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@ Resumen:

Procedimiento de obtencion de “25-hidroxicetona de Win-
daus” que comprende la reaccién de Wittig-Horner.

La Vitamina D,, o ergocalciferol, es un analogo de la vita-
mina D. Se diferencia de la Vitamina D; por la presencia
de un doble enlace trans y un grupo metilo extra en la
cadena lateral. La presente invencion describe un proce-
dimiento de obtencién de la 25-hidroxicetona de Grund-
mann-Windaus (22E,24S)-de-A,B-25-Hidroxiergost-22-en-
8-ona, precursor de un extenso numero de anélogos de la
Vitamina D,, en una ruta que aplica la reaccion de Wittig-
Horner para generar el doble enlace trans y que utiliza
como compuesto de partida el diol de Inhoffen-Lythgoe
facilmente asequible a partir de la vitamina D2 comercial.
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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencién de “25-hidroxicetona de Windaus” que comprende la reaccién de Wittig-Horner.
Campo técnico de la invencion

La presente invencién se ubica en el sector de la biotecnologia, en concreto en el de la sintesis de proteinas y mas
en concreto en un nuevo procedimiento de sintesis del precursor de andlogos de la Vitamina D,. Dichos andlogos de
la Vitamina D, tienen aplicacion en la industria farmacéutica y en la de productos alimenticios.

Antecedentes de la invencion

La vitamina D es un heterolipido insaponificable del grupo de los esteroides. Es una provitamina soluble en grasas
y se puede obtener por transformacién del colesterol o del ergosterol propio de los vegetales con las radiaciones
solares.

La vitamina D es la encargada de regular el paso de calcio a los huesos. Por ello si falta los huesos empiezan a
debilitarse y a curvarse ocasionando malformaciones, osteomalacia y raquitismo, ademads de otros desérdenes. Ademas
representa un papel importante en el mantenimiento de 6rganos y sistemas por medio de la regulacién de los niveles de
calcio y fésforo en sangre, promoviendo la absorcidn intestinal de los mismos a partir de los alimentos y la reabsorcién
de calcio a nivel renal. Con esto contribuye a la formacién y mineralizacidn désea, siendo esencial para el desarrollo
del esqueleto.

La Vitamina D es una pro-hormona, no tiene actividad hormonal por s{ misma, pero se convierte en la hormona
activa 1@,25-(OH),-D a través de un mecanismo de sintesis muy regulado. Su produccién en la naturaleza requiere
de la presencia de rayos UV. La forma activa de la vitamina es el calcitriol que se sintetiza a partir de vitamina D, 6
D; por hidroxilaciones en el higado y en los rifiones. Como resultado de su actuacidn, se produce el mantenimiento
mencionado de los niveles de calcio y fésforo en los huesos y en la sangre con la asistencia de la hormona paratiroides
y calcitonina.

La 25-hidroxicetona de Windaus es un precursor del que se obtienen un gran niimero de andlogos de D,, y responde
a la férmula

Esta estructura muestra el doble enlace Cy,-C,; trans como elemento distintivo de la molécula. Conseguir esta
isomeria trans de C,,-C,; es la principal dificultad en cualquier ruta para obtencién del precursor.

La solicitud US 200917702 divulga un procedimiento de sintesis de la 25-hidroxicetona de Windaus a partir de
la Vit. D, por dos rutas diferentes. Ambas son un procedimiento de oxidacidn en un soporte oxidante de tipo silice y
alimina en presencia de un agente oxidante. No se refiere en la publicacién a la utilizacién de la reaccién de Wittig-
Horner y por tanto no afecta esta publicacién a la patentabilidad de la presente invencion.

Hanekamp describe la obtencion de la 25-hidroxicetona de Windaus con el hidroxilo Cg protegido a partir de la
Vit. D, (Hanekamp et al. “25-Hydroxidihydrotachysterol. An innovative Synthesis of a key metabolite of Dihydrota-
chysterol”, 1992, Tetrahedron, Vol. 48, No. 42, pp. 9283-9294). Para obtener el isémero trans del doble enlace hace
reaccionar el aldehido con un iluro en éter a -40°C, segtin la reaccion:
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Es decir, utiliza la reaccién de Wittig entre el aldehido y una sal de fosfonio. Las condiciones de reaccidn son por
tanto completamente distintas ya que la reaccién de Wittig-Horner requiere del aldehido y un 6xido de fosfina, tal
como describe la presente invencion.

El documento mds cercano de la técnica es la solicitud internacional WO 2006086608, que describe un procedi-
miento de sintesis de un derivado de una 25-dihidroxivitamina D,. Se describe un compuesto donde la tinica diferencia
con el compuesto de la invencién es que los dos carbonos C,, y C,4 estdn epimerizados. Sin embargo, la formacion del
doble enlace no se lleva a cabo mediante una condensacién de Wittig sino mediante una reaccién de “Julia” cldsica
usando amalgama de sodio, dando lugar a configuracién trans de interés, segtin la reaccién siguiente:

LAC
CHy CHy
> <
, oTES - OTES
PhO,S
OTES OTES

La reaccién de Wittig-Horner se describe en esta ruta en uno de los pasos pero aplicada a otro enlace, por lo que
la publicacién no puede anticipar ni sugiere el procedimiento de la presente invencion. Esta aplicada a la formacién
del sistema triénico por acoplamiento de la cetona de Grundman y del 6xido de fosfina del anillo A, que conduce al
analogo de Vit D, deseado, segtin el esquema siguiente:

F;?x
=pPPh
n-Bubi
—.—_—..,,N._h’

