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DESCRIPCION
Derivados de la vitamina D activos en los receptores nucleares de la vitamina D, preparacion y usos de los mismos.

La invencion se refiere a derivados de la vitamina D y a sus usos, particularmente en la industria farmacéutica. La
invencion describe compuestos que tienen diferentes propiedades bioldgicas interesantes, incluyendo la actividad
agonista del receptor nuclear de vitamina D (VDR), asi como métodos terapéuticos mediante la administracion de
dichos compuestos, en particular para tratar el cancer, la psoriasis, enfermedades autoinmunes, osteodistrofia y
osteoporosis. Se refiere ademas a composiciones farmacéuticas que comprenden dichos compuestos y a métodos
para preparar las mismas.

Antecedentes de lainvencion

El receptor de vitamina D (VDR) es un regulador transcripcional dependiente del ligando que pertenece a la familia
del factor de transcripcion del receptor nuclear (NR) (1), que controla el crecimiento y la diferenciacion celular, la
homeostasis, el desarrollo, y varios procesos biologicos. La union del ligando al VDR induce un cambio
conformacional en la orientacién del dominio AF-2 (funcién de activacion 2) central que permite la interaccién con
coactivadores que median en la interaccion entre el receptor nuclear y la maquinaria de transcripcion basal (2-4).

La plétora de acciones de 1a,25(0OH)2Ds, el ligando natural de VDR, en diferentes procesos fisiologicos sugirio
amplias aplicaciones clinicas para los ligandos del receptor nuclear de vitamina D (VDR) en los tratamientos de la
inflamacion (artritis reumatoide, artritis psoriasica), trastornos dermatolégicos (psoriasis, fotoenvejecimiento),
osteodistrofia, osteoporosis, canceres (de mama, de préstata, de colon, leucemia), y enfermedades autoinmunes
(esclerosis multiple, diabetes tipo 1) (5-7). Sin embargo, los efectos calcémicos inducidos por 1a,25(0H)2Ds; que
causa hipercalcemia, el aumento de la resorcidn ésea, y la calcificacion de tejidos blandos limitan el uso del ligando
natural en estas aplicaciones clinicas, y esto ha llevado al desarrollo de analogos con efectos secundarios
reducidos.

Se ha demostrado que algunos analogos sintéticos de 1a,25(0OH).D3 son superagonistas. Estos analogos son al
menos 10 veces mas potentes que 1a,25(0OH).Ds en la transactivacion y presentan una actividad antiproliferativa que
es varios ordenes de magnitud mas alta que la de 1a,25(0OH)2D3 (8-10).

Se han descrito derivados de la 1a,25-dihidroxivitamina D3 en diferentes documentos, incluyendo el documento
WQO98/51678, Saito et al. (Tetrahedron 2004, 60, 7951) y Carlberg et al. (Expert Opinion on therapeutic patents
2003, 13(6), 761).

La presente invencion proporciona una nueva clase de compuestos que son andlogos de 1a, 25(0OH);Ds. En
particular, la invencién proporciona moduladores de VDR, por ejemplo, agonistas o antagonistas. De forma
interesante, la invencién proporciona también superagonistas de VDR en ensayo in vitro. Estos analogos son
también eficaces in vivo. Proporciona también andlogos de 1a,25(0OH)2Ds; que presentan un bajo efecto de
hipercalcemia.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a nuevos analogos de 1a,25(0OH),D3s que presentan un anillo de oxolano en su
cadena lateral alifatica.

La presente invencion se refiere también a un método para preparar nuevos analogos de 1a,25(0OH);Ds.

La presente invencién se refiere también a composiciones farmacéuticas que comprenden al menos uno de los
nuevos analogos de 1a,25(0OH),D3 segun la invencién en un soporte farmacéuticamente aceptable, opcionalmente
asociado con otro agente activo.

La presente invencion se refiere también al uso de los compuestos segun la invencion para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de enfermedades que responden a los ligandos del receptor de Vitamina D,
incluyendo en particular el cancer, la inflamacién, trastornos dermatolégicos, enfermedades autoinmunes,
osteodistrofia u osteoporosis.

Descripcion detallada de la invencion

Un aspecto de la invencion se refiere a nuevos analogos de 1a,25(0OH),D3 que presentan la siguiente férmula (1):
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(D

en la que Ry representa un grupo seleccionado de un atomo de hidrégeno, un alquilo (C1-C+o) lineal o ramificado y
un grupo alcoxi (C4-C1), donde dicho grupo esta opcionalmente sustituido con al menos un grupo hidroxilo;

y en la que R representa

CHam I

5 (I

donde Z representa
R R,
—(CHE}mA{—qGHE}n-—\~DH
R} Rs

10 - R2y Rs, idénticos o diferentes, representan un grupo seleccionado de H, un atomo de halégeno, un grupo
alquilo C4-C4o ramificado o lineal, alquenilo C,-C1o ramificado o lineal o alquinilo C>-C1o ramificado o lineal;
R4y Rs, idénticos o diferentes, representan un grupo seleccionado de H, un atomo de halégeno, un grupo
alquilo C4-Cg lineal o ramificado, alquenilo C,-C1o ramificado o lineal o alquinilo C,-C1o ramificado o lineal;

()

en la que:

- mrepresenta un numero entero comprendido entre 0 y 5 inclusive; y
15 - nrepresenta un numero entero comprendido entre 0 y 5 inclusive,
estando dicho grupo alquenilo opcionalmente sustituido con un grupo arilo;

estando dicho grupo alquinilo opcionalmente sustituido con un grupo arilo o siendo seleccionado dicho grupo
alquinilo alternativamente de los grupos 3-(benciloxi)-prop-1-inilo y terc-butil-prop-2-inilcarbamato;

y donde el término arilo incluye cualquier grupo aromatico que comprende de 5 a 14 atomos de carbono,
20 opcionalmente interrumpidos por uno o varios heteroatomos seleccionados de N, O, S o P (denominado, mas
especificamente, heteroarilo).

La invencién incluye también los isdmeros opticos y geométricos de dichos compuestos, los racematos, sales,
hidratos y las mezclas de los mismos.
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Los compuestos de la invencion tienen varios centros quirales y pueden existir por tanto en formas épticamente
activas. En esta invencién se contemplan los isémeros Ry S y las mezclas de los mismos, incluyendo las mezclas
racémicas.

En un grupo sustituyente tal como un grupo alquilo pueden estar presentes atomos de carbono asimétricos
adicionales. Todos estos isémeros asi como sus mezclas se pretende que estén incluidos en la invencién. Si se
desea un estereoisomero particular, se puede preparar éste por métodos bien conocidos en la técnica utilizando
reacciones estereoespecificas con materiales de partida que contienen los centros asimétricos y estan ya resueltos
0, alternativamente por métodos que llevan a mezclas de los esterecisomeros y la subsiguiente resolucion por
métodos conocidos.

Los grupos alquilo pueden ser lineales o ramificados. Ejemplos de grupos alquilo que tienen de 1 a 10 atomos de
carbono inclusive son metilo, etilo, propilo, isopropilo, t-butilo, n-butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, 2-
etilhexilo, 2-metilbutilo, 2-metilpentilo, 1-metilhexilo, 3-metilheptilo y las otras formas isoméricas de los mismos.
Preferiblemente, los grupos alquilo presentan de 1 a 6 atomos de carbono.

Los grupos alquenilo son funciones hidrocarbonadas lineales o ramificadas que contienen uno o mas dobles
enlaces, tales como por ejemplo el grupo alilo. Ellos contienen de forma ventajosa de 2 a 6 atomos de carbono y
preferiblemente, 1 o 2 dobles enlaces. Los grupos alquenilo pueden estar sustituidos con un grupo arilo tal como se
ha definido anteriormente, en cuyo caso se denomina un grupo arilalquenilo.

Los grupos alquinilo son funciones hidrocarbonadas lineales o ramificadas que contienen uno o mas triples enlaces,
tales como por ejemplo los grupos 3-(benciloxi)prop-1-inilo, feniletinilo, prop-2-inilo y terc-butil-prop-2-inilcarbamato.
Ellos contienen de forma ventajosa de 2 a 6 atomos de carbono y, preferiblemente, 1 o 2 triples enlaces. Los grupos
alquinilo pueden estar sustituidos con un grupo arilo tal como se ha definido anteriormente, en cuyo caso se
denomina un grupo arilalquinilo.

Dentro del contexto de la presente solicitud, el término alcoxi indica un grupo saturado lineal o ramificado que
contiene de 1 a 10, preferiblemente de 1 a 6, atomos de carbono. Un grupo alcoxi es especificamente un grupo -O-
alquilo, en el que el grupo alquilo es como se ha definido antes.

El término arilo incluye cualquier grupo aromatico que comprende de 5 a 14 atomos de carbono, preferiblemente de
6 a 14 atomos de carbono, opcionalmente interrumpidos por uno o varios heteroatomos seleccionados de N, O, S o
P (denominado, mas especificamente, heteroarilo). Los grupos arilo mas preferidos son mono- o bi-ciclicos y
comprenden de 6 a 14 atomos de carbono, tales como grupo fenilo, a-naftilo, B-naftilo, antracenilo, o fluorenilo.

El término ariloxi indica un grupo -O-arilo, en el que el grupo arilo es como se ha definido antes.
Haldgeno se entiende que se refiere a fluor, cloro, bromo o yodo.

En una realizacion particular, R representa un grupo seleccionado de H, CHs, (CH2)30H o O(CH2);OH y lo mas
preferiblemente R1es H o CHs,

Como se representa por la formula (1), R puede representar

H

CH::IIIIIIH

Mas preferiblemente, R representa:

CHyeeees

En una realizacién particular, m representa un numero entero 0, 1, 2, 3, 4 0 5. Mas preferiblemente, mes 0 0 1.
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En una realizacién particular, n representa un niumero entero 0, 1, 2, 3, 4 0 5. Mas preferiblemente, n es 0.

En una realizacion particular, Rz y Rs, idénticos o diferentes, representan un grupo seleccionado de H, atomo de
halégeno y un alquilo C1-C4 ramificado o lineal. Mas preferiblemente, ambos representan H o un atomo de halégeno.

En una realizacién particular, R4 y Rs, idénticos o diferentes, representan un grupo seleccionado de H, atomo de
halégeno y un alquilo C4-C4 lineal o ramificado. Mas preferiblemente, al menos uno de R4y Rs es diferente de H, en

particular al menos uno es CHjs (por ejemplo uno es H y el otro es CH3). Mas especificamente, ambos representan
CHs.

Como se representa por la formula (I) anterior, los compuestos de la invencion pueden presentar las siguientes
férmulas:

R R

Una realizacién preferida de la presente invencion se refiere a los compuestos que tienen la férmula (1V):

(1V)

En una realizacion muy preferida, la invencién se refiere a dos analogos particulares de 1a,25(0OH)2Ds,
denominados compuestos A y B, que presentan la formula (IV) como se ha descrito antes y en la que R, en la
férmula general (1V), corresponde a:

N -l
€2

i

1C23
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@ \ ] OH 1501
Bl Eh Cu 1_2!
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respectivamente.

