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IR Infrarrojo
J Constante de acoplamiento
LCA Acido litocolico
Leu (L) Leucina
Lys (K) Lisina
m Multiplete
pf Punto de fusion
Phe (F) Fenilalanina
q Cuartete
rf Factor de retencion
S Singlete
Ser (S) Serina
t Triplete
tr Tiempo de retencion
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Introduccion

1. EL RECEPTOR DE LA VITAMINA D (VDR)

El receptor de vitamina D (VDR) es un factor de transcripcion que pertenece a la
superfamilia de receptores nucleares y ejerce sus funciones bioldgicas a traves de su
ligando natural 1a,25-dihidroxivitamina Ds [calcitriol, 1,25(0OH)2Ds, 1,25Ds, Figura 1],
que actia como las hormonas esteroidales clasicas y es la forma activa de la vitamina
D32 El VDR forma un heterodimero con el receptor del &cido retinoico X (RXR). Tras
la unién del ligando, el VDR sufre un cambio conformacional permitiendo que el
heterodimero RXR-VDR se una a secuencias especificas del DNA, conocidas como
elementos de respuesta a la vitamina D (VDRE), para interactuar con varias proteinas
coactivadoras que promueven la transcripcion de genes diana.®! Como resultado, se
producen las proteinas responsables de mdultiples funciones bioldgicas, que incluyen la
regulacion de la mineralizacion o¢sea calcio-fosforo, crecimiento celular,
diferenciacion/proliferacion celular, apoptosis y respuestas inmunes.*! EI hecho de que
el VDR se haya encontrado en méas de 30 tejidos diana y tumores de células ha sugerido
gue podria mediar en una gama aun mas amplia de funciones bioldgicas, incluido la
prevencion del cancer.[®] Las acciones biologicas mediadas por el VDR le han sefialado
como un posible objetivo terapéutico para la terapia de trastornos hiperproliferativos.®]
Desafortunadamente, el uso clinico de la hormona nativa 1,25D3 en el tratamiento del
cancer ha sido limitada por la induccion paralela de niveles elevados de calcio
(hipercalcemia). Se ha desarrollado un elevado numero de ligandos VDR
secosteroidales no calcémicos altamente activos(®®l y algunos de ellos encuentran
aplicaciones clinicas,® pero con un éxito limitado en el tratamiento del cancer debido a
que las dosis farmacoldgicas requeridas inducen hipercalcemia. La mayoria de estos
ligandos, son analogos secosteroidales de vitamina Ds estructuralmente modificados en
la cadena lateral y anillos (A, C y D).[B Algunos ejemplos de esta clase de compuestos
incluyen calcipotriol (MC903),*?l el 1LX23-7553,131 el XE4MeCF3,[*Yl el PG-136,1*°], el
Paricalcitol (Zemplar®),[®l el Inecalcitol (TX522)1y el Mart-10.18 Otro grupo de los
agonistas del VDR con posibles aplicaciones terapéuticas incluyen compuestos no
esteroidales facilmente asequibles por sintesis y que imitan la potencia bioldgica de la
hormona 1,25Ds sin causar accion calcémica.l*111%-201 [ jgandos seleccionados de este
grupo de ligandos VDR incluyen el LG190178,1211 el CD4849,1%! y el p-carborano CB-
31[2% (Figura 1).
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Ademas, los hidroxiderivados de la vitamina Ds no calcémicos han demostrado que
actan como agonistas de VDR.? Otros ligandos que se unen a VDR incluyen 3-
Avrilbenzopiranos,?® el 1a,25(OH)2-lumisterol,?®! derivados del acido podocarpico,i?’'y

compuestos de &cidos biliares naturales como el acido litocolico (LCA).

Figura 1. Estructura de la hormona natural 1a,25-dihidroxivitamina Ds (1,25D3),

anélogos de (1,25D3) no calcémicos seleccionados y mimicos no esteroideos.
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2. ACIDO LITOCOLICO (LCA) Y DERIVADOS

El &cido litocdlico (LCA), es un acido biliar formado a partir del acido quenodesoxicdlico
(CDCA) (acido biliar primario), como producto del catabolismo del colesterol, el cual
permite su excrecion.[?1 EI LCA se produce en la flora intestinal y ha sido asociado a
varias enfermedades hepéticas e intestinales. La sintesis del LCA se atribuye
principalmente a bacterias productoras de 7a-deshidroxilasa como Clostridium y

Eubacterium® (Figura 2).

Figura 2. Deshidroxilacion del acido quenodesoxicdlico durante el catabolismo del

colesterol.

Acido quenodesoxicélico (CDCA) Acido Litocdlico (LCA)

El LCA ha sido relacionado con la regulacion de la expresion de proteinas involucradas
en la absorcion intestinal y con el metabolismo de la glucosa participando en el
metabolismo de lipidos y homeostasis energética. Previamente ha sido considerado como
toxico, sin embargo, estudios recientes revelan que el LCA vy sus derivados sintéticos
pueden presentar efectos antitumorales en ciertas condiciones,°-34 cuyas propiedades
antiinflamatorias y antiapoptéticas deben ser tomadas en consideracion en el desarrollo
de farmacos tanto en enfermedades intestinales, hepaticas y tratamientos contra el

cancer.[?!

El &cido litocdlico (LCA) lleva a cabo funciones de la vitamina D3, como la elevacion de
los niveles de calcio y la movilizacion de calcio en los huesos.B3! EI LCA ha sido
identificado como ligando end6geno secundario del VDR, pero su actividad como ligando
es muy débil y su papel fisioldgico completo es todavia desconocido. También, se han
publicado las propiedades anticancer del LCA en varios modelos de células cancerosas y
la capacidad de controlar la inmunidad adaptativa.*®! Los derivados sintéticos del LCA
se consideran como inhibidores de sialiltransferasas®®”! y se han ensayado contra la
metastasis en cancer.8 De forma genérica, se ha publicado su actividad antibacterianal®®

y antitumoral en canceres de mama y colon.[0
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2.1 DERIVADOS DEL ACIDO LITOCOLICO COMO INHIBIDORES DE
SIALILTRANSFERASAS EN El TRATAMIENTO DE METASTASIS DE
CANCER

Los 4cidos sialicos,*! que existen como azcares terminales de glicoconjugados, juegan
un papel importante en diversos procesos biolégicos y patoldgicos tales como la adhesion
celular, la defensa inmunitaria y la metastasis de células tumorales e inflamacién de
tejidos. Las sialiltransferasas (ST), catalizan la transferencia de residuos de acido sialico

a cadenas de oligosacéridos no reductores dentro de proteinas y lipidos (Figura 3).

Figura 3. Estructura de los acidos sialicos (rojo) y ejemplos de sialicos/linkers naturales

(azul).
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Las sialiltransferasas se consideran posibles dianas farmacoldgicas para el tratamiento del
cancer por lo que presentan interés medicinal. Los inhibidores de sialiltransferasas han
sido clasificados en varios grupos: 1) analogos del acido sialico,[*>431 2) analogos de acido
sialico-CMP,#4-471 3) analogos de la citidina,*®->4 4) derivados de oligosacaridos,5-°¢15)
analogos aromaticos,5®% 6) flavonoides y derivados,®+%? 7) 4cido litocolico y
analogos.¢71 En relacion con los analogos del acido litocdlico, se viene observando un
interés creciente por sumodo de accion a nivel fisiolégico y molecular y por las relaciones
estructura-actividad. Por ejemplo, se ha observado que modificaciones en la cadena
lateral inducen actividades mas elevadas frente a sialiltransferasas. Todavia se desconoce
si el esqueleto esteroidal (anillos A, B, C y D),[®® influye en actividad bioldgica frente a
las sialiltransferasas. Li y col.[%81 desarrollaron varios anadlogos potentes frente a

sialiltransferasas.

Algunos anélogos poseen modificaciones en la cadena lateral del esteroide con estructura

de aminoéacido (1.1) y estructura de un acido-triazol (1.2) (Figura 4).
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La presencia de grupos funcionales, tales como lactona (-COO-), lactama (-NH-CO) e

hidroxilo, en los anillos B/C del esteroide mejoran la actividad antitumoral.[65.68-6°

Figura 4. Inhibidores de la actividad de 2,3-ST. (I.1 = aminoacido en C-3, 1.2 = triazol
en C-24).

(o}
H,N -
2 o
OH
(0]

Los analogos mencionados han demostrado ser activos frente a las sialiltransferasas (ST):
2,6-STy 2,3-ST y los compuestos 1.3, 1.4y 1.5 llegan a ser efectivos en el tratamiento

de metéstasis de cancer (Figura 5).

Figura 5. Analogos modificados en el anillo B/C que son potentes inhibidores de

sialiltransferasas.

2.2 DERIVADOS DEL ACIDO LITOCOLICO CON ACTIVIDAD
ANTITUMORAL EN CANCER DE MAMA

El acido litocdlico (LCA) es un metabolito que provoca estrés oxidativo celular,
ralentizando la proliferacion de células de cancer de mama. Qiu y col.[*%: 7721 |levaron a
cabo la sintesis de derivados de &cido litocolico para estudiar su actividad frente al
crecimiento de células tumorales. Los compuestos sintetizados y evaluados presentan un
grupo amida secundaria unida a un heterociclo como tiazol, metiltiazol, benzotiazol o
fenilindol. Los compuestos sintetizados que presentan una insaturacion (1.6, 1.7, 1.8 y 1.9)
en el anillo C del esteroide (C-11, C-12), aumentan la actividad antitumoral en

comparacion con los compuestos saturados (1.6bis, 1.7bis, 1.8bis y 1.9bis) (Figura 6).
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Figura 6. Derivados funcionalizados del LCA activos frente a cancer de mama.

1.6 / 1.6bis 1.7 I 1.7bis 1.8 / 1.8bis 1.9 / 1.9bis

2.3 DERIVADOS DEL LCA CON ACTIVIDAD ANTITUMORAL EN CANCER
DE COLON

Los acidos biliares (BA), que contienen grupos hidroxilo y carboxilo hidréfilos y nicleos
esteroidicos hidrofobicos, pueden promover la absorcion de grasa y otras sustancias en el

intestino.

Debido a que hay muchos receptores de acidos biliares en la membrana celular de los
tejidos del colon, estos andlogos pueden mejorar la administracion especifica y el
transporte de medicamentos. Ademas, los &cidos biliares poseen cierta actividad
anticancerigena e inflamatoria.l’™ Zhao y col.[’® disefiaron, sintetizaron y evaluaron
una serie de derivados de acidos contra el cancer de colon que incluyen el acido cdlico
(CA), el acido quenodesoxicélico (CDCA), el acido ursodesoxicolico (UDCA) y el acido
litocélico (LCA).

En los estudios in vitro, todos los compuestos mostraron una inhibicién de la proliferacion
celular y, en particular, mostraron una inhibicion superior en las células de cancer de
colon frente a otras lineas celulares. Los compuestos 1.10, 1.11, 1.12 y 1.13 mostraron
mayor actividad antitumoral (Figura 7). Estos compuestos presentaron, ademas,
actividad antiinflamatoria intermedia y la posibilidad de disminuir la expresion del TNF-

a (factor de necrosis tumoral inductor de cancer).
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Figura 7. Derivados del LCA més potentes en la inhibicion de células malignas en cancer

de colon.

1.12 1.13

24 DERIVADOS DE ACIDO LITOCOLICO CON ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

El &cido litocolico (LCA) vy sus derivados semisintéticos pueden interactuar dentro de la
capa lipidica en membranas celulares pudiendo afectar a la cadena respiratoria y a la
produccion de energia de bacterias, ["® por lo que pueden hacer a la célula mas permeable
frente a antibioticos.[’8 La resistencia de las bacterias puede superarse a través de este
tipo de derivados, que pueden llevar a cabo una accion lipofilica sobre la célula, afectando
a la membrana de la bacteria, para favorecer la rotura celular con posterior necrosis.["7-81
Coutinho y col.°! prepararon y evaluaron sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus y Pseudomonas aeruginosa, varios derivados del LCA modificados en
las posiciones C-3 y/o C-24. Los derivados mas potentes fueron 1.14, 1.15y 1.16 (Figura
8). No existen trabajos previos sobre el disefio de andlogos del LCA como agonistas de
actividad antibiotica. Los resultados que presentan dichos compuestos pueden potenciar
el efecto de antibidticos conocidos como amicacina, gentamicina y neomicina. El disefio
y sintesis de nuevos derivados es un reto de interés farmacéutico debido a la reciente

elevada resistencia a los antibiéticos.
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Figura 8. Derivados de &cido litocdlico con potente actividad antibacteriana.

2.5 LCA-VDR: ESTRUCTURA CRISTALINA DEL COMPLEJO ZVDR-LCA

En el afio 2002 se identifico al VDR como un receptor del LCA. Rochel y col.[82-8]
descubrieron que el receptor zZVDR (pez cebra) es capaz de alojar dos moléculas de LCA,

una en el bolsillo interior clasico y otra en la superficie (Figura 9).

