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La vitamina D, sus metabolitos y analogos
tienen una importante actividad biolégica que ha
motivado el desarrollo de un gran numero de rutas
sintéticas. Ademas del calcitriol (1a, 25-(OH),-
vitamina D3), 24R, 25 - (OH), - vitamina
D; es un metabolito activo de la vitamina
D; pero cuya actividad biolégica no es
totalmente conocida. Dada su disponibilidad limitada y
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metodologias mas eficientes de este metabolito de la
vitamina D; La  presente invencion describe un
procedimiento de obtencién de metabolitos de la
vitamina D, hidroxilados en la posicién C-24
que aplica la reaccion de dihidroxilacion asimétrica de
Sharpless para generar la cadena lateral y que utiliza
como compuesto de partida el diol de Inhoffen-
Lythgoe facilmente asequible a partir de la vitamina
D, comercial.
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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencion de metabolitos de la vitamina D3

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

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

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La vitamina D es un heterolipido insaponificable del grupo de los esteroides. Es una
provitamina soluble en grasas y se puede obtener por transformaciéon del colesterol o

del ergosterol propio de los vegetales con las radiaciones solares.

Es la encargada de regular el paso de calcio a los huesos. Por ello si falta los huesos
empiezan a debilitarse y a curvarse ocasionando malformaciones, osteomalacia y
raquitismo, y otros desordenes. Ademas representa un papel importante en el
mantenimiento de érganos y sistemas por medio de la regulacién de los niveles de
calcio y fésforo en sangre, promoviendo la absorcion intestinal de los mismos a partir
de los alimentos y la reabsorcion de calcio a nivel renal. Con esto contribuye a la

formacién y mineralizacién ésea, siendo esencial para el desarrollo del esqueleto.

La Vitamina como tal es una pro-hormona, no tiene actividad hormonal por si misma,
pero se convierte en la hormona activa 1a,25-(OH).-D a través de un mecanismo de
sintesis muy regulado. Su produccion en la naturaleza requiere de la presencia de
rayos UV. La forma activa de la vitamina es el calcitriol que se sintetiza a partir de
vitamina D, 6 D3 por hidroxilaciones en el higado y en los rifiones. Como resultado de
su actuacion, se produce el mantenimiento mencionado de los niveles de calcio y
fosforo en los huesos y en la sangre con la asistencia de la hormona paratiroides y
calcitonina.
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La presente invencion describe la sintesis de metabolitos de vitamina D; hidroxilados
en la posiciéon C-24. En la bibliografia hay pocas sintesis de estos metabolitos y
ninguna patente registrada. Se han descrito algunas sintesis utilizando la ruta
biomimética que resulta ser poco eficiente (Biochemistry 12 (1973) 4851-4855;

5 Tetrahedron Lett. 16 (1975) 15-18; J. Chem. Soc., Perkin Trans. | (1976) 731-735;
Tetrahedron Lett. 21 (1980) 5027-5028; J. Chem. Soc., Chem. Commun. (1981) 115—
117; Chem.Pharm. Bull. 21 (1973) 2783-2785)
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En 1998, Wicha y colaboradores disefiaron la sintesis total del biciclo CD y de la
10 cadena lateral de 24S,25-(OH),-D; utilizando como sustancia de partida una

hidroxilactona épticamente activa para construir la cadena lateral del metabolito arriba

mencionado (W. Stepanenko, J. Wicha Tetrahedron Lett. 39 (1998) 885-888)
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Ring A precursor

Kutner y colaboradores utilizaron una a-hydroxilaciéon diastereoselectiva de un ester de
la cadena lateral para sintetizar la 24R,25-(OH).Da.(A. Kitner et al. Chirality 11 (1999)
701-706)

Sarendeses y colaboradores sintetizaron la 24R,25-dihidroxivitamina Dz mediante una
reaccion de adicion conjugada inducida por ultrasonidos de un ioduro sobre una
dioxolanona (Sarandes et al. Chem. Eur. J. 8 (2002) 2747-2752; J. Steroid Biochem.
Mol. Biol. 89-90 (2004) 19-23.
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C. Fernandez y col.. Desarrollaron un método de sintesis de la cadena lateral de los
metabolitos 1 y 2, utilizando aminoacidos (C. Fernandez y col. Tetrahedron Lett. 48
(2007) 2939-2942)

l,’

" “CN
n 8
HO R; R
R, R HO
nm\§(%' f— CoOH
OH 6a:Ry=H;Ry= NH;
7a:Ry=H;R;=OH 6b:Ry= NHz; R, =H

7b:R1=OH;R2=H

Recientemente D. Nicoletti et al. sintetizaron la 24R,25-dihidroxivitamina D; utilizando
una reaccidn de transposiciéon sigmatrépica de un acetato alilico, inducida por Pd(0).(
D. Nicoletti y col. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 121 (2010) 43-45).

T8SO
%  15% (20:80) 9a

Fig. 3. (a) THF, —78-C(75%): (b) Ac20, EtzN, DMAP, CH,Cl3, 0+C, 30 min (93%): (c)
(CH3CN);PdCl; (8 molX), THF, rt, 48 h.
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Fig. 4. Synthesis of 24R25(0OH)2D3. (d) Hz2, PtO2, EtOAc (85%); (e) HF (48%)

CH3ON-CH2Clz, 72 h (93%): (f) PDC, CH2Clz (92%): (g) THF, —78°C (96%); (h) TBAF'
THF; NaOMe, THF (88%).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion es un procedimiento de obtencién de analogos de la Vitamina
D3 de formula 1, y 2, que comprende:
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HO‘\I HO\"

- Ozonolisis reductora de la Vitamina D para dar el compuesto de féormula 3, segun

el esquema siguiente:

1) O3, MeOH, Pyr

Y

2) NaBH,

Vitamin Dz

HO"

5 En una realizacion preferible, esta ozonolisis se realiza en dos etapas y en
presencia de NaBH4 como agente reductor, y se obtiene un rendimiento del 84%.

- Proteccion de los grupos hidroxilo, seguido de desproteccién selectiva del hidroxilo
primario para dar el compuesto de féormula 5, donde R es un grupo protector de

alcohol, segun el esquema siguiente:

10
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La proteccién de los grupos alcoholes se realiza a temperatura ambiente. En una
realizacién preferible, la desproteccién selectiva se lleva a cabo en condiciones de
temperatura creciente desde 0° a temperatura ambiente (ta). En otra realizacion
preferible grupo protector de alcohol R es terc-butildimetilsilil)(TBS).

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

Oxidacién del alcohol de férmula 5 para dar el compuesto de férmula 6,
preferiblemente en presencia de TEMPO como agente oxidante.

TEMPO, BAIB

:

Esta reaccién se lleva a cabo con un rendimiento del 81%.

Reaccion de Wittig del aldehido 6 para obtener el éster o f-insaturado 7 con un
rendimiento del 98%.

PPh;CHCO,Et

o

Hidrogenacién catalitica del doble enlace del compuesto 7 para dar el ester 8, en

un rendimiento del 83% segun el esquema de reaccion:
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Hy , Pd/C (5%)

- Reaccion del éster 8 con Dibal-H seguido de una reaccion de Wittig para dar el
alqueno 9, en un rendimiento global del 60%.

5
1. Dibal-H
2. Wittig
- Desproteccion del alcohol protegido del compuesto 9 anterior, para dar el alcohol
10 en un rendimiento del 95%, segun el esquema de reaccion:
10

- Proteccién del grupo hidroxilo del compuesto 10 con un grupo protector R distinto
del grupo R anterior para dar el compuesto 11 en un rendimiento del 82%, segun el

esquema de reaccién:
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- Dihidroxilacion asimétrica del alqueno 11 anterior, para dar el diol 12 que se

protegié mediante los grupos protectores Ra.