Los compuestos A y B son dos diastereoisomeros. EI compuesto A presenta actividad de superagonista de VDR
mientras que compuesto B se comporta como la 1a,25(0OH)2Da.

Cuando los compuestos de la formula (I) segun la invencion estan en las formas de sales, ellas son preferiblemente
sales farmacéuticamente aceptables. Tales sales incluyen sales de adicién de acidos farmacéuticamente
aceptables, sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables, sales metalicas farmacéuticamente
aceptables, sales de amonio y de amonio alquilado. Las sales de adicion de acido incluyen sales de acidos
inorganicos asi como de acidos organicos. Los ejemplos representativos de acidos inorganicos adecuados incluyen
los acidos clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, fosférico, sulfdrico, perclérico, y similares. Los ejemplos
representativos de acidos organicos adecuados incluyen los acidos férmico, acético, tricloroacético, trifluoroacético,
propionico, benzoico, cinamico, citrico, fumarico, y similares. Otros ejemplos de sales de adicion de acido inorganico
u organico farmacéuticamente aceptables incluyen las sales farmacéuticamente aceptables listadas en J. Pharm.
Sci. 1977, 66, 2, y en Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use editado por P. Heinrich
Stahl and Camille G. Wermuth 2002. Los ejemplos de sales metalicas incluyen las sales de litio, sodio, potasio,
magnesio y similares. Los ejemplos de sales de amonio y de amonio alquilado incluyen sales de amonio,
metilamonio, dimetilamonio, trimetilamonio, etilamonio, hidroxietilamonio, dietilamonio, butilamonio, tetrametilamonio
y similares. Los ejemplos de bases organicas incluyen lisina, arginina, guanidina, dietanolamincolina y similares.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para preparar los compuestos definidos antes. Los
compuestos de la invencion se pueden preparar a partir de productos comercialmente disponibles, empleando una
combinacién de reacciones quimicas conocidas por los expertos en la técnica.

En una realizacién particular, los compuestos A y B de la presente invencion se pueden preparar poniendo en
practica la siguiente ruta de sintesis:
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Sintesis del fragmento de anillo A

Antonio Mourifio et al
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Siguiendo las recomendaciones contenidas en esta solicitud, un experto en la técnica sabe como adaptar este
proceso para preparar otros compuestos segun la férmula (1).

La presente invencion se refiere también a composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un compuesto
como se ha definido antes en un soporte farmacéuticamente aceptable, opcionalmente en asociacion con otro
agente activo.

Otro aspecto de la invencion es usar los compuestos de la invencion para tratar enfermedades que responden a los
ligandos del receptor de Vitamina D.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de un compuesto como se ha definido antes para la
fabricacién de un medicamento para uso en el tratamiento de enfermedades que responden a los ligandos del
receptor de Vitamina D, en particular el cancer, trastornos dermatolégicos, trastornos relacionados con la
inflamacion, enfermedades autoinmunes, osteodistrofia u osteoporosis.

La invencion se refiere mas particularmente a composiciones farmacéuticas para el tratamiento de cancer
(incluyendo cancer de mama, de prostata, de colon, o leucemia), trastornos relacionados con la inflamacion
(incluyendo reumatoide artritis, o artritis psoriasica), trastornos dermatolégicos (incluyendo psoriasis o
fotoenvejecimiento), enfermedades autoinmunes (incluyendo esclerosis multiple o diabetes tipo 1), osteodistrofia u
osteoporosis, especialmente osteoporosis de bajo recambio &seo, osteoporosis inducida por esteroides,
osteoporosis senil u osteoporosis postmenopausica, osteomalacia u osteodistrofia renal.

La invencion se refiere también a un método para el tratamiento de enfermedades que responden a los ligandos del
receptor de Vitamina D, incluyendo en particular el cancer (incluyendo cancer de mama, de prdéstata, de colon, o
leucemia), inflamacion (incluyendo artritis reumatoide, o artritis psoriasica), trastornos dermatoldgicos (incluyendo
psoriasis o fotoenvejecimiento), enfermedades autoinmunes (incluyendo esclerosis multiple o diabetes tipo ),
osteodistrofia u osteoporosis (incluyendo osteoporosis de bajo recambio éseo, osteoporosis inducida por esteroides,
osteoporosis senil u osteoporosis postmenopausica, osteomalacia u osteodistrofia renal), que comprende
administrar a un sujeto, en particular un ser humano, que necesite dicho tratamiento, una dosis eficaz de un
compuesto representado por la formula (l) o de una composicion farmacéutica segun la invencion.

El tratamiento puede ser tdpico, transdérmico, oral, rectal, sublingual, intranasal o parenteral. Los compuestos se
pueden administrar por inyeccién o por perfusion intravenosa o soluciones estériles adecuadas, o en la forma de
dosis liquidas o solidas a través del canal alimentario, o en la forma de cremas, pomadas, parches, o vehiculos
similares adecuados para aplicaciones transdérmicas. Los compuestos pueden estar presentes en una composicion
en una cantidad de aproximadamente 0,01 ug/g a aproximadamente 500 pg/g de la composicién, y se pueden
administrar en dosis de aproximadamente 0,1 pg/dia a aproximadamente 50 pg/dia y mas especificamente de
aproximadamente 0,5 ug/dia a aproximadamente 2 pg/dia.
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Los compuestos se pueden formular como soluciones en disolventes farmacéuticamente compatibles o como
emulsiones, suspensiones o dispersiones en disolventes o vehiculo farmacéuticos adecuados, o como pildoras,
comprimidos o capsulas que contienen vehiculos sélidos de un modo conocido en la técnica. Para uso topico, los
compuestos se formulan preferiblemente como cremas o pomadas o en una forma farmacéutica similar adecuada
para uso topico. La administracion tépica incluye preparaciones liquidas o semi-liquidas tales como linimentos,
lociones, aplicadores, emulsiones aceite en agua o agua en aceite tales como cremas, pomadas o pastas; o
soluciones o suspensiones tales como gotas; o como pulverizaciones. Las formulaciones de la presente invencion
adecuadas para administracion oral pueden estar en la forma de unidades discretas como capsulas, sobres,
comprimidos o comprimidos para chupar, conteniendo cada una, una cantidad predeterminada del ingrediente
activo; en la forma de polvo o granulos; en la forma de una solucién o una suspensién en un liquido acuoso o liquido
no acuoso; o en la forma de una emulsién aceite en agua o una emulsiéon agua en aceite. Las formulaciones para
administracion rectal pueden estar en la forma de un supositorio que contiene el ingrediente activo y un vehiculo tal
como manteca de cacao, o en la forma de un enema. Las formulaciones adecuadas para administracién parenteral
de forma conveniente comprenden una preparacion estéril oleosa o acuosa del ingrediente activo que es
preferiblemente isotdnica con la sangre del receptor.

Cada una de dichas formulaciones puede contener también otros agentes auxiliares farmacéuticamente compatibles
y no toxicos, tales como, por ejemplo sustancias estabilizantes, antioxidantes, aglutinantes, colorantes,
emulsionantes o aromatizantes. Las formulaciones de la presente invencion comprenden un ingrediente activo en
asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos. El
vehiculo debe ser “aceptable” en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de las formulaciones y no
ser perjudicial para el receptor del mismo.

Los compuestos se aplican de forma ventajosa mediante inyeccidon o perfusién intravenosa de soluciones estériles
adecuadas o como dosis oral por el tracto digestivo o topicamente en la forma de cremas, pomadas, lociones o
emplastos transdérmicos adecuados.

Por “cantidad eficaz” se quiere decir aquella la cantidad del agente farmacéutico correspondiente a la formula (1) que
previene, remueve o reduce los efectos perjudiciales de una enfermedad en los mamiferos, incluyendo los seres
humanos. Se entiende que la dosis administrada puede ser adaptada por los expertos en la técnica segun el
paciente, la patologia, el modo de administracion, etc.

Siempre que dentro de esta memoria descriptiva completa se mencione “tratamiento de una afeccién o trastorno” o
similares con referencia a un compuesto de la férmula (1), significa:

a) un método para tratar una afeccién o trastorno, comprendiendo dicho método administrar un compuesto de la
invencion a un sujeto que necesite tal tratamiento;

b) el uso de un compuesto de la invencién para el tratamiento de una afeccién o de un trastorno;

c) el uso de un compuesto de la invencion para la fabricacion de una preparaciéon farmacéutica para el tratamiento
de una afeccién o de un trastorno; y/o

d) una preparacion farmacéutica que comprende una dosis de un compuesto de la invencidon que es apropiada para
el tratamiento de una afeccion o de un trastorno.

Dentro del contexto de la invencion, el término tratamiento indica tratamiento curativo, sintoméatico, y preventivo. Los
compuestos de la invencién se pueden usar en los seres humanos con enfermedad declarada, incluyendo en las
etapas iniciales y tardias del progreso de la enfermedad. Los compuestos de la invencidon no curaran
necesariamente al paciente que tiene la enfermedad pero retrasaran o haran mas lento el progreso o evitaran el
progreso posterior de la enfermedad, mejorando con ello la condicion de los pacientes. Los compuestos de la
invencién se pueden administrar también a los que no tienen las enfermedades y entonces aquellos que
normalmente desarrollarian la enfermedad o estan en riesgo elevado de enfermedad, no desarrollaran la
enfermedad. El tratamiento incluye también retrasar el desarrollo de la enfermedad en un individuo que a la larga
desarrollara la enfermedad o estaria en riesgo de enfermedad debido a la edad, historia familiar, anormalidades
genéticas o cromosoémicas, y/o debido a la presencia de uno o mas marcadores biolégicos de la enfermedad, tales
como una conocida mutacién genética en tejidos o fluidos. Retrasando el comienzo de la enfermedad, los
compuestos de la invencion han evitado que el individuo adquiera la enfermedad durante el periodo en que el
individuo habria adquirido normalmente la enfermedad o han reducido la velocidad de desarrollo de la enfermedad o
alguno de sus efectos por la administracion de compuestos de la invencion hasta el tiempo en que el individuo
finalmente adquiere la enfermedad. El tratamiento incluye también la administracion de los compuestos de la
invencion a aquellos individuos que se cree que estan predispuestos a la enfermedad. En el tratamiento de las
enfermedades anteriores, los compuestos de la invenciéon se administran en una cantidad terapéuticamente eficaz.

Tales compuestos, composiciones que comprenden los mismos, o tratamiento se pueden poner en practica solos o
en combinacidon con otros ingredientes activos, composiciones o tratamientos. Los compuestos se pueden
administrar adecuadamente solos, o junto con dosis graduales de otro ingrediente activo, tal como un compuesto de
vitamina D, por ejemplo 1a-hidroxivitamina D2 o D3, o 1a,25-dihidroxivitamina D3, en situaciones en que se
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encuentra que son ventajosos diferentes grados de movilizacion de los minerales 6seos y de estimulacion del
transporte del calcio. Ademas, puede corresponder al tratamiento de trastornos crénicos o agudos.