Figura 9. A) Estructura cristalina modo del complejo zVDR-LCA en el bolsillo de unién-
ligando (LBP) (Cddigo PDB: 3W5P). B) Estructura del LCA e interacciones en el
complejo zZVDR-LCA (Cddigo PDB: 4Q0A). C) Interacciones en el sitio de unién de la

segunda molécula de LCA.
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Figura 9: Estructura cristalina del complejo LCA-zVDR(LBD). Una segunda molécula
LCA fue observada en la superficie del VDR y es estabilizada mediante interacciones no
polares con zAspl181, zArgl184, zPhel85 (H-2), zAsp260, zSer263, zTyr264, zGIn267
(H-3),y zLeu443 (H-12). El grupo hidroxilo del anillo A, forma dos enlaces de hidrégeno
con zSer263 (H-3) y zGIn267 (H-3). La cadena lateral se coloca de una forma més cercana
y el grupo carboxilo interact(ia a través de una molécula de agua con zAsp181 (H-2) y
zLys268 (H-3). [(H-2, 3y 12), hélices dos, tres y doce].

2.6 DERIVADOS DE ACIDO LITOCOLICO COMO POTENTES AGONISTAS
DEL VDR

Se han desarrollado muy pocos analogos del LCA como ligandos del VDR, a pesar de su
mayor accesibilidad quimica y estabilidad en comparacién con la hormona natural 1,25D3
mas flexible (Figura 10). Entre ellos, el 3-acetato (1.17)1®481 y 3-mesilato (1.18)[®! son
mas activos que el acido litocolico (LCA) en células HL-60 (ensayos de diferenciacion

celular), pero sus actividades son bajas en comparacion con la 1,25Ds.

Figura 10. Acido litocolico (LCA), 3-acetato (1.17) y 3-mesilato (1.18).

A partir del LCA se intercambi6 el C-3-OH por el grupo 2-hidroxi-2-metil-1-propilo.["]
El compuesto obtenido 1.23 resultd ser 10.000 veces mas potente que el LCA y tres veces
mas potente que la 1,25D3 en células HL-60. EI compuesto 1.24 no es tan activo como
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1.23. Aun asi, éstos compuestos se enlazan al VDR peor que la hormona 1,25D3 (Figura
11).

Figura 11. Ligando mas potente (1.23) y su epimero (1.24) sintetizados a partir del acido
litocolico (LCA).

1.23 LCA .24
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Objetivos y plan de trabajo

2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO
e OBJETIVO1

Sintesis de los nuevos analogos CAR-R y CAR-S como derivados hidroxilados en la
cadena lateral del &cido litocolico para estudiar sus actividades agonistas del receptor de
la vitamina D (VDR).

HO

W
W

CAR-R CAR-S

e OBJETIVO?2

Sintesis de los dioles 1y 2, a partir del acido litocolico, como precursores de los derivados
hidroxilados CAR-R y CAR-S.

1 2 LCA
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OBJETIVO 3

(ver pagina 58)

OBJETIVO 4

(ver pagina 58)
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Antecedentes y justificacion.

3.1ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

En base a estudios de docking, el Dr. Sunil Gaikwad comenz0 la sintesis de los analogos
del LCA (1.19, 1.20, 1.21, 1.22 1.23 e 1.24) en estos laboratorios (Figura 12), que
posteriormente se patentaron y publicaron.®l El reciente trabajo del grupo de
investigacion de H. Kagechika!®l, sobre derivados de é4cido litoclico modificados en el
anillo A como agonistas del VDR (1.23 y 1.24), nos llevé a publicar nuestros resultados
en el disefio, sintesis y caracterizacion de andlogos modificados en el anillo A del

esteroide.

.21 1.22 .24

Figura 12. Derivados del acido litocdlico como potentes agonistas del VDR.

En comparacion con la hormona natural 1,25Ds, el compuesto 1.23 se enlaza al hVDR
(receptor humano) 15 veces peor, pero induce la diferenciacion celular en células HL-60
de forma similar, aunque sin causar efectos calcémicos. Los demés analogos resultaron
menos activos que 1.23. Muestras de 1.23 y de su epimero menos activo 1.24, se enviaron
a los laboratorios de la Dr. Natacha Rochel (IGBMC, Illkirch-Francia), donde se
obtuvieron cristales de los correspondientes complejos ligando zVDR(LBD), los cuales,
se sometieron al analisis estructural en el sincrotron de Grenoble. Las estructuras
cristalinas muestran que los grupos carboxilicos imitan las interacciones de los grupos
hidroxilo del anillo A de la hormona natural 1,25D3 con los residuos de aminoacidos Ser-
265, Arg-302, Tyr-175 y Ser-306. Las estructuras cristalinas estan de acuerdo con las
estructuras obtenidas por docking y se representan en la Figura 14. EI grupo carboxilo
hace las funciones del anillo A de la hormona 1,25Ds, mientras que el hidroxilo terciario

imita al hidroxilo de la cadena lateral de la hormona.
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Figura 14: Estructuras ligando zVDR(LBD). Ligando méas potente 1.23 y epimero 1.24.
(Residuos de aminodcidos: A = alanina, F = fenilalanina, H = histidina,
I = isoleucina, L= leucina, R = arginina, S = serina, V = valina, W = triptofano,

Y =tirosina).
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Estudios de docking posteriores sobre ligandos del LCA con cadenas laterales
dihidroxiladas en lugar de cadenas carboxilicas nos llevaron a los andlogos CAR-R y
CAR-S (Figura 15), que mejoran sustancialmente la afinidad de los analogos anteriores
por el hVDR(LBD).[®%

3.1.1 DISENO DE CAR-R Y CAR-S

En la Figura 16 se muestran detalles de las estructuras de docking obtenidas para
CAR-Ry CAR-S utilizando el dominio de enlace (LBD) del receptor zZVDR. Los nuevos
analogos se enlazan bien al receptor (>90%) en comparacion con la 1,25D3
(100%) y mejor que el LCA (85%), adoptando orientaciones similar a la del LCA, pero
invertidas en comparacion con la 1,25Ds3. Las cadenas laterales ocupan la region
correspondiente al anillo A de 1,25Dzs. El hidroxilo primario en C26 de la cadena lateral
de CAR-R se une directamente via enlace de hidrogeno al residuo Arg-302 y a través de

una molécula de agua al residuo de Ser-265. El hidroxilo secundario en C24 se une
38 | 147




Antecedentes y justificacion.

eficientemente a la Ser-306 y de forma débil a la Tyr-175. El hidroxilo terciario se une
eficientemente a la His-333 y débilmente a la His-423. Las interacciones de CAR-S con

el receptor son similares a las de su C-24-epimero, CAR-S.

CAR-R CAR-S

Figura 15. Derivados dihidroxilados en cadena lateral como agonistas del VDR.

Y175

Figura 16: (A) Izquierda: posicién del ligando CAR-R en el zVDR(LBD). Interacciones
de las cadenas laterales hidroxiladas con el receptor. Derecha: superposicién de CAR-R
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(en rosa) con LCA (amarillo) y con 1,25D3 (amarillo), respectivamente. (B) lzquierda:
interacciones de las cadenas laterales hidroxiladas de CAR-S con el zVDR(LBD).

Derecha: superposicion de CAR-S con LCA 'y 1,25Ds, respectivamente.

Después de publicar nuestros analogos CAR-R y CAR-S,8% Kagechika y col.P%
patentaron los mismos compuestos como derivados del LCA como potentes agonistas del

receptor de la vitamina D (VDR).
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3.2.1 RETROSINTESIS DE CAR-R Y CAR-S

Siguiendo la estrategia sintética desarrollada!® en estos laboratorios para la sintesis de
derivados del LCA, se planteo la sintesis de los analogos CAR-R y CAR-SI® (Esquema
1).

La sintesis de los analogos disefiados empieza con la preparacion del diol 2 a partir de
LCA, destacando como pasos claves posteriores, la sintesis del alcohol alilico 1,
intermedio hacia las epoxidaciones asimétricas correspondientes para la obtencion de
sendos epoxidos 3a/3b como precursores de CAR-R y CAR-S.

Esquema 1. Andlisis retrosintético de los nuevos anadlogos dihidroxilados en cadena

lateral como analogos superagonistas del VDR: CAR-R y CAR-S.

3.2.2. TRABAJO REALIZADO

3.2.2.1 SINTESIS DEL DIOL (2)

La sintesis del alcohol 2 a partir del LCA se ilustra en el Esquema 2. La reduccion del
LCA con hidruro de litio y aluminio en tetrahidrofurano proporciono el diol 4 (98%), que
se protegié de forma selectiva con cloruro de terc-butildimetilsililo e imidazol en
dimetilformamida para dar al éter silicico 5 (71%). La oxidacion de 5 con dicromato de
piridinio (PDC) en diclorometano condujo a la cetona 6 (98%), cuya reaccion de
olefinacion de Horner-Wadsworth-Emmons con el iluro (EtO)2P(O)CH(Na)COOEt en
tetrahidrofurano permitié obtener, después de separacion por HPLC los ésteres 7Z (41%)
y el 7E (46%). La estructura del compuesto mayoritario se elucidé por rayos-X del
correspondiente tosilato 91871,
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El éster 7E (5 45.5 ppm) puede distinguirse de su isomero 7Z (5 44.7 ppm) mediante 3C-
RMN. (Figuras 17 y 18).

LiAIH, THF
0 — 23°C PDC, CH,Cl,,
12 h 23°C, 4 h
98% 98%
TBSCI, imidazol, DMF. -+ (Y = OH) 6
23°%C.2h /= N5 (v=0TBS)
71%
NaH,
(EtO),P(0)CH,COOEt
THF
0—23°C,1h

96%

1) PMHS, KO'Bu,
CuCl,(R)-TolBINAP

MeMgBr i-PrOH/Hexano,
THF -25°C, 3 h.
70 °C
2) TBAF/ THF
98% 96%
o (o]
1) PMHS, KOBu,
CuCl,(S)-ToIBINAP +
i-PrOH/Hexano,
-25°C, 3 h.
2) TBAF/THF
1) TBAF/THF 92%.
23°C,12h

2) TsCl, DMAP, Py
9 0°C,12h

65% [87]

Esquema 2: Sintesis del diol 2 desde &cido litocolico (LCA).

A continuacién, se muestran las sefiales principales de RMN de los ésteres sintetizados
7ZITE y sus espectros de *H-RMN y *C-RMN. (Figura 17).
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Figura 17. Espectros de 'H-RMN (250 MHz, CDCls) y de **C-RMN (CDCls, 63 MHz)

del compuesto 7Z.

H-RMN [250 MHz, CDCls, 3].

07 “OCH,CH,

7Z

3.56 (t)
- 0.90 (s)
7Z
Si x ‘Bu Si x CH;
H-21) H-19
: Y
-OCH,CH;
H-24 \

13C-RMN (63 MHz, CDCl3, 3).

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 0.
(ppm)
44.7 ppm
'
'
'
'
'
'
'
'
‘H ey, ” -
1 o WAy
T T T T T T T T T T T T T T T T T T !
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 0 10 2C
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Figura 18. Espectros de 'H-RMN (250 MHz, CDCls) y de **C-RMN (CDCls, 63 MHz)
del compuesto 7E.

IH-RMN [250 MHz, CDCl3, ]. 3C-RMN (63 MHz, CDCls, 5).
3.57 (m)
< 0.91 (s) 18.5
166.8 | 164.6
112.4
7E
H-21.
-OCH,CH;,
H-24
e A
5.56 4.0 3.8 3.6
| -
8‘.5 l;.O 7‘.5 7‘.0 f;.S 6‘.0 5‘.5 5‘.0 4‘5 4‘AO Z; 5 Z; 0 2‘ 5 2‘0 1‘5 1‘ 0 0‘ 5 0‘0 (;
(ppm)
45.5 ppm
| L
70 160 150 140 130 10 110 100 9 8 70 6 s 4 30 2 10 0 -0 -

80
(ppm)
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La reduccion asimétrica del doble enlace del éster 7Z por el método de Buchwald[®%%
con cantidades cataliticas de CuH, generadas a partir de CuCl y PMHS
(polimetilhidrosiloxano), en presencia de 'PrOH como fuente proténica, (R)-TolBINAP
como ligando quiral catalitico y KO'Bu catalitico en hexanos, proporcioné después de
desproteger y eliminar los restos de PMHS con TBAF, el éster saturado 8 (96% de
rendimiento). La reduccidn del éster 7E bajo las mismas condiciones utilizando el ligando
(S)-ToIBINAP condujo al mismo compuesto en rendimiento similar. En el Esquema 3 se
ilustra el mecanismo que se propone para la reduccion del éster 7Z. EIl tratamiento del
éster 8 con exceso de bromuro de metilmagnesio en tetrahidrofurano condujo al diol
deseado 2 (98% de rendimiento).