ADmix-B , CH3302NH2

BuOH-H,0
5 R,0 R,O
- Desproteccién del alcohol protegido por el grupo protector Ri y oxidacion del
alcohol 14 resultante para dar la cetona 15.
OR
, OR
PDC , CH,Cl,
HO
- acoplamiento de Wittig-Horner de 15 con los o6xidos de fosfina 16 y 18
10 correspondientes para dar los compuestos de féormula 17 y 19:

ROV RO%

10
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- Desproteccion de los grupos protectores de 17 y 19 para dar los compuestos

de formula 1y 2:

HO™ HO™

Con la intencién de mostrar la presente invenciéon de un modo ilustrativo aunque en

ningan modo limitante, se aportan los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

10 Ejemplo 1: Preparacion de los metabolitos 1 y 2 segun el esquema siguiente:

1"
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OH

1) O3, MeOH, Pyr TBSCI,DMAP
Imidazole, DMF
2) NaBH,
84% 86%
Vitamin D2

HO"
TBAF, THF PPh3CHCO,E
— —
0°Ctort, 2h THF
93% 98%
., A -CO2Et

1. Dibal-H, CH;Cl, -78 °C
(S]

Hy , P/C (5%)

£ ot

@ |
; MeOH . 2. >4>ph3 . n-BuLi, THF, 0°C
83%
OTBS 60%
TBAF , 65°C Ac0 . Py
95% ooc—ta.
OTBS 82%
ADmix-p , CH;SO;NH TBSOTf , Py
‘BuOH-H,0 CHaCl, 0°C
98% 99% OAc
LiAH, , THF PDC, CH,Cl, omes
0o 66%
84%
Os,..Ph
Plon
|
Os,..Ph
Pph
|
18
TBSO" 0TBS
92%
TBAF , THF n-Buli, THF ,
-78°C
73%
TBSO"

TBAF , THF

89%

TBSO"

12
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Sintesis de 3

1) O, MeOH, Pyr

—_—
o

2) NaBH,
84%

i Vitamin D,
HOY

Se anadieron 30 mL de piridina a una disolucién de Vitamina D2 (20 g, 50,4 mmol) en
MeOH (250 mL) y CH2Cl; (50 mL). Se purgé la disolucion resultante con O y se enfri6
hasta -78°C. Después de eso, se pas6 una corriente de ozono hasta que tomé color
azul grisaceo (3h). El exceso de ozono presente se purgd con corriente de Ar, y se
afadié NaBH4 (2 g, 52,86 mmol) en agitacion durante 2h. Se afiadié de nuevo NaBH4
(2,00 g, 52,86 mmol) y se dej6é reposar a temperatura ambiente. Se afiadieron por
tltima vez 2g de NaBH4 (16 g, 423 mmol) en agitacion durante 12h manteniendo la
temperatura ambiente. Se eliminaron los residuos volatiles con rotavapor. Se acidifico
afadiendo HCI al 10% y se extrajo con CH:Cl.. Se concentrd la fase organica y se
cromatografié sobre silica gel (20% AcOEt/hexano) para obtener el diol de Inhoffen-
Lythgoe 3 (9,0239 g, 84%) en forma de sélido blanco.

RMN-'H (400 MHz, CDCI;): 84 4,07 (s, 1H, CH-8); 3,61 (dd, 1H, J; = 3,09 Hz; J>= 10,5
Hz, CH-22); 3,34 (dd, 1H, J;= 6,7 Hz, J2 = 10,5 Hz, CH-22); 2,03-1,96 (m, 3H); 1,88-
1,78 (m, 3H); 1,63-1,39 (m, 5H); 1,37-1,23 (m, 2H); 1,19-1,12 (m, 2H); 1,01 (d, 3H, J =
7,03 Hz, CH;5-21); 0,94 (s, 3H, CH5-18).

RMN-3C (400 MHz, CDCl): 8¢ 69,19 (CH-8); 67,70 (CH-22); 52,95 (CH-14 6 17);
52,37 (CH-14 6 17); 41,86 (C-13); 40,23 (CHy); 38,25 (CH); 33,53 (CHz); 26,67 (CH);
22,59 (CH,); 17,41 (CH.); 16,65 (CHs-21); 13,58 (CHs-18).

SM (ESI*) ([m/z], %): 212 ([M]*, 2); 194 (34); 179 (33); 163 (18); 135 (36); 125 (54);
111 (100); 95 (63); 81 (67).

HRMS (ESI*): m/z 235,1671 calculado para C13H2sNaO, obtenido 235,1668.

13
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Sintesis de 4

TBSCI, DMAP, DMF

—_—

ta. 24 h

A

TBSO
86%

A una disolucion del diol 3 (1 mmol) en DMF (10 mL) se le afadié imidazol (4 mmol),
TBSCI (3 mmol) y una cantidad catalitica de 4-dimetilaminopiridina (DMAP, SIGMA-
ALDRICH). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 24h. Se afadié
entonces una disolucién acuosa saturada de NH4Cl y se extrajo con EtOAc. Se sec6 la
fase organica con Na;SO4 se filtir6, se concentré y se purificdé por cromatografia en
columna de gel de silice (5% EtOAc/hexano) para obtener el compuesto 4 (8,945 g,

86%) en forma de liquido incoloro.

Compuesto 4. Aceite incoloro, Rf: 0.86 (30% AcOEt/hexano).

H-RMN (CDCls;, 8): 4.07 (1H, s, CH-8), 3.63 (1H, dd, J=9.5, 3.3 Hz, CH2-22), 3.34
(1H, dd, J= 9.5, 7.1 Hz, CH>-22), 2.04 (1H, dt, J=12.8,3.1Hz, CH), 1.96 — 1.54 (5H, m),
1.52-1.14 (7H, m), 1.05 (3H, d, J=6.5Hz, CH3-21), 1.01 (3H, s, CHs3-18), 0.95 (18H, s,
CH3-'BuSi), 0.09 (12H, s, CH3-Si).

13C- RMN (CDCIs, 8): 69.48 (CH-8), 67.91 (CH2-22), 53.48, 52.94 (CH-17, CH-14),
42.23 (C-13), 40.72 (CH2), 34.58 (CH-20), 34.58 (CH.), 26.70 (CH.), 25.90 (CHs-'BuSi),
23.28 (CH.) 18.41 (C-BuSi), 18.08 (C-'BuSi), 17.75 (CH2), 16.96 (CHs-20), 13.91 (CHs-
18), -4.74 (CHs-Si), -5.09 (CHs-Si), -5.27 (CHs-Si), -5.32 (CHs-Si).

EM (EI*) [m/z, (%)]: 441.36 ([M + 1]*, 100); 391.32 (3); 359.24 (3); 309.26 ([M-OTBSY",
5); 291.19 (9); 259.08 (4); 233.07 (3).

EMAR (EI*): Calculada para C2sHs5202Si2: 441.3578. Encontrada: 441.3572.

Sintesis de 5

TBAF, THF

i 0°Ctota, 2h
TBSO 93%

14
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Sobre una disolucion del diol protegido 4(1.9g, 4.41mmol) en THF (4 ml), se anadi6é
una disolucion 1.0 M en THF de TBAF (4.4ml, 4.4mmol) y la mezcla resultante se dejé
agitando a temperatura ambiente durante toda la noche. A continuacién se afiadi6é una
disolucién saturada de NHsCl (2ml) y la fase acuosa resultante se extrajo con AcOEt
(3x5 ml). Las fases organicas reunidas se secaron con Na;SOs, se filtraron y
concentraron a vacio. El residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna de
gel de silice (fase movil: hexano—5% AcOEt/hexano), aislandose asi el alcohol 5
(1.33g, 93%).

