evaporated under reduced pressure to afford an oil that was redissolved in acetone and

the crystallization at -14 °C allow the obtention of product 51.

2’-bromoethyl 16-(4,4-difluoro-4bora-3a,4a-diaza-s-indacen-8-yloxy) hexadecyl
hydrogenphosphate, 51:

1H NMR (200 MHz, CDCls) 8/ppm: 7.72 (2H, m, H-3" and 5”), 7.34 (2H, d, J = 3.8 Hz, H-
1” and 7”), 6.51 (2H, m, H-2” and 6”), 4.68 (2H, t, J = 6.2 Hz, H-16), 4.45 (2H, m, H-1"),
4.25 (2H, m, H-1), 3.53 (2H, m, H-2’), 1.94 (2H, m, H-15), 1.68 (4H, m, H-2), 1.25 (24H,

m).
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Reaction of 51 with NMes: 49

© NMe;: THF
0%'b >
A g

f 48 h, r.t
o)

51

Compound 51 (315 mg, 0.496 mmol) was placed in a round-bottomed flask and a
solution of NMe3 1.0 M in THF (6.8 ml) was added. The resulting solution was stirred at
r.t. for 48 h. After that time, a white solid appeared in suspension and the reaction
mixture was evaporated under reduced pressure. The crude reaction product was
purified by silica gel column chromatography eluting with CHCl;, CHCI3:MeOH (9:1 to
8:2) and CHCl3:MeOH:H,0 (65:30:5) obtaining 49 (12 mg, 4 %).
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Reaction of 39 with fluorophore 43: 49
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49

To a solution of 39 (15 mg, 0.035 mmol) in MeCN:PhCH; (1.56 ml, 2:1), BODIPY 43 (27

mg, 0.110 mmol), CuTC (20 mg, 0.105mmol) and Na,COs ( 11 mg, 0.103 mmol) were

added. The resulting mixture were heated at 55 °C for 24 h. Then, the reaction was

cooled to r.t. and solvent was evaporated under vacuum. The crude reaction mixture

was purified by silica gel column chromatography eluting with CHCl3, CHCl3:MeOH (9:1

to 8:2) and CHCl3:MeOH:H,0 (65:30:5) to afford unreacted starting material 39 (8 mg)

and an enriched fraction of 49, that is purified again by Sephadex LH-20 column

chromatography (CHClz:MeOH, 9:1), isolating 49 (9.9 mg, 46 %).
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Reaction of 13 with fluorophore 43: YY52
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To a solution of 43 (253 mg, 1.05 mmol) in MeCN (1.1 ml), it was fastlly added CuTC (167
mg, 0.86 mmol) and a solution of 13 (218 mg, 0.43 mmol) in CH3CN (2.4 ml). The resulting
mixture was stirred at r.t. for 5 min. Afterwards, it was added Na;COs (90 mg, 0.86
mmol). The resulting reaction mixture was heated at 55 °C for 24 h. Then, the reaction
was evaporated under reduced pressure and the crude reaction mixture was purified by
silica gel column chromatography eluting with Hex:EtOAc (97:3) resulting 52 (26 mg, 53

%) and recovering starting material 13 and fluorophore 43.
9-0-(4,4,-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenyl)-1-trityloxyoctadecane, 53:
UV (EtOH) (A max/nm): 441

1H NMR (400 MHz, CDCls) /ppm: 7.71 (2H, s, H-3" y 5”"), 7.55-7.17 (17H, m, H-2’-6", H-
17y 77), 6.51 (2H, dd, J1= 4.1 Hz, Jo= 2.0 Hz, H-2"" y 6”’), 5.13 (1H, m, 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).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6/ppm: 161.4 (C-8”), 144.5 (C-1’), 138.8 (C-3” and 5”), 128.7
(C-3’ and 5’), 127.6 (C-2’ and 6), 126.7 (C-4’), 126.2 (C-7a” and 8a”), 125.1 (C-1” and
7”), 116.1 (C-2” and 6”), 86.5 (O-CPhs), 72.0 (C-9), 63.7 (C-1), 37.5-22.6 (C 2-8 and 10-
17), 14.1 (C-18).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+H"*): C47Hs0BF2N202* 733.4716 uma; found: 733.4717 uma.
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Ent-halimic acid extraction: 54

The Halimium viscosum plant was collected in Terradillos (Salamanca) in July 2019 and
allowed to air drying for two weeks. Once it has dried, it was finely chopped, and the

woody parts of the plant were discarded.

For the extraction of ent-halimic acid, 1.4 kg of the plant prepared as described before,
were weighed and placed in an Erlenmeyer flask with 6 | of EtOAc and was stirred for 48
h. The ethyl acetate extract was filtered and evaporated, obtaining 147.1 g of extract,

10.5% (m/m of dry plant)

Purification of the plant extract was afforded taking 125 g of the ethyl acetate plant
extract and chromatographed on 700 g of silica gel, eluting with Hex:EtOAc (9:1) and
applying a polarity gradient. Finally, two major fractions were isolated: a fraction
corresponding to ent-halimic acid 54 and its acetyl derivative 55 in a 1:2 ratio and the

methylketone of ent-halimic acid, 56.

OAc

" COOH

ent-halimic acid 55
54
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15-hydroxy-ent-halima-1(10),13E-dien-18-oic acid, 54:
[a]3%= +62.4 (c 0.40, CHCl3)
IR (film) vmax cm™: 3420, 2961, 2926, 2872, 2635, 1701, 1689, 1457, 1379, 1262, 1233.

1H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 5.37 (2H, m, H-1,H-14), 4.12 (2H, d, J = 8 Hz, H-15),
2.67 (1H, m, H-5), 2.16-1.14 (13H, m), 1.66 (3H, s, H-16), 1.13 (3H, s, H-19), 0.89 (3H, s,
H-20), 0.80 (3H, d, J = 8.0 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCl3) 8/ppm: 119.8 (C-1), 22.7 (C-2), 30.7 (C-3), 44.6 (C-4), 38.7 (C-
5), 23.1 (C-6), 30.1 (C-7), 38.0 (C-8), 42.9 (C-9), 141.2 (C-10), 37.5 (C-11), 33.8 (C-12),
140.9 (C-13), 122.8 (C-14), 59.2 (C-15), 16.4 (C-16), 15.6 (C-17), 184.2 (C-18), 19.7 (C-19),
22.1(C-20).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) CaoH3203Na: 343.2244 uma; found 343.2244 uma.

15-acetoxy-ent-halima-1(10),13E-dien-18-oic acid, 55:
[a]3%= +47.0 (c 0.50, CHCl3).
IR (film) vmax cm™: 3284, 2931, 2878, 2651, 1730, 1667, 1446, 1371, 1267, 1233.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 5.34-5.23 (2H, m, H-1,H-14), 4.56 (2H, d, J = 7.2 Hz, H-
15), 2.66-2.62 (1H, m, H-5), 2.16-1.14 (13H, m), 2.04 (3H, s, -OOCCHs), 1.68 (3H, s, H-16),
1.24 (3H, s, H-19), 0.90 (3H, s, H-20), 0.80 (3H, d, J = 8.0 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6/ppm:, 117.5 (C-1), 22.8 (C-2), 30.5 (C-3), 44.6 (C-4), 38.5 (C-
5), 22.9 (C-6), 29.7 (C-7), 38.7 (C-8), 42.8 (C-9), 143.6 (C-10), 37.5 (C-11), 34.0 (C-12),
141.2 (C-13), 119.8 (C-14), 61.6 (C-15), 16.7 (C-16), 15.6 (C-17), 183.8 (C-18), 21.1 (C-19),
22.7 (C-20), 171.3 (CHsCOO-), 22.4 (CH3COO-).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C22H3204Na: 385.4996 uma; found: 385.4992 uma.
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13-o0x0-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-18-oic acid, 56:
[a]3%= +77.9 (c 0.34, CHCl3).
IR (film) vmax cm™: 3051, 2982, 2874, 1713, 1693, 1643, 1518, 1454, 1379, 1281.

1H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 5.33 (1H, t, J = 3.8 Hz, H-1), 2.60 (1H, m, H-5), 2.21-
0.81 (14H, m), 2.12 (3H, s, H-16), 1.15 (3H, s, H-19), 0.87 (3H, s, H-20), 0.81 (3H, d, J= 7.0
Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCl3) §/ppm: 120.2 (C-1), 23.3 (C-2), 29.7 (C-3), 44.6 (C-4), 37.8 (C-
5), 23.5 (C-6), 28.6 (C-7), 39.06 (C-8), 42.6 (C-9), 141.0 (C-10), 32.2 (C-11), 38.8 (C-12),
210.6 (C-13), 29.7 (C-16), 15.5 (C-17), 184.5 (C-18), 21.0 (C-19), 22.0 (C-20).

HRMS (ESI): Calcd for (M+Na*) C1gsH2803Na* 315.1931 uma; found 315.1937 uma.
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Ent-halimic acid esterification: 57

TMSCHN,
N CGH6:MeOH
¥ COOH
ent-halimic acid 57
54

To a solution of ent-halimic acid 54 (13.3 g, 42.01 mmol) in 108 ml of CsHs:MeOH (1:1)
at r.t. TMSCHN; 2 M in Et,0 (25 ml, 54 mmol) was added. The resulting solution was
stirred and monitored by TLC until no starting material was observed. Then, the solvent

was evaporated affording 57 (13.7 g, 100%).

Methyl 15-hydroxy-ent-halima-1(10),13E-dien-18-oate, 57:
[a]32 = +57.7 (c 1.25, CHCl3).
IR (film) vmax cm™: 3410, 1730, 1465, 1379, 1258, 1197, 1114, 1081, 1003.

1H NMR (200 MHz, CDCl3) §/ppm: 5.46 (1H, t, J = 6.9 Hz, H-14), 5.36 (1H, s, H-1), 4.14
(2H, d, J = 6.9 Hz, H-15), 3.63 (3H, s, COOCHs), 2.73-2.52 (1H, m, H-5), 1.67 (3H, s, H-16),
2.35-1.11 (13H, m), 1.10 (3H, s, H-19), 0.89 (3H, s, H-20), 0.83 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-17).

13C NMR (50 MHz, CDCls) 8/ppm: 178.4 (C-18), 141.2 (C-10), 140.5 (C-13), 122.8 (C-14),
119.7 (C-1), 59.3 (C-15), 51.4 (COOCHs), 44.5 (C-4), 42.5 (C-9), 38.5 (C-8), 38.4 (C-5), 37.9
(C-11), 33.8 (C-12), 30.5 (C-3), 30.1 (C-7), 22.8 (C-6), 22.6 (C-2), 22.4 (C-20), 19.9 (C-19),
16.3 (C-16), 15.5 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M*-HOH) C,1H3302-H,0: 317.2475 uma; found: 317.2472 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Esterification of acetyl ent-halimic acid 55: 58

OAc OAc

TMSCHN,

\

C6H6:MeOH

To a solution of 55 (4.7 g, 12.9 mmol) in 36 ml of CsHs:MeOH (1:1) at r.t., TMSCHN, 2 M
in Et0 (6.8 ml, 13.6 mmol) was added and stirred until no starting material was

observed by TLC. Then, the solvent is evaporated affording 58 (4.8 g, 100 %).

Methyl 15-acetoxy-ent-halima-1(10),13E-dien-18-oate, 58:
[a]4%= +51.1 (c 1.2, CHCl5)
IR (film) vmax cm™: 2918, 2874, 2849, 1732, 1437, 1379, 1234, 1165, 1115

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 5.34 (2H, m, H-1, H-14), 4.58 (2H, d, J=7 Hz, H-15),
3.65 (3H, s, COOCHs), 2.70-2.61 (1H, m, H-5), 2.06 (3H, s, -OOCCHs), 1.71 (3H, s, Me- 16),
2.13-1.22 (13H, m), 1.12 (3H, s, Me-19), 0.91 (3H, s, Me-20), 0.84 (3H, d, J = 7 Hz, Me-
17);)

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 178.5 (C-18), 171.2 (-OOCCHs), 143.7 (C-10), 141.2
(C-13), 119.8 (C- 14), 117.5 (C-1), 61.5 (C-15), 51.7 (COOCHs), 44.9 (C-4), 42.8 (C-9), 38.4
(C-5), 38.4 (C-8), 37.5 (C-11), 34.0 (C-12), 30.7 (C-3), 29.7 (C-7), 22.9 (C-6), 22.8 (C-2),
22.5 (C-20), 21.2 (-OOCCHs), 21.1 (C- 19), 16.7 (C-16), 15.6 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) Ca3H3604Na*: 399.2506 uma; found 399.2495 uma.
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Esterification of methylketone 56: 59

TMSCHN,

C@HGZMGOH

Methylketone 56 (1.24 g, 4.23 mmol) was dissolved in 10.5 ml of C¢He:MeOH (1:1) at r.t.
and a solution of TMSCHN; 2 M in Et;0 (2.3 ml, 4.6 mmol) was added. The resulting
solution was stirred at r.t. still full conversion is observed by TLC. Then, the solvent was

evaporated to afford 59 (1.3 g, 100 %).

Methyl 13-ox0-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-18-oate, 59:
[a]%% = +101.6 (c 1.25, CHCl3).
IR (film) vmax cm™: 3060, 2948, 1742, 1729, 1475, 1379, 1358, 1257, 1184, 1114, 1003.

1H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 5.29 (1H, t, J = 3.6 Hz, H-1), 3.63 (3H, s, -COOCH3), 2.60
(1H, d, J = 12.6 Hz, H-5), 2.12 (3H, s, H-16), 2.35-1.21 (13H, m), 1.09 (3H, s, H-19), 0.84
(3H, s, H-20), 0.78 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCl3) §/ppm: 210.2 (C-13), 178.3 (C-18), 141.1 (C-10), 120.1 (C-1),
51.6 (COOCHs), 44.8 (C-4), 42.6 (C-9), 39.0 (C-8), 38.9 (C-12), 38.1 (C-5), 32.4 (C-11), 29.9
(C-16), 29.7 (C-3), 28.5 (C-7), 23.2 (C-6), 23.0 (C-2), 22.1 (C-20), 21.1 (C-19), 15.5 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M-H*) C19H3103: 307.2268 uma; found: 307.2269 uma.
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Cis-hydroxylation of 57: 65

0s0, NMO

t-BuUuOH:THF:H,0O

57 65

To a solution of 57 (2.1 g, 6.3 mmol) in t-BuOH:THF:H,0 (64 ml, 7:2:1), NMO (2.52 g, 18.6
mmol) and OsOs (2.5 % solution in t-BuOH, 0.41 ml) were added and the resulting
solution was stirred at r.t. for 24 h. Afterwards, a saturated solution of Na,SO3 (37 ml)
was added and the mixture was stirred for additional 30 mins. The resulting mixture was
extracted in EtOAc and the combined organic extracts were washed with Na;5,03 (10%),
HCI 2 M, H,0 and NaCl (sat.), dried over anhydrous Na;SQ., filtered and evaporated
under vacuum resulting 65 (2.2 g, 98 %).

Methyl 13,14,15-trihydroxy-ent-halim-1(10)-en-18-oate, 65:
IR (film) vmax cm™: 3443, 2941, 1730, 1459, 1381, 1238, 1197, 1111, 1080, 1003.

'H NMR (200 MHz, CDCl3) 6/ppm: 5.32-5.15 (1H, m, H-1’), 3.80-3.52 (3H, m, H-14 and
15), 3.61 (3H, s, COOCHs), 2.35-1.13 (14H, m), 1.10/1.07 (3H, s, H-16), 1.06/1.05 (3H, s,
H-19), 0.89/0.87 (3H, s, H-20), 0.74 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+H*) C21H3705*: 369.2636 uma; found: 369.2635 uma.
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Cis-hydroxylation of 58: 66

OAc

0s0,, NMO

t-BUOH:THF:H,O

To a solution of 58 (2.9 g, 8.7 mmol) in t-BuOH:THF:H,0 (84 ml, 7:2:1), NMO (3.40 g, 36.2
mmol) and OsOs (2.5 % solution in t-BuOH, 0.57 ml) were added and the resulting
solution was stirred at r.t. for 24 h. Afterwards, a saturated solution of Na,SO3 (51 ml)
was added and the mixture was stirred for additional 30 mins. The resulting mixture was
extracted in EtOAc and the combined organic extracts were washed with Na;5,03 (10%),
HCI 2 M, H,0 and NaCl (sat.), dried over anhydrous Na;SQ., filtered and evaporated
under vacuum resulting 66 (3.3 g, 92 %).

Methyl 15-acetoxy-13,14-dihydroxy-ent-halim-1(10)-en-18-oate, 66:
IR (film) vmax cm™: 3466, 2941, 1730, 1456, 1387, 1238, 1229, 1197, 1117, 1082.

1H NMR (200 MHz, CDCls) §/ppm: 5.27 (1H, m, H-1), 4.31/3.65 (3H, m, H-14 and 15),
3.77/3.63 (3H, s, COOCH3), 2.04 (3H,m, CHsCOO-), 1.12/1.11 (3H, s each, H-16), 1.09 (3H,
s, H-19), 0.86 (3H, s, H-20), 0.67 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17).
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Oxidative cleavage of glycol 65 with LTA: 59

Pb(OAc),

Benzene

In a topaz round bottom flask, 65 (2.76 g, 7.50 mmol) was dissolved in benzene (51 ml)
and to the resulting solution, LTA (5.97 g, 13.50 mmol) was added and stirred for 45 min
at r.t. The reaction mixture was filtered over Celite washing with EtOAc. The resulting
solution was washed with Na,COs (6 %), H.O and NaCl (sat.). The combined organic
extracts were dried over anhydrous Na>SOg, filtered and evaporated under vacuum. The
crude reaction mixture was purified by silica gel column chromatography (Hex:EtOAc,

9:1) resulting 59 (1.92 g, 90 %).
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Oxidative cleavage of glycol 66 with LTA: 59

OAc

Pb(OAc),

Benzene

In a topaz round bottom flask, 66 (4.11 g 10.00 mmol) was dissolved in benzene (68 ml)
and to the resulting solution, LTA (7.98 g, 18.00 mmol) was added and stirred for 45 min
at r.t. The reaction mixture was filtered over Celite washing with EtOAc. The resulting
solution was washed with Na,COs (6 %), H.O and NaCl (sat.). The combined organic
extracts were dried over anhydrous Na>SOg, filtered and evaporated under vacuum. The
crude reaction mixture was purified by silica gel column chromatography (Hex:EtOAc,

9:1) resulting 59 (2.69 g, 95 %).
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Reduction of 59 with NaBH,: 60

To a solution of ketone 59 (1.03 g, 3.36 mmol) in absolute EtOH (20 ml) and cooled at 0
°C, a suspension of NaBH4 (127 mg, 3.36mmol) in absolute EtOH (10 ml) was added
slowly. After that, the resulting reaction mixture was stirred at r.t. until full conversion
was observed by TLC. Then, the reaction was acidulated with HCl 2 M, and extracted
with EtOAc. The combined organic extracts were washed with NaCl (sat.), dried over
anhydrous Na,SO, filtered and evaporated under reduced pressure to afford 60 (1.00

g, 97 %).

Methyl 13-hydroxy-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-18-oate, 60:
IR (film) vmax cm™: 3447, 3051, 1730, 1451, 1376, 1250, 1193, 912, 810.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) §/ppm: 5.27 (1H, m, H-1), 3.87 (1H, m, H-13), 3.64/3.63 (3H,
s, COOCH3), 2.66 (1H, m, H-5), 1.18/1.14 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-16), 1.10 (3H, s, H-19), 2.30-
1.00 (13H, m), 0.85 (3H, s, H-20), 0.79 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17).

13 NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 179.2 (C-18), 142.0/141.8 (C-10), 119.8 (C-1),
68.5/68.0 (C-13), 51.8 (COOCH3), 45.0 (C-4), 43.3/43.1 (C-9), 39.4/39.2 (C-8), 38.0/37.9
(C-5), 34.2 (C-12), 33.4/33.1 (C-11), 29.7/29.2 (C-3), 29,1/28.9 (C-7), 24.5 (C-16),
23.9/23.7 (C-6), 23.4/23.2 (C-2), 22.7 (C-20), 22.4 (C-19), 15.5 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M*) C19H3203*: 308.2351 uma; found: 308.2347 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Acetylation of 60 with Ac,0: 61

OAc

ACQO

\
n‘\\

\

Pyridine

/III

~
N
N

COOMe

COOMe
60 61

To a solution of hydroxyderivative 60 (1.00 g, 3.24 mmol) in pyridine (5 ml) it was added
Ac,0 (5 ml) and the resulting solution was stirred at r.t. for 12 h. After that time, ice was
added and the resulting solution was extracted with EtOAc. The combined organic
extracts were washed with HCl 2 M, NaHCO3 (6%), H.O and NaCl (sat.). The resulting
organic extract was dried over anhydrous Na,SOs, filtered and evaporated under

vacuum yielding 61 (1.10 g, 97 %).

Methyl 13-acetoxy-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-18-oate, 61:
IR (film) vmax cm™: 3521, 3450, 3054, 2951, 1737, 1458, 1380, 1243, 1194, 807.

14 NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 5.32 (1H, m, H-1), 4.83 (1H, m, H-13), 3.64 (3H, s,
COOCH;), 2.52 (1H, m, H-5), 2.04 (3H, s, CH3CO0), 1.89-1.20 (14 H, m), 1.21 (3H, d, J =
6.0 Hz, H-16), 1.11 (3H, s, H-19 ), 0.88 (3H, s, H-20), 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 178.5 (C-18), 170.8/170.4 (CH3COO-), 141.1/141.0 (C-
10), 119.1 (C-1), 72.0/71.7 (C-13), 51.7 (-COOCHs), 44.9 (C-4), 42.7 (C-9), 39.1/38.8 (C-8),
38.3(C-5), 34.7/34.6 (C-11), 31.9 (C-12), 30.4 (C-3), 28.7 (C-7), 23.3 (C-6), 23.1 (C-2), 22.3
(C-20), 21.4 (CH3C0O0-), 21.2 (C-19), 20.1/20.0 (C-16), 15.6 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for M* C21H3404*: 350.2457 uma; found: 350.2462 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Oxidation of 61 with Na>CrOj: 62

OAc OAc
Nazcr04
" Ac,0/AcONa/AcOH °
Benzene
61 62

To a solution of hydroxyderivative 61 (1.10 g, 3.14 mmol) in benzene (20 ml), Ac,0 (8.2
ml, 83 mmol), AcOH (4.3 ml, 75 mmol) and AcONa (672 mg, 8.2 mmol) were added. To
the resulting solution, Na,CrO4 (914 mg, 5.65 mmol) was added and was stirred at 55 °C
for 24 h. After that time, it was added ice and water to the reaction mixture and the
resulting suspension was extracted with Et,0. The combined organic extracts were
washed with Na,COs (10 %), H,0 and NaCl (sat.). The resulting organic extract was dried
over anhydrous Na;SO,, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude
reaction mixture was purified by silica gel column chromatography eluting with

Hex:EtOAc (85:15) resulting 62 (641 mg, 56 %).

Methyl 13-acetoxy-2-oxo-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-18-oate, 62:
IR (film) vmax cm™: 2951, 2935, 1734, 1672, 1612, 1457, 1370, 1248, 1169, 911, 809.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 5.82/5.81 (1H, s, H-1), 4.85 (1H, m, H-13), 3.64/3.63
(3H, s each, COOCH3), 2.99 (1H, dd, J = 12.1 and 4.8 Hz, H-5), 2.69 (1H, d, J = 16.4 Hz, Ha-
3), 2.27 (2H, d, J = 16.4 Hz, Hp-3), 2.15-0.90 (10H, m), 2.03 (3H, s, CHsCO0), 1.22 (3H, s,
H-19), 1.20 (3H, d, J = 6.0 Hz, H-16), 0.97 (3H, s, H-20), 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17).

3¢ NMR (100 MHz, CDCls) &/ppm: 197.0 (C-2), 176.7 (C-18), 170.8 (COOCH:),
169.3/168.9 (C-10), 125.1 (C-1), 71.4/71.1 (C-13), 52.4 (CHsCOO), 46.3 (C-4), 45.1/44.9
(C-9), 43.3/43.0 (C-3), 40.9 (C-5), 40.3 (C-8), 34.9/34.5 (C-11), 30.3 (C-12), 28.3 (C-7), 23.5
(C-6), 22.0 (C-20), 21.4 (CH3COO), 21.3 (C-19), 20.1/19.9 (C-16), 15.8 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M*) C21H3205*: 364.2250 uma; found: 364.2245 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Acetoxylation of 62 with Mn(OAc)s: 63

OAc OAc OAc

o Mn(OAc);

Y

Benzene
Dean-Stark

To a solution of 62 (527 mg, 1.45 mmol) in benzene (56 ml), Mn(OAc);-2H.0 (1.96 g, 7.32
mmol) was added and the resulting mixture was refluxed in a Dean-Stark apparatus for
19 h. After that time, the reaction was filtered over Celite and the solvent was
evaporated under reduced pressure. The crude reaction mixture was purified by silica

gel column chromatography eluting with Hex:EtOAc (8:2) resulting 63 (374 mg, 61 %).

Methyl 3(5)13(R,S)-diacetoxy-2-oxo0-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-18-oate, 63a:
IR (film) vmax cm™: 2952, 2874, 1749, 1698, 1607, 1458, 1374, 1241, 1111, 912.