Esquema 3. Mecanismo de reduccidn diastereoselectiva del éster 7Z.

'ProH
e
( ~~CuL*
0~ "OEt
Q TBAF/THF
L*CuH L*CuO'Pr

PMSOPr PMHS

(L* = (R)-TolBINAP)

La reduccion catalitica asimétrica de cada uno de los ésteres 7E y 7Z para obtener el éster
saturado 8, mejora el proceso de hidrogenacion catalitica de la mezcla de ambos ésteres
que produce los correspondientes a,fB-isomeros en una relacion de 5:1 determinada por
13C RMN. Ambos isémeros son muy dificiles de separar bajo condiciones Versa-flash
(MPLC).1 (Esquema 4).

Esquema 4. Hidrogenacion catalitica de la mezcla de ésteres 7TEy 7Z.

1) H, 10 % Pd/C
EtOAc
23°C,12h

79%

2) MPLC
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A continuacion, se muestran las principales sefiales caracteristicas de *H-RMN y de 13C-

RMNde los compuestos 2 y 8 junto con el espectro de *H-RMN (250 MHz, CDCls) del
compuesto 2 (Figura 19).

!H-RMN [250 MHz, CDCls, 8]. 13C-RMN (63 MHz, CDCls, ).
3.55 (t) 76.4
<-----0.91 (d, s) -18.5
0.88 (s)
0.61(s) -----
o
8
=-----0.88 (d,s) 20.7
0.85 (s)
;|
0.61 (s) -----
/N\OH
A
1.22 (s)
2
-
]
3.55 1.2 1.1 1.0 09 08 0.7 0.6 WM
E;.S 8‘.0 7‘.5 7‘.0 é.S (;.0 5‘.5 ;.0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 1‘.5 1‘.0 d.S [;.0 -(;.E
(ppm)
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3.2.2.2 SINTESIS DEL ALCOHOL ALILICO (15)

La oxidacién del diol 2 con TEMPO [((2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il)oxidanilo)]
catalitico en presencia de diacetoxibenceno (DAIB) como cooxidante en diclorometano
proporciond el aldehido 12, el cual se hizo reaccionar in situ con el iluro PhsP=CHCO:2Et,
para dar el éster o,B-insaturado 13 (68%, dos pasos). Con objeto de facilitar las
purificaciones ulteriores por HPLC mediante la obtencion de compuestos detectables al
UV, se procediéo a la proteccion del hidroxilo terciario de 13 con cloruro de
dimetilfenilsililo en presencia de imidazol en dimetilformamida para dar el compuesto 14
(91%), el cual se redujo con hidruro de diisobutilaluminio (DIBAL-H) en diclorometano

para dar el alcohol alilico 15 (90%) (Esquema 5).

— o
TEMPO/DAIB Ph3P=CHCO2Et 4o
CH,Cl, CH,Cl, oM
23°C,4h 23°C,12h
68% .
\ H
OH
13
Me,PhSiCl
Imidazol, DMF
23°C, 2 h 91%
o
DIBAL-H EtO
CH20|2’ -78 OC HHH
30 min

\
W

90%
Lot
OSiMe,Ph 15 OSiMe,Ph 14

Esquema 5. Sintesis del alcohol alilico 15 a partir del diol 2.

En la siguientes figuras se muestran las principales sefiales de *H-RMN y de *C-RMN
del compuesto 15 (Figuras 20 y 21).

IH-RMN [250 MHz, CDCls, 3§]. 3C-RMN (63 MHz, CDCls, ).

134.0

‘ 75.2
) 304 T
' ' A
x__,f/{\OSiMezPh 15 Sy /F

Figura 20. Principales sefiales de *H-RMN y de *C-RMN del alcohol alilico 15.
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Figura 21. Espectro de *H-RMN (250 MHz, CDCls) de 15.

%OSiMezPh

-
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Picos aromaticos
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7 56
60

'
: T : : : : : : T : : " :
8.5 6.5 5.5 5.0 4.5 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0
(ppm)

3.2.2.3SINTESIS DE CAR-R Y CAR-S

La sintesis de los analogos hidroxilados CAR-R y CAR-S se muestra en el Esquema 6.
La epoxidacion asimétrica de Sharplessi®! del alcohol alilico 15 empleando
hidroperdxido de terc-butilo (TBHP) en presencia de isopropoxido de titanio (1V)
[Ti(O'Pr)a] y (-)-DIPT [(2S,3S)-D-(-)-tartrato de isopropilo] en diclorometano, condujo al

epoxi-alcohol 16a en un 94% de rendimiento.

El tratamiento de 15 con (+)-DIPT, gener6 el epoxi-alcohol 16b (93%). Ambos epdxidos
se purificaron por HPLC. Las aperturas de ambos epoxidos asistidas por el hidroxilo de
la cadena lateral con Redal® (hidruro de bis-metoxietoxi-aluminio y sodio) en
tetrahidrofurano condujo a los dioles 17a (78%) y 17b (83%).
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La posterior desproteccion de los compuestos 17ay 17b, cuya desproteccion con fluoruro

de tetrabutilamonio en tetrahidrofurano proporcion6 los anadlogos deseados CAR-R
(70%) y CAR-S (70%).1% Los cristales de CAR-R y CAR-S, crecidos en EtOAc, se

sometieron a difraccion de rayos-X (Figura 23).

(-)-DIPT
Ti(O'Pr),

4 AMS, CH,Cl,
-25°C, 30 min;

TBHP

-25°C,4h
OSiMe,Ph OSiMe,Ph

16a

15 94%

(+)-DIPT, Ti(O'Pr),
4 AMS, CH,Cl,
-25 °C, 30 min;

TBHP, -25°C, 4 h
93%

Red-AI®, THF
23°C,3h
83%
4\OSiMe2Ph %OSiMezPh
16b 17b

TBAF

THF

23°C, 12 h

70%

CAR-S

Red-Al®, THF

+OSiMe2Ph

17a

TBAF
THF
23°C, 12 h

70%

w
W

CAR-R

Esquema 6. Sintesis de CAR-R y CAR-S a partir del alcohol alilico 12.

A continuacion, se muestran las principales sefiales de *H-RMN y de *C-RMN de los

epoxidos 16a/16b y los dioles 17a/17b (Figura 22).
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IH-RMN [250 MHz, CDCl3, 3].

3.58 (d); 3.87 (d) 3.60 (m); 3.88 (d)
: .-2.90 (s) : .-2.90 (s)
YO, o) .
X < 0.92(s) o > <= 0.90 (s)
0.91 (§) -----nnmnmem- o 0.88 (s).HO .~ i’
0.65(s) 0.62(s) ...
. -
0OSiMe,Ph OSiMe,Ph
A A
1.18 (s) 1.18 (s)
16a 16b
IH-RMN [250 MHz, CDCls, 3. 13C-RMN (63 MHz, CDCls, §).
3.80 (m)
" on 3:86(m)
S <--- 0.90 (s)
0.89 (s) ~-24.0
0.62 (s)
/*\OSiMezPh 71.6 ---%\OSiMezPh
A
: A
1.20 (s) 30.4; 30.7
17a
3.79 (m)
i o 386 (m)
~---0.90 (d - 239
0.89 (s) .- MO T (@ 18.6
0.62 (s) ~------- _ 12.0
1.18 (s) H 75.2
| 29.9;30.0
\ T osiMe,Ph "~ osiMe,Ph

17b

Figura 22. Principales sefales de *H-RMN y de **C-RMN de los compuestos 16a/16b y
17a/17b.
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CAR-R

CAR-S

Figura 23. Estructuras cristalinas de CAR-R y CAR-S obtenidas por difraccion de rayos-

X de monocristal.
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A continuacion, se muestran las sefiales principales de 'H-RMN y de **C-RMN de los
compuestos finales CAR-R y CAR-S (Figuras 24 y 25).

IH-RMN [250 MHz, CDCls, §]. 13C-RMN (63 MHz, CDCl3, 5).

3.80 (m) 386 (m)

<~ 0.90 (s)

OH

*~T oH
CAR-R

CAR-R

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.t
(ppm)

Figura 24. Espectro de *H-RMN (250 MHz, CDCl3) de CAR-R.
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IH-RMN [250 MHz, CDCls, 3. BC-RMN (63 MHz, CDCls, 3).

3.77 (m) 385 (m) 61.7
! 9. m '

OH

<--- 0.89 (s)
1.18 (s)
CAR-S
CAR-S
H-19
H-24 H-26 V
3.‘95 3.‘90 3.‘85 3.‘80 3.‘75 3.‘70 3.‘65 1‘2 1‘-1 1‘-0 0‘-9 0‘,8 0‘7 0‘-5 0‘-5 /
| M JU«»W Mu
85 80 75 70 65 60 55 5o 45 4 35 30 25 20 15 10 0s oo o

Figura 25. Espectro de *H-RMN (250 MHz, CDCls) de CAR-S.
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3.2.2.4EVALUACION BIOLOGICA CAR-R Y CAR-S

Los dos analogos CAR-R y CAR-S mostraron un efecto de inhibicidn relevante en la
inflamacién de los queratinocitos primarios humanos. El andlogo CAR-R mostré el
mayor efecto de inhibicion. Como se indica en la tabla, el andlogo CAR-R exhibid la
potencia mas alta en la reduccién de (CCl2) de queratinocitos primarios humanos con un
ICs0 de 0.15 nM y una inhibicion total de los niveles de (CCl2) inducidos. EI analogo
CAR-S, también present6 una alta potencia en la reduccién de (CCl2) aunque ligeramente
menor que CAR-R (ICso = 0.26 nM). Este resultado indica una gran diferencia de

actividad entre ambos diastereoisbmeros.

Ambos derivados presentan una viabilidad celular equitativa y el andlogo CAR-R

presenta un valor superior de efecto maximo de viabilidad celular.

e (CCly) = proteina quimioatrayente de monocitos-1; derivado de quimiocina que
participa en regeneracion de tejidos)].
e Concentracion para la inhibicion al 50% (I1Cso) (nM)

e [Efecto méximo = maxima inhibicion de CClI; o viabilidad celular].

Compuesto ICso CCl; (nM) ICs Viabilidad Efecto maximo de
viabilidad (%)
CAR-R 0.15 1080 33
CAR-S§ 0.26 1080 18

Tabla 1. Ensayos bioldgicos de los andlogos CAR-R y CAR-S.

Los resultados biolégicos que presentan estos analogos dihidroxilados,®! nos llevé a
disefiar por docking molecular, agonistas mas potentes del acido litocolico y a plantear

estrategias de sintesis de los mismos (Resultados Parte I1).
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4.Parte 2

DISENO Y SINTESIS DE ANALOGOS DEL ACIDO
LITOCOLICO MODIFICADOS EN EL ANILLOAY EN LA
CADENA LATERAL CICLOHEXANICA DIHIDROXILADA



ALCANCE DE CONFIDENCIALIDAD

Se ha llevado a cabo un estudio hacia la obtencion de cadenas laterales
ciclohexanicas dihidroxiladas de analogos modificados en el anillo A del
acido litocdlico como potentes candidatos agonistas del receptor de la

vitamina D.

Esta tesis doctoral brinda este resultado hacia la posterior sintesis de los
analogos disefiados por docking con objeto de evaluacién bioldgica,

publicacion y patente de resultados.



Discusion

4.1Antecedentes y justificacion

(Ver pagina 58)
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4.2Discusion

(Ver pagina 58)
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PROCEDIMIENTOS GENERALES.