TBOMSO™

OTBDMS

El problema que se plantea por tanto en la técnica es conseguir una alternativa al método de obtencién de la 25-
hidroxicetona de Windaus a partir de la Vitamina D, realizado por la técnica, con mds eficiencia y evitando reactivos
téxicos y peligrosos, como la amalgama de sodio y mercurio que se utiliza en la Julia clésica. La solucién que propone
la presente invencién es una ruta a través de la reaccion de un 6xido de fosfina y del aldehido (2R)-2,3-dimetil-
3-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)butanal que permite la condensacién de Wittig-Horner, rindiendo exclusivamente el
alqueno trans.
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Descripcion de la invencion

El diol de Inhoffen-Lythgoe de férmula 2 es fiacilmente asequible a partir de la Vitamina D, comercial gracias a

una reaccién de ozonolisis reductora, segin el esquema

-

vitamina D,

HOY

El agente reductor es preferiblemente NaBH,. Esta reaccidn se realiza en dos etapas y ofrece un rendimiento
del 84%. Una realizacién de la presente invencion comprende incluir esta etapa previa al procedimiento objeto de

proteccion.

La invencidn es un procedimiento de obtencién del precursor de andlogos de la Vitamina D, de férmula 1, o de sus

sales o formas activas, que comprende:

- hacer reaccionar el compuesto de férmula 2 con yodo, imidazol y trifenilfosfina en THF, seguido de proteccién
del alcohol secundario para dar el compuesto de férmula 3, segiin el esquema siguiente:

4
,

OH

HO

2

R;O0

3

donde R1 es un grupo protector del alcohol, preferiblemente terciobutildimetilsilil (TBS) o tetrahidropirano
(THP). Esta reacci6n ofrece un rendimiento global del 97%.

En la presente solicitud se entiende por “grupo protector del alcohol” a aquel grupo o reactivo quimico que induce
una modificacién quimica del grupo alcohol donde se introduce eliminando su reactividad, con el fin de obtener
quimioselectividad en la reaccién quimica subsecuente.

- Hacer reaccionar el compuesto de férmula 3 con difenilfosfina y oxidar la fosfina obtenida para dar el compuesto

60

65

de férmula 4, segtin el esquema:

R10
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En una realizacién preferible esta oxidacion se realiza en presencia de agua oxigenada (H,0,). La reaccién
ofrece un rendimiento global del 95%.

- Hacer reaccionar el compuesto de férmula 4 con el aldehido de férmula 5 en un disolvente polar a temperatura

igual o inferior a -70°C en medio basico, para dar el compuesto de férmula 6.

Donde R2 es un grupo protector del alcohol independiente de R1, preferiblemente TBS o THP. En otra realiza-
cion preferible de la invencion, dicho medio polar es tetrahidrofurano (THF), y en otra realizacién mas, dicho
medio basico es butil litio (BuLi). Esta reaccién ofrece un rendimiento global del 98%.

- Hacer reaccionar el compuesto de férmula 6 con una base en un disolvente polar en condiciones de temperatura

creciente desde 0°C hasta temperatura ambiente (Ta) para dar el compuesto de férmula 7.

H
R40 7
R{0

En una realizacién preferible de la invencién dicho medio polar es THF. En otra realizacién preferible dicho
medio basico es hidruro sédico (NaH). En esta reaccion se obtiene tinica y exclusivamente el alqueno trans y
con un rendimiento del 55%.

- Desproteccién de los alcoholes protegidos del compuesto 7 para dar el compuesto de férmula 8.

En una realizacién preferible de la invencidn la desproteccion de los grupos alcohol se realiza en medio 4cido.

- Oxidacién de dicho diol de configuracién trans de férmula 8 para dar el compuesto de férmula 1, preferible-

mente en presencia de dicromato de piridinio (PDC) como agente oxidante.
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La obtencidn y el aislamiento de dicha configuracién trans en un procedimiento que resulta rentable representa la
principal ventaja tecnoldgica de la presente invencidn respecto de la técnica.

La etapa de la reaccién de Wittig-Horner entre el 6xido de fosfina y el aldehido quiral (2R)-2,3-dimetil-3-(tetra-
hidro-2H-piran-2-iloxi)butanal para obtener exclusivamente el doble enlace trans es la mas novedosa del procedimien-
to. De forma que una realizacién preferible de la invencidon es un procedimiento de sintesis del compuesto de férmula
1, o de sus sales o formas activas, que comprende hacer reaccionar directamente el 6xido de fosfina de férmula 4 y el
aldehido quiral (2R)-2,3-dimetil-3-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)butanal en un disolvente polar preferiblemente THF,
a temperatura inferior a -70°C en medio basico preferiblemente BuLi; seguido de hacer reaccionar dicho compuesto
de férmula 6 con una base preferiblemente Hidruro de sodio (NaH), en un disolvente polar preferiblemente THF, en
condiciones de temperatura creciente desde 0°C hasta Ta, para dar el compuesto de férmula 7, segin la reaccion:

- 1
: PPh, -

R,0
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donde R1 y R2 son dos grupos protectores de alcohol preferiblemente TBS o THP; seguido de desproteccion de
los alcoholes protegidos preferiblemente en medio 4cido, y oxidacién de dicho diol trans para dar el compuesto de

R0

férmula 1 preferiblemente en presencia de PDC como agente oxidante.

Con la intencién de mostrar la presente invencién de un modo ilustrativo aunque en ningtin modo limitante, se

aportan los siguientes ejemplos.

