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Analogos sintéticos manésidos fosfatidil-mio-inositol con actividad inhibidora de la respuesta inflamatoria
Descripcion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos derivados sintéticos de fosfatidil — mioinositol mandsidos
(denominado en adelante PIM), a su procedimiento de preparacion y utilizacion en la prevencion o al tratamiento de
una enfermedad asociada a la sobreexpresion de citoquinas o de quimioquinas, en particular TNFy /o IL —12.

La invencion se refiere también a una composicién farmacéutica que comprende al menos un derivado sintético
de PIM.

En la descripcidon a continuacion, las referencias entre corchetes [ ] remiten a la lista de referencias presentada
al final del documento.

Estado de la técnica

La inhibicién de la expresiéon de las citoquinas proinflamatorias como el TNF y la interleucina 12p40
(denominada en adelante como IL — 12) involucradas en las numerosas respuestas inflamatorias, constituye una
necesidad médica real.

Las indicaciones relacionadas con la expresion de estas citoquinas incluyen enfermedades inflamatorias,
alérgicas y autoinmunes como la artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn, la esclerosis multiple, la psoriasis, la
diabetes mellitas, el lupus eritematoso, el choque séptico y las inflamaciones pulmonares y agudas.

Las moléculas utilizadas normalmente en estas indicaciones son esteroides. Numerosos agentes bloqueantes
como el TNF (anticuerpos o receptores solubles) se han comercializado desde el 2000. Cuatro tipos de moléculas
inhiben la secrecion de la IL — 12 cuyos anticuerpos son objeto de la patente / solicitud de patente [1].

Sin embargo, los esteroides tienen efectos secundarios que limitan la aplicacion. Los anticuerpos monoclonales
o receptores solubles son proteinas costosas que requieren inyecciones subcutaneas. Ademas, estos anticuerpos
pueden tener efectos no deseables en la resistencia a las infecciones, como se ha demostrado para los anticuerpos
anti TNF que pueden inducir la reactivacion de la tuberculosis latente. El acido hialurénico descrito como inhibidor de
la produccion de la IL — 12, tiene un peso molecular muy elevado, no esta molecularmente definido y es dificiimente
sintetizable [2].

Existe por tanto una necesidad médica real para encontrar nuevos inhibidores de citoquinas proinflamatorias
como el TNF y la IL — 12 que palie estos defectos.

Los fosfatidil — mioinositol manésido (denominados en adelante PIM), son los precursores de lipoglicanos
complejos como, por ejemplo, los lipoarabinomananos (LAM) y los lipomananos (LM), extraidos de las paredes de
las micobacterias. Segun su estructura, los PIM pueden tener diferentes actividades inmunomoduladoras.

Los PILAM, proceden de una especie avirulenta de rapido crecimiento como las M. smegmatis, moléculas
proinflamatorias que estimulan la produccion del TNF y de la IL — 12. En cambio, los LAM cubiertos con residuos de
manosilo (ManLAM), proceden de las micobacterias de lento crecimiento como las M. tuberculosis y la M. bovis
BCG, moléculas antiinflamatorias capaces de inhibir la produccion de la IL — 12 y el TNF y capaces de aumentar la
produccioén de la IL — 10 por las células dendriticas o por las lineas monociticas. [8].

Los PILAM, estimulan los macroéfagos a través de los receptores Toll-like (TLR) — 2, receptores implicados en la
inmunidad innata y estimulan la via de sefializacion del NF — kB [9]. Se atribuyen los efectos antiinflamatorios de
ManLAM a su enlace con los receptores de manosa [10] o a DC-SIGN [11].

Los LM, precursores biosintéticos de los LAM, estan compuestos por un esqueleto de hidratos de carbono con
un nucleo constituido de D — manosa y un punto de anclaje de fosfatidilinositol manésido (denominado en adelante
PIM) en el extremo reducido manana del dicho nucleo. Los LM estan desprovistos del dominio D — arabinano y de
cofias encontradas en los LAM [12]. Los LM son proinflamatorios pero los inventores han descrito recientemente que
los LM de diferentes origenes bacterianos, incluyendo a la M. bovis BCG, la M. tuberculosis, la M. chelonae y la M.
Kansasii, también presentan importantes propiedades antiinflamatorias [13]. En particular, los LM tri- y tetra —
acilados de Mycobacterium bovis BCG inducen a la estimulacion de los macréfagos y la expresion de citoquinas
proinflamatorias a través de TLR2, de TLR4 y de la proteina adaptadora MyD88 [14], mientras que los LM diacilados
y, hasta un cierto nivel los LM triacilados, inhiben la produccién de las citoquinas inflamatorias por los macréfagos
estimulados a través de la via TLR4, independientemente de la TLR2 [15]. Por lo tanto, el grado de acilacién influye
en el efecto modulador de los LM de M. bovis. Los autores propusieron que la acilacion diferencial de los LM de la
pared miobacteriana puede representar un medio adicional para regular la respuesta inflamatoria del huésped.
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Los PIM son moléculas de bajo peso molecular (aproximadamente 1.000 — 2.500) generalmente con 1 a 4
cadenas aciladas, un residuo fosfatidil — mioinositol y 1 a 6 residuos de manosa. Por lo tanto, los PIM naturales
pueden presentarse en diferentes formas con un nimero variable de residuos de manosa y acilo.

Entre los PIM naturales, los fosfatidil — mioinositol dimandsido (denominado en adelante PIM,) y fosfatidil —
mioinositol hexamandsido (denominado en adelante PIMs) son los mas comunes en la Mycobacterium bovis BCG y
en la Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Se muestra en la Figura 1 un ejemplo de estructura de PIMs en su estado
natural. Se tiene en cuenta que en estas estructuras naturales, los residuos de manosilo son transportados por el D
— mioinositol en las posiciones 2 y 6.

Se han atribuido recientemente numerosas funciones a los PIM.

Se ha demostrado que los PIM son los agonistas de TLR2 [3] y son reconocidos por las células T CD4 CD8 a/
B humanas en el contexto de las células que presentan antigenos que expresan CD1b [4]. Se establecid la
interaccion de la alta afinidad entre las proteinas CDb1 y las cadenas laterales aciladas de PIM; [5]. La fraccion
fosfatilidinositol parece desempefiar un papel central en el proceso de enlace de los PIM a las proteinas CD1b. Por
otra parte, se ha demostrado que los PIM; pueden aumentar el reclutamiento de células NKT ( Natural Killer T cells),
que desempefian un papel crucial en la respuesta granulomatosa [6], [7].

Se ha descubierto que las cepas de Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium tuberculosis H37Rv y
Mycobacterium smegmatis 607 contenian esencialmente dos familias de PIM, los dimanésidos (PIM,) y
hexamandsidos (PIMs) [7]. Se observan PIM;, PIMs, PIMs y PIMs en cantidades reducidas que sugieren que estos son
los intermediarios biosintéticos. Se sintetizan los PIM a partir del fosfatilidinositol por adicién secuencial de residuos
de manosa en posiciones especificas. Se conocen ahora los tres genes que codifican las manosil transferasas
implicadas en la adicién de tres primeras unidades de a — Manp. La etapa de iniciacion, catalizada por la enzima
pimA [16], consiste en la transferencia de un residuo a — Manp al mioinositol del fosfatilidinositol para formar PIM+_La
adiciéon de un segundo residuo a — Manp al — inositol del fosfatilidinositol para formar PIM. ' esta catalizado por la
enzima pimB [17]. La elongacién se produce gracias al pimC [18] para crear PIM3 por adicion de un tercer residuo a
— Manp.

Se han purificado y caracterizado diferentes formas aciladas de PIM, en particular las de PIM; y PIMg [7]. Se
han descrito cuatro principales formas aciladas (mono — o tetra — aciladas) para PIM;y PIMs (AC1 - a AC4— PIM2 y
PIMe ; véase la Tabla 1). Se ha puesto igualmente en evidencia su actividad biolégica consistente en la estimulacion
de macrdéfagos para producir citoquinas.

Tabla 1: Formas principales aciladas de PIM¢ puestas en evidencia M. bovis BCG.

miz Fragmento Gro Manp Myo- 9%
Acilo Ins
1 2 B 3
AG1P|M5 1543.6 Cm C"IE
1685.7 Cig Cio
ACQP'MB 1781.8 G"IE, Cig Cig Cig 35
1823.9 Cis,C1o Ci Cig 65
AcsPIMg 20621 2C15 Cig Cig Cig Cis 100

AcsPIMs  2300.3 3Cq,C1a Cis Cig Cis Cwe 56
23424 2C, 2C1s Cig  Cis Cis Cro 44

Se ha determinado la abundancia relativa de las diferentes especies para cada forma acilada a partir de la
integracion de las sefales monoisotdpicas correspondientes [19].

Los inventores han mostrado previamente que PIM2 y PIMs inducen una activacion reducida de macréfagos
para secretar TNF por TLR2 y el adaptador MyD88, cualquiera que sea su estructura acilada [7], [19].

Sin embargo, como los PIM son los precursores de LM, y en vista de la reciente demostracion de los
inventores, segun la cual el LM diacilado y triacilado posee un efecto antiinflamatorio fuerte, han determinado que,
algunos PIM naturales, incluyendo los PIMg di — y tri — acilados, son los inhibidores de la liberacion por los
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macrofagos de citoquina proinflamatoria. Este trabajo es objeto de la solicitud de patente francesa N° 06 / 10136
publicada el 20 de noviembre de 2006 con el nimero FR 2908658.

Se han descrito las sintesis totales de PIM, y PIMs [20]. Los inventores ya han realizado la sintesis de los PIM;
diacilados y han mostrado la inhibicion de la liberacion de citoquinas proinflamatorias.

Como se ha indicado anteriormente, existe una necesidad médica real para descubrir nuevos inhibidores de
citoquinas proinflamatorias como el TNF y la IL — 12 para paliar los defectos, inconvenientes y obstaculos de los
inhibidores del trabajo anterior como los esteroides o los anticuerpos monoclonales.

Los derivados sintéticos de PIM pueden constituir una alternativa interesante para responder a esta necesidad.

Asi pues, existe por lo tanto, una necesidad real de nuevos derivados sintéticos de PIM que sean a la vez
faciles de sintetizar, de aplicar y que posean un bajo coste, que tengan propiedades inhibidoras de la expresion de
citoquinas proinflamatorias o incluso superiores a los inhibidores del trabajo anterior.

Descripcion de la invencion

La presente invencion tiene precisamente como objetivo responder a esta necesidad proporcionando nuevos
compuestos de férmula general. (1):

Hg 21
""HD D.--"’
O Q Y
R A
X
|
2 Y
I

en la que:

* Ry y R, representan, independientemente el uno del otro, un atomo de hidrégeno, un radical alquilo Cy —
C20, un radical acilo C4 — Cy, siendo entendido siempre y cuando uno de los sustituyentes Ry 0 Rz sea un
atomo de hidrégeno y el otro sustituyente sea diferente al de hidrogeno;

= Z, y Z, representan, independientemente el uno del otro, un atomo de hidrégeno, al menos un azucar
seleccionado del grupo formado por manosa, glucosa, y galactosa siendo entendido siempre y cuando uno
de los sustituyentes Z1 0 Z, sea un atomo de hidrégeno y el otro sustituyente sea diferente al de hidrégeno;
= Q representa a — OP (0);0 -, - OCO; -, NHCO; -, NHCONH -;

= Y representa un atomo de hidrégeno, un radical hidroxilo, un radical alcoxi en C; — Cs — (CH2), — OH
donde n es un numero entero igual a 1, 2 o 3, siendo entendido siempre y cuando Y sea un radical
hidroxilo; y Z1 y Z, no representen a los dos grupos de un atomo de hidrégeno;

= A representa — CH; -;

= X representa un atomo de hidrégeno;

= 0 Ay X forman una enlace para conducir a un ciclo de 6 eslabones en el que

. A representa un — CH-,

. X representa un - CHz -, - CH (OH) -, un atomo de oxigeno, un —NR3 — en el que R3 es un atomo de
hidrégeno, un radical alquilo en C; — C¢ 0 un radical acilo en C1 — Cy, siendo entendido siempre y
cuando

. Ay X formen un enlace para conducir a un ciclo de 6 eslabones,

. X =-CH (OH) -,

. Z1 y Z, representen, independientemente el uno del otro, al menos un azicar seleccionado del
grupo formado por manosa, glucosa y galactosa el ciclo de 6 miembros tenga una configuracion
mioinositol con Z; o Z en posicidon 1 y representen, al menos un azicar o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables.
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En el contexto de la invencion, se entiende por mioinositol la siguiente estructura con numeracion indicada
segun las recomendaciones de la International Union of Biochemistry (1988).

myo-Inositol

Segun un método de realizacion de la invencion, los compuestos de la invencion en los que A y X forman un
enlace para conducir a un ciclo de 6 eslabones, pueden tener la formula (la)

HE Z‘
. o D..f""
D\)\/ﬁ N
R, - T g
X
]
Z, Y
(1a)

en la que:

* R1yRy Z1yZ;QeY son aquellos definidos anteriormente;

= Arepresenta — CH-;

= Xrepresenta un — CH -, - CH (OH) -, un atomo de oxigeno, un —NR3; — en el que R3 es un atomo de
hidrégeno, un radical alquilo en C1 — Cg 0 un radical acilo en C1 — Cyy,

siendo entendido siempre y cuando

e X=-CH (OH) -,

e Y =-0H, y

e Z1 y Z, representen, independientemente el uno del otro, al menos un azlcar seleccionado del grupo
formado por manosa, glucosa y galactosa el ciclo de 6 miembros tenga una configuracion mioinositol con Z,
0 Z; en posicion 1y representen,

al menos un azucar o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Un ejemplo de este método de realizacidon puede ser un compuesto en el que A y X forman un enlace para conducir
a un ciclo de 6 eslabones en el que

R1 y R2 representan, independientemente uno del otro, un radical acilo en C1 — C20;
Z1 representa un atomo de hidrégeno;

Z2 representa la manosa;

Q representa a— OP (0)20 -;

A representa — CH -;

X representa un - CH (OH) -,

Y representa un radical hidroxilo;

El ciclo de 6 eslabones tiene una configuracion mioinositol con Z1 0 Z2 en posicion 1

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
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Otro ejemplo de este método de realizacion puede ser un compuesto en el que A y X forman un enlace para
conducir un ciclo de 6 eslabones, dicho compuesto puede ser un compuesto en el que

R1 y R2 representan, independientemente el uno del otro, un radical acilo en C1 — C20
Z1 representa la manosa;

Z2 representa un atomo de hidrégeno;

Q representa a— OP (0)20 -;

A representa — CH -;

X representa un - CH (OH) -,

Y representa un radical hidroxilo;

El ciclo de 6 eslabones tiene una configuracién mioinositol con Z1 en posicién 1

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Cuando A y X forman un enlace para conducir un ciclo de 6 eslabones, los compuestos de la invencion pueden
igualmente ser, por ejemplo, compuestos en los que:

R1 y R2 son aquellos definidos anteriormente;

Q representa a— OP (0)20 -;

A representa — CH -;

X representa un - CH (OH) -,

Y representa un radical hidroxilo;

Z1 y Z2 representan, independientemente el uno del otro, al menos un azuicar seleccionado del grupo
formado por manosa, glucosa y galactosa el ciclo de 6 miembros tiene una configuracion mioinositol con
Z1 0 Z2 en posicion 1y representan,

al menos un azucar o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Siempre, en el caso donde A y X forman un enlace para conducir a un ciclo de 6 eslabones, los compuestos de
la invencién pueden aun ser, por ejemplo, compuestos en los que

R1y R2,Z1y Z2 Q e Y son aquellos definidos anteriormente;

Q representa a— OP (0)20 -;

A representa — CH -;

X representa un —NR3 — en el que R3 es un atomo de hidrégeno, un radical alquilo en C1 — C6 o un
radical acilo en C1 — C20,

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Segun otro método de realizacion de la invencion, los compuestos de la invencion pueden tener la férmula (Ib)

Hg Zl
\D -~
D\/l\/ﬂ v
R1/ e
X
|
Z Y
(Ib)

en la que:

* R1yR2 Z1yZ>Q eY son aquellos definidos anteriormente;
= Arepresenta — CHy-;
= Xrepresenta un atomo de hidrégeno o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Se ha observado inesperadamente que los derivados sintéticos de los PIM segun la invencion permiten separar
la propiedad de estos derivados para actuar como agonista de los receptores TLRs implicados en la respuesta
inmunitaria y por lo tanto separar la actividad pro y antiinflamatoria de estos nuevos PIM.
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Por una parte, los derivados de PIM segun la invencion tienen bajo peso molecular (aproximadamente 1.000).
Estan bien definidos molecularmente y su sintesis es mas facil que la de los PIM naturales. Por otra parte, no son
citotoxicos.

Ademas, estos derivados poseen una actividad inmunomoduladora al menos comparable, preferiblemente
mayor a la de los PIM naturales.

El término “alquilo” referido en la presente invencion, es un radical de carbono lineal, ramificado o ciclico,
saturado o insaturado, opcionalmente sustituido, que comprende de 1 a 20 atomos de carbono, por ejemplo de 1 a
15 atomos de carbono, por ejemplo de 1 a 6 atomos de carbono. Como dato orientativo, se pueden citar los
radicales metilo, etilo, propilo, butilo, isobutilo, ventilo, hexilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecanilo, tridecanilo,
tetradecanilo, pentadecanilo, hexadecanilo, heptadecanilo, octadecanilo, nonadecanilo, eicosanoilo y sus isémeros
ramificados.

El término “acilo” referido en la presente invencion, es un radical - COR" en el que R” es un radical alquilo tal y
como se ha definido anteriormente. El grupo acilo puede igualmente significar grupo tuberculestearico.

El término “ alcoxi” referido en la presente invencion, es un radical - OR™ en el que R™ es un radical alquilo tal y
como se ha definido anteriormente.