Las reacciones con compuestos 0 mezclas sensibles al oxigeno o a la humedad se llevaron
a cabo bajo atmdsfera de argon desoxigenado y seco. Los matraces utilizados para las
reacciones se secaron en una estufa a 150 °C, al menos durante 12 h. o se flamearon o
calentaron con un decapador y enfriaron bajo corriente de argén. Los disolventes
utilizados se purificaron segun las indicaciones de H. C. Brownl'%! y se destilaron bajo
atmosfera de argon, utilizando un agente desecante adecuado. Las disoluciones
comerciales de "BuL.i (disolucion en hexanos, Aldrich) ‘BuLi (disolucion en pentano,
Aldrich), se valoraron con N-bencilbenzamida (Aldrich) y/o &cido difenilacético (Fluka)
antes de su uso. 2% Et,0 y THF se destilaron de Na-benzofenona, benceno de Na, tolueno
de Na; piridina, EtsN y hexanos de CaHz; CH2Cl2 de P20s, MeOH de Mg/lz2; la DMF de
calidad sintesis se secé sobre tamices moleculares de 4 A. Hexano (HPLC) e 'PrOH
(HPLC) se utilizaron directamente. El dicromato de piridinio (PDC) se prepar6 segun las
indicaciones de E. J. Corey.[*™ Para las reacciones a baja temperatura se utilizaron bafios
de hielo seco en acetona o metanol, enfriados con una sonda de refrigeracion Inmersion
Cooler EK-90 de Thermo Fisher Scientific, provista de un controlador de temperatura.
Para las reacciones a alta temperatura se utilizaron bafios de silicona provistos de
termometro de contacto en el bafio. Las temperaturas indicadas se refieren a la
temperatura del bafio externo. Las jeringas utilizadas fueron de plastico (Discardit) y de
vidrio (Hamilton), con agujas con acoplamiento Luer. La adicion de disoluciones o
disolventes se realizé via jeringa o canula. Se utilizd agitacion magnética. Las fases
organicas procedentes de la elaboracion de las diversas reacciones se secaron con Na2SOas
anhidro. La concentracion de disolventes a presion reducida se realizé en un rotavapor
Buchi modelo R-114. El progreso de las reacciones se siguié mediante cromatografia en
capa fina. Se utilizaron placas de aluminio con una capa de gel de silice GF-254 Merck.
Después de observar la fluorescencia a la luz ultravioleta de 254 nm, las placas se
revelaron tratdndolas con distintas disoluciones reveladoras: (a) disolucion de p-
anisaldehido en etanol y (b) disolucién de molibdato cérico aménico en etanol y posterior
calentamiento con un decapador. Para la cromatografia rapida en columna se utilizaron
las condiciones de W. C. Still.['*2] Se utilizé gel de silice (230-400 mesh, Merck). Los
disolventes a granel comerciales hexanos, EtOAc y CH:Cl: utilizados para la
cromatografia rapida y extracciones se destilaron antes de su uso. Et2O y TBME para las

extracciones se utilizaron sin destilar. Las separaciones por HPLC se realizaron en un
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equipo SHIDMADZU modelo LC-8A equipado con un detector de UV THERMO SP
modelo Spectra 100 utilizando una columna Phenomenex-LUNA 5 p micro Silica (2), 10
x 250 mm, fase normal y otra columna, Phenomenex Luna 5 u C18 (2) 250 x 10.00 mm
5 u micro, fase reversa. Los disolventes utilizados en HPLC: EtOAc, 'PrOH y CHsCN
de calidad sintesis y los hexanos-comerciales se destilaron. Los espectros de RMN se
registraron en un espectrometro Varian Inova-400 (9.39 T, 400 MHz para *H RMN) y
Bruker DPX-250 (5.87 T, 250 MHz para 'H RMN y 63 MHz para *C RMN)
pertenecientes al servicio de RMN de la Universidad de Santiago de Compostela. Los
espectros se realizaron utilizando CDCls como disolvente. Los desplazamientos quimicos
se expresan en unidades 6 (ppm) en la escala del TMS (6 = 0.0 ppm) y las constantes de
acoplamiento (J) en Hz. Se utilizé como referencia interna la sefial residual del disolvente;
CDCls: 7.26 ppm (*H RMN) y 77.0 ppm (}3C RMN, triplete). Los espectros de masas se
registraron en un espectrometro de masas de sector magnético Thermo MAT95XP (El+)
y en un espectrometro de masas en tandem (MS/MS) LC-Q-g-TOF Applied Biosystems
QSTAR Elite (ESI) de los Servicios de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de A
Corufia. Los espectros IR se registraron en un espectrofotdmetro de infrarrojo, BRUKER
VECTOR 22 de los Servicios de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de A Corufia.
Los compuestos se nombraron y numeraron siguiendo la nomenclatura y numeracion
esteroidal. A continuacion, se recogen las referencias, el numero CAS y la casa comercial

correspondiente para cada uno de los reactivos utilizados en este trabajo.
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REACTIVOS.

Ac.0, Acros, CAS: 108-24-7.

AIBN, Aldrich, CAS: 78-67-1.

BusSnH, Acros, CAS: 688-73-3.
BH3-SMe;, Aldrich, CAS: 13292-87-0.
Benceno, Honeywell, CAS: 71-43-2.
Bromuro de metiltrifenilfosfonio, Aldrich,
CAS: 1779-49-3.

CatBH, Aldrich, CAS: 274-07-7.
Ciclohexeno, Aldrich, CAS:110-83-8.
Cu(OAC),, Fluka, CAS: 142-71-2.

CuCl, Fluka, CAS: 7758-89-6.

Cul, Aldrich, CAS: 792063

CDCls, Aldrich, CAS: 151823.

CH,CI;, Honeywell, CAS: 75-09-2.

CHCIs, Honeywell, CAS: 67-66-3.
Dess-Martin Peryodinano, Aldrich,

CAS: 274623.

DAIB, Aldrich, CAS: 3240-34-4
DIBAL-H, hexanos, Aldrich, CAS: 190306.
(+)-DIPT, Aldrich, CAS: 2217-15-4.
(-)-DIPT, Aldrich, CAS: 62961-64-2.
DMAP, Aldrich, CAS: 1122-58-3.

DMF, Aldrich, CAS: 68-12-2.

DMSO, Aldrich, CAS: 472301.

Et,O, Honeywell, CAS: 60-29-7.

EtsN, Aldrich, CAS: 471283.

EtOH, Honeywell,CAS: 64-17-5.
Fosfonoacetato de trietilo, Aldrich,

CAS: 867-13-0

Grubb’s second generation catalyst, Aldrich,
CAS: 246047-72-3.

Hoveyda-Grubb’s  second  generation
catalyst, Aldrich, CAS: 301224-40-8.
Hexano (Aldrich, HPLC), CAS: 110-54-3.
H2S04, 98%, Quimipur, CAS:7664-93-9.
HF, 48-51%, Acros, CAS: 7664-39-3.
HCOOH, Fluka, CAS: 64-18-6.

Imidazol, Fluka, CAS: 288-32-4.
Isopropanol (Fisher, HPLC), CAS: 67-63-0.
I,, Aldrich, CAS: 7553-56-2.

KCN, Aldrich, CAS: 151-50-8.

K>COs, Quimipur, CAS: 584-08-7.

KO'Bu, THF, Acros, CAS: 865-47-4.
LiAlH4, Aldrich, CAS: 16853-85-3.
MeCN, Panreac, CAS: 75-05-8.
MeMgBr, Eter dietilico, Acros,
CAS:75-16-1.

Me,PhSiCl, Aldrich, CAS: 768-33-2.
MeOH, Honeywell, CAS: 67-56-1.

Na, Prolabo, CAS: 7440-23-5.
NaOAc-3H;0, Aldrich, CAS: 6131-90-4.
NazS,03, Acros, CAS: 7772-98-7.
Na;SO4, Quimipur, CAS: 7757-82-6.
NaBH,, Fluka, CAS: 213462.

NaH, Acros, CAS:7646-69-7.
NaHCOs, Quimipur, CAS: 144-55-8.
NaOH, Sharlan, CAS: 1310-73-2.
"BuLi, hexanos, Acros, CAS: 230707.
NH4CI, Quimipur, CAS: 12125-02-9.
PMHS, Aldrich, CAS: 63148-57-2.
Pb(OAC)4, Acros, CAS: 546-67-8.
Pd/C, 10 %, Aldrich. CAS: 205699.
Pd(dba)s, Aldrich, CAS: 51364-51-3.
Pd(OAc),, Aldrich, CAS: 3375-31-3.
Pd(PPhs)a, Aldrich, CAS: 14221-01-3.
PPhs, Aldrich, CAS: 603-35-0.

P»0s, Panreac, CAS: 1314-56-3.

PCys, Aldrich, CAS: 2622-14-2.
PhMe, Aldrich, CAS: 108-88-3.
(R)-TolBINAP, ABCR,CAS: 99646-28-3.
Red-Al®, Aldrich, CAS: 22722-98-1.
(S)-TolBINAP, ABCR, CAS: 100165-88-6.
SO,Cl,, Aldrich, CAS: 7791-25-5.
Silica Gel 60, Merck, CAS:112926-00-8.
TBAF, THF,Aldrich, CAS: 216143.
TBHP, decano, Aldrich, CAS: 75-91-2.
TBSCI, ABCR, CAS: 18162-48-6.
1,1"-TCDI, Aldrich, CAS: 6160-65-2.
Ti(O'Pr)4, Aldrich, CAS: 546-68-9.
'‘BuL.i, pentano, Acros,

CAS: 594-19-4, 109-66-0.

TsNHNH,, Aldrich, CAS: 1576-35-8.
TBSOTS, Aldrich, CAS: 69739-34-
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Contenido experimental. Parte 1

(3a,5B)-24-[(terc-butildimetilsilil)-oxi]-colan-3-ol (5)

TBSCI
imidazol
DMF

71%

nH

LiAIH4 (3.62 g, 94.55 mmol, 5 equiv) se afiadio en porciones sobre una disolucion
enfriada a 0 °C de LCA (7.17 g, 19.04 mmol, 1 equiv) en THF (150 mL). Después de 15
minutos, la mezcla de reaccion se retird del bafio y se agit6 durante 12 h. Sobre la mezcla
enfriada a 0 °C se afiadi6 lentamente HCI (10%, 50 mL). La mezcla se agit6 durante 30
minutos. La mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 50 mL). La fase organica combinada se
seco, filtro y concentro. Al residuo se diluyd con una mezcla de EtOAc/hexanos (1:1, 40
mL). La suspension resultante se calentd a 50 °C hasta disolucion transparente. La mezcla
se dej6 venir a 23 °C y luego se enfrié a 0 °C, observandose la formacién de un sélido
blanco, que se filtro y secé a vacio. El sélido blanco se repurificé por recristalizacion de
MeOH/CH:Cl2 para dar 41° [6.80 g, 98%, cristales, pf. 172-173 °C, Rf = 0.10 (20%
EtOAc/hexanos)]. Unamezcla de 4 (6.80 g, 18.75 mmol, 1 equiv), imidazol (1.28 g, 18.75
mmol, 1 equiv), y DMF (150 mL) se agit6 a 40 °C durante 30 minutos y luego se dejé
alcanzar 23 °C. Una disolucion de TBSCI (2.81 g, 18.75 mmol, 1 equiv) en CH2Cl2 (20
mL) se afiadio via jeringa automatica (flujo =5 mL/h, 2 h). EI CH2Cl2 se evaporo6 a vacio
y se afiadi6 una disolucién acuosa saturada de NaCl (300 mL). La mezcla se extrajo con
EtOAc (2 x 100 mL). La fase organica se lavdo con H20 (50 ml). La fase organica
combinada se secd, filtr6 y concentr6 a vacio. El residuo se redisolvié en la minima
cantidad de EtOAc caliente y se purificd por cromatografia rapida en columna (SiOz, 5 x
15 cm, 20% EtOAc/hexanos) para dar 571 [6.35 g, 71%, sélido blanco, pf. 160.0-160.5
°C, Rf = 0.5 (20% EtOAc/hexanos)].

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) 6 3.70-3.50 (m, 3H, H-3, H-24), 0.90 (d, s, 9H, Si x 'Bu),
0.86 (s, 3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-18), 0.59 (s, 3H, H-19), 0.04 (s, 6H, Si x CHa).

13C-RMN (CDCl3, 63 MHz) 6 71.7 (CH, C-3), 63.7 (CH2, C-24), 56.4 (CH), 56.0 (CH),
42.5 (C, C-13), 41.9 (CH), 40.3 (CH), 40.0 (CH2), 36.3 (CHz), 35.7 (CH), 35.4 (CH), 35.2
(CH2), 34.4 (C, C-10), 31.1 (CH2), 30.4 (CHz), 29.3 (CH2), 28.1 (CH2), 27.1 (CH2), 26.3
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(CH2), 25.8 (CHs, Si x '‘Bu), 24.1 (CH>), 23.2 (CHs, C-19), 20.7 (CH>), 18.8 (C, Si), 18.5
(CHs, C-18), 11.9 (CHs, C-19), -5.4 (CHs, Si x CHs).

(5B,24)-24-[(terc-butildimetilsilil)-oxi]-colan-3-ona (6)

PDC (2.60 g, 6.93 mmol, 3 equiv) se afiadio a una disolucion de 5 (1.10 g, 2.31 mmol, 1
equiv) en CH2Clz (45 mL). La suspension se agito protegida de la luz durante 24 h. La
mezcla se diluy6 con TBME (50 mL) y se filtré sobre celita. El residuo sélido se lavo
copiosamente con TBME. El filtrado se concentro a vacio y el residuo sélido se purifico
por cromatografia rapida en columna (SiOz, ¢ 2.5 x 5 cm, 2% EtOAc/hexanos) para dar
6871 [1.02 g, 2.14 mmol, 98%, solido blanco, pf. 69-69.5 °C, Rf = 0.75 (20%
EtOAc/hexanos)].