Otros aspectos y ventajas de esta invencion seran descritos en los siguientes ejemplos, que se deben considerar
como ilustrativos y no limitantes del alcance de esta solicitud.

Leyendas de las figuras
Figura 1: Estructuras quimicas del ligando conocido 1a,25(OH),D3y nuevos ligandos (compuestos A y B)

Figura 2: Activacion transcripcional de VDR por 1a,25(0OH),D3, compuesto A y compuesto B. Se transfectaron de
forma transitoria células 293 EBNA con un plasmido indicador UAS-TATA-luciferasa y un plasmido de expre3|on de
DBD GAL4-LBD VDR vy se trataron seguidamente con 1a,25(OH);D3, compuesto A (A), y compuesto B (B) a 10” 0
107 M. La actividad de luciferasa para cada muestra se normalizé con la actividad de la B-galactosidasa. Los datos
se muestran como multiplicacién de la induccion de la actividad de luciferasa inducida por el agonista dividida por la
actividad de luciferasa del vehiculo.

Figura 3: Efectos de 1a,25(0OH),D3 y nuevos ligandos (compuestos A y B) sobre los niveles de calcio en suero.
(Figura 3.1) Se administré a los ratones el vehiculo (aceite de sésamo), o 2 ug/kg de 1a,25(0OH).;Ds, o 2 ug/kg de
compuesto A o 2 pg/kg de compuesto B durante 7 dias. (Figura 3.2) Se administro a los ratones el vehiculo (Veh), o
10,25(0OH), D3 (D3), o compuesto A durante 4 dias. Se presentan los datos como la media £+ SEM. Las diferencias
significativas estan marcadas como *p<0,05, ***p<0,01.

EJEMPLOS
I. Sintesis de los compuestos Ay B

Todas las reacciones que incluyen compuestos sensibles al oxigeno o a la humedad se llevaron a cabo en una
atmésfera de Ar seco. Las temperaturas de reaccion se refieren a las temperaturas del bafio externo. Todos los
disolventes se destilaron bajo Ar inmediatamente antes de su uso. El tetrahidrofurano (THF) se destild sobre
Na/benzofenona; el diclorometano (CH2Clz) se destilé sobre P2Os; el acetonitrilo (CH3CN), i-ProNH, EtsN y i-ProNEt
se destilaron sobre CaH,. Los reactivos liquidos o las soluciones de reactivos se afiadieron con jeringa o con canula.
Los extractos organicos se secaron sobre Na,SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron utilizando un evaporador
rotatorio a una presion de aspiracion (20-30 mm de Hg). Se hizo el seguimiento de las reacciones por cromatografia
en capa fina (TLC) utilizando placas de gel de silice Merck 60 (0,2 mm de espesor) con soporte de aluminio; los
cromatogramas se visualizaron en primer lugar con luz ultravioleta (254 nm) y después por inmersién en una
solucion de acido fosfomolibdico en EtOH (5 %), seguido por calentamiento. La cromatografia en columna rapida se
llevé a cabo con gel de silice Merck 60 (230-400 mallas). Todos los espectros NMR se midieron con soluciones en
CDCI3 a menos que se indique otra cosa. Los desplazamientos quimicos se presentan en la escala d (ppm) con
relacion al tetrametilsilano (& = 0,0 ppm) utilizando la sefial de disolvente residual a & = 7,26 ppm ( H) o & =77 ppm
(13C) como estandar interno; las constantes de acoplamiento se presentan en Hz. Se utilizé la técnica Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer (DEPT) para asignar los tipos de carbono.

[(22)-2-[(3S,5R)-5-Bis[trietilsilil]-2-metilenciclohexiliden]-etil]difenilfosfina (Oxido) (2)

(O)FPh; 1) "BuyNF (O)PPh;
2) CISiE, TES = SiEt,
| - .
80%
880 OTBS TESO OTES
4 2

Una solucion del compuesto 4 (2,23 g, 3,82 mmol) en THF seco (20 mL) se traté con "BusNF (3,2 g, 10 mmol).
Después de concentracion se extrajo el residuo con CHxCl, (3 x 20 mL). La fase organica se seco, se filtré y se
concentré a vacio. Se disolvio el residuo en piridina seca (10 mL) y se traté con CISiEt; (1,5 g, 9,9 mmol) y DMAP (4-
dimetilaminopiridina, 20 mg). Después de 15 min, se sofoco la reaccion por la adicidon de una solucion saturada de
NaHCOs3; (20 mL). Se extrajo la mezcla con CHxCl, (2 x 30 mL). La fase organica se seco, se filtr6 y se concentré a
vacio. Se purifico el residuo por cromatografia rapida (SiOz, 3 x 10 cm, EtOAc al 15 % -hexanos) para dar el
compuesto 2 (1,78 g, 80 %, aceite incoloro).
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'H-NMR (250 MHz, CDCls 8, ppm): 7,59~7,68 [m, 4H, (O)PPh,], 7,26~7,43 [m, 6H, (O)PPhy], 5,10~5,25 (m, 2H),
4,81 (s, 1H), 4,30 (m, 0,73H), 4,03~4,08 (m, 0,83H), 3,35~3,48 (m, 1H), 3,02~3,15 (m, 1H), 2,36 (d, J=11,8Hz, 1H),
1,97~2,10 (m, 2,42H), 1,67~1,75 (m, 1,2H), 1,19~1,21 (m, 1,86H).

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 5, ppm): 4,60 (CHy), 4,64 (CHy), 6,72 (CHs), 6,75 (CHs), 30,88 (CHy), 32,00 (CH,),
44,89 (CH,), 45,46 (CHy), 67,06 (CH), 70,38 (CH), 110,35 (CH,), 115,12 (CH), 115,24 (CH), 128,28 (CH), 128,46
(CH), 130,85 (CH), 130,95 (CH), 130,99 (CH), 131,09 (CH), 131,57 (CH), 131,92 (C), 133,48 (C), 140,75 (C), 140,95
(C), 147,61 (C).

MS [m/z, (%)]: 582,31 (100), 583,31 (45,8), 584,31 (10,6), 584,32 (7,1), 585,31 (2,9), 585,32 (1,7)

(S)-4-(terc-butildimetilsililoxi)-2-((3S,3aS,7S,7aR)-octahidro-7-(terc-butildimetilsililoxi)-3a-metil-1H-inden-3-
i)pent-4-en-2-ol (7)

[#]
. 1H
Li + ?Aoms
+ q ““ 6
1BS0 = 3

oTBes

- | Isémero
| @ G | 1

DTBB THEF.-78°C H NMR

5 90% ™®so 7

TBS significa “terc-butildimetilsililo”.

Se cortd litio (330 mg, 47,55 mmol) en pequefias porciones y se afiadié a una solucién de 4,4'-di-terc-butil-bifenilo
(DTBB, 1,3 g, 4,88 mmol) en tetrahidrofurano seco (THF, 40 mL) bajo argdon. Después de sonicacion durante 40 min
se observé un color verde. Se enfrié la mezcla a =78 °C. Se afiadi6 lentamente una solucién del compuesto 3 (B.
Fernandez, J. A. Martinez-Pérez, J. R. Granja, L. Castedo, y A. Mourifio J. Org. Chem. 1992, 57, 3173-3178) (0,7
mg, 2,25 mmol) y del compuesto 6 (M. Sworin and K.-C. Lin, J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 1815) (2,9 g, 11,36
mmol) en THF seco (15 mL). El color verde cambia a color rojo. Se sofocé la reaccion por la adicion de metanol (1
mL). Se anadieron sucesivamente Et,O (30 mL) y H,O (30 mL). La fase organica se extrajo con Et,O (2 x 30 mL).
Las fases organicas reunidas se secaron (Na;SQ.), se filtraron y se concentraron a vacio. Se purificé el residuo por
cromatografia rapida (SiO-, 2,5 x11 cm, Hexanos) para dar el compuesto 7 (1,3 g, 95 %, aceite incoloro).

'H-NMR (250 MHz, CDCls, &, ppm): 0,00 (s, 6H, TBS), 0,08 (s, 6H, TBS), 0,88 (s, 9H, TBS), 0,92 (s, 9H, TBS), 1,11
(s, 3H), 1,23 (s, 3H), 4,04 (m, 1H, HC-OTBS), 4,14 (s, 2H, H,C-OTBS), 4,86 (s, 1H, CH,=), 5,16 (s, 1H, CH,=).

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 8, ppm): 5,35 (CHs), —4,83 (CHs), 15,42 (CHs), 17,62 (CHy), 17,99 (C), 18,34 (C),
21,84 (CH,), 22,82 (CHa), 25,78 (CHs), 25,91 (CHs), 26,06 (CHs), 34,34 (CHy), 41,21 (CH,), 43,02 (C), 47,04 (CHy),
53,08 (CH), 60,55 (CH), 67,37 (CHy), 69,49 (CH), 74,26 (C), 114,33 (CHy), 145,22 (C)

MS [m/z, (%)]: 496,38 (100,0), 497,38 (41,2), 498,38 (8,5), 498,37 (6,7), 499,38 (2,9)

(S)-4-((3S,3aS,7S,7aR)-octahidro-7-(terc-butildimetilsililoxi)-3a-metil-1H-inden-3-il)-2-metilenpentano-1,4-diol
®)

OTBS HO OH
"BuNF ‘"
H
THE '
. R6% .
8s0 N 7 1850 ' 8

Una solucion del compuesto 7 (1,3 g, 2,6 mmol) en THF seco (6 mL) se traté con "BusNF (1,6 g, 5 mmol). Después
de 1 h, se afiadié una solucion saturada de NaHCOs3 (30 mL). Se extrajo la mezcla con EtOAc (3 x 30 mL). La fase
organica se seco, se filtrd y se concentrd a vacio. Se purificd el residuo por cromatografia rapida (SiO2, 3 x10 cm,
Et,O al 25 %-hexanos) para dar el compuesto 8 (0,86 g, 86 %, sdlido blanco, punto de fusién: 95 °C). Analisis
elemental: C = 68,12 %, H=11,18 %
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"H-NMR (250 MHz, CDCls, 5, ppm): 0,00 (ds, 6H, CHsSi x 2), 0,88 (s, 9H, 'BuSi), 1,13 (s, 3H, CHs-Cy), 1,27 (s, 3H,
CH3C-OH), 4,00-4,08 (m, 3H, CHOH, CH-OTBS), 4,83 (s, 1H, C=Hz), 4,10 (s, 1H, C=Hb.).