En el contexto de la presente invencion, el término “sales farmacéuticamente aceptables” comprenden las
sales preparadas con acidos o bases no toxicas, en funciéon de los sustituyentes presentes en los compuestos.
Cuando los compuestos de la invencién poseen funciones acidas, las sales correspondientes pueden obtenerse por
adiciéon de una base organica o inorganica en el compuesto con una forma neutralizada en presencia eventualmente
de un disolvente en su forma preferente inerte. Pueden ser ejemplos de sales de adicion, las sales de sodio, potasio,
calcio, amonio, amino (organico) o magnesio. Cuando los compuestos de la invencion poseen funciones basicas, las
sales pueden obtenerse por adicién de un acido organico o inorganico eventualmente en un disolvente en su forma
preferente inerte. Pueden ser ejemplos de sales de adicion de acido inorganico las sales derivadas de acido
clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carbénico, monohidrégeno carbénico, fosférico, monohidréogeno fosfoérico,
dihidrogeno fosforico, sulfurico, monohidrogeno sulfirico e iodhidrico. Pueden ser ejemplos de sales de adicion de
acido organico, las sales derivadas de acido acético, propionico, isobutirico, maléico, maldnico, benzdico, succinico,
subérico, fumarico, lactico, mandélico, ftalico, bencensulfénico, p — tolilsulfénico, citrico, tartarico, metansulfénico.
Estan también representadas por esta invencion, las sales de aminoacidos como el arginato, y sales de acidos
organicos como los acidos glucurdnico o galacturénico.

Los compuestos de la férmula general (1), (l1a) y (Ib) pueden estar en una forma racémica o enriquecida en un
enantiomero o enriquecida en un estereoisdémero.

Uno de los compuestos preferidos de la invencién es el compuesto de la férmula (la) que presenta la siguiente
estructura (isoPIM1— C16C18):

O
OH
HO, OH
HO OH
CH,OH
1D-myo-inositol a - D - manopiranosa

La invencién se refiere también al procedimiento para preparar compuestos segun la invencién como los
definidos anteriormente, en el que:

a) se condensa un derivado di — O — acilado o di — O — alquilado del glicerol de la formula (111)
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Rz\q
- r,o\)\/e

(111)
= G=0H o NH;
= Ry y Ry, tienen las mismas definiciones que anteriormente con un agente de fosfitilacion, de fosforilacion o
de carbonizacion para dar un intermediario de la férmula (1V)

Ren
b
R K7

(Iv)

en la que

en la que

= J=0Ho NH,

= K=P-0bn,P(O)no C=0,

= L = grupo saliente

= R1y R2, tienen las mismas definiciones que anteriormente;

b) el intermediario (IV) se condensa con un derivado de poliol o un aminopoliol de la formula general (V)

P

G _OR,
(CH,),
? [C‘Hz}n
Za OR,
V)
en la que
= G =0H o NH2,

= Z3 y Z4, representan independientemente el uno del otro, un hexopiranosa con configuracién mano, glico
o galacto y llevan los grupos protectores de acetilo o metoxiacetilo o un grupo bencilo, siendo entendido
siempre que al menos uno de los grupos Z3 y Z4 represente un azucar protegido.

= R4 representa un grupo protector seleccionado del grupo que contiene un grupo bencilo o un radical
alcoxiacetilo en C1 — CB6,

o se condensa el intermedio (IV) con un compuesto ciclico de la férmula general (VI)
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Q
G Y,
? X
Zy Y,
(VD)
en la que
= G =0H o NH2,

= 73y Z4, tienen las misma definiciones que anteriormente

= Y2 = H o un grupo — OR4 o un grupo — (CH2)n OR4 en el que R4 tienen las mismas definiciones que
anteriormente

= X2 =-CH2,-CHOR 4, —NR3, u O en el que R3 es un atomo de hidrégeno, un radical alquilo en C1 —
C6 o un radical acilo en C1 — C20 y R4 representa un grupo protector, como un grupo bencilo o un radical
alcoxiacetilo en C1 - C6

eventualmente en presencia de un agente de acoplamiento;

c) eventualmente, se somete el compuesto obtenido de la etapa b) a una reaccioén de oxidacion para dar un
compuesto de la formula general (VII)

R
N 0”2
OR
D\/T\/J J P
H{"” ~u IL\U:HZ}“
o )
I

(CH,),

4 DR4
(vir)
en la que
= JyJ =OHoNH
*M=P(©O)OBnoC=0

= Z3 Z4, R1, R2, R4 tienen las mismas definiciones que anteriormente

o un compuesto de la formula general (VIII)

R'2\\ P

0 J J
R ~m~

N
o<

(Vi)



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2436267 T3

en la que

= JyJ =OHoNH

*M=P(©O)OBnoC=0

= X2 Y2, Z3, R1, R2 R4 tienen las mismas definiciones que anteriormente
d) se somete el producto de la formula general (VII) o de la férmula general (VIII) a una desproteccion en dos
etapas que consiste primero en el tratamiento con una alquilamina seleccionada del grupo formado por t —
butilamina para cortar selectivamente los grupos acetilos o metoxiacetilos para luego someter los productos
desacilados a una hidrogenacion catalitica para eliminar los grupos bencilos.

Como ejemplo de agente de fosfitilacion, se pueden citar la clorobis (diisopropilamina) fosfina, la
benciloxidiclorofosfina, la bis (benciloxi) — N, N — dietilaminofosfina y compuestos relacionados.

Como ejemplo de agente de fosforilacion, se pueden citar el difenilclorofosfato, el dibencilo fosforocloridato, el
xililenoclorofosfato y compuestos relacionados.

Como agente de carbonizacién, se pueden citar el carbonildiimidazol, el trifosgeno y los compuestos
relacionados.

Por “grupo protector” se refiere a un grupo que permite la transformaciéon de un grupo funcional en un grupo
que sera inerte en las condiciones de reaccién seleccionadas para evitar las reacciones secundarias si se producen
en la siguiente sintesis. Como tal se puede citar, por ejemplo, al grupo bencilo, al grupo t — butildimetilsililo, al grupo
acetilo o al grupo metoxiacetilo.

Por “grupo saliente” se refiere a un grupo susceptible de ser sustituido por un reactivo nucleéfilo como por
ejemplo, los haluros o los tosilatos.

En el contexto de la presente invencion, “agente de acoplamiento o agente de enlace” se refiere a un agente
que permite la condensacion de un derivado de acido fosférico o de un acido carboxilico con un alcohol o un amino
para formar los enlaces de ésteres o de amidas correspondientes. Como tal, se pueden citar por ejemplo, la
diciclohexilcarbodiimida (DCC) y la N — etil N — dimetilamino — propilcarbodiimida (EDCI).

En un método de realizacion de la invencion, los compuestos de la férmula (1) en la que Q representa — OP (O)
20, pueden igualmente prepararse segun un procedimiento en el que:

a) se condensa un derivado di — O — acilado o di — O — alquilado del glicerol de la férmula (1X)

AN

0
D\)\/OH
Ry
(IX)

en la que Rq y Rz tienen las mismas definiciones que anteriormente con un agente de fosfitilacion para dar un

intermediario de la formula (X)
Ry
ero\jl\/oxpfl‘
|

OBn
(X)

en la que L = grupo saliente

b) entonces se condensa al intermediario con un derivado de un poliol de la formula general (XI)

10
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%

0
"o OR,
(CH,),
? (CH,),
Z4 OR,
(XI)

en la que
= Z3 y Z4, representan independientemente uno del otro, un hexopiranosa con configuracion mano, glico o
galacto y llevan los grupos protectores de acetilo o metoxiacetilo o un grupo bencilo, con la condicién de
que al menos uno de los grupos Z3 y Z4 represente un azucar protegido.
= R4 representa un grupo protector seleccionado del grupo que contiene un grupo bencilo o un radical
alcoxiacetilo en C1 — CB6,

o un compuesto ciclico de la férmula general (XII)

P

HO ¥

(XII)
en la que
= Z3 y Z4, tienen las mismas definiciones que anteriormente
= Y2 = H o un grupo — OR4 o un grupo — (CH2)n OR4 en el que R4 tiene la misma definicién que
anteriormente y n puede tomar los valores de 1 a 3
= X2 =-CH2,-CHOR 4, —NRS3, u O en el que R3 y R4 tienen la misma definicion que anteriormente
= en presencia de un agente de acoplamiento seleccionado del grupo formado por 1H — tetrazol

c) A continuacién se somete el fosfito intermediario a una reaccion de oxidacion para dar un compuesto de la
férmula general (XIII)

R;"' \)\/ ‘*-. / (Csz
E.ﬂD
CH

2h

z4 Dm
(X11)

en la que Z3 Zs4, R1, Rz R4 tienen las mismas definiciones que anteriormente
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o un compuesto de la formula general (XIV)

RZ\
\i/ I
Q L8] @] Y
Ry Sp” :

Pl
BnO O

Z, 2

(XIV)

enla que X2 Y2, Zs, Z4, R1 Ry tienen las mismas definiciones que anteriormente

d) A continuacion se someten los compuestos (XIll) y (XIV) obtenidos en la etapa c) a una desproteccion en
dos etapas que consiste primero en el tratamiento con una alquilamina como la t — butilamina para cortar
selectivamente los grupos acetilos o metoxiacetilos para luego someter los productos desacilados a una
hidrogenacion catalitica para eliminar los grupos bencilos.

Otro objeto de la presente invencidn es una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto
segun la invencion tal y como se define anteriormente y cualquier excipiente farmacéuticamente aceptable.

La composicién segun la invenciéon puede comprender, ademas, componentes muy conocidos por los expertos
en el campo farmacéutico, como los agentes estabilizantes, agentes emulsionantes, agentes de tonicidad, agentes
conservadores, colorantes, excipientes, aglutinantes y lubricantes particularmente.

La composicion farmacéutica segun la invencién puede utilizarse para prevenir o tratar los trastornos o
enfermedades inflamatorias o autoinmunes.

Otro objeto de la invencion consiste en la utilizacion de una composicion descrita anteriormente para la
fabricacion de un medicamento destinado a la prevencién o al tratamiento de una enfermedad asociada a la
sobreexpresion de citoquinas o de quimioquinas, particularmente de TNF y/ o de la IL — 12 en un sujeto.

Por sujeto se refiere a un mamifero, preferiblemente un humano.

La enfermedad asociada a la sobreexpresion de citoquinas o quimioquinas, particularmente del TNF y / o de la
IL — 12 comprende:

A) Las enfermedades inmunes o autoinmunes seleccionadas del grupo formado por la artritis reumatoide, la
diabetes mellitas, el lupus eritematoso sistémico o la enfermedad de Basedow.

B) El rechazo del injerto.

C) Las infecciones virales y / o parasitarias.

D) Los choques resultantes de una infeccion crénica o aguda de origen bacteriano, viral y / o parasitario.

E) Las enfermedades inflamatorias seleccionadas del grupo formado por las enfermedades crénicas
(sarcoidosis, enfermedad inflamatoria del intestino, artritis reumatoide, colitis ulcerosa, enfermedad de
Crohn) y las enfermedades inflamatorias vasculares (sindrome de desfibrinacion, arteriosclerosis,
enfermedad de Kawazaki).

F) Enfermedades neurodegenerativas seleccionadas del grupo formado por las enfermedades
desmielinizantes (esclerosis multiple y mielitis transversa aguda), las enfermedades extrapiramidales y la
cerebelosas (lesiones del sistema corticoespinal o los trastornos de los ganglios basales).

G) Las patologias malignas que implican tumores secretores de TNF o que implican al TNF, seleccionadas
del grupo formado por leucemia (aguda, mielocitica, linfocitica o mielodisplasica crénica), linfoma (de Hodgkin
o maligno (Burkitt)).

H) Hepatitis inducida por alcohol.

La invencion se refiere ademas a la utilizacion de un compuesto como el que se ha definido anteriormente para
la fabricacién de un medicamento destinado para la prevencién o el tratamiento de una enfermedad asociada a la
sobreexpresion de citoquinas o de quimioquinas, particularmente del TNF y /o de la IL — 12, dicha enfermedad
comprende:

A) Las enfermedades inmunes o autoinmunes seleccionadas del grupo formado por la artritis reumatoide, la

diabetes mellitas, el lupus eritematoso sistémico o la enfermedad de Basedow.
B) El rechazo del injerto.
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C) Las infecciones virales y / o parasitarias.

D) Los choques resultantes de una infeccion crénica o aguda de origen bacteriano, viral y / o parasitario.

E) Las enfermedades inflamatorias seleccionadas del grupo formado por las enfermedades inflamatorias y
las enfermedades inflamatorias vasculares.

F) Enfermedades neurodegenerativas seleccionadas del grupo formado por las enfermedades
desmielinizantes, las enfermedades extrapiramidales y la cerebelosas.

G) Las patologias malignas que implican tumores secretores de TNF o que implican al TNF, seleccionadas
del grupo formado por leucemia y linfoma.

H) Hepatitis inducida por alcohol.

En su forma preferente, dicho medicamento se destina a la prevencién o al tratamiento de una enfermedad
inflamatoria en el sujeto.

Dicho medicamento puede administrarse por inyeccion (via intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intracutanea, etc), por via nasal, oral, transdérmica o por inhalacién. Dependiendo del modo de administracién, dicho
medicamento puede prepararse como soluciones, emulsiones, comprimidos, polvos, pomadas, lociones, geles,
supositorios 0 aerosoles.

En dicho medicamento, la concentracion del compuesto de la formula (1) o su sal farmacéuticamente aceptable
no es limitante y esta comprendida preferiblemente entre el 0,1 % y el 100 % (p / p) y mas preferiblemente entre el
0,5%vyel20 % .

Resultaran evidentes otras ventajas de la invencién para los expertos en la disciplina con la lectura de los
ejemplos descritos a continuacion y por las figuras que los acompafan.

Breve descripcion de las figuras

- La Figura 1 representa una estructura de PIMs natural que comprende tres grupos acilos cuya cadena alquila
es lineal y en C16y un grupo acilo cuya cadena alquila esta ramificada y en Cys.

— - Las Figuras 2a, 2b y 2c representan el esquema sintético del compuesto del ejemplo 1 isoPIM{PIM1 — 2C1¢
(SFPIM91; Figura 2a), del compuesto del ejemplo 2 isoPIM;. C16C1s (SFPIM219; Figura 2b) y los compuestos
de los ejemplos 3 y 4 PIM — 2 - mimNCOCEF 3 (SFPIM324 — t4) y PIM — 2 — mimNH (SFPIM324 — t8) (Figura 2c).

- La Figura 3 representa la inhibicion de la expresion de TNF por los macréfagos primarios estimulados con LPS
en presencia de la forma “isémero” de PIM1isoPIM{PIM1-2C+s (SFPIM91), si se compara con los PIM naturales
Ac2PIMg,y el PIM; sintético (SFPIM135), valorados en 1,3y 10 ug / mL.

—  LaFigura 4 representa la ausencia de citotoxicidad del isoPIM{PIM1-2C+¢ (SFPIM91), valorados en 1,3y 10 ug
/ mL.

- La Figura 5 representa la inhibicion de la expresion de la IL — 6 por los macréfagos primarios estimulados al
LPS con o sin IFN — vy, en presencia del isoPIM{PIM1 — 2C16 (SFPIM91) si se compara con los PIM naturales
Ac2PIMs y Ac2PIMg y el PIM; sintético (SFPIM135) en 10 ug / mL.

- La Figura 6 representa la inhibicion de la expresion de la IL — 12p40 por los macrofagos primarios estimulados
con LPS en presencia del isoPIM{PIM1 — 2C+¢ (SFPIM91) si se compara con los PIM naturales Ac2PIMg y
Ac3PIMsy el PIM; sintético (SFPIM135) en 1 ug / mL.

- La Figura 7 representa la inhibicién de la expresion de KC por los macrofagos estimulados con LPS en
presencia de PIM; sintético (SFPIM135) y del isoPIM1PIM1 — 2C+¢ (SFPIM91) en 10 pg / mL.

—  LaFigura 8 representa la inhibicion por el PIM; sintético (SFPIM135) y del isoPIM{PIM1 — 2C+ (SFPIM91 de la
respuesta de las vias respiratorias a una administracion local de endotoxina. La abreviatura “AUC” significa
area bajo la curva.

—  LaFigura 9 representa la inhibicion por el PIM; sintético (SFPIM135) y del isoPIM{PIM1 — 2C+s (SFPIM91) del
reclutamiento de células inflamatorias, principalmente de neutrdfilos en el espacio bronco alveolar en respuesta
a la endotoxina.

—  LaFigura 10 representa la inhibicién por el PIM; sintético (SFPIM135) y del isoPIMPIM1 — 2C+¢ (SFPIM91) de
la secrecién de quimioquina KC que participa en el reclutamiento de los neutréfilos en el lavado bronco alveolar
en respuesta a la endotoxina.

—  LaFigura 11 representa la inhibicién por el PIM; sintético (SFPIM135) y del isoPIM{PIM1 — 2C+¢ (SFPIM91) de
la secrecion de TNF en el lavado bronco alveolar en respuesta a la endotoxina.

- La Figura 12 representa la inhibicion de la expresién de TNF por los macréfagos primarios estimulados con
LPS en presencia de la forma “isémero” de PIMisoPIM1 — C16C+s (SFPIM219) valorado en 1,3 y 10 ug / mL.

—  LaFigura 13 representa la ausencia de citotoxicidad del isoPIM1— C16C1s (SFPIM219) valorado en 1,3y 10 ug/
mL.

- La Figura 14 representa la inhibicién de la expresion de la IL — 12p40 por los macrofagos primarios estimulados
con LPS en presencia de la forma “isémero” de PIM1isoPIM1— C16C1g (SFPIM219) valorado en 1,3y 10 ug / mL.

- La Figura 15 representa la inhibicion de la expresion de TNF por los macréfagos primarios estimulados con
LPS en presencia de PIM; sintético (SFPIM135), isoPIM1 — C16C1g (SFPIM219) y los compuestos PIM — 2 -
mimNCOCF 3 (SFPIM324 — t2) y PIM — 2 — mimNH (SFPIM324 - 18), valorados en 1,3, 10y 30 ug / mL.
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- La Figura 16 representa la viabilidad de los macréfagos primarios estimulados con LPS en presencia de PIM;,
sintético (SFPIM135), isoPIM1 — C16C1s (SFPIM219) y los compuestos PIM — 2 - mimNCOCF 3 (SFPIM324 — t2)
y PIM = 2 — mimNH (SFPIM324 - 18), valorados en 1,3, 10y 30 ug / mL.