IH-RMN (250 MHz, CDCls) d 3.50 (t, J = 6 Hz, 2H, H-24), 1.0 (s, 3H, H-21), 0.89 (s,
3H, H-18), 0.85 (d, s, 9 H, Si x Bu), 0.65 (s, 3H, H-19), 0.02 (s, 6H, Si x CHa).

13C-RMN (CDCl3, 63 MHz) & 213.4 (C, CO), 63.7 (CHz, C-24), 56.4 (CH), 56.1 (CH),
44.2 (CH), 42.6 (C, C-13), 42.3 (CHz), 40.6 (CH), 39.9 (CH2), 37.1 (CH>), 36.9 (CH2),
35.4 (CH), 34.8 (C, C-10), 31.8 (CH>), 29.3 (CH2), 28.1 (CH2), 26.5 (CHz), 25.8 (CHs, Si
x BU), 25.7 (CH2), 24.1 (CH2), 22.6 (CHs, C-21), 21.1 (CHz), 18.6 (C, Si-C), 18.5 (CHs,
H-18), 11.9 (CHa H-19), -5.4 (Si X CHa).
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(3Z,5)-3-(2-Etoxi-2-oxoetiliden)-colan-24-ol terc-butildimetilsilil Eter (7Z) y terc-
butildimetilsilil éter (7E)
NaH

(EtO),P(0)CH,CO,Et
THF

96%

Trietilfosfonoacetato (6.91 g, 30.83 mmol, 6.14 mL, 2.4 equiv) se afiadid lentamente
sobre una suspensién enfriada a 0 °C de NaH [0.74 ¢, (1.24 g, 60% w/w), lavado en
hexanos, 30.83 mmol, 2.4 equiv] en THF (20 mL). La mezcla se agit6 durante 1 h fuera
del bafio refrigerante. Una disolucion de 6 (6.13 g, 12.92 mmol, 1 equiv.) in THF (10 mL)
se afiadio via canula y la mezcla se agit6 durante 2 h. La reaccion se detuvo tras la adiccion
de unas gotas de H20 y posteriormente se afiadio H20 (20 mL). La mezcla se concetr6 a
medio volumen. Se afiadié6 TBME (100 mL) y H20 (100 mL) y la fase acuosa se extrajo
con TBME (2 x 25 mL). La fase organica combinada se secd, filtrd y concentré a vacio.
El residuo se purificé por cromatografia rapida en columna (SiO2, ¢ 4 x 7 cm, 2%
EtOAc/hexanos) para dar una mezcla de ésteres 7Z/7E 71 [6.8 g, 96%, aceite incoloro,
Rf = 0.72 (15% EtOAc/hexanos)]. Una fraccion de la mezcla (1.43 g) se disolvié en 0.2%
EtOAc/hexanos (11 mL) y se cromatografié mediante HPLC/UV (Phenomenex Luna,
silica, Sy, 250 x 21 mm, 0.2% EtOAc/hexanos, flujo: 13 mL/min, inyeccion = 0.25 ml)
para dar 5Z [0.55 g, 41%, tr = 38 min.] y 5E [0.65 g, 46%, tr = 43 min.].

(3Z,5)-3-(2-Etoxi-2-oxoetiliden)-colan-24-ol terc-Butildimetilsilil Eter (7Z2)

'H-RMN (250 MHz, CDCls) 6 5.55 (s, 1H, H-1"), 4.10 (g, J = 7.1 Hz, 2H, -OCHz-), 3.56
(t, J=6.4 Hz, 2H, H-24), 1.2 (m, 3H, -OCH2-CHs), 0.90 (d, s, 3H, H-21), 0.85 (s, 3H, H-
18), 0.84 (s, 9H, Si x 'Bu), 0.65 (s, 3H, H-19), 0.00 (s, 6H, Si x CHj).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) 6 166.8 (C, CO), 164.7 (C, C-3), 112.5 (CH, C-1"), 63.6
(CH2, C-24), 59.2 (CHz, -OCH2-), 56.4 (CH), 56.0 (CH), 44.7 (CH), 42.5 (C, C-13), 40.5
(CH), 40.0 (CH2), 38.4 (CHz), 35.6 (CH), 35.4 (CH), 32.6 (CH2), 31.7 (CH2), 30.1 (CH>),
29.6 (C, C-10), 29.2 (CHz), 28.0 (CHz2), 27.0 (CH2), 26.0 (CH2), 25.8 (CH3, Si x 'Bu), 24.0
(CH2), 23.2 (CH3, -OCH2-CHs), 20.9 (CH>), 18.5 (CH3, C-21), 18.2 (C, Si-C), 14.2 (CHs,
H-18), 11.9 (CHa, H-19), - 5.4 (Si X CHs).
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(3E,5p)-3-(2-Etoxi-2-oxoetiliden)-colan-24-ol terc-butildimetilsilil Eter (7E)

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) 6 5.56 (s, 1H, H-1), 4.10 (g, J = 7.1 Hz, 2H, -OCH,-), 3.57
(m, 2H, H-24), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H, -OCHz-CHs), 0.91 (s, 3H, H-21), 0.85 (s, 3H, H-
18), 0.84 (s, 9H, Si x 'Bu) 0.63 (s, 3H, H-19), 0.02 (s, 6 H, Si X CHa).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) 6 166.6 (C, CO), 164.6 (C, C-3), 112.4 (CH, C-1"), 63.6
(CH2, C-24), 59.3 (CH2), 56.4 (CH), 56.1 (CH), 45.5 (CH), 42.5 (C, C-13), 40.5 (CH),
40.0 (CH2), 38.1 (CH2), 37.9 (CH2), 35.6 (CH), 35.4 (CH), 35.1 (C, C-10), 31.8 (CH2),
29.3 (CH2), 28.1 (CH2), 26.9 (CH2), 26.1 (CH2), 25.8 (CHa, Si x 'Bu), 24.6 (CH2), 24.1
(CH2), 23.0 (CH3,-OCHz-CHs), 20.9 (CH>), 18.5 (CH3, C-21), 18.2 (C, Si-C), 14.2 (CHs,
H-18), 11.9 (CHa H-19), -5.4 (CHs, Si x CHa).

(30,,5B)-3-(2-oxoetil-2-etoxi)-24-norcolan-24-ol (8) Método A

1)  PMHS
(R)-ToIBINAP

CuCl, KOBu
PrOH / Hexano
-25°C
—_—
2) TBAF
THF

96% JE

OEt 8

PMHS (0.337 g, 0.334 mL, 5.5786 mmol, 16 equiv) y KO'Bu (1M en THF, 0.270 mL,
0.2690 mmol, 0.75 equiv), se afiadieron sucesivamente sobre una suspension de CuCl
(0.024 mg, 0.2441 mmol, 0,70 equiv) y (R)-ToIBINAP (0,028 g, 0.042 mmol, 0.12 equiv)
en hexano (8 mL). La suspension se sometio a la accion de los ultrasonidos durante 15
minutos, (pas6 de un color amarillo a marrén oscuro) y se enfrié a -25 °C. Una disolucion
de 7Z (0.190g, 0.3486 mmol, 1 equiv) en hexano (4 mL) e 'PrOH (0.11 mL, 1.3946 mmol,
4 equiv) se afadio via canula sobre la suspension enfriada y el contenido se agité a -25
°C durante 3 h. La reaccion se detuvo mediante adicion de una disolucion saturada de
NH4CI (10 mL) y la mezcla se concentrd a medio volumen. La fase acuosa se extrajo con
EtOAc (3 x 10 mL). La fase organica combinada se secd, filtr6 y concentré a vacio. El
residuo se purifico por cromatografia rapida en columna (SiO2, ¢ 2 x 8 cm, 2%
EtOAc/hexanos) y se concentro a vacio. El aceite obtenido se redisolvié en THF (10 mL),
se afladié TBAF (1M en THF, 4 mL) y la mezcla se agité durante 12 h. La mezcla se
concentré a medio volumen y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 10 mL). La fase

organica combinada se seco, filtro y concentr6 a vacio. El residuo se purificd por
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cromatografia rapida en columna (SiOz, ¢ 2 x 8 cm, 14% EtOAc/hexanos) para dar 8]
[0.145 g, 96%, Rf = 0.25, (20% EtOAc/hexanos), semisdlido blanco].

IH-RMN (250 MHz, CDCls) 6 4.1 (g, J = 7.1 Hz, 2H, -OCH>-), 3.55 (t, J = 6.3 Hz, 2H,
H-24),1.2 (t,J = 7.1 Hz, 3H, -OCH2-CHjs), 0.91 (s, d, 3H, H-21), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.61
(s, 3H, H-19).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) § 173.5 (C, CO), 76.4 (CH2, H-24), 60.0 (CH2, -OCH2-),
56.4 (CH), 56.0 (CH), 43.0 (C, C-13), 42.5 (CH), 42.1 (CH2), 40.35 (CH), 40.0 (CH>),
36.8 (CH2), 35.7 (CH), 35.6 (CH), 35.43 (CH), 34.7 (C, C-10), 33.4 (CH2), 31.7 (CH2),
29.2 (CH2), 28.15 (CH2), 27.4 (CHz), 27.1 (CHz), 26.3 (CHz2), 24.05 (CHz), 23.7 (CHs, -
OCHz-CH3), 20.6 (CHz), 18.5 (CHs, H-21), 14.1 (CHs, H-18), 11.9 (CHs, H-19).

(30,,5B)-3-(2-Oxoetil-2-etoxi)-24-norcolan-24-ol (8) Método B

1)  PMHS

(S)-TolBINAP
CUCI, KOtBU 24 21
'PrOH / Hexano

-259°C unH
_— ’

2) TBAF
THF -

92% )\2 H

O“ OEt 8

PMHS (0.337 g, 0.334 mL, 5.5786 mmol, 16 equiv) y KO'Bu (1M en THF, 0. 270 mL,
0.2690 mmol, 0.75 equiv), se afadieron sucesivamente sobre una suspension de CuCl
(0.024 mg, 0.2441 mmol, 0,70 equiv) y (S)-TolBINAP (0,028 g, 0.042 mmol, 0.12 equiv)
en hexano (8 mL). La suspension se sometio a la accion de los ultrasonidos durante 15
minutos, (cambi6 de color amarillo a marrén oscuro) y se enfri6 a -25 °C. Una disolucion
de 5E (0.190g, 0.3486 mmol, 1 equiv) en hexano (4 mL) e 'PrOH (0.11 mL, 1.3946 mmol,
4 equiv) se anadio via canula sobre la suspension enfriada y el contenido se agité a -25
°C durante 3 h. La reaccion se detuvo tras la adicion de una disolucion saturada de NH4Cl
(10 mL) y la mezcla se concentré a medio volumen. La fase acuosa se extrajo con EtOAc
(3 x 10 mL). La fase orgénica combinada se seco, filtrd y concentrd a vacio. El residuo
se purifico por cromatografia rapida en columna (SiOz2, ¢ 2 x 8 cm, 2% EtOAc/hexanos)
y se concentro a vacio. El aceite obtenido se redisolvio en THF (10 mL), se afiadio TBAF
(1M en THF, 4 mL) y la mezcla se agito durante 12 h. La mezcla se concentrd a medio
volumen y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 10 mL). La fase organica combinada

se seco, filtrd y concentrd a vacio. El residuo se purifico por cromatografia rapida en
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columna (SiOz, ¢ 2 x 8 cm, 14% EtOAc/hexanos) para dar 871 [0.138 g, 92%, Rf = 0.25,
(20% EtOAc/hexanos), semisélido blanco].

IH-RMN (250 MHz, CDCls) 6 4.1 (g, J = 7.1 Hz, 2H, -OCH>-), 3.55 (t, J = 6.3 Hz, 2H,
H-24),1.2 (t,J = 7.1 Hz, 3H, -OCH2-CHjs), 0.91 (s, d, 3H, H-21), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.61
(s, 3H, H-19).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) § 173.5 (C, CO), 76.4 (CH2, H-24), 60.0 (CH2, -OCH2-),
56.4 (CH), 56.0 (CH), 43.0 (C, C-13), 42.5 (CH), 42.1 (CH2), 40.35 (CH), 40.0 (CH>),
36.8 (CH2), 35.7 (CH), 35.6 (CH), 35.43 (CH), 34.7 (C, C-10), 33.4 (CH2), 31.7 (CH2),
29.2 (CH2), 28.15 (CH2), 27.4 (CHz), 27.1 (CHz), 26.3 (CHz2), 24.05 (CHz), 23.7 (CHs, -
OCHz-CH3), 20.6 (CHz), 18.5 (CHs, H-21), 14.1 (CHs, H-18), 11.9 (CHs, H-19).