'H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 5.96 (1H, s, H-1), 5.36 (1H, s, H-3), 4.82 (1H, m, H-13),
3.73 (3H, s, COOCHs), 3.18 (1H, m, H-5), 2.14 (3H, s, CH3COORring), 2.06/2.04 (3H, s,
CH3COOchain), 2.11-1.10 (9H, m), 1.28 (3H, s, H-19), 1.22 (3H, d, J = 6.0 Hz, H-16), 1.04
(3H, s, H-20), 0.82 (6H, d, J = 7.0 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 191.7 (C-2), 174.5 (COOCHs), 173.3 (CHsC0O0), 170.7
(CH3C00), 167.3 (C-10), 123.0 (C-1), 78.1 (C-3), 71.0 (C-13), 52.7 (COOCHs), 50.4 (C-4),
43.8 (C-9), 42.1 (C-5), 36.6/36.3 (C-8), 36.1/36.0 (C-11), 30.2 (C-12), 26.5 (C-7), 22.7 (C-
20), 21.4 (C-6), 21.4 (CHsCOO), 20.6 (CH3COO0), 20.1 (C-16), 15.5 (C-17), 10.7 (C-19).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+H*) C23H3s07* 423.2383 uma; found: 423.2379 uma.
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Methyl 3(R)13(R,S)-diacetoxy-2-oxo-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-18-oate, 63b:
IR (film) vmax cm™: 2959, 1733, 1697, 1459, 1370, 1242, 915, 803.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) /ppm: 5.83 (1H, s, H-1), 5.66/5.64 (1H, s, H-3), 4.82 (1H, m,
H-13), 3.62 (3H, s, COOCHs), 3.18 (1H, m, H-5), 2.20 (3H, s, CH3COOking), 2.03/2.02 (3H,
s, CH3COOchain), 2.25-0.80 (9H, m), 1.21 (3H, s, H-19), 1.18 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.99
(3H, s, H-20), 0.82 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 190.7 (C-2), 176.0 (C-18), 173.3 (CH3COO), 170.6
(CH3C00), 167.1 (C-10), 124.0 (C-1), 74.2 (C-3), 70.9 (C-13), 52.3 (COOCHs), 51.8 (C-4),
45.2 (C-9), 42.0 (C-5), 41.1/41.0 (C-8), 34.3/34.1 (C-11), 30.4 (C-12), 28.7 (C-7), 21.8 (C-
20), 21.4 (C-6), 21.3 (CHsCOO), 20.7 (CH3COO0), 20.0 (C-16), 19.9 (C-19), 15.8 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M*) C23H3407* 422.2305 uma; found: 422.2309 uma.
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Protection of methylketone 59 as 1,3-dioxolane: 73.

Y

Benzene
Dean-Stark

To a solution of 59 (1.75 g, 5.66 mmol) in benzene (60 ml), ethylene glycol (5.69 ml, 66.2
mmol) and pTsOH (10 mg, 0.05 mmol) were added. The resulting mixture was heated in
a Dean-Stark apparatus at reflux temperature for 20 h. After cooling the mixture tor.t.,
EtOAc was added and placed in a separatory funnel. The organic phase was washed with
Na>COs (6 %) and NaCl (sat.), dried over anhydrous Na;SO,, filtered and concentrated
yielding 73 (1.97, 99%).

Methyl 13-ethylendioxy-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-18-oate, 73:
[a]32 = +49.4 (c 1.1, CHC3).
IR (film) vmax cm™: 3071, 2934, 1732, 1457, 1380, 1355, 1255, 1162, 1116, 842.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 5.31 (1H, dt, J = 3.8 and 1.6 Hz, H-1), 3.94 (4H, s, -
OCH,CH,0-), 3.65 (3H, s, COOCHs), 2.66 (1H, d, J = 12.6 Hz, H-5), 1.33 (3H, s, H-16), 2.10-
1.27 (13H, m), 1.11 (3H, s, H-19), 0.89 (3H,. s, H-20), 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) &/ppm: 178.2 (C-18), 141.0 (C-10), 119.6 (C-1), 110.4 (C-13),
65.5 (-OCH,CH,0-), 51.5 (COOCH:s), 44.7 (C-4), 42.3 (C-9), 38.4 (C-5), 38.1 (C-8), 33.0 (C-
12), 30.5 (C-3), 29.5 (C-11), 28.2 (C-7), 23.5 (C-16), 22.7 (C-2), 22.6 (C-6), 22.3 (C-20), 19.7
(C-19), 15.5 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M*) C21H3404*: 350.2457; found: 350.2453.
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Reduction of methylester 73 with LiAlH;: 74

Y

To a solution of methylester 73 (1.50 g, 4.29 mmol) in Et,0 (4.3 ml) cooled at 0 °C, LiAlH4
(80 mg, 2.11 mmol) was added and the reaction was stirred for 35 min at r.t. still no
starting material is observed by TLC. Then, the reaction mixture is cooled again to 0 °C
and a mixture of Et,0:H,0 (95:5) was added slowly to quench the hydride excess. After
that, anhydrous Na,SOs is added to dry the solution, then, filtered and concentrated in

rotavapor yielding 74 (1.37 g, 99 %)

13-ethylendioxy-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-18-ol, 74:
[a]32 = +81.0 (c 0.84, CHCl3).
IR (film) vmax cm™: 3448, 3071, 2934, 1456, 1378, 1052, 842.

1H NMR (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 5.29 (1H, t, J = 3.7 Hz, H-1), 3.94 (4H, s, -OCH,CH,0-),
3.44 (1H, dd, J = 10.9 and 5.6 Hz, Ha-18), 3.23 (1H, dd, J = 10.9 and 7.6 Hz, Hs-18), 2.28
(1H, m, H-5), 1.27 (3H, s, Me-16), 2.13-1.10 (13H, m), 0.87 (3H, s, H-19), 0.85 (3H,. s, H-
20), 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 141.3 (C-10), 120.0 (C-1), 110.6 (C-13), 69.2 (C-18),
64.6 and 64.5 (-OCH,CH,0-), 43.1 (C-9), 39.8 (C-5), 36.7 (C-8), 36.2 (C-4), 33.8 (C-12),
32.3(C-3),29.4 (C-11), 28.5 (C-7), 24.1 (C-6), 23.6( C-16), 22.6 (C-2), 21.9 (C-19), 21.8 (C-
20), 15.6 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M*) C20H3403*: 322.2508; found: 322.2516.
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Oxidation of 74 with TPAP: 75

TPAP, NMO
CH,Cl,

Y

To a solution of 74 (580 mg, 1.80 mmol) in DCM (19.2 ml), TPAP (31 mg, 0.096 mmol),
NMO (832 mg, 6.16 mmol) and molecular sieves (1.3 g) were added. The resulting
mixture was stirred for 40 min at r.t. After that, the solution was filtered over a silica gel
and Celite plug washing with DCM and EtOAc. Finally, after vacuum concentration

resulted 75 (570 mg, 99 %).

13-ethylendioxy-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-18-al, 75:
[a]%% = +54.7(c 1.0, CHCl3).

IR (film) vmax cm™: 3051, 2934, 2699, 1722, 1457, 1378, 1265, 1225, 1102, 1056, 951,
842.

1H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 9.52 (1H, s, H-18), 5.34 (1H, t, J = 3.8 Hz, H-1), 3.93
(4H, s, -OCH,CH,0-), 2.45 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-5), 2.10-1.22 (13H, m), 1.32 (3H, s, H-16),
0.96 (3H, s, H-19), 0.89 (3H, s, H-20), 0.81 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17).

13C NMR (50 MHz, CDCls) 6/ppm: 206.3 (C-18), 140.8 (C-10), 120.3 (C-1), 110.4 (C-13),
64.5 (-OCH,CH,0-), 47.7 (C-4), 42.7 (C-9), 38.8 (C-5), 35.8 (C-8), 33.4 (C-12), 32.9 (C-11),
28.4 (C-3), 27.5 (C-7), 23.6 (C-16), 23.0 ( C-6), 22.2 (C-2), 22.2 (C-20), 17.4 (C-19), 15.5 (C-
17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M*) C20H3203*: 322.2351; found: 322.2356.
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Huang-Minlon reduction of 75: 76

Lo

N N2H4-H20
" KOH
R diethylene glycol
> CHO 175°C — 230°C
75 76

To a solution of 75 (400 mg, 6.25 mmol) in diethylene glycol (15.8 ml), KOH (528 mg,
9.40 mmol), N2Ha-H,0 85 % (2.05 ml, 42.3 mmol) were added. The resulting mixture was
heated at 175 °C for 20h and 30 min. After that, the reflux condenser was removed for
20 mins and then, the reaction was heated for additional 3 h and 30 min at 230 °C.
Afterwards, the reaction was cooled to r.t. and H,0 (20 ml) and HCl 2 M (7.5 ml) were
added. The resulting mixture was extracted with EtOAc, washed with NaCl (sat.), dried
over anhydrous Na;SO, filtered and concentrated under vacuum to afford 76 (460 mg,

92 %).
13-ethylendioxy-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-ene, 76:
[a]%% = +61.5 (c 1.1, CHCl3).
IR (film) vmax cm™: 3045, 2930, 2871, 1450, 1378, 1360, 1218, 1131, 1056, 842.

1H NMR (200 MHz, CDCls) /ppm: 5.29 (1H, t, J = 3.6 Hz, H-1), 3.91 (4H, m, -OCH,CH,0-
), 2.00-1.09 (14H, m), 1.30 (3H, s, H-16), 0.87 (6H, s, H-19 and 20), 0.82 (3H,. s, H-18),
0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17).

13 NMR (100 MHz, CDCls) &/ppm: 141.5 (C-10), 119.8 (C-1), 110.6 (C-13), 64.5 (-
OCH,CH,0-), 43.1 (C-5), 42.6 (C-9), 39.3 (C-8), 33.5 (C-3), 33.3 (C-12), 32.0 (C-11), 31.4
(C-4), 29.1 (C-7), 28.2 ( C-16), 26.0 (C-19), 23.7 (C-18), 23.6 (C-2), 23.1 (C-6), 22.3 (C-20),
15.7 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M*) C20H3403*: 306.2559; found: 306.2556.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Preparation of Cr¥ complex: 77

OH
\>\COOH ONa
Et | o
Na,Cr,O > O-cr© M
2 27 - .« v e
MeyCO Meo’;O 01

77 Et

To a solution of 2-hydroxy-2-methylbutyric acid (2.12 g, 20.4 mmol) in acetone (27 ml),
anhydrous Na;Cr,07 (898 mg, 3.43 mmol) was added. The resulting solution was stirred
at 25 °C for 26 h. After that time, 68 ml Hexane was added obtaining separating an oily
product corresponding to the Cr(V) complex. The collected oily crude product was
washed twice with 3.4 ml hexane. The resulting reddish-brown product was evaporated
under vacuum and the residue was dissolved in acetone (2.4 ml) and let it crystalize for

12 h. After washing the crystals obtained with small fractions of acetone, resulted 77

(730 mg, 37 %).
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Oxidation of 76 with 77: 78
(0]
/> Et ONa
© Dy o o
Me =0 'O e
O Et 0

r
o 77

L
y

MnO, 15-crown-5
TCE
76 80°C, 48 h 78

The unsaturated compound 76 (70 mg, 0.226 mmol) was dissolved in 1,1,2-
trichloroethylene (TCE, 18.6 ml) and 15-crown-5 (186 pl). To the resulting solution, Cr¥
complex 77 (730 mg, 2.26 mmol) and MnO; (394 mg, 4.52 mmol) were added at once
and the reaction mixture was heated at 80 °C for 48 h. After that time, the reaction was
allowed to cool down to r.t. and is filtered in a silica gel plug eluting with Hex:EtOAc
(2:1). The crude reaction mixture was purified by silica gel column chromatography

eluting with Hex:EtOAc (9:1) obtaining 78 (51 mg, 71 %) and 76 (10 mg, 14 %).
13-ethylendioxy-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-2-one, 78:
[a]%? = +107.5 (1.0, CHCls).

IR (film) vmax cm™: 3048, 2967, 2930, 1870, 1689, 1451, 1380, 1358, 1216, 1131, 1055,
811.

'H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 5.83 (3H, s, H-1), 3.90 (4H, m, OCH,CH»0), 3.28 (1, d,
J = 8.0 Hz, Ha-3), 3.05 (1H, d; J = 8.0 Hz, Hg-3), 2.21 (1H, dd, J = 12.0 and 4.0 Hz, H-5),
1.78 (1H, m, H-8), 2.10-1.35 (8H, m), 1.28 (3H, s, H-16), 0.99 (6H, s, H-19 and 20), 0.96
(3H, s, H-18), 0.82 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 199.7 (C-2), 169.9 (C-10), 124.4 (C-1), 109.9 (C-13),
64.6 (OCH,CH.0), 48.6 (C-3), 45.0 (C-5), 44.6 (C-9), 40.4 (C-8), 34.5 (C-4), 33.7 (C-12),
33.2 (C-11), 28.4 (C-16), 28.3 (C-7), 25.9 (C-18), 23.8 (C-6), 23.7 (C-19), 21.5 (C-20), 15.6
(C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+H*) C20H3303*: 321.2330 uma; found: 320.2335 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Oxidation of 78 with Mn(OAc)s: 79 and 80
(e
&

N Mn(OAc);

L
v

Benzene
Dean-Stark

To a solution of 78 (114 mg, 0.365 mmol) in benzene (23 ml), Mn(OAc)s-2H,0 (509 mg,
1.90 mmol) was added at once and the resulting solution was heated at reflux in a Dean-
Stark apparatus for 20 h. After that time, the reaction mixture was cooled tor.t., filtered
in a silica gel plug and evaporated. The crude reaction product was purified by silica gel
column chromatography eluting with Hex:EtOAc (9:1) to afford 79 (40 mg, 29 %) and 80

(34 mg, 25 %) as well as unreacted starting material 78 (44 mg, 12 %).

3S-acetoxy-13-ethylendioxy-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-2-one, 79:
[a]32 = -15.6 (1.1, CHCl3).
IR (film) vmax cm™: 3051, 2972, 1873, 1742, 1690, 1463, 1380, 1387, 1237, 1131, 1065.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 8/ppm: 5.95 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-1), 5.09 (1H, s, H-3), 3.93 (4H,
m, OCH,CH,0), 2.59 (1H, ddd, J = 12.4, 5.9 and 2.4 Hz, H-5), 2.20 (3H, s, CH3COO), 2.15-
1.22 (9H, m), 1.29 (3H, s, H-16), 1.07 (3H, s, H-19), 1.02 (3H, s, H-20), 0.88 (3H, s, H-18),
0.86, (3H, d, J = 7.1 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 193.4 (C-2), 170.5 (C-10), 168.6 (CHsCOO), 123.3 (C-
1), 109.9 (C-13), 81.3 (C-3), 64.7 and 64.6 (OCH,CH,0), 45.1 (C-5), 43.8 (C-9), 39.5 (C-4),
37.0 (C-8), 34.4 (C-12), 33.2 (C-11), 27.0 (C-7), 24.4 (C-18), 23.8 (C-16), 22.6 (C-20), 20.8
(CH3C00), 19.9 (C-6), 15.9 (C-19), 15.7 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C22H340sNa*: 401.2304 uma; found: 401.2298 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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3R-acetoxy-13-ethylendioxy-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-2-one, 80:
[a]32 = +138.2 (0.90, CHCl3).
IR (film) vmax cm™t: 2964, 2871, 1742, 1690, 1461, 1374, 1233, 1131, 1045, 942.

14 NMR (400 MHz, CDCls) &/ppm: 5.81 (1H, s, H-1), 5.31 (1H, s, H-3), 3.90 (4H,m,
OCH,CH-0), 2.20 (3H, s, CH3CO0), 2.20-0.8 (10H, m), 1.28 (3H, s, H-16), 1.02 (3H, s, H-
18), 1.00 (3H, s, H-20), 0.97 (3H, s, H-19), 0.83 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 193.3 (C-2), 170.7 (CHsCOO), 169.2 (C-10), 122.9 (C-
1), 109.8 (C-13), 77.7 (C-3), 64.6 (OCH,CH,0), 47.5 (C-5), 45.0 (C-9), 41.8 (C-8), 38.4 (C-
4), 33.9 (C-12), 32.5 (C-11), 28.9 (C-7), 24.9 (C-6), 23.7 (C-16), 24.0 (C-18), 22.4 (C-19),
21.3 (C-20), 20.8 (CH3C0O0), 15.6 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C22H340sNa*: 401.2304 uma; found: 401.2309 uma.
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Deprotection of 76 with p-TsOH: 83

76 83

To a solution of 76 (1.53 g, 5.01 mmol) in acetone (25 ml), pTsOH (97.5 mg, 0.51 mmol)
was added at once and the resulting solution was stirred at r.t for 12 h. After that, H.O
was added and extracted with EtOAc. The combined organic extracts were washed with
NaHCOs (6 %), H,O and NaCl (sat.), dried over anhydrous Na;SOa, filtered and

evaporated under vacuum to afford 83 (1.27 g, 97 %).

14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-13-one, 83:
[a]32 = +65.0 (1.1, CHCl3).
IR (film) vmax cm™: 2927, 1720, 1467, 1380, 1054, 827.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) §/ppm: 5.31 (1H, m, H-1), 2.11 (3H, s, H-16), 2.25-1.08 (14H,
m), 0.85 (6H, s, H-19 and 20), 0.81 (3H, s, H-18), 0.80 (3H, J = 7.0 Hz, H-17).

13¢ NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 209.9 (C-13), 141.2 (C-10), 120.2 (C-1), 43.3 (C-5),
42.5 (C-9), 39.1 (C-8), 39.0 (C-12), 33.2 (C-11), 32.3 (C-3), 31.3 (C-4), 30.0 (C-16), 29.0 (C-
7), 28.0 (C-19), 25.8 (C-18), 23.5 (C-6), 23.1 (C-2), 22.3 (C-20), 15.6 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M*) C1gH300*: 262.2297; found: 262.2266.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Reduction of 83 with NaBH,: 84

NaBH,

\

EtOH

83 84

Methylketone 83 (1.42 g, 5.42 mmol) was dissolved in EtOH (45 ml) and it was cooled
down to 0 °C. To that solution, a suspension of NaBH4 (206 mg, 21.7 mmol) in EtOH (10
ml) was added slowly. The resulting mixture was allowed to react at r.t. still full
conversion is observed by TLC. Then, it was added HClI 2 M and extracted in EtOAc,
washed with NaCl (sat.), dried over anhydrous Na;SO,, filtered and evaporated under

vacuum to afford hydroxyderivative 84 (1.40 g, 98 %).

14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-13-ol, 84:
IR (film) vmax cm™: 3380, 2921, 1462, 1373, 1052, 1018, 834.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 8/ppm: 5.30 (1H, m, H-1), 3.71 (1H, m, H-13), 2.07-1.03 (12H,
m), 1.17 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-16), 0.89 (3H, s, H-20), 0.88/0.86 (3H, s, H-19), 0.82 (3H, s,
H-18), 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17).

13C NMR (50 MHz, CDCls) &6/ppm: 141.6 (C-10), 119.7/119.6 (C-1), 69.1/69.0 (C-13),
43.3/43.2 (C-5), 42.8/42.6 (C-9), 39.1/39.0 (C-8), 35.0/34.8 (C-12), 33.9/33.8 (C-11),
33.4/33.3 (C-3), 31.4/31.3 (C-4), 29.1/29.0 (C-7), 28.2/28.1 (C-19), 26.0/25.9 (C-18), 23.6
(C-2), 23.5 (C-16), 23.1 (C-6), 22.5/22.4 (C-20), 15.6 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M*) C1gH3,0*: 264.2453 uma; found: 264.2460 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Acetylation of 84 with Ac,0: 85

OAc

ACzo

\

Pyridine

To a solution of hydroxyderivative 84 (810 mg, 3.06 mmol) in pyridine (12.0 ml) was
added Ac;0 (12.0 ml) and the resulting solution was stirred at r.t. for 8 h. After that, it
was added ice and the mixture was extracted with EtOAc. The combined organic extracts
were washed with HCI 2 M, NaHCO3 (6%), H,0 and NaCl (sat.). The resulting solution was
dried over anhydrous Na,SOg, filtered and evaporated under reduced pressure to afford

85 (919 mg, 98 %).

14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-13-yl acetate, 85:
IR (film) vmax cm™*: 2926, 1745, 1463, 1380, 1367, 1241, 1031, 923, 838.

1H NMR (200 MHz, CDCls) /ppm: 5.30 (1H, t, J = 3.9 Hz, H-1), 4.81 (1H, m, H-13), 2.01
(3H, s, CH3COO-), 2.00-1.05 (12H, m), 1.18 (3H, d, J = 6.3 Hz, H-16), 0.87 (3H, s, H-20),
0.86 (3H, s, H-19), 0.83 (3H, s, H-18), 0.79 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCl3) §/ppm: 170.8 (CH3COO-), 141.5/141.4 (C-10), 119.9/119.8 (C-
1), 71.9/71.7 (C-13), 43.4/43.3 (C-5), 42.8 (C-9), 39.2/39.1 (C-8), 35.0 (C-11), 34.3/34.2
(C-3), 31.4 (C-4), 30.0 (C-12), 29.2 (C-7), 29.1 (C-19), 26.1 (C-18), 23.6 (C-2), 23.1 (C-6),
22.3 (C-16), 21.4 (CH3COO-), 20.0 (C-20), 15.6 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) CaoH3402Na*: 329.2451 uma; found: 329.2449 uma.
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Oxidation of 85 with Na>CrO;: 86

OAc OAc

N azCrO4
AcONa/Ac,0O/AcOH

’

Benzene
55°C

85 86

To a solution of 85 (807 mg, 2.63 mmol) in benzene (18.9 ml), NaxCrO4 (766 mg, 4.73
mmol), anhydrous AcONa (571 mg, 6.96 mmol), Ac,0 (7.51 ml, 7,95 mmol) and AcOH
(3.76 ml, 65.9 mmol) were added. The resulting mixture was heated at 55 °C for 20 h.
Then, it was added ice and extracted in Et,0. The combined organic extracts were
washed with Na>COs3 (10%), H20 and NaCl (sat.), dried over anhydrous Na;SQs, filtered
and evaporated under vacuum. The crude reaction mixture was purified by silica gel

column chromatography eluting with Hex:EtOAc (85:15) to afford 86 (818 g, 97 %).

13-acetoxy-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-2-one, 86:
IR (film) vmax cm™t: 2954, 2877, 1742, 1669, 1441, 1388, 1245, 1056, 840.

1H NMR (400 MHz, CDCls) /ppm: 5.82 (1H, s, H-1), 4.79 (1H, m, H-13), 2.30/2.28 (1H, d,
J=8.0 Hz, Ha-3), 2.19-1.04 (11H, m), 2.01 (3H, s, CHsCOO-), 1.17 (3H, d, J = 4.0 Hz, H-16),
1.00/0.98 (6H, s, H-19 and 20), 0.96 (3H, s, H-18), 0.80 (3H, d, J = 4.0 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 199.7/199.6 (C-2), 170.7/170.5 (CH3COO-), 169.5 (C-
10), 124.5 (C-1), 71.1 (C-13), 48.6/48.5 (C-3), 45.2/45.1 (C-5), 44.7 (C-9), 40.2/40.1 (C-8),
34.8/34.7 (C-11), 34.5 (C-4), 30.6 (C-12), 28.4/28.3 (C-19), 28.2 (C-7), 25.8 (C-18), 23.8
(C-6), 21.4 (CHsCOO-), 21.3 (C-20), 20.0 (C-16), 15.6 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+H*) C20H3303*: 321.2424 uma; found: 321.2421 uma.
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Acetoxylation of 86 with Mn(OAc)s: 87

OAc OAc OAc

Mn(OAc)s 0
> +
Benzene AcO"
Dean-Stark N
86 87a 87b

To a solution of 213 (480 mg, 1.50 mmol) in benzene (72 ml), Mn(OAc)3-2H,0(2.20 g,
8.21 mmol) was added and heated at 130 °C in a Dean-Stark apparatus for 16 h. After
that time, the reaction was cooled down, filtered through a silica gel plug washing with
EtOAc and the resulting solution was concentrated under vacuum. The crude reaction
mixture was purified by column chromatography eluting with Hex:EtOAc (8:2) obtaining

a mixture containing the C-3 epimers 87 (380 mg, 67 %).

3S,13-acetoxy-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-2-one, 87a:
IR (film) vmax cm™t: 2964, 2875, 1742, 1687, 1373, 1235, 1225, 1052, 953, 832.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) /ppm: 5.95 (1H, s, H-1), 5.10 and 5.09 (1H, s, H-3), 4.81 (1H,
m, H-13), 2.5-0.85 (10H, m), 2.21 (3H, s, CH3COORring), 2.04 (3H, s, CH3COOchain), 1.20 (3H,
d, J=6.7 Hz, H-16), 1.08 (3H, s, H-19), 1.03 (3H, s, H-20), 0.87 (3H, s, H-18), 0.85 (3H, d,
J=7.1Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) &/ppm: 193.4 (C-2), 170.8/170.7 (CHsCOO-), 168.2 (C-10),
123.1(C-1), 81.2 (C-3), 71.1 (C-13), 45.1 (C-5), 43.7 (C-9), 39.5 (C-4), 36.7/36.6 (C-8), 36.1
(C-11), 30.3 (C-12), 27.0 (C-7), 24.4 (C-18), 22.8 (C-20), 21.4/21.3 (CHsCOO-), 21.4 (C-19),
20.1 (C-16), 19.9 (C-6), 15.8 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C22H3405Na*:401.2299 uma; found 401.2296 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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3R,13-acetoxy-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-2-one, 87b:
IR (film) vmax cm™t: 2964, 2875, 1742, 1687, 1373, 1235, 1225, 1052, 953, 832.