Compuesto 5. Aceite incoloro; Rf: 0.44 (20% AcOEt/hexano).

H-RMN (CDCl3, 8): 3.98 (1H, s, CH-8), 3.59 (1H, dd, J=10.6, 3.2Hz, CH»-22), 3.32
(1H, dd, J=10.5, 6.8 Hz, CH2-22), 1.98-1.83 (2H, m), 1.77 (2H, m), 1.70-1.60 (1H, m),
1.60-1.44 (2H, m), 1.44-1.04 (6H, m), 0.99 (3H, d, J=6,6 Hz, CHs-.21), 0.91 (3H, s,
CHs-18), 0.87 (9H, s, CHs-'BuSi), -0,01 (3H, s, CHs-Si), -0.02 (3H, s, CHs-Si).

®C-RMN (CDCl;, 8): 69.26 (CH-8), 67.75 (CH,-22), 53.06, 52.77 (CH-14, CH-17),
42.07 (C-13), 40.51 (CH2), 38.25 (CH-20), 34.36 (CH.), 26.76 (CHz), 25.75 (CHs-'BuSi),
23.06 (CH.), 17.96 (C-'BuSi), 17.58 (CH>), 16.63 (CHs-21), 13.72 (CH3-18), -4.96 (CHs-
Si), -5.22 (CHzs-Si).

EM (ESI*) [m/z, (%)]: 349.26 [(M+Na)*, (100)], 327.21 [(M+1)*, (15)], 227.21 (21).
EMAR (ESI*): Calculada para C1sH3sNaQO,Si: 349.25394; Encontrada: 349.25333.

Sintesis de 6

TEMPO, BAIB
—

81%

TBSO H s OTBS

Sobre una disolucién del alcohol monoprotegido 5 (2.1 g, 6.43 mmol) en CH2Clz (40
mL), se afiadié BAIB (2.38g, 7.39 mmol) y TEMPO (200.9 mg, 1.29 mmol). La mezcla
resultante se dejé en agitacion a t.a. durante 6 h. Tras la evaporacion del disolvente se
le afadio tBuOMe (40 mL) y la fase organica se lavé con una disolucion de Na;S:0s al
10% (3x20 mL) y posteriormente con una disolucién de NaHCOs; al 10% (mL). Los

extractos organicos reunidos, se secaron, filtraron y concentraron a vacio. El residuo

15
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obtenido se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (fase movil: 3%
AcOEt/hexano), aislandose asi el aldehido 6 (1.7 g, 81%).

Compuesto 6. Aceite incoloro; Rf: 0.79 (20% AcOEt/hexano).

H-RMN (CDCls, 8): 9.58 (1H, d, J=3.2Hz, CH-22), 4.02 (1H, s, CH-8), 2.34 (1H, m,
CH-20), 2.00-1.63 (5H, m), 1.51-1.15 (7H, m), 1.09 (3H, d, J=7.1, CHs-21), 0.95 (3H, s,
CHs-18), 0.87 (9H, s, CHs-BusSi), 0.01 (3H, s, CH3-Si), 0.00 (3H, s, CH3-Si).

13C.RMN (CDCls, 5): 205.44 (CHO), 69.08 (CH-8), 52.55, 51.72, 49.04 (CH-20,CH-
77,CH-14), 42.45 (C-13), 40.36 (CHz), 34.26 (CH2),26.22 (CH.), 25.81 (CHs-BuSi),
23.41 (CHy), 17.56 (CH2), 14.14, 13,05 (CHz-21,CHs-18), -4.90 (CH3-Si), -5.48 (CHa-
Si).

EM (ESI*) [mlz, (%)]: 347.24 [(M+Na)*, (100)], 325.25 [(M+1)*, (64)], 209.15 (60),
267.26 (77).

EMAR (ESI*): Calculada para: C19H3sNaO,Si: 347.233884. Encontrada: 347.23768.

Sintesis de 7

PPh3CHCO,Et
—
THF
98% OTBS

OoTBS

Sobre una disolucién del aldehido 6 (90mg, 0.277 mmol) en THF (4ml) se afadid
PPhsCHCO2(190 mg, 0.5655 mmol) y la mezcla resultante se mantuvo en agitacién a
t.a. durante 15 h. A continuaciéon se evapor6 el THF. El producto obtenido se purificé
por cromatografia en columna de gel de silice (fase mévil: 5% AcOEthexano)

aislandose asi el alqueno 7 (108 mg, 98%).
Compuesto 7. Aceite incoloro: Rf: 0.75(20% AcOEthexano).

H-RMN (CDCls, 8): 6.83 (1H, dd, J=9.0, 15.6 Hz, CH-22), 5.73 (1H, dd, J=0.7, 15.6
Hz, CH-23), 4.18 (2H, q, J=7.1 Hz, CH2>-OEt), 4.01 (1H, s, CH-8), 2.25 (1H, m, CH-20),
1.95 (1H, m), 1.82 (1H, m), 1.68 (2H, m), 1.55 (1H, m), 1.39 (3H, m), 1.29 (3H, t, J=7.1

16
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Hz, CH3-OFEt), 1.18 (4H, m) 1.07 (3H, d, J=6.6 Hz, CHz-21), 0.96 (3H, s, CH-18), 0.89
(9H, s, CH-BuSi), 0.02 (3H, s, CHs-Si), -0.009 (3H, s, CH3-Si).

13C-RMN (CDCls, 8): 167.1 (C=0), 154.8 (CH-22), 118.8 (CH-23), 69.2 (CH-8), 60.0
(CH2-OEt), 55.5 (CH-17), 52.8 (CH-14), 42.4 (C-13), 40.5 (CH,-9), 39.4 (CH-20), 34.3
(CHz), 27.3 (CHz), 25.8 (CHs-BuSi), 23.0 (CHz), 19.0 (CHs-21), 18.0 (C-BuSi), 17.6
(CHz), 14.2 (CH3-OEt), 13.9 (CHs-18), -4.7 (CH3-Si), -5.1 (CH3-Si).

EM (ESI) [m/z, (%)]: 395 (M*+1, 40), 394 (M*, 45), 212 (100), 192 (25).

EMAR (ESI): 394.2909 calculada para C23H4203 Encontrada: 394.2902.

Sintesis de 8
CO,Et
“., _AA_CO,Et
H, , PdIC (5%)
r
MeOH
7 83% OTBS

OoTBS

Sobre una disolucion del alqueno 7 (1.73 g, 4.39 mmol) en MeOH (10 ml), se afiadi6
Pd/C y la suspension resultante se agité vigorosamente bajo una atmésfera de H:
durante 24 h. A continuacion se filtr6 a vacio para retirar el catalizador y los liquidos
filtrados se concentraron a vacio para finalmente purificar el producto obtenido por
cromatografia en columna de gel de silice (fase movil: 4% AcOEthexano), aislandose

asi el compuesto 8 (1.4 g, 83%).
Compuesto 8: Aceite incoloro: Rf: 0.71(20% AcOEt/hexano).

H-RMN (CDCl, 8): 4.10 (1H, q, J=7.1 Hz, CH,-OEt), 3.98 (1H, s, CH-8), 2.32 (1H, m,
CH-23), 2.18 (1H, m, CH-23), 1.93 (1H, m), 1.78 (3H, m), 1.65 (1H, m), 1.52 (1H, m),
1.35 (4H, m), 1.24 (3H, t, J=7.1 Hz, CHz-OEt), 1.05 (2H, m), 0.89 (6H, s, CH3-18, CHa-
21), 0.87 (9H, s, CHz-BuSi), -0.01 (3H, CH3-Si), -0.02 (3H, CHs-Si).