(Esquema pasa a pagina siguiente)

a
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Ejemplos
Ejemplo 1
Preparacion del aldehido 5 segtin el esquema siguiente

B MeMgBr, Et,0

HO\/:\(O . HOW((OH

OMe 12h 10
9 95%
PyvCl,pyridine
0°C, 16 h 97%
TsOH, DHP
: CH,Cl, _
: : 2h :
OTHP Vﬁ(
1 99% OH
11
93% | MeONa, MeOH
16 h
) TEMPO, BAIB )
: CH,Cl, E
HO Ox
\/W(OTHP %THP
13 2h 5
95%

Sintesis de 10

E MeMgBr, Et,O

: HO '
HO 0]
\/\f — \/\‘(OH
OMe 10
95%

A una disolucién de bromuro de metilmagnesio (49 mL; 148 mmol) en un matraz previamente flambeado, en
atmosfera de argén y en bafo de agua, se afiadid (S)-metil-3-hidroxi-2-metilpropanoato 9 (5 g; 42,32 mmol) gota a
gota previamente disuelto en 10 mL de Et,0, y se dejé en agitacién durante 1 h. Se afiadié HCI al 10% hasta un pH =
3 y se realizé un extraccion continua con éter etilico durante 24 h. Se secd la fase orgdnica con Na,SOy,, se filtrd y se
concentrd para obtener el compuesto 10 (4,7694 g; 95%) en forma de un liquido incoloro.

Rf=0,16 (50% AcOEt/hexano).
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RMN-'H (400 MHz, CDCL): 6, 4,48 (s ancho, 1H, OH); 3,61 (m, 2H, -CH,OH); 1,71 (m, 1H, -CHCH,); 1,14
(s, 3H, CH,C(OH)CHS,); 1,07 (s, 3H, CH,C(OH)CH,); 0,75 (d, 3H, J = 6,9 Hz, CH,CH-).

RMN-"C (400 MHz, CDCL): 6. 74,32 (CH;C(OH)CH;); 65,73 (-CH,OH); 43,73 (-CHCH;); 29,35 (CH,C
(OH)CHs); 23,83 (CH5C(OH)CH,;); 12,88 (CH5CH-).

SM (ET") (Im/z], %): 103,08 (IM-OH]"*, 59); 87,07 (IM-CH,OH]*, 8); 85,07 ((M-20H]*, 100); 82,08 (10); 71,06
(14); 70,08 ([M-CH,0,]%; 63); 67,06 (32); 60,06 (18).
HRMS (EI'): m/z 103,0759 calculado para sH,,O,, obtenido 103,0764.

Sintesis de 11

PivCl,piridina :
HO 0°C, 16 h PiVO.
OH \/\](OH
10 97% 11

A una disolucién del diol 10 (4,39 g; 37,25 mmol) con la de la piridina (10 mL) enfriada a 0°C se le anadi6 cloruro
de pivaloilo (5,5 mL; 44,69 mmol) y se dejé en agitacién durante 16 h. Se hidrolizé y se extrajo con Et,O. La fase
orgdnica se lavd sucesivamente con una disoluciéon de HCl al 10% (2x30 mL), H,O (2x30 mL) y una disolucién
acuosa de NaHCO; (2x30 mL). Una vez lavado se sec6 con Na,SO, seguido de filtrado y concentrado para obtener el
compuesto 11 (7,29 g; 97%) en forma de liquido incoloro.

Rf =0,5 (50% AcOEt/hexano).

RMN-'H (400 MHz, CDCL): 6y 4,18 (dd, 1H, J, = 4,8 Hz, J, = 10,9 Hz, -CH,); 3,85 (dd, 1H, J, = 7,4 Hz, J, =
10,9 Hz, -CH,); 1,79 (m, 1H, -CHCH;); 1,14 (s, 3H, CH;C(OH)CH,); 1,11 (s, 9H, CH;-terBu-); 1,10 (s, 3H, CH;C
(OH)CHs;); 0,90 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH;CH-).

RMN-C (400 MHz, CDCL,): 6. 178,52 (C=0); 72,04 (CH,C(OH)CH,); 66,55 (-CH,); 43,06 (-CHCH,); 38,66
(C-terBu-); 29,99 (CH,C(OH)CH.); 27,09 (CH;-terBu-); 26,14 (CH,C(OH)CH,); 12,74 (CH,CH-).

SM (EST") (Im/z], %): 226,14 ([M+Na+1]*, 11); 225,14 ((M+Na]*, 100); 185,15 ((M-OH]*, 5).
HRMS (ESI*): m/z 225,14613 calculado para C,;H»N,Os, obtenido 225,14612.

Sintesis de 12

TsOH, DHP
: CHCl E
PivO - 2h PivO -
11 99% 12

A una disolucién del alcohol 11 (39,24 g; 194 mmol) en CH,Cl, (30 mL) enfriado a 0°C, se le afiadi6 2,3-dihidro-
4H-pirano (DHP) (81,59 g; 970 mmol) y una cantidad catalitica de pTsOH (SIGMA-ALDRICH) en agitacion durante
2 h. Se le afiadi6 entonces una disolucién acuosa saturada de NaHCO; y se extrajo con CH,Cl,. La fase orgdnica se
secé con Na,SOy, se filtrd y se concentrd para obtener el compuesto 12 (55 g; 99%) en forma de un liquido incoloro.

Rf=0,71 (30% AcOEt/hexano).