BC-NMR (62,89 MHz, CDCls, 8, ppm): =5,22 (CHs3), —4,86 (CH3), 15,50 (CHzs), 17,51 (CHy), 17,94 (C), 21,68 (CH>),
22,71 (CHy), 25,74 (CHs), 25,74 (CHs), 34,18 (CH>), 41,08 (CHy), 43,04 (C), 47,04 (CHy), 52,91 (CH), 60,58 (CH),
67,12 (CH), 69,35 (CH), 75,26 (C), 116,18 (CHy), 145,43 (C)

MS [m/z, (%)]: 496,38 (100,0), 497,38 (41,2), 498,38 (8,5), 498,37 (6,7), 499,38 (2,9)

Analisis elemental. Calculado para C,2H4203Si: C, 69,05; H, 11,06; O, 12,54; Si, 7,34. Encontrado: C, 68,13; H, 11,18

(S)-4-(clorometil)-2-((3S,3aS,7S,7aR)-octahidro-7-(terc-butildimetilsililoxi)-3a-metil-1H-inden-3-il)pent-4-en-2 -
ol (9)

PhyP, CCI,
MeCN

H g 86%
TBSO TBSO 9

Una mezcla del compuesto 8 (82 mg, 0,2 mmol), PhsP (85 mg, 3,32 mmol), CCls (54 mg, 0,35 mmol, secado con
CaCly), y CH3CN (2 mL, secado con CaHy); se agitdé durante 30 min bajo argén. Se sometié la mezcla a
cromatografia rapida (SiO», 2,5 x 5 cm, EtOAc al 5 %-hexanos) para dar el compuesto 9 (70 mg, 77 %). Este
compuesto inestable se us6 inmediatamente en la siguiente etapa.

=

"H-NMR (250 MHz, CDCls, &, ppm): 0,00 (ds, 6H, CHsSi x 2), 0,88 (s, 9H, 'BuSi), 1,12 (s, 3H, CHs-Cy), 1,25 (s, 3H,
CH3C-OH), 4,00-4,02 (m, 1H, CH-OTBS), 4,10 (d, J=11,6 Hz, 1H CH»-Cl), 4,29 (d, J=11,6 Hz, 1H CH»-Cl), 5,0 (s, 1H,
C=Hy), 5,3 (s, TH, C=H,).

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 5, ppm): -5,18 (CHs), 4,80 (CHs), 15,56 (CHs), 17,56 (CHz), 17,99 (C), 21,78 (CHy),
22,76 (CHy), 25,78 (CHs), 25,78 (CHs), 34,22 (CH,), 41,10 (CH,), 43,05 (C), 45,61 (CHy), 49,67 (CHy), 52,97 (CH),
60,28 (CH), 69,37 (CH), 75,39 (C), 118,57 (CHy), 142,58 (C)

(S)-tetrahidro-2-((3S,3aS,7S,7aR)-octahidro-7-(terc-butildimetilsililoxi)-3a-metil-11H-inden-3-il)-2-metil-4-
metilenfurano (10)

Cl
KH

Dioxano

H
TBSO H g ' TBSO ' 44

Una solucion del compuesto 9 (0,5 g, 1,32 mmol) en dioxano seco (5 mL), se traté con KH (0,3 g, 7,5 mmol). Se
calenté la mezcla a reflujo. Después de 30 min, se sofocd la reaccion por la adicion de metanol (1 mL) y H,O (10
mL). Se extrajo la mezcla con Et,O (3 x 15 mL). Las fases organicas reunidas se secaron, se filtraron y se
concentraron a vacio. Se purificd el residuo por cromatografia rapida (SiO2, 2,5 x 7 cm, hexanos) para dar el
compuesto 10 (0,4 g, 86 %, aceite incoloro). 1H-NMR---13C-NMR. HRMS (FAB)

"H-NMR (250 MHz, CDCls, 5, ppm): 0,00 (ds, 6H, CHsSi x 2), 0,87 (s, 9H, ‘BusSi), 1,10 (s, 3H, CHs-Cy), 1,21 (s, 3H,

CH3C-0), 2,38 (d, 1H, J=13,5 Hz, CHp-C=), 2,11 (d, 1H, J=13,5 Hz, CH,-C=), 4,34 (m, 2H=C-CH,-O), 4,01 (m, 1H,
CH-OTBS), 4,92 (s, 1H, C=Hy), 5,14 (s, 1H, C=H,)
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3C-NMR (62,89 MHz, CDCls 8, ppm): =5,21 (CHs), =4,85 (CHs), 15,63 (CHs), 17,57 (CHy), 17,97 (C), 22,26 (CHy),
22,90 (CHy), 24,70 (CHs), 25,77 (CHs), 34,38 (CHy), 40,89 (CHy), 42,77 (C), 44,42 (CHy), 52,92 (CH), 59,21 (CH),
69,38 (CH), 69,84 (CHy), 85,58 (C), 103,99 (CHy), 148,77 (C)

MS [m/z, (%)]: 105,06 (44,23), 107,07 (50,80), 109,09 (23,70), 115,09 (29,42), 119,08 (36,92), 121,10 (36,07),
131,08 (24,96), 133,10 (55,50), 135,12 (67,29), 159,13 (31,40), 161,14 (67,45), 171,13 (92,61), 201,17 (25,35),
213,17 (58,40), 231,18 (43,82), 363,27 (100,00), 364,28 (31,41), 379,27 (34,03),

(S)-dihidro-5-((3S,3aS,7S,7aR)-octahidro-7-(terc-butildimetilsililoxi)-3a-metil-1H-inden-3-il)-5-metilfuran-3(2H)-
ona (11)

050, K10,
THF-H,0(1:1)
—————
92%

H

Se trat6 el alqueno 10 (140 mg, 0,38 mmol), en THF/H20 (40 mL, 1:1) con peryodato de sodio (415 mg, 1,8 mmol) y
una solucién de tetréxido de osmio en H2O (0,2 mL, 4) y se dej6 durante la noche a temperatura ambiente. Se traté
la mezcla de reaccién con una solucion saturada de NaCl (40 mL). Se extrajo la mezcla con Et;0 (3 x 50 mL). Las
fases organicas se secaron, se filtraron y se concentraron a vacio. Se purificé el residuo por cromatografia rapida
(SiO2, 2,5 x 8 cm, EtOAc al 5 %-hexanos) para dar el compuesto 11 (130 mg, 91 %, sélido blanco, punto de fusion:
52 °C).

'H-NMR (250 MHz, CDCls, &, ppm): 0,00 (s, 6H, CHsSi x 2), 0,87 (s, 9H, 'BuSi), 1,07 (s, 3H, CHs-CO), 1,34 (s, 3H,
CHs-Cy), 2,15 (d, J=17,9 Hz, 1H, CHs-CO), 2,59 (d, J=17,9 Hz, 1H, CH3-CO), 3,99 (d, J=17,5 Hz, 1H, O-CH,-CO),
4,00 (m, 1H, HC-OTBS), 4,09 (d, J=17,5, 1H, O-CH,-CO).

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 8, ppm): =5,19 (CHs), 4,83 (CHa), 15,87 (CHa), 17,49 (CHy), 17,98 (C), 22,32 (CH.),
22,77 (CHy), 25,21 (CHa), 25,77 (CHa), 34,25 (CHy), 40,85 (CHy), 42,89 (C), 48,64 (CH,), 52,87 (CH), 59,15 (CH),
69,22 (CH), 69,92 (CH), 84,80 (C), 216,53 (C).

MS [m/z, (%)]: 133,1 (49,50), 135,1 (63,31), 136,0 (46,33), 137,0 (39,60), 154,1 (20,35), 161,1 (100), 171,1 (73,46),
176,1 (21,68), 199,1 (25,37), 221,1 (22,8), 225,2 (18,55), 233,1 (28,22), 235,2 (16,04), 265,2 (12,96), 291,2 (19,14),
307,1 (6,55), 309,2 (11,30), 363,2 (29,53), 365,2 (67,50), 366,24 (24,74), 367,2 (32,01), 462,2 (28,50).

acetato de (2)-etil 2-((S)-dihidro-5-((3S,3aS,7S,7aR)-octahidro-7-(terc-butildimetilsililoxi)-3a-metil-1H-inden-3-
il)-5-metilfuran-3(2H)-ilideno) (122)

y
acetato de (E)-etil 2-((S)-dihidro-5-((3S,3aS,7S,7aR)-octahidro-7-(terc-butildimetilsililoxi)-3a-metil-1H-inden-3-
il)-5-metilfuran-3(2H)-ilideno) (12E)

O
o 1}
{EiO}EPVCDgEl
KOBu, THF

94%
11 A
TBSO TBSO

H
11 ("H-NMR)

Se afiadio fosfonoacetato de trietilo seco (2,04 mL, 10,2 mmol) gota a gota a una solucion en agitacion de terc-
butéxido de potasio (1,4 g, 10,2 mmol) en THF seco (10 mL). Se agitdé la mezcla a temperatura ambiente durante 1
h. Se enfrié la mezcla a -8 °C y se afiadié entonces una solucién del compuesto 11 (0,6 g, 1,57 mmol) en THF seco
(5 mL). Después de 1 h a -8 °C, se afiadieron una solucién saturada de cloruro de amonio (10 mL) y H2O (25 mL).
Se extrajo la mezcla con Et,0O (4 x 50 mL). Las fases organicas reunidas se secaron, se filtraron y se concentraron a
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vacio. Se purifico el residuo por cromatografia rapida (SiO2, 2,5 x 9 cm, Et,0 al 5 %-hexanos) para dar el compuesto
12 (680 mg, 94 %, solido blanco, punto de fusién: 101 °C).

Compuestos con menor polaridad:

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 3, ppm): 0,03 (s, 3H, CH3Si), =0,02 (s, 3H, CHsSi), 0,86 (s, 9H, 'BusSi), 1,03 (s, 3H, CHs-
Cy), 1,19 (s, 3H, CH»-CO), 1,26 (t, J=7,1 Hz, 3H, CH3-CH,-OCO), 3,99 (m, 1H, HC-OTBS), 4,14 (q, J=7,1 Hz, 2H,
CH3-CH,-OCO), 5,73 (m, 1H, H-C=CO,EY).

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 5, ppm): -5,22 (CHs), 4,86 (CHs), 14,27 (CHs), 15,59 (CHs), 17,52 (CHz), 17,95 (C),
22,19 (CHy), 22,86 (CH,), 24,84 (CHs), 25,75 (CHs), 34,31 (CHy), 40,83 (CHy), 42,79 (C), 43,84 (CHa), 52,86 (CH),
58,95 (CH,), 59,79 (CH), 69,31 (CH), 70,68 (CH.), 86,69 (C), 110,21 (CH), 163,23 (C), 166,42 (C).