13C.RMN (CDCls, 8): 174.3 (C=0), 69.4 (CH-8), 60.1 (CH»-OEt), 56.4 (CH-17), 53.0
(CH-14), 42.1 (C-13), 40.6 (CH,), 34.9 (CH-20), 34.4 (CHy), 31.3 (CH,-23), 30.8 (CH2-
22), 27.2 (CHy), 25.8 (CHz-BuSi), 23.0 (CH.), 18.2 (C-BuSi), 18.0 (CHz-21), 17.6
(CHz), 14.2 (CH3-OEt), 13.7 (CH5-18), -4.7 (CH3-Si), -5.1 (CH3-Si).
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EM (ESI) [m/z, (%)]: 396 (M*, 100), 322 (49), 298 (38), 225 (42), 198 (23), 165 (31).

EMAR (ESI): 396.3062 calculado para C23H44O3Si. Encontrado: 396.3055.

Sintesis de 9
CO,Et
1. Dibal-H, CH,Cl, -
78 °C .
® I°
OoTBS PPh3 , n-BuLi, THF, 0 °C

60% OTBS

Sobre una disolucion de 8 (104,7 mg, 0.26 mmol) en DCM anhidro (8ml), se afiadié a -
78 °C una disolucién 1M de Dibal-H (0.53 ml) y se dejé en agitacion durante 2h. A
continuacion se afadié t-BuOMe y H2O prolongé la agitacion hasta la formacion de un
gel blanco. A continuacion se afadid6 H2.O (0.20 ml) y NaOH 4N (0.17 ml).Una vez
formado un sélido blanco se afadié Na;SO., se dej6é en agitacion durante 30 min, se
filtrd y concentré a vacio obteniéndose el aldehido que al ser inestable no pudo ser
caracterizado.

Sobre una disolucién de ioduro de isopropil-trifosfonio (816mg, 1.89 mmol) en THF
(10ml) enfriada a 0°C, se afnadi6 una disolucién 2,5 M de n-BuLi en hexano (0.75 ml,
1.89 mmol) y se dej6 en agitacion a t.a durante 30 min. A continuacién se afadié una
disolucién del aldehido en THF (5ml) via canula dejandose en agitacién a t.a durante
30 min. Finalmente la mezcla se diluyé con una disolucién saturada de NH,Cl y la fase
acuosa resultante se extrajo con AcOEt (3x30 ml). Las fases organicas resultantes se
lavaron con H2O y NaCl, se secaron, filtraron, se elimin6 el disolvente a vacio y el
residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (fase mdvil:
hexano 2% AcOEt/hexano), aislandose asi el alqueno 7 (290 mg, 60%).

Compuesto 9: aceite incoloro: Rf: 0.8 (10% AcOEt/ hexano).

H-NMR (CDCls, 8): 5.12 (1H, m, CH-24), 4.02 (1H, m, CH-8), 2.03 (3H, m), 1.84 (3H,
m), 1.71 (3H, s, CHs-26 0 CH3-27), 1.63 (3H, s, CHs-26 0 CH3-27), 1.56 (1H, m), 1.34
(8H, m), 1.09 (4H, m), 0.94 (3H, CH:-18), 0.92 (12H, s, CHa-Bu y CH3-21), 0.04 (3H,
CHa-Si), 0.03 (3H, CHs-Si).
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13C.NMR (CDCls, 5): 130.8 (C-25), 125.3 (C-24), 69.5 (CH-8), 56.8 (CH-17), 53.0 (CH-
14), 42.1 (C-13), 40.7 (CH2-9), 35.9 (CHy), 35.1 (CH-20), 34.5 (CHg), 27.3 (CH,), 25.8
(CHs-'Bu), 25.7 (CH3-26 0 CH3-27), 24.7 (CH,), 23.1 (CH,), 18.5 (CH3-21), 18.0 (C-
'Bu), 17.7 (CHz), 17.6 (CHs-26 0 CH3-27), 13.7 (CHs-18), -4.7 (CHa-Si), -5.1 (CHs-Si).

EM (ESI) [mlz, (%)]: 379 (M*+1, 52), 378 (M*, 100), 282 (39), 235 (29), 190 (22).

EMAR (ESI): 379.3369 calculado para C24H47OSi. Encontrado: 379.3362.

Sintesis de 10

TBAF , 65°C
—

95%

oTBS

Sobre una disolucién de 9 (100 mg, 0.265 mol) en THF (4 ml), se afiadi6 TBAF (1 ml)y
se dejé en agitacion en placa calefactora a 65 °C durante 16 h. Se afadié una
disolucién saturada de NH4Cl (5 mL) y la fase acuosa resultante se extrajo con acetato
de etilo (3x3 mL). Las fases organicas reunidas se secaron con Na;SQ,, se filtraron y
concentraron a vacio. El residuo obtenido se purifico por cromatografia en columna de
gel de silice (fase movil: 5% AcOEt/hexano), aislandose asi el compuesto 10 (68mg,
95%).

Compuesto 10: Aceite incoloro: Rf: 0.49(20% AcOEt/hexano).

'H NMR (CDCl;, 8): 5.09 (1H, t, CH-24), 4.09 (1H, s, OH), 2.11 — 1.94 (6H, m, J =
13.2, 7.3, 4.7 Hz), 1.94 — 1.75 ( 5H, m), 1.68 (3H, s, CHs-26), 1.59 (3H, s, J = 10.6 Hz,
CH3-27), 1.57 — 1.39 (3H, m), 1.37 — 1.21 (1H, m, CH-20), 1.20 — 0.96 (1H, m, CH-14),
0.93 (3H, s, CH3-21), 0.91 (3H, s, CHs-18).

13C NMR (CDCls, 85): 130.93 (CH-25), 125.17 (CH,-24), 69.41 (CH-OH), 56.62 (CH-17),
52.61 (CH-14), 41.85 (C-13), 40.39 (CHz-12), 35.90 (CH,-22), 35.12 (CH-20), 33.53
(CH2-9), 25.72 (CHz-15), 25.66 (CH2-23), 24.69 (CH3-26), 22.54 (CH,-16), 18.47 (CHa-
21), 17.99 (CHz-11), 17.62 (CH3-27), 13.52 (CHz-18).
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Sintesis de 11

Ac,0, Py
goc—ta.
82% OAc

Sobre una disolucién de 10 (68 mg, 0.257 mmol)en piridina(1 ml) enfriada a 0°C, se
afadio a 0 °C Ac;0 (397 mg, 3.86 mol), se retir6 el baio frio y la mezcla se agit6 a t.a.
durante 12horas. A continuacioén se anadié H.O (5ml) y la fase acuosa se extrajo con
CH2Cl; (3x3 ml). Las fases organicas reunidas se secaron, filtraron y concentraron a
vacio. El residuo obtenido se purificé por cromatografia en gel de silice (fase movil:

hexano 2% AcOEt/hexano), aislandose asi el compuesto 11 (65mg, 82%).
Compuesto 11: Aceite incoloro: Rf: 0.56(30% AcOEt/hexano).

1H RMN (CDCls, 8): 5.43 (1H, s, CH-8), 4.90 (2H, m, CH-24), 2.02 (3H, s, CHs-OAc),
1.92-1.76 (2H, m, CHy), 1.72 (3H, s, CH3-26 0 CHs-27), 1.68-1.55 (3H, m, CH3-26 o
27), 1.55-1.34 (7H, m), 1.34-1.15 (4H, m), 1.15-1.01 (1H, m), 0.94 (3H, d, J = 6.5 Hz,
CHs-21), 0.88 (3H, s, CHs-18).