- La Figura 17 representa la inhibicién de la expresion de la IL — 12p40 por los macrofagos primarios estimulados
con LPS en presencia de PIM; sintético (SFPIM135), isoPIM; — C16C1s (SFPIM219) y los compuestos PIM — 2 —
mimNCOCF 3 (SFPIM324 — t2) y PIM — 2 — mimNH (SFPIM324 - 18), valorados en 1,3, 10y 30 ug / mL.

EJEMPLOS

Disolventes y reactivos

El diclorometano (CH2CL,) y el tolueno se destilan en atmésfera de argon en CaHy, el tetrahidrofurano (THF) se
destila en atmdsfera de argon en sodio y benzofenoma. El dietiléter se destila en atmdsfera de argdén en CaH; y se
conserva entre 0 — 4 °C en argén en tamices moleculares 4A. Los otros disolventes utilizados proceden del
fabricante Carlo — Erba.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Se llevan a cabo los espectros H y 3C enun dISpOSItIVO Bruker DPX250 o en un dispositivo Bruker AV400.
Los desplazamientos quimicos (8) de los espectros RMN 'H se calibran segun el testigo tetrametilsilano (TMS) por
un valor de & 0,00 ppm. Los & de los espectros RMN "C se calibran en el valor de referencia del disolvente tal y
como se describe en Gottlieb et al, J. Org. Chem., 1997, 62, 7512. Los espectros 'P se realizan en un dispositivo
Bruker AV400 y se callbran segun una referencia externa que contiene un 80 % de acido fosférico (H3sPOs) (6 = 0,00
ppm). Los espectros F se registran en un dispositivo Bruker AV400 equipado con una sonda multinuclear
automatica y se calibran segun una referencia externa que contienen BF3 eterato (5 = 0,00 ppm). Se realizaron las
mediciones a 25° C en tubos de 5 mm de diametro.
Los espectros se realizan en disolventes deuterados del fabricante Aldrich o SDS.

Cromatografia

Las cromatografias en capa fina (CCF) se realizan en placas de aluminio “ TLC Silica gen 60F2s4” de Merck.
Los compuestos se describen en una lampara de UV y / o se mojan en un revelador de acido fosfomolibdico en
acido sulfarico y etanol tras un calentamiento con una pistola térmica.
Las cromatografias en columna se realizan en gel de silice (Silica gel 60 (40 — 63 ym) de Merck.

Espectrometria de masas

Masa ESI: Se analizaron las muestras en un espectrometro Perkin Elmer Sciex APl 300 en disolventes de
calidad “para analisis”. Masa de alta resolucion: Se analizaron las muestras en el centro de medidas fisicas de la
Universidad Blaise Pascal en Aubiére.

EJEMPLO 1:

1) Sintesis del isoPIM1 — 2C+¢ (SFPIM91):

Dimetilacetal del L — alcanfor (compuesto 2, Figura 2a)
SFPIM - 97

Preparacion segun Lindberg et al. Tetrahedron, 2002, 58, 1387 — 1398 [24]. El acido sulfdrico H,SO4 (194 L)
se afiadid a una solucion de L — alcanfor comercial (> 95 % Fluka) (20 g, 0,131 mol) en una mezcla de trimetil
ortoformiato (95 mL, 0,908 mol, 6,9 eq) y metanol (20 mL). Tras 48 h de agitacion, la mezcla se neutraliz6 por la
adicion de metoxido de sodio (NaOMe) (400 mg) y se evaporaron los disolventes. Se recogié el residuo por
destilacion aI vacio (25 mbar) a 125 °C para dar lugar al compuesto 2 (21 g, 81 %) en forma de liquido incoloro.
Espectro de 'H RMN conforme.

1,2-0-(L-1,7,7 —trimetilbiciclo [2, 2, 1] hept — 6 — ilideno) — D — mioinositol (compuesto 3, Figura 2a)
SFPIM - 10

Preparacion segun Lindberg et al. Tetrahedron, 2002, 58, 1387 — 1398 [24]. El acido sulfarico HSO4 (173 pl) se
afnadio a una solucion del compuesto 2 (8,06 g, 0,041 mol, 2,4 eq) y a mioinositol comercial > 99 % (Aldrich) (3,1 g,
0,0017 mol) en dimetil sulféxido (DMSO) (34 ml). La mezcla resultante se agité 3 h a 75 °C, después se neutralizd
por adicion de EtsN (1 mL) y se concentrd al vacio a 80 °C. Se afiadieron al residuo del DMSO (3 ml), cloroformo
(CHCL3) (52 ml), metanol (MeOH) (3,2 ml), agua (H20) (1 ml) y acido p — toluensulfénico (APTS) (11, 6 mg). La
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mezcla de reaccion se agité durante 18 h, después se neutralizé por la adicion de EtsN (0,4 ml). El precipitado asi
formado se filtré mediante vidrio sinterizado y se lavé con CHCI3 (2 x 40 ml). El producto bruto se volvié a cristalizar
en metanol (MeOH) (que contiene 0,1 % EtsN ) para dar el compuesto 3 (1,738 g, 32 %) en forma de soélido blanco.
Conforme al espectro de 'H RMN.

3,4,5,6-4-0-bencil-1,2,-0- (L -1,7,7 - trimetilbiciclo [2, 2, 1] hept — 6 — ilideno— D — mioinositol
(compuesto 4, Figura 2a)

SFPIM - 72

Se afadié el hidruro de sodio (NaH) (1,16 g, 0,048 mol, 12 eq, 60 % en dispersién en aceite mineral) en
atmosfera de argon a una solucidn previamente enfriada a 0 °C del compuesto 3 (1,266 g, 4,02 mmol) en DFM
anhidro (30 ml). Tras 15 min de agitacion a 0 °C, el bromuro de bencilo (2,9 ml, 0,024 mmol, 6 eq) se afiadi6é gota a
gota, luego, la mezcla de reaccion se agité 24 h a temperatura ambiente (aproximadamente a 20 °C). A continuacion
se enfri6 a 0 °C, luego, el exceso de NaH se destruyé por adiciéon de MeOH (3 ml) y el medio se diluyo con tolueno
(250 ml). La fase organica se lavé con agua (100 ml), después con una solucién de NaCL saturada (3 x 100 ml), mas
tarde se secé en MgSO4. Se evaporaron los disolventes y una purificacion por cromatografia en columna en gel de
silice (hexano / éter dietilico 8 / 1) dando lugar al compuesto 4 (2,15 g, 80 %) en forma de jarabe incoloro.

C44H5005 (M = 674,89 g / moI).

RMN'H (400 Mhz, CDL3) 5 0,86 (s, 3H, CHa), 0,87 (s, 3H, CHs), 1,09 (s, 3H, CHs), 1,22 — 1,33 (m, 3H), 1,34 — 1,45
(b, 1H), 1,47 (s, 0,5H), 1,50 (s, 0,5H), 1,68 — 1,76 (m, 2H), 1,9 — 2,02 (m, 2H), 3,44 (dd, 1H, H5, Js5=8,2 Hz, J4_5 =
9,6 Hz), 3,74 (dd, 1H, H4, J4 _3=7,2 Hz), 3,77 (t, 1H, H1, J1_2=4,2 Hz), 3,84 (dd, 1H, H6, J1s = 8,4 Hz), 3,96 (dd,
1H, H3, J2.3= 6,2 Hz), 3,44 (dd, 1H, H5, Js6= 8,2 Hz, J4_5=9,6 Hz), 4,30 (dd, 1H, H2), 7,20 — 7,45 (m, 20H, 4Ph).
RMN'™C (100 MHz, CDL3) 5 10,27 (CHa), 20,52 (CHs), 20,75 (CHs), 27,76 (CHz), 29,89 (CHy), 45,08 (CHy), 45,31
(CH), 48,08 (Cq), 51,67 (Cq), 72,55 (CH,, CH2Ph), 73,19 (CH, C2), 74,00 (CHz, CH2Ph), 75,08 (CH,, CH2Ph), 75,25
(CHz, CH2Ph), 76,32 (CH, C3), 77,50 (CH, C1), 80,86 (CH, C6), 82,22 (CH, C5), 83,31 (CH, C4), 117,77 (Cq), 127,55
— 128,44 (CH, Ph), 138,55 — 138, 89 (Cq, Ph, 4 lineas).

SM — IS: M calculada 674,36; encontrada: 675,5 [M + H]", 692,5 [M + NHa4]", 697,5[M + Nal’, 713,5 [M + K]".

3,4,5,6 — 4 — O - bencil- D — mioinositol (compuesto 5, Figura 2a)
SFPIM — 17

El compuesto 4 (1,53 g, 2,26 mmol) se suspendié en una solucién acuosa de acido acético al 80 % (75 ml) y el
medio se agité a 100 °C durante 4 h. Se evaporaron los diisolventes al vacio para luego coevaporarlos con tolueno.
Se puirifico el residuo por cromatografia en columna en gel de silice (tolueno / acetona 35/ 1 con un gradiente hasta
10/ 1) para dar lugar al compuesto 5 (1,029 g, 84 %) en forma de sélido blanco.

C34H3505 (M = 540,66 g / moI).

RMN'H (400 MHz, CDL3) & 2,53 (d, 1H, OH — 1, J1.on = 4,8 Hz), 2,64 (s, 1H, OH — 2), 3,42 — 3,51 (m, 3H, H3, H1,
H5), 3,83 (dd, 1H, H6, J&.s = 9,6 Hz, J1.s= 9,6 Hz), 3,97 (dd, 1H, H4, J3.4=9,6 Hz, J45= 9,6 Hz), 4,17 (dd, 1H, H2, J..3
=2,8 Hz, Jo.1= 2,8 Hz), 4,65 — 4,96 (m, 8H, 4 CH2Ph), 7,25 -7,4 (m, 20 H, 4 x 5 CHa,).

RMN"C (100 MHz, CDLs) & 69,33 (CH, C2), 71,87 (CH, C1), 72,84 (CHa, CH2Ph), 75,71 (CH2, CH2Ph), 75,82 (CHs,
CH2Ph), 76,07 (CHz, CH2Ph), 80,11 (CH, C3), 81,45 (CH, C6), 81,74 (CH, C4), 83,33 (CH, C5), 127,73 — 128,67 (CH,
Ph, 9 lineas), 137,89 (Cq, Ph), 138,62 (2Cq, Ph), 138,73 (Cq, Ph).

MS — IS: M calculada 540,25; encontrada: 541,5 [M + HJ*, 558,5 [M + NH.]*, 563,5 [M + NaJ*, 579,5 [M + K]".

3,4,5,6 -4 -0 - bencil - 1 - O — metoxibencil — D — mioinositol (compuesto 6, Figura 2a)
SFPIM104

Se calent6 una suspension del compuesto 5 (301 mg, 0,557 mmol) y de 6xido de dibutilestafio (193 mg, 0,557
mmol, 1eq.) en tolueno (5 ml) durante 18 h a 140 °C en atmodsfera de argon utilizando una trampa de Dean Stark
para recuperar el agua formada. El medio se concentré al vacio y el residuo se disolvio en DMF anhidro con fluoruro
de cesio (CsF) (172 mg, 1,11 mmol) y cloruro de 4 — metoxibencilo (76 pl, 0,557 mmol, 1 eq). La reaccién se agitd
durante 7 h y media y, a continuacion, se evaporaron los disolventes a sequedad para dejar un residuo sélido blanco
que se disolvié parcialmente en acetato de etilo (20 ml). El sélido residual se retird a través de filtros de vidrio
sinterizado y el filtrado se evaporé a sequedad. El residuo se purificd por cromatografia en columna en gel de silice
(éter de petréleo / acetato de etilo 7 / 3) para dar lugar al compuesto 6 (262 mg, 71 %) en forma de solido blanco.
C42H4407 (M = 660,81 g / moI).

RMN "H (499 MHz, CDCL3) & 2,43 (s, 1H, OH), 3,27 y 3,28 (2 dd, 2H, H1 y H3, J16 = J 34 = 9,6 Hz, J12 = J23 =28
Hz), 3,69 (s, 3H, CHa), 3,89 y 3,91 (2 dd, 2H, H4 y H6), 4,09 (dd, 1H, H2, J2.3 = J2.1 = 2,8 Hz), 4,53 (s, 2H, CH2Ph),
4,61 (s, 2H, CH2Ph), 4,72 — 4,83 (m, 63 H, 3 x CH.Ph), 6,74 y 6,76 (2s, 2H, CHaAr PMB), 7,17 — 7,3 (m, 23H, CHa/).
RMN "°C (100 MHz, CDCL3) & 55,3 (CHs), 67,59 (CH, C2), 72,44 (CHz), 72,76 (CHy), 75,95 (CH2), 75,98 (2 x CHy),
79,55y 79,86 (2 CH, C1y C3), 81,27 y 81,29 (2 CH, C4 y C6), 83,26 (CH, C5), 127,61 — 129,59 (CHa., 8 lineas),
130,10 (Cq), 138,05 (Cq), 138,77 (Cq), 138,83 (Cq), 138,88 (Cq), 159,42 (Cq).
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3,4,5,6-4-0-bencil-1-0 - (2, 3, 4, 6 — 4 — acetil — a — D — manopiranosil) — D — mioinositol (compuesto
7, Figura 2a)

SFPIM63

Se canulé una solucién del compuesto 6 (457 mg, 0,69 mmol, 1 eq) en CH2Cl» (10 ml) en atmdsfera de argén
en una solucion del compuesto 1 (845 mg, 2,08 mmol, 3 eq) en CH,CL, (10 ml). La mezcla reactiva se agitdé en
presencia de tamices moleculares 4A durante 20 min y, a continuacién, se enfrié a -20 °C. Se afadi? triflato de plata
(1,066 g, 4,15 mmol, 6 eq) y se agité el medio reactivo durante 1 h hasta que la temperatura aumenté a 20 °C. La
reaccion se neutralizé afiadiendo trietilamina (1 ml), y, a continuacion, se diluyé con CH»Cl,. La fase organica se lavo
con una solucion saturada de NaHCO3 (30 ml), seguida de NaCl (30 ml) y se secé en MgSOs. El disolvente se
evaporo al vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna en gel de silice (éter de petréleo / acetato de
etilo 3/ 1) para dar lugar al compuesto 7 (309 mg, 21 %).

C48H54015 (M = 870,96 g / moI).

RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 7,38 — 7,20 (m, 20H, CHa), 5,43 (dd, 1H, H3', J3.> = 2,6 Hz, Jys = 10 Hz), 5,34 (dd,
1H, H2', Jo.1 = 1HZ), 5,27 (dd, 1H, H4', J+.5 = 10 Hz), 5,07 (d, 1H, H1', J1> = 1 Hz), 4,86 (s, 4H, 2 CHB,Ph), 4,85, (d,
1H, CH2Ph, J = 10,8 Hz), 4,80 (d, 1H, CH2Ph, J = 10,8 Hz), 4,75 (d, 1H, CH2Ph, J = 11,2 Hz), 4,68 (d, 1H, CH2Ph, J
= 11,2 Hz), 4,29 (m, 3H, H2, H5', HBA"), 4,03 (m, 2H, H6B', H4 o H6), 3,95 (dd, 1H, Js4 = Js.6 = 9,6 Hz), 3,54 (dd, 1H,
H1o0H3,J=28y 10 Hz), 3,45 (dd, 1H, H4 o H6), 3,43 (dd, 1H, H3 o H1), 2,08 (s, 3H, CHsAc), 2,06 (s, 3H, CH3Ac),
2,03 (s, 3H, CHsAc), 2,00 (s, 3H, CHsAc).

RMN ™C (100 MHz, CDCI3) & 170,74, 169,94, 169,91, 169,72, 138,68, 138,64, 138,33, 137,87, 128,65 — 127,75,
99,85 (C1"), 83,12, 81,27, 81,07, 80,42, 80,13, 76,28, 76,07, 76,01, 73,15, 69,64 (C2'), 69,54 (C5'), 69,20 (C3'), 68,92
(C2), 66,65 (C4'"), 63,16 (c6"), 20,86, 20,78.

MS — IS: M calculada 870,65; encontrada 888,5 [M + NHa4]", 893,5 [M + Na]*, 909,0 [M + K]

1, 2 — dipalmitoil — 3 — O — bencil — sn — glicerol (compuesto 8, Figura 2a)
SFPIM77

Se afiadieron el clorhidrato de carbodiimida (EDC) (dimetilamino — propil) (847 mg, 4,42 mmol, 3 eq) y la DMAP
(54 mg, 0,44 mmol, 0,3 eq) a una solucién de 3 — O — bencil — sn — glicerol (268 mg, 1,47 mmol, 1 eq) y de acido
palmitico (943 mg, 3,68 mmol, 2,5 eq) en atmdsfera de argéon en CH,Cl; anhidro (20 ml). La mezcla reactiva se agitd
durante 18 h a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) y, a continuacion, se diluyé con CH,Cl, (100 ml). La
fase organica se lavé con una soluciéon de HCI 1N (50 ml), agua (50 ml) y, a continuacion, con una solucién de NaCl
saturada (50 ml) y se sec6 en MgSO.. El disolvente se evaporé al vacio y el residuo se purificd por cromatografia en
columna en gel de silice (éter de petroleo / acetato de etilo 6 / 1) para dar lugar al compuesto 8 (909 mg, 93 %) en
forma de solido blanco.
C42H7405 (M = 659,06 g / moI).
RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 0,88 (t, 3H, CH3), 1,25 (b, 48H, 24 CHy), 1,59 (b, 4H, 2 x 2H3"), 2,28 (t, 2H, J = 7,5
Hz), 2,32 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 3,59 (d, 2H, 2H3a), 4,19 (dd, 1H, H1aa, J1aa-1as = 12 Hz, J1a2a = 6,4 Hz), 4,35 (dd, 1H,
H1ag, J1ag-2a = 3,6 H), 4,53 (AB, 2H, CH2Ph, J = 12,2 Hz), 5,24 (m, 1H, H2a), 7,32 (m, 5H, CHa,).
MS — IS: M calculada 658,55; encontrada: 660,0 [M + H] *, 677,0 [M + NH4]", 682,0 [M + Na]".