Compuestos con mayor polaridad:

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 8, ppm): 0,02 (s, 3H, CHsSi), 0,01 (s, 3H, CH3Si), 0,86 (s, 9H, ‘BuSi), 1,04 (s, 3H, CHs-
Cy), 1,18 (s, 3H, CHs-CO), 1,26 (t, J=7,1 Hz, 3H, CH3-CH,-OCO), 2,35 (d, J=16,8 Hz, 1H, CH,C=), 2,77 (d, J=16,8
Hz, 1H, CH2C=), 3,99 (m, 1H, HC-OTBS), 4,13 (q, J=7,1 Hz, 2H, CH3-CH-OCO), 5,77 (s, 1H, H-C=CO.Et).

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 8, ppm): =5,21 (CHs), 4,85 (CHa), 14,28 (CHa), 15,69 (CHs), 17,52 (CHy), 17,96 (C),
22,24 (CHy), 22,83 (CH,), 24,02 (CHs), 25,76 (CHs), 34,30 (CH,), 40,82 (CHy), 42,76 (C), 45,72 (CH,), 52,88 (CH),
58,63 (CH), 59,92 (CH), 69,28 (CH), 69,95 (CHy), 84,25 (C), 111,26 (CH), 164,08 (C), 166,08 (C).

Andlisis elemental. Calculado para C2sH4404Si: C, 68,76; H, 10,16; O, 14,65; Si, 6,43, Encontrado: C, 68,71; H, 10,43

MS [m/z, (%)]: 136,04 (28,37) 137,05 (25,77), 141,06 (21,07), 154,06 (26,06), 169,09 (100,00), 305,20 (23,33),
435,28 (29,90), 436,29 (19,78), 437,30 (33,42), 532,27 (16,89).

1-((3S,5S)-tetrahidro-5-((3S,3aS,7S,7aR)-octahidro-7-(terc-butildimetilsililoxi)-3a-metil-1H-inden-3-il)-5-
metilfuran-3-il)-2-metilpropan-2-ol (13)

1-((3R,5S)-tetrahidro-5-((3S,3aS,7S,7aR)-octahidro-7-(terc-butildimetilsililoxi)-3a-metil-1H-inden-3-il)-5-
metilfuran-3-il)-2-metilpropan-2-ol (14)

OH

E10,C

1%} H,, PdiC
EtOAC

2°) Meli, THF
HLPC

——

3 a1% g
TBSO 12 TBSO 13 TBSO 14

Una suspension del compuesto 12 (680 mg, 1,56 mmol) y Pd/C al 5 % (15 mg, 0,15 mmol) en EtOAc (20 mL), se
agité en atmdsfera de Hy (1 atm) durante 12 h. Se filtrd la mezcla y se concentré a vacio. Se purificé el residuo por
cromatografia rapida (SiO-, 2,5 x 6,5 cm, hexanos) para dar el compuesto 12a (660 mg, 96 %, aceite incoloro).

Se afiadié una solucién de MeLi en THF (10 mL, 10 mmol, 1 M) a una solucién del compuesto 12a (660 mg, 1,5
mmol) en THF seco (5 mL). Se agité la mezcla durante 30 min y después se templé a 0 °C a lo largo de 1 h. Se
afnadieron lentamente MeOH (0,5 mL) y NH4ClI saturado (4 mL). Se extrajo la capa acuosa con éter (4 x 30 mL), y
las capas organicas reunidas se secaron (Na;SO4) y se concentraron a vacio. Se purifico el residuo por HPLC
(columna Phenomenex 250 x 10 mm, 5 ®-hexano-Et,0) para dar el compuesto 13 (330 mg, 49 % en 2 etapas) y el
compuesto 14 (280 mg, 42 % en 2 etapas)

MS [m/z, (%)]: 424,34 (100,0), 425,34 (32,8), 426,34 (5,6), 426,33 (3,3), 427,34 (1,3)
Compuestos con menor polaridad:
'H-NMR (250 MHz, CDCls, 5, ppm): 0,04 (s, 3H, CHsSi), -0,03 (s, 3H, CHsSi), 0,85 (s, 9H, 'BuSi), 1,00 (s, 3H, CHs-

Cy), 1,18 (s, 6H, 2 x CH3-C-OH), 1,23 (s, 3H, CH3-CO), 3,34 (t, J=9 Hz, 1H, OCH2Cy), 3,97 (m, 1H, HCOTBS), 4,04
(t, 1H, J=7 Hz, OCH2Cy)
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3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 8, ppm): =5,19 (CHs), —4,83 (CHs), 15,04 (CHs), 17,57 (CHy), 17,98 (C), 22,25 (CHa),
22,77 (CHy), 25,78 (CHs), 27,53 (CHs), 29,68 (CHs), 30,10 (CHs), 34,40 (CHy), 35,77 (CH), 40,96 (CH.), 42,81 (C),
47,14 [2 x (CHy)], 52,96 (CH), 60,12 (CH), 69,40 (CH), 70,93 (C), 73,17 (CHz), 84,99 (C).

Compuestos con mayor polaridad:

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 8, ppm): =0,02 (s, 3H, CHsSi), =0,01 (s, 3H, CHsSi), 0,87 (s, 9H, 'BusSi), 1,03 (s, 3H, CHs-
Cy), 1,21 (s, 9H, 2 x CH3-C-OH, CHs-C-O-CH5), 3,33 (dd, J=8,5, 9,7, OCH,Cy), 3,98 (m, 1H, HCOTBS), 4,09 (t, 1H,
J=7,8 Hz, OCH,Cy)

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 8, ppm): =5,19 (CHs), —4,83 (CH3), 15,53 (CHs), 17,57 (CHz), 17,98 (C), 22,21 (CHa),
22,73 (CHy), 25,78 (CHs), 27,14 (CHs), 29,81 (CHs), 30,01 (CHa), 34,13 (CH), 34,38 (CH,), 40,93 (CH,), 42,69 (C),
46,08 (CHy), 46,40 (CHy), 52,96 (CH), 60,08 (CH), 69,38 (CH), 70,94 (C), 74,88 (CH5), 85,19 (C).

(1S,3aR,7aR)-octahidro-1-((2S,4S)-tetrahidro-4-(2-hidroxi-2-metilpropil)-2-metilfuran-2-il)-7a-metilinden-4-ona
(1S)

HO HO

1) "BuyNF (98%)
2) PDC (98%)

e —————

. 96% 1
TBSO 1 13 ol 1s

(1S,3aR,4S,7aS)-octahidro-1-((2S,4S)-tetrahidro-4-(2-hidroxi-2-metilpropil)-2-metilfuran-2-il)-7a-metil-1H-
inden-4-ol (13a)

Una solucion del compuesto 13 (330 mg, 0,78 mmol) en THF seco (4 mL) se traté con "BusNF (1,02 g, 3,25 mmol).
Se calenté la mezcla a reflujo durante 90 h. Se afiadieron H,O (20 mL) y EtOAc (20 mL). Se extrajo la capa acuosa
con EtOAc (4 x 20 mL) y las capas organicas reunidas se secaron (Na>SO4) y se concentraron a vacio. Se puirifico el
residuo por cromatografia rapida (SiO2, 2 x 5,5 cm, EtOAc al 30 %-hexanos) para dar el compuesto 13a (224 mg, 93
%, solido blanco, punto de fusion: 98 °C).

Andlisis elemental. Calculado para C19H3403: C, 73,50; H, 11,04; O, 15,46. Encontrado C, 73,29, H, 11,35

(1S,3aR,7aR)-octahidro-1-((2S,4S)-tetrahidro-4-(2-hidroxi-2-metilpropil)-2-metilfuran-2-il)-7a-metilinden-4-ona
1S)

Una solucién del compuesto 13a (123 mg, 0,4 mmol) en CH2Cl, seco (10 mL), se traté con PDC (dicromato de
piridinio, 0,6 g, 1,6 mmol). Se agité la mezcla a temperatura ambiente durante 20 h. Se filtré la mezcla y se
concentré a vacio. Se purifico el residuo por cromatografia rapida (SiO2, 3 x 5,5 cm, EtOAc al 20 %-hexanos) para
dar el compuesto 1S (120 mg, 98 %, sdlido blanco, punto de fusién: 87 °C). Analisis elemental C = 73,80 %, H =
10,51 %.

"H-NMR (250 MHz, CDCls, 5, ppm): 0,65 (s, 3H, CHsCy), 1,13 (s, 6H, 2 x CHs-COH), 1,20 (s, 3H, CHs-C-OCHy),
3,29 (t, 1H, J=9,2 Hz CH,OCy), 4,00 (t, 1H, J=7,8 Hz, OCH.Cy)

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 8, ppm): 13,42 (CHs), 18,63 (CHz), 22,41 (CHy), 23,76 (CH,), 27,81 (CHs), 29,47 (CHs),
29,99 (CHs), 35,68 (CH), 38,93 (CHy), 40,67 (CH,) 46,59 (CH,), 46,76 (CH,), 49,90 (C) 59,68 (CH), 61,80 (CH),
70,45 (C), 73,08 (CHy), 83,99 (C), 212,01 (C).

Andlisis elemental. Calculado para C19H3203: C, 73,98; H, 10,46; O 15,56. Encontrado C, 73,80, H, 10,51

(1S,3aR,7aR)-octahidro-1-((2S,4R)-tetrahidro-4-(2-hidroxi-2-metilpropil)-2-metilfuran-2-il)-7a-metilinden-4-ona
(IR)
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1) nBudNF (78%)
2) PDC (91%)

1%

H A
TBsOo 14 o R

(1S,3aR,4S,7aS)-octahidro-1-((2S,4R)-tetrahidro-4-(2-hidroxi-2-metilpropil)-2-metilfuran-2-il)-7a-metil-1H-
inden- 4-ol 14a

Una solucion del compuesto 14 (280 mg, 0,78 mmol) en THF seco (4 mL), se traté con "BusNF (1,05 g, 3,3 mmol).
Se calentd la mezcla a reflujo. Después de 115 h se afiadieron H,O (20 mL) y EtOAc (20 mL). Se extrajo la capa
acuosa con EtOAc (4 x 20 mL) y las capas organicas reunidas se secaron (Na;S0O,), se filtraron y se concentraron a
vacio. Se purificéd el residuo por cromatografia rapida (SiO2, 2 x 5,5 cm, EtOAc al 30 %-hexanos) para dar el
correspondiente diol 14a (180 mg, 88 %, sdlido blanco, punto de fusion: 67 °C).

(1S,3aR,7aR)-octahidro-1-((2S,4R)-tetrahidro-4-(2-hidroxi-2-metilpropil)-2-metilfuran-2-il)-7a-metilinden-4-ona
(IR)

Una solucién del compuesto 14a (100 mg, 0,32 mmol) en CH,Cl, seco (10 mL) se tratdé con PDC (dicromato de
piridinio, 0,5 g, 1,3 mmol). Se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 20 h, se filtro la mezcla y se concentro
a vacio. Se purificd el residuo por cromatografia rapida (SiOz, 3 x 5,5 cm, EtOAc al 20 %-hexanos) para dar el
compuesto 1R (90 mg, 91 %, solido blanco, punto de fusion: 82 °C).