13C RMN (CDCls, 8): 170.86 (C=0), 130.99 (C-25), 125.13 (CH-24), 76.73 (CH-8),
56.41 (CH-17), 51.35 (CH-14), 42.00 (C-13), 40.02 (CHy), 35.85 (CH-22), 35.20 (CH-
20), 30.55 (CH-9), 27.08 (CHz-23), 25.72 (CHs-26 o 27), 24.66 (CHy), 22.69 (CHo),
21.37 (CH3-OAc), 18.51 (CHs-21), 17.94 (CH_), 17.64 (CH3-26 o 27), 13.00 (CHs-18).

Sintesis de 12

ADMix-B , CH3SO,NH,
*

'BUOH-H,0
OAc 98%

OAc

Sobre una disolucion de 11 (55 mg, 0.18 mol) en t-BuOH/H20 (5ml (1:1)) se anadi6
ADmix-B (150 mg) y CH3SO2NH: (17.3 mg, 0.18 mol) dejandose en agitacion durante 3
dias. A continuacion se anadié Na;SO3(310 mg) sélido a 0 °C y se dej6 en agitacioén

durante 1 hora en las mismas condiciones observandose la desaparicion del color
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amarillo. Posteriormente se extrajo la fase acuosa con AcOEt (3x3 ml) y las fases
organicas reunidas se secaron, filtraron y se concentraron a vacio. El residuo obtenido
se purifico por cromatografia en gel de silice (fase mévil: 30% AcOEt/hexano),

aislandose asi el compuesto 12 (60 mg, 98%).

Compuesto 12: Aceite incoloro: Rf: 0.14(30% AcOEt/hexano).

1H RMN (CDCIs, 8): 5.13 (1H, s, CH-8), 3.41-3.12 (1H, m, CH-24), 2.54 (1H,s, OH),
2.45 (1H, s, OH), 2.10-1.98 (3H, m, CH3-OAc), 1.91-1.55 (10H, m), 1.55-1.21 (6H, m),
1.17 (3H, s, CH3-26 0 27), 1.14 (3H, s, CH3-26 0 27), 0.90 (3H, d, J = 6.5 Hz, CHs-21),
0.87 (3H, s, CHs-18).

13C RMN (CDCls, 5): 171.00 (C=0), 78.76 (CH-24), 76.78 (C-25), 73.16 (CH-8), 56.38
(CH-17), 51.28 (CH-14), 41.97 (C-13), 39.97 (CHy), 35.22 (CH-20), 32.69 (CH,-22),
30.49 (CHy), 28.01 (CH2-23), 27.12 (CH3-26 0 27), 26.52 (CH3-26 o0 27), 23.20 (CHy),
22.63 (CHz), 21.06 (CHs-OAc), 18.42 (CHy), 17.89 (CHs-18), 14.18 (CHs-21).

Sintesis de 13

TBSOTY, Py

[
o

CH,Cl,, 0°C
OAc 99% OAc

Sobre una disoluciéon de 12 (60mg, 0.176 mol) en DCM (2ml) se aiiadié piridina (90 ul)
y a 0°C se aiadié TBSOTF (170 vl) y se dejé alcanzar la t.a. bajo agitacion. Pasadas
12 horas, se afiadidé NaHCOs (1ml). A continuacién se extrajo la fase acuosa con DCM
(3x1 ml) y las fases organicas reunidas se secaron, filtraron y concentraron a vacio. El
residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (fase mauvil:
3% AcOEt/hexano), aislandose asi el compuesto 13 (99 mg, 99%).

Compuesto 13:Aceite incoloro: Rf: 0.67 (30% AcOEt/hexano).

'H RMN (CDCl;, 8):5.18 (1H, s, CH-8), 3.23 (1H, s, CH-24), 2.04 (3H, s, J = 19.7 Hz,
CH3-OAc), 1.93 — 1.59 (10H, m), 1.53 — 1.25 (13H, m), 1.19 (3H, d, J = 11.6 Hz, CHs-
26 0 27), 1.12 (3H, d, J = 5.9 Hz, CH3-26 0 27)0.91 (9H, d, J = 4.8 Hz, CHs-'BuSi), 0.87
(9H, s, CHz-BusSi), 0.14 — 0.00 (12H, m, CHa-Si).
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13C RMN (CDCl;, 5): 170.90 (C=0), 81.04 (CH-24), 77.34 (CH-25), 71.49 (CH-8), 56.47
(CH-17), 51.34 (CH-14), 41.97 (C-13), 40.01 (CHz), 36.11 (CH-20), 33.72 (CH2-22),
30.56 (CHy), 29.51 (C-BusSi), 28.97 (C-BusSi), 27.14 (CH,-23), 25.88 (CH-BuSi),25.87
(CHs-BuSi), 24.01 (CH3-26 o 27), 23.49 (CHs-26 o 27), 22.69 (CH,), 21.40 (CHy),
18.69 (CHs-OAc), 18.21 (CHy), 18.13 (CH3-21) 12.98 (CH3-18), -1.98 (CH3-Si),-1.98
(CH3-Si), -3.19 (CH3-Si), -4.00 (CH3-Si).

Sintesis de 14

LiAIH, , THF
—»
0°C

OAc 84%

Sobre una disolucién de 13 (98 mg, 0.172 mol) en THF (2.5 ml) se afadio a 0°C LiAlH4
(10.13 mg, 0.26 mol) y se dejé en agitaciéon durante 1 hora. A continuacién se afiadié
éter (2 ml) y posteriormente H20 (6-7 gotas) para destruir el LiAlH4. Una vez que la
disolucion torné de gris a blanco, el residuo obtenido se secd, filtré y concentré a vacio
para posteriormente purificarlo por cromatografia en columna de gel de silice (fase
moévil: 30% AcOEt/hexano), aislandose asi el compuesto 14 (75mg, 84%).

Compuesto 14: Aceite incoloro: Rf: 0.23(10% AcOEt/hexano).

H RMN (CDCls, 5):5.18 (1H, s, CH-8), 3.23 (1H, s, CH-24), 1.91 — 1.76 (1H, m, CH-8),
1.66 — 1.53 (3H, m, CH3-18), 1.52 — 1.23 (17H, m), 1.19 (3H, d, J = 11.6 Hz, CH3-26 o
27), 1.12 (3H, d, J = 5.9 Hz, CH3-26 0 27), 0.96 (3H, d, J = 11.7 Hz, CHs-21), 0.91 (9H,
d, J = 4.8 Hz, CHz-BuSi), 0.87 (9H, s, CH3BuSi), 0.14 — 0.00 (12H, m, CHs-SiO).

13C RMN (CDCls, 5):81.04 (CH,-24), 77.34 (CH-25), 71.49 (CH-8), 56.47 (CH-17),
51.34 (CH-14), 41.97 (C-13), 40.01 (CHz), 36.11 (CH-20), 33.72 (CH,), 30.56 (CHy),
29.51 (C-'BusSi), 28.97 (C-BuSi), 27.14 (CH,-23), 25.88 (CHs-'BuSi), 25.87 (CHs-BuSi),
23.88 (CH3-26 o 27), 23.49 (CH3-26 o 27), 22.69 (CHz), 21.40 (CHy), 18.21 (CHy),
18.13 (CHs-21) 12.98 (CHs-18), -1.98 (CH3-Si),-1.98 (CHs-Si), -3.19 (CH3-Si), -4.00
(CH3-Si).
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Sintesis de 15

PDC , CH,Cl,

66%

Sobre una disolucién de 14 en CHCl; (2ml) se afiadié PDC (107 mg, 0.285 mmol) y la
suspension resultante se agité a t.a. durante 4 horas. A continuacién se anadioEt,O (5
ml) y se prolongé la agitaciéon otros 30 minutos. La mezclase filir6 sobre una base de
celita y se extrajo con Et2O(3x5 ml). Los liquidos filtrados se concentraron a sequedad
y el residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (fase
movil: hexano 3% AcOEt/hexano), aislandose asi la cetona15 (71 mg, 66%).