1, 2 — O - Dipalmitoil — sn — glicerol (compuesto 9, Figura 2a)
SFPIM82

El compuesto 8 (890 mg, 1,35 mmol) se disolvié en una mezcla de CH»Cl, / EtOH (1 / 1,5, 25 ml). Se afadié un
exceso de paladio en carbono (Pd / C 10 %) y la reaccidon se agitdé durante 4 h a temperatura ambiente
(aproximadamente 20 °C) en atmoésfera de hidrégeno (balén). La mezcla reactiva se calenté a 40 °C para conseguir
una mejor disolucion del producto esperado y, a continuacion, se retird el catalizador mediante la filtracion con una
membrana millipore. El sélido se aclar6 3 veces con 20 ml de mezcla de CH2Cl, / EtOH (1 / 1) previamente
calentada a 4 °C. Los disolventes residuales se evaporaron al vacio para dar lugar al compuesto esperado 9 (757
mg, 99 %) en forma de sélido blanco.

C35Hes05 (M = 568,93 g / mol).

RMN "H (250 MHz, CDCl3) 8 0,88 (t, 6H, 2 CHs, J = 6,8 Hz), 1,26 (m, 48H, 24 CHy), 1,62 (m, 4H, 2H3"), 1,99 (t, 1H,
OH, J=6,5 Hz), 2,32 (t, 2H, J = 7,7 Hz), 2,35 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 3,73 (dd, 2H, 2H3a, J =5y 6,2 Hz), 4,23 (dd, 1H,
H1aA, J1aA-1aB =12 HZ, J1A.25 = 5,5 HZ), 4,35 (dd, 1H, H1aB, J1aB.25 = 4,5 HZ), 5,08 (m, 1H, H2a).

MS —IS: M calculada 568,51; encontrada: 570,0 [M + H]", 587,0 [M + NH,4]", 592,0 [M + Na]".

(S) - 2, 3 — Dipalmitoiloxipropilbencil (N, N — diisopropilamino) fosforamidita (compuesto 11, Figura 2a)
SFPIM83
El compuesto 9 (200 mg, 0,352 mmol), previamente secado durante 18 h al vacio en P,Os, se disolvié en

CHCI, anhidro (15ml) y se le afiadié una solucion de bis(N, N — diisopropilamino) bencilfosfina (0,84 M, 938 ul,
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0,788 mmol, 2,24 eq) (compuesto 10). La mezcla reactiva se enfrié a 0 °C y se le afiadié 1H — tetrazol sdlido (32 mg,
0,458 mmol, 1,3 eq). Tras 1 h y media de agitacion, el disolvente se evaporé al vacio y el residuo se purificé por
cromatografia en columna en gel de silice (éter de petréleo / acetato de etileno 9/ 1 con 3 % de EtsN) para dar lugar
al compuesto 11 (259mg, 92 %) en forma de jarabe incoloro.

C48H88N05P (M = 806,21 g / moI).

RMN "H (250 Mhz, CDCl3) 5 0,88 (app t, 6 H, 2CHz), 1,16 — 1,30 (m, 60H, 24 CHa, 4 x CHj3 isopropil), 1,60 (m, 4H,
2CHp),, 2,29 (t, 4H, 2CHy, J = 7,5 Hz), 3,55 — 3,85 (m, 4H, 2CH isopropil, 2H3a), 4,17 (ddd, 1H, H1ag, J1aB-1aa = 12
HZ, J1aB.25 = 6,3 HZ, J1aB.p =3 HZ), 4,34 (ddd, 1H, H1aA, J1aA.25 = J1aA.p = 4,5 HZ), 4,71 (m, 2H, CzPh), 5,19 (m, 1H,
H2a), 7,2 - 7,4 (m, 5H, 5CHa).

3,4,5,6-4-0-bencil-1-0-(2,3,4,6 —4 - 0 - acetil - a — D — manopiranosil) -2 -0 - [((S) - 2, 3 -
dipalmitoiloxipropil) (bencil) fosforil] — D — mioinositol (compuesto 12, Figura 2a)

SFPIM87

El compuesto 11 (259 mg, 0,321 mmol, 2,8 eq) y el compuesto 7 (100 mg, 0,115 mmol) se coevaporaron juntos
con tolueno anhidro (2 x 10 ml) y, a continuacién, se secaron durante 30 min al vacio de alto grado antes de ser
disueltos, en atmésfera de argon, en CH2Cl, anhidro (12 ml). Se afadié 1H — tetrazol sdlido (26 mg, 0,386 mmol, 3,2
eq) a0 °Cy, tras 1 h y media de agitacion a temperatura ambiente, la mezcla reactiva se enfrié a -40 °C. Se afadio
gota a gota una solucion de acido metacloroperbenzoéico (m — CPBA) (50 %, 79 mg, 0,230 mmol, 2 eq) en CH2Cl»
anhidro. Tras las 2 horas de agitacién que permitieron al medio reactivo alcanzar la temperatura ambiente
(aproximadamente 20 °C), la reaccion se detuvo afiadiendo una solucién acuosa al 10 % de NaS;03 (65 ml) y la
mezcla se extrajo con dietil éter (Et20) (130 ml). La fase organica se lavé con una solucion acuosa al 5 % de
NAHCO3 (3 x 65 ml) y, a continuacion, se secé en MgSO.. El disolvente se evaporé al vacio y el residuo se purificd
por cromatografia en columna en gel de silice (éter de petréleo / acetato de etilo 4 / 1) para dar una parte del primer
p — estereoisémero del compuesto 12 (42 mg), una parte de la mezcla de isémeros (23 mg) y una parte del segundo
isdmero del compuesto 12 (38 mg) (rendimiento global 56 %).

C90H127022P (M = 1591,88 g / moI).

RMN "*C (100 MHz, CDCl3) & 173, 36, 172,97, 170,72, 170,15, 169,89, 169,53, 138,36, 138,33, 137,90, 137,30,
136,00 (d), 135,67 (d), 128,82 — 172,08, 83,22, 81,12, 80,89, 78,75 (d), 76,11, 76,07, 76,01, 75,91, 72,99, 69,90,
69,82, 69,39, 69,33, 69,16, 67,45, 67,39, 65,91, 65,43, 62,89, 62,28, 34,33, 34,16, 32,06, 29,84, 29,79, 29,65, 29,50,
29,46, 29,28, 29,27, 24,98, 22,82, 20,96, 20,83, 20,74, 14,25.

3,4,5,6-4-0 -bencil—1 -0 — a- D - manopiranosil - 2 - O — [((S) - 2, 3 — dipalmotoiloxipropil) (bencil)
fosforil] — D — mioinositol (compuesto 13, Figura 2a)

SFPIM90

Se afiadié una solucion de hidréxido de sodio 0,1 M preparada recientemente (1 ml, 0,1 mmol, 4eq) a una
solucion del compuesto 12 (40 mg, 0,025 mmol) en tetrahidrofurano (THF) (3 ml). La mezcla reactiva se agité
durante 4 h a temperatura ambiente y, a continuacion, se diluyé con CH2Cl, (10 ml). La fase organica se lavo con
H20 vy, a continuacion, se secé en MgSO.. El disolvente se evaporo para dar lugar al compuesto esperado 13 (36
mg, 100 %). Los espectros RMN del producto bruto indican la presencia de aproximadamente un 30 % de producto
aun acetilado.

1 - 0 - a - D - manopiranosil — 2 - O — [((S) - 2, 3 — dipalmitoiloxipropil) fosforil] — D — mioinositol
(compuesto 14, Figura 2a)

SFPIM91

El compuesto 13 (36 mg, 0,025 mmol) obtenido anteriormente se disolvié en una mezcla de CH2Cl, / EtOH /
acido acétido (4 / 5/ 0,5 ml). Se afadié un exceso de paladio en carbono (Pd / C 10 %) y la reaccién se agitd
durante 6 h a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) en atmdsfera de hidréogeno (balon). El catalizador se
retird por filtracion mediante una membrana millipore y se aclaré 3 veces con 20 ml de mezcla de CH.Cl, / EtOH (1 /
1). Los disolventes residuales se evaporaron al vacio y se coevaporaron con tolueno para dar lugar al compuesto 14
(25 mg, 100 %) en forma de sélido blanco.

2) Preparacion de cultivos primarios de macréfaqos:

Se obtuvieron células muridas de médula 6sea del fémur de ratones salvajes. Las células obtenidas se
cultivaron (10° / ml) durante 7 dias en un medio DMEM (medio Eagle modificado de Dulbecco) complementado con
20 % de suero equino y 30 % de medio celular condicionado L929 [22]. Transcurridos tres dias de la renovacion del
medio, la preparacion celular comprendia una poblaciéon homogénea de macréfagos.

3) Estimulacion de los macréfagos de ratones salvajes mediante LPS en presencia y en ausencia de isdmero
de PIM isoPIM; — 2C16 (SFPIM91)
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Se cultivaron los macrofagos derivados de la médula dsea de ratones salvajes en placas de cultivo de 96
pocillos de 10° células por pocillo y, a continuacion, se estimularon con LPS (100 ng / ml, Escherichia. Coli, serotipo
0111 : B4, SIGMA) con o sin PIM analogo (1 — 10 yg / ml). Todas las preparaciones de PIM analogo liofilizadas
empleadas son solubilizadas en DMSO y adicionadas a los cultivos a una concentracion final maxima no citotéxica
de 1 %.

Tras una estimulacion de 24 horas, los sobrenadantes de cultivo fueron colectados y analizados en cuanto a su
contenido en citoquina TFN —a, IL — 6, IL — 12p40 y KC mediante ELISA (DUOSET R&D) y en cuanto a su contenido
en nitrito mediante la prueba de Griess.

Los resultados mostraron que la forma “isomérica” de PIM4 isoPIMy — 2C16 (SFPIM91) inhibi6 fuertemente la
sintesis de TFN — a inducidos en los macrofagos estimulados con LPS, en comparacion con los PIM naturales
Ac2PIMs y Ac2PIMe, y el PIM; sintético (SFPIM135) (Figura 3). Se obtuvieron resultados similares para el NO. Un
test de citotoxicidad MTT en los mismos macréfagos en presencia de diferentes partes de PIM permitio demostrar la
ausencia de citotoxicidad de las diferentes preparaciones para las células (Figura 4). La expresién de IL — 6
mediante macréfagos estimulados con LPS en presencia o ausencia de interferon — y también se inhibié (Figura 5).
La secrecion de IL — 12p40 en respuesta a LPS ya se habia inhibido fuertemente en concentraciones de 1 ug / ml de
PIM o de IsoPIM (Figura 6). Del mismo modo, la produccién de quimioquina KC, implicada en el reclutamiento de
células inflamatorias como los neutrdfilos, también se redujo fuertemente en presencia de PIM4 (SFPIM135) o mas
fuertemente de isoPIM — 2C+¢ (SFPIM91) (Figura 7).

En la medida en la que las preparaciones de PIM; y de PIMs fueron identificadas inicialmente como
estimulantes de la secrecion de TFN y de IL — 12p40 por cultivos primarios de macréfagos, las preparaciones de
isoméro de PIM se probaron por su capacidad para inducir una respuesta pro-inflamatoria a concentraciones de
hasta 20 ug / ml. Los resultados obtenidos por las preparaciones de isomero de PIM no mostraron estimulacion
alguna de la respuesta inflamatoria (TNF — a e IL — 12p40) de los cultivos primarios de macrofagos.

4) Actividad antiinflamatoria in vivo de los derivados sintéticos de PIM

Modelo in vivo de dificultad respiratoria

Los ratones C57BL / 6 recibieron el vehiculo solo (solucion salina con 1,25 % DMSO) o LPS (1 ug por ratén) de
Escherichia coli (serotipo O111 : B4; Sigma, St Louis, MO, USA) en ausencia o en presencia de PIM; (SFPIM135) o
de isoPIM — 2C16 (SFPIM91) (50 ug / ratén), aplicados por instilacion nasal en un volumen de 40 pl con anestesia
ligera de ketamina y xilacina.

La resistencia de las vias respiratorias se evalu6 por pletismografia no invasiva en un periodo de 3 horas tras la
aplicacion de LPS. Se dispusieron ratones en vigilia en camaras de pletismografia (EMKA Technologies, Paris,
Francia). Se registré el aumento de la pausa respiratoria (Penh) como medida de las molestias respiratorias y se
analiz6 utilizando el programa “Datanalyst Software” (EMKA Technologies, Paris, Francia) y se expresé en media
aproximada de SEM de Penh de n = 2 — 3 ratones individuales por grupo [23].

Lavado bronco alveolar (BAL)

El fluido BAL se recolectd canulando la traquea y lavando los pulmones cuatro veces con 0,5 ml de PBS frio.
Tras la centrifugacion a 400 xg durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante del primer lavado se conservo a -70 °C para
el posterior analisis de las citoquinas. Se contaron los pools de pellet celulares con azul de Tripano (Sigma) en una
célula hematocitométrica. Para el conteo diferencial, las células se marcaron con Diff — Quik Staining (Merz & Dade
AG., Dudingen, Switzerland). Se contaron 200 células.

Determinacion de las citoquinas

Las concentraciones de TFN y de KC se evaluaron mediante ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) segun las directrices del fabricante (R&D Duoset, Minneapolis, MO).

Resultados

El TNF es esencial para la disfuncién respiratoria aguda inducida por el LPS como se mostré en los ratones
con deficiencias de TFN [23]. Para determinar su actividad potencial in vivo, el PIM; (SFPIM135) y el isoPIM+-2C1¢
(SFPIM91) se probaron por su actividad inhibidora en un modelo murido de inflamacion pulmonar aguda y
deficiencia respiratoria inducidas mediante la aplicacion intranasal de LPS (1 ug / ratén).

A los ratones C57BL / 6 se les administrd por via intranasal 1 ug de LPS y se registréo Penh durante 200 min

utilizando la pletismografia no invasiva. El grafico de la Figura 11 representa el area bajo la curva (de 70 a 175 min).
Los valores que representan la media aproximada de SEM de n = 2 — 3 ratones por grupo.
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Tipicamente, los ratones que recibieron una aplicacion intranasal de LPS desarrollaron un aumento agudo de
Penh (crecimiento de la pausa respiratoria o enhanced respiratory pause), medida de la disfuncion respiratoria, que
comenzo6 90 min después de la aplicacion de LPS (Figura 8).

La adicién de PIMy (SFPIM135) causa la reduccién parcial del crecimiento de Penh inducido por el LPS. Esta
inhibicién resulta mas pronunciada tras la adicion de isoPIM-2C+¢ (SFPIM91) (Figura 8).

El LPS provoca el reclutamiento de las células inflamatorias en las vias respiratorias, medida en ndmero total
de células en el fluido bronco alveolar (BAL) de los ratones tratados con LPS. En este caso, el nimero de células
inflamatorias detectado en BAL tras 18 min de la aplicaciéon de LPS, se redujo parcialmente en presencia de isoPIM;-
2C16 (SFPIM91), y menos en presencia de PIM; (SFPIM135) (Figura 9). Los neutréfilos constituyen la mayor parte
de las células inflamatorias reclutadas tras la exposicion a LPS. Los macrofagos son esencialmente invariables. En
esta primera experiencia, se observé una reduccion del nimero de neutrdéfilos de hasta el 50 % o el 70 % en 2 de
cada 3 ratones que habian recibido el PIM (SFPIM135) o el isoPIM-2C+¢ (SFPIM91), respectivamente.

El reclutamiento de los neutréfilos depende de diferentes factores, entre ellos la quimioquina KC, incluso si no
depende de manera critica del TNF [23]. En la Figura 10, los ratones tratados se sacrificaron 24 horas después de la
aplicacion intranasal de 1 uyg de LPS y el fluido bronco alveolar se analizé para determinar el contenido de
quimioquina KC. La secrecion de KC en el espacio bronco alveolar disminuy6 fuertemente debido a la administracion
de PIM; (SFPIM135) o de isoPIM4-2C+s (SFPIM91) (Figura 10). Igualmente, la liberaciéon de TNF en el espacio
bronco alveolar disminuyé debido a la coadministracién de PIM; (SFPIM135) o mas fuertemente de isoPIM1-2C+¢
(SFPIM91) (Figura 11). Los valores representan la media aproximada de SEM de n = 3 ratones por grupo, de un
experimento representativo de 3 experimentos independientes.

Otros experimentos complementarios indican que isoPIM-2C4¢ (SFPIM91) causa la disminucion de la
expresion de numerosas citoquinas y quimioquinas inflamatorias en los pulmones expuestos a las endotoxinas.

En estas experiencias, isoPIM1-2C16 (SFPIM91) causa la inhibicion marcada de la inflamacién pulmonar y la
resistencia de las vias respiratorias en respuesta a las endotoxinas locales.

EJEMPLO 2:

1) Sintesis del compuesto 25 (IsoPIM1 — C16_ C1g) (Figura 2b)

Per — O — metoxiacetil — D — manopiranosa (compuesto 15, Figura 2b)
SFPIM - 93

Se afiadio cloruro de metoxiacetilo (660 pl, 7,22 mmol, 6,5 eq) gota a gota a una solucién de D — manosa (200
mg, 1,11 mmol) en piridina (6 ml) a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) y la mezcla se agit6 durante 18
h. Los disolventes se evaporaron y el residuo se diluyo en acetato de etilo (30 ml). A continuacion, la solucién se
lavé con una solucion acuosa de HCI 1 N (10 ml) y, después, con una solucion de NaCl saturada (10 ml) y se seco
en sulfato de magnesio (MgSQ.). Los disolventes se evaporaron y la purificacién por cromatografia en columna en
gel de silice (éter de petrdleo / acetato de etilo 2/ 1y 1/ 1) dio lugar al compuesto 15 puro (518 mg, 86 %) en forma
de jarabe amairillo.
C21H32016 (M = 540,47 g / mol).
RMN "H (250 MHz, CDCl3) & 3,41 (s, 6H), 3,45 (s, 3H), 3,49 (s, 6H), 3,85 — 4,26 (m, 14H), 5,25 — 5,53 (m, 3H), 6,21
(s, TH);
RMN °C (62,9 MHz, CDCl3) 5 59,34, 59,42, 59,50, 61,83, 65,50, 68,35, 68,82, 69,14, 69,26, 69,37, 70,44, 90,49,
167,61, 169,08, 169,22, 169,33, 169,90.
MS IS: M calculada 540,17; encontrada: 558,5 [M + NHa4]", 563,5 [M + Nal’, 579,5 [M + K]".