1H NMR (400 MHz, CDCls) /ppm: 5.82 (1H, s, H-1), 5.31 (1H, s, H-3), 4.81 (1H, m, H-13),
2.21(3H, s, CHsCOORing), 2.04 (3H, s, CH3COOchain), 1.20 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 1.04 (3H,
s, H-18), 1.03 (3H, s, H-20), 1.00 (3H, s, H-19), 0.83 (3H, d, J = 7.1 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) &/ppm: 193.3 (C-2), 170.8/170.5 (CHsCOO-), 168.2 (C-10),
123.0 (C-1), 77.6 (C-3), 71.0 (C-13), 45.2 (C-5), 43.9 (C-9), 39.6 (C-4), 36.7 (C-8), 36.0 (C-
11), 30.7 (C-12), 28.9 (C-7), 24.9 (C-6), 24.0 (C-18), 22.9 (C-20), 21.4 and 20.8 (CHsCOO-
), 19.9 (C-16), 16.0 (C-19), 15.4 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C22H3405Na*:401.2299 uma; found 401.2296 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.

Reaction of 87 with 1,2-ethanedithiol atr.t.: 89

OAc OAc
BF3-OEt,
K\ HS “\\
~"sH
DCM, r.t
87 89

To a solution of 87 (140 mg, 0.36 mmol) in DCM (7.2 ml), BF3-OEt; (41 ul, 0.324 mmol)
and 1,2-ethanedithiol (0.15 ml, 1.77 mmol) were added at 0 °C. The resulting reaction
mixture was allowed to warm to r.t. and it was stirred for additional 20 h at this
temperature. After that time, it was added NaHCOs (6%), extracted with Et,O and the
combined organic extracts were washed with NaCl (sat.), dried over anhydrous Na;SOa,
filtered and evaporated under vacuum. The crude reaction mixture was purified by silica

gel column chromatography eluting with Hex:EtOAc (9:1) to afford 89 (123 mg, 87%).
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Compound 89:
IR (film) vmax cm™*: 2961, 2925, 1738, 1460, 1381, 1362, 1242, 1035, 830.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) §/ppm: 7.27 (1H, s, H-1), 4.80 (1H, m, H-13), 3.20-3.50 (6H, m,
H-6 and SCH2CH>S), 2.43/2.42 (3H, s, H-19), 2.15 (3H, s, H-18), 2.04/2.02 (3H, s, OOCCHs),
1.16/1.15 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-16), 1.12 (3H, s, H-20), 0.95/0.93 (3H, d, J =6.4 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 170.7 (OOCCHs), 142.2 (C-10), 135.8 (C-5), 135.5 (C-
4), 135.3 (C-3), 130.4 (C-2), 129.3 (C-1), 71.5 (C-13), 40.1/40.0 (C-9), 39.2/39.0
(SCH2CH.S), 35.5/35.3 (C-11), 32.8/32.7 (C-8), 30.6/30.5 (C-12), 27.4/27.3 (C-7), 25.9 (C-
16), 24.3/24.2 (C-6), 21.5/21.4 (OOCCHs), 20.0/19.9 (C-20), 17.5/17.4 (C-19), 16.1 (C-17),
16.0/15.9 (C-18).

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.

Reaction of 87 with Znl,: 89

OAc OAc

87 89

To a solution of 87 (36.6 mg, 0.097 mmol) in Et,0 (1 ml), Znl; (2.1 mg, 0.007 mmol) was
added and the resulting reaction mixture was cooled at -20 °C . Then, 1,2-
bistrimethylsilylethanedithiol (0.12 ml, 0.194 mmol) was added. The reaction was stirred
atr.t. for 12 h. Afterwards H,O was added to the reaction mixture and it was extracted
with Et,0. The combined organic extracts were washed with NaCl (sat.), dried over
anhydrous NaxSOg, filtered and evaporated under vacuum. The crude reaction mixture
was purified by silica gel column chromatography eluting with Hex:EtOAc (9:1) to afford
89 (36 mg, 93 %).
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Reaction of 87 with 1,2-ethanedithiol at 0°C: 88

OAc OAc OAc
B F3 ) OEt2
W HS <\ \ \
\/\SH X \ \
DCM, 0 °C AcO™
87 88a 88b

To a solution of 87 (150 mg, 0.40 mmol) in DCM (8.0 ml), BFs-OEt; (59 pl, 0.48 mmol)
was added at 0 °C and it was allowed to react at that temperature for 1 h 15 min. After
that time, it was added 1,2-ethanedithiol (320 pl, 3.90 mmol) and the reaction was
stirred at 0 °C for additional 20 h. Then, NaHCOs; (6%) was added and the resulting
mixture was extracted with Et,0. The combined organic extracts were washed with NaCl
(sat.), dried over anhydrous Na,SOg, filtered and evaporated under vacuum. The crude
reaction mixture was purified by silica gel column chromatography eluting with
Hex:EtOAc (9:1) to afford 88 (27 mg, 15%) and recovering the starting material mixture
87 (106 mg, 70 %).

2-(1,3-dithiolan-2-yl)-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-3S,13(R,S)-diol diacetate, 88a:

'H NMR (400 MHz, CDCl3) /ppm: 5.50 (1H, s, H-1), 5.15/5.13 (1H, s, H-3), 4.82 (1H, m,
H-13), 3.28/3.19 (4H, m, SCH,CH,S), 2.12 (3H, s, CH3COOking), 2.04 (3H, s, CH3COOchain),
1.20 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 1.02 (3H, s, H-18), 1.01 (3H, s, H-20), 0.96 (3H, s, H-19),
0.83 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) &/ppm: 170.8/170.5 (CHsCOO-), 140.8 (C-10), 125.9 (C-1),
81.1 (C-3), 71.5 (C-13), 68.5 (C-2), 42.8 (C-5), 42.5 (C-9), 39.9 (-SCH2CH.S-), 38.3 (C-8),
37.5 (C-4), 34.7 (C-11), 30.4 (C-7), 28.4 (C-12), 27.4 (C-18), 22.7 (C-20), 22.6 (C-6), 22.5
(C-19), 21.4/21.1 (CHsCOO), 20.0 (C-16), 15.6 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C24H3304S;Na*:477.2104 uma; found 477.2101 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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2-(1,3-dithiolan-2-yl)-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-3R,13(R,S)-diol diacetate, 88b:

1H NMR (400 MHz, CDCls) 8/ppm: 5.45 (1H, s, H-1), 5.25 (1H, s, H-3), 4.82 (1H, m, H-13),
3.28/3.19 (4H, m, SCH2CHS), 2.11 (3H, s, CH3COORing), 2.03 (3H, s, CH3COOchain), 1.20
(3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.98 (3H, s each, H 18,19 and 20), 0.84 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) &/ppm: 170.8/170.5 (CHsCOO-), 140.8 (C-10), 125.9 (C-1),
77.3 (C-3), 71.6 (C-13), 68.5 (C-2), 42.8 (C-5), 42.5 (C-9), 39.9 (-SCH2CHS-), 38.3 (C-8),
37.2 (C-4), 34.8 (C-11), 30.4 (C-7), 28.4 (C-12), 23.5 (C-18), 22.7 (C-20), 22.6 (C-6), 22.5
(C-19), 21.4/21.1 (CHsCOO), 20.0 (C-16), 15.6 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C24H3304S;Na*:477.2104 uma; found 477.2101 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.

Hydrolysis of 88: 90 and 91

OAc

KOH

Y

MeOH, 24 h

Compound 88 (46 mg, 0.101 mmol) was dissolved in a solution of KOH (10 %) in MeOH
(1.4 ml). A drop of H,0 was added to the reaction mixture and was stirred at r.t. for 24
h. Then, the reaction was acidulated with HCl 2 M and placed in a separatory funnel. The
mixture was extracted with EtOAc and the combined organic extracts were washed with
NaCl (sat.), dried over Na,SO, filtered and evaporated under vacuum. The purification
of the crude reaction product by silica gel column chromatography afforded the diol 90

(22 mg, 58 %) and diol 91 (16 mg, 42 %).
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2-(1,3-dithiolan-2-yl)-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-3 ¢,13(R,S)-diol, 90:
IR (film) vmax cm™*: 3428, 2928, 2912, 1875, 1467, 1382, 1062, 910, 812.

14 NMR (400 MHz, CDCls) 6/ppm: 5.59 (1H, m, H-1), 3.71 (1H, m, H-13), 3.62 (1H, m, H-
3), 3.46-3.17 (4H, m, -SCH,CH,S-), 2.70 (1H, m, -OH), 2.06-1.12 (10H, m), 1.19 (3H, d, J =
6.1 Hz, H-16), 1.05 (3H, s, H-19), 0.98 (3H, s, H-20),0.82 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-17), 0.77 (3H,
s, H-18).

13C NMR (100 MHz, CDCls) &/ppm: 141.1 (C-10), 126.6 (C-1), 80.6 (C-3), 72.3 (C-2),
68.8/68.7 (C-13), 43.3/43.2 (C-5), 42.0 and 38.4 (SCH.CH,S) 41.9 (C-9), 38.9 (C-4),
36.9/36.8 (C-8), 36.1/35.9 (C-11), 33.8 (C-7), 27.5 (C-12), 25.4 (C-19), 23.8/23.5 (C-16),
23.2/23.1(C-20), 20.1 (C-6), 16.0 (C-17), 15.8 (C-18).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C20H3402S;Na*: 393.1898 uma; found 393.1993 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.

2-(1,3-dithiolan-2-yl)-14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-3 5,13(R,S)-diol, 91:
IR (film) vmax cm™: 3418, 2921, 2908, 1871, 1447, 1389, 1060, 912, 810.

1H NMR (400 MHz, CDCls) /ppm: 5.48 (1H, m, H-1), 3.86 (1H, m, H-3), 3.74 (1H, m, H-
13), 3.45-3.19 (4H, m, -SCH2CH,S-), 2.20-1.10 (10H, m), 1.17 (3H, m, H-16), 1.01 (3H, s,
Me-18), 0.96 (3H, s, Me-20), 0.86 (3H, s, H-19), 0.82 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCls) §/ppm: 141.7 (C-10), 126.0/125.9 (C-1), 77.3 (C-3), 72.4 (C-
2), 68.8/68.7 (C-13), 45.0 (C-5), 43.2 (C-9), 40.1 (C-8), 41.7 and 38.8 (SCH,CH.S), 37.6 (C-
4),34.3 (C-11), 33.7 (C-12), 29.2 (C-7), 24.5 (C-18), 24.0 (C-6), 23.5 (C-16), 23.1/23.0 (C-
19), 21.9/21.8 (C-20), 15.6/15.5 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) C20H340,5;Na*: 393.1898 uma; found: 393.1895 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Reduction of 90 with Ni (Raney): 92

Ni Raney

EtOH, 50 °C

To a suspension of Ni Raney (879 mg, 14.97 mmol) in EtOH, a solution of dithiolane 90 (36 mg,
0.097 mmol) in EtOH (4.9 ml) was added. The resulting mixture was heated at 50 °C for 1 h and
15 min. After that time, the reaction was cooled to r.t. and filtered through a silica gel plug
eluting with EtOH and EtOAc. The resulting solution was evaporated to result the reduction

product 92 (26 mg, 99 %).

14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-3¢,13(R,S)-diol, 92:
IR (film) vmax cm™: 3360, 2914, 2873, 2851, 1457, 1386, 1059, 811.

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 8/ppm: 5.26 (1H, m, H-1), 3.71 (1H, m, H-13), 3.38 (1H, m, H-
3), 2.34-1.08 (12H, m), 1.18 (3H, d, J = 6.1 Hz, H-16), 0.97 (3H, s, H-18), 0.92 (3H, s, H-
20), 0.82 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-17), 0.80 (3H, s, H-19).

13C NMR (100 MHz, CDCls) §/ppm: 141.8 (C-10), 117.2 (C-1), 75.2 (C-3), 68.9 (C-13), 43.7
(C-5), 42.3 (C-9), 37.8 (C-8), 37.0 (C-4), 35.4 (C-11), 33.8 (C-12), 31.4 (C-2), 29.7 (C-7),
28.4 (C-6), 25.3 (C-18), 23.7 (C-16), 23.1 (C-20), 15.8 (C-19), 15.7 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) CigsH3202Na*: 303.2300 uma; found: 303.2296 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Reduction of 91 with Ni (Raney): 93

Ni Raney

EtOH, 50 °C HO

To a suspension of Ni Raney (738 mg, 12.58 mmol) in EtOH, a solution of dithiolane 91 (30 mg,
0.081 mmol) in EtOH (4.1 ml) was added. The resulting mixture was heated at 50 °C for 1 h and
15 min. After that time, the reaction was cooled to r.t. and filtered through a silica gel plug
eluting with EtOH and EtOAc. The resulting solution was evaporated to result the reduction

product 93 (21 mg, 96 %).

14,15-dinor-ent-halim-1(10)-en-34,13(R,S)-diol, 93:
IR (film) vmax cm™: 3354, 2937, 2875, 2851, 1451, 1381, 1046, 910, 812.

1H NMR (400 MHz, CDCls) /ppm: 5.20 (1H, m, H-1), 3.78-3.69 (1H, m, H-13), 3.52 (1H,
m, H-3), 2.42-1.10 (12H, m), 1.17 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-16), 0.93 (3H, s, H-18), 0.90 (3H, s,
H-20), 0.89 (3H, s, H-19), 0.82 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-17).

13C NMR (100 MHz, CDCl3) 6/ppm: 141.9/141.7 (C-10), 116.8 (C-1), 73.0 (C-3), 68.7/68.5
(C-13), 42.9 (C-9), 39.1 (C-5), 39.0 (C-8), 36.2 (C-4), 34.8/34.2 (C-11), 33.8/33.5 (C-12),
31.7/31.6 (C-2), 28.8/28.7 (C-7), 24.0 (C-16), 23.2 (C-18), 23.0 (C-20), 22.7 (C-6), 22.4 (C-
19), 15.7 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M+Na*) CigH3202Na*: 303.2300 uma; found: 303.2303 uma.

HMQC and HMBC: see Bidimensional tables.
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Hydrogenation of 92 with Pd/C: 94

H,, (5 atm),Pd/C

\

EtOAc

Compound 92 (10 mg, 0.036 mmol) was placed in a vessel and dissolved in EtOAc (1 ml)
containing Pd/C (25% mol/mol). The vessel was fixed in a hydrogenation apparatus, it
was flushed with H, and adjusted the pressure to 5 atm. The reaction was stirred at 5
atm and at r.t. for 72 h. After that time, the reaction was filtered over Celite and the

resulting solution was evaporated yielding 94 (10 mg, 100 %).

14,15-dinor-ent-halim-5(10)-en-3¢,13(R,S)-diol, 94:

1H NMR (400 MHz, CDCl3) §/ppm: 3.73 (1H, m, H-13), 3.45 (1H, m, H-3), 2.19-1.17
(13H, m), 1.20 (3H, d, J = 8.0 Hz, H-16), 1.04 (3H, s, H-19), 0.96 (3H, s, H-18), 0.84 (3H,
d, J = 8.0 Hz, H-17), 0.83 (3H, s, H-20).

13C NMR (100 MHz, CDCls) /ppm: 136.0 (C-5), 131.5 (C-10), 76.0 (C-3), 68.7 (C-13), 40.1
(C-9), 39.6 (C-4), 33.4/33.3 (C-12), 33.1 (C-8), 31.7 (C-11), 27.1 (C-7), 26.9 (C-6), 25.3 (C-
1), 24.9 (C-18), 23.8 (C-2), 23.2 (C-16), 20.9 (C-20), 19.9 (C-19), 15.7 (C-17).

HRMS (ESI): Calcd. for (M-H)* C1gH3102*: 279.2330 uma; found: 279.2336 uma.

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Hydrogenation of 93 with Pd/C 95

H, (5 atm), Pd/C

’

EtOACc

Compound 93 (14 mg, 0.049 mmol) was placed in a vessel and dissolved in EtOAc (1 ml)
containing Pd/C (25% mol/mol). The vessel was fixed in a hydrogenation apparatus, it
was flushed with H, and adjusted the pressure to 5 atm. The reaction was stirred at 5
atm and r.t. for 72 h. After that time, the reaction was filtered over Celite and the
resulting solution was evaporated. The crude reaction mixture was purified by silica gel
column chromatography eluting with Hex:EtOA (6:4) recovering starting material 93 (10

mg,) and the hydrogenation product 95 (4 mg, 28 %)

14,15-dinor-ent-halima-3a,13(R,S)-diol, 95:

1H NMR (400 MHz, CDCls) §/ppm: 3.72 (1H, m, H-13), 3.38 (1H, m, H-3), 2.40-1.20 (14H,
m), 1.21/1.20 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.97 (3H, s, H-18), 0.90/0.89 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-
17), 0.87 (3H, s, H-19), 0.84/0.83 (3H, s, H-20).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8/ppm: 76.7 (C-3), 69.1 (C-13). 39.6 (C-8), 38.3/38.1 (C-10).
37.8 (C-9), 36.9 (C-4), 33.5/33.4 (C-5), 33.2 (C-12). 29.7/29.4 (C-2), 29.1 (C-11), 28.9 (C-
7),27.9/27.8 (C-6), 26.2 (C-18). 25.2/25.1 (C-20), 23.7/23.6 (C-16), 20.7 (C-19), 19.4/19.2
(C-1), 14.1 (C-17).

HMBC and HSQC see Bidimensional tables.
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Oxidation of 95 with TPAP: 96

TPAP, NMO

\

DCM

95 96

To a solution of diol 95 (4 mg, 0.014 mmol) in DCM (1 ml), it was added 3 A molecular
sieves, TPAP (1 mg, 0.003 mmol) and NMO (10 mg, 0.085 mmol). The resulting reaction
mixture was stirred at r.t. for 45 min. After that, the reaction mixture was filtered over
Celite, evaporated under vacuum and the crude reaction mixture was purified by silica
gel column chromatography eluting with Hex:EtOAc (9:1) resulting compound 96 (4 mg,
100 %).

14,15-dinor-ent-halima-3,13-dione, 96:

1H NMR (400 MHz, CDCl3) §/ppm: 2.57-1.2 (14H, m), 2.17 minor/2.15 major (3H, s, H-
16), 1.29 minor/1.28 major (3H, s, H-19), 1.05 major/0.98 minor (3H, d, J = 6.7 Hz, H-17),
0.97 major/0.91 minor (3H, s, H-18).

274



<

AN






Espectroscopia |

~ W << o - oo
| l“fj Wr L] LJ

R-112.2

Pulse Sequence: sZpul

0.062

R-112.2
Sample directory:
File:

Te: CARBON
Pulse Sequdnce: s2pul
s - y i~ e A (41 | % n
|

v > ¥ *]{v*' e [ )‘ r
i JJ " e " " | N bl !
- : ‘ - WI% .
. sen se
%2 SREEEES CEEEE FI
553 i gasssygmsosad =
| I J
L W

. e J‘LW o NL, L

L e e e e o e e e o LA e e i B S A |
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

277



| Espectroscopia

ow.o/

880
mw.c\

ST
92’ W
82’1

E.ﬂ\
LST~
85T~

86T
00T W

S.NW

€0C

Z\mv

we

08'€ —
L8'€—

o€y —

w©'s
€€°S
€€°S
vE'S
bE'S
SE'S
SE'S
8€'S

oleylphosphochd§ine

L

ded

|

Tw.mw

M\ Tze

W 08°€

%’Ma.m
8T
¥8'T

;TOD.N

W 06°T

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

7.5

Ak,

—y

N

T —
§9°TC
19T
06'ST
£TLT
Ll
91°6Z
[a414
0€°6T
[4 x4
£b'6C
£S°6C
LL'6T
58'6T
£8'TE
06'TE

PEYS —
PE'6S
SE'6S v
£6'S9

20°99
99
9299 \

[ 740N
96'621 7

OleylPC

S N

145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
1 (ppm)

50

278



Espectroscopia |

OH

5/6

5/4

19°€:
W90
€
FO'E
FIE

60
Tt

r—¢
ﬂ.v%m
FI

9L

e

F oot

3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5

3.5

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)
279

7.0

7.5




| Espectroscopia

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
EEE I T iR e b

H G2

R | = \_,J'M\ u J
L T " T T — I ]
4 ppm

280



Espectroscopia |

S
-
|

3

5.29!
4.303
3.3%4
2.330
——1.873

0.905
“olar
“Colsar

7.278
fr—7.258
“\{:7‘255
7.248

Pulse Sequence: szpul

3

S
54.552 %_

:

=

sz auy < = 5
238 38R L & z 3
858 LR a8% 8 H kS ]
ire a8 X s < 4
REE g53 22 3 s

281



| Espectroscopia

8TT—

85T~
9T

S'0T

S0

woo.N

Wom.ﬁ

0'bT

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

f1 (ppm)

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

J

dept

dept

90'€9 ~
299"

0798 —

94921~
oLzt —
soser "

8Pl —

carbono
Monoprot

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

60

282



Espectroscopia |

9€'T

8€E'T /
WI~E
SP'T—
a1/
RN

bLT
mn.ﬁ\

A

I

87'S

£T°T

woo.m

9'ST

3.0
&-Ph
PhyCO~ " N0 pp

3.5

4.0
f1 (ppm)

1

Ir

dept
diprot
dept
diprot

6192 —

6T\
6667 —

65'€9 —

6198 —

(SN

€972~
9821
coser/

©
€
g

[

13C Diprotegido €

150 140 130 120 110 100 90 80
f1 (ppm)

60

283



| Espectroscopia

#§ = apusezssas
-4 o @ ow | 4 o o@on R .
a TY¥cAERAER £ 888 35§  ERf8zs
E 33§38 : 258 35§  ERSEES

hhhhhhhhh k: = 5 ddddda

_\—2 370
=
=
=

e

T \ T 1 T T 1 T ™ T 1
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
(0]
NN NN
H (0] Ph
12

Nacho C. DJ 40-56

13C CDC13
R O
T 1"
|
L ’H . .
« =
@ ) ~ wwn 0 o w
. S bae 38 &
8 = 6 e © . -
a = ® Fer © 0 2

<7

T T T T T T T T T T T T T T

T T I
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O ppm

284



Espectroscopia |

tzro

80—
L8 o—

806°0—/

992 1T—

T

6L8°T—
9T

T00"€—\
vEQTE—
590 ¢—/

S9S°€E

862§ ————— —4

sLT'L
E6T'L
€12°L

9TZL
o€z’ L
orz'L
8¥z'L
652°L
e
s8z°L
£62°L
90E°L
pIEL
vZEL
wnn.r/l

Ppm

HO O

13

Al

f

1

S

Lzz vt
T6L°22
LIL°sz
LYE'9Z
€D 62
895762
099°62
069°6Z
L9L™ 62—
£¥8°62
€ET°0E
069" 1€
§66°1E
285°LE

9TL €9

686" 1L

£28°9L
PIT LL

o6L" LL—/

|

BEE"98

158921
9EL LTI —\\

616°LZT

o szt—//
pLL 82T

209 PPT—

R SR F i L 7 S L 7% L 0. Ul 0 7 L L LN 1 ) O O

10 ppm

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

150

285



| Espectroscopia

uuuuuuuuuuuuuuuuuuu
-------------------

N S
N I I T T T T T 1
7 6 5 4 3 2 1 Ppm

286



Espectroscopia |

99/88°
LEVOB®
£8026°
90€6e "
L8SVE’
9288€°
Sye0r "
91015”
9.618"
1L1ES”
118138°
629e9°
BYPS8”
88699°
£9089"
$2v63°
1€104°
BIEL”
68EYE”
90558°
11v98°
L04L8°

LE2S0"
0£890°
92580°

68611°
evoET”
Srivl”

Q0812”
reoze”
e0LE2”
LBESe”
EL982"
1oese’
¥SS0€E”
18v2e”
LL92E"
BESSY "
0ovLy”
OBLLY"

wdd

0

NV TTSSN——

L. T T SR e gt S o - S S S g - O~

14
14
14

v

T T T T T T T T T T T T T

3

IR o o e e e e s Ea s AR SRS RS

1

2

4

5

6

p3

ppm

| O

15

v7’|1 T

s2pul

Pulse Sequence:

669°
ovE"
125

220°
18"
v66°

rpe—

TppT—

]

—

o B o

oy

au—
¥ i =

21

21— E

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

110

287



| Espectroscopia

p
I O

15

C-ME28-85)

HMQC 145 Hz

oo SUS |

20.