"H-NMR (250 MHz, CDCls, 8, ppm): 0,73 (s, 3H, CHsCy), 1,20 (s, 6H, 2 x CH3-COH), 1,22 (s, 3H, CHs-C-OCHy), 3,32
(dd, 1H, J=8,5 Hz, J=9,9 Hz, CH.OCy), 4,09 (t, 1H, J=7,9 Hz, OCH,Cy)

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 8, ppm): 14,12 (CHa), 18,74 (CHy), 22,52 (CHy), 23,88 (CHy), 27,58 (CHs), 29,77 (CHs),
30,04 (CHs), 34,08 (CH), 39,07 (CH,), 40,81 (CH,), 45,73 (CHy), 46,24 (CHy), 49,89 (C) 59,64 (CH), 62,00 (CH),
70,72 (C), 75,06 (CH,), 84,34 (C), 212,03 (C).

1-((3R,5S)-tetrahidro-5-((3S,3aS,7E,7aS)-octahidro-7-((2)-2-((3S,5R)-3,5-Bis(trietilsililoxi)-2-
metilenciclohexiliden)etiliden)-3a-metil-1H-inden-3-il)-5-metilfuran-3-il)-2-metilpropan-2-ol (16)

{O)PPh, (D)PPh;
H ) Li
| nBuli |
— + nBuH
THF
TESO™ OTES TESO" OTES
Solucion roja
2
15
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HO

{0] F'F'hz

Li

15
TESO™ QOTES
THF EtyN, CH,CN
O1% 16
TESO™ TES

Se afadié una solucion de n-BuLi en hexano (0,74 mL, 1,68 mmol, 2,25 M) a una solucién de 6xido de fosfina 2
(1,045 g, 1,8 mmol, 4,6 equivalentes) en THF seco a —78 °C. La solucidn de color rojo oscuro se agité durante 1 h.
Se afadié gota a gota una solucién de la cetona 1S (120 mg, 0,39 mmol, 1 equivalente) en THF seco. Se agitod la
mezcla de reaccién en la oscuridad durante 5 ha =78 °C y a —=55 °C durante 1 h. Se sofocd la reaccion por la adicion
de H>O (8 mL) y EtOAc (15 mL). Por concentracion de la mezcla se obtuvo un residuo que se disolvié en Et,O (100
mL). Las capas reunidas se lavaron con NaHCO3; saturado (3 x 25 mL), NaCl saturado (50 mL) y H,O (50 mL), se
secaron, se filtraron, y se concentraron a vacio. Se purific el residuo por cromatografia rapida (SiO2, 3 x 15 cm,
Et,0al 40 %-hexanos) para dar el analogo protegido 16 [150 mg, 91 %, (Rf=0,7, EtOAc al 50 %/hexanos), aceite
incoloro).

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 8, ppm): 0,5-0,6 (m, 15H, 6 x CH3-CH,Si, CHs-Cy), 0,92 (t, 18H, J=7,9 Hz, 6 x CH3CH,-
Si), 1,22 (s, 3H, CH3-C-OCHy), 1,17 (s, 6H, CHsCOH), 1,23 (s, 3H, CH3-CO-CHy), 3,34 (t, 1H, J=9,1 Hz, CH,OCy),
4,03 (t, 1H, J=7,7 Hz, OCH,Cy), 4,16 (m, 1H, HC-OH), 4,36 (t, 1H, J=4,9 Hz, H-COH de C1), 4,8 (d, 1H, J=2 Hz,
H.C=), 5,19 (d, 1H, J=2 Hz, H-C=), 6,00 (d, 1H, J=11,2 Hz), 6,20 (d, 1H, J=11,2 Hz, H-C=).

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 8, ppm): 4,76 (CH,), 4,79 (CH,), 6,80 (CHs), 6,85 (CHs), 13,00 (CHs), 21,73 (CHa),
22,64 (CHa), 23,30 (CHy), 27,56 (CHs), 28,78 (CH,), 29,64 (CHs), 30,08 (CHs), 35,85 (CH) 40,76 (CHy), 44,96 (CH,),
45,92 (CH,), 46,96 (CHy), 47,05 (CHy), 47,05 (C), 56,47 (CH), 59,92 (CH), 67,15 (CH), 70,83 (C), 71,35 (CH), 73,12
(CH.), 84,87 (C), 111,08 (CHy), 118,16 (CH), 123,07 (CH), 135,04 (C), 140,61 (C), 148,30 (C).

1-((3S,5S)-tetrahidro-5-((3S,3aS,7E,7aS)-octahidro-7-((2)-2-((3S,5R)-3,5-Bis(trietilsililoxi)-2-
metilenciclohexiliden)etiliden)-3a-metil-1H-inden-3-il)-5-metilfuran-3-1)-2-metilpropan-2-ol (17)

HO
(©)PPh, \\/
| Li
15
wH
OTES
THF
B1%
TESO" OTES

Se afiadié una solucion de n-BuLi en hexano (0,55 mL, 1,23 mmol, 2,25 M) a una solucién de 6xido de fosfina 15
(785 mg, 1,3 mmol, 4,6 equivalentes) en THF seco a —78° C. La solucion de color rojo oscuro se agité durante 1 h.
Se afadié gota a gota una solucion de la cetona 1R (88 mg, 0,28 mmol, 1 equivalente) en THF seco. Se agitd la
mezcla de reaccion en la oscuridad durante 5 h a =78 °C y a =55 °C durante 1 h. Se sofocé la reaccion por la adicion
de H>O (8 mL) y EtOAc (15 mL). Por concentracion de la mezcla se obtuvo un residuo que se disolvié en Et,O (100
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mL). Las capas reunidas se lavaron con NaHCO3; saturado (3 x 25 mL), NaCl saturado (50 mL) y H,O (50 mL), se
secaron, se filtraron, y se concentraron a vacio. Se purifico el residuo por cromatografia rapida (SiO2, 3 x 15 cm,
Et,0O al 40 %-hexanos) para dar el analogo protegido 17 [120 mg, 81 %, (Rf = 0,7, EtOAc al 50 %/hexanos), aceite
incoloro) y se recuperé el compuesto 1R (20 mg).

"H-NMR (250 MHz, CDCls, &, ppm): 0,59 (q, J=7,8 Hz, 6H, CHa-CH,Si), 0,60 (g, J=7,5 Hz, 6H, CHs-CH,Si) 0,66 (s,
3H, CHs-Cy), 0,94 (t, 18H, J=7,8 Hz, CH3CH,-Si), 1,21 (s, 6H, 2 x CHs-COH), 1,22 (s, 3H, CHa-CO-CHa), 3,34 (t,
J=8,9 Hz, 1H, CH,OCy), 4,10 (t, J=7,8 Hz, 1H, CH,OCy), 4,18 (m, 1H, HC®), 4,39 (t, 1H, J=4,9 Hz, HC"), 4,88 (s, 1H,
=CH,), 5,21 (s, 1H, =CH,), 6,03 (d, 1H, J=1,1 Hz, -HC=CH-), 6,23 (d, 1H, J=1,1 Hz, -HC=CH-).

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 8, ppm): 4,76 (CH,), 4,79 (CHy), 6,79 (CHs), 6,84 (CHs), 13,51 (CHs), 21,75 (CHy),
22,67 (CHy), 23,32 (CH,), 27,15 (CHs), 28,76 (CHy), 29,74 (CHs), 30,02 (CHs), 34,20 (CH) 40,75 (CH,), 44,96 (CHy),
45,81 (CH,), 45,90 (CHy), 46,02 (CH,), 46,39 (C), 56,48 (CH), 59,86 (CH), 67,14 (CH), 70,79 (C), 71,37 (CH), 74,89
(CH>), 85,06 (C), 111,10 (CHz), 118,20 (CH), 123,07 (CH), 135,05 (C), 140,62 (C), 148,29 (C).

(1R,3S,52)-5-((E)-2-((1S,3aS,7aS)-hexahidro-1-((2S,4S)-tetrahidro-4-(2-hidroxi-2-metilpropil)-2-metilfuran-2-il)-
7a-metil-1H-inden-4(7aH)-iliden)etiliden)-4-metilenciclohexano-1,3-diol (A)

HO

HF-Py
EyyN, CH;CN
—

40%

Compuesto A

Se anadié HF-Py (0,4 mL) a una solucion del compuesto 16 (134 mg, 0,2 mmol) en CH3CN (2,5 mL) y EtsN (1,5 mL).
Después de 10 min, se sofoco la reaccion por la adicion de NaHCO3 saturado (5 mL). Se extrajo la mezcla con Et,O
(2 x 20 mL). Las fases organicas reunidas se lavaron con NaCl saturado (25 mL) y H>O (25 mL), se secaron, se
filtraron y se concentraron a vacio. Se purifico el residuo por cromatografia rapida (SiO2, 1,5 x 9,5 cm, EtOAc al 50
%-hexanos) para dar el compuesto A (80 mg, 88 %, sdlido blanco, punto de fusién: 128 °C).

"H-NMR (250 MHz, CDCls, 5, ppm): 0,62 (s, 3H, Cy-CHs), 1,18 (s, 6H, 2 x CH3-C-OH), 1,23 (s, 3H, CHs-C-O-CHy-),
3,34 (t, 1H, J=9,1 Hz, C-O-CH), 4,03 (t, 1H, J=7,7 Hz, C-O-CH.), 4,17 (m, 1H, HC-OH), 4,37 (m, 1H, HC-OH), 4,95
(s, 1H, H2C=C), 5,29 (s, 1H, H.C=C), 5,98 (d, 1H, J=11,1, =CH-HC=), 6,32 (d, 1H, J=11,1, =CH-HC=).

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 8, ppm): 13,12 (CHa), 21,91 (CHy), 22,62 (CHy), 23,36 (CHy), 27,58 (CHs), 28,94 (CHy),
29,63 (CHs), 30,09 (CHa), 35,82 (CH) 40,62 (CHy), 42,76 (CHy), 45,02 (CHs), 46,05 (C), 46,82 (CHy), 47,06 (CHy),
56,44 (CH), 59,86 (CH), 66,68 (CH), 70,40 (C), 70,90 (CH), 73,08 (CH,), 84,93 (C), 111,54 (CH,), 117,38 (CH),
124,65 (CH), 133,24 (C), 142,49 (C), 147,66 (C).