2, 3,4, 6 — 4 — O — metoxiacetil — D — manopiranosa (compuesto 16, Figura 2b)
SFPIM — 114

Se afiadi6é acetato de hidracina (500 mg, 5,48 mml, 1,6 eq) a una solucién del compuesto 15 (1,850 g, 3,4
mmol) en dimetil formamida (DMF) (15 ml) enfriada con anterioridad a -20 °C. Tras una hora de agitacion a 20 °C, la
mezcla se diluyd con acetato de etilo (150 ml) y, a continuacion, se lavé con una solucion de NaCl saturada (5 x 50
ml), se secd en MgSQO;, y se concentro al vacio para dar lugar al compuesto 16 (1,331 g, 83 %) en forma de jarabe
amairillo.

C1gH25014 (M = 468,42 g / mol).

RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 3,34 (s, 3H,), 3,35 (s, 3H), 3,39 (s, 3H), 3,41 (s, 3H) (4 Ome), 3,87 (AB, 2H, CH.0Me),
3,95 (s, 2H, CH,OMe), 4,02 (s, 2H, CH,OMe), 4,08 (AB, 2H, CH,OMe), 4,2 — 4,35 (m, 3H, H5', H6'A, H6'B), 5,19 (d,
1H, H1', J12= 1,8 Hz), 5,27 (t, 1H, H4', J43 = 10 Hz), 5,3 (dd, 1H, H2', J>3 = 3,2 Hz), 5,49 (dd, 1H, H3').
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RMN '3C (100 MHz, CDCls) & 59,45 (CHs), 59,50 (CHs), 62,62 (C6'), 66,53 (CHa, C4'), 68,00 (CH, C5'), 69,29 (CH,
C3'), 69,34 (CHy), 69,41 (CHy), 69,52 (CH,), 70,50 (CH, C2'), 91,98 (CH, C1").

2, 3,4, 6 — 4 — O — metoxiacetil — 1 — O — tricloroacetimidoil — a — D — manopiranose (compuesto 17, Figura 2b)
SFPIM — 125

Se afiadio tricloroacetonitrilo (1,28 ml, 12,80 mmol, 12 eq) a una mezcla del compuesto 16 (500 mg, 1,067
mmol) y de 1, 8 — diazabiclo [5,4,0] undec — 7 — eno (DBU) (45 pl, 0,299 mmol, 0,28 eq) en diclorometano (CH2Cl.)
anhidro (10 ml) a temperatura ambiente (20 °C) en atmdsfera de argon. Tras 10 min de agitacion, la mezcla reactiva
se purificd por cromatografia en columna en gel de silice (éter de petrdleo / acetato de etilo 1/ 2 con 0,2 % de
trielamina (EtsN)) y dio lugar asi al compuesto 17 (479 mg, 73 %) en forma de jarabe amairillo.

C20H28014NC|3 (M = 614,81 g / moI).

RMN "H (250 MHz, CDCl3) & 3,41 (s, 3H, CHs), 3,42 (s, 3H, CHa), 3,45 (s, 3H, CHs), 3,50 (s, 3H, CHs), 3,95 (dd, 2H,
CH>OMe), 4,03 (s, 2H, CH.OMe), 4,08 (s, 2H, CH,OMe), 4,19 (dd, 2H, CH,OMe), 4,22 — 4,33 (m, 2H, H5', HE'A),
4,40 (dd, 1H, J = 5,3 y 13,3 Hz, HE6'B), 5,45 (t, 1H, J = 9,8 Hz, H4"), 5,55 (dd, 1H, J = 5,2 y 10,0 Hz, H3'), 5,59 (dd,
1H, H2'), 6,32 (d, 1H, J= 1,5 Hz, H1"), 8,84 (s, 1H, NH).

3,4,5,6 -4 -0 —bencil -10 - (2, 3, 4,5, 6 — 4 — metoxiacetil — a — D — manopiranosil) — D — mioinositol
(compuesto 18, Figura 2b)

SFPIM — 207

Se unieron el compuesto aceptador 6 (940 mg), 1,42 mmol, 1 eq) y el compuesto donador 17 (1,16 g, 1,89
mmol, 1,3 eq) en un mismo balén y se sometieron al vacio en P,Os durante 18 h. La mezcla se colocod a
continuacién en atmdsfera de argon y se le afiadié un tamiz 4A. El balén se dejé en flujo de argén durante 10
minutos y, a continuacion, se le afiadio CH,Cl, anhidro (7 ml). Transcurridos otros 30 min de agitacién en argon, el
medio reactivo se enfrié a 0 °C y se afiadio TMSOTTf (68 pl, 0,38 mmol) gota a gota. Tras 5 minutos de agitacion a 0
°C y 1 hora a temperatura ambiente (20 °C) en atmdsfera de argén, la mezcla reactiva se enfrié a 0 °C y la reaccion
se detuvo al afiadir EtsN (1 ml). El tamiz se filtr6 a través de vidrio sinterizado, los disolventes se evaporaron al vacio
y el residuo se purificé por cromatografia en columna en gel de silice (éter de petréleo / acetato de etilo 1/ 1) para
dar lugar al compuesto 18 (296 mg, 21 %). (Se aisl6 igualmente una fraccion de 350 mg del compuesto 18 en
mezcla con el isémero inicialmente esperado, que habia perdido el PMB pero estaba glicosilado en la posicion 2 del
inositol).

Cs2Hs2019 (M = 991,06 g / mol).

RMN "H (400 MHz, CDCl3) 5 2,89 (m, 1H, OH), 3,34 (s, 3H, CHs), 3,41 (s, 3H, CHs), 3,42 (s, 3H, CHa), 3,44 (s, 3H,
CHj3), 3,41 — 3,48 (m, 2H, 2CHixs), 3,45 (dd, 1H, Chins, J = 2,4, 6,0 Hz), 3,86 — 4,16 (m, 8H, 4CH,OMe), 4,15 (dd, 1H,
H6'A, Jeas' = 2,4 Jeaes = 12 Hz), 4,29 (br s, 1H, H2), 4,34 (dd, 1H, H6'B, Jes.s' = 4,8 Hz), 4,43 (ddd, 1H, H5'), 4,65 —
4,91 (m, 8H, 4CH2Ph), 5,07 (d, 1H, H1', J1.2 = 2 Hz), 5,31 (t, 1H, H4', J43 = J45 = 10,0 Hz), 5,41 (dd, 1H, H2', J2.3 =
3,2 Hzg, 5,56 (dd, 1H, H3'), 7,15 - 7,4 (m, 20H, 4 x 5CHa,).

RMN ™C (69,9 MHz, CDCl3) 5 59,42, 59,48, 59,52, 63,12 (C6'), 66,65 (4'), 68,83 (C5'), 69,26 (C2), 69,38 (C3'), 69,46
(2CH,OMe), 69,49 (CH.OMe), 69,74 (CHOMe), 69,87 (C2'), 73,17 (CH2Ph), 76,0 (CH2.Ph), 76,03 (CH.Ph), 76,28
(CH2Ph), 80,27, 80,31, 31,15, 81,53 y 83,12 (Chins), 99,47 (C1'), 127,69 — 128,62 (11 picos, CHa,), 137,88, 138,26,
138,57, 138,63, 169,25 (CO), 169,31 (CO), 169,49 (CO), 169,86 (CO).

3 - O — bencil — 1 — O — octadecanoil — sn — glicerol (compuesto 19, Figura 2b)
SFPIM1

Se afiadieron (dimetilamino)piridina (DMAP) (5,6 mg, 0,05 mmol, 1 eq) y diclohexilcarbidiimida (DCC) (190 mg,
0,92 mmol, 2 eq) a una solucion, enfriada a 0 °C anteriormente, de acido estearico (130 mg, 0,46 mmol) y de 3 - O —
bencil — sn — glicerol (100 mg, 0,55 mmol, 1,2 eq) en diclorometano anhidro (CH2Cl») (5 ml). La mezcla reactiva se
agitdé 1 h a 0 °C y después 18 h a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) para, a continuacion, filtrarla en
algodon para retirar una parte de la diciclohexilurea formada. El disolvente se evaporé al vacio y el residuo se
purificé por cromatografia en columna en gel de silice (éter de petréleo / acetato de etilo 6 / 1) para dar lugar al
compuesto 19 (129 mg, 63 %) en forma de sdlido blanco.
C28H4804 (M = 448,69 g / moI).
RMN "H (250 MHz, CDCls) & 0,88 (t, 3H, CHs, J = 6,5 Hz), 1, 25 (b, 28H, 14CHy), 1,60 (m, 2H, 2h3"), 2,31 (t, 2H,
2H2", J =7,5Hz), 2,64 (d, 1H, OH, J = 3,5 Hz), 3, 48 (dd, 1H, H3ax, J3ar3as = 9,75 Hz, J3aa2a = 6 Hz), 3,55 (dd, 1H,
HSaB, J3aB2a = 4,5 HZ), 4,02 (m, 1H, H23), 4,12 (dd, 1H, H1aA, J1aa2a ~ 4,8 HZ), 4,19 (dd, 1H, H1aB, J1aB-1aA = 11,5
Hz, J1ag-2a 5 Hz), 4,55 (s, 2H, CH2Ph), 7,33 (m, 5H, CHa).
RMN "°C (62,9 MHz, CDCls) 5 14,22 (CHs), 22,19 (CHy), 25,00 (CH., C300), 29,23, 29,36, 29,46, 29,66, 29,71,
29,76, 29,80 (7 CHy), 32,02 (CHy), 34,24 (CH,, C2"), 65,43 (CH2, C1a), 68,80 (CH, C2a), 71,00 (CH2 C3a), 73,58
(CH2Ph), 127,82 (CHar), 127,94 (CHar), 128,54 (CHar), 137,77 (Cqar), 174,01 (Cq, C1").
MS — IS: calculada 448,36; encontrada: 449,5 [M + H]*, 466,5 [M + NH4]*, 471,5 [M + Na]".
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3 - O — bencil — 2 — O - hexadecanoil — 1 — O — octadecanoil — sn — glicerol (compuesto 20, Figura 2b)
SFPIM34

Se afiadieron clorhidrato de 1 — etil — 3 — [3 — (dimetilamino) propilcarbodiimida (EDCI) (662 mg, 3,45 mmol, 2,5
eq) y DAMP (34 mg, 0,28 mmol, 0,2 eq) a una solucién del compuesto 19 (620 mg, 1,38 mmol) y de acido palmitico
(708 mg, 2,76 mmol, 2 eq) en CHCl, anhidro (25 ml). La mezcla reactiva se agité 18 h a temperatura ambiente
(aproximadamente 20 °C) y, después, se diluyé con CH2Cl, (100 ml). La fase organica se lavd con una solucion de
HCI 1 N (40 ml), agua (40 ml) y, después, una solucion de NaCl saturada (40 ml) y se sec6 en MgSQa. El disolvente
se evapor¢ al vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna en gel de silice (éter de petréleo / acetato
etilico 25/ 1y 20/ 1) para dar lugar al compuesto 20 (899 mg, 95 %) en forma de sélido blanco.

C44H7805 (M = 687,11 g / moI).

RMN "H (250 MHz, CDCl3) & 0,88 (t, 3H, CH3, J = 6,5 Hz), 1,26 (m, 52H, 26CHy), 1,60 (m, 4H, 2H3', 2H3"), 2,27 (t,
2H,J=7,5Hz)y 2,31 (t, 2H, J = 7,5 Hz) (2H2' y 2H2"), 3,59 (d, 2H, 2H3a, J = 5 Hz), 4,19 (dd, 1H, H1aa, J1aa-1a8 =
11,75 Hz, J1a-2a = 6,3 Hz), 4,35 (dd, 1H, H1ag, J1ag-2a = 3,8 Hz), 4,53 (AB, 2H, CH2Ph, J = 12,2 Hz), 5,24 (quint., 1H,
H2a), 7,32 (m, 5H, CHa).

RMN (100 MHz, CDClIs) 6 14,23 (CHs), 22,82 (CH>), 25,01 y 25,08 (2CH, C3', C3"), 29,22 — 29,83 (CH,, 8 lineas),
32,06 (CH>), 34,23 y 34,44 (2CHy), 62,16 (CH2, C1a), 68,38 (CH,, C3a), 70,12 (CH, C2a), 73, 42 (CH2Ph), 127,72
(CHar), 127,87 (CHar), 128,51 (CHa/), 137,83 (Cqar), 173,16 (Cq, CO), 173,45 (Cq, CO).

SM - IS: M calculada: 686,58; encontrada: 687,5 [M + H]*, 704,5 [M + NH4]*, 709,5 [M + Na]".

2 — O - hexadecanoil — 1 — O — octadecanoil — sn — glicerol (compuesto 21, Figura 2b)
SFPIM29

Se disolvié el compuesto 20 (250 mg, 0,36 mmol) en una mezcla de CH»Cl, / EtOH (1 / 2,5, 14 ml). Se afiadio
un exceso de paladio en carbono (PD / C 10 %) y la reaccién se agité 4 h a temperatura ambiente
(aproximadamente 20 °C) en atmésfera de hidrogeno (baldn). La mezcla reactiva se calentd a 30 °C para la mejor
disolucion del producto esperado y el catalizador se retird por filtracion mediante una membrana millipore. Se aclaré
3 veces con 20 ml de mezcla CH,Cl, / EtOH (1 / 1) calentada con anterioridad a 30 °C. Los disolventes residuales se
evaporaron al vacio para dar lugar al compuesto 31 (215 mg, 99 %) esperado en forma de solido blanco.

Cs7H7205 (M = 596,98 g / mol).

RMN "H (250 MHz, CDCl3) 5 0,88 (t, 6H, 2CHs), 1,26 (m, 52H, 26CHy), 1,62 (m, 4H), 1,99 (s muy grande, 1H, OH),
2,32 (t,2H, J =7,7 Hz), 2,34 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 3,73 (d, 2H, 2H3a, J = 5 Hz), 4,23 (dd, 1H, H1aa, Jaar-1a8 = 11,75 Hz,
Jia2a = 5,75 HZ), 4,35 (dd, 1H, H1ag, J 1a82a = 4,5 Hz), 5,08 (quint, 1H, H2a, J = 4,5 Hz).

RMN "3C (62,9 MHz, CDCl3) 5 14,27 (CHs), 22,84 (CHy), 25,04 y 25,09 (2CHa), 29,25 — 29,85 (CHy, 8 lineas), 32,08
(CH.), 34,26 y 34,44 (2CHy), 61,68, 62,16, 72,25, 173,57 (Cq, CO), 173,93 (Cq, CO).

(S) — 2 — O - hexadecanoiloxi — 1 — O — octadecanoiloxipropil bencil (N, N — diisopropilamino) fosforamidita
(compuesto 22, Figura 2b)

SFPIM47

Se secaron por separado 1H — tetrazol solido (11 mg, 0,151 mmol, 06 eq) y el compuesto 21 (150 mg, 0,251
mmol) al vacio en P,Os durante 1 h antes de ser unidas y disueltas en CH;Cl, anhidro (2 ml). Se afiadio la solucién
stock del compuesto 10 (0,84 M, 358 pl, 0,301 mmol, 1,2 eq) y, tras 30 minutos de agitacion a temperatura ambiente
(aproximadamente 20 °C), la mezcla reactiva se diluyé con CH2Cl, (50 ml), se enfrié a 0 °C y la fase organica se lavo
con una solucion saturada de NaHCO3 a 0 °C (10 ml) y, a continuacion, se secd en MgSOa. El disolvente se evapord
y una purificacién rapida por cromatografia en columna en gel de silice (éter de petréleo / acetato de etilo 6 / 1 con 1
% de EtsN) permitié obtener el compuesto esperado 22 (100 mg, 48 %) en forma de aceite incoloro.

CsoHo2NOgP (M = 834,27 g / mol).

RMN ¢H (400 MHz, CDCIs) & 0,88 (t, 6H, 2CHs), 1,18 (d, 6H, CHs isopropil), 1,19 (d, 6H, CHs isopropil), 1,25 (m,
52H, 26 CH>), 1,60 (m, 4H, 2CHy), 2,29 (2t, 4H, 2CH,), 3,56 — 3,9 (2m, 4H, 2CHMe,, 2H3a), 4,17 (ddd, 1H, H1ag, J =
4,8,6,4y 12 Hz), 4,34 (ddd, 1H, H1aa, J =4, 8 y 12 Hz), 4,65 y 4,66 (2dd, 1H, POCHAPh, Jag = 12,4 Hz, Jap = 8,4
Hz), 4,732y 4,735 (2dd, 1H, POCHgPh, Jag = 12,4 Hz, Jap = 8,4 Hz), 5,19 (m, 1H, H2a), 7,3 — 7,4 (m, 5H, 5CHa,).
*'P NMR (162 MHz, CDCl3) & 148,70, 148,80.