= 30 @a

50

60

70

80

20

100

£ 1104

120

1 1
p—— w
130

8 7 6 3 4 3 2 1 ppm

288



Espectroscopia |

| O

15

C -2 2.8 )
]
HMBC 50 ms

ppm A L

w oo o
20
o
(@ 0 o
30 @'@i?n g
4 ] _ o
_i 40 ] oo
3
{ 504
EY
60
i 4 (5]
.'l
704
H ]
3
= ]
£ 80
3 8- o
90 =
; ]
1004
Zz 110
3 120
3
—"__i:":
[ 23
£
3 1404 .
_ ] eg.
£ 1
£ 150
E
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

289



| Espectroscopia

, 3 1£
| =
| 1
| i
| x I
\ — |
™ — —— |
I
A — |
o b
e _— | R — 80T —
= - |
. = |
,,../ = I
\ [
| —— — b7t —
|
| [ — §9'57 —
| L8t
i | %.2/
3 ST'6C
% | I WV = ot
Le6t
| hid
| Q { Sh6C
w | A 3 9v'6z
0562
h I ¥8TE
o orze
60878 L \”ﬂ|%
29 e, S [
re9tE— | Jw \
i 65°0%
\ = h © 59'0p W.
ST p—— \ = - soor
|
| wn
|
| e
|
_ [ 1| + 5629 —
[N
: J |
5 =
852 L — L — —
R
m o
g &
i 7
23 g pay
T3 -~
0 e M TELL '
E

1 (ppm)

290




Espectroscopia |

2

@iy

7.264
4.088
4.054
—2.048
0.072

C-AB(10-12)

Pulse Sequence: s2pul

291



| Espectroscopia

i: |
|
/’)
| | |
|
,NJ\JL_i ,w,_/bN W \J JL_)___
7 B T : T T
(0]
/\/\/\/\)\/\/\/\/\ Ig
PN
(0] (I)HOH
18
) i - "
) . | |
5 %

292



. seans -

= . graz: I

5 :
|

2!

2,

1;

1

ol

7
JE—T 1 ]

Pulse Sequence: sZpul

mawm
SEa=
b4 4

Espectroscopia |

0.060

64.808
54.667 &

a1.395

293




| Espectroscopia

- o
L %
HO
21
e I
| |
\ !
W s ,LMWWMW,WW,MW%W WJ ““%WMWMMMW""M(‘; ‘W%WMMM iy Hptenl i Wﬂﬁmwm\,m

294



Espectroscopia |

@/

HO

22

as s @
LI g
| |
| |
|
[N |
R-97 .MD30D
Pulse Sequence: s2pul

I ol ]
J S )‘,I.,ir\\Mﬁjw \f"-, ,."” Wy |‘~U._.\,, B PN e A

—r T T T T T —

4.5 a.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

295



| Espectroscopia

[
L2 E
2
E
| 3
‘ .
3
= 3
- 3
. |w 1
3
F
2wz i 3
ogbz—) e = 3
06tz | 3
w 3
=
3
21078 — —_ |
svoe— = -
= | < ,
rers— — | £ 3
= , W 3 -
3 ©
NAM M e b 3
[ _ um
~N [2¢] 3
® Z N 5
£ -
meeumu J.IL - O M
s T ¥ -
E o~

052 08T

£56° 00T —

JLJL.M

L

| S,
ik
Loudi el

EEm—— - ———ily
- 3T 3
3 e : 9 3
2 —— — t 2=
& & .z E
5 3z $
3 $8 & 3 ST £9T—
H g 3 w P ————————
H 8§ E 592 691
H 2 e = 5527041
d 8 g2 2 3
T8 T OAD 3 =
T2 & & 3
« &

296



0.5 ppm

Espectroscopia |

1.0

1.5

ppm

10

2.0

25

NN AMENNNNNNN Ao H000 00
35 3.0
o~

45 4.0

5.0
24

5.5

TR N NS W

1515 610101 6 10 10 B 6 6 <
6.0

7.0

80 75

8.5
Zput

9.0

B, i

Sample directory:
Pulse Sequence: s

C-AZ A7-59

9.5

1H CDC13

[ITRH

26268 SE———

trei§e—

see 9L

20

a0

50

60

70

05078

0z 621
248°821,
ES0O0ST e
T 0ET
0EE" 05T —
bTS 05T

N
a0 13 120 110 100 90 81
297

150




| Espectroscopia

mmmmmmmm
mmmmmmmm
........

aaaaaaaa

4.383
0.060

Cc-88.2
Pulse Sequence: s2pul

25

8280 838y &8 8% & AAB2FBESRS
5‘5&55 RREE 88 ®F 3 EEEEEEEEEEEEEEE RS R
L A
100 80 60 60 40 20

ppm 120

298



N

e

Espectroscopia |

@/
e
- o/Fu’\o

25

16rmn-0074 C BB 2
HSQC 145 Hz

ppm

10

204

30

W'W i

40

50% i I
] i

60 )

70 i b

80

90 -

100

1204

] i ' '
1304+—4 i ﬁé

140 S R AR T

299



| Espectroscopia

@/
2 N7
\/\/\/\/:\/\/\/\/\o/ F|>\o
%
25

16rmn-0074 C BB 2
HMBC-CIGAR
J 1lr entre 5 y 10 Hz

pm

p
0 g 9
10
.
204 "
o 1
4 ’1 ;

50

o

60 0

70 5 o

80

90

100

110
120

130 —— °f
] 0 0

I
6.0 B8 5.6 485 4.0 35 2.0 ZaS 200 T8 T.0 0.5 ppm

300



Espectroscopia |

(O NG
25

16rmn-0074 C BB 2
COSsY

ppm

0.5

5.5+

301



| Espectroscopia

16rmn-0065 C BA 13-30

iH COC13

EBBS0"

12068°
eLL9s”
TIves”

FiPGe”
24668

Br3Ig”
EBSGE”
BBELE"
26066
EBC00

G6gEe”
avele”

26612"
BGS2E
GBEQE"
91668°
(A3
BIFLL”
9E096
E6LLE
GaG66 "

00695°

6LB1E"
959¢2E”
GGEEE
EVBEE

BBLCH
EPLFT
BLEGE"

L8689
06604

udd

o—

~
=

(-

26

16rmn-0065 C BA 13-30

13C CDC13

Lo°vE
€212
egee
EE'S2
(]
912
8682

it

oz 62
92'62
6E°62
we2
19°62
oLee
€2°0¢
e
va'iE
§5°2E

vrovs
05°vS

€1°88

663
vr'89 Wl
589

19°9L

66'9L
0Lt

6L°52)

8e g2l
e,

J |

I

69 mm_u\.
v6'62t

16°6E}

[

I
20

1)
40

4 * > Y y g
60

)
80

302



—=% 130

Espectroscopia |

26

16rmn-0065 C BA 13-30
HSQC 145 Hz

ol

10

20

30

L

404

I

60

70

80

90

100 ”

120

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

303



| Espectroscopia

26

16rmn-0065 C BA 13-30
HMBC-CIGAR
J lr entre 5 y 10 Hz

ppm )k

10

5§ 301

40

Dos

i
;

%@ L3

60 7

70

80

920

$100 :

$110

120

o
I

130 o

——§140 ] g 3

150

304

ppm



Espectroscopia |
@,

/
g 7 A
N e e s

16rmn-0065 C BA 13-30
COsYy

5.0

5.5

6.5

238 o

lele

8.5

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

305



| Espectroscopia

o= e
2388

......
EEEEE

T T T T T T ™
7 6 5 4 3 2 1 ppm
O
OH
//u\o
28
T T I'Prm'
I
| | J ‘ W\
L B T T T T T T T LI L B T
160 140 120 100 80 60 40 20 PPmM

306



Espectroscopia |

6¢C"

T
i
5T
*T
.H/
T
.ﬁ”
T
T
1—F
1
-
T
1
‘1
T
T
1
T
e,
e
.m/
Ny
>
.m/
4
SA\
p—=
‘F
v
v
b
c—
L
meW
1
s i
.n.\

ppm

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

OAc

10

OH
0.1 OH
f

30

19rmn-0343 Nacho 308-A

13C cDC13

i

T°TILT

*9Z1
LT
"Let
1A

N

B—

i

T

ppm

70 60 50 40 30 20 10

80

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90

307



I //

| Espectroscopia

20rmn-0430 Nacho C GQ 2

rmn-0430.1.fid
1H CDa3

o
L
(=]
E0TE
~h.nm/
- o
ra o8
6T
b6
9IL s
T
7R3 S M”M
97
80°T BLZE
Feorr 3 BI'Sh—
Lo
~
99—
L=
m
B899
" o S.kW
Foesorm < [
u\m
Forr &8 -
o » (3]
[
-
Le
e
n
[ w
[
=3
[
=3
La
~
LW
~
71—
Le

10

20

30

40

50

60

70

A
150 140 130 120 110 100
1 (ppm)

160

170

30



Espectroscopia |

STT—

65T
19T W
£9'T

v0'Z—

EP'E—

06'€
66'€ /
w0y v
YOt
0% \

Wy —

'?4-40

rmn-0429.10.fidg
19rmn-0429 FM
1H CDCI3

Tfm
—= Wz.m

Fooe

% 506
w 96'S
% 00T

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

10

66'0C
5§9'7C
99'ST
LL'ST
18'ST
95°8C
€767
0v'6C
0S'6C
95'6C
59'6C
89'6C
0L'6T
85°0€

8EPS —

S6'65
S9'79 —
9'v9 —
9899 ~

19rmn-G429 Nacho C-FM 34-40
13C CDqIS C-FM 34-40

rmn-0429.4.fid

o

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm)

80

309



| Espectroscopia

rmn-0429.5.ser

19rmn-0429 Nacho C-FM 34-40

HSQc 145 Hz
|
—_—

—
L e}
- 2o i
— ©)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8
f2 (ppm)
OAc o
0028
e
\P/ \/\N\
10
1] |
32
rmn-0429.6.ser
19rmn-0429 Nacho C-FM 34-40
— HMBC CIGAR ®
L —— = =2
<
—
= o
_ ® g
S
T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f2 (ppm)

310

F20

30

L40

+50

60

L70

80

F20

30

L40

+50

60

70

80

90

100

F110

F120

130

140

150

160

170

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Espectroscopia |

OAc
©
0 @
O\ | /O\/\ 7
0 P N—
1] |
32
rmn-0429.7.ser . Lo
19rmn-0429 Nacho C-FM 34-40 .
COSY DQFG
F1
go ©
L2
L3

f1 (ppm)

L
D@G
Y

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
2 (ppm)

311



| Espectroscopia

REBINEAN
&

CarbofoDRREFY

Carbono Diprotegido

0L'sT
(2414 /

ov'6c
8b'67
85°62
£9'62
6667 \
1Lz

£6'79 ~
19°€9

4198 —

TL9TT~

j2-waas

Carbono Diprotegido

29°8C1

¥
b
[

Carbono Diproteg#do

T T T T T
140 130 120 110 100 90 80
f1 (ppm)

T
150

60

312



Espectroscopia |

Carborfp Rigrotepwa 288 8883 R/R
NNNNN e o A B
NI N W
|
|
i
W
e L
— — e N
& 3 o S
~ e bl N
By < <+ N
T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)
Carbono Diprotegido
A ll. A
v -
Carbono Diprotegido
LWL
CarboRo Diprotegido 88 R o Tow n Mo N
Y @S el eaa b Soliny
% g 8 RR¥ 3 R RNE
I NG Nl N
I
|
| 1 J‘
|
A L. . Ml A ‘ l
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 5 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5

80 75 70
f1 (ppm)

313



| Espectroscopia

PO
65T
197

BT
ot

9E°T
9T

soTTm
LI
=

-

& Mo eie

e 97E R &

2
1H CDA3

[ 60

E 890

—s9

0.5

6.0 55 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 L5 1.0
f1 (ppm)

6.5

7.0

7.5

Wﬂ

EE'ST
ST'9T
9b'6T:
05'6Z
£5'6T
15'6T
19'6T

S9'6T
E0'0E-

SE0E

£9'€9~

BT'69:
mw.mwv

b9 —

SL9TT~_
b —
89821~

PSRl —

140 135 130 125 120 115 110 105 100 S5 90 8 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

145

314



Espectroscopia |

0T~
€1
SP'T /
ST

£S'T w

¥S'T

86'T —

€T
8’ /
'
6v'C
6v'
057
997/
26
€67
v6'7 W
s6'7
e’
[N
'
6b'€
18°€ 7

sse f
6S'E
19°€
€9°€
w0y —

o~

rmA-BI3A I ]
1H DMSO-

22

Tm.wﬁ

0.5

1.0

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

f1 (ppm)

4.5

6.0 5.5 5.0

6.5

7.0

7.5

™

v

rmn-0137.3.fid

rmn-0137.2.fid

bO'ES
80'€S W
TT°es

€285

sees
9909 —
879 —
9049 —
pr's9 "

0£/88 —

©
2

i

o

22rmr30137 Ignacio KO
13C DNMSO-d6

rmn-0837.4.fid

o

140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

145

315



| Espectroscopia

rmn-0137.6.ser
22rmn-0137 Ignacio KO 63-66 r20
13C DMSO-d6
|

30

70

80

90

100

F110

F120

130

4.5 4.0
f2 (ppm)

rmn-0137.7.ser
22rmn-0137 Ignacio KO 63-66 )
13C DMSO-d6 o 0 L 30

k40

+50

60

)
<@

70

90

100

F110

130

140

T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
2 (ppm)

316

f1 (ppm)

1 (ppm)



Espectroscopia |

rmn-0137.8.ser
22rmn-0137 Ignacio KO 63-66
13C DMSO-d6

2.0

@ L2

o ©© 3.5

f1 (ppm)

4.5

+5.0

+5.5

6.0

6.5

7.0

%

@

7.5

T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15
f2 (ppm)

317



| Espectroscopia

rmn-0150.1.fid
22rmn-0150 Ignacio R633

PN
1H CDCI3 SN TS
il ]
3 ra
] N
T T T T T T T T T T T T T T T
0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)
P B
r
crr I\O/\/
Cl
37
rmn-0150.3.fid
rmn-0 £5@4zfid qe ng
22rmnfOE5E Ignacio R633 83 EE
13C CDel3/ v N
|
]
[}
— . I_M )
T T T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25
f1 (ppm)

318



Espectroscopia |

vTT
sT'T
9T'T
a@Z1
65T~

191"
o1

w0'e
€0°€ W
S0

PSEN
95°€ 7

60t
Oﬁ.?W
Y
Nu.v\
€Y~
vEY—F
SEY
LEY
LEY
6E'Y
ov't

e
€L W
9aTL V
8T°L
0€'L \\

£ n\
Sb'L

s

—Wﬁo.mN

00t

——

Feoz

T €8s

Wmm.N
wvod

f1 (ppm)

rmn-0152.3.fid

[A54 S

96'07 —
0€'sT
L9'ST~
206

L6
SE'6C
Sb'6C
95'6C \\‘

€9°7¢

€£°09
0629 NS

8099
%.S/
9129
129
o0/
89'9L
00°2L V
0zLL %.

L
68'18 —

6198 —

L9zt
e /
65221~

1821
487421 \\‘
29'8Z1

65'6CT

8b'vpT —

8
R-684
I

22rmn-0152 Ignacio

rmn-0152.4.fid
13C CDCI3

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

160

319



| Espectroscopia

rmn-0152.5.ser
22rmn-0152 Ignacio R-634
HSQC cDCI3 - 10

20

30

Yy
S1oN

140

50

@

(<]
©
o
o
°

) 60

l"”l

@ L70
L 8o

L 90

L 100
L110
. L 120
T 0@ L 130
L 140

F150

rmn-0152.6.ser
22rmn-0152 Ignacio R-634
HMBC CDCI3 -10

k20
® ) 0 o
® g 5 Reloe! k30
k40

F50

60

F80

90

100

F110

F120

e

F130

@

@
D o

140

150

T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)

320

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Espectroscopia |

f1 (ppm)

OH
O A OO
16 10 1 I|D| 1 Br
Ph Ph o)
38
rmn-0152.7.ser
22rmn-0152 Ignacio R-634
COSY CDCI3
0
@ O af
a ’ ﬁ o L3.5
o N 4
© 6 L4.5
o
A |5.0
0 0
o A +5.5
0 6.0
' f
-6.5
i
Y 7.0
q L7s
T T T T T T T T T T T T T T 1
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

4.5 4.0
2 (ppm)

321



| Espectroscopia

rmn-0211. 1.fid

AR HRREBHRRA O ARRLE REAY
22rmn-0211 Ignadio C-KZ.13-21 F9¢  MrmeedddE ERER B g
T IrGOdE v s S 2 “N
|
i ] " " ‘
LV |
r T T T T T T T T T T T T T T T |
.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.
fL (ppm)
(0]
/\/\/\/\/\/\/\/\/O\ 10 //
HO PN
I | ®
39
rmn-0153.3.fid
j m
W ‘l Y o Ll | { ' “’
R33T 38 588 5 2833888 ¢N
O © B ng o aa m ‘ NSO OGO ®®PBD 1Y
RRR 83 8aa o R R
rmn-0153.4.fid hUg M VY SIS V
22rmn-0153 Ignacio C-KS 20
DMS0-d6 13C
et uww.“ M, " o " m i oo mk " ORI TRATIN Lt m btk i
4 Ll ol s PN Y Lol s | W Lk L el L Y Wiy Wiy i d
r T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 85 80 75 70 65 60 55 50 40 35 30 25 20 15 10 5

322



Espectroscopia |

UV AN SN DR

rmn-0153.5.ser
22rmn-0153 Ignacio C-KS 20
DMS0-d6 HSQC ri5

F35

L40

L4s
50
N @ 55
P Q @ 60
o 0 -6
+70

F75

80

e e e e e o s B e A A e s e e e e
4.4 43 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1
f2 (ppm)

T T T
5141312 1.1 1.0

HO

rmn-0153.6.ser L 20
22rmn-0153 Ignacio C-KS 20
DMSO-d6 HMBC

_ r2s

3 k30
L35
: k40
Las
L 50
L55
L 60
0 L65
L70

F75

Mt

-80

L B e T e e e e e B
42 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 22 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1
2 (ppm)

323

f1 (ppm)

1 (ppm)



| Espectroscopia

O@
/
HO Osp-On~
§y e

39

DEDUVANIN FEW

rmn-0153.7.ser
22rmn-0153 Ignacio C-KS 20
DMSO-d6 COSY

e
-

t2.5
L3.0
b 3.5
.
(ocl
L4.0
L4.5
L I e e A T T T T T
43 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3 9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0

L T T L
.5 34 33 3.2 3130292827 26 2524232221201
f2 m

324

f1 (ppm)



Espectroscopia |

06—

%9
%9
59
%9
€59
£5°9
£5°9
€59

9L~

OF'L~
WL

6L°L
6L°L W.
08°L

Feoe

Fooz

Fest

Feet

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

f1 (ppm)

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8€°07 — E—
L0 — -—
95°L2T — -—
9T THT — E—
o
bl
“

)
@
©
<

c
£
£

8€°07 —

89'9L
00°2L W
L

[77As
SLLTT
8LLTT
08°LTT

€5°£TT
§S§°LTT
Yiyras
85°LTT

9L'EET —

9T THT —

Y8EST —

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

60

325



| Espectroscopia

rmn-0383.5.ser
22rmn-0383 Ignacio BODIPY
HSQC CDCI3:

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
78 76 74 72 70 68 6.6 64 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 3.4 3.2 3.0 28 26

f2 (ppm)
~N
S
J Z N=
=N_©_ N /
@ B
N
FF

43
rmn-0383.6.ser
22rmn-0383 Ignacio BODIPY
HMBC CDCI3

e [
O °
— (] o}
. . o o
R o
o °
T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
2 (ppm)

326

L10

F20

30

140

50

60

F70

80

90

100

F110

F120

F130

140

150

F160

F10

20

30

L40

50

60

+70

80

90

100

F110

F120

F130

140

+150

160

F170

180

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Espectroscopia |

S
J Z—
—=N.© N /
~ne
@ lB\
FF
43
rmn-0383.7.ser
22rmn-0383 Ignacio BODIPY
COSY CDCI3 o +2.0
°
] 2.5
QE
L F3.0
:
£3.5
0 k4.0
o 4.5 ~
£
a
=
+5.0 pal
o
° L55
+6.0
o
o . 0
[°) © L6.5
o
+7.0
o @ o}
e 7.5
@ <.1
o
- -8.0
T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
2 (ppm)

327



| Espectroscopia

lzas
ST /
£S°T
bS'T
SS'T
95°T
95’1

b6'T
S6'T
96'T
96T
86'T \

re—

w9'€
€9°€ W
S9°€

89t
mw.vw
iy

159
189

v

9L~
EEEN
i
s 5%
3
X m
owg
(9}
%A
P
wZ—

50T

Fooz

F oz

et

Eset

EFeot

0.5

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

4.0
f1 (ppm)

ER54-60.3.fid

ese
SL°ST
16T
62
Eb'6C

="

6b'6C
L5°6C

65'6C N
£9'6C

8LTE

L0€9 —

LE'SL
899/ /

=TZT
TELL

8T°9TT —

E1°S2T ~
L1927

20°6ET —

LY 19T —

o
2
o
R
(=3
+&
o
<
o
2
o
o
o
FR
(=3
\8\)
€
& (o]
= o
o
= o™
o
(=3
LS
2
o
L2
=
o
L]
X
o
L&
a
o
<
M
o
L3
a
o
- ©
E
o
LR



N

Espectroscopia |

ER54-60.5.ser
Nacho ER 54-60
HSQC 145 Hz

F10

F20

F30

k40

50

60

L 70

80

f1 (ppm)

90

100

F110

F120

F130

140

F150

T T T T T T
5.0

4.5
f2 (ppm)

ER54-60.6.ser
Nacho ER 54-60
HMBC CIGAR J entre 2.5y 15 Hz

oo

oD S

+10

F20

30

k40

50

60

F70

80

90

f1 (ppm)

100

F110

F120

130

140

150

160

F170

T T T T T T
7.5 7.0 5.0

329

T T T T T T T
4.5 4.0 1.5
f2 (ppm)



| Espectroscopia

8TT~.
ogT "
18T
€57 W
ss'T

€6'T
S6'T W
16T

19
89'% W
0Ly

159
159

w7

9L~
€L~
e’

€&L—

TN:
me.w

T 60T

Froz

Fooz

Feoz

F 1oz

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

f1 (ppm)

4.5

rmn-0664.3.fid

SL°ST

6T /
£4'6C
6v'67

09°6C
96T

LE'SL
89°9L /

00
L

LT9TT —

ET'STT~
61921 —

T0°6ET —

86 19T —

T T
100 90
f1 (ppm)

110

80

330



Espectroscopia |

TN
vz1

8p°T
0S'T V

AR
51
85'T
65T
197

06'T
[4-ns
6’1
[4-ns
v6'T

oo.m/

10€
mo.m\

vy
59 W
9%

8b'9
8v'9
6+'9
6v'9
6T°L
1L
we
YL
9T'L
9aTL
8T°L
6T°L
€L

WL
ﬁ?.hwW.
WL
2 s
&L \-

oL~

0L

Ve

1l

3.0

T 0z [

4.0 3.5

f1 (ppm)

T
4.5

T f4 14

Froet 2

W L5°6
20T

Freoo

F ooz

46

18rmn-0325.4.fid

I'l [

9L'sT
9z'9z
E€T°6C
6T

0562
L5'6T
0962
¥9'6T
¥0'0€

99°€9 —

9€'SL /

89'9L~\"
007
et

¥T'98 —

8T'9TT —
€r'seT

81°921 V
S292T —

A
S9°L2T
wm.wmﬁ\

T0°6ET —

ESPPT —

LY 19T —

110

70

f1 (ppm)

331



| Espectroscopia

L

18rmn-0325.5.ser

18rmn-0325 Nacho EQ 31-37

HSQC 145 Hz

F10

20

F30

k40

50

60

+70

80

F90

100

F110

F120

F130

140

F150

T T T T T T T T
5.0 4.5
f2 (ppm)

46

18rmn-0325.7.ser

18rmn-0325 Nacho EQ 31-37

HMBC CIGAR 2.5-15 Hz

S ED-

L

F10

F20

F30

L40

50

60

70

80

90

100

F110

F120

130

140

150

160

F170

L 180

8.0 7.5 7.0

6.0

5.5

5.0

T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f2 (ppm)

332

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Espectroscopia |

Ph
Ph
1
2
3
4
_LJLJML I J‘k A
18rmn-0325.7.ser .
18rmn-0325 Nacho EQ 31-37 1.0
COSYDQFG -
©@ 1.5
e © L2.0
2.5
I @ ) F3.0
+3.5
4.0
5
L4.5 S
= @ e
z
~5.0
F5.5
6.0
— <] e @ 6.5
7.0
o
7.5
®
-8.0
T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

4.5 4.0
2 (ppm)

333



| Espectroscopia

[ZA SN
€1

LS'T
6S'T /
19T~

69T~

7T
7wt
€T

00°€
T0°€ W
€0°€

4N

9Ty
R.v\

S0°L
S0°L
90°L
L0°L
6T°L
YL
9aTL
WL
WL
€L
€L
&L

6v°L
6v°L H/.
0s°L
0S°L N.
UL
UL V.