(1R,3S,52)-5-((E)-2-((1S,3aS,7aS)-hexahidro-1-((2S,4R)-tetrahidro-4-(2-hidroxi-2-metilpropil)-2-metilfuran-2-il)-
7a-metil-1H-inden-4(7aH)-iliden)etiliden)-4-metilenciclohexano-1,3-diol (B)
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HF-Py
Et;N, CH;CN

—_—
70%

TESO™ HO"

Compuesto B

Se afadié HF-Py (0,4 mL) a una solucién del compuesto 17 (117 mg, 0,17 mmol) en CH3CN (2,5 mL) y EtsN (1,5
mL). Después de 10 min, se sofocé la reaccion por la adicion de NaHCOj3; saturado (5 mL). Se extrajo la mezcla con
Et,O (2 x 20 mL). Las fases organicas reunidas se lavaron con NaCl saturado (25 mL) y H2O (25 mL), se secaron, se
filtraron y se concentraron a vacio. Se purifico el residuo por cromatografia rapida (SiO2, 1,5 x 11 cm, EtOAc al 50
%-hexanos) para dar el compuesto B (60 mg, 85 %, sélido blanco, punto de fusion: 96 °C). 1H-NMR---13C-NMR.
HRMS (FAB)

"H-NMR (250 MHz, CDCls, 8, ppm): 0,67 (s, 3H, CHa), 1,22 (s, 9H, 2 x CH3-C-OH, CHs-C-O-CHj-), 3,34 (dd, 1H,
J=8,5, 9,7 Hz, C-O-CH,), 4,11 (t, 1H, J=7,9 Hz, C-O-CH,), 4,22 (m, 1H, HC-OH), 4,44 (m, 1H, HC-OH), 4,99 (s, 1H,
H.C=C), 5,32 (s, 1H, H.C=C), 6,01 (d, 1H, J=11,3, =CH-HC=), 6,36 (d, 1H, J=11,3, =CH-HC=).

3C-NMR (62,89 MHz, CDCls, 8, ppm): 13,64 (CHa), 21,97 (CHy), 22,64 (CHy), 23,41 (CHy), 27,26 (CHs), 28,96 (CHy),
29,78 (CHs), 30,08 (CHa), 34,22 (CH) 40,64 (CHy), 42,79 (CHy), 45,11 (CHs), 46,00 (CHy), 46,36 (CH,), 46,36 (C),
56,50 (CH), 59,84 (CH), 66,80 (CH), 70,58 (C), 70,93 (CH), 74,97 (CH,), 85,10 (C), 111,62 (CH,), 117,38 (CH),
124,82 (CH), 133,08 (C), 142,72 (C), 147,65 (C).

Il. Ensayos in vitro
Materiales y métodos
Purificacion y cristalizacion

Se obtuvieron cristales del dominio de unién a ligando (LBD) de hVDR en complejo con los compuestos A y B
utilizando el mutante que carece de 50 residuos en el bucle que conecta la hélice H1 y H3, usado para resolver la
estructura del LBD de VDR unido a 1a,25(OH),D3 y varios ligandos sintéticos (10-12). Este mutante tiene las mismas
propiedades biolégicas (unién, transactivacion en varias lineas celulares, heterodimerizacién) que el LBD de VDR de
tipo natural (11). La purificaciéon y cristalizacion de los complejos de LBD de VDR humano con los nuevos ligandos
se llevaron a cabo utilizando el procedimiento descrito (11). EI LBD del VDR humano (residuos 118-427 A165-215)
se clond en el vector de expresion pET28b para obtener una proteina de fusion marcada con hexahistidina en N-
terminal y se sobreprodujo en E. Coli BL21 (DE3). Se cultivaron las células en medio LB y posteriormente se
indujeron durante 6 h a 20 °C con tio-B-D-galactésido de isopropilo 1 mM. La purificacion de la proteina incluyd una
etapa de cromatografia metalica de afinidad sobre una resina quelante de cobalto. Después de la separacion de la
marca por digestion con trombina, se purificé adicionalmente la proteina por filtracion en gel. El tampdn de proteina
final fue Tris10 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM, y ditiotreitol 5 mM. Se concentrd la proteina a 10 mg/mL y se incubd en
presencia de un exceso de 5 veces de los ligandos. Se evalud la pureza y homogeneidad de la proteina por SDS-
PAGE y Native-PAGE. Se obtuvieron cristales de los complejos a 4 °C por difusién de vapor en gotas pendientes. Se
utilizaron cristales de complejo LBD de VDR-1a,25(0OH), D3 para micro-siembra; las semillas de diluciones seriadas
se introdujeron en las gotas recientemente formadas. Las soluciones de reserva contenian Mes-KOH 100 mM y
sulfato de amonio 1,4 M a pH 6,0.

Recogida de datos de rayos X y determinacion de la estructura

Los cristales fueron crioprotegidos con una solucion que contenia la solucion de reserva mas dlicerol al 30 % y
PEG400 al 5 %, montada en bucles de fibra y se enfrio rapidamente en etano liquido a la temperatura del N2 liquido.
La recogida de datos de un unico cristal congelado se llevd a cabo a 100K en la linea de luz BM30 del ESRF
(Grenoble, France). Los cristales eran isomorfos y pertenecian al grupo espacial ortorrémbico P2:2124 con los
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parametros celulares unitarios que se especifican en la Tabla 1. Los datos fueron integrados y ordenados utilizando
el programa HKL2000 (13).

Tabla 1. Recogida de datos y estadistica de refinamiento.

Ligando Compuesto A Compuesto B
Longitud de onda 0,9794 A 0,9796 A
Grupo espacial P242124 P212124
Dimensiones de celdillas

A 45,014 45,06 A

B 51,37 A 51,46 A

C 132,24 A 132,13 A

Intervalo de resolucién (ultima concha)

Reflexiones Unicas

Completitud (ultima concha)

20-2,0 A (2,07-2,0)
21276
99,7 % (97,8 %)

20-1,8 & (1,86-1,8)
28589
99,5 % (97,3 %)

<1/5(1)> 30,2 (5,7) 26,7 (4,2)
@R-merge (Ultima concha) 0,062 (0,232) 0,061 (0,294)
°Raist 18,6 % 19,2 %
°Riibre 21,7 % 20,6 %
Rmsd de las longitudes de enlace 0,005 A 0,005 A
Rmsd de los angulos de enlace 1,05° 1,09°
Atomos de proteina que no son hidrégeno 2019 2019
Atomos de ligando que no son hidrégeno 32 32
Moléculas de disolvente 159 193
Factor B medio para los &tomos no hidrégeno

Proteina 23,2 A* 18,3 A*
Ligando 14,3 A* 14,1 A*
Disolvente 32,5 A% 28,1 A*

#R-merge: 2|lIn — <y >|/Zl.

bRcrist: >|Fo = F¢ |/ZF,, donde F, y Fc son las amplitudes del factor de estructura observadas y calculadas,
respectivamente.

°El valor Ripre S€ calculo a partir del 5 % de todos los datos que no se utilizaron en el refinamiento.

Rmsd: desviacion cuadratica media de la geometria ideal

Las estructuras cristalinas de los complejos LBD de VDR con el compuesto A y con el compuesto B se resolvieron
por reemplazamiento molecular utilizando la estructura conocida de LBD de VDR humano-1a,25(0OH),D3 como
modelo de partida y refinado a resolucién 2,0 y 1,8 A, respectivamente. Se utilizaron los mapas omit del modelo
atomico refinado de LBD de VDR para ajustar los ligandos a su densidad electrénica. Se utilizaron el escalado
anisotrépico y una correccion del disolvente a granel, y un refinamiento restringido del factor B atémico isotrépico.
Los factores de la temperatura media para los ligandos (14,3 &2 y 141 A? para los compuestos A y B,
respectivamente) fueron mas bajos que los de la proteinas (23,2 A? y 18,3 A? para el compuesto A y el compuesto B,
respectivamente).

Se llevaron a cabo ciclos alternados de refinamiento probablemente maximo y de ajuste del modelo para generar los
modelos finales de los complejos. Todos los datos se incluyeron en el refinamiento (sin limites &). Todos los modelos
refinados presentaron una quiralidad inequivoca para los ligandos y ningun resultado fuera de la representacion de
Ramachandran segun PROCHECK. Los modelos finales de complejos VDR-A y VDR-B contienen 255 residuos, con
ninguna densidad electronica clara para los dos primeros residuos de N-terminal y los cuatro ultimos residuos de C-
terminal, y pobre densidad electrénica para los residuos 375-377 en el bucle que conecta H9-H10. Los datos
cristalograficos se resumen en la Tabla 1. Se utilizaron los programas MOLREP (14), CNS-SOLVE (15), y O (16)
para el reemplazamiento molecular, el refinamiento estructural, y la construccion del modelo. Para la comparacion
de la estructura, se superpusieron las trazas Ca de los modelos utilizando los comandos Isq de O y los parametros
por defecto. Las figuras se generaron con Pymol (17).

Ensayo de transfeccion y transactivacion

El LBD de VDR humano se subcloné en el plasmido derivado pG4M como una proteina de fusién Gal. Se realizaron
experimentos de transfeccion transitoria para el analisis de la activacion de VDR en placas de 48 pocillos, utilizando
una técnica estandar de coprecipitacion con fosfato de calcio como esta descrita (11). Se sembraron células 293
EBNA (6,0 x 10* células por pocillo) y se incubaron durante 24 horas a 37 °C en medio Dulbecco (DMEM + 1 g/L de
glucosa), que contiene 10 % de FCS, gentamicina y 1 mg/ml G418 (geneticina). Se transfectaron transitoriamente
células 293 EBNA con 12,5 ng de plasmido Gal-4-LBD VDR, 10 ng de plasmido indicador UAS-TATA-luciferasa, y
37,5 ng de control interno PCH110 recombinante que expresa el plasmido -galactésido. Una vez que se incubaron
las células durante 8 horas a 37 °C, se reemplazé el medio y se afiadieron los compuestos en diluciones seriadas
optimizadas. Después de 20 horas a 37 °C, se lavaron las células con PBS y se recogieron en tampon de lisis
Passiv (Promega). Se analizaron los lisados de las células en cuanto a la actividad de luciferasa y B-galactosidasa.
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La actividad de luciferasa para cada muestra se normaliz6 a la actividad de B-galactosidasa. Se trataron las células
con 1a,25(0OH),D3, compuesto A, y compuesto B. Todos los experimentos se realizaron por duplicado.

Resultados y discusion
Nuevos analogos de cadena lateral

En las estructuras cristalinas de VDR complejado con varios ligandos (10-12), el ligando esta fuertemente unido al
receptor alrededor de los anillos A-, Seco B-, C- y D-. En contraste, la cadena lateral alifatica estd menos
constrefiida, permitiendo de este modo conformaciones alternativas de la cadena lateral para la 1a,25(0OH).Ds.

Dos epimeros, compuesto A y compuesto B, con estereoquimica opuesta en el C23 de un resto oxolano, se
sintetizaron como se ha descrito antes (Figura 1). Los experimentos preliminares de acoplamiento demostraron que
el compuesto A y 1a,25(0OH),D3 podrian adoptar una conformacion similar, y que atomos adicionales 021 y C28
realizan nuevos contactos de Van der Walls con el bolsillo de unién a ligandos (LBP). Por otro lado, el compuesto B
adoptar una conformacion diferente y podria inducir un cambio de la estructura de la proteina. Los datos
experimentales fueron necesarios para resolver ambos puntos.