RMN-'H (400 MHz, CDCL;): 6 4,76 (m, 2H, CH-THP); 4,27 (m, 2H, CH,0OC=0-); 3,85 (m, 4H, CH,O-THP,
CH,0C=0-); 3,41 (m, 2H, CH,O-THP); 1,84 (m, 4H, CH,CH-THP); 1,6 (m, 2H, CH-THP); 1,46 (m, 8H, CH,-
THP); 1,20 (s, 3H, CH;C(OTHP)CHs); 1,17 (s, 6H, CH;C(OTHP)CH,); 1,15 (s, 18H, CH;-terBu-); 1,13 (s, 3H,
CH,;C(OTHP)CH;); 0,94 (d, 3H, J = 6,9 Hz, CH;CH-); 0,92 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH;CH-).

8
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RMN-C (400 MHz, CDCL,): 5. 178,54; 187,57 (-OC=0); 93,04; 93,31 (CH-THP); 76,78 (CH,C(OTHP)CH.);
66,20; 66,29 (CH,0C=0-); 62,67; 62,85 (CH,O-THP); 42,50; 42,60 (-CHCHS,); 38,70 (C-terBu-); 32,22 (CH,CH-
THP); 27,16 (CH,-terBu-); 25,42; 25,46 (CH,-THP); 22.,65; 23,97; 24,07; 25,22 (CH,C(OTHP)CH,); 20,16; 20,32
(CH,-THP); 12,50; 12,62 (CH,CH-).

SM (EST) ([m/z], %): 310,2067 ((M+Na+1]*, 15); 309,20327 ([M+Na]*, 100).

HRMS (ESI*): m/z 309,2033 calculado para C,sH;,N,O,, obtenido 309,2036.

Sintesis de 13

MeONa, MeOH z

16 h
PivO._~ N HO\/Y
\/W(OTHP OTHP

12 03% 13

A una disolucién del compuesto 12 (57,28 g; 200 mmol) con MeOH (100 mL), se le afadié una disolucion de
NaOMe (21,07 g; 600 mmol) y MeOH (10 mL) y se dej6 en agitacién durante 16 h a temperatura ambiente. Se
afiadieron entonces 50 mL H,O, se elimin6 el MeOH en rotavapor y se extrajo con CH,Cl,. La fase orgdnica se seco
con Na,S0O,, se filtr y se concentré antes de ser purificada por columna de cromatografia (10% AcOEt/Hexano) para
obtener el compuesto 13 (37,626 g; 93%) en forma de liquido amarillo.

Rf =0,34 (30% AcOEt/hexano).

RMN-'H (400 MHz, CDCL): 6, 491 (m, 2H, CH-THP); 3,95 (m, 2H); 3,73 (m, 2H, -CH,OH); 3,63 (m, 2H,
-CH,OH); 3,47 (m, 4H, CH,O-THP); 1,88 (m, 6H, CH,CH-THP, -CHCH,); 1,51 (m, 8H, CH,-THP); 1,35 (s, 3H,
CH,C(OTHP)CH,); 1,29 (s, 3H, CH;C(OTHP)CH,); 1,27 (s, 6H, CH,C(OTHP)CH;); 1,21 (s, 3H, CH,C(OTHP)
CH,); 0,93 (d, 3H, J = 7,2 Hz, CH,CH-); 0,90 (d, 3H, J = 7,2 Hz, CH,CH-).

RMN-“C (400 MHz, CDCL): 6. 93,10; 93,36 (CH-THP); 80,72; 80,78 (CH,C(OTHP)CH,); 65,55; 65,61
(-CH,OH); 62.,85; 62,94 (CH,O-THP); 44,47; 44,54 (-CHCH,); 32,12; 32,13 (CH,CH-THP); 25,20 (CH,-THP);
20,90; 22,12; 24,97; 26,18 (CH,C(OTHP)CHS,); 20,22; 20,32 (CH,-THP); 12,90; 12,93 (CH,CH-).

SM (EST*) ([m/z], %): 226,15 ((M+Na+1]*, 7); 225,15 ([M+Na]*, 64); 221,16 (100); 203,52 ([M+1]*; 5); 200,75
).

HRMS (ESI*): m/z 225,14607 calculado para C,¢H3,N,O,, obtenido 225,14612.

Sintesis de 5

_ TEMPO, BAIB _
H CH-Cl> H
HO - Ox
13 2h 5
95%

A una disolucién del compuesto 13 (3,36 g; 16,62 mmol) en 10 mL de CH,Cl,, se afiadi6 diacetoxiyodobenceno
(BAIB) (5,89 g; 18,28 mmol) y una cantidad catalitica de 2,2,6,6-Tetramethylpiperidine-1-oxyl (TEMPO) (SIGMA-
ALDRICH) y se dej6 en agitacién durante 2 h. Se elimind el disolvente en rotavapor y se extrajo con Et,O. La fase
orgdnica se secO con Na,SO,, se filtr6 y se concentré antes de ser purificada por columna de cromatografia (5%
AcOEt/Hexano) para obtener el compuesto 5 (3,15 g; 95%) en forma de liquido incoloro.

Rf = 0,7 (30% AcOEY).