Rm\

L

S

gl

€8T

LET
27T

Fsre

Fere

f1 (ppm)

~
<

do

€6'ST
9'9¢
£9'8C
€T°6T
0S'6C

5§'6C
85°6C
19°'62
£9'6C
59'6C
+0°0€

99'€9 —
6259 —

89'9L
00°2LL W
L

€098 —

SL/9eT
€eLer
v9'L2T
89

om.huﬁ
S.mﬁ
mw.mNﬁ\
0T'ZET \
8T'EET
ETPET

£5'PPT —

€791 —

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

140

150

160

70

f1 (ppm)

334



Espectroscopia |

10

89F
9%
e

ei—

oz
e

MI S0z

F st

F s61

I &1

7.0 6.5 6.0 BS5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

7.5

335



| Espectroscopia

.

22rmn-0340 Ignacio C-LH 1-11

rmn-0340.1.fid
1H DMSO-d6

Fem

o

F ooz
ot

0.5

1.0

15

2.0

2.5

i ]

rmn-0340.3.fid
rmn-0340.2.fid

86°SL—

oI —

09°SZT
SL°S2T v

22rmn-0340 Ignacio C-LH 1-11

a8

a3
rmn-0340/4.fid
13C DMSO-d6

100

110

120

130

140

150

160

0

f1 (ppm)

336



Espectroscopia |

mmmmmmmmmmmmmmmmmmm

-------------------

—7T.728
~7.3386
- —7.317
\—-‘! 260
—6.514
T “—e.502
_
-
_x\\;
\
]
Y
S
=
—
—t
oy
1
]

337



| Espectroscopia

880
mmdv.
9T
@
61—
oS\
=T
09T~
T
8T
vm.ﬂV.

S8 ﬁ“\
8T

e
MG.M/.
P0E
PO'E:
S0°¢

s
Mﬁ.mw
STS

649
059
159
0T'L
we

vT'L
9z'L
oT'L
L
8T°L
6Z°L
6T°L:
1€°L
e
L
w—u.h“V.
mv.hu\‘
9L

ToL—

T

Ph
Ph

52

80'bT
oﬁ.vﬁv

L
G.ﬁ/
1752
eez\
o
€67
GE'6T

m«xamw
59'62
£8'TE
68'1E
mm.Mm\
8b'LE

09°€9
ao.mwv

e —

£5'98—

PIOTT—
85'%CT

LL9TT
8L mwﬂk
n*&.mm

- MM -

Er
mo,mﬂﬂ“\
ocez

18'8ET—

1S'+T

¥aPET

e —

s

70 60 50 40 30 20 10

80

f1 (oprm)
338

150 140 130 120 110 100 90

160




Espectroscopia |

o
mm.o/
YOS
481
€T
€T
Nm.ﬂ/
mm.ﬁ/
1
SAAY
5T~
517
i~
817
i
607~
beT
OM.NW
2

L8~
857~

e —

1€ —

9TL—

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

f1 (ppm)

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

rmn-0299.3.fid

ak

rmn-0299.2.fid

69°9L
00°4L W
[4974

Lrogt —

bLLer—

SOTHT —

05481 —

YSOTZ

85°0TT

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 _ 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

210

339



| Espectroscopia

ETh~
STy

LSP~
85y~

£€°S
€E°S
vE'S
bE'S
SE'S
SE'S
9€'S
9€'S

9TL—

s

/

/

|

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

f1 (ppm)

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

OAc

rmn-0300.3.fid

Ll

|

rmn-0300.2.fid

29'51
59'ST
LP79T
£9°91
5661
6012
or'ez
9eze
osee
€622
ez
SE'BT_
6967~
9v0g
z6'ee
e
ev'LE
95°2€
90°8¢
(r'8e
05°8¢
69'8¢
s8zy
562k
99'bk

9’65 —
6519 —

6V LIT —
£8'6TT —
19721 ~

60'THT
0zT'1$T v.
99°€pT <

9T TLT —

0£'€8T —

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

90

340



Espectroscopia |

//////ff

¥S'T
ST

BANW

85T

1€ —

9TL—

/

LS'S

Wﬁm.ﬁ

ee

o

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

f1 (ppm)

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

rmn-0299.3.fid

rmn-0299.2.fid

ks

18°sT

e /
o'z
167
2ee
958
ﬁ.&/
0962
bL'6T V.
e’
N
sgee
L0°6E N
09z
s9pb

L1021 —

SO'THT —

0S'¥8T —

¥S°01Z
85°0TC v.

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

210

341



| Espectroscopia

6L0~
180~
060"
TT—
0£'T—
§T—
51
89'T—
8LT—

90—

S9T~
697"

v9'E—

[AREN
324

33
o' W
ws—
b’ \

22rmn-0360 Ignacio Tesis-204
1H CDCI3

rmn-0360.1.fid

Jr

Fese

Feve

J.
E

=
P
= M\hﬁﬂ

=

95'ST ~
15°9T

€¥'TT
8LTT W
68'7C
pE'8T —
§9°0€ ~
88'€E
99°LE >
9€°8€ W
£p'8E
6Ly —
68'by —
0L'18 —

€65 —

89'61T —
69721 —

90°THT ~
6T THT

85841 —

T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100

T
180

f1 (ppm)

342



Ak

AN

rmn-0360.5.ser
22rmn-0360 Ignacio Tesis-204
HSQC 145 Hz

@

Espectroscopia |

Ll

n o o
=%

© e @

T T T T T T
5.6 54 52 5.0

2 (ppm)
OH

T T T T T T
48 46 44 42 40 3.8 3.6 34 3.2 3.0 28 26 24 2.2

T T T T T T T T T
20 1.8 16 14 12 1.0 0.8 0.6 04

57
AN
rmn-0360.6.ser
22rmn-0360 Ignacio Tesis-204
HMBC CIGAR
[ @ o
° e B
@
o ° ®
® o
(<] =%
[ @ b
° o
°
°
P@: S ]
o> ofFs o> @
4 .
T T T T T T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)

343

F10

30

k40

50

60

70

80

F90

100

F110

F120

F130

L 140

10

20

30

k40

50

60

+70

80

90

100

F110

F120

F130

140

150

160

F170

180

-190

f1 (ppm)

f1 (ppm)



| Espectroscopia

-

rmn-0360.7.ser

22rmn-0360 Ignacio Tesis-204
COSY DQFG

A
(] [=]
o] (o)
: ®
]
E’ (0]
o @ °

T T T T T T
5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0
2 (ppm)

344

0.0

+0.5

F1.0

F2.0

F2.5

F3.0

F3.5

+4.0

4.5

+5.0

5.5

6.0

F6.5

+7.0

f1 (ppm)



Espectroscopia |

69T

§9'€ —

LSY
LSY

o

£€'S
E'S /.
SE'S
SE'S N.
9€'s

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

7.5

OAc

rmn-0160.3.fid

1l

[T

rmn-0160.2.fid

65'ST ~
€291
60°TZ ~_
97T ~—
082z \.
0622

1682 —
£9°0€ —
86°EE ~_
ob'LE

8€'8E W
ov'8E

8LTy —
06'vy —

T71s —

5519 —

¢TI —
SL6TT—

LUTHT —
TLEPT —

8T'TLT —

YS'8LT —

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

90

f1 (ppm)

345



| Espectroscopia

Nm.mv

9

8T'S
67'S W

0€'S

9L —

I Y VY

A

18T

Feen

[MLe
FTre
8T

HYSA

SS°ST
80°Te /
e
20€z
€2€T

58
£9'6¢ /
1962
66T A
e
6£TE
or'gE
888
oo/
st
e
18'vb

1976 —

89'9L
00°LL W
L

oz —

80'THT —

ST8LT—

ST0Tz —

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 _ 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

210

346



Espectroscopia |

8.0
640
6L°0
S8°0

S8°0
oT'1T
wﬁ.ﬁ/
€1

T
bhT
bbT
SY'T
9’1 N
W1
LI~
61"

10C
NQ.NW.
0T

99—

9T’s
Z's
s
87°S
87'S

rv?cio Tesis 506

rmn-0365.1.fid §
22rmn-0365 Ig
1H CDCI3

Jr

91’9
6T°L

S

—

-

0'SE

ot

HV b

= 80

= |

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

f1 (ppm)

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

OH

\
Y

w

COOMe
60

‘i,

rmn-0365.3.fid

89'6TT
EL6TT >

9THT ~
6LTHT

LL8LT
6L°8LT v

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

180

f1 (ppm)

347



| Espectroscopia

rmn-0365.5.ser
22rmn-0365 Ignacio Tesis 506

f2 (ppm)

348

HSQC CDCI3
< 0
—— @y <Gl
< Sy
U s> <>
é"
[
I
©° @0
===
9o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 0.8 0.6 04 0.2
f2 (ppm)
OH
\\\
W o
A\H
N
~ COOMe
60
Al
rmn-0365.6.ser
22rmn-0365 Ignacio Tesis 506
HMBC CDCI3 ° 9
o
<Y = @
5} ® (=}
@ w
o o
9 o
= B
=g = <D )
=3 [} S} @
E
é = @
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 0.2

k40

50

60

+70

80

F90

100

F110

F120

F130

10

20

30

L40

50

60

70

80

F90

100

F110

F120

£130

140

150

160

F170

180

f1 (ppm)

f1 (ppm)



I R |

I
rmn-0365.7.ser
22rmn-0365 Ignacio Tesis 506
COSY CDCI3
(=)} @ 1)
€
o
0 o
(5 °
2 l
°
0

OH
0\
o \\\
H
COOMe
60
@
g

b

Espectroscopia |

0.5

+1.0

1.5

F2.0

L2.5

r3.0

F3.5

4.0

4.5

+5.0

F5.5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 1

2 (ppm)

349

T T T T T
4 12 10 08 06 04

f1 (ppm)



| Espectroscopia

b9'E—

6C°S
T€'S
43
€S
€€°S

rl?'cio Tesis 507

rmn-0363.1.fid §
22rmn-0363 Ig
1H CDCI3

I

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5
f1 (ppm)

7.0

7.5

OAc

\
o

\
o

COOMe

‘i,

61

19'ST —

0L'T1S —

£6'6TT —

rmn-0363.3.fid

T

n

60T —
95°ST —
90°02

EP'TT M
19T —
rovd

SE0E
16167
TLYET
TE'BE~

697y —
18'bp —

99'1§ —

6502~
991~
il

£€8°61T v

68°61T

90°THT
OT'THT >

Y 0LT
08041 W

€8°0LT

E8LT

65°8LT

M

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

180

350



Espectroscopia |

L9~

T0°€

mmAMV

£9'€
v9'E 7

¥8'%
S8'v
S8'v
8%

18'S
78's W

'S

rv?'cio Tesis 508

rmn-0364.1.fid §
22rmn-0364 Ig
1H CDCI3

Fsee
Feoe

Fae

Firy

Fort

Feor
Fseo

Fere

Tm.c

Foor

0.5

2.0 1.5 1.0

4.0 3.5 3.0 2.5

f1 (ppm)

4.5

6.0 5.5 5.0

6.5

7.0

7.5

OAc

rmn-0364.3.fid

rmn-0364.2.fid

T

[T
€5°ST
68°6T
60°0Z
0€°1Z
SETT
v0'cT
eT
wseT

Pas:i4
ra:rd /
9Z°0€
b 0E

LY'vE /

16'E —~

STOV ~_
69°0%
08°0p N‘
16°0

S6'Th
0E°EL
18'%b
0T'St
L9
629
0€'Cs
9€'TS

80TL~.
Wi

S0°SeT
11521 >

58'89T
£6'69T V
99'0LT

scon /.
SS'OLT~
69941

L6'96T —

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

210

351



| Espectroscopia

[T

T

l\ il

|

_ "

n

rmn-0364.5.ser
22rmn-0364 Ignacio Tesis 508
HSQC CDCI3

6.0 5.5 5.0

| -

rmn-0364.6.ser
22rmn-0364 Ignacio Tesis 508
HMBC CDCI3

¢ 8

0
= .
."9‘?0 °

wd o8 &

o O
oo <o
==$ i
aoag oo

©

10

F20

30

k40

50

60

70

80

90

100

F110

F120

F130

t 140

150

k20
k30
k40
k50
60
k70
80
k90
L 100
L110
k120
k130
L 140
k150
L 160
k170
L 180
k190
L 200

210

352

3.0
f2 (ppm)

2.5

2.0

1.5 1.0 0.5

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Espectroscopia |

OAc

A "

rmn-0364.7.ser . .
22rmn-0364 Ignacio Tesis 508 °
COSsy CDCI3 . .

£0.5

1.0

1.5

£2.0

f1 (ppm)

F4.5

. £5.0

£5.5

r F6.0

353



| Espectroscopia

§9'€ —

¥6'E
¥6'E v.

0€'s
1€'s
1€
€S
€S
€€°S

|

ol

L

[
SE'E

Feee

Frr

WD..\

Frot

Foae
W [

F oot

Sy'ST
LL6T
Leee
67T
152
19°ce
89°CC
vLze

£5°€T
orae~
mw.mN/
7562
508~
20€e
woee
I8¢
€1'8¢ W
r'8E
wew
89'bh
oLvy 7

[t
mt.ﬁmv

8T¥9
0E¥9
£E€P9
SEP9

199,
0L'9L
66'9L
0L
0TLL
1€°LL

€€LL

zeorT
Vm.o:v

95611 —

00'THT —

8T'8.T
0z'8LT W.
ST'8LT

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

90

354



Espectroscopia |

080

ﬁm.cV
S8'0-7
Nm.o\

@Z1—

£S'T
bS'T
¥S'T
SS'T
L6'T
86'T
86'T
66T
66T

8TT—

e
MN.mW
143
9Te""
e~

Ve
YhE
9'E

8T'S
67'S W

0€'S

== F 880

W L6'0

= Fose

——=—= Foor

¥9'ST —

991z
881z
577 —
coc
S0'b2
05'82 *
se'6z
eze /)
e
va'ee
€29 7
cooe /.
868 —
TTEp AN

SPE~
£9v9 7

€069 —

89'9L

L

95°01T —

0021 —

TETHT —

145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

50

355



| Espectroscopia

T~
oz

€6'€ —

€6 —

9L —

we —

080~
80~
680~
960~

STT~
€T~
T~
9T —
85T\
09T

S0'T—

T~
9T

1.5 1.0

f1 (ppm)

2.0

2.5

W osb |

Feer

EFoot

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

1§'ST~
LELT ~
e
ozee
662 W
€962
0522 W
582
68'7€ W
e’y
wselr
¥8'8€
9"

Sy —

WP —

8P\
i —
9LLL 7/

SE0TT —

SE°0TT —

$80PT —

£T°90C —

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

10

356



Espectroscopia |

16°€
Nm.mv

'€

87'S
62'S W

0g's

rmn-0067.1.fid

21rmn-0067 Nacho CHR.0

1H CDCI3

J S

WE..\

F oot

0.5

1.0

1.5

2.5

3.0

3.5

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

pe]
=
“
~
o
=}
4
&
E

99'ST —

Leee /
60°€C

£9°€C W
19°€T

209t —
81'87 ~
8067~
8E'TE —

PO'EE —F
TEEE \“
16°€E

87°6€ —

LST A\

PIEr ~

189
89 v

rmn-0067.2.fid

85°0TT —

08'61T —

21rmn-0087 Nacho CHR.0
13C CDCI}

rmn-00674.fid

140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
1 (ppm)

145

357



| Espectroscopia

|

Ll

rmn-0067.5.ser
21rmn-0067 Nacho CHR.0

L20

+30

L40

+50

60

70

80

90

100

F110

F120

HSQC 145 Hz
.
Q o o
© ¢ @ q‘
o i@ IO
O
T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f2 (ppm)
76
_ A
rmn-0067.6.ser
21rmn-0067 Nacho C-HR 0
HMBC-CIGAR
'
@ &
[} @
<>
? &
o
@ @ € @ 20e
6 09— @D o
(]
© ® @ @

T T T T T T T T T T T T T T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20
f2 (ppm)

T T T
18 16 14 1.

T T T
2 1.0 08 06

F20

30

L40

+50

60

70

80

90

100

F110

120

F130

140

150

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Espectroscopia |

76

(wdd) 14

in ] 0 o 0 = i 2 n e in
(=] - — o~ o~ ™ ™ <+ <+ n n
L L L L L L L L L L L

do ot b o do clp e .ol o

0 @D O E=ED 0 TEDD ¢ (D | Q0 TDED 00 oo
o oo Lo b ==

ol
A
~N
N
©
S
<
<
£
£

>
0}
(o}
O

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
2 (ppm)

4.0

4.5

5.0

5.5

359



| Espectroscopia

AN
88'c—
'€

€8'S
£8'S v.

21rmn-0095 Nacho C-HX.17-19

rmn-0095.1.fid
1H CDCI3

/

rmn-0095.3.fid

2951 —
1z
LLET
e
8'57—
£e'8z
sese/
6T'EE —
7 \
05'bE
Wop—
£9bb~_
005t =
1980~

T9%9
v9'v9 v

£6'60T —

e —

¥6'69T —

£8'66T —

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

10

360



1

rmn-0095.5.ser

HSQC CDCI3

i

[T

Ll

21rmn-0095 Nacho C-HX.17-19

Espectroscopia |

L20

30

@ &
k40

+50
60

70

f1 (ppm)

80

90

100

110

F120

130

6.0 5.5

_

T T T T T
5.0 4.5 4.0

3.5 3.0
f2 (ppm)

rmn-0095.6.ser

21rmn-0095 Nacho C-HX.17-19

HMBC CDCI3

o®

00

F20

<]

30

L40

800 O &
80

+50

60

70

80

90

100

110

F120

1 (ppm)

F130

140

150

160

{180

190

200

F210

5.5

3.0
2 (ppm)

361

1.0 0.5 0.0



| Espectroscopia

1 N
rmn-0095.7.ser
21rmn-0095 Nacho C-HX.17-19
COSY CDCI3
&
0
[}
4
@ '
4
0
— ) 0
>
o
T T T T T T T T T T T T T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
f2 (ppm)
rmn-0095.8.ser:
21rmn-0095 Nacho C-HX.17-19
ROESY CDCI3
ra
¢
d
, l
[
- | !
(] P
b ]
| , E'
! Yo
— 4 :
|
[} I
L
T T T T T T T T T T T T T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

3.0
2 (ppm)

362

+0.0

+0.5

2.0

2.5

3.0

3.5

L4.0

4.5

+5.0

+5.5

6.0

6.5

+0.0

0.5

2.0

2.5

3.0

3.5

L4.0

L4.5

+5.0

£5.5

6.0

6.5

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Espectroscopia |

180
80
£8°0
80
L6'0
00'T Wu
00'T
w0t 7/
ST
8T'T
8T'T 7

oz —

L8°E
88'€
68'E
06'€
6'E
€6'E
£€6'€
6'E

€8 —

T8'S~
v8's "

21rmn-0229 Nacho IO 40-44

rmn-0229.1.fid
1H CDCI3

/

e

~

[~ ST6

€102

ET'sT

[C6'ET

~T€L

ot

me&

M\ 8T'T

Foot

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

]
1

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

rmn-0229.3.fid

T

rmn-0229.2.fid

.
£9'T
8£°07
9T'1T
L1
se'ze
8L'€T
£8'€C
20'vT
v6'5T
8'st
peaz AL
5'82
1887~
1Te~

ovse f
wee
69'€€
05'b€ \
w'eE
1000

Elaid
£9'b
T0°SH
L0'Sy
89'8

29'v9
S9'¥9 W
699
0L'0L —

89'9L
00°LL

eLL \y
0L'LL

¥8'60T
¥6°60T v

68°7CT ~
Lyl —

ST'69T
£6'69T —
worr”

EE€°E6T —

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm)

00

363



| Espectroscopia

_ A AU

rmn-0229.5.ser
21rmn-0229 Nacho 10 40-44
— HSQC 145 Hz

F20

+30

L40

+50

60

L70

80

90

100

F110

120

130

6.0 5.5 5.0 4.5 2.0 1.5

A A AU

rmn-0229.6.ser
21rmn-0229 Nacho 10 40-44
HMBC CIGAR

in
@

1.0

BB er of

®

G0

F20

30

k40

+50

60

70

80

90

100

F110

120

130

140

150

160

F170

180

F190

3.5 3.0
2 (ppm)

364

0.5

1 (ppm)

1 (ppm)



[

Espectroscopia |

79
rmn-0229.7.ser 3
21rmn-0229 Nacho 10 40-44 7 0 r0-0
COSY DQFG !
4 Lo.s
@
1.0
7o
)
6 F1.5
g L2.0
b
8 2.5
F3.0
b4
1
14 F3s
b £
o] g
2 tao &
& e
o " At
2 4.5
. I L-5.0
W o
o L5.5
0
(-4
g . L6.0
o L6.5
| L7.0
&
o o
> 7.5
. L8.0
5
T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
2 (ppm)

365



| Espectroscopia

rmn-0177.1.fid
21rmn-0177 Nacho C-IL 32-38

///f

:
1

T
s @~ n
= oo @ @ @ N
T T T T T T T T
0 7.5 7.0 6.5 6. 5.5 5.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0
rmn-0177.3.fid
80
rmn-0177.2.fid L J u. “JJ’, “
” T ‘

)\

T
rmn-177.4.fid LF 3 & g 83 BREYRY RSQINIEA
240177 Nacho C1L 3E48 g g E i3 SgdRtH SxnnRansa

9 1 Y [/ NNSY SN e -
[ !
[, | ! |
| | ‘ l ( ‘ ‘ ‘ l “ “
l .' L J P 0 OV T . .
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
00 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

366



.

Espectroscopia |

rmn-0177.5.ser

21rmn-0177 Nacho C-IL 32-38
HSQC 145 Hz

0 ) oo
o @ o “ '
© ° @% @

0 @)

30

L40
®
50

60

70

f1 (ppm)

80

90

100

F110

120

130

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

I |

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
2 (ppm)

Lo

rmn-0177.6.ser
21rmn-0177 Nacho C-IL 32-38
HMBC CIGAR

60
L4

© e0p N 20
o0

oo L)

- 40

© e

60

0r:.o ° L 8o

100

1 (ppm)

F120

140

160

180

200

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

T T T T T T T T
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
2 (ppm)

367



0.0

(wdd) 14 (wdd) 14

| Espectroscopia

m 9 = o w 9o ®»w 9 w®vw 9 v 9 un 2 ®w 9o ®w 9o ®w 9o ®w 9 1w 9o un
o - - o~ o~ m™ al <+ <+ n wn o o o o — — o~ o~ o® (4] < <+ n n
L L L L L L L L L L L L L o L L L L L L L L L L L L
]
in
=]
o0 @o COEDO @ eI C=EOCD o @ G B> =@ 0 0:® - o
o
<o o 18 s ercmcss cme e e eses e ome ws, [
(R=ReASY, T S T TS B T =5
Do =1 Uﬂw % = EOED B DO (TR B ED @0 TB oo ® =
(23] 1
Fa
s 8
g ®
o
e~
le cod <o cwdh doo cm b - Gomm| e corme {@—<8-® > o—es d
in
<@ 8 g o
o —
F o - e o - - e —n
£
g ]
ngy
™
B o
L2 ]
- - -
J
=
n
<
J
— -
o
[
® &
-]
] «©
o in I
o Fw o
™ n ™
= =
O O
2 ¢ 2
g i L4 2 — 1 L3
. FS L
H = b=
~RE QR
NN NS
70D ~N o
=33 3Lx
EX 1 PEDL
c Ev o c Euw
£-590 E=0O
N O CN X

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

2 (ppm)

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
368

7.0

7.5

_J
|



Espectroscopia |

640
80
80
580
0E'T
€T
€T
€T
vE'T
bE'T
SE'T
SE'T
9€'T

bs'1
SS'T
951
66'1
66T
107
NO.NN
60
:.N\

STz

0€'s ~
15

21rmn-0082 Nacho R446

rmn-0082.1.fid
1H CDCI3

/

[S6'ET

10

[~ S8'€

~szot

Foot

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

f1 (ppm)

4.5

6.0 5.5 5.0

6.5

7.0

7.5

l M.I[l |

+9'ST
Lee
90°€T
0S°€T
8'st —
$0'8C
86'8T
L6'6T
00°0€
z€eTe
PE'TE
0€ZE —
Teee ’

66'8E
T0'6€ W.

116
0S¥ f
LTEY

6C'EY

vT'ozT —

LTTPT
61°THT v

98607 —

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

210

369



| Espectroscopia

N\

rmn-0082.5.ser
21rmn-0082 Nacho R446

HSQC 145 Hz

<®

5.5

rmn-0082.6.ser
21rmn-0082 Nacho R446
HMBC-CIGAR

o

5.0

4.5

4.0

3.0
2 (ppm)

2.5

2.0

1.5

oo

5.5

5.0

4.0

3.5

370

3.0
2 (ppm)

2.5

2.0

1.0

30

L40

50

60

70

80

90

100

F110

120

130

140

20

+30

k40

+50

60

70

80

90

100

F110

120

130

140

150

160

170

180

190

200

F210

f1 (ppm)

1 (ppm)



Espectroscopia |

60
180
80
980t
80
a0/
or't
AN

PET\

SE'T

£€S'T
¥S'T
¥S'T
SS'T

S8'T
98'T \
86'T
66'T
00T
10T
¥0T

orE~
we”

0€'s —

21rmn-0071 Nacho R447

rmn-0071.1.fid
1H CDCI3

/
i

|

0€'T

06°€

w 860

Foot

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

7.0

7.5

rmn-0071.3.fid

rmn-0071.2 fid

£9'5T 7
NM.NNA
sb'2z 4
L0€2 |
€567 1
(5€T
19°€2 1
857 4 (
00'9Z
+1'82
8187
9067
60'67
9E'TE
8E'TE
97°€€
8E°EE
peee
88'€E b
18—
osve
H0'6E
s0ec
19
€Ly v.