3,4,56-4-0-bencil-1-0 - (2, 3, 4,6 — 0 — metoxiacetil - a — D — manopuranosil) - 2 - O —
hexadecanoil — 3 — O — octadecanoil — propil) (bencil) fosforil) — D — mioinositol (compuesto 23, Figura 2b)

SFPIM214
Se coevaporaron el compuesto 22 (290 mg, 0,348 mmol, 3 eq) y el compuesto 18 (115 mg, 0,116 mmol) con

tolueno anhidro (2 x 10 ml) y, a continuacién, se secaron 30 min al vacio de alto grado antes de ser disueltos, en
atmosfera de argon, en CH,Clz anhidro (8 ml). Se afiadié 1H — tetrazol sélido (41 mg, 0,58 mmol, 5 eq) a 0 °C Yy, tras
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1 h y media de agitaciéon a temperatura ambiente, la mezcla reactiva se enfrié a -40 °C. Se afadioé una solucion de
acido m-cloroperbenzoico (m-CPBA) (50 %, 120 mg, 0,348 mmol, 3 eq) en el CH.Cl> (8 ml) gota a gota. Tras 2 horas
de agitacién en las que se permitié al medio reactivo volver a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C), la
reaccion se detuvo con la adicion de una solucién acuosa con 10 % de NaxS;03 (50 ml) y la mezcla se extrajo con
dietil éter (Et2O) (100 ml). La fase organica se lavo con una solucién acuosa con 5 % de NaHCO3 (3 x50 ml) y, a
continuacion, se seco en MgSO.. El disolvente se evapord al vacio y el residuo se purificé por cromatografia en
columna en gel de silice (éter de petréleo / acetato etilico 2 / 1 con un gradiente de hasta 1/ 1) para dar una parte de
un primer P-esterecisémero del compuesto 23 (55 mg) y una parte de mezcla de isémeros (76 mg con
aproximadamente un 30 % del primer isémero) (rendimiento total 65 %).

C95H139025P (M = 1740,14 g / moI).

SM - IS m/ z M calculada: 1738,92; encontrada: 140,5 [M + H]*, 1763,5 [M + Na]".

HRMS calculada para [M + H]*: CosH140026P: 1739,9370; encontrada: 1739,9386.

3,4,5,6-4-0 - bencil—-1- 0 - a- D - manopiranosil - 2 - O - [((S) - 2 - O - hexadecanoil - 3 - O —
octadecanoil — propil) (bencil) fosforil] - D — mioinositol (compuesto 24, Figura 2b)

SFPIM218

El compuesto 23 (129 mg, 0,074 mmol) se disolvié en una mezcla de CHCIlz / MeOH (4 / 1, 1 ml). La mezcla
reactiva se enfrio a 0 °C y se afadio t — butilamina (160 pl). Tras 10 min de agitaciéon a 0 °C y 1 h en la que el medio
reactivo alcanzo la temperatura ambiente, los disolventes se evaporaron al vacio de alto grado a temperatura
ambiente (aproximadamente 20 °C) y el residuo se purifico por dos cromatografias en columna en gel de silice
sucesivas (CH2Cl2 / MeOH 20 / 1) con una cantidad de silice para dar lugar al compuesto esperado 24 (67 mg, 63 %)
en forma de solido blanco homogéneo (RMN: presencia de los dos P* - estereoisdbmeros).

CssH123015P (M =1415,85 g / moI).
HRMS calculada para [M + H]": CgsH12401gP: 1451,8525; encontrada: 1451,8521.

1 -0 - a - D - manopiranosil -2 - O - [((S) — 2 — O — hexadecanoil — 3 — O — octadecanoilpropil) fosforil] - D
— mioinositol (compuesto 25, Figura 2b)

SFPIM219

El compuesto 24 (63 mg, 0,043 mmol) se disolvié en una mezcla de CH,Cl, / EtOH (0,6 / 1, 16 ml). Se afadio
un exceso de paladio en carbono ( Pd / C 10 %) y la reaccion se agitdé 18 h a temperatura ambiente
(aproximadamente 20 °C) en atmoésfera de hidrégeno (baldn). El catalizador se retiré por filtracion mediante una
membrana millipore y se aclaré 3 veces con una mezcla CH»Cl, / EtOH (1/ 1) (20 ml). Los disolventes residuales se
evaporaron al vacio para dar lugar al compuesto 25 (43 mg, 100 %) en forma de sélido blanco muy homogéneo
(RMN).

Ca9Hg301gP (M = 1001,25 g / mol).

RMN "H (400 MHz, CD30OD / CDCl3 0,7 / 0,3 ml) 8 0,88 (t, 6H, 2CHs3), 1,26 (m, 52H, 26CHy), 1,60 (m, 4H), 2,32 (t,
2H,J=7,6 Hz), 2,37 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 3,22 (t, 1H, H5, J45 = Js6 = 8,8 Hz), 3,52 (br d, 1H, H3), 3,55 (t, 1H, H4', J4.5
=10,0 Hz), 3,56 (t, 1H, H4, J4.3 = 8,8 Hz), 3,66 (m, 1H, H1), 3,67 — 3,72 (m, 2H, H6, HE'A), 3,81 (dd, 1H, H3', J3.4 =
9,4, J3» = 3,2 Hz), 3,83 (m, 1H, H5'), 3,89 (dd, 1H, H6'B, Jsss' = 2, Jse'a = 11,6 Hz), 3,97 (dd, 1H, H2', J>.+ = 1,6
Hz), 4,16 — 4,23 (m, 3H, H3aA y 2H1a), 4,42 (dd, 1H, H3aB, J3ag2a = 3,2, J3as3an = 12 Hz), 4,75 (ddd, 1H, H2, Jo3 ~
10, J2.4 = 2,2 Hz), 5,16 (d, 1H, H1', J = 1,2 Hz), 5,26 (m, 1H, H2a).

RMN "®C (100 MHz, CD;OD / CDCI3 0,7 / 0,3 ml) & 14,40 (CHs) 23,43, 25,67, 25,70, 29,90, 30,15, 30,16, 30,33,
30,36, 30,44, 30,46, 30,48, 32,74, 34,75, 34,88, 62,83 (C6'), 63,23 (C3a), 65,87 (d, C1a), 68,77 (C4'), 70,89 (d, C2a),
71,48 (C3y C2'), 73,58 (C4), 73,96 (C6), 74,70 (C5'), 75,79 (Cb), 76,37 (d, C1), 81,37 (d, C1), 102,95 (C1'), 174,43
gCO), 174,81 (CO).

'P NMR (162 MHz, CD;0D / CDCl3 0,7 / 0,3 ml) 5 -1,71 ppm.

HRMS calculada para [M + H]*: C49Ho4O1gP: 1001,6178; encontrada: 1001,6172.

2) Estimulacién de los macréfagos de ratones salvajes por LPS en presencia de isémero PIM4 isoPIM+-C16C1s

(SFPIM219)

Se prob6 un nuevo isémero de PIM, el isoPIM1C1C1s (SFPIM219) por su actividad inhibidora en los
macrofagos estimulados por LPS (Figura 12).

Los macrofagos derivados de la médula espinal de ratones salvajes se cultivaron en placas de cultivo de 96
pocillos con 10° células por pocillo que, a continuacioén, se estimularon con LPS (100 ng / ml, Escherichia. Coli,
serotipo O111: B4, SIGMA), con isoPIM1C16C+s (SFPIM219) (1 — 10 ug / ml) o un control DMSO. La preparacion de
SFPIM219 liofilizada utilizada se solubilizé6 en DMSO y se adicioné a los cultivos a una concentracion final maxima
no citotoxica de 1 %.

Tras una estimulacion de 24 horas, los sobrenadantes de cultivo fueron colectados y analizados en cuanto a su
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contenido en citoquinas TNF — a o IL — 12p40 mediante ELISA (R & D Douset, Minneapolis, MO). Los resultados
corresponden a la media aproximada de SD de n = 2 ratones por genotipo.

El isoPIM1C+6C+s (SFPIM219) inhibe fuertemente la secrecién de TNF (Figura 12). El test de citotoxicidad MTT
llevado a cabo en los mismos macréfagos incubados en presencia de isoPIM1C16C1g (SFPIM219) permitio demostrar
la ausencia de citotoxicidad en los macrofagos (Figura 13).

La secrecion de IL — 12p40 en respuesta al LPS ya se habia inhibido fuertemente a concentraciones de 1 ug /
ml de isoPIM1C16C1s (SFPIM219) (Figura 14).

EJEMPLOS 3y 4:

1) Ejemplo 3: Sintesis del compuesto 36 de la Figura 2c o PIM — 2 — mimNCOCF3

SFPIM342 - t2

Ejemplo 4: Sintesis del compuesto 37 de la Figura 2c o PIM — 2mimNH

SFPIM324 - t8
3-0-bencil-1,2:5, 6 -di— O - isopropilidena — a — D — glucofuranosa (compuesto 26, Figura 2c)
SFPIM311

A una solucién de 1, 2:5, 6 —di — O — isopropilidena — a — D — glucofuranosa comercial (13,5 g; 52 mmol) en
THF anhidro (100 ml) se le afiadid, a 0 °C y en atmoésfera de azote, hidruro de sodio (en forma de una dispersion al
60 % en aceite mineral) (2,5 g; 62 mmol; 1,2 eq). La mezcla se agité durante 20 min a 0 °C. Tras la adicion, a
temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C), de yoduro de tetrabutilamonio (149 mg; 0,4 mmol; 0,008 eq), el
bromuro de bencilo (9 ml; 76 mmol; 1,3 eq) se afiadio gota a gota. El medio se calentd por reflujo durante 2 horas y,
a continuacion, se afiadié metanol (10 ml) lentamente. La mezcla se diluyé con diclorometano (100 ml) y agua (40
ml). La fase acuosa se extrajo 3 veces en diclorometano (50 ml). Las fases organicas se unieron, secaron y
concentraron al vacio. El producto bruto se purificé por cromatografia en gel de silice (ciclohexano / Et;0 4 /1 + 0,4
% de EtsN) para dar lugar al compuesto 26 en forma de aceite amarillo.
C19H2606 (M = 350,42 g / mol).
RMN "H (400 MHz, CDCls): & 1,31 (s, 3H, CHs), 1,37 (s, 3H, CHa), 1,43 (s, 3H, CH3), 1,49 (S, 3H, CHs), 4,00 (d, 1J,
HBA, Jsas = 5,6, Jsass = 8,4 Hz), 4,02 (d, 1H, H3, Js3 = 3,0 Hz), 4,11 (d, 1H, H6B, Jes-s = 6,0 Hz), 4,15 (d, 1H, H4, J4.
5 = 7,6 Hz), 4,37 (m, 1H, H5), 4,58 (d, 1H, H2, J2.1 = 3,6 Hz), 4,66 (AB, 2H, CH2Ph), 5,90 (d, 1H, H1), 7,27,25 (m, 5H,
CHar).
RMN "°C (101 MHz, CDCls): & 25,57 (CHs), 26,37 (CHs), 26,92 (CHs), 26,97 (CHs), 67,53 (C6'), 72,50 (CHPh), 72,65
(C5"), 81,45 (C4"), 81,83 (C3"), 82,79 (C2"), 105,42 (C1"), 109,10 (Cq), 111,90 (Cq), 127,77, 127,96, 128,52, 137,77.
SM = IS m/z M calculada: 350,17; encontrada: 351,0 [M + H]", 373,0 [M + Na]".

3 - 0 - bencil -1, 2 - O — isopropilideno — a — D — xilo — pentodialdo — 1, 4 — furanosa (compuesto 27, Figura
2c)

SFPIM268A

El compuesto 27 se sintetizé segun [25]. Se agité una solucion del compuesto 26 (1,03 g; 2,9 mmol) en una
mezcla de acido acético y agua (21 /9) a 45 °C durante 2 horas. La mezcla reactiva se enfrié a continuacién a 0 °C y
se afiadié una solucidon de periodato de sodio (692 mg; 3,23 mmol; 1,1 eq) en agua (7 ml). El medio se agité a
temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) durante 18 horas. Se afiadié diclorometano (15 ml) y la fase acuosa
se extrajo 3 veces en el diclorometano (15 ml). Las fases organicas se unieron y se lavaron 2 veces con agua (20
ml), se secaron en MgSO, y se concentraron al vacio. El residuo se coevaporo 2 veces con tolueno. El aldehido 27
se utilizé sin purificar en la etapa siguiente.

RMN "H (250 MHz, CDCl3): & 1,33 (s, 3H, CHs), 1,47 (s, 3H, CH3), 4,33 (d, 1H, H3, Js1 = 3,7 z), 4,54 (AB, 2H,
CH2Ph), 4,61 (dd, 1H, H4, J45 = 1,5, Jaz = 3,7 Hz), 4,64 (d, 1H, H2, J>.1 = 3,7 Hz), 6,12 (d, 1H, H1), 7,1 —= 7,4 (m, 5H,
CHar), 9,67 (d, 1H, H5, Js.4 = 1,8 Hz).

3 — O — bencil — xilo — pentodialdo — 1, 4 — furanosa (compuesto 28, Figura 2c)
SFPIM268
Se afiadio resina Dowex 50WX8 a una solucion del compuesto 27 (2,9 mmol) en una mezcla de dioxano / agua

(10 /4 ml). El medio se agité ligeramente 18 h a 75 °C. La resina se filtré en vidrio sinterizado y se aclaré con una
mezcla de dioxano / agua. Los disolventes se evaporaron a presion reducida. El residuo se coevaporé varias veces
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con tolueno hasta que se obtuvo el producto 28 con forma de espuma naranja — roja. El compuesto se utilizé sin
purificar en la etapa siguiente.

N — bencil — 3 - O - bencil - 1, 5 — dideoxi — 1, 5 — imino — xilitol (compuesto 29, Figura 2c)
SFPIM272

A una solucién del compuesto 28 (700 mg, 2,9 mmol) secada con anterioridad en P;Os durante una noche en
metanol anhidro (50 ml), se afiadio, en atmdsfera de azote, el cianoborohidruro de sodio (554 mg, 2,67 mmol, 3 eq).
La mezcla se agité en presencia de tamices moleculares 3A durante 10 minutos. El medio se enfri6 a -78 °C y, a
continuacion, se afiadieron acido acético glacial (332 pl, 5,8 mmol, 2 eq) y bencilamina (292 pL, 2,67 mmol, 0,9 eq).
Tras volver a la temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C), el medio se agité 18 h y se filiré sobre Célite. El
Célite se aclar6 con acetato de etilo ( 3 x 10 ml). Los disolventes se evaporaron a presion reducida. El residuo se
recogio en el acetato de etilo (60 ml) y se lavd con una solucion saturada de NaHCOs3 (20 ml) y 2 veces con agua (20
ml). La fase organica se seco6 y se concentré al vacio para dar lugar al compuesto 29 en forma de soélido blanco
homogéneo. El compuesto puede eventualmente volverse a cristalizarse en acetato de etilo.

C19H2303N (M = 313,40 g / mol).

RMN 1H (250 MHZ, CDC|3)Z o) 2,24 (dd, 2H, H1aA, H56'A, J1aA.25 = J5aA-4a = 8, J1aA-1aB = J5aA-5aB =11 H), 2,45 (m, 2H,
OH), 2,85 (dd, 2H, H1aB, H5aB, J1ag-2a = Jsas4a = 3,5 Hz), 2,25 (app t, 1H, H3a, J2a-3a = J3asa = 7 Hz), 3,55 (s, 2H,
CHzPhg, 3,77 (ddd, 2H, H4a, H2a), 4,76 (s, 2H, CH2Ph), 7,20 — 7,40 (m, 10H, 2 x 5 Char).

RMN "™C (101 MHz, CDCl3): 5 57,12 (C1a, C5a), 62,20 (CH,Ph Nbn), 69,91 (C2a, C4a), 73,98 (Ch,Ph Obn), 84,30
(C3a, seial de intensidad débil), 127,39 — 129,14 (9 picos, Char), 137,86 (Cqar), 138,68 (Cqar).

SM - IS m/z M calculada: 313,17; encontrada 314,0 [M + HJ", 336,0 [M + Na]".

3 - 0 —bencil — 1, 5 - dideoxi — 1, 5 — imino - xilitol (compuesto 30, Figura 2c)
SFPIM314

El compuesto 29 (300 mg; 0,957 mmol) se disolvié en EtOH (10 ml). Se afiadi6é un exceso de hidroxido de
paladio en carbono 20 % y el medio reactivo se agitd6 a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) en
atmésfera de hidrogeno durante 20 horas. Se volvié a afiadir hidroxido de paladio en carbono 20 % y la reaccion
continué 18 h suplementarias. El medio reactivo se filtr6 en membranas millipore y el catalizador se aclaré con EtOH
(2 x 10 ml). El filtrado se evaporo a presion reducida para dar lugar al compuesto 30 (172 mg, se observa
aproximadamente un 35 % de producto O — debencilado).

C12H17NO3 (M = 223,27 g / moI).

RNM 'H (400 MHz, CD30OD): (contiene un 35 % de compuesto O — debencilado referencia*) & *2,38 (dd, ~ 0,4H,
*H1aA, *H58A, J1aA.25 = J5aA-4a = 10,1, J1aA-1aB = J5aA-5aB = 12,6 HZ), 2,45 (dd, ~1,7H, H1aA, H58A, J1aA.25 = J5aA-4a =
9,7, J1aa-1aB = Jsaasae = 12,8 Hz), 2,85 (dd, 2H, H1aB, H5aB, J1ag-2a = Jsas4a = 4,3 Hz, + compuesto *), 3,21 (app t,
1H, *H3a, H3a, J2a-3a = Jaa3a = 8,3 Hz), *3,39 — 3,41 (2dd, ~ 0,4H, *H4a, *H2a), 3,55 — 3,57 (2dd, ~1,7H4a, H2a),
4,85 (s, CH2Ph), 7,20 — 7,40 (M, 5H, CHar).

RMN C (101 MHz, CD;0OD): & *51,39 (*C1a, *C5a), 51,47 (C1a, C5a), 71,92 (C2a, C4a), *72,45 (*C2a, *C4a),
75,55 (CH2Ph OBn), *79,94 (*C3a), 87,12 (C3a), 127,93 — 128,98, 129,17 (CHar), 140,36 (Cqar).

SM — IS m/z M calculada: 223,12; encontrada 224,5 [M + HJ*, 246,5 [M + Na]".