Los ensayos de su actividad biolégica pusieron de relieve las diferencias esperadas. Los resultados de
transactivacion en los experimentos de transfeccion celular se muestran en la Figura 2.

A una concentraciéon 107'° M, el compuesto A indujo las actividades transcripcionales del VDR humano 12 veces
mas eficientemente que la 1a,25(0OH),Ds. Por otro lado, la 1a,25(0OH).;D3 y el compuesto B indujeron las actividades
transcripcionales del VDR humano con eficiencia similar.

Interacciones ligando-proteina

Los dos complejos adoptan la conformacion candnica de todas las estructuras previamente descritas de VDR unido
a ligandos agonistas. Las variaciones corresponden solamente a algunas cadenas laterales localizadas en la
superficie de la proteina. Cuando se compara con el complejo VDR-1a,25(OH),D3, los modelos atdmicos muestran
una r.m.s.d. sobre atomos de Ca de 0,23 A y 0,24 A para los complejos VDR-A y VDR-B respectivamente.

Los compuestos A y B adoptan una conformacion alargada, observada también en el complejo VDR-1a,25(0OH),Ds.
Para los tres complejos, la distancia entre 1-OH y 25-OH varia de 12,8 A a 13,1 A. Las interacciones entre la
proteina y los anillos A-, Seco B-, C-, y D- son idénticas. Los grupos hidroxilo forman los mismos enlaces hidrogeno,
1-OH con Ser-237 y Arg-274, 3-OH con Tyr-143 y Ser-278, y el 25-OH con His-305 y His-397.

En la estructura cristalina, la cadena lateral del compuesto A adopta una conformacion similar a la de 1a,25(0OH).D3
y por tanto forma todos los contactos observados previamente que contribuyen a contactos mas fuertes ligando-
proteina. Una nueva caracteristica cuando se compara con 1a,25(0OH),D3 es el contacto adicional de van der Waals
de 021 con Val-300, que esta también presente pero es mas débil en el complejo VDR-B. El estereoisémero B
adopta una conformacién diferente de la cadena lateral debida a la configuracién inversa en C23. C23 y C24 estan
0,6 Ay 1,2 A alejados de su posicién en el complejo del compuesto A lo que afecta a los respectivos contactos. En
consecuencia, las posiciones de C25, C26, C27 y 25-OH son también diferentes y la interaccion directa del
compuesto B con la hélice-12 de activacion es entonces mas débil (C27-Val-418 de 4,6 A ).

Relacién estructura-actividad

Las dos estructuras cristalinas proporcionan una explicacion sobre la potencia de transactivacién mas alta de un
diastereoisomero (compuesto A). En el caso del compuesto A, el anillo de oxolano estabiliza una conformacién que
imita la forma unida del ligando natural. El adopta la conformacién de semi bote energéticamente favorable que
permite que la cadena lateral se fije sin tensiéon adicional como se muestra en el angulo de enlace observado de
C23-C24-C25 (118°), similar al de 1a,25(0OH),D3 (121°). Se proporciona también estabilidad adicional por el contacto
adicional de van der Waals de 021 con Val-300.

Como para el compuesto B, los contactos adicionales de van der Waals con el LBP se compensan por la
conformacion planar energéticamente desfavorable de anillo de oxolano (los angulos de torsion de 021-C20-C22-
C23 y C20-C22-C23-C28 son -9° y -3°, respectivamente), enlace C23-C24-C25 mas amplio (124°), y la interaccion
mas débil de C27 con Val-418.

El nuevo anillo cumple dos funciones: (i) una fraccion mas grande del LBP es ocupada por el ligando dando lugar de
este modo a contactos adicionales estabilizantes, y (ii) la forma activa del ligando unido es favorecida por el
arrugamiento del anillo. Esta ultima caracteristica es equivalente a un factor de discriminacién que restringe el
conjunto de la conformacion del ligando a un nimero mas pequefio de muestras que hacen el proceso de unién mas
eficiente (6). La estabilizacion de una conformacién de union energéticamente favorable es equivalente a la
seleccién de un ajustador 6ptimo dentro de un conjunto y tiene claras ventajas entrépicas para un proceso de fijacion
inducido (18). Esto deberia afectar a la especificidad del ligando asi como a la cinética de unién.
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El presente andlisis sugiere una posibilidad de una mejora adicional de la potencia y de la especificidad del ligando.
Un modo facil de aumentar la estabilidad del complejo es llenar mas del bolsillo de unién al ligando y aumentar con
ello el numero de contactos entre la proteina y el ligando. Una metilacion en la posicién C2, por ejemplo, cumpliria
los requerimientos ya que la estructura cristalina de VDR en complejo con 1a,25(0OH).D3 muestra una cavidad vacia
en este lugar. De hecho se ha sintetizado un grupo metilo en C2a del compuesto y presenta una afinidad de unién
mas alta (19). La metilacion en la posicién C2a de los compuestos A y B debe aumentar el caracter superagonista
de los ligandos.

Ill. Experimentos in vivo

Se obtuvieron ratones machos C57BL/6J, de 6-7 semanas de edad, de Charles River Laboratories France
(I'Arbresle, France). Se mantuvieron todos los ratones en unas instalaciones de temperatura controlada (23 °C) con
un ciclo de 12 h de luz/oscuridad y se les dio libre acceso a los alimentos y al agua. Se alimentaron los ratones con
la dieta EQ12310 de UAR (Villemoison sur Orge, France), que contenia 16,8 % de proteinas, 73,5 % de
carbohidratos y 4,8 % de grasa. Los diferentes agonistas de VDR se disolvieron en aceite de sésamo y se
administraron por sonda oral a las dosis indicadas. Se dejaron los ratones en ayunas 4 h antes de recoger la sangre
para subsiguientes medidas de calcio, que se realizaron como esta descrito (1).

En un experimento inicial 12 ratones machos C57BL/6J recibieron por sonda durante 7 dias 2 pg/kg de
10,25(0H).D3, 2 ug/kg de compuesto A, o 2 ug/kg de compuesto B. A esta dosis todos los compuestos indujeron un
aumento de los niveles de calcio en suero que fue mas pronunciado para 1a,25(0OH),D3 y el compuesto A (Figura
3.1). Después se llevé a cabo una respuesta detallada a la dosis (0,2, 0,5, 1, y 2 ug/kg) tanto con 1a,25(0OH),Ds,
como con el compuesto A (Figura 3.,2). En este estudio los compuestos se administraron por sonda durante 4 dias
consecutivos. De forma interesante y consistente con los estudios de transfeccion, el compuesto A tuvo un efecto
mas débil sobre los niveles de calcio en suero, que solamente fue significativo a la dosis de 2 pg/kg, que el de la
10,25(0OH)2Ds3, que ya producia hipercalcemia a la dosis de 1 pg/kg.

Estos nuevos compuestos son agonistas de VDR prometedores con actividades calcémicas in vivo
significativamente mas bajas.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que presenta la siguiente férmula (1):

HO™ OH

R
! ()

en la que R1 representa un grupo seleccionado de un atomo de hidrégeno, un alquilo (C1-C+o) lineal o ramificado y
5 un alcoxi (C4-C+o), donde dicho grupo esta opcionalmente sustituido con al menos un grupo hidroxilo;

y en la que R representa

H
Z
CH:;uln.u
(IT)
donde Z representa
R, R
—(CH,)m (CH,)n OH
R
(1) "

10 en la que:

- Rz y Rs, idénticos o diferentes, representan un grupo seleccionado de H, un atomo de halégeno, un grupo
alquilo C4-C+o ramificado o lineal, alquenilo C,-C+o ramificado o lineal o alquinilo C,-C1o ramificado o lineal;

- R4 y Rs, idénticos o diferentes, representan un grupo seleccionado de H, un atomo de halégeno, un grupo
alquilo C4-Cg lineal o ramificado, alquenilo C,-C1o ramificado o lineal o alquinilo C>-C1o ramificado o lineal;

15 - mrepresenta un numero entero comprendido entre 0 y 5 inclusive; y
- nrepresenta un numero entero comprendido entre 0 y 5 inclusive,
estando dicho grupo alquenilo opcionalmente sustituido con un grupo arilo;

estando dicho grupo alquinilo opcionalmente sustituido con un grupo arilo o siendo seleccionado dicho grupo
alquinilo alternativamente de los grupos 3-(benciloxi)-prop-1-inilo y terc-butil-prop-2-inilcarbamato;
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y donde el término arilo incluye cualquier grupo aromatico que comprende de 5 a 14 atomos de carbono,
opcionalmente interrumpidos por uno o varios heteroatomos seleccionados de N, O, S o P (denominado, mas

especificamente, heteroarilo).

2. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que Rq representa un grupo seleccionado de H, CHs, (CH2)s0H o
O(CH2)30H.

3. Un compuesto segun las reivindicaciones 1 0 2, en el R representa:

H

CHallHlnl-

4. Un compuesto segun una de las reivindicaciones 1-3, enelque mes 0 o 1.
5. Un compuesto segun una de las reivindicaciones 1-4, en el que n es 0.

6. Un compuesto seguin una de las reivindicaciones 1-5, en el que Rz y R, idénticos o diferentes, representan un
grupo seleccionado de H, atomo de halégeno y un alquilo C1-C4 ramificado o lineal.

7. Un compuesto segun una de las reivindicaciones 1-6, en el que Rs y Rs, idénticos o diferentes, representan un
grupo seleccionado de H, un atomo de halégeno y un alquilo C1-C4 lineal o ramificado.

8. Un compuesto segun una de las reivindicaciones 1-7, en el que dicho compuesto es el estereocisémero especifico
segun la siguiente férmula (1V):

(Iv)
en la que R1 y R son como se han definido en cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

9. Un compuesto segun la reivindicacion 8, en el que R representa

s H ocn

E C26
N
I
a &[T [ o ason
I8, _,m oo

i
{
f

i

10. Un compuesto segun la reivindicacion 8, en el que R representa
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11. Un compuesto segun las reivindicaciones 9 o 10, en el que R+ representa un atomo de hidrégeno.

12. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones
precedentes y un soporte farmacéuticamente aceptable, opcionalmente en asociacién con otro agente activo.

13. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacién 12, para uso en el tratamiento de céncer, trastornos
dermatoldgicos, trastornos relacionados con la inflamacion, enfermedades autoinmunes, osteodistrofia u

osteoporosis.

14. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 12, para uso en el tratamiento de cancer de mama, de
prostata, de colon, leucemia, artritis reumatoide, artritis psoriasica, psoriasis, fotoenvejecimiento, esclerosis mduiltiple,
diabetes tipo |, osteoporosis de bajo recambio 6seo, osteoporosis inducida por esteroides, osteoporosis senil,
osteoporosis postmenopausica, osteomalacia u osteodistrofia renal.
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Compuesto A

Compuesto B

FIGURA 1
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