RMN-'H (400 MHz, CDCL): 6, 9,91 (d, 1H, J = 2,1 Hz, O=CH); 9,86 (d, 1H, J = 2,7 Hz, O=CH); 4,87 (m,
2H, CH-THP); 3,91 (m, 2H, CH,O-THP); 3,46 (m, 2H, CH,O-THP); 2,55 (dddd, 1H, CH,CH-THP); 2,47 (dddd, 1H,
CH,CH-THP); 1,66 (m, 2H, CHCH,); 1,51 (m, 8H, CH,-THP); 1,34 (s, 3H, CH,C(OTHP)CH.): 1,30 (s, 3H, CH,C
(OTHP)CH.,); 1,28 (s, 3H, CH,C(OTHP)CH,); 1,22 (s, 3H, CH,C(OTHP)CH,); 1,09 (d, 3H, J = 7 Hz, CH,CH-); 1,04
(d, 3H, J = 7 Hz, CH,CH-).
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RMN-C (400 MHz, CDCL): 6. 205,56; 205,90 (C=0); 93,25; 93,65 (-CH-THP); 76,74 (CH,C(OTHP)CH.,);

62,62; 63,07 (-CH,O-THP); 55,48; 55,78 (-CHCHs;); 32,10; 32,07 (CH,CH-THP); 25,35; 25,38 (CH,-THP); 22,94

24.24: 24,60; 25,91 (CH;C(OTHP)CHS); 20,06; 20,29 (-CH,THP); 9,26; 9,42 (CH,CH-).

Ejemplo 2

Obtencion de la 25-hidroxicetona de Windaus

1)

Vitamin D,

LiPPh,

1) O3, MeOH, Pyr

2) NaBH,

88%

2)

H>0,
95%

NaH, DMF

55%

H
TBSO

PDC

79%

Sintesis del diol de Inhoffen-Lythgoe (2)

<

HO

vitamina D

1) 15, PPhy

—_—

2) TBSCI
97%

1) HF, THF

TBSO H

2) TsOH

1-O3, MeOH, CH,Cl,

2-NaBH,, -78°C. .t.a.

84%

10

>
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Se afiadieron 30 mL de piridina a una disolucién de Vitamina D, (20 g, 50,4 mmol) en MeOH (250 mL) y CH,Cl,
(50 mL). Se purgd la disolucién resultante con O, y se enfri¢ hasta -78°C. Después de eso, se pasé una corriente
de ozono hasta que tomé color azul grisdceo (3 h). El exceso de ozono presente se purgd con corriente de Ar, y se
afiadi6 NaBH, (2 g, 52,86 mmol) en agitacién durante 2 h. Se afiadié de nuevo NaBH, (2,00 g, 52,86 mmol) y se dej6
reposar a temperatura ambiente. Se afladieron por ultima vez 2 g de NaBH, (16 g, 423 mmol) en agitacién durante 12 h
manteniendo la temperatura ambiente. Se eliminaron los residuos volatiles con rotavapor. Se acidific6 afladiendo HCI
al 10% y se extrajo con CH,Cl,. Se concentrd la fase organica y se cromatografio sobre silica gel (20% AcOEt/hexano)
para obtener el diol de Inhoffen-Lythgoe 2 (9,0239 g, 84%) en forma de sélido blanco.

RMN-'H (400 MHz, CDCL,): 6; 4,07 (s, 1H, CH-8); 3,61 (dd, 1H, J1 = 3,09 Hz; J, = 10,5 Hz, CH-22); 3,34 (dd,
1H, J1 = 6,7 Hz, J, = 10,5 Hz, CH-22); 2,03-1,96 (m, 3H); 1,88-1,78 (m, 3H); 1,63-1,39 (m, SH); 1,37-1,23 (m, 2H);
1,19-1,12 (m, 2H); 1,01 (d, 3H, J = 7,03 Hz, CH,-21); 0,94 (s, 3H, CH;-18).

RMN-C (400 MHz, CDCL,): 6 69,19 (CH-8); 67,70 (CH,-22); 52,95 (CH-14 6 17); 52,37 (CH-14 6 17); 41,86
(C-13); 40,23 (CH,); 38,25 (CH); 33,53 (CH.,); 26,67 (CH.); 22,59 (CH.); 17,41 (CH,); 16,65 (CH;-21); 13,58 (CH.-
18).

SM (EST") ([Im/z], %): 212 ([M]*, 2); 194 (34); 179 (33); 163 (18); 135 (36); 125 (54); 111 (100); 95 (63); 81
7).
HRMS (ESI*): m/z 235,1671 calculado para C,3H,4N,O,, obtenido 235,1668.

Sintesis del yoduro 14

1) I5, PPhg

2) TBSCI H
TBSO
97% 14

A una disolucién del diol 2 (0,19 mmol) en 5 mL de THF a 0°C, se le afiade imidazol (0,58 mmol), yodo (0,21
mmol) y trifenifosfina PPh; (0,19 mmol). Se agit6 durante 2 h a temperatura ambiente. Se afladié entonces una disolu-
cién acuosa saturada de NaHCO; y se extrajo con AcOEt. Se lavo la fase organica con una disolucién acuosa al 10%
de Na,S,0; se secé con Na,SO,, y después se filtré y se concentrd en rotavapor antes de purificacién en cromatografia
de columna (10% AcOEt/Hexano). Se disolvié el producto obtenido con 5 mL. de DMF y se afiadié imidazol (0,6
mmol), TBSCI (1 mmol) y una cantidad catalitica de 4-dimetilaminopiridina (DMAP, SIGMA-ALDRICH). Se agit6
durante 16 h a temperatura ambiente. Se afiadi6 entonces una disolucién acuosa saturada de NH,CL y se extrajo con
AcOEt. La fase orgénica se secé con Na, SOy, se filtré y se concentré antes de una nueva purificacién en cromatografia
de columna (10% AcOEt/Hexano).

Compuesto 14: liquido incoloro, Rf = 0,75 (30% AcOEt/hexano).