(3a,,5B)-3-(2-Hidroxi-2-metilprop-1-il)-24-norcolan-24-ol (2)

MeMgBr

THF
70 °C

98%

MeMgBr (1.5 M en Et20, 1.2 mL, 1.806 mmol, 6 equiv) se afiadié sobre una disolucion
enfriada de 8 (0.14 g, 0.301 mmol, 1 equiv) en THF (5 mL) a 0 °C. La disolucion se saco
del bafio refrigerante, se dejo alcanzar 23 °C y se calento a reflujo durante 1 h. Tras
alcanzar 23 °C, la disolucidn se enfrid a 0 °C y se goteo lentamente una disolucién acuosa
saturada de NH4Cl (10 mL). La mezcla se concentr6 a medio volumen y la fase acuosa se
extrajo con EtOAc (3 x 8 mL). La fase organica combinada se seco, filtrd y concentrd a
vacio. El residuo se purificé por cromatografia rapida en columna (SiOz, ¢ 2 x 5, 50%
EtOAc/hexanos) para dar 2 71 [0.13 g, 98%, Rf = 0.20, 30% EtOAc/hexanos, sélido
blanco, pf. 152.0 °C].

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) § 3.67 (t, J = 6.5 Hz, 3H, H-24), 1.22 (s, 6H, H-3"), 0.88 (s,
3H, H-21), 0.85 (s, 3H, H-18), 0.61 (s, 3H, H-19).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz)  71.5 (C, C-2), 63.4 (CHz, C-24), 56.4 (CH), 56.0 (CH),
51.1 (CHz), 43.5 (CH), 42.5 (C, C-13), 40.4 (CH), 40.1 (CH2), 37.3 (CH>), 35.8 (CH),
35.7 (CH), 35.4 (C, C-10), 34.9 (CH2), 34.6 (CH2), 31.7 (CH3, C-3°), 29.9 (CH2), 29.7
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(CH), 29.2 (CHz2), 28.2 (CH2), 27.3 (CH2), 26.4 (CHz), 24.1 (CH3), 23.9 (CH2), 20.7 (CHs,
C-21), 18.5(CHs, C-18), 11.9 (CHs, C-19).

Ester etilico del Acido-(3a,58,24E)-3-(2-hidroxi-2-metilprop-1-il)-27-nor-colest-24-
en-26-oico (13)

1) TEMPO, DAIB
CH,Cl,

Una mezcla de diol 2 [0.58 g, 1.385 mmol, Pf. 152 °C (EtOAc)], TEMPO (0.067 g, 0.432
mmol, 0.3 equiv), DAIB (0.5 g, 1.518 mmol, 1.1 equiv) en CH2Cl2 (25 mL) se agitd
durante 4 h protegida de la luz. A la disolucion resultante se afiadi6 PhsP=CHCOzEt
(cristalizado de CH2Cl2, 0.579 g, 1.660 mmol, 1.2 equiv). La mezcla se agit6 durante 12
h y la reaccion se detuvo tras adicion de una disolucidn acuosa saturada de Na2S203 (50
mL). La fase acuosa se extrajo con CH2Cl2 (2 x 20 mL). La fase organica combinada se
seco, filtré y concentro a vacio. El residuo se filtrd sobre silica en columna rapida (SiOz,
¢ 2 x 5 cm, 5% EtOAc/hexanos) y se purificO mediante HPLC (Phenomenex luna, silica,
5u, 250 x 10 mm; 5% 'PrOH/hexanos) para dar 131 [0.456 g, 68%, Rf = 0.7 (30%
EtOAc/hexanos), semisdlido cristalino, [m]ZD5 =+22.54 (c = 3.14, CHCl3)].

HRMS (ESI+): Calculado para Cs2Hs403Na: 509.3958, encontrado 509.3960.
IR (cm™): 3435, 2924, 2860, 1722, 1650.

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) & 6.90 (m, 1H, H-24), 5.74 (d, J = 15 Hz, 1H, H-26), 4.12
(0, J = 7 Hz, 2H, -OCHz-), 1.22 (t, J = 7 Hz, 3H, -O-CH2-CHz), 1.16 (s, 6H, H-3"), 0.88
(s, 3H, H-21), 0.85 (s, 3H, H-18), 0.58 (s, 3H, H-19).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) 5 166.6 (C, CO), 149.8 (CH, C-24), 120.7 (CH, C-25), 71.3
(C, C-2°), 59.9 (CHz, -O-CH2-), 56.4 (CH), 55.9 (CH), 51.1 (CH2), 43.4 (CH), 42.5 (C,
C-13), 40.3 (CH), 40.0 (CHz), 37.3 (CH>), 35.8 (CH2), 35.6 (CH), 35.3 (CH), 34.8 (CH),
345 (C, C-10), 34.1 (CHz), 29.9 (CHs, C-3"), 29.8 (CH3, C-3"), 29.6 (CH2), 28.8 (CH?2),
28.1 (CH2), 27.2 (CH2), 26.3 (CH2), 24.0 (CH2), 23.8 (CH3, -O-CH2-CHs3), 20.6 (CH2)
18.2 (CHs, C-21), 14.1 (CHs, C-18), 11.9 (CHs, C-19).
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Contenido experimental. Parte 1

Ester etilico del acido (30,5p,24E)-3-[2-(dimetilfenilsilil)oxi-2-metilprop-1-il]-27-
nor-colest-24-en-26-oico (14)

Me,PhSiCl
Imidazol
DMF

B

91%

]2
4\0H 13 %OSiMezPh 14

Una mezcla de 13 (1.588 g, 3.262 mmol, 1 equiv), Me2PhSICl, (0.668 g, 3.915 mmol,
1.017 equiv), imidazol (0.266 g, 3.915 mmol, 1.2 equiv), in DMF (25 mL) se agité durante
2 h. Se afiadi6 H20 (100 mL) y se extrajo con Et20 (2 x 100 mL). La fase organica

combinada se secd, filtrd y concentro a vacio. El residuo se purificd por cromatografia
rapida en columna (SiO2, ¢ 3 x 10, 0.5% EtOAc/hexanos) para dar 14 1 [1.80 g, 91%,
Rf = 0.8 (20% EtOAc/hexanos), semisélido blanco, [a]z'f = +28.54 (c = 3.14, CHCI3)].

HRMS (ESI+): Calculado para C40HsaO3NSiNa: 643.3994, encontrado 643.4094.
IR (cm™): 3489, 2925, 2861, 1721, 1653, 1447.

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) & 7.57 (m, 2H, H-Ar), 7.32 (m, 3H, H-Ar), 6.95 (m, 1H, H-
24),5.79 (d, J = 15 Hz, 1H, H-25), 4.16 (q, J = 7 Hz, 2H, -OCHz-), 1.26 (t, J = 7 Hz, 3H,
-0-CH2-CHs), 1.20 (s, 6H, H-3), 0.92 (s, 3H, H-21), 0.89 (s, 3H, H-18), 0.62 (s, 3H, H-
19), 0.35 (s, 6H, Si X -CHa).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) J 166.6 (C, CO), 149.8 (CH, C-24), 140.5 (C, Si-Ar), 133.2
(CH, C-Ar), 128.8 (CH, C-Ar), 127.4 (CH, C-Ar), 120.8 (CH, C-25), 75.0 (C, C-2), 59.9
(CHz, -O-CH2-), 56.5 (CH), 56.0 (CH), 52.1 (CH>), 43.6 (CH), 42.6 (C, C-13), 40.4 (CH),
40.2 (CH2), 37.5 (CH2), 35.8 (CH2), 35.7 (CH), 35.4 (CH), 34.9 (CH), 34.6 (C, C-10),
34.2 (CH2), 30.6 (CHs, C-3'), 30.3 (CH3, C-3"), 29.8 (CH:), 28.8 (CH2), 28.2 (CH>), 27.4
(CH2), 26.4 (CH2), 24.1 (CH2), 23.9 (CHs, -O-CH2-CHs), 20.7 (CH>), 18.3 (CHs, H-21),
14.1 (CHs, H-18), 11.9 (CHs, H-19), 1.4 (CHs, Si x CHs).

75 | 147




Contenido experimental. Parte 1

(30,5B,24E)-3-[2-(Dimetilfenilsilil)oxi-2-metilprop-1-il]-27- nor-colest-24-en-26-ol
(15)

|2
3
4\OSiMe2Ph 14 4\OSiMe2Ph 15

DIBAL-H (1M en hexanos, 3.84 mmol, 3.8 mL, 2.5 equiv) se afiadio via canula a una
solucién enfriada a -78 °C de 14 (0.96 g, 1.537 mmol, 1 equiv) en CH2Cl2 (40 mL). La
mezcla se agito durante 30 minutos. Se afiadio hielo picado y H20 (1 mL), se agitd durante
12 h y se afiadié sobre CH2Cl2 (50 mL). La fase acuosa se extrajo con CH2Cl2 (2 x 50
mL). La fase organica combinada se sec, filtrd y concentro a vacio. El residuo se purificd
por cromatografia rapida en columna (SiO2, ¢ 2 x 8 cm, 10% EtOAc/hexanos) para dar
1511 [0.80 g, 90%, Rf = 0.5 (20% EtOAc/hexanos), solido amarillo, pf. 125.0 °C, [a]ZDS

=+25.48 (c = 0.79, CHCl3)].
HRMS (ESI+): Calculado para CssHs202NaSi: 601.4405, encontrado 601.4411.
IR (cm™): 3320, 2926, 2862,1189.

IH-RMN (250 MHz, CDCls) & 7.58 (m, 2H, H-Ar), 7.33 (m, 3H, H-Ar), 5.68-5.60 (m,
2H, H-24, H-25), 4.06 (d, J = 5 Hz, 2H, H-26), 1.19 (s, 6H, H-3), 0.92 (s, 3H, H-21),
0.90 (s, 3H, H-18), 0.63 (s, 3H, H-19), 0.36 (s, 6H, Si x CHa).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) § 140.6 (C, Si-Ar), 134.0 (CH, C-25), 133.3 (CH, C-Ar),
128.9 (CH, C-Ar), 1285 (CH, C-24), 127.5 (CH, C-Ar), 75.2 (C, C-2'), 63.8 (CHz, C-
26), 56.6 (CH), 56.2 (CH), 52.2 (CH2), 43.7 (CH), 42.7 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.2 (CH>),
37.6 (CH2), 36.0 (CH2), 35.9 (CH), 35.5 (CH), 35.4 (CH2), 35.1 (CH), 34.7 (C, C-10),
30.7 (CHs, C-3"), 30.4 (CHs, C-3°), 29.9 (CH2), 28.9 (CH2), 28.3 (CH2), 27.5 (CHz), 26.5
(CH2), 24.2 (CH2), 24.0 (CH3, C-21), 20.8 (CH2), 18.5 (CH3, C-18), 12.1 (CHs, C-19),
1.5 (CHs, Si X CHa).
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Contenido experimental. Parte 1

(30,5B,24R,25S)-3-[2-(Dimetilfenilsilil)oxi-2-metilprop-1-il]-27-nor-24,25-epoxi-
colestan-26-ol (16a)

TBHP
(-)-DIPT
Ti(O'Pr),
4 AwMs

2
/~\OSiMe2Ph 15 3/*\OSiMeZPh 16a

Una disolucién de 12 (0.32 g, 0.553 mmol, lequiv) en CH2Cl2 (8 mL) se afiadi6 sobre
una suspension de tamiz molecular 4 A en CH2Clz, enfriada a — 25 °C. (-)-Diisopropil
tartrato [(-)-DIPT, 0.16 g, 0.139 mL, 0.664 mmol, 1.2 equiv) y Ti(O'Pr)4 (0.16 g, 0.160

mL, 0.553 mmol, 1 equiv), fueron afiadidos sucesivamente via canula. Tras una agitacion

vigorosa durante 30 minutos, (TBHP, 0.154 mL, 0.77, 1.4 equiv) fue afiadido lentamente
via jeringa. La mezcla se agité durante 4 h a -25 °C. El contenido se purificé directamente
por cromatografia rapida en columna (SiO2z, ¢ 2 x 5 cm, 5% EtOAc/hexanos) y se
repurificd mediante HPLC [Phenomenex luna, silica, Sy, 250 x 10 mm, A =254 nm, (20%
EtOAc/hexanos)] para dar 16a!®! [0.31g, 94%, Rf = 0.5 (30% EtOAc/hexanos), aceite
incoloro, [0]%” = +34.0 (¢ = 0.47, CHCl3)].

HRMS (ESI+): Calculado para CssHs203NaSi): 617.4359, encontrado 617.4360.
IR (cm™): 2924, 2859, 1729, 1038.