N — trifluoroacetamido — 3 — O — bencil — 1, 5 — dideoxi — 1, 5 — imino - xilitol (compuesto 31, Figura 2c)
SFPIM315

A una solucion del compuesto 30 (172 mg; 0,77 mmol) en diclorometano anhidro (5 ml) se afiadieron piridina
(100 pl; 1,31 mmol; 1,7 eq) y anhidrido trifluoroacético (160 ul, 1,16 mmol; 1,5 eq). El medio reactivo se agité durante
18 h a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) y, a continuacién, se diluyé en diclorometano. La fase
organica se lavo dos veces con una solucion de HCI 1 N, una vez con H,O, se secé en MgSO, y se concentro al
vacio. El producto bruto se purifico por cromatografia en gel de silice (éter de petréleo / acetato de etilo 3/ 1,5) para
dar el producto 31 (110 mg; 45 %).

C14H15NO4F3 (M = 318,28 g / moI).

RMN "H (400 MHz, CDCls): & 3,50 (d, 1H, H1A o H5A, J = 13,4Hz), 3,61 (m, 1H, H3), 3,66 - 3,78 (m, 3H, H1 o H5,
OH), 3,82 (m, 2H, H2 o H4, OH), 3,96 (m, 1 H, H4 o0 H2), 4,10 (dd, H1B o H5B, J = 4,0, J = 13,6Hz), 4,66 (s, 2H,
CHzPhg, 7,25 - 7,38 (m, 5H, Char).

RMN °C (101 MHz, CDCl3): 6 45,77 (C5 0 C1), 48,25 y 48,28 (C1 o C5 rotameros), 67,80, (C2 o C4), 67,97 (C4 o
C2), 73,04 (CH2.Ph), 76,52 (C3), 116,51 (q, CF3, Jc.r = 289 Hz), 127,78, 128,23, 128,72 (3 picos CHar), 137,71 (Car),
157,72 (q, COCF3, J c.r = 36Hz).

RMN '°F (376 MHz, CDCls): 5 — 67,72.

N - trifluoroacetamido — 3 — O - bencil — 2, 4 — bis - O — (2, 3, 4,5 - 4 — O — metoxiacetil — a - D —
manopiranosil) — 1, 5 — dideoxi — 1, 5 — imino — xilitol (compuesto 32, Figura 2c)
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SFPIM318

Una solucién del compuesto 17 (500 mg; 0,813 mmol; 2,5 eq) en diclorometano (2 ml) se canulé en atmésfera
de argon en una solucion del compuesto 31 (105 mg; 0,33 mmol) en diclorometano (5 ml) con tamices moleculares
4A. La mezcla reactiva se agitd durante 30 min a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) y se afiadié
trimetilsilil trifluorometanosulfonato (30 pl, 0,163 mmol; 20 % respecto al imidato). El medio reactivo se agité durante
2 h a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) y, a continuacion, se detuvo la reaccién por la adicion de
trietilamina (0,8 ml) y se filtr6 sobre Célite. Se aclard el Célite con diclorometano, se evaporo el disolvente en seco y
el producto bruto se purificé por cromatografia en gel de silice (diclorometano / acetona 6 / 1) para dar lugar al
producto 32 (188 mg; 47 %) en forma de jarabe incoloro.

CsoHesNO30F3 (M = 1220,08 g / mol).

Nota: en RMN se observan rotameros debidos a la presencia de NCOCFs;.

RMN "H (400 MHz, CDCls): & 2,92 (dd, 0,5H, H1aA o H5aA, J = 9,9, 12,9Hz), 3,06 (dd, 0,5H, H1aA o H5aA, J= 10,1,
12,9Hz), 3,18 (dd, 0,5H, H1aA o H5aA, J = 9,8, 13,9Hz), 3,26 (dd, 0,5H, H1aA o H5aA, J = 10,3, 13,9Hz), 3,36, 3,38,
3,38, 3,40 3,41, 3,44, 3,45, 3,48 (8 CHa), 3,64 — 4,22 (m, 25H, 8CH; MAc, 2H5, 1H1aB o 1H5aB, 3H6, H3a, H2a,
H1a), 4,40 (m, 1H, H6B), 4,53 (m, 1H, H1aB o H5aB), 4,80 — 4,90 (m, 2H, CH;Ph), 4,94 (s, 0,5H, H1), 5,05 (s, 0,5H,
H1), 5,14 (s, 0,5H, H1), 5,17 (s, 0,5H, H1), 5,24 — 5,45 (m, 6H, 2H2, 2H3, 2H4), 7,15 — 7,40 (m, 5H, CHar).
RMN "C (101 MHz, CDCl3): 5 43,44, 45,52, 45,56, 45,85, 47,89, 47,92 (6 picos para C1a y C5a), 59,32, 59,37,
59,39, 59,41, 59,44, 59,45, 59,53 (7 CHs), 61,75, 62,23, 62,58 (3 picos para los H6), 65,43, 65,56, 65,97, 66,07,
68,49, 68,62, 68,68, 68,94, 69,26, 69,49 (10 picos para C2, C3, C4, C5), 69,14, 69,22, 69,26, 69,29, 69,39, 69,43,
69,46 (7 picos para los CH, MAc), 71,17, 72,20, 76,56, 77,08, 81,88, 82,00 (6 picos para C1a, C2a, C3a), 75,48,
75,57 (2 picos para CH2Ph), 94,41, 94,75 (2 picos para C1), 98,82, 99,07 (2 picos para C1), 116,14. (q, CF3, Jcr =
289Hz), 116,21 (q, CF3, Jc-r = 289Hz), 125,32 — 129,06 (9 picos para CHar), 137,09, 169,12 — 170,18 (14 picos para
COMAC).

RMN "°F (376 MHz, CDCls): 5 -68,79, -68,55.

N - trifluoroacetamido — 2, 4 — bis - O — (2, 3, 4, 5, - 4 — O — metoxiacetil - a — D — manopiranosil) - 1, 5 —
dideoxi — 1, 5 — imino - xilitol (compuesto 33, Figura 2c)

SFPIM319

El compuesto 32 (188 mg; 0,154 mmol) se disolvié en una mezcla de EtOH / CH,Cl, ( 6 / 6 ml). Se afiadio un
exceso de paladio en carbono 10 % y el medio reactivo se agité a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C)
en atmosfera de hidrogeno durante 3 horas. El medio reactivo se filtr6 mediante una membrana millipore y el
catalizador se aclaré con una mezcla de EtOH / CH,Cl, (1 / 1). El filtrado se evaporé a presion reducida para dar
lugar al compuesto 33 (168 mg; 97 %).

Ca3He2NO30F3 (M = 1129,96 g / mol).

Nota: en RMN se observaron rotameros debidos a la presencia de NCOCFs.

RMN "H (400 MHz, CDCls3): 6 2,74 (app t, 0,5H, H1aA o H5aA, J = 12,1Hz), 2,84 (app t, 0,5 H, H1aA o H5aA, J =
11,6Hz), 3,12 (m, 1H, H1aA o H5aA), 3,41, 3,42, 3,44, 3,45, 3,46, 3,47, 3,48, 3,49 (8 CHs), 3,59 (m, 3H, H4a, H23a,
OH), 3,74 (m, 1 H, H3a), 3,88 — 4,49 (m, 23H, 8CH, MAc, 2H5, 1H1aB o 1H5aB, 4H6), 4,64 (m, 1H, H1aB o H5aB),
4,94 (s, 0,5H, H1), 5,01 (s, 0,5H, H1), 5,21 (s, 0,5H, H1), 5,25 (s, 0,5H, H1), 5,26 — 5,48 (m, 6H, 2H2, 2H3, 2H4).
RMN °C (101 MHz, CDClIs): 6 44,26, 45,61, 46,01, 47,69 (4 picos para C1ay C5a), 59,22 — 59,43 (7 CHjs), 62,21,
62,24, 62,58 (3 picos para los H6), 65,85, 65,90, 65,98, 66,04, 68,57, 68,62, 69,07, 69,13, 69,53 (9 picos para C2,
C3, C4, C5), 69,19, 69,22, 69,33, 69,42, 69,46 (4 CH> MAc), 74,05, 74,78, 75,64, 75,84, 76,54, 77,25 (6 picos para
C1a, C2a, C3a), 95,75, 98,99 (2 C), 116,10 (q, CF3, Jc.r = 289Hz), 116,18 (q, CF3, Jcr = 289Hz), 155,58 (q, COCFs3,
Jc.F = 36Hz), 155,62 (q, COCF3, Jc.Fr = 36Hz), 169,16 — 170,18 (13 picos COMAC).

RMN "°F (376 MHz, CDCl3): 5 — 68,91, - 68,72.

N - trifluoroacetamido — 2, 4 — bis - O — (2, 3, 4, 5 — 4 — O — metoxiacetil — a — D — manopiranosil) - (3 - O —
(((S) — 2 — O - hexadecanoiloxi — 3 — O — octadecanoiloxi — propil) (bencil) fosforil) — 1, 5 — dideoxi — 1, 5 —
imino — D - xilitol (compuesto 34, Figura 2c)

SFPIM322

Se afiadié una solucion 0,26 M en el CH,Cl, anhidro del compuesto 22 (861 ul; 0,223 mmol; 1,5 eq) a una
solucion del compuesto 33 (168 mg; 0,149 mmol) en el CH,Cl, anhidro (8 ml). Se afadié un tamiz 3A y el medio
reactivo se agité durante 30 min a temperatura ambiente en atmdsfera de argén. Se afiadié una solucidon comercial
de tetrazol (~ 0,45 M en acetonitrilo), secada con anterioridad y a 0 °C (1,65 ml, 0,743 mmol, 5 eq) y la reaccion
continué agitandose a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla reactiva se enfrio a — 40 °C y se afadié una
solucion de acido m — cloro — perbenzoica (m — CPBA) (50 %, 154 mg, 0,447 mmol, 3 eq) gota a gota en el CH.Cl»
(2 ml). Tras 2 h de agitacion en la que el medio reactivo alcanzé la temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C),
la reaccion se detuvo por la adicion de una solucion acuosa al 50 % de Na»S;03 (20 ml) y la mezcla se extrajo con
dietil éter (Et20) (80 ml). La fase organica se lavo 4 veces con una solucion acuosa al 50 % de NazS>03 (3 x 20 ml),
1 vez con una solucién saturada de NaHCOs3, 1 vez con H20 vy, posteriormente, se secé en MgSO.. El disolvente se
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evaporo al vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna en gel de silice (Tolueno / acetona 4 / 1) para
dar lugar al compuesto 34 (104 mg; 37 %) en forma de jarabe incoloro.

Ce7H139NO37F3 (M = 1879,03 g / mol).

Nota: los espectros son dificiimente interpretables. De hecho, se observan numerosos picos debido a los rotameros
relacionados con la presencia de NCOCFs3, los diastereoisémeros relacionados con la presencia de fosfato bencilado
y de la no equivalencia de los azucares. También se pueden observar 4 picos para un tnico carbono anomerico.
Cabe destacar igualmente que hay 4 picos en RMN del Fldor.

RMN 'C (101 MHz, CDCls) : & 94,47, 94,50, 94,91, 95,00 (1C1), 98,69, 98,76, 99,18 (2C) (1C1).

RMN *'P (162 MHz, CDCls) : & — 0,92

RMN "°F (376 MHz, CDCl3): 5 — 68,68, - 68,67, - 68,47, - 68,44,

SM - 1S m/z M calculada: 1877,87; encontrada 1901,0 [M + Na]".

N - trifluoroacetamido — 2, 4 — bis - O — (2, 3, 4, 5 — 4 — O — metoxiacetil — a — D — manopiranosil) - (3 - O —
(((S) = 2 — O — hexadecanoiloxi — 3 — O — octadecanoiloxi — propil) fosforil) — 1, 5 — dideoxi — 1, 5 — imino - D —
xilitol (compuesto 35, Figura 2c)

SFPIM323

El compuesto 34 (90 mg, 0,048 mmol) se disolvié en una mezcla de EtOH / CH,Cl, (6 / 4 ml). Se afiadié un
exceso de paladio en carbono 10 % y el medio reactivo se agité a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C)
en atmosfera de hidrégeno durante 3 h. El medio reactivo se filiré6 mediante una membrana millipore y el catalizador
se aclaré con una mezcla de EtOH / CH,Cl, (1 / 1). El filtrado se evapor6 a presion reducida para dar lugar al
compuesto 35 (82 mg, 95 %).

CegoH133NOs7FsP (M = 1788,91 g / mol).

Nota: Los espectros son dificilmente interpretables. De hecho, se observan numerosos picos debido a los rotameros
relacionados con la presencia de NCOCF;3 de la no equivalencia de los azucares. Asi pues, los diaesteroisbmeros
han desaparecido, el fosfato ha quedado desprotegido. Cabe destacar que hay 2 picos para un tunico carbono
anomeérico. Se observan igualmente 2 picos en RMN del Fltor.

RMN "C (101 MHz, CDCl3) : 5 94,54, 94,98 (1C1), 98,65, 99,17 (1C1).

RMN *'P (162 MHz, CDCl3) : & — 1,36, - 1,30.

RMN "°F (376 MHz, CDCls): 5 — 68,66, - 68,45.

Ejemplo 3: N - trifluoroacetamido — 2, 4 — bis — O - (a — D — manopiranosil) - (3 - 0 - (((S) -2 -0 -
hexadecanoiloxi — 3 — O — octadecanoiloxi — propil) fosforil) — 1, 5 — dideoxi — 1, 5 — imino — D - xilitol
(compuesto 36, Figura 2c)

SFPIM324 — 2
y

Ejemplo 4: 2, 4 — bis — O — (a — D — manopiranosil) — (3 — O - (((S) - 2 — O — hexadecanoiloxi - 3 - O —
octadecanoiloxi — propil) fosforil) — 1, 5 — dideoxi — 1, 5 — imino — D — xilitol (compuesto 37, Figura 2c)

SFPIM327 — 8

El compuesto 35 (80 mg, 0,045 mmol) se disolvié en una mezcla de CHCI3; / MeOH (0,2 / 0,8 ml). La mezcla
reactiva se enfrio a 0 °C y se afiadio butilamina (164 pl). Tras 10 minutos de agitacién a 0 °C y 1 h y media
suplementaria en la que el medio reactivo recupero la temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C), los
disolventes se evaporaron al vacio de alto grado a temperatura ambiente y el residuo se purificé por cromatografia
en gel de silice (CHCI3 / MeOH / H,O 70/ 40 / 1) para dar lugar en los primeros tubos al compuesto 36 (16 mg, 32
%) y en los tubos siguientes al compuesto 37 (21 mg, 48 %) en forma de solidos blancos.

Compuesto 36

C55H101N021PF3 (M = 1212,39 g / moI).

Nota: se siguen observando rotameros debidos a la presencia de NCOCFs3, sobre todo a nivel de los H anoméricos.
RMN "H (400 MHz, CDCl3/ CD30D 0,4 / 0,2 mL): & 0,89 (t, 6H, 2CH3, J = 6,7Hz), 1,27 (m, 52H), 1,61 (m, 4H), 2,32
(t, 2H, J = 7,6Hz), 2,34 (t, 2H, J = 7,6Hz), 3,20 — 4,22 (numerosos macizos), 4,91 (s, 0,5H, H1), 5,03 (s, 0,5H, H1);
5,12 (s, 0,5H, H1), 5,17 (s, 0,5H, H1), 5,25 (m; 1H, H2a'").

RMN *'P (162 MHz, CDCls/ CDsOD 0,4 /0,2 mL) : 8 0,161.

RMN '°F (376 MHz, CDCl3/ CD;0D 0,4 / 0,2 mL): 5 — 68,34, - 67,83.

SM - IS (-) m/z M calculada : 1211,66; encontrada 1210,5 [M — H]".

Compuesto 37

C54H102N020P (M = 1116,38 g / moI).

Nota: %/a no se observan los rotdmeros a nivel de los H anoméricos.

RMN 'H (250 MHz, CDCI3 / CD3sOD / D,O dificilmente soluble): & 0,89 (t, 6H, 2CH3, J = 6,8Hz), 1,27 (m, 52H), 1,60
(m, 4H), 2,31 (t, 2H, J = 7,3Hz), 2,34 (t, 2H, J = 7,3Hz), 3,00 — 4,5 (numerosos macizos), 4,93 (s, 1H, H1), 5,08 (s,
1H, H1), ,23 (m, 1H, H2a").

RMN *'pP (162 MHz, CDO3/ CD30OD / D20 dificilmente soluble) : & 0,670
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SM - 1S (-) m/z M calculada : 1115,67; encontrada 1116,0 [M + Na]".

2) Estimulacidn de los macroéfagos de ratones salvajes por LPS en presencia de los compuestos 36 y 37

Los compuestos 36 de la Figura 2c o PIM — 2 — mimNCOCF; (SFPIM324 —t2) y 37 de la Figura 2c o PIM — 2 —
mimNH (SFPIM324 — t8) han sido probados por su actividad inhibidora en los macréfagos estimulados por LPS
(figuras 15 a 17).

Los macrofagos derivados de la médula ésea de ratones salvajes se cultivaron en placas de cultivo de 96
pocillos con 10° células por pocillo y, a continuacion, fueron estimulados con LPS (100 ng / ml, Escherichia. Coli,
serotipo O111: B4, SIGMA) con el PIM; (SFPIM145), el isoPIMC16C1s (SFPIM219) o los compuestos PIM — 2 —
mimNCOCF3 (SFPIM324 - t2) o PIM — 2 — mimNH (SFPIM324 — t8) (valorados en 1, 3, 10, 30 ug / ml) o de controles
DMSO. Las preparaciones de SFPIM145, SFPIM219, SFPIM324 — t2 y SFPIM324 — 18 liofilizadas empleadas son
solubilizadas en DMSO y adicionadas a los cultivos a una concentracion final maxima no citotoxica del 1 %.

Tras 24 horas de estimulacion, los sobrenadantes de cultivo fueron colectados y analizados por su contenido
en citoquinas TNF — a o IL — 12p40 mediante ELISA (R & D Duoset, Minneapolis, MO). Los resultados corresponden
a la media aproximada de SD de n = 2 ratones por genotipo.