RMN-'H (400 MHz, CDCL,): 64 4,04 (m, 1H, CH-8); 3,34 (dd, 1H, J, = 2,1 Hz, J,= 9,3 Hz, CH,-22); 3,18 (dd,
1H, J1 = 5,1 Hz, J, = 9,3 Hz, CH,-22); 1,83 (m, 3H); 1,61 (m, 4H); 1,23 (m, 9H); 1,01 (d, 3H, J = 5,8 Hz, CH;-21);
0,95 (m, 12H, CH;-CH,Si, CH;-18); 0,56 (q, 6H, J = 7,8 Hz, CH,-Si).

RMN-"C (400 MHz, CDCL,): - 69,27 (CH-8); 56,04 (CH-14 o 17); 52,82 (CH-17 o 14); 42,11 (C-13); 40,47

(CH,); 36,46 (CH-20); 34,52 (CH,); 26,69 (CH,); 22,87 (CH,); 21,55 (CH,-22); 20,73 (CH,); 17,64 (CH;-21); 14,37
(CH5-18); 6,97 (CH5CH,-Si); 4,95 (CH;CH,-Si).
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Sintesis del oxido de fosfina 15

1) LiPPh,

2) Hy0,

15

T85O " 95% TBSO

A una disolucién de HPPh, (1,1 mmol) en 10 mL de THF a 0°C, se afiadié nBuLi (1,05 mmol) y se agité a
temperatura ambiente durante 30 m. Se enfri6 a -78°C y se afiadié una disolucién del yoduro 14 (1 mmol) en 5 mL de
THE. Se agit6 la mezcla dejando subir la temperatura hasta t.a y se dejoé reposar a temperatura ambiente durante 16 h.
A continuacién se afiadi6 agua, se eliminé el THF en rotavapor y se extrajo con AcOEt. La fase orgénica se lavé con
H,0, al 30%, se sec6 con Na,SO, y se filtrd, se concentrd y se sometié a una nueva purificacién en cromatografia de
columna (20% AcOEt/Hexano) para obtener el compuesto 15 con un rendimiento del 95%.

Compuesto 15: liquido incoloro, Rf = 0,33 (50% AcOEt/hexano).

RMN-'H (400 MHz, CDCL,): 6, 7,74 (m, 4H, H-Ph); 7,47 (m, 6H, H-Ph); 4,01 (d, 1H, J = 2,5 Hz, CH-8); 2,35
(m, 1H); 1,78 (m, 7H); 1,16 (m, 7H); 1,09 (d, 3H, J = 6,2 Hz, CH;-21); 0,92 (t, 9H, J = 7,9 Hz, CH;-CH,Si); 0,83 (s,
3H, CH,-18); 0,53 (q, 6H, J,= 7.9 Hz, J,= 15,6 Hz, CH,-Si).

RMN-"C (400 MHz, CDCL,): 6. 132,97; 133,93; 134,49; 135,45 (C-Ph); 128,46; 128,49; 128,58; 128,61; 130,46;
130,55; 130,84; 130,93; 131,35; 131,48 (CH-Ph); 69,29 (CH-8); 58,51 (CH-17); 53,13 (CH-14); 42,38 (C-13); 40,64
(CH,): 35,45; 36,16 (CH,-22); 34,52 (CH,); 31,55 (CH-20); 27,67 (CH,); 22,86 (CH.); 21,04 (CH-18); 17,56 (CH,);
13,31 (CHy-21); 6,93 (CH,CH,-Si); 4,91 (CH,CH,-S).

Sintesis de 16

1) n-BuLi
A O ? ]
H 145 2)
TBSO mTHP TBSO H
98%

A una disolucién del 6xido de fosfina 15 (0,29 mmol) en 5 mL de THE, se afiadié a -78°C n-BuLi 2,5 N (0,29
mmol) y se agit6 durante 30 m. A continuacion, se afladi6 una disolucién del aldehido 5 (0,32 mmol) en 5 mL de THF
y se agité durante 16 h. Después se afiadié agua y se extrajo con Et,O. La fase organica se secé con Na,SQO,, se filtré
y se concentr¢ antes de purificar en cromatografia de columna (40% AcOEt/hexano). Rendimiento 98%.

Sintesis de 17

[NER]

NaH, DMF

55%

H
TBSO
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A una disolucién del compuesto 16 (3,6 g; 5,06 mmol) en 10 mL de THF a 0°C, se le afladié NaH (60% dispersion
en aceite mineral; 0,29 g; 10,1 mmol) y se agit6 a temperatura ambiente durante 1 h. Se sometié a calentamiento a
reflujo a 90°C durante 24 h. Se enfrié a temperatura ambiente, se afiadi6 una disolucién saturada de NaCl y se extrajo
con AcOEt. La fase orgdnica se secé con Na,SO,, se filtré y se concentrd antes de purificar en cromatografia de
columna (10% AcOEt/hexano) para obtener el compuesto 17(1,37 g; 55%).

Compuesto 17: liquido amarillo, Rf = 0,7 (30% AcOEt/hexano).

Sintesis de 8

17 2) TsOH, MeOH

TBSO H

A una disolucién del compuesto 17 (4,769, 9,68 mmol) en THF (40 mL), se le afiadi6 gota a gota una disolucién
acuosa de HF (48%, 90 gotas) en agitacién durante 6 h a temperatura ambiente. Después de concentrar, se le anadio
una disolucién saturada de NaCl, y la mezcla resultante se extrajo con CH,Cl,. El extracto se secé con Na,SO,, se
filtr6 y se concentrd. El residuo se disolvié en MeOH (40 mL), se le afiadié pTsOH (0,9203 g, 4,84 mmol) y se dejo
en agitacioén durante 18 h a temperatura ambiente. Se afladié entonces una disolucién saturada de NaCl y la mezcla
se extrajo con CH,Cl,. El extracto se secd con Na,SO,, se filtr6 y se concentrd. El residuo se purificé en columna de
cromatografia de silica gel (5% EtOAc/hexano) para dar el compuesto 8 (2,139 g, 75%) en forma de sélido blanco.