Compuesto 15: Aceite incoloro: Rf: 0.34(10% AcOEt/hexano).

1H RMN (CDCls, 8): 3.33-3.09 (1H, m, CH-24), 2.47 (1H, dd, J = 11.5, 7.5 Hz, CH-14),
2.36-1.86 (10H, m), 1.83-1.24 (6H, m), 1.18 (3H, s, CHs-26 0 27), 1.11 (3H, s, CH3-26
0 27), 0.98 (3H, d, J = 9.2 Hz, CHs-18), 0.91 (9H, s, CHs-BuSi), 0.87 (9H, s, CH3-
tBuSi), 0.65 (3H, s, CHs-21), 0.17-0.04 (12H, m, CH3-Si).

13C RMN (CDCls, 8): 212.13 (C=0), 80.94 (CH), 76.72 (C-25), 61.99 (CH-14), 56.65
(CH-17), 49.94 (C-13), 41.01 (CH,-23), 38.98 (CH-24), 36.17 (CH-20), 33.72 (CH-22),
29.49 (C-'BuSi), 28.87(C-BuSi), 27.54 (CH»-23), 25.88 (CHs'BuSi), 24.09 (CHs-26 o
27), 23.51 (CH3-26 0 27), 19.08 (CHz), 19.07 (CH,), 18.86 (CHs-21), 12.46 (CHs-18), -
1.95 (CH3-Si), -3.18 (CHs-Si),-3.22 (CHs-Si).

Sintesis de 17

O._.Ph
P\Ph

16
TBSO" n-BuLi, THF

91%

TBSO"
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Sobre una disoluciéon del 6xido de fosfina 16 (952 mg, 2.10mmol) en THF (4 ml)
enfriada a -78°C y protegida de la luz se aiadié gota a gota una disolucién 2.5M de n-
BuLi en hexano (824ul, 2.061mmol) observandose la aparicion progresiva de un color
rojo purpura. Finalizada la adicion, la mezcla se mantuvo con agitacion a la misma
temperatura durante 1hora. A continuacion se afadié via canula y gota a gota una
disoluciéon de la cetona 15 (230mg, 0.44mmol) en THF (4 ml) y se prolongé la agitacién
en ausencia de luz, a la misma temperatura durante 4 horas. Posteriormente se afiadié
lentamente una disolucion saturada de NH4Cl (10 ml), se retiré el bafio frio y se
mantuvo la agitacion dejando que la mezcla alcanzase la t.a., se extrajo con AcOEt
(3x10ml) y las fases organicas reunidas se lavaron con una disoluciéon saturada de
NaCl (10 ml), se secaron, filtraron y concentraron a vacio. El residuo obtenido se
purificdé por cromatografia en columna de gel de silice (fase mévil: hexano 210%
AcOEt/hexano) y se obtuvo el trieno17 (335 mg, 91%).

Compuesto 17: Aceite incoloro: Rf:0.67(10% AcOEt/hexano).

'H RMN (CDCls, 8): 6.30 — 6.13 (1H, d, CH-6), 6.05 (1H, d, J = 11.3 Hz, CH-7), 5.00
(1H, d, J = 27.0 Hz, CH-19), 4.81 (1H, d, J = 1.3 Hz, CH-19), 3.91 — 3.79 (1H, m, CH-
3), 3.23 (1H, dd, J = 11.3, 8.6 Hz, CH-24), 2.86 (2H, d, J = 12.3 Hz, CH,), 2.48 (1H, dd,
J = 13.1, 3.2 Hz, CH-14), 2.38 (2H, ddd, J = 16.6, 10.7, 6.0 Hz, CH,), 2.30 — 2.21 (2H,
m, CH2-9), 2.20 — 2.08 (1H, m, CH-20), 2.07 — 2.00 (2H, m, CH), 1.96 — 1.84 (2H, m,
CHz), 1.78 — 1.26 (11H, m), 1.28 = 1.19 (3H, m, CHs), 1.14 (3H, s, CHs), 0.93 (9H, s,
CH3-'BuSi),0.92 (9H, s, CH3-BuSi),0.91 (9H, s, CHs-'BuSi), 0.62 (3H, d, J = 36.0 Hz,
CHs-21), 0.09 (18H, dd, J = 10.5, 8.0 Hz, CHs-Si), 0.07 (3H, s, CHz-18).

13C RMN (CDCls, 3): 145.38 (C-10), 141.59 (C-8), 136.27 (C-5), 121.41 (CH-6),
117.80 (CH-7), 112.15 (CH2-19), 81.03 (CH-24), 77.34 (CH-25), 70.63 (CH-3), 56.52
(CH-14), 56.33 (CH-17), 46.93 (CH.), 45.78 (CH,),44.84 (C-13), 40.58 (CH,), 36.90
(CH.), 36.43 (CH-20), 33.92 (CH2-22), 29.50 (C-'BuSi), 29.49 (C-BuSi), 29.02 (C-
BuSi), 29.53 (CH2), 29.09 (CHy), 28.96 (CHz-23), 25.89 (CHs-BusSi),25.87 (CHs-Bu),
25.85 (CHs-Bu), 24.83 (CHs-26 0 27), 23.8 (CHs-26 0 27), 19.53 (CHz), 18.02 (CHy),
18.00 (CHs-21), 11.21 (CH3-18), -1.94 (CH3-Si), -1.95 (CH3-Si), -1.97 (CHs-Si), -3.18
(CH3-Si),-3.19 (CH3-Si), -3.20 (CHs-Si).
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Sintesis de 1

TBAF , THF

73%

TBSO" HO™

Sobre una disolucién de 17 (125 mg, 0.16 mmol) en THF (2 ml), se ahadidé una
disolucién 1M de TBAF (1.64 ml, 1.64 mmol) y la mezcla se agité a t.a protegida de la
luz durante 48 horas. Transcurrido ese tiempo se afadié una disolucion saturada de
NH4CI (10 ml) y la fase acuosa se extrajo con AcOEt (3x10 ml). Tras el tratamiento
habitual de las fases organicas reunidas, el residuo obtenido se purificé por
cromatografia en columna de gel de silice (fase mévil: hexano>50% AcOEthexano).
Aislandose de este modo el analogo 1 (48 mg, 73%).

Compuesto 1: Sélido blanco: Rf:0.16(50% AcOEt/hexano).

'H RMN (CDCls, 8): 6.24 (1H, d, J = 11.2 Hz, CH-6 ), 6.04 (1H, d, J = 11.2 Hz, CH-7),
503 (1H, t, J = 15.8 Hz, CH-19 ), 4.83 (1H, d, J = 2.3 Hz, CH-19), 3.96 (1H, d, J = 2.9
Hz, CH-3), 3.34 (1H, dd, J = 11.4, 4.6 Hz, CH-24), 2.92-2.78 (1H, m, CH-14), 2.58 (1H,
dd, J = 13.0, 3.5 Hz, CH-20), 2.49-2.35 (1H, m, CH-4), 2.28 (1H, dt, J = 20.3, 10.2 Hz,
CH-1), 2.19 (1H, ddd, J = 13.5, 8.5, 4.7 Hz, CH-9), 2.11-1.85 (6H, m), 1.73-1.28 (15H,
m), 1.22 (3H, s, CH3-26 0 27), 1.17 (3H, s, CHs-26 0 27) , 0.94 (3H, d, J = 6.4 Hz, CHs-
21), 0.56 (3H, s, CHs-18).