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) 6 7.59 (m, 2H, H-Ar), 7.33 (m, 3H, H-Ar), 3.87 (d, J = 12
Hz, 1H)-3.58 (d, J = 12 Hz, 1H) (H-26), 2.90 (s, 2H, H-24, H-25), 1.18 (s, 6H, H-3"),
0.92 (s, 3H, H-21), 0.91 (s, 3H, H-18), 0.65 (s, 3H, H-19), 0.34 (s, 6H, Si X -CHa).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) & 140.6 (C, Si-Ar), 133.3 (CH, C-Ar), 128.9 (CH, C-Ar),
127.5 (CH, C-Ar), 75.1 (C, C-2), 61.8 (CH2, C-26), 58.5 (CH), 56.5 (CH), 56.1 (CH),
52.2 (CH2), 43.7 (CH), 42.7 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.3 (CH2), 37.6 (CH2), 36.0 (CH2),
35.9 (CH), 35.5 (CH), 35.1 (CH), 34.7 (C, C-10), 32.1 (CH2), 30.8 (CH3, C-3"), 30.4
(CHs, C-3°), 29.9 (CH2), 28.3 (CH2), 27.6 (CH2), 26.6 (CH2), 24.3 (CH2), 24.0 (CHs, C-
21), 20.9 (CHz), 18.6 (CHs, C-18), 12.1 (CHs, C-19), 1.5 (CHs, Si x -CHs).
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Contenido experimental. Parte 1

(3a,5B,24S,25R)-3-[2-(Dimetilfenilsilil)oxi-2-metilprop-1-il]-27-nor-24,25-epoxi-
colestan-26-ol (16b)

TBHP
(+)-DIPT
Ti(O'Pr),
4 AMs
CH,Cl,
93%

.2
/~\OSiMe2Ph 15 3/~\OSiMe2Ph 16b

Una disolucién de 15 (0.32 g, 0.553 mmol, lequiv) en CH2Cl2 (8 mL) se afiadi6 sobre
una suspension de tamiz molecular 4 A en CHzClz, enfriada a — 25 °C. (+)-Diisopropil
tartrato [(+)-DIPT, 0.16 g, 0.139 mL, 0.664 mmol, 1.2 equiv) y Ti(O'Pr)s (0.157 g, 0.160

mL, 0.553 mmol, 1 equiv), fueron afiadidos sucesivamente via canula. Tras una agitacion

vigorosa durante 30 minutos, (TBHP, 0.154 mL, 0.77, 1.4 equiv) fue afiadido lentamente
via jeringa. La mezcla se agité durante 4 h a -25 °C. El contenido se purificé directamente
por cromatografia rapida en columna (SiO2z, ¢ 2 x 5 cm, 5% EtOAc/hexanos) y se
repurificd mediante HPLC [Phenomenex luna, silica, 5u, 250 x 10 mm, A = 254 nm, (20
% EtOAc/hexanos)] para dar 16b!®1[0.28 g, 93%, Rf = 0.5 (30% EtOAc/hexanos), aceite

incoloro, [0]%” = +31.5 (¢ = 3.58, CHCI3)].

IR (cm™): 2924, 2859, 1729, 1038.
HRMS (ESI+): Calculado para CssHs2O3NaSi: 617.4359, encontrado 617.4360.

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) & 7.56 (m, 2H, H-Ar), 7.32 (m, 3H, H-Ar), 3.88 (d, J = 13
Hz, 1H)-3.60 (m, 1H) (H-26), 2.90 (s, 2H, H-24, H-25), 1.18 (s, 6H, H-3"), 0.90 (s, 3H,
H-21), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.62 (s, 3H, H-19), 0.34 (s, 6H, Si X CHa).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) & 140.6 (C, C-Ar), 133.3 (CH, C-Ar), 128.9 (CH, C-Ar),
127.5 (CH, C-Ar), 75.2 (C, C-2), 61.7 (CHz, C-26), 58.5 (CH), 56.5 (CH), 56.2 (CH),
56.1 (CH), 52.2 (CHz), 43.7 (CH), 42,7 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.2 (CHz), 37.6 (CH_2),
35.9 (CH2), 35.3 (CH), 35.3 (CH), 35.1 (CH), 34.7 (C, C-10), 31.7 (CHz), 30.7 (CH3, C-
3'), 30.4 (CHs, C-3'), 29.9 (CHz), 28.3 (CHz), 28.1 (CH2), 27.5 (CH2), 26.5 (CHz), 24.2
(CH2), 23.9 (CHs, C-21), 20.8 (CHz), 18.5 (CHa, C-18), 12.0 (CHs, C-19), 1.5 (CHs Si X
CHg).
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Contenido experimental. Parte 1

(30,5B,24R)-3-[2-(Dimetilfenilsilil)oxi-2-metilprop-1-il]-27-nor-colestan-24,26-diol
(17a)

.2
3
4\03iMe2Ph 16a 4\03iMe2Ph 17a

Una disolucion de Red-Al® (~50 % en tolueno, 0.300 mL, 0.9 mmol, 3 equiv) se afiadid
lentamente a una disolucion del epoxido 16a (0.168 g, 0.282 mmol, 1 equiv) en THF (20
mL). Después del cese de burbujeo (Hz), la mezcla se agitd durante 3 h. La reaccion se
detuvo mediante la adicion de H20 (20 gotas). La mezcla se filtré sobre una columna
corta rellena de silica gel, el residuo sélido se lavé copiosamente con EtOAc y el filtrado
se concentrd a vacio. El residuo se redisolvio en CH2Cl2 y se purifico por cromatografia
rapida en columna (SiOz, ¢ 2 x 6 cm, 15% EtOAc/hexanos) para dar el diol 17a®¥[0.13
g, 78%, Rf = 0.4 (50% EtOAc/hexanos), aceite incoloro, [a]Z; =+21.7 (c=1.27, CHCl3)].

HRMS (ESI+): Calculado para C3sHs4O3NaSi: 619.4519 encontrado 619.4516.
IR (cm™): 3300, 2925, 2862, 998.

IH-RMN (250 MHz, CDCls) 6 7.56 (m, 2H, H-Ar), 7.32 (m, 3H, H-Ar), 3.87 (m, 1H, H-
24), 3.80 (m, 2H, H-26), 1.18 (s, 6H, H-3), 0.90 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-21), 0.88 (s, 3H,
H-18), 0.62 (s, 3H, H-19), 0.34 (s, 6H, Si X -CHa).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) 6 140.6 (C, Si-Ar), 133.3 (CH, C-Ar), 128.9 (CH, C-Ar),
127.5 (CH, C-Ar), 75.2 (C, C-2°), 73.1 (CH, C-24), 61.9 (CH2, C-26), 56.6 (CH), 56.0
(CH), 52.2 (CH2), 43.7 (CH), 42.7 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.2 (CHz), 38.1 (CH), 37.6
(CHz), 35.9 (CHz), 35.8 (CH), 35.7 (CH), 35.1 (CH), 34.7 (C, C-10), 34.3 (CH2), 31.6
(CH2), 30.7 (CHs, C-3"), 30.4 (CHs, C-3), 29.9 (CH), 28.3 (CH2), 27.5 (CH2), 26.5
(CH2), 24.2 (CHz), 24.0 (CHs, C-21), 20.8 (CHz), 18.7 (CHs, C-18), 12.0 (CHs, C-19),
1.5 (CHs, Si x CH3).
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Contenido experimental. Parte 1

(3a,5B,24S)-3-[2-(Dimetilfenilsilil)oxi-2-metilpropil]-27-nor-colestan-24,26-diol
(17b)

J2r H
4\OSiMe2Ph 16b %\OSiMezPh 17b

Una disolucion de Red-Al® (~50% en tolueno, 0.300 mL, 0.9 mmol, 3 equiv) se afiadid

lentamente a una disolucion del epoxido 16b (0.168 g, 0.282 mmol, 1 equiv) en THF (20
mL). Después del cese de burbujeo (Hz), la mezcla se agitd durante 3 h. La reaccion se
detuvo mediante la adicion de H20 (20 gotas). La mezcla se filtré sobre una columna
corta rellena de silica gel, el residuo sélido se lavé copiosamente con EtOAc y el filtrado
se concentrd a vacio. El residuo se redisolvio en CH2Cl2 y se purifico por cromatografia
répida en columna (SiOz, ¢ 2 x 6 cm, 15% EtOAc/hexanos) para dar el diol 17b [0.141
g, 83%, Rf = 0.4 (50% EtOAc/hexanos), aceite incoloro, [a]Z; =+22.0 (c = 1.15, CHCl3)].

HRMS (ESI+): Calculado para C3sHs4O3SiNa: 619.4519, encontrado 619.4516.

IR (cm™): 3300, 2925, 2862, 998.

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) & 7.52 (m, 2H, H-Ar), 7.34 (m, 3H, H-Ar), 3.86 (m, 1H, H-
24), 3.79 (m, 2H, H-26), 1.20 (s, 6H, H-3"), 0.90 (s, 3H, H-21), 0.89 (s, 3H, H-18), 0.62
(s, 3H, H-19), 0.30 (s, 6H, Si X CHa).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) J 139.7 (C, Si-Ar), 132.9 (CH, C-Ar), 129.2 (CH, C-Ar),
127.6 (CH, C-Ar), 72.7 (CH, C-24), 71.6 (C, C-2'), 61.8 (CH2, C-26), 56.5 (CH), 56.0
(CH), 51.2 (CH2), 43.5 (CH), 42.6 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.2 (CHz), 38.3 (CH2), 37.4
(CHz2), 35.9 (CH2), 35.8 (CH), 35.6 (CH), 34.9 (CH), 34.7 (C, C-10), 34.2 (CH2), 31.5
(CH2), 30.0 (CHs, C-3'), 29.9 (CHs, C-3"), 29.8 (CH2), 28.3 (CH2), 27.4 (CH2), 26.4
(CH2), 24.2 (CH2), 23.9 (CH3, C-21), 20.8 (CH2), 18.6 (CH3, C-18), 12.0 (CHs, C-19),
0.84 (CHs, Si x CHa).
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Contenido experimental. Parte 1

(3a,5B,24R)-3-(2-Metil-prop-1-il)-27-norcolestan-24,26-diol (CAR-R)

)2
4\OSiMe2Ph 17a %\OH CAR-R

TBAF (1 M en THF, 0.386 mmol, 0.386 mL, 2 equiv) se afiadié sobre una disolucion de
17a (0.115 g, 0.193 mmol, 1 equiv) en THF (10 mL). La mezcla se agit6 durante 18 h'y
se concentr6 a vacio. El residuo se disolvio en CHCIs (3 mL) y se purificd por
cromatografia rapida en columna (SiOz, ¢ 2 x 7 cm, 50% EtOAc/hexanos) para dar el
triol CAR-R [0.075 g, 70%, Rf = 0.5 (50% EtOAc/hexanos), solido cristalino-cristales
(EtOAC), pf. 132-133 °C, [a]ZDS =+ 29.18 (c = 0.98, CHCI3)].

IR (cm™): 3550-3120, 2959, 2903, 2848.

Analisis elemental: calculado para CsoHs4Os: C, 77.87%; H, 11.76%. Encontrado: C,
77.57%; H 11.97%.

IH-RMN (250 MHz, CDCls) 6 3.86 (m, 1H, H-24), 3.80 (m, 2H, H-26), 1.20 (s, 6H, H-
3, 0.90 (s, 3H, H-21), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.62 (s, 3H, H-19).

13C-RMN (CDCl3, 63 MHz) & 72.5 (CH, H-24), 71.5 (C, C-2), 61.6 (CH2, H-26), 56.4
(CH), 56.0 (CH), 51.2 (CHz), 43.5 (CH), 42.6 (C, C-13), 40.4 (CH), 40.1 (CH2), 38.3
(CH2), 37.4 (CH2), 35.8 (CH2), 35.7 (CH), 35.5 (CH), 34.8 (CH), 34.6 (C, C-10), 34.1
(CH2), 31.4 (CH2), 29.8 (CHs, C-3'), 29.8 (CHs, C-3°), 29.7 (CH2), 28.2 (CH2), 27.3
(CH2), 26.4 (CH2), 24.0 (CH2), 23.8 (CHs, C-21), 20.6 (CH2), 18.5 (CHs, C-18), 11.9
(CHs, C-19).
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Contenido experimental. Parte 1

(3a,5PB,24S)-3-(2-Metil-prop-1-il)-27-norcolestan-24,26-diol (CAR-S)

. |2
4\OSiMe2Ph 17b 3/}\0H CAR-S

TBAF (1M en THF, 0.386 mmol, 0.386 mL, 2 equiv) se afiadio sobre una disolucién de
13b (0.115 g, 0.193 mmol) en THF (10 mL). La mezcla se agitdé durante 18 h y se
concentrd a vacio. El residuo se disolvié en CHCIs (3 mL) y se purificé por cromatografia
rapida en columna (SiO2, ¢ 2 x 7 cm, 50% EtOAc/hexanos) para dar el triol CAR-S
[0.054 g, 70 %, Rf = 0.5 (50% EtOAc/hexanos), sélido cristalino-cristales (EtOAC), pf.
133.0 °C, [a]ZDS = +28.95 (c = 1.14, CHCI)].

IR (cm™): 3539, 3103, 2968, 2904, 2833.