Compuesto 8: Rf = 0,3 (30% AcOEt/hexano).

RMN-'H (400 MHz, CDCL;): 6, 5,33 (m, 2H, CH-22, CH-23); 4,09 (s, 1H, CH-8); 2,07 (m, 3H); 1,77 (m, 3H);
1,41 (m, 11H); 1,18 (s, 3H, CH;-27 6 28); 1,15 (s, 3H, CH;-27 6 28); 1,02 (m, 6H, CH;-21, CH-26); 0,97 (s, 3H,
CH;-18).

RMN-2C (400 MHz, CDCL,): 5c 138,90 (CH-23); 129,08 (CH-22); 72,33 (C-25); 69,12 (CH-8); 56,28 (CH-14 6
17); 52,68 (CH-17 6 14); 48,05 (CH-24); 41,77 (C-13); 40,32 (CH,); 39,81 (CH-20); 33,51 (CH,); 27,63 (CH,); 26,83
(CH;-26 6 28); 26,48 (CH;3-26 6 28); 22,53 (CH,); 20,62 (CH;-27); 17,45 (CH,); 15,58 (CH3-21); 13,71 (CH;-18).

IR (NaCl, U (cm™)): 3463; 2964; 2875; 1710; 1457; 1375; 1306; 1213; 1136; 1056.

SM (EIY) (Im/z], %): 276,25 (IM-H,O]*, 1); 261,22 ([M-20H]*, 1); 236,22 ([M-C;H,;0]*, 2); 218,20
([M-C;H30,]*, 6); 189,16 ([M-CsH,0O,]*, 7); 180,15 ([M-C;H;;0]*, 7); 163,14 ([M-C;H,0,]*, 36); 135,10
(IM-CoH,30,]", 100); 82,07 ([M-C3H»;,0,]", 86).

HRMS (EI*): m/z 315,22941 calculado para C;yH3,N,O,, obtenido 315,22945.

Sintesis de 1

PDC, CH,Cl,

t.a., 16h

79%

13
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A una disolucién del diol 8 (2,126 g, 7,22 mmol) en CH,Cl, (10 mL), se le afiadié PDC (5,4 g, 14,44 mmol) y
se dejo en agitacion durante 14 h a temperatura ambiente. Se afiadié entonces Et,O (20 mL) en agitacién durante 1
h. La mezcla resultante se filtré en celita, se concentrd y se purificéd en columna de cromatografia de silica gel (10%
EtOAc/hexano) para obtener el compuesto 1 (1,7 g, 79%) en forma de sélido blanco.

Compuesto 1: Rf = 0,33 (30% AcOEt/hexano)

RMN-'H (400 MHz, CDCL,): 64 5,29 (m, 1H, CH-22, CH-23); 2,43 (m, 1H); 1,07 (m, 7H); 1,59 (m, 6H); 1,27
(m, 1H); 1,12 (s, 3H, CH;-27 6 28); 1,09 (s, 3H, CH;-27 6 28); 1,02 (d, 3H, J = 6,75 Hz, CH;-26); 0,96 (d, 3H, J =
6,75 Hz, CH;-21); 0,61 (s, 3H, CH;-18).

RMN-"C (400 MHz, CDCL,): 6. 211,92 (C-8); 137,95 (CH-23); 129,85 (CH-22); 72,28 (C-25); 61,94 (CH-14 6
17); 56,26 (CH-17 6 14); 49,74 (C-13); 48,06 (CH-24); 40,91 (CH,); 39,89 (CH-20); 38,79 (CH,); 27,73 (CH,); 26,35
(CH;-26 6 28); 26,60 (CH;-26 6 28); 24,03 (CH,); 20,87 (CH5-27); 19,03 (CH,); 16,31 (CH,); 15,54 (CH;-21); 12,68
(CH;-18).

SM (EST*) ([m/z], %): 315,23 ((M+Na]"*, 33); 293,13 ([M+1]%, 5); 275,23 (IM-OH]", 65); 257,23 (100).

HRMS (ESI*): m/z 315,2296 calculado para C;yH;,N,O,, obtenido 315,2294.

14
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién del precursor de andlogos de la Vitamina D, de férmula 1, o de sus sales o formas
activas, que comprende

Ho 2

con yodo, imidazol y trifenilfosfina en THF, seguido de proteccién del alcohol secundario para dar el
compuesto de férmula 3, donde R1 es un grupo protector del alcohol;

///:

- hacer reaccionar el compuesto de férmula 3 con difenilfosfina seguido de oxidacién de la fosfina obtenida
para dar el compuesto de férmula 4;

15
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- hacer reaccionar el compuesto de férmula 4 con el aldehido de férmula 5

en un disolvente polar a temperatura igual o inferior a -70°C en medio bdsico para dar el compuesto de
férmula 6, donde R2 es un grupo protector del alcohol independiente de R1;
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- hacer reaccionar el compuesto de férmula 6 con una base en un disolvente polar en condiciones de tempe-
ratura creciente desde 0°C hasta Ta, para dar el compuesto trans de férmula 7;

- oxidacion del diol de configuracién trans de férmula 8 para dar el compuesto de férmula 1.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende la etapa previa de ozonolisis reductora de la Vitamina

D, para dar el compuesto de férmula 2.