13C RMN (CDCls, 8): 145.02 (C-10), 142.18 (C-8), 135.07 (C-5), 122.41 (CH-6),
117.51 (CH-7), 112.46 (CHp-19), 78.77 (CH-24), 73.18 (C-25), 69.18 (CH-3), 56.42
(CH-17), 47.04 (CHz-14), 41.01 (C-13), 37.76 (CHy), 35.02 (CHy), 35.01(CHy), 34.35
(CH-20), 33.25 (CH2-22), 29.02 (CH,), 28.80 (CH2-23), 28.75 (CHz), 25.75 (CH3-26 o
27), 24.70 (CH3-26 0 27), 24.69 (CHy), 23.37 (CHy), 19.34 (CHz-21), 12.46 (CH3-18).
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Sintesis de 19

O‘\P/Ph
“Ph OTBS

18
TBSO" otes n-Buli, THF

92%

TBSO™ OTBS

Sobre una disoluciéon del 6xido de fosfina 18 (202 mg, 0.346 mol) en THF (4 mL)
enfriada a -78°C se afadi6 gota a gota una disolucién 2.5M de n-BuLi en hexano (136
ML, 0.339 mol) observandose la aparicién progresiva de un color rojo purpura.
Finalizada la adicién, la mezcla se mantuvo con agitacion a la misma temperatura
durante 1h. A continuacién se afadi6é via canula y gota a gota una disolucién de la
cetona 15 (37.1 mg, 0.070 mol) en THF (4 mL) y se prolongé la agitaciéon en ausencia
de luz, a la misma temperatura durante 4 horas. Posteriormente se afadi6 lentamente
una disoluciéon saturada de NH4Cl (1 mL), se retir6 el bafio frio y se mantuvo la
agitacion dejando que la mezcla alcanzase la t.a., se extrajo con AcOEt (3x10mL) y las
fases organicas reunidas se lavaron con una disolucién saturada de NaCl (10 mL), se
secaron, filtraron y concentraron a vacio. El residuo obtenido se purific6 por
cromatografia en columna de gel de silice (fase moévil: 10% AcOEthexano) y se
obtuvo el trieno 19 (58 mg, 92%).

Compuesto 19: Aceite incoloro: Rf: 0.6(10% AcOEt/hexano).

1H RMN (CDCls, 8): 6.37-6.20 (1H, d, J = 16.1 Hz, CH-6), 6.17-5.92 (1H, d, J = 35.0,
17.2 Hz, CH-7), 5.25 (1H, d, J= 31.7, 15.3 Hz, CH-19), 4.99-4.72 (1H,dd, J = 14.1 Hz,
CH-19), 4.28-4.16 (1H, m, CH-1), 4.10 (1H, d, J = 16.2, 9.6 Hz, CH-3), 2.97-2.73 (1H, t,
J = 12.8 Hz, CH-24), 2.56-2.14 (9H, m), 2.12-1.26 (11H, m), 1.19 (3H, s, CH3-26 0
CH3-27),1.11 (3H, s, CH3-26 0 27) 1.09 (3H, s, CH-18), 0.93 (9H, s, CH5-tBuSi),0.92
(9H, s, CH3-tBuSi),0.91 (9H, s, CHa-tBuSi), 0.90 (9H, s, CHa-tBuSi), 0.60-0.44 (3H, m,
CH-21), 0.07 (24H, m, CH3-Si).

13C RMN (CDCl;, 5): 148.33 (C-10), 141.24 (C-8), 134.87 (C-5), 123.22 (CH-6), 117.79
(CH-7), 111.17 (CH2-19), 81.08 (CH-24), 76.33 (CH-25), 71.50 (CH-1), 67.45 (CH-3),
56.50 (CH-14), 56.35 (CH-17), 46.06 (CH,), 45.81 (CHy), 44.84 (C-13), 40.61 (CHy),
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36.82 (CH-20), 33.92 (CH,-22), 29.50 (C-BuSi), 29.49 (C-BuSi), 29.02 (C-'BuSi),
29.01 (C-'BuSi), 28.93 (CHp), 27.73 (CHy), 26.12 (CH-23), 25.88 (CH;-'Bu),25.87
(CH3'BuSi), 25.85 (CHs-'BuSi), 24.83 (CH3-26 0 27), 23.8 (CH3-26 0 27), 19.53 (CHo),
18.02 (CHy), 18.00 (CHs-21), 11.21 (CHs-18), -1.94 (CHs-Si), -1.95 (CHs-Si), -1.97
(CH3-Si), -3.18 (CH3-Si),-3.19 (CH5-Si), -3.20 (CH3-Si), -4.00 (CH3-Si).

Sintesis de 2

89%

HO"

TBSO" oTBS

Sobre una disolucion de 19 (56 mg, 0.0629 mol) en THFseco (2ml), bajo atmésfera
inerte de Argdn y en condiciones de oscuridad, se afadié gota a gota una disolucién
de TBAF 1M (629 pl).Tras 24 h se anadié 2 equivalentes mas de TBAF y se dej6 12 h
mas. Transcurrido ese tiempo se afadié una disoluciéon saturada de NH4Cl (10 mL) y
la fase acuosa se extrajo con AcOEt (3x10 mL). Tras el tratamiento habitual de las
fases organicas reunidas, el residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna
de gel de silice (fase mévil: hexano—>80% AcOEt/hexano). Aislandose de este modo el
compuesto 2 (24 mg, 89%).

Compuesto 2: Solido blanco: Rf: 0.45(10% AcOEt/hexano).

1H RMN (MeOD,8): 6.32 (1H, d, J = 11.1 Hz, CH-6), 6.08 (1H, d, J = 11.1 Hz, CH-7),
5.50 (1H, d, J = 18.3 Hz, CH-19),5.38-5.19 (1H, m, CH-19), 4.35 (1H, t, J = 5.8 Hz, CH-
1), 4.10 (1H, d, J = 16.2, 9.6 Hz, CH-3), 3.41-3.26 (1H, m, CH-24), 3.25-3.13 (1H, m),
2.94-2.75 (2H, m, J = 11.8, 3.5 Hz, CHy), 2.60-2.41 (2H, m, J = 13.5, 3.5 Hz, CH-
4),2.34-2.15 (5H, m, J = 13.8, 6.7 Hz), 2.12-1.75 (5H, m), 1.74-1.18 (5H, m), 1.17 (6H,
s, CHs-26, CH3-27), 1.12 (3H, s, CHs-18), 1.01-0.88 (2H, m, CH-12), 0.59 (3H, s, CH-
21).

13C RMN (MeOD, 8): 149.88 (C-10), 142.64 (C-8), 135.72 (C-5), 124.95 (CH-6), 119.03
(CH-7), 112.08 (CH-19), 79.82 (CH-24), 73.94 (CH-25), 71.50 (CH-1), 67.45 (CH-3),
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58.16 (CH-14), 57.66 (CH-17), 47.04 (CHy), 46.19 (C-13), 43.76 (CHz), 41.98 (CH,),
37.29 (CH-20), 34.25 (CH2-22), 30.05 (CHy), 28.80 (CH2-23), 28.75 (CHs), 25.75 (CHa-
26 0 27),25.74 (CH3-26 0 27), 24.69 (CH,), 23.37 (CH,), 19.34 (CHz-21), 12.46 (CHs-
18).
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de obtencién de metabolitos de la Vitamina D3 de férmula 1, y 2,

que comprende las etapas de:

HO\\. HO\"

- Ozonolisis reductora de la Vitamina D, para dar el compuesto de formula 3, segin

el esquema siguiente:

/”:

1) O3, MeOH, Pyr

\J

2) NaBH;,

Vitamin D,

HO"

En una realizaciéon preferible, esta ozonolisis se realiza en dos etapas y en

10 presencia de NaBH4 como agente reductor.