Los compuestos PIM — 2 — mimNCOCF; (SFPIM324 — t2) e isoPIM1C16C1s (SFPIM219) inhiben fuertemente la
secrecion de TNF, mientras que el PIM; (SFPIM145) y PIM — 2 — mimNH (SFPIM324 — t8) la inhiben menos (Figura
15). El test de viabilidad de células en MTT realizado en los mismos macréfagos indica cierta toxicidad con la
concentracion mas alta, sobre todo en presencia de PIM — 2 — mimNH (SFPIM324 — t8) (Figura 16). La secrecion de
IL — 12p40 en respuesta al LPS queda practicamente eliminada en concentraciones de 10 ug / ml de PIM — 2 —
mimNCOCF; (SFPIM324 — t2) y de isoPIM1C16C1s (SFPIM219), mientras que PIM; (SFPIM145) y PIM — 2 — mimNH
(SFPIM324 — t8) inhiben parcialmente a esta concentracion (Figura 17).
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REIVINDICACIONES

1.

2,

Compuesto de la formula general (1):

Hg 21
""HD D.--"’
O Q Y
R A
X
|
2 Y
I

en la que:

R1y R representan, independientemente el uno del otro, un atomo de hidrégeno, un radical alquilo C; —
C20, un radical acilo C1 — Cy, siendo entendido siempre y cuando uno de los sustituyentes R1 o R, sea
un atomo de hidrégeno, el otro sustituyente sea diferente al de hidrégeno;
Z1y Z, representan, independientemente el uno del otro, un atomo de hidrégeno, al menos un azucar
seleccionado del grupo formado por manosa, glucosa, galactosa siendo entendido siempre y cuando
uno de los sustituyentes Z; o Z, sea un atomo de hidrégeno, el otro sustituyente sea diferente al de
hidrégeno;
Q representa a — OP (O)20 -, - OCO; -, NHCO, -, NHCONH -;
Y representa un atomo de hidrégeno, un radical hidroxilo, un radical alcoxi en C1 — C¢ — (CH2), — OH
donde n es un nimero entero igual a 1, 2 o 3, siendo entendido siempre y cuando Y sea un radical
hidroxilo; y Z1 y Z, no representen a los dos grupos de un atomo de hidrégeno;
A representa — CH; -;
X representa un atomo de hidrégeno;
o Ay X forman un enlace para conducir a un ciclo de 6 eslabones en el que
e Arepresenta un — CH-,
e X representa un - CH -, - CH (OH) -, un atomo de oxigeno, un —-NR3 — en el que Rs es un
atomo de hidrégeno, un radical alquilo en C1 — Cg 0 un radical acilo en C1 — Cyy,
siendo entendido siempre y cuando

e Ay Xformen un enlace para conducir a un ciclo de 6 eslabones,
e X=-CH(OH)-,

. =-0OH,y

[ ]

Z1y Z, representen, independientemente el uno del otro, al menos un azicar seleccionado del
grupo formado por manosa, glucosa y galactosa

el ciclo de 6 miembros tenga una configuraciéon mioinositol con Z4 o Z; en posicion 1 y
representen, al menos un azicar, sabiendo que “alquilo” se refiere a un radical carbonado
lineal, ramificado o ciclico, saturado o insaturado, eventualmente sustituido, que comprende 1 a
20 atomos de carbono,

sabiendo que “acilo” se refiere a un radical - COR’ en el que R” es un radical alquilo tal y como
se ha definido anteriormente,

sabiendo que “alcoxi” se refiere a un radical — OR’" en el que R” es un radical alquilo tal y como
se ha definido anteriormente;

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables;

sabiendo que “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a las sales preparadas con
acidos o bases no toxicas.

Compuesto segun la reivindicacion 1 en el que A y X forman un enlace para conducir un ciclo de 6 eslabones,
férmula (la)
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HE ZlI
. o D..f""
D\)\/ﬁ N
R, - T ___,-*'
X
]
Z, Y
(1a)

en la que:

R1y R2, Z1y Z, Q e Y son aquellos definidos anteriormente a la reivindicacion 1;

A representa — CH-;

X representa un - CH; -, - CH (OH) -, un atomo de oxigeno, un —NR3 — en el que Rz es un atomo de
hidrégeno, un radical alquilo en C1 — Cg 0 un radical acilo en C1 — Cyy,

siendo entendido siempre y cuando

X =-CH (OH) -,

Y=-0OH,y

Z1y Z, representen, independientemente el uno del otro, al menos un azucar seleccionado del grupo
formado por manosa, glucosa y galactosa

el ciclo de 6 miembros tenga una configuracidon mioinositol con Z, o Z» en posicion 1 y representen, al
menos un azucar o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en el que A y X forman un enlace para conducir un
ciclo de 6 eslabones en el que

R1y Rz son aquellos definidos de la reivindicacion 1;

Q representa a — OP (0),0 -;

A representa — CH-;

X representa un - CH (OH) -,

Y representa un radical hidroxilo;

Z1 'y Z, representan, independientemente el uno del otro, al menos un azlcar seleccionado del grupo
formado por manosa, glucosa y galactosa el ciclo de 6 miembros tiene una configuracién mioinositol con
Z1 0 Z; en posicion 1 y representan, al menos un azlcar o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2 en el que A y X forman un enlace para conducir un
ciclo de 6 eslabones en el que

R1y R2, Z1y Z, Q e Y son aquellos definidos de la reivindicacion 1;

Q representa a — OP (0),0 -;

A representa — CH-;

X representa un —NR3 — en el que Rz es un atomo de hidrégeno, un radical alquilo en C1 — C¢ 0 un
radical acilo en C1 — Cy, 0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Compuesto segun la reivindicacion 1 de la formula (Ib)

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2436267 T3

Hg Zl
\D D/"
D\/l\/':} v
R1/ e
x
|
Z Y
(Ib)

* R1yRy Z1yZ;QeY son aquellos definidos anteriormente;
= Arepresenta — CHy-;
= Xrepresenta un atomo de hidrogeno o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 en el que A y X forman un enlace para conducir un
ciclo de 6 eslabones en el que

R1y Rz representan, independientemente el uno del otro, un radical acilo en C1 — Cy
Z, representa la manosa;

Z, representa el atomo de hidrégeno;

Q representa a — OP (0),0 -;

A representa — CH-;

X representa un - CH (OH) -,

Y representa un radical hidroxilo;

El ciclo de 6 eslabones tiene una configuracion mioinositol con Z4 en posicion 1

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 en el que las sales farmacéuticamente aceptable
son las sales de sodio, potasio, calcio, amonio, magnesio, las sales derivadas de acido clorhidrico, bromhidrico,
nitrico, carbdénico, monohidrégeno carbodnico, fosférico, monohidrégeno fosforico, dihidrogeno fosforico,
sulfurico, monohidrégeno sulfurico e iodhidrico, las sales derivadas de acido acético, propiodnico, isobutirico,
maléico, maldnico, benzdico, succinico, subérico, fumarico, lactico, mandélico, ftalico, bencensulfénico, p —
tolilsulfonico, citrico, tartarico, metansulfénico.

Procedimiento de preparacion de los compuestos definidos segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en
el que:

a) se condensa un derivado di — O — acilado o di — O — alquilado del glicerol de la formula (l11)

(111)
en la que
= G=0HoNH;

= R; y Ry, tienen las mismas definiciones que la reivindicacion 1 con un agente de fosfitilacion, de
fosforilacion o de carbonizacion para dar un intermediario de la féormula (1V)
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(Iv)

en la que
= J=OHoNH,
= K=P-0bn,P(O)hoC=0,
= L = grupo saliente

R1y Ry, tienen las mismas definiciones que la reivindicacion 1;

b) el intermediario (V) se condensa con un derivado de poliol o un aminopoliol de la férmula general (V)

P

. OR,
(CH,),
07 ko,
Za OR,
(V)

en la que

= G=0HoNH;,

= Z3 y Z4, representan independientemente el uno del otro, un hexopiranosa con configuracion mano,
gluco o galacto y llevando a los grupos protectores de acetilo o metoxiacetilo o un grupo bencilo, siendo
entendido siempre que al menos uno de los grupos Z3 y Z4 represente un azucar protegido.

= R4 representa un grupo protector seleccionado del grupo que contiene un grupo bencilo o un radical
alcoxiacetilo en Cq — Ce,

o se condensa el intermediario (IV) con un compuesto ciclico de la férmula general (VI)

(VD)

en la que

= G=0HoNH;,

= Z3y Z4, tienen las mismas definiciones que anteriormente

= Y, =Houngrupo — ORs 0 un grupo — (CHz), ORs en el que R4 tiene la misma definicion que
anteriormente
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= Xy =-CHgz, - CHOR 4 — NR3, u O en el que R3 es un atomo de hidrogeno, un radical alquilo en C1 — Cg
o un radical acilo en Cy — C y R4 representa un grupo protector, como un grupo bencilo o un radical
alcoxiacetilo en C1 — Cg
eventualmente en presencia de un agente de acoplamiento;

c) eventualmente, se somete el compuesto obtenido de la etapa b) a una reaccién de oxidacion para dar un
compuesto de la formula general (VII)

RN -3

(8]
OR
O J J 4
Ry ~u” (CH,),
? ':THZL.
Za OR,
(vin)

en la que

= JyJ'=OHoNH
= M=P(O)OBnoC=0
= Z3 Z4, Ry, Ry, R4 tienen las mismas definiciones que anteriormente

o un compuesto de la formula general (VIII)

P

Rz\
m\i/"]l o B
F{;"f "“"\M.-"’* 2

en la que

= JyJ'=OHoNH
= M=P(O)OBnoC=0
= X2 Y2, Zs3, R1, Rz Ry tienen las mismas definiciones que anteriormente,

d) se somete el producto de la formula general (VIl) o de la formula general (VIII) a una desproteccion en dos
etapas que consiste primero en el tratamiento con una alquilamina seleccionada del grupo formado por t —
butilamina para luego someter los productos desacilados a una hidrogenacion catalitica.

9. Compuesto definido como medicamento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

10. Composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto tal y como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 y en cualquier excipiente farmacéuticamente aceptable.

11. Ultilizacién de un compuesto tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la fabricacion
de un medicamento destinado a la prevencion o al tratamiento de una enfermedad asociada a la
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sobreexpresion de citoquinas o de quimioquinas, particularmente de TNF y / o de la IL — 12, dicha enfermedad
comprende:

A) Las enfermedades inmunes o autoinmunes seleccionadas del grupo formado por la artritis reumatoide,
la diabetes mellitas, el lupus eritematoso sistémico o la enfermedad de Basedow.
) El rechazo del injerto.
) Las infecciones virales y / o parasitarias.
) Los choques resultantes de una infeccién crénica o aguda de origen bacteriano, viral y / o parasitario.
) Las enfermedades inflamatorias seleccionadas del grupo formado por las enfermedades crénicas y las
enfermedades inflamatorias vasculares.
F) Enfermedades neurodegenerativas seleccionadas del grupo formado por las enfermedades
desmielinizantes, las enfermedades extrapiramidales y las cerebelosas.
G) Las patologias malignas que implican tumores secretores de TNF o que implican al TNF, seleccionadas
del grupo formado por leucemia y linfoma.
H) Hepatitis inducida por alcohol.

12. Utilizacion segun la reivindicacion 11, segun la cual el medicamento se destina a la prevencion o al tratamiento
de una enfermedad inflamatoria.

33



ES 2436267 T3

Q ciEHE“

D o "‘"DW U\H/C:u"‘u

Figura 1

34



ES 2436267 T3

myo-inositol
(v} -L
HO

L - alcanfor
il——
OH
HO OH el (=]
2 OAc
3

D - manosa

—

A
oo

Bn -
B0
BrO
4

1 Br
H
OH 5 OH BnG B0
s BnC}
OBn BnO oH Bn OPMB
BnO BnO
& [

oH
BriD=~_A__OH

. i OAe
E"‘;P‘"{'( © D nno,jll
| T

a
L]
N
7
| b§
o .
JL .-L Bno [-3 GliHli
9 iy —_— Q" "Cyty ‘HP,DWG [ | R—
BRO~ A O_.CygHyy HO A Oy, i b
hii hig _‘{NT_ 0
o] o ¥
[ 9 "
e}
Q7T C Hy 9" Gy
Dﬂ 'D\—‘j‘\.ﬂ‘o cu.Hm ?}'.OWDT(':‘J“I“
Q 'F. T T
S OBn ] BnQ j DB =}
Bl = BnD 3
Bol Bn Qac
& CH,OH Fs ci-lam
oH
OH Qhe
OH
14 13 12
contiene aproximadamente el 30 % de producto adn acetilado contiens apraximadamente el 30 % de producto adn acetiladoe

Figura 2a

35



ES 2436 267 T3

C-“s R=MA:
6 R=H

&el

omas »
MAcO owe
D - o
nme MAz —_— M&fﬁ:
aR
vl
17 T

NH

OH

&l
Bnl
EnO

EnD

Q CHOMA:
OM Ac

oMz
18 OMac

Figura 2b

36



ES 2436267 T3

B o
o pranly —_— 2 el
i q " " HQ oH Ha oM
0-1" :ﬁ, 01(/ OBn Ofn
26 27

28 29

ChiAc =} (==

oy S 17 ]

oMas cocr, O ovtne ) o

s x oMAs
MG i ¥ o o
o T o - W ‘OH He oH
Otw GBa
B 9 32

G‘JL”"‘;,H,.

Kyl 30
i A gl
ecass
Xr =
Ehns OMA OH .
¥ Ohe Ug
Yol . 1
o [j: ° ;o o Q CiyHye
o o G & “p-"o g o -~
. o T \g/
. -j:"" e aH
il MO
o
[=]
0
=$ Cyatlyy 36 R=COCF3
Cythd e
34R=Bn
35R=H

Figura 2c

37



THF [ngimdl]

DO 610 nm

W

2 4

10

ES 2436267 T3

o Hugimk
o dpgiml
m 10pg'mL

ﬂ 3
& |
4 4 o
2] i
0+ . . . - : i b
DMEM LPS + DMS0 LPS + AcZPIME LPS + Ac3PG LPS + SFPM135 LPS 4+ SFPM31
Figura 3
06 o fhgiml
-y 1 3ugimL
= 10/mL
054 L =
0.4
0,3 4
02 4
0,1 4
0,0 T T = T S T
OMEM LPS + DMSO LPS + AcZPMMG LPS + ACIPME LPS + SFPM135 LPS + SFPM®1

Figura 4

38



IL12p40 [pgimL]

00

600 4

400 4

200 1

ES 2436267 T3

T

m BS + |FNg
o BS sans IFNg

T

I

LPS+SFPOM35  LPS+ SFPIVO1

39

mifieu LPS+DMSO  LPS+Ac2PME  LPS +Ac3PNB
Figura 5
 1pgimL
I-_-]T T I_L‘ T
L] T T 1 1
DMEM LPS+DMSO  LPS+Ac2PMGE  LPS+AcIPING  LPS+SFPMH35  LPS+SFPMS
Figura 6



1

14

KC {pgfmlL)

PenH

200 -

0oo 4

ES 2436267 T3

DMEM

—o— LPS + DMSO
— 4 LPS ¢ SFPIM135
—a— LPS + SFPIM91

—¢y— wehiculo

-

LPS + SFPIM&1

80 100 120

tiempo (min)

Figura 7

40



Nﬁmerp de celulas totales por BAL

ES 2436267 T3

450 -

400

350 - ‘
300 4

¢ 250

2 200
150 -
100 -

50 S ek i
0 3 % ! Sl T

T T T

Vehiculo LPS LPS + SFPIM135 LPS + SFPIM21

Figura 8

1 400 000 -
1200 000 -

1000 000 -
800 000 - + —
600 000 - |
400 000 - '
200 000 -

1 s . . 1

SFPIM135

Figura 9

41



ES 2436267 T3

600 -
%,ﬁ 400 -
IS, ;
=
O
:‘ﬁ zﬂn i 'EJ...-

G T !:. -I T I . 1
Vehiculo LPS LPS + LPS + SFPIM91
SFPIM135
Figura 10
300 -

ary 200 4 2

E "3

2

L

=

= 100 - [
L 0 - SRS SRR, (FCSEIE, (DS | s

Vehiculo LPS LPS + LPS +
SFPIM135 SFPIM91
Figura 11

42



TNF (ng/mL})

DOG10nm

20 1

-
w
|

-
(=]
L

(%]
i

ES 2436267 T3

o 1ug/ml
o 3pg/mi
m 10pg/ml

0.6 4

04 4

.ﬂlﬂl_.

DMEM LPS + DMSO

Figura 12
o 1pgfml
o 2pgiml
m 10pg/mi

Figura 13

43

LPS + SFPIM218




IL-12 p40 {ng/mL)

ES 2436267 T3

3.5 - o 1pg/ml
o 3ugimi
34 | 10pgimi
2.5 4
2
1,5 1
1
0,5 -
0
LPS + SFPIE219

Figura 14

44




ES 2436267 T3

(ng/ml)

TINF

TN o Tug/ml

20 = 3ug/mi
18 4 = 10ug/mi
16 - m 30ug/ml

Tl . il b Ll 5 - ETHE

LPS + DMSO LPS + SFPIM145 LPS + SFPIMZ219 LPS + SEPIM324 12

Figura 15

(610nm)

Do

@ Tugdml
MTT ass n;gm

LR Ul.ru.-"rnll
B 30ug/ml!

1,07
0,94
0,8
0,7 _T_
0.6
0,51
0,44
0,3
0,2
0.1
0,0-

=,

LPS + SFPIM324 18 |

LPS + DMSO

LF5 + SFPIM145 LPS + SFPIM219 LPS + SFPiM324 12

Figura 16

45



ES 2436267 T3

O lug/ml |

IL12E o 3pa/mi

8 10ug/mi

54 [ ™ 30pa/ml
sy 1 L
. j I -

IL12p40  (ng/mli)

o e i o _Lr E
o i AL B L B S — ag!

L IPS.DMSO_  1PS. SFPIMIA4S LIPS & SEPIM21S I PS . SEPIM324t2 | PS o SFPIM3I24 18 |

Figura 17

46



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