STey \
EC°EY

S6'89~
90'69 "

|

S9'61T
69°61T v.

21rmn-087%! Nacho R447
13C CDCB/

rmn-0072 .3.fid

145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

50

371



| Espectroscopia

A

rmn-0071.5.ser
21rmn-0071 Nacho R447
HSQC 145 Hz

F20

~30

k40

+50

60

70

80

90

100

F110

F120

130

T T T ——T T ——T T ——T T ——T T T ——T T ——T T T T T
56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 1.8 16 1.4 1.2 1.0 08 06
f2 (ppm)

A

rmn-0071.6.ser
21rmn-0071 Nacho R447
HMB%CIGAR

©

ES

20

+30

k40

+50

60

L70

80

90

100

F110

120

130

140

150

L 160

5.5 5.0

T T T T T T T
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
2 (ppm)

372

0.5

f1 (ppm)

1 (ppm)



Espectroscopia |

8.0
80 /
80 —

98'0 \

80 /

or'1

LTT =

61'1 =
ON.#N

sz1 /

Hc.NV

10T
£0'C 7/

Al

9ULb
08'v V
=

£8'v \

98'v

2l
67'S %

ﬁm.m\

€8

—
1"
It

-
|
I

9L \L
9T'L >

proton
R-427

[ZP'ST

b0z

— 8t

001

rmn-0359.3.fid

™

™

).

69 T4~
81

W Vot

|

l

l

A

J

Dm.m:v.

06°'6TT

P IPT
ES'THT v.

18041 —

S

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

170

373



| Espectroscopia

640
180
960

00T

or'T
9T'T
oy
81T
o' T
w1 %
T
05’1 \
UT~
wi”

007~
107"

9T~
ogz ="

8Lv o

6L'Y
E.v\

%8s —

21rmn-0077 Nacho C-HT 47-52

rmn-0077.1.fid
1H CDCI3

[~ o'y

[~ SL'6

89'Ct

oz

[~ 6£6

—0eT

WONA

Foot

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

7.0

7.5

OAc

rmn-0077.3.fid

rmn-0077.2.fid

s s
LS'ST
66'6T
T0°0T
0£'1T
[4n4
EL°ET
08'ST
67°8C
T€'8T
95°0€
£5°0€

6b'vE
SLvE W
Lve
430
Tron >
89'rb ~_
L0y
7St A

SS'8p \
09'8

e

ETTL—

SYHTT
(38741 v.

SH'69T
15°69T

65°0LT
£9°0LT N.

+9'66T v

€L°66T

40

70 50

T T
100 90
f1 (ppm)

T
110

T
120

10

374



‘ i

-

rmn-0085.5.ser
21rmn-0085 Nacho C-HT- 39-46
HSQC 145 Hz

1}

<9

[*]

00

0]

®

Espectroscopia |

()
4]
& Mog@

00

30

k40

50

60

70

80

90

100

F110

120

130

k140

T T T T T T
5.8 56 54 52 50 4.8

|

L e e R
46 44 42 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 28 26 24 22 2.0 1.8 1.6 14 12
2 (ppm)

OAc

\\\\

rmn-0085.6.ser
21rmn-0085 Nacho C-HT- 39-46
HMBC-CIGAR

°o®

T T
1.0 0.8

T
0.6

20

30

L40

+50

60

70

80

90

100

F110

120

130

140

150

160

170

180

190

{200

210

6.0 5.5

5 3.0
f2 (ppm)

375

f1 (ppm)

f1 (ppm)



| Espectroscopia

I B

OAc

rmn-0085.7.ser

14
21rmn-0085 Nacho C-HT- 39-46 @
DQFG-COSY .
)
(4
“
0
7
< .
[
°
—_— [}
4
T T T T T T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

3.5 3.0
2 (ppm)

376

+0.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

+5.0

+5.5

6.0

f1 (ppm)



Espectroscopia |

Y
80
80
880
00'T
€0'T
€0'T
0T
80'T
80'T

0’1
0zt
1T
wn

TN
SP'T -
o1/
0T
e
€0T
0T
0T
50T

[4rd
1z
1T
we

0S'T

080~
18
60~
ors

1€°6 —

18'S
Nw.mw.
8's

wel

21rmn-0428 Ignacio C-JT 30-50

rmn-0428.1.fid
1H CDCI3

s

€0ze

IARZ

Imaals

WN«A

W 68
Foot
F oo

Fsso
Foot

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

f1 (ppm)

4.5

6.0 5.5 5.0

6.5

7.0

7.5

OAc

2
“
«
%
I
9
<
<
£
£

rmn-0428.2.fid

™

W

o

¥

up b
64T
88'6T
S6'61
50'02
80°07
8L°07
f4 4
6€'TC
1T
6EVT~\_
96'97
so'9c >
92°0€ ~

01°9¢
89'9¢ V
€9°6E ~
ELEY

9T'SH
6T°SH W
vT'Sh

mo.ﬁmv.

YITL
89°9L

[
vz1s

96'22T
8E'ECT W
EP'ETT

ST'89T
T2'89T

TEE6T
6E'E6T v

.

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

00

377



| Espectroscopia

I B R B N

3.5
2 (ppm)

378

rmn-0428.5.ser
21rmn-0428 Ignacio C-JT 30-50
HSQC CDCI3
—
=
60
=70
E 0, o L-80
=90
100
110
=120
f
i k130
140
T T T T T T T T T T T 1
6.0 5.5 5.0 4.5 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
rmn-0428.6.ser
21rmn-0428 Ignacio C-JT 30-50
HMBC CDCI3 =0
-] N 0
- 20
P : R < Y
e, @ 4
o o LI . [-40
“ g a ok
s 60
— @
RN o
e - %0 L so
100
F120
— o
. L 140
B 160
= e ® -2 P ®
180
= o e
200
T T T T T T T T T T T T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Espectroscopia |

(wdd) 14

n e 0 o 0 o 0 o n o 0 o n

o — — o~ o~ ™ al <+ <+ n wn o o

L L L L L L L L L L L L L
5
ats o 5808 eiro |G D @ Baboo difrceiai g | oo o &m0
P! BRI oy A0 5y s oasnaaies oty vetes
[ %2 WSS =39 =2 Y AR e

° e - o . o @u

BB 0RESHO D  CED ® GSd 006 Eoo ey

P oo oo E06 @IS CAIE === - DG CETRCTELES

OAc

o

21rmn-0428 Ignacio C-JT 30-50
©

rmn-0428.7.ser
COSY CDCI3

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

2 (ppm)

3.5

379

6.0

6.5




| Espectroscopia

80
+80 /
96'0
L60
86'0
10T \
0T
0z'T “\
1T

bS'T—

v0T
e
ere’

mN.m/

(e
mw.m\

8 —

£TS~
sTs

05'S —

21rmn-0220 Nacho Ip 18-25

rmn-0220.10.fid
1H CDCI3 diluido|

98’1

%mm.m

Wmo;
Foso
W 00't

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

7.0

7.5

OAc

C-1P 18-25

rmn-0220.2.fid

¥S'ST
£5'ST
E o000z
E 800
6012 7
L2214 \
797z
8T~
L6708
e
[
o8'vE >
TLE—
686t —
PSP ~

e

S¥'89
05°89 V

8K TL
95° 1L V

e —

S8°SCT —

Lot~

8L70PT

T5°0LT
8L°0LT W

18°0LT

40

50

T T T
100 90 80 70
f1 (ppm)

110

80

380



e
3

-

rmn-0220.5.ser
21rmn-0220 Nacho IP 18-25
HSQC 145 Hz

TR

580

Espectroscopia |

i M

L

. v 3y Q
o
)
q
1
4
[
0 0
'
T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
2 (ppm)
OAc
\\‘\
88
rmn-0220.6.ser
21rmn-0220 Nacho IP 18-25
HMBC CIGAR 9
@
o S}
2]
o D o
[ e O
[}
3 (g
®
- 00
T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f2 (ppm)

381

L10

20

30

L40

50

60

70

80

90

100

110

F120

130

20

30

k40

+50

60

70

80

90

100

F110

120

130

140

150

160

170

180

f1 (ppm)

1 (ppm)



| Espectroscopia

A A

OAc

\\\\

rmn-0220.7.ser
21rmn-0220 Nacho IP 18-25
COSY DQFG

8.0 7.5 7.0

4.5

382

3.0

2.5

f1 (ppm)



Espectroscopia |

/f ///f

€60
£6'0
S6°0
S6'0

[491
ot

vT'T
ST'T
9aT'T
9T'T

20T
0T W
vz,
ST'T

[A X 4a g
7
v9T
$9C W
9T
s6C

16T
L6'T w‘
86'C
8C°€
67°€
6C'E
€€
1€
°€ee
[A 3

8L
mn.t%
6Ly
8%
8
434

L~
i

Y

r

bt

99

€9

[€S°€
rZeT

Feso

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

7.5

OAc
W

\\\\

Hs 5

89

rmn-0107.3.fid

rmn-0107.2.fid

T

8'ST
68'ST
€191
SbLT
0S°LT
8667 |
20'0
8E'TT | T
Sb'TZ

seez
61

lrve L
857 —
worf
b9z 7
€17
bz
9t°0€
65°0¢
1226
8L°2€ |
PE'SE
€55
50°6€
ST'6€
20°0v
or'ov
9zTy

=

PETL
ov.ﬁnv.

ST'6CT
SE'6TT
0b'0ET
E¥°0ET V.
E€TSET
EE'GET
SP'SET
TS°SET

9L'SET
B8L'GET
80°THT
9TTHT

69°0LT
TL°0LT >

L

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

170

383



| Espectroscopia

My
rmn-0107.5.ser
21rmn-0107 Nacho C-HZ.3-4
HSQC CDCI3
E—
—
—=
[
= o @
°
L
— £
[
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 0.6 04
f2 (ppm)
OAc
W
S N
Hs/\/ W
89
M
rmn-0107.6.ser
— 21rmn-0107 Nacho C-HZ.3-4 [
———=  HMBCCDCI3 s <
T > o- - ‘o<
= - =557
& o e
— . IS
E e
°
— & =
— S
—3 o [s=
— © @)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 0.6
f2 (ppm)

384

10

L 20

F30

k40

50

60

L 70

F80

90

100

F110

F120

F130

140

150

20

F30

L40

50

60

70

80

90

100

F110

F120

F130

140

150

160

F170

180

0.4

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Espectroscopia |

OAc
o
HS /\/S o
89
L m
rmn-0107.7.ser . o
21rmn-0107 Nacho C-HZ.3-4 0 0
cosy cpci3
&
B o 0
: 0
° .
:
0 ﬂ
0 °
t ]
5 .
. o 0
! 0
o
.
i )
: : : : : : : : :
5.0 45 4.0 3.5 2.5 2.0 15 1.0

3.0
2 (ppm)

385

F1.0

1.5

2.0

L2.5

F3.0

F3.5

4.0

4.5

F5.0

f1 (ppm)



| Espectroscopia

€6'T —
96°'T 7/

€Tz —

97—

8T°€
8¢ >
0€'E
e \

e~
sce”
sge

8p'S —

21rmn-0337 Nacho C-JH 9
1H CDCI3

rmn-0337.1.fid

- = ST'ST

r

[IS°E€T

[~ 8L

[~ LE'S

%mﬁ.ﬁ

_HYQN,V
meé
€T

\J = 00T

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

1 (ppm)

4.5

5.0

6.0

6.5

7.0

7.5

rmn-0337.3.fid

rmn-0337.2.fid

bS'ST
8.1z /
68'12
80°'€Z
8p'ez
LL€T
Y0'bT
8bvT
€5 7
6167
e
89'EE
seee
peve
£9°LE~_
or°8¢
¥8'8¢ W
Troy
mm.:\\
99'TH

wey

89'89
8L'89 v.

&L —

10921 —

21rmn-0337 Nacho C-JH 9
13CCDCI3‘

rmn-033R4.fid

WA el g

]

145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

50

386



Espectroscopia |

rmn-0337.5.ser
21rmn-0337 Nacho C-JH 9
1H CDCI3

s

— ©

? (@]

- > o

—
@

20

30

k40

50

60

+70

F80

F90

100

F110

F120

+130

»
)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 0.6

2 (ppm)

OH
o

90
rmn-0337.6.ser
21rmn-0337 Nacho C-JH 9
HMBC CDCI3

=20
&
o -
Q
Q
b o
® @ ©
—
3 - . ®

20

30

k40

50

60

+70

80

90

100

F110

F120

F130

140

150

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 1.8 16 14 12 1.0 08
f2 (ppm)

387

f1 (ppm)

f1 (ppm)



| Espectroscopia

_

rmn-0337.7.ser
21rmn-0337 Nacho C-JH 9
COSY CDCI3

@

f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08
f2 (ppm)

388



Espectroscopia |

/r
S )

LL0

180 %
€870~
86°0

S0 W
8T'T

or
8T~
SET -,
s’/
65T~
091"

S6'T—

mm.mv

09°'S

21rmn-0338 Nacho C-JH 10

rmn-0338.1.fid
1H CDCI3

[~ 699

[~ 0v'9
9T

veot

[~ 860

[~ 62T

;—,Ymoé

[zad

L6'0
80'T

w 00T

0.5

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

7.0

7.5

rmn-0338.3.fid

rmn-0338.2.fid

6L'ST
¢Q.EV
o

ST'Ee
0z'€T /
£5°€7 L

6L°€T
WSt
bb'ST M
8b°LT
SLEE
B6LEE
88'SE
e V
S8°9€
T6'9¢

mv.mm\
98'8¢
68°TH
w0y

STEP
TEEY

99'89
08'89 v.

YETL—

8508 —

3
I

21rmn-0338 Nacho C-JH 10§
13€ cpCl)

rmn-03383.fid

145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

50

389



| Espectroscopia

|

rmn-0338.5.ser
21rmn-0338 Nacho C-JH 10
HSQC CDCI3

[

[T

L70

F80

F90

100

F110

F120

F130

— J
]
00
— © '
¥ '
.
' 0
¢
0
0
.
.
o 13
@ . [
J %
o
T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
2 (ppm)
rmn-0338.6.ser
21rmn-0338 Nacho C-JH 10 P
HMBC CDCI3
JE——
@0
© O
e
.
9
- § 4
— [4
] o v s ® c@
T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 25 2.0 1.5 1.0 0.5

3.0
f2 (ppm)

390

F20

F30

k40

50

60

+70

80

90

100

F110

F120

F130

140

150

f1 (ppm)

f1 (ppm)



rmn-0338.6.ser
21rmn-0338 Nacho C-JH 10

HMBC CDCI3

6

Espectroscopia |

LU

F20

25

F30

35

k40

Las

50

F2.0

F2.5

+3.0

F3.5

4.0

F4.5

F5.0

F5.5

+6.0

22 21 20 19 18 17 16 15 14 12 11 10 09 08 07 06 05
2 (ppm)
91
rmn-0338.7.ser Ty o
21rmn-0338 Nacho C-JH 10 k8
cosy coci3 ol o
0 a
=Y
(o)
oo
80—
2f
Y .
-~ )

of

oo

oh
[
[ P ‘
ob °
8 of 3

el 28

ol

26

H

T T T T T T T T T T r T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 05 0.0
f2 (ppm)

391

f1 (ppm)

f1 (ppm)



| Espectroscopia

0.0

0.5

+1.0

1.5

F2.0

L2.5

(wdd) 14

<
I
I

F3.5
+4.0

L4.5
k5.0
Ls.5
L6.0

rmn-0338.8.ser

}

21rmn-0338 Nacho C-JH 10

ROESY CDCI3

B D Y=

R

2 (ppm)

392



Espectroscopia |

wN.m/

9T’s
s 7

rmn-0301.1.fid

21rmn-0300 Nacho C-JA.A

1H CDCI3

_—

IS°ET

[9s°0T

9T

—0sT

[~ 9€T

W 480

%wﬁ.ﬁ

;—VYDQ.H

1.5 1.0 0.5

2.0

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5
f1 (ppm)

7.0

7.5

C-JAA

92

rmn-0300.2.fid

T
E.ﬁ/

ST'1Z
89'CC
T0°€T
90°€T

£€9°€C
S9'€T
LTS~
9€°8C
69°6C ”
EV'TE V.
SP'IE
6LIEE
£8°EE W
SE'SE \
00°L€
wLE
8Ty —
wey—

1889 —

STSL—

6T LTIT —

81T
€8'THT v

145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

50

393



| Espectroscopia

rmn-0301.5.ser
21rmn-0300 Nacho C-JA.A
3 HSQC CDCI3

€9
b
-
— 4]
T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 0.5
2 (ppm)
92
_N
rmn-0301.6.ser
21rmn-0300 Nacho C-JA.A
HMBC CDCI3
= o
= 5}
——
— .
p—
_‘< =l o
[— o
°Q
@
— oo o
- . &
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 0.6

f2 (ppm)

394

20

F30

k40

50

F60

+70

80

90

t 100

F110

F120

30

k40

50

60

+70

80

F90

100

F110

F120

F130

140

-150

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Espectroscopia |

(wdd) 14 (wdd) 14

0.5

1.0

rmn-0301.7.ser

<
<
o
o
o
<
5]
o]
z
=
S
@
4
c
E
=
~

faa}
Q
o
O
>
7]
Q
O

4.0

4.5

5.0

5.5

21rmn-0300 Nacho C-JA.A

rmn-0301.8.ser
ROESY CDCI3

0 e 0 e 0 e n o 0 o 0 0 o n e 0 e 1 o 0 e 0
o — — o~ o~ ™ ~™ < < n n o — — o~ o~ ™ ~™ <+ < n wn
1 | | h h | | f f | | 1 | | h h | | | 1 | |
@ L]
\n
=l
yo- o @ 9 -ee=2- o © © 3 © = poo o - HO s5 -q- e . oo = R ge=s - 2 2 | s 2= oP2e PETEEC
0.00 [0:0 €6 02-000000: @ | © -0 00 o 0000 00 a0 k.- O = o - [ U F —
oot % T e S % P S T - e el ) | e ~ e | = : = == ps|
- ‘Hu
@ @ 5> m== = @® - oo ots b 6@ « doo oo e
¥ o o o o - e bo ——oc— w®e o= > ok o ceoo
89 =
n
-
9 o
& 0 ~ °
SR S
0
N
~ =
£ . e
g
Sa
0 i = F
o~ 3
Il
o ) I
8 n e
o

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
f2 (ppm)

5.5

395



| Espectroscopia

80
€80 /.
80
68°0 W
€60
rT—
STT—

SST~
951

w0z —

LET~
we

15°€

Nm.mV
€S°E
69'€ —
Le-r
mn.m\

6T'S
om.mw

1S

21rmn-0289 Nacho C-1Z.A

rmn-0289.1.fid
1H CDCI3

e

-

€01

W

Foot

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

7.0

7.5

C-1Z.A

rmn-0289.2.fid

et
S9'ST
0L'ST
9€'TT
wee
89°7C
T0°€T
ozee
€0'¥T
¥8'8C
SE'6C
59°6T
69'6C

19°1€
99°1€E
6’1
S°€EE

peEE
oTbE W
0g'be
€7'9¢
906/

£8°2y v

16Ty

189~
8989~

ey

byt

SL9TT —

ELTPT ~N
€661 7

145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

50

396



Espectroscopia |

A

rmn-0289.5.ser F10
21rmn-0289 Nacho C-1Z.A
— HSQC CDCI3

= » o

F30

Ty
8

40

50

60

f1 (ppm)

80

90

100

F110

F120

T
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 1.6 14 12 1.0 08 06
f2 (ppm)

A

rmn-0289.6.ser
21rmn-0289 Nacho C-1Z.A
HMBC CDCI3 % 20

30

L40

60

210)

80

90

100

F110

. F120

L 140

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
52 50 48 46 44 42 40 3.8 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 1.6 14 12 10 08
2 (ppm)

397

f1 (ppm)



| Espectroscopia

£0.5

F1.0

F1.5

F2.0

F2.5

(wdd) 14

<
=
I

4.0

4.5

£5.0

£5.5

rmn-0289.7.ser

21rmn-0289 Nacho C-1Z.A

COSY CDCI3

%

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)

5.0

5.5

398



Espectroscopia |

we
e
SPE—7
9W'E 7
e
€L'E W
vLE

21rmn-0357 Ignacio R-564

rmn-0357.1.fid
1H CDCI3

e

[SP'ET

2091

61T

~99¢

[~ £60

Foso

Woo.ﬂ

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.0
f1 (ppm)

7.5

OH

\\\\

\
o

:Q\

HO™

rmn-0357.3.fid

94

I}

rmn-0357.2.fid

89'ST —
£L8'61

58°0C

wee /
ST'ET /.
SLET—
98'vT -7
sT'sT \
88'9T \
€122

ELTE—
TTeE—F
SE'EE \
prEE

95°6€ ~-
90°0y

£9'89 — EE—

Fid

13C’fDCia )

21rrith-03%5 A Ignacio R-564

rmng)357%:

135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

40

399



| Espectroscopia

oM

rmn-0357.5.ser
21rmn-0357 Ignacio R-564
HSQC 145 Hz

[

i

.

il
0

L2

SR

L25

F30

F35

k40

Las

50

55

60

F65

+70

F75

80

-85

4.0 3.5 2.5 2.0 1.5 1.0
2 (ppm)
OH
o
N
HOY
s
94
rmn-0357.6.ser
21rmn-0357 Ignacio R-564 @
—=  HMBC CIGAR
= Q
-
=

F30

k40

F50

60

F70

80

F90

100

F110

F120

F130

L 140

T T T T
3.8 3.6 3.4 3.2

T T T T T T T T T T T
28 26 24 22 20 18 1.6 14 12 1.0 08
2 (ppm)

400

0.6

0.4

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Espectroscopia |

I

94

0.5

(wdd) 14

n
B
h

1.5
+2.0

3.0

L35
F4.0
L4.5

Q’A/; Q&

rmn-0357.7.ser

21rmn-0357 Ignacio R-564

COSY DQFG

Q

ﬁf BT B

Oa@n@d@o@%o VIS RIe I

ooO Q D <
00000 o 2

Q

®
ro

2.2

f2 (ppm)

T
2.6

401



| Espectroscopia

99'T
9T W.
L9'T

LEE
8E'E v
6E'E
0L'E
TLe
we
we
EL'E
E€L°E
vLE
YLE
vLE
SL'E
9LE

[

0Tt V
7
wn \

STT
e 7

1.2 1.1 1.0 0.9
f1 (ppm)

1.3

1.4

N

21rmn-0431 Ignacio C-JR 23-29

rmn-0431.1.fid
1H CDCI3

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

7.0

7.5

rmn-0431.3.fid

rmn-0431.2.fid

91°89 L

£8'89 "

E1'69 7

62°69

69°9L

eLL

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
1 (ppm)

0

402



.L_l

T

A A

rmn-0431.5.ser
21rmn-0431 Ignacio C-JR 23-29
HSQC 145 Hz

)

¢

Espectroscopia |

F20
30

k40

f1 (ppm)

+50

60

70

80

90

44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20
f2 (ppm)

rmn-0431.6.ser
21rmn-0431 Ignacio C-JR 23-29
HMBC CIGAR

20

F25

+30

35

k40

Fas

1 (ppm)

50

F55

60

65

70

75

~80

1.40 1.35 1.30 1.25 1.20 1.15 1.10 1.05 1.00 0.95

403



| Espectroscopia

rmn-0431.7.ser 05

21rmn-0431 Ignacio C-JR 23-29

COSY DQFG
L1.0
L1s
o @
08 L2.0
0
8 (0)0 X}
0 Og
3.0
o 0
] @ © 0 O% |35
P '0 b o
d) 5 @@ L4.0
=7 o o ©
T @\
0.