- Proteccion de los grupos hidroxilo, seguido de desproteccién selectiva del hidroxilo
primario para dar el compuesto de féormula 5, donde R es un grupo protector de

alcohol, segun el esquema siguiente:
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La proteccion de los grupos alcoholes se realiza a temperatura ambiente. En una
realizacion preferible, la desproteccion selectiva se lleva a cabo en condiciones de

5 temperatura creciente desde 0° a temperatura ambiente (ta). En otra realizacién
preferible grupo protector de alcohol R es terc-butildimetilsilil)(TBS).

- Oxidacion del alcohol de férmula 5 para dar el compuesto de férmula 6,

10 preferiblemente en presencia de TEMPO como agente oxidante.

TEMPO, BAIB

- Reaccién de wittig del aldéhido 6 para obtener el éster o,B-insaturado 7.

15

- Hidrogenacién catalitica del doble enlace del compuesto 7 para dar el éster 8.
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Hz , Pd/C (5%)
— -

- Reaccién del éster 8 con Dibal-H seguido de una reaccion de Wittig para dar el

5 alqueno 9.

1. Dibal-H

\j

2. Wittig

- Desproteccion del alcohol protegido del compuesto 9 anterior, para dar el alcohol
10 10.

- Proteccién del grupo hidroxilo del compuesto 10 con un grupo protector R distinto

del grupo R anterior para dar el compuesto 11.
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- Dihidroxilacién asimétrica del alqueno 11 anterior, para dar el diol 12 que se

protegié mediante los grupos protectores R.

ADmix—B s (o H3302 NHZ

'BUOH-H,0
5 R,0 R,0
- Desproteccion del alcohol protegido por el grupo protector Ry y oxidacion del
alcohol 14 resultante para dar la cetona 15.
OR
' OR
PDC, CH,Cl,
HO
10

- acoplamiento de Wittig-Horner de 15 con los 6xidos de fosfina 16 y 18
correspondientes para dar los compuestos de féormula 17 y 19:

15
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RO™ RO™

- Desproteccion de los grupos protectores de 17 y 19 para dar los compuestos

de fébrmula 1y 2:

HO™ HO™

Procedimiento de obtencién segun reivindicacion 1, caracterizado en que la
oxidaciéon para obtener el compuesto 15 se realiza en presencia de PDC como
agente oxidante.

Procedimiento de obtencion segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en que
dichos grupos protectores de alcohol son TBS o Acetilo.

Procedimiento de obtencién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en que
dicha desproteccién de los grupos alcohol se realiza en medio acido y a

temperatura ambiente.
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Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-4 Sl
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-4 Sl
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201400492

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 NICOLETTI, D. et al. Journal of Steroid Biochemistry and 2010
Molecular Biology 2010, Vol. 121, pp. 43-45.
D02 KAUFMANN, M. et al. The Journal of Clinical Endocrinology and 26.03.2014
Metabolism 2014, Vol. 99, N° 7, pp. 2567-2574
D03 SARDINA, F.J. et al. Journal of Organic Chemistry 1986, Vol. 51, 1986
pp. 1264-1269

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

El objeto de la invencién es un procedimiento de obtencion de metabolitos de la Vitamina D3 de férmulas 1 y 2 que
comprende la ozonolosis reductora de la Vitamina D», que se utiliza como producto de partida, y un acoplamiento de Wittig-
Horner de la cetona 15, que conforma el nucleo central de la molécula final, con el éxido de fosfina correspondiente.

El documento D01 divulga un procedimiento para la sintesis de un metabolito de la vitamina D3, la 24R,25-dihidroxivitamina
Ds (1), que se diferencia del compuesto 1 de la invencion en la configuracion del C20 (ver pagina 43, resumen; pagina 44,
figuras 1 y 2). Este procedimiento se basa en una aproximacion de Wittig-Horner del tipo Lythgoe, por reaccidon de una
ciclohexanona 2 (analoga a la cetona 15 de la invencién, aunque con diferente configuracion estereoquimica, y proteccion
de los grupos hidroxilo) con un derivado de 6xido de fosfina 3, analogo al derivado 16 de la invencion (ver pagina 44, figura
4). El producto de partida de la sintesis es el aldehido 4 (isémero éptico del compuesto 6 de la invencion), que se obtiene a
partir de la vitamina D, (ver pagina 43, apartado 2; pagina 44, figura 3).

Aunque el procedimiento divulgado en el documento D01 utiliza como producto inicial la vitamina D, y comprende una etapa
de reaccién de Wittig-Horner entre una cetona y un derivado de fosfina analogos a los utilizados en una de las etapas del
procedimiento de la invencion, existen numerosas diferencias entre ambos procedimientos, como son las etapas de
construccion de la cadena lateral del producto final o las de proteccién/desproteccion de los grupos hidroxilo presentes en
éste. Ademas, los productos finales de ambos procedimientos presentan diferente configuracion estereoquimica en el
carbono en posicion 20.

El documento D02 divulga un método tandem basado en cromatografia liquida y espectrometria de masas para ensayar
simultaneamente multiples metabolitos de vitamina D, que incluyen la 24,25-(0OH),D3 (derivado dihidroxilado de la vitamina
D3, compuesto 1 de la invencion) (ver pagina 2567, resumen). Dentro de este estudio se divulga un procedimiento para la
sintesis del derivado hexadeuterado de este producto (ds-24,25-(OH).D3), que se inicia con el diol (2), que es exactamente
el compuesto 3 de la invencion y que a su vez se obtiene a partir de la vitamina D,. Este compuesto se transforma en la
cetona 3, que es analoga a la cetona 15 de la invencion, pero que tiene un grupo hidroxilo libre y el otro protegido como
acetato, ademas de estar hexadeuterado. La cetona 3 se acopla finalmente con el anién derivado de la fosfina 4, que es
equivalente al compuesto 16 de la invencion, para dar el derivado dihidroxilado 1 de la vitamina D3 (pagina 2568, columna 2,
parrafo 4-pagina 2569, columna 1, parrafo 1; pagina 2569, figura 1).

Como ocurre en el caso anterior, el procedimiento divulgado en el procedimiento D02 utiliza como producto inicial la
vitamina D, y comprende como etapas fundamentales la ozonolisis inicial de ésta y el acoplamiento de Wittig-Horner entre
una cetona y un derivado de fosfina analogos a los utilizados en una de las etapas del procedimiento de la invencion, pero
existen también algunas diferencias, como son los grupos protectores de los hidroxilos presentes en las moléculas
intermedias implicadas. Ademas, el producto final del procedimiento divulgado en D02 es un derivado hexadeuterado.

El documento D03 divulga un procedimiento para la preparacion de 25-hidroxivitamina D, (1) a partir de vitamina D, (2a),
que comprende la ozonolisis reductora de ésta para dar el dihidroxiderivado 3 (compuesto 3 de la invencion),y que
construye el sistema trieno mediante un acoplamiento de Horner-Wittig de la cetona 13 (andloga a la cetona 15 de la
invencién, aunque con una insaturacion en la cadena lateral) y el anion del 6xido de fosfina 14, que se diferencia del
compuesto 16 de la invencion en el grupo protector del hidroxilo (ver pagina 1264, resumen; pagina 1265, figura 2).

El producto final obtenido en el procedimiento divulgado en D03 se diferencia del compuesto 1 de la invencion en la cadena
lateral, que en el primer caso esta insaturada y contiene un tnico grupo hidroxilo, ademas de un metilo adicional.
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Por lo tanto, los documentos citados muestran soélo el estado de la técnica del campo al que pertenece la invencion. Ninguno
de ellos, tomado solo o en combinacién con los otros, divulga o contiene sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto en
la materia al procedimiento de obtencion de los analogos de la vitamina D3 recogido en la solicitud.

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-4 de la solicitud retnen los requisitos de novedad y
actividad inventiva establecidos en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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