3. Procedimiento segtin la reivindicacién 2, en que dicha ozonolisis reductora de la Vitamina D, se realiza en

presencia de NaBH, como agente reductor.

HO

AN

16
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4. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en que dicha oxidacién de la fosfina en la obtencién
del compuesto de férmula 4 se realiza en presencia de H,0O,.

5. Procedimiento de obtencién del precursor de andlogos de la Vitamina D, de férmula 1, o de sus sales o formas
activas, que comprende:

- hacer reaccionar el 6xido de fosfina de férmula 4 y el aldehido quiral (2R)-2,3-dimetil-3-(tetrahidro-2H-
piran-2-iloxi)butanal a temperatura inferior a -70°C en un disolvente polar y en medio basico para dar el
compuesto de férmula 6;

- hacer reaccionar dicho compuesto de férmula 6 en un disolvente polar con una base en condiciones de
temperatura creciente desde 0°C hasta Ta, para dar el compuesto de férmula 7, segtin la reaccion:

H
RO

donde R1 y R2 son dos grupos protectores de alcohol;

- desproteccién de los alcoholes y oxidacion de dicho diol trans para dar el compuesto de férmula 1.

6. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en que dicho disolvente polar es THF.

7. Procedimiento segtn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en que dicho medio bésico en la reaccién de
obtencién del compuesto de férmula 6 es BuL.i.

8. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en que dicha base en la reaccion de obtencién del
compuesto de féormula 7 es NaH.

9. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en que la desproteccion de los alcoholes protegidos
se lleva a cabo en medio acido.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en que dicha oxidacién del diol trans en la
obtencién del compuesto de férmula 1 se realiza en presencia de PDC como agente oxidante.

11. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en que dichos grupos protectores de alcohol
R1y R2 son TBS o THP.

17
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201001363

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 FALL, Y. et al. Tetrahedron Letters 2000, Vol. 41, pp. 7337-7340 2000

D02 GAO, L.-J. et al. “European Journal of Organic Chemistry 2000, 2000
Volumen 15, pp. 2755-2759

D03 HANEKAMP, J.C. et al. Tetrahedron 1992, Vol. 48, N° 42, 1992
pp. 9283-9294

D04 CHAPELON, A.-S. et al. Tetrahedron 2007, Vol. 63, 31.08.2007
pp. 11511-11616

2. Declaracion motivada segin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencién es un procedimiento en varias etapas para la obtencion del precursor de analogos de la vitamina
D2, de formula 1, que utiliza como producto de partida el diol de Inhoffen-Lythgoe 2, que a su vez se puede obtener a partir
de la propia vitamina D2.

El documento D01 divulga un procedimiento para la sintesis de la 25-hidroxicetona de Windaus-Grundmann a partir del diol
de Inhoffen-Lythgoe (6) (compuesto 2 de la invencion), precursor del aldehido 4, que se somete a una reaccion de Wittig con
el iluro 3. La orientacion de la reaccion es la inversa a la del procedimiento de la invencioén, es decir, el grupo aldehido se
encuentra unido al esqueleto de la molécula y el fosforano o derivado porta la cadena lateral (ver pagina 7337, resumen;
pagina 7338, esquema 1; pagina 7339, esquema 4).

El documento D02 divulga un procedimiento en varias etapas para sintesis de la-hidroxivitamina D5 (2) a partir de vitamina
D2, que utiliza una secuencia de olefinacion de Julia entre una fenilsulfona de féormula 5 y el aldehido 7 (ver pagina 2755,
resumen; pagina 2756, esquema 1). De esta forma se llega una cetona 8, que por reaccion de Wittig-Horner con el derivado
de fosforo 9 da lugar al derivado final de vitamina D2 (2).

El documento D03 divulga un procedimiento para la sintesis de 25-hidroxidihidrotaquisterol, 16 a partir de vitamina D2, en el
que la 25-hidroxicetona de Windaus-Grundmann aparece como intermedio (ver pagina 9283, resumen; pagina 9286,
esquema 3). El procedimiento incluye una primera etapa de ozonolisis, seguida de reduccién con NaBH, (idéntica a la etapa
a de la invencion), que da lugar al dihidroxiderivado 6 (compuesto 2 de la invencién) (ver pagina 9284, esquema 2). La
construccion de la cadena lateral se lleva a cabo a través de una reaccion de Wittig entre el aldehido 9 (derivado del alcohol
6) y la sal de fosfonio adecuada 1.

El documento D04 divulga una revisién sobre sintesis enantioselectiva de esteroides, que entre los que se encuentran
algunos derivados de vitamina D. Algunas de las aproximaciones incluyen reacciones de Wittig o de Wittig-Horner para la
elaboracioén de la cadena lateral, pero, en general, como ocurre con los documentos anteriores, la orientacion de la reaccion
es la inversa a la del procedimiento de la invencion (ver, por ejemplo, pagina 11522, esquema 24; pagina 11538, esquema
70).

Los documentos citados muestran sélo el estado de la técnica del campo al que pertenece la invencion. Ninguno de ellos,
tomado solo o en combinacién con los otros, divulga ni contiene sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto en la
materia hacia un procedimiento de obtencién del compuesto de férmula 1 como el de la invencién, que utiliza como producto
de partida el diol de Inhoffen-Lythgoe 2, y que se basa en la reaccion tipo Wittig entre el 6xido de difenilfosfina 4 y el
aldehido 5.

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-11 reune los requisitos de novedad y actividad inventiva
recogidos en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes.
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