=
=)

T T T T T T T T T T T T T T T
4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2

2.6
2 (ppm)

rmn-0431.8.ser

0 @ 0(673:4

@@ ) /QA.O
A A La2
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0
2 (ppm)

404

1 (ppm)

f1 (ppm)
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Tablas de RMN 3C |

Relacién de moléculas y tabla en la que se recoge su espectro de RMN 3C

Tabla RMN 13C

409

n® de molécula

Tabla RMN 13C

54 11
55 11
56 12
57 11
58 11
59 12
60 19
61 19
62 20
63 20
64 20
73 12
74 12
75 13
76 13
78 18
79 18
80 18
83 13
84 13
85 14
86 14
87a 14
87b 14
88a 15
88b 15
89 15
90 16
91 16
92 16
93 16
94 17
95 17







TablaRMN 3C-1

Tablas de RMIN 13C|

9

6 O\ o
6 O—/P:O o -
o] °d d o
HO-P=0 “p= —p=
o 2 S eoO/P—o eOO/P_O
A
©) ®
g A
C/ne 2 5
1 68.3 66.2 66.1 66.1
2 32.9 31.9 29.9 29.9
3 25.7 25.9 26.1 26.1
4-6 29.9-29.1 29.9-29.1
4-8 32.1-27.1 31.9-29.3
7 26.8
8 41.3* 26.8
9 130.2* 130.0* 41.4 41.3*
10 130.0* 129.7* 41.0* 41.4
11 26.8 41.0*
12 26.8
11-15 32.1-27.1 31.9-29.3
12-15 29.9-29.1 66.1
16 32.1 32.1 32.1 29.9
17 22.9 22.6 22.9 26.1
18 14.4 14.1 14.4 29.9-29.1
1 59.3 59.5 29.9-29.1
2 66.0 66.4 32.1
NMes 54.3 54.5 22.9

*Los valores pueden interconvertirse




| Tablas de RMN *3C

Tabla RMN %3C - 2

OH oTr OHC OH
ARERE
0 6 .
Ph 0 o /=
Ph Ph Ph%_©4‘
Ph Ph
C/n¢ 10 11 12 13
1 63.1 63.1 202.8 63.6
2 30.0 30.0 68.1
2-8 37.5-25.6
3 44.0
3-7 29.5-25.7 26.2
3-8 30.1-22.1
4-6 29.4
8 32.8 30.0
9 63.6 63.1 63.7 72.0
10-16 37.5-25.6
17 22.7
18 14.1
1 144.5 144.5 144.6 144.5
2’ and 6’ 127.7 127.9 127.7 127.6
3’and 5’ 128.7 128.6 128.8 128.7
4 126.8 126.8 126.8 126.7
_QPha 86.2 86.2 86.4 86.2
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Tablas de RMIN 13C|

TablaRMN 3C-3

| I |
| 9
6 6 @
6 . 6 6 )1 @
o . 3 6 Q Q
Ph@4" HO HO-P=0 P-p=0
Ph HO 0
s
//N o
C/ne 15 16 18 19
1 63.6 63.2 68.4 66.1
2 32.9 32.9 29.9-29.1
2-7 31.9-26.2
3 26.1
3-7 29.8-26.0 29.8-26.0
4-6 29.9-29.1
7-11 29.9-29.1
8 40.7 40.7 40.8 41.3/41.0
9 40.8 40.8 40.9 41.4
10 40.7 40.7 40.8 41.3/41.0
10-16 31.9-26.2
11-15 29.8-26.0 29.8-26.0
12-15 29.9-29.1
16 32.1 32.1 32.1
17 22.7 22.9 22.9 22.9
18 14.1 14.3 14.3 14.4
1” 144.5
2"’ and 6” 127.6
3" and 5” 128.7
4" 126.7
CPhs 86.2
1’ 59.5
2 66.4
N&g 54.5
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| Tablas de RMN *3C

TablaRMN 3C -4

3 " — — —
z 6 6 6
e/t 6 6 6
PhsB 0 Q 0
. 2@/ HO—P=0 ©0-p=0 | Meo-p=0
° Ol Gl
N i (?\j ’ TsOe (?\j ’
\ /> />
C/ne 23 24 25 26
1 65.7 65.5 68.4
2 63.6 32.7-26.9
2-8 32.6-25.4 32.5-25.3
3 33.1
4 66.3
5 33.1
6 63.6
9 130.2 and 129.9 and 129.9 and
10 130.0 129.7 129.7
11-16 32.7-26.9 32.6-25.4 32.5-25.3
17 22.8 22.6 22.6
18 14.3 14.1 14.1
1’ 169.8 and 167.8
2’-6’ 130.8 50.6 59.0 58.1
3’-5’ 141.0 32.7-26.9 32.6-25.4 26.4
q 127.0 65.4 65.1 68.6
NMe: 56.5 and 55.2 53.6and 49.7 | 53.9 and 49.7
NeMe 43.6
MeOP 54.5
1” 142.6
2"-6" 125.8
3"-5" 128.9
4” 139.9
MePh 21.2
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TablaRMN 3C -5

Tablas de RMIN 13C|

o
] OH 1 16 10 S >
14 AcO 1 N OAc
& “oocwe Hog\P:o O:P/S)O
00CMe g Y ©
ZNe
C/n2 28 31 30 32
1 64.7 64.6 66.6 62.6
2-15 32.8-25.7 32.6-22.6 32.6-22.6
2 30.5-29.0
3 25.8
4-14 30.5-29.0
4-8
16 63.0 45.2 64.6 64.6
MeCOO 21.0 21.0 21.0 21.0
MeCOO 171.3 171.2 171.2 171.1
1 59.9
2 66.8
NMe; 54.4
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| Tablas de RMN *3C

TablaRMN 3C-6

C/ne 33 34
1 62.9 63.7
3-15 32.7-25.7 30.9-26.3
16 63.6 63.7
1 144.4 144.5
2’-6’ 127.6 127.7
3’-5’ 128.6 128.7
q 126.7 126.8
Phng 86.2 86.2
Tabla RMN 3C-7
S \s \S
o 2/3 4 J 2/3 /1 83/8 761/7
\_NH HN—/ _wn in? | Kono Ny
15 e1 5 3 @ZIB\’ 5
| F F
C/ne 41 42 43
1 118.1
2 138.1 130.6 127.8
3 114.7 129.8 141.6
4 112.4 117.7
5 127.6 139.7 141.6
6 127.8
7 118.1
7a and 8a 134.1
8 154.0
-C=S 193.1
-CSMe 163.7
Me-S 22.7 20.7

416




Tablas de RMIN 13C|

TablaRMN 3C -8

4 4
2 2
Ph Ph Ph Ph
"
C/n2 46 a7
1 63.7 65.3
2 30.0
2-15 30.0-25.9
3 26.3
4-13 29.3-29.1
14 25.8
15 29.3-29.1
16 75.4 63.7
1 144.5 144.5
2’-6’ 127.6 127.7
3’-5’ 128.9 128.6
q 126.7 126.8
1” 125.1
2" 116.2 134.1
3" 139.0 133.2
4" 127.9
5" 139.0 132.1
6" 116.2
7" 125.1
7”a /8”a 126.2
8" 161.5
Ph3C-O 86.2 86.2
Cc=0 162.3
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| Tablas de RMN *3C

TablaRMN 3C-9

C/n¢ 44 49
1 63.1 63.9
2 32.8

2-14 313
3 25.7

4-15 30.9-29.1
15 25.3
16 75.3 76.0
1 58.2
2’ 65.5

NMes 53.1
1” 125.1 125.7
2" 116.2 116.4
3" 139.0 138.8
5" 139.0 138.8
(4 116.2 116.4
7" 125.1 125.7

7a”’ and 83"’ 126.2 125.6

8" 161.5 161.4
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Tabla RMN 3C - 10

Tablas de RMIN 13C|

> 10) 6 10 ) 16
Ph|_Ph 1 OTr 1 OTr OH
o e o v 0
-0 0=R-0, 0=F-OH 0=R-Og
) O 0] 0]
10 Iy v T
Lo | S :
(|P)| 7/N ® Br 7/N ®
C/n2 35 36 38 39
1 69.2 64.1 68.7 65.5
2 30.4 30.5 30.1
2-15 32.6-25.3
3-14 30.0-25.3 29.1-25.5 29.0-25.2
15 30.3 29.2 32.5
16 63.7 62.8 63.6 60.7
1” 1445 1441 1445
2" 127.6 127.7 127.6
3” 128.7 128.8 128.7
4" 126.8 126.9 126.7
5” 128.7 128.8 128.7
6” 127.6 127.7 127.6
OCPhs 86.2 85.7 86.2
1’ 65.9 58.3 67.2 59.1
2 65.9 65.4 29.5 65.0
ng 53.1 53.1
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| Tablas de RMN *3C

Tabla RMN 3C - 11

OAc OAc
C/n? 54 55 58

1 119.8 117.5 119.6 117.5

2 22.7 22.8 22.7 22.8

3 30.7 30.5 30.6 30.7

4 44.6 44.6 44.8 44.9

5 38.7 38.5 38.3 38.4

6 23.1 22.9 22.9 22.9

7 30.1 29.7 30.0 29.7

8 38.0 38.7 38.3 38.4

9 42.9 42.8 42.7 42.8
10 141.2 143.6 141.2 143.7
11 37.5 37.5 37.7 37.5
12 33.8 34.0 33.8 34.0
13 140.9 141.2 140.6 141.2
14 122.8 119.8 122.8 119.8
15 59.2 61.6 59.2 61.5
16 16.4 16.7 16.4 16.7
17 15.6 15.6 15.4 15.6
18 184.2 183.8 178.4 178.5
19 19.7 21.1 19.9 21.1
20 22.1 22.7 22.3 22.5
COOMe 51.5 51.7
MeCOO 171.2 - 171.2
&COO 21.4 21.4
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Tabla RMN 3C - 12

Tablas de RMIN 13C|

< COOMe

C/ne® 56 59 73 74
1 120.2 120.1 119.6 120.0
2 23.3 23.0 22.7 226
3 29.7 29.7 30.5 323
4 44.6 44.8 44.7 36.2
5 37.8 38.1 38.4 38.9
6 23.5 23.2 226 24.1
7 28.6 28.5 28.2 28.5
8 39.1 39.0 38.1 36.7
9 42.6 42.6 423 43.1
10 141.0 141.1 141.0 141.3
11 32.2 32.4 29.5 29.4
12 38.8 38.9 33.0 33.8
13 210.6 210.2 110.4 110.6
16 29.7 29.9 23.5 236
17 15.5 15.6 15.5 15.6
18 184.5 178.3 178.2 69.2
19 21.0 21.1 19.7 21.9
20 22.0 221 22.3 21.8

COOMe 51.6 51.5
0C;H,0 65.5 64.6/64.5
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| Tablas de RMN *3C

Tabla RMN 3C - 13

(o]
3
C/n® 76 83 84

1 120.3 119.8 120.2 119.7/119.6
2 222 236 23.1 236

3 28.4 33.5 32.3 33.4/33.3
4 47.7 31.4 31.3 31.4/31.3
5 38.8 43.1 43.3 43.3/43.2
6 23.0 23.1 23.5 23.1

7 27.5 29.1 29.0 29.1/29.0
8 35.8 39.3 39.1 39.1/39.0
9 42.7 42.6 425 42.8/42.6
10 140.8 141.5 141.2 141.6
11 32.9 32.0 33.2 33.9/33.8
12 33.4 33.3 39.0 35.0/34.8
13 110.4 110.6 209.9 69.1/69.0
16 23.6 28.2 30.0 23.5
17 15.5 15.7 15.6 15.6
18 206.3 23.7 25.8 26.0/25.9
19 17.4 26.0 28.0 28.2/28.1
20 222 223 22.3 22.5/22.4

COOMe
0C;H,0 64.5 64.5
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Tabla RMN 3C - 14

Tablas de RMIN 13C|

OAc

CH

OAc

OAc

OAc

87a

C/n2 85 86

1 119.9/119.8 124.5 123.1

2 23.6 199.7/199.6 193.4

3 34.3/34.2 48.6/48.5 81.2

4 31.4 34.5 39.5

5 43.4/43.3 45.2/45.1 45.1

6 23.1 23.8 19.9

7 29.2 28.2 27.0

8 39.2/39.1 40.2/40.1 36.7/36.6

9 42.8 44.7 43.7

10 141.5/141.4 169.5 168.2

11 35.0 34.8/34.7 36.1

12 30.0 30.6 30.3

13 71.9/71.7 71.1 71.1

16 22.3 20.0 20.1 19.9
17 15.6 15.6 15.8 15.4
18 26.1 25.8 24.4 24.0
19 29.1 28.4/28.3 214 16.0
20 20.0 21.3 22.8 22.9

MeCOO 214 21.4 21.4/21.3 21.4/20.8
MeCOO 170.8 170.7/170.5 170.8/170.7 170.8/170.5
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| Tablas de RMN *3C

Tabla RMN 3C - 15

OAc OAc OAc
C/n2 89 88a 88b
1 129.3 125.9 125.9
2 130.4 68.5 68.5
3 135.3 81.1 77.3
4 135.5 37.5 37.2
5 135.8 42.8 42.8
6 24.3/24.2 22.6 22.6
7 27.4/27.3 30.4 30.7
8 32.8/32.7 38.3 38.3
9 41.1/41.0 42.5 42.5
10 142.2 140.8 140.8
11 35.5/35.3 34.7 34.8
12 30.6/30.5 28.4 28.4
13 71.5 71.5 71.6
16 25.9 20.0 20.0
17 16.1 15.7 15.6
18 16.0/15.9 27.4 23.5
19 17.5/17.4 22.5 22.5
20 20.0/19.9 22.7 22.7
MeCOO 21.5/21.4 21.4/21.1 21.4/21.1
MeCOO 170.7 170.8/170.5 170.8/170.5
SC2HJS 39.2/39.0 39.9 39.9
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Tabla RMN 3C - 16

Tablas de RMIN 13C|

C/n® 93

1 126.6 126.0/125.9 117.2 116.8

2 72.3 72.4 314 31.7/31.6
3 80.6 77.3 75.2 73.0

4 38.9 37.6 37.0 36.2

5 43.3/43.2 45.0 43.7 39.1

6 20.1 24.0 28.4 22.7

7 33.8 29.2 29.7 28.8/28.7
8 36.9/36.8 40.1 37.8 39.0

9 41.9 43.2 42.3 42.9
10 141.1 141.7 141.8 141.9/141.7
11 36.1/35.9 34.3 35.4 34.8/34.2
12 27.5 33.7 33.8 33.8/33.5
13 68.8/68.7 68.8/68.7 68.9 68.7/68.5
16 23.8/23.5 23.5 23.7 24.6
17 16.0 15.6 15.7 15.7
18 15.8 24.5 25.3 23.2
19 25.4 23.1/23.0 15.9 22.4
20 23.2/23.1 21.9/21.8 23.1 23.0

OC;HsS | 42.0and 38.4 41.7 and 38.8
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| Tablas de RMN *3C

Tabla RMN 3C - 17

C/ne 94 95
1 25.3 19.4/19.2
2 23.8 29.7/29.4
3 76.0 76.7
4 39.6 36.9
5 136.0 33.5/33.4
6 26.9 27.9/27.8
7 27.1 28.9
8 33.1 39.6
9 40.1 37.8
10 131.5 38.3/38.1
11 31.7 29.1
12 33.4/33.3 33.2
13 68.7 69.1
16 23.2 23.7/23.6
17 15.7 14.1
18 24.9 26.2
19 19.9 20.7
20 20.9 25.2/25.1
COOMe
0C;H,0
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Tabla RMN 3C - 18

Tablas de RMIN 13C|

C/ne
1 124.4 123.3 122.9
2 199.7 1934 193.3
3 48.6 81.3 77.7
4 34.5 39.5 38.4
5 45.0 45.1 47.5
6 23.8 23.8 24.9
7 28.3 27.0 28.9
8 40.4 30.7 41.8
9 44.6 43.8 45.0
10 169.9 170.5 169.2
11 33.2 33.2 32.5
12 33.7 344 33.9
13 109.9 109.9 109.8
16 28.4 19.9 23.7
17 15.6 15.7 15.6
18 25.9 24.4 24.0
19 23.7 15.9 22.4
20 21.5 22.6 21.3
OC;H.O 64.6 64.7/64.6 64.6
MeCOO 20.8 20.8
MeCOO 168.6 170.7
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| Tablas de RMN *3C

Tabla RMN 3C - 19

¥ COOMe

OAc

¥ COOMe

C/n® 60 61
1 119.7 120.2
2 23.2/23.4 23.0/23.1
3 29.2/29.7 30.4
4 45.1 45.0
5 38.1/38.2 38.3
6 23.7/23.9 23.2/23.3
7 28.9/29.1 28.7
8 39.6/39.7 38.8/39.1
9 43.3/43.5 42.8/43.0
10 141.8/142.0 | 141.3/141.4
11 33.1/33.4 34.6/34.9
12 34.2 30.5/30.7
13 68.2/68.7 71.8/72.2
16 24.5 20.1/20.2
17 16.0 15.7
18 179.2 178.4/178.5
19 22.4 22.5
20 22.7 22.6
COOMe 51.9 51.8/51.9
MeCOO 170.9
| MecoO 21.5
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Tabla RMN 3C - 20

Tablas de RMIN 13C|

OAc

¥ COOMe

OAc

AcO™

¥ COOMe

OAc

¥ COOMe

C/n2 62 63 64
1 125.3 124.9 124.3
2 197.4 191.5 191.0
3 43.3/43.0 77.3/77.7 74.5/74.7
4 46.5 51.6 50.6
5 41.1 44.0/ 43.7 44.4/44.1
6 23.5 23.4 24.4
7 28.3 30.0 29.0
8 40.4 42.0/41.9 41.4/41.3
9 45.2/45.4 46.2 45.4/45.3
10 169.2/169.6 167.1/167.0 166.7/166.4
11 34.7/35.0 34.7/34.3 34.5/34.4
12 30.3 30.3 30.8
13 71.4/71.6 71.3 71.4
16 20.2/20.3 20.4 20.2
17 15.8 15.6 15.7
18 176.6 173.2y173.1 174.7/174.4
19 21.1 19.4 19.2
20 21.9 21.9 21.6
COOMe 52.4 52.6 52.6
MeCOO 170.8 170.6/170.5 170.8/170.9
| MeCOO 21.6 21.2/21.1 21.0/21.5
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Tablas bidimensionales |

C/n® 8 13C 5 H HMBC
1 63.6 3.11 (2H, t, J = 6.5 Hz) OCPhs
2
2-7 31.9-26.2
2-8 2.00-1.29 (14H, m)
8 40.7
9 40.8 4.13 (1H, m)
10 40.7
10-17 31.9-26.2 2.00-1.29 (16H, m)
17 22.7
18 14.1 0.90 (3H, t, J = 6.7 Hz)
1” 144.5
2” and 6” 127.6 7.47 (6H, d, J = 8.4 Hz 37 5"
3” and 5” 128.7 7.33-7.21 (6H, m) 4" 3" 5"
4" 126.7 7.33-7.21 (3H, m) 17,2 6"
CPh; 86.2 17,1
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| Tablas bidimensionales

25
C/n2 8 13¢C 8'H HMBC
1 65.5 3.73 (2H, m)
2-8 32.6-25.4
2and 8 1.54 (4H, m)
3-7 1.26 (10H, m)
9 and 10 129.9 and 129.7 5.33(2H, t,J = 6.0 Hz)) 8,11
11-17 32.6-25.4 1.26 (14H, m) 18
17 22.6
18 14.1 0.87 (3H,t,/=6.6 Hz) 16, 17
2’-6’ 59.0 3.63 (4H, m) 35
3’-5’ 32.6-25.4 2.08-1.97 (4H, m)
& 65.1 4.39 (1H, m)
NMeE 53.6 and 49.7 3.28 (6H, s)
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Tablas bidimensionales |

26
C/ne 613¢C 5H HMBC

1 68.4 3.98 (2H, m) 2

2 1.62 (2H, m) 1

2-8 32.5-25.3

3-8 1.26 (12H, m)

4

5

6

9 and 10 129.9 and 129.7 5.36-5.30 (2H, m)
11-16 32.5-25.3
11-17 1.26 (14H, m)

17 22.6

18 14.1 0.87 (3H,t,/=6.5 Hz)

1
2’-6’ 58.1 3.56 and 3.37 ( 2H, m each) NMe,
3’-5’ 26.4 2.23 and 2.00 (2H, m each)

& 68.6 4.57 (1H, m)

NMe; 53.9 and 49.7 3.36 and 3.22 (6H, s each) 2’,6’, NMe
MeOP 54.5 3.70(3H, d, /=12 Hz)

1” 142.6 3"”,5”,2”7,6"”
2"-6" 125.8 7.70 (2H, d, J = 8 Hz) 4"
3”-5" 128.9 7.13(2H, d, J=7.8 Hz) 4"

4" 139.9 2”,6"”, MePh
MePh 21.2 2.31(3H, s) 4"
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| Tablas bidimensionales

32
C/n® 5 13C 5 H HMBC
1 62.6 3.60 (2H, t, J = 6.5 Hz) 2, MeCOO
2 30.5-29.0 1
2 and 15 1.61 (4H, m)
3 25.8
3-14 1.25 (24H)
4-14 30.5-29.0
4-8
16 64.6 4.04 (2H, t, J = 8 Hz)
MeCOO 21.0 2.04 (3H, s) MeCOO
MeCOO 171.1 MeCOO
1 59.9 4.42 (2H, m)
2 66.8 3.90 (2H, m)
NMes 54.4 3.44 (9H, bs)
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Tablas bidimensionales |

36
C/n2 8 13¢C &1H HMBC
1 64.1 3.60 (2H, g, /= 6.6 Hz)
2 30.5 1.49-1.40 (2H, m)
3-14 29.1-25.5 1.34-1.08 (24H, m)
15 29.2 1.58-1.49 (2H, m)
16 62.8 2.93 (2H, t, /= 6.5 Hz)
1’ and
2’
1” 144.1 3”,5”
2" 127.7 4”,3"”, 5"
3" 128.8 1”,2”, 6"
4” 126.9 7.38-7.21 (15H, m)
5" 128.8 4”,3"”, 5"
(4 127.7 4”,3"”, 5"
OCPh; 85.7 7.38-7.21 (15H, m) Ph3CO
1 58.3 4.02 (2H, bs) 2’, NMe3s
2 65.4 3.49 (2H, m) NMes
NMes 53.1 3.12 (9H, s) 2’
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| Tablas bidimensionales

(0]
39
C/ne 8 13C 6 H HMBC
1 65.5 3.79 (2H, m
2 30.1 1.53 (2H, m)
3-14 29.0-25.2 1.23 (24H, m)
15 32.5 1.38 (2H, m)
16 60.7 3.36 (2H, t, /= 6.5 Hz)
1 59.1 4.20 (2H, m)
2’ 65.0 3.58 (2H, m NMes
NMe: 53.1 3.12 (9H, s) 2
s
8 7
/1 Ba/ 7a/ .
=N_©_N /
3 @4B
F F
43
C/n¢ 6 13C 6H HMBC
l1and? 118.1 7.42 (2H, d, J= 4.2 Hz) 3,5
2and 6 127.8 6.53 (2H, d, /= 4.2 Hz) 1,3,5,7
3and5 141.6 7.79 (2H, bs) 2,6
7a and 8a 134.1 1,2,6,7
8 154.0 2,3,56
Me-S 20.7 2.91 (3H, s)
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Tablas bidimensionales |

44
C/ne 6 13C 6H HMBC
1 63.1 3.63(2H,t,/=6.6 Hz)
2 32.8 1.54 (4H, m) 1
3 25.7 1
3-13 1.27 (24H, m)
4-15 30.9-29.1
14 1.54 (2H, m)
15 1.96 (2H, m) 16
16 75.3 4.69 (2H, t, /= 6.4 Hz) 15, 8”
1
2’
NMes
1” and 7" 125.1 7.34 (2H, d, J=4.1 Hz) 2”,6”,8"a,7"a
2" and 6 116.2 6.52 (2H, dd, J=4.1 and 1.8 Hz) 1”,3”,5"”,7"
3" and 5” 139.0 7.73 (2H, m) 2”,6”,1”7,7"
7a” and 126.2 2”,6”,1”7,7"
8a”
8" 161.5 16, 2", 6"
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| Tablas bidimensionales

46
C/ne 6 13C 6H HMBC
1 63.7 3.01(2H, t, /= 6.6 Hz) OCPhs
2 30.0 1.58 (2H, quin, J = 7.8 Hz)
3 26.3
3-13 1.26 (22H, m)
4-13 29.3-29.1
14 25.8 1.50 (2H, m)
15 29.3-29.1 1.95 (2H, m) 16
16 75.4 4.65 (2H, t,J = 6.3 Hz) 8’,7"a,8"a, 15
1 144.5 2,6
2’-6’ 127.6 3,4, 5
3’-5’ 128.9 7.42-7.15 (15H, m) 2, 4,6
& 126.7 2,3,5,6
PhsC-O 86.2 1,3,5
1” and 7” 125.1 7.30 (2H, d, J = 4.1 Hz) 16, 2”,3”,5”,6"
2" and 6” 116.2 6.48 (2H, dd, J = 4.1 and 2.0 Hz) 1”7, 7"
3” and 5” 139.0 7.70 (2H, m) 17,2”,6"”,7"
7’aand 8”a 126.2 16, 2", 6"
8" 161.5 16, 2”,3”,5”,6"
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Tablas bidimensionales |

49
C/n2 8 13¢C 8'H HMBC
1 63.9 3.59 (2H, g, /= 6.5 Hz) 2
2 and 14 31.3 1.46 (4H, m)
3and 13 1.19 (22H, m)
15 25.3 1.91 (2H, m)
16 76.0 4.84 (2H, t, /= 6.5 Hz) 8,615, 14
1 58.2 4.01 (2H, m)
2 65.5 3.51(2H, m) NMes, 1’
NMes 53.1 3.34 (9H, s)
1” and 7” 125.7 7.56 (2H, d, /= 4.0 Hz) 16, 2”7, 3"”,5"”, 6"
2" and 6” 116.4 6.63 (2H, dd,.J =4.0 and 2.1 Hz 1”,7”
3” and 5”” 138.8 7.80 (2H, s) 17,2”,6"”,7”
73’ and 83" 125.6 16, 2", 6"
8” 161.4 16,2"”,3"”,5”, 6"
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| Tablas bidimensionales

57

C/ne 5 13¢C 5 H HMBC

1 119.6 5.36 (1H, s) 2,3,8,9

2 22.7

3 30.6

4 44.8

5 38.3 2.73-2.52 (1H, m) 1,4,6,10, 18

6 22.9

7 30.0

8 38.3

9 42.7

10 141.2

11 37.7

12 33.8

13 140.6

14 122.8 5.46 (1H, t, J = 6.9 Hz) 12,15

15 59.2 4.14 (2H, d, J = 6.9 Hz) 13, 14

16 16.4 1.67 (3H, s) 12,13, 14

17 15.4 0.83 (3H, d, J = 6.9 Hz) 57,9

18 178.4 -

19 19.9 1.10 (3H, 9 3,4,5,18

20 223 0.89 (3H, s9 9,10, 11

COOMe 51.5 3.63 (3H, s9 18
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Tablas bidimensionales |

60
C/ne 513 5 H HMBC

1 119.7 5.27 (1H, m) 2,3,20

2 23.2/23.4

3 29.2/29.7

4 45.1

5 38.1/38.2 2.66 (1H, m)

6 23.7/23.9

7 28.9/29.1

8 39.6/39.7

9 43.3/43.5 17,20

10 141.8/142.0 20

11 33.1/33.4 12,20

12 34.2 11, 16

13 68.2/68.7 3.87 (1H, m) 16

16 24.5 1.18/1.14 (3H, d, J = 6.4 Hz) 12,13

17 16.0 0.79 (3H, d, J = 7.0 Hz) 57,9

18 179.2 COOMe, 19

19 22.4 1.10 (3H, s)

20 22.7 0.85 (3H, s) 9,10, 11
COOMe 51.9 3.64/3.63 (3H, s) 18,19
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| Tablas bidimensionales

OAc

61
C/n® 513 5 H HMBC

1 120.2 5.32 (1H, m) 2,3,20

2 23.0/23.1

3 30.4

4 45.0

5 38.3 2.52 (1H, m)

6 23.2/23.3

7 28.7

8 38.8/39.1

9 42.8/43.0 17,20

10 141.3/141.4 20

11 34.6/34.9 12,20

12 30.5/30.7 11, 16

13 71.8/72.2 4.83 (1H, m) 16

16 20.1/20.2 1.21(3H, d, J = 6.4 Hz) 12,13

17 15.7 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz) 57,9

18 178.4/178.5 COOMe, 19

19 22.5 1.11 (3H, s)

20 22.6 0.88 (3H, s) 9,10, 11
COOMe | 51.8/51.9 3.64 (3H, s) 18,19
MeCOO 170.9 13, MeCOO
MeCOO 21.5 2.04 (3H, s) MeCOO
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Tablas bidimensionales |

OAc

62
C/ne 8 13C &H HMBC

1 125.3 5.82/5.81 (1H, s) 3,8,9

2 197.4 3,19

3 43.3/43.0 2.69 (1H, d, J = 16.4 Hz), 1,2,4,5,18, 19

2.27 (2H, d, J = 16.4 Hz)

4 46.5

5 41.1 2.99 (1H, dd, J = 12.1, 4.8 Hz) 1,3,4,7,6,10, 18

6 23.5

7 28.3

8 40.4

9 45.2/45.4 17,20

10 169.2/169.6 20

11 34.7/35.0 12,20

12 30.3 11, 16

13 71.4/71.6 4.85 (1H, m) 11

16 20.2/20.3 1.20 (3H, d, J = 6.0 Hz) 12,13

17 15.8 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz) 5,7,9

18 176.6 COOMe, 19

19 21.1 1.22 (3H, s) 2,3,4,5

20 21.9 0.97 (3H, s) 9, 10, 11
COOMe 52.4 3.64/3.63 (3H, s) 18
MeCOO 170.8 13, MeCOO
MeCOO 21.6 2.03 (3H, s) MeCOO
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76
C/ne 8 13C 5 H HMBC

1 119.8 5.29 (1H, t, J = 3.6 Hz) 3,5,6,9
2 23.6
3 33.5
4 31.4
5 43.1 18,19
6 23.1
7 29.1
8 39.3
9 42.6 20
10 141.5 20
11 32.0 20
12 33.3 16
13 110.6 0CH40, 16
16 28.2 1.30 (3H, s) 12,13
17 15.7 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz) 7,8,9
18 23.7 0.82 (3H, s) 3,4,5
19 26.0 0.87 (3H, s) 3,4,5
20 22.3 0.87 (3H, s) 1,8,9, 10

OC;H,0 64.5 3.91 (4H, m) 0CzH40, 13
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Tablas bidimensionales |

78
C/n2 53¢ &H HMBC
1 124.4 5.83 (3H, s) 20
2 199.7 18
3 48.6 3.28(1,d,J = 8.0 Hz,) and 1,5, 18, 19
3.05 (1H, d; J = 8.0 Hz

4 34.5
5 45.0 2.21 (1H, dd, J = 12.0, 4.0 Hz) 1,18, 19
6 23.8
7 28.3
8 40.4 1.78 (1H, m)
9 44.6 17,20
10 169.9 20
11 33.2
12 33.7
13 109.9 0CH40, 16
16 28.4 1.28 (3H, s) 12,13
17 15.6 0.82 (3H, d, J = 6.5 Hz)
18 25.9 0.96 (3H, s) 2,3,4
19 23.7 0.99 (6H, s) 3,4,18
20 21.5 0.99 (6H, s) 1,8,9, 10

OC:H40 64.6 3.90 (4H, m) 0C3H40
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79
C/ne 8 13C 5H HMBC
1 123.3 5.95 (1H, d, J = 2.4 Hz) 20
2 193.4 18
3 81.3 5.09 (1H, s) 1,5, 18, 19
a4 39.5
5 45.1 2.59 (1H, ddd, J = 12.4, 5.9 ,2.4) 1,18, 19
6 23.8
7 27.0
8 30.7
9 43.8 17,20
10 170.5 20
11 33.2
12 34.4
13 109.9 0C;H40, 16
16 19.9 1.29 (3H, s) 12,13
17 15.7 0.86 (3H, d, J = 7.1 Hz)
18 24.4 0.88 (3H, s) 2,3,4
19 15.9 1.07 (3H, s) 3,4,18
20 22.6 1.02 (3H, s) 1,8,9, 10
OC;H40 64.7/64.6 3.93 (4H, m, OCH,CH-0) 0C,H40
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83

C/ne 8 13C 5H HMBC

1 120.2 5.31 (1H, m) 9,11, 20

2 23.1

3 32.3

a 31.3

5 43.3 18,19

6 23.5

7 29.0

8 39.1

9 42.5 20

10 141.2 20

11 33.2 20

12 39.0 16

13 209.9 16

16 30.0 2.11 (3H, s) 12,13

17 15.6 0.80 (3H, J = 7.0 Hz) 7,8,9

18 25.8 0.81 (3H,s) 3,4,5

19 28.0 0.85 (3H, s) 3,4,5

20 22.3 0.85 (3H, s) 1,8,9,10
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84
C/n® 5 13¢C 5 H HMBC
1 119.7/119..6 5.30 (1H, m) 20
2 23.6
3 33.4/33.3
4 31.4/31.3
5 43.3/43.2 18,19
6 23.1
7 29.1/29.0
8 39.1/39.0
9 42.8/42.6 20
10 141.6 20
11 33.9/33.8 20
12 35.0/34.8 16
13 69.1/69.0 3.71 (1H, m)
16 23.5 1.17 (3H, d, J = 6.5 Hz) 11, 13
17 15.6 0.80 (3H, d, J = 7.0 Hz) 7,8,9
18 26.0/25.9 0.88/0.86 (3H, s) 3,4,5,19
19 28.2/28.1 0.88/0.86 (3H, s) 3,4,5,18
20 22.5/22.4 0.89 (3H, s) 8,9, 12
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Tablas bidimensionales |

87
C/n2 8 13¢C §H HMBC

1 123.1 5.95 (1H, s) 5,20

2 193.4 18

3 81.2 5.10 and 5.09 (1H, s) 2,4,5,18, MeCOO

4 39.5 18, 19

5 45.1 1,3,18,19

6 19.9

7 27.0 17

8 36.7/36.6

9 43.7 17, 20

10 168.2 20

11 36.1 17

12 30.3 16

13 71.1 4.81 (1H, m) 16

16 20.1 1.20 (3H, d, J = 6.7 Hz) 12,13

17 15.8 0.85 (3H, d, J =7.1 Hz) 7,9,11

18 24.4 0.87 (3H, s) 3,4,5

19 21.4 1.08 (3H, s) 3,4, 5, MeCOO

20 22.8 1.03 (3H, s) 1,8,9,10
MeCOO | 21.4/21.3 | 2.21(3H,s)and 2.04 (3H, 1, MeCOO

s)

MeCOO | 170.8/170.7 3
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| Tablas bidimensionales

OAc

88
C/ne 6 13C 6H HMBC
1 125.9 5.50 (1H, s) 9
2 68.5
3 81.1 5.15/5.13 (1H, s) 18, 19
4 37.5 18, 19
5 42.8
6 22.6
7 30.4
8 38.3
9 42.5 1,17,20
10 140.8 19
11 34.7 20
12 28.4 16
13 71.5 4.82 (1H, m) 16
16 20.0 1.20 (3H, d, J=6.7 Hz) 12,13
17 15.7 0.83 (3H, d) 8,9, 12
18 27.4 1.02 (3H, s) 3,4,5
19 22.5 0.96 (3H, s) 3,4,5,18
20 22.7 1.01 (3H, s) 9,11
MeCOO 21.4/21.1 2.12 (3H, s, ring), 2.04 (3H, s, MeCQOQ, 3
chain)
MeCOO 170.8/170.5
SC2H4S 39.9 3.28/3.19 (4H, m) SCaHa4S
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Tablas bidimensionales |

OAc

89

C/ne 8 13C 5 H HMBC
1 129.3 7.27 (1H, s)
2 130.4 19
3 135.3 19
4 135.5 18
5 135.8 1,6,7
6 24.3/24.2 3.20-3.50 (2H, m) 1
7 27.4/27.3 6
8 32.8/32.7 6, 20
9 41.1/41.0 1,17, 20
10 142.2 2,20
11 35.5/35.3 13
12 30.6/30.5 13
13 71.5 4.80 (1H, m) 16
16 25.9 1.16/1.15 (3H, d, J = 6.5 Hz) 13
17 16.1 0.95/0.93 (3H, d, J =6.4 Hz)
18 16.0/15.9 2.15 (3H, s)

19 17.5/17.4 2.43/2.42 (3H, s) 2
20 20.0/19.9 1.12 (3H, s) 10
MeCOO 21.5/21.4 2.04/2.02 (3H, s) MeCOO
MeCOO 170.7 13

SC,H4S 39.2/39.0 3.20-3.50 (4H, m)
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| Tablas bidimensionales

90
C/ne 8 13C 5H HMBC

1 126.6 5.59 (1H, m) 3,5,20
2 72.3 SCaHaS
3 80.6 3.62 (1H, m) 1,18, 19
4 38.9
5 43.3/43.2 1,18, 19
6 20.1
7 33.8
8 36.9/36.8
9 41.9 17,20
10 141.1 20
11 36.1/35.9
12 27.5 16
13 68.8/68.7 3.71 (1H, m) 16
16 23.8/23.5 1.19 (3H, d, J = 6.1 Hz) 13,12
17 16.0 0.82 (3H, d, J = 6.9 Hz) 7,8,9
18 15.8 0.77 (3H, s) 4,5,19
19 25.4 1.05 (3H, s) 4,5,18
20 23.2/23.1 0.98 (3H, s) 8,9, 10, 11

SCH4S | 42.0and 38.4 | 3.46-3.17 (4H, m, -SCH2CH,S-) SC2HaS
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Tablas bidimensionales |

91
C/ne 8 13C 5 HMBC

1 126.0/125.9 5.48 (1H, m) 3,5,20

2 72.4 SCaHaS

3 77.3 3.86 (1H, m) 1,18, 19

4 37.6

5 45.0 1,18, 19

6 24.0

7 29.2

8 40.1

9 43.2 17,20

10 141.7 20

11 34.3

12 33.7 16

13 68.8/68.7 3.74 (1H, m) 16

16 23.5 1.17 (3H, d, J = 6.1 Hz) 13,12

17 15.6 0.82 (3H, d, J = 6.9 Hz) 7,8,9

18 24.5 1.01 (3H, s) 4,5,19

19 23.1/23.0 0.86 (3H, s) 4,5,18

20 21.9/21.8 0.96 (3H, s) 8,9, 10, 11
SCHsS | 41.7and 38.8 | 3.45-3.19 (4H, m) SC2H4S
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92
C/n2 5 13C &H HMBC
1 117.2 5.26 (1H, m) 20
2 31.4
3 75.2 3.38 (1H, m) 18,19
4 37.0
5 43.7
6 28.4
7 29.7
8 37.8
9 42.3
10 141.8 20
11 35.4
12 33.8
13 68.9 3.71 (1H, m) 16
16 23.7 1.18 (3H, d, J = 6.1 Hz) 12,13
17 15.7 0.82 (3H, d, J = 7.0 Hz) 6,89
18 25.3 0.97 (3H, s) 4,5
19 15.9 0.80 (3H, s) 4,5,18
20 23.1 0.92 (3H, s) 8,9, 11
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Tablas bidimensionales |

93

C/n® 5 3¢ &H HMBC
1 116.8 5.20 (1H, m) 2,9
2 31.7/31.6
3 73.0 3.52 (1H, m,) 18,19
4 36.2
5 39.1
6 22.7
7 28.8/28.7
8 39.0 17,20
9 42.9 17,20
10 141.9/141.7 20
11 34.8/34.2
12 33.8/33.5
13 68.7/68.5 3.78-3.69 (1H, m) 16
16 24.6 1.17 (3H, d, J = 6.1 Hz) 12,13
17 15.7 0.82 (3H, d, J = 7.0 Hz) 6,89
18 23.2 0.93 (3H, s) 3
19 22.4 0.89 (3H, s) 10
20 23.0 0.90 (3H, s) 8,9, 11

457



| Tablas bidimensionales

94
C/n® 53¢ & HMBC
1 25.3 5.20 (1H, m)
2 23.8
3 76.0 3.45 (1H, m) 1,18, 19
4 39.6 18,19
5 136.0 18,19
6 26.9
7 27.1
8 33.1
9 40.1
10 131.5 20
11 31.7
12 33.4/33.3
13 68.7 3.73 (1H, m) 16
16 23.2 1.20 (3H, d, J = 8.0 Hz) 12,13
17 15.7 0.84 (3H, d, J = 8.0 Hz) 6,8,9
18 24.9 0.96 (3H, s) 3,4,5
19 19.9 1.04 (3H, s) 4,5
20 20.9 0.83 (3H, s,) 8,9, 11

458




Tablas bidimensionales |

95

C/ne 8 13C 5H HMBC
1 19.4/19.2
2 29.7/29.4
3 76.7 3.38 (1H, m) 18,19
4 36.9
5 33.5/33.4
6 27.9/27.8
7 28.9
8 39.6 20
9 37.8
10 38.3/38.1 18
11 29.1
12 33.2
13 69.1 3.72 (1H, m)
16 23.7/23.6 1.21/1.20 (3H, d, J = 6.7 Hz) 11,13
17 14.1 0.90/0.89 (3H, d, J = 6.7 Hz) 6,89
18 26.2 0.97 (3H, s) 5,10, 19
19 20.7 0.87 (3H, s) 9, 10, 18
20 25.2/25.1 0.84/0.83 (3H, s) 10,11, 12
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Conclusiones

1.- In this work the synthesis of a series of alkylphosphocholines analogues of

miltefosine and perifosine has been carried out.

1.1.- Analogues of miltefosine and perifosine with unsaturations or differently

functionalized lipidic chains containing heteroatoms or fluorophores in the C9 or C16

positions of the alkyl chain have been synthesized: 5, 8, 19, 25, 32, 36, 39 and 49

(Figure 28). An advanced intermediate for the synthesis of 53 has also been prepared.
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Figure 28. Alkylphosphocholines (APCs) 5, 8, 19, 25, 32, 36, 39, 49 and 53.
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| Conclusiones

1.2.- The unsaturated miltefosine analogue 5 was synthesized from oleyl alcohol by
using a reaction sequence whereby the corresponding dihydrogenphosphate
derivative is firstly prepared and then, choline tetraphenylborate 4 is added in situ.

Therefore, the introduction of the polar head is carried out in a one pot process.

1.3.- For the synthesis of the unsaturated analogue of perifosine 25 from oleyl alcohol,
three different strategies were tested. In the first approach (Route A), the N-
methylpiperidine derivative is used as an intermediate and, finally, this compound is
methylated with methyl tosylate. In the second approach (Route B), the
dihydrogenphosphate derivative is used as an intermediate. The third approach (Route
C) consists in the introduction of the polar head in a single step. The best results are

obtained in the second strategy (Route B), with an overall yield of 21%.

1.4- Due to the solubility problems encountered in the synthesis of the perifosine
analogue 25, it was necessary to prepare the appropriate 4-hydroxy-N,N-
dimethylpiperidinium salt beforehand. For this purpose, 4-hydroxy-N,N-
dimethylpiperidinium tetraphenylborate 23 was synthesized and characterized for the

first time.

1.5.-From the two-step synthesis of unsaturated derivative of perifosine 25 (Route A),
in the process of methylation of the hydrogenphosphate intermediate 24 with methyl
tosylate, a mixture of the desired unsaturated perifosine analogue 25 and the tosylate
salt of the triester 26, resulting from the methylation of the piperidine and the
phosphate group, is obtained. Moreover, this salt 26 is quantitatively transformed into

25 by treatment of 26 with lithium bromide.
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1.6.- The synthesis of the iodinated analogue 8 was carried out from the unsaturated
analogue of miltefosine 5 by addition of phosphorus triiodide. The biological interest of
these compounds conduct to the synthesis of the iodinated analogue at C9, 3. In the
preparation of 19, the alkyl chain is first functionalized and then the polar head is

introduced.

1.7.- Miltefosine analogues 32, 36 and 39 with acetoxyl, trityl or hydroxyl group at the
end of the carbon chain were synthesized using 1,16-hexadecanediol as starting

material.

1.8.- The analogue 5 with an acetoxy function at C16 is obtained from the
monoacetylderivative 28 by a one-step reaction in moderate yield, or by passing
through the dihydrogenphosphate 30 as an intermediate, in this case in a good overall

yield (32%).

1.9.- In the synthesis of the tritylderivative 36 two procedures were tested. Firstly, the
synthesis of the dioxaphospholane derivative as an intermediate was carried out
and,once is obtained, this phospholane was treated with trimethylamine to obtain the
desired tritylderivative 36 in low yield. In contrast, the reaction whereby the
corresponding bromoethyldichlorophosphate 38 was used as an intermediate,

followed by reaction with trimethylamine, leads to 36 in good yield (51%).

1.10.- The synthesis of the 16-hydroxyderivative 39 cannot be carried out from its
corresponding acetylderivative 32 due to solubility problems. So, compound 39 is
obtained from its corresponding tritylderivative 36 by deprotection reaction in acid

medium in excellent yield.

1.11.- The fluorescent compound BODIPY 43 has been chosen as fluorophore (8-

Alkyloxy-BODIPY) in the synthesis of the fluorescent analogues.
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To obtain the fluorescent derivative 49, two different strategies were tested. Firstly,
introducing the BODIPY fluorophore and then elaborating the polar head. On the other
hand, a reverse order strategy is followed, namely, incorporating the polar head and

finally introducing the fluorophore in the suitably functionalized phosphocholine.

In the first case, the incorporation of the polar head into the fluorescent
hydroxyderivative 44, using phospholane intermediate 48 and also the
bromoethylchlorophosphate intermediate 51, leads to the desired product 49 but in

low yield.

The obtention of 49 is better performed when the hydroxyderivative 39 is used as an
intermediate, in this case the fluorophore is incorporated in the last stage of the

synthesis once the alkylphosphocholine is formed in the lipid.

1.12.- In the study carried out about the fluorescent characteristics of 43, the alkoxy-
BODIPY 49 and compound 52, it has been verified that in alkylphosphocholine 49 and
compound 52 a hypsochromic shift is produced compared with the absorption maxima
found in BODIPY 43, but the fluorescence and good molar extinction coefficients are

maintained.

2.- A summary of the published work on natural halimane skeleton diterpenes,

published by our group in Natural Product Reports in 2018, has been incorporated.

In addition, the reviews and bibliographic work that collect the halimane-skeleton
compounds containing the MCA (methylene-cycloalkylacetate) fragment, detected as
potential pharmacophore for neurotrophic activity, increasing the neurite outgrowth,
have been also incorporated. Besides, It was also attached the corresponding work on
natural halimane diterpenes with antibacterial activity and potential use as new

antibiofilm agents.

These studies led to perform biological tests with several natural and synthetic

halimanes (53-63)
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3.- The biological tests as antitumoural agents were carried out with the synthesized
APCs 5, 8, 19, 25, 32, 36, 39 and 49. These biological evaluations were performed by
Dr. Faustino Mollinedo at the CIB-CSIC in Madrid.

The tests indicate that the unsaturated perifosine analogue 25 shows good antitumour
activity, however, neither the unsaturated miltefosine analogue 5, nor the iodinated
analogues 8 and 19 show antitumour activity in the evaluated cell-lines. The analogues
functionalized at the end of the lipidic chain 32, 36, 39 and 49 are also not active

against the cell-lines tested.

The antitumour activity of the unsaturated analogues 5 and 25, miltefosine and
perifosine analogues respectively, is enhanced when the lipidic chain is esterified to

N,N-phosphodimethylpiperidinium against phosphocholine as the polar head.

Thus, the studies will continue exploring the perifosine analogues as antitumour

agents.

4.- The unsaturated perifosine 25 analogue has been tested as an antileishmanial
agent by evaluating its ability to sequester the cell cycle in in vitro assays of Leishmania

major cultures.

The activity of the perifosine analogue 25 is comparable in potency to edelfosine and,
in the assays performed, it has much higher potency than miltefosine, the current
marketed antileishmanial drug for clinical and veterinary use. Analogue 25 arrests the
cell cycle of L. major in sub GO/G1 phase, causes a decrease in motility and favours the

disintegration of the cell aggregates formed by the parasite.

For this reason, studies of the antiparasitic capacity of this analogue will be continued
and further APC analogues, especially perifosine ones, will be evaluated to complete

the SAR studies of antiparasitic activity.

5.- A total of 11 natural and synthetic compounds (54-64) with halimane backbone
have been prepared for biological testing as nematocides (54-59) and as neurotrophic

agents (54-64). (Figure 29)
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5.1.- The biological evaluations of antiparasitic agents were carried out by Prof. Dr.
Julio Lépez Aban, Department of Animal Biology, Ecology, Parasitology, Edaphology

and Agricultural Chemistry (Facultad de Farmacia, Unviersidad de Salamanca).

None of the compounds evaluated (54-59) showed significant activity as antiparasitic

against Strongyloides venezuelensis.

OAc

OAc

OAc OAc OAc

OAc

AcO

Figure 29. Natural and synthetic halimane diterpenoids evaluated as antiparasitic and
neurotrophic agents.
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5.2.- The MCA (methylen-cycloalkylacetate) fragment, which has been identified as a
pharmacophore of new neurotrophic compounds, is present in compounds 54-64, and
because of that, they were evaluated to find if they show activity as neurotrophic

agents.

Biological evaluations of the compounds were performed in P12 cells at the INCyL
(Instituto de Neurociencias de Castilla y Ledn) by Prof. Dr. Juan Carlos Arévalo,
revealing that none of the compounds evaluated (54-64) show neurite differentiating

activity, not being neurotrophic agents.

6.- Starting from ent halimic acid 54 as starting material, it was carried out a synthetic
approach to diterpenolides tessmannolide-type and secochiliotrinolide-type; two y-
hydroxybutenolides with 3,4-secohalimane skeleton epimers at C10. For the synthesis
of these compounds, two milestones can be found: the incorporation of the y-

hydroxybutenolides fragment and the ring-A cleavage.

In the synthetic route that has been performed, firstly the side-chain degradation was
carried out, until an appropriated 14,15-dinorderivative, 98 is obtained and then, the
y-hydroxybutenolide can be incorporated. Afterwards, the reduction of the
methoxycarbonyl of C18 and functionalization of C3, necessary for the ring-A cleavage,

is carried out.

In this work, it was achieved the synthesis of the epimeric mixture at C10 of the

advanced intermediate 14,15-dinor-ent-halim-3,13-diol 95 (Figure 30)

7.- The hydrogenation of A 19 from the halimane skeleton has been carried out for
the first time. This reaction is only achieved by catalytic hydrogenation (H,/Pd-C) under

pressure (5 atm), with moderate yield.

8.- In a first attempt to resolve the mixture of synthesized C10 epimers, the 14,15-

dinor-ent-halim-3,13-dione 96 was prepared, which turned out to be highly unstable.

9.- Once given the difficulties encountered in the hydrogenation of the A9 double
bond and the opening of the ring-A, in subsequent work it is necessary to consider the
possibility of first breaking the ring-A and then, proceeding to the reduction of the
A*19 double bond.
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