Analisis elemental: calculado para CsoHs4O3: C, 77.87%; H, 11.76%. Encontrado, C,
77.68%; H, 12.14%.

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) & 3.85 (m, 1H, H-24), 3.77 (m, 2H, H-26), 1.18 (s, 6H, H-
3), 0.89 (s, 3H, H-21), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.60 (s, 3H, H-19).

13C-RMN (CDCl3, 63 MHz) § 72.9 (CH, C-24), 71.6 (C, C-2'), 61.7 (CHz, C-26), 56.5
(CH), 56.0 (CH), 51.2 (CHz), 43.5 (CH), 42.6 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.2 (CH2), 38.0
(CH2), 37.4 (CH2), 35.9 (CH2), 35.8 (CH), 35.7 (CH), 34.9 (CH), 34.6 (C, C-10), 34.2
(CH2), 31.6 (CH2), 29.9 (CHs, C-3'), 29.9 (CHs, C-3°), 29.7 (CH2), 28.2 (CH2), 27.4
(CH2), 26.4 (CH2), 24.1 (CH2), 23.9 (CHs, C-21), 20.8(CH>), 18.6 (CHs, C-18), 12.0
(CHs, C-19).
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5.2Contenido experimental. Parte 2

(Ver pagina 58)






5.3Conclusiones






Conclusiones

5.3CONCLUSIONES
Conclusiones Parte 1.

® Se han disefiado por docking y sintetizado los compuestos CAR-R y CAR-S que se
comportan como potentes agonistas del &cido litocdlico de potencial interés terapéutico

para el tratamiento de enfermedades hiperproliferativas.®

® | osandlogos CAR-R y CAR-S se sintetizaron en 13 pasos a partir del acido litocolico y
rendimientos globales del 17.4% y 18.4%, respectivamente.

Conclusiones Parte 2.

(Ver pagina 58).
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Anexo |. Espectros de RMN

IH-RMN (250 MHz, CDCls) 6 3.70-3.50 (m, 3H, H-3, H-24), 0.90 (d,s, 9H, Si x Bu),
0.86 (s, 3H, H-21), 0.84 (s, 3H, H-18), 0.59 (s, 3H, H-19), 0.04 (s, 6H, Si x CHs).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) d 71.7 (CH, C-3), 63.7 (CHz, C-24), 56.4 (CH), 56.0 (CH),
42.5 (C, C-13), 41.9 (CH), 40.3 (CH), 40.0 (CH2), 36.3 (CH2), 35.7 (CH), 35.4 (CH), 35.2
(CH2), 34.4 (C, C-10), 31.1 (CH2), 30.4 (CHz), 29.3 (CH>), 28.1 (CH2), 27.1 (CH2), 26.3
(CH2), 25.8 (CHs3, Si X 'Bu), 24.1 (CH2), 23.2 (CHs, C-19), 20.7 (CH2), 18.8 (C, Si), 18.5
(CHs, C-18), 11.9 (CH3, C-19), -5.4 (CH3, Si x CHa).
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Anexo |. Espectros de RMN

IH-RMN (250 MHz, CDCls) 6 3.50 (t, J = 6 Hz, 2H, H-24), 1.0 (s, 3H, H-21), 0.89 (s,
3H, H-18), 0.85 (d, s, 9 H, Si x Bu), 0.65 (s, 3H, H-19), 0.02 (s, 6H, Si x CHa).

13C-RMN (CDCls3, 63 MHz) § 213.4 (C, CO), 63.7 (CHz, C-24), 56.4 (CH), 56.1 (CH),
44.2 (CH), 42.6 (C, C-13), 42.3 (CHz), 40.6 (CH), 39.9 (CH2), 37.1 (CH2), 36.9 (CH2),
35.4 (CH), 34.8 (C, C-10), 31.8 (CH2), 29.3 (CHz), 28.1 (CHz), 26.5 (CH>), 25.8 (CHs3, Si
X 1BU), 25.7 (CH2), 24.1 (CH2), 22.6 (CHs, C-21), 21.1 (CHz), 18.6 (C, Si-C), 18.5 (CHs,
H-18), 11.9 (CH3 H-19), -5.4 (Si X CHa).
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Anexo |. Espectros de RMN

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) 6 5.55 (s, 1H, H-17), 4.10 (g, J = 7.1 Hz, 2H, -OCHz-), 3.56
(t, J = 6.4 Hz, 2H, H-24), 1.2 (m, 3H, -OCH2-CHs), 0.90 (d, s, 3H, H-21), 0.85 (s, 3H, H-
18), 0.84 (s, 9H, Si x 'Bu), 0.65 (s, 3H, H-19), 0.00 (s, 6H, Si x CHa).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) § 166.8 (C, CO), 164.7 (C, C-3), 112.5 (CH, C-1"), 63.6
(CH2, C-24), 59.2 (CHz, -OCH2-), 56.4 (CH), 56.0 (CH), 44.7 (CH), 42.5 (C, C-13), 40.5
(CH), 40.0 (CH2), 38.4 (CH2), 35.6 (CH), 35.4 (CH), 32.6 (CH2), 31.7 (CH2), 30.1 (CH>),
29.6 (C, C-10), 29.2 (CHz2), 28.0 (CHz), 27.0 (CH2), 26.0 (CH2), 25.8 (CH3, Si x 'Bu), 24.0
(CH2), 23.2 (CH3, -OCH2-CHs), 20.9 (CH>), 18.5 (CH3, C-21), 18.2 (C, Si-C), 14.2 (CHs,
H-18), 11.9 (CHa, H-19), - 5.4 (Si X CHa).
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Anexo |. Espectros de RMN

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) 5.56 (s, 1H, H-1), 4.10 (g, J = 7.1 Hz, 2H, -OCH>-), 3.57
(m, 2H, H-24), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H, -OCHz-CHsa), 0.91 (s, 3H, H-21), 0.85 (s, 3H, H-
18), 0.84 (s, 9H, Si x 'Bu) 0.63 (s, 3H, H-19), 0.02 (s, 6 H, Si X CHa).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz)166.6 (C, CO), 164.6 (C, C-3), 112.4 (CH, C-1"), 63.6 (CH,
C-24), 59.3 (CHz), 56.4 (CH), 56.1 (CH), 45.5 (CH), 42.5 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.0
(CH2), 38.1 (CH2), 37.9 (CH>), 35.6 (CH), 35.4 (CH), 35.1 (C, C-10), 31.8 (CHz), 29.3
(CH2), 28.1 (CH2), 26.9 (CHz), 26.1 (CH2), 25.8 (CHz, Si X 'Bu), 24.6 (CH2), 24.1 (CH>),
23.0 (CHa,-OCH2-CHsa), 20.9 (CH2), 18.5 (CH3, C-21), 18.2 (C, Si-C), 14.2 (CH3, H-18),
11.9 (CH3 H-19), -5.4 (CHs, Si X CHa).
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Anexo |. Espectros de RMN

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) 6 4.1 (g, J = 7.1 Hz, 2H, -OCHz-), 3.55 (t, J = 6.3 Hz, 2H,
H-24), 1.2 (t, J = 7.1 Hz, 3H, -OCH2-CHs), 0.91 (s, d, 3H, H-21), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.61
(s, 3H, H-19).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) § 173.5 (C, CO), 76.4 (CH2, H-24), 60.0 (CH2, -OCH2-),
56.4 (CH), 56.0 (CH), 43.0 (C, C-13), 42.5 (CH), 42.1 (CH2), 40.35 (CH), 40.0 (CH2),
36.8 (CHz), 35.7 (CH), 35.6 (CH), 35.43 (CH), 34.7 (C, C-10), 33.4 (CHz), 31.7 (CH2),
29.2 (CHz), 28.15 (CHz), 27.4 (CH2), 27.1 (CHz), 26.3 (CH2), 24.05 (CH2), 23.7 (CHa, -
OCH,-CH3), 20.6 (CHz2), 18.5 (CHs, H-21), 14.1 (CHs, H-18), 11.9 (CHs, H-19).
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Anexo |. Espectros de RMN

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) § 3.67 (t, J = 6.5 Hz, 3H, H-24), 1.22 (s, 6H, H-3"), 0.88 (s,
3H, H-21), 0.85 (s, 3H, H-18), 0.61 (s, 3H, H-19).

13C-RMN (63 MHz, CDCls) § 71.5 (C, C-2), 63.4 (CHz, C-24), 56.4 (CH), 56.0 (CH),
51.1 (CH2), 43.5 (CH), 42.5 (C, C-13), 40.4 (CH), 40.1 (CHz), 37.3 (CHz), 35.8 (CH),
35.7 (CH), 35.4 (C, C-10), 34.9 (CHz2), 34.6 (CH2), 31.7 (CH3, C-3"), 29.9 (CH2), 29.7
(CH), 29.2 (CH2), 28.2 (CH2), 27.3 (CH2), 26.4 (CH2), 24.1 (CH), 23.9 (CHz), 20.7 (CHs,
C-21), 18.5(CHs, C-18), 11.9 (CHs, C-19).
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Anexo |. Espectros de RMN

IH-RMN (250 MHz, CDCls) 6 6.90 (m, 1H, H-24), 5.74 (d, J = 15 Hz, 1H, H-26), 4.12
(0, J = 7 Hz, 2H, -OCHz-), 1.22 (t, J = 7 Hz, 3H, -O-CH2-CHs), 1.16 (s, 6H, H-3"), 0.88
(s, 3H, H-21), 0.85 (s, 3H, H-18), 0.58 (s, 3H, H-19).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) & 166.6 (C, CO), 149.8 (CH, C-24), 120.7 (CH, C-25), 71.3
(C, C-2°), 59.9 (CHz, -O-CH2-), 56.4 (CH), 55.9 (CH), 51.1 (CH2), 43.4 (CH), 42.5 (C,
C-13), 40.3 (CH), 40.0 (CHz), 37.3 (CH2), 35.8 (CH2), 35.6 (CH), 35.3 (CH), 34.8 (CH),
345 (C, C-10), 34.1 (CH2), 29.9 (CHs, C-3"), 29.8 (CHs, C-3°), 29.6 (CH2), 28.8 (CH?2),
28.1 (CHo), 27.2 (CH2), 26.3 (CH2), 24.0 (CH2), 23.8 (CH3, -O-CHz-CHs), 20.6 (CH2)
18.2 (CHs, C-21), 14.1 (CHs, C-18), 11.9 (CHs, C-19).
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Anexo |. Espectros de RMN

”
4\OSiMe2Ph

¥ 14
IH-RMN (250 MHz, CDCls) 6 7.57 (m, 2H, H-Ar), 7.32 (m, 3H, H-Ar), 6.95 (m, 1H, H-
24),5.79 (d, J = 15 Hz, 1H, H-25), 4.16 (g, J = 7 Hz, 2H, -OCHz-), 1.26 (t, J = 7 Hz, 3H,
-0-CH2-CHs), 1.20 (s, 6H, H-3), 0.92 (s, 3H, H-21), 0.89 (s, 3H, H-18), 0.62 (s, 3H, H-
19), 0.35 (s, 6H, Si x -CHa).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) J 166.6 (C, CO), 149.8 (CH, C-24), 140.5 (C, Si-Ar), 133.2
(CH, C-Ar), 128.8 (CH, C-Ar), 127.4 (CH, C-Ar), 120.8 (CH, C-25), 75.0 (C, C-2'), 59.9
(CHz, -O-CHz-), 56.5 (CH), 56.0 (CH), 52.1 (CHz), 43.6 (CH), 42.6 (C, C-13), 40.4 (CH),
40.2 (CH2), 37.5 (CH2), 35.8 (CH2), 35.7 (CH), 35.4 (CH), 34.9 (CH), 34.6 (C, C-10),
34.2 (CH2), 30.6 (CHs, C-3'), 30.3 (CH3, C-3"), 29.8 (CH), 28.8 (CH2), 28.2 (CHz), 27.4
(CH2), 26.4 (CH2), 24.1 (CH2), 23.9 (CH3, -O-CH2-CHs), 20.7 (CH>), 18.3 (CHs, H-21),
14.1 (CHs, H-18), 11.9 (CHs, H-19), 1.4 (CHs, Si x CHs).
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Anexo |. Espectros de RMN

”
%OSiMezPh

3 15
IH-RMN (250 MHz, CDCls) & 7.58 (m, 2H, H-Ar), 7.33 (m, 3H, H-Ar), 5.68-5.60 (m,
2H, H-24, H-25), 4.06 (d, J = 5 Hz, 2H, H-26), 1.19 (s, 6H, H-3"), 0.92 (s, 3H, H-21),
0.90 (s, 3H, H-18), 0.63 (s, 3H, H-19), 0.36 (s, 6H, Si x CHa).

13C-RMN (CDCls, 63 MHZ) & 140.6 (C, Si-Ar), 134.0 (CH, C-25), 133.3 (CH, C-Ar),
128.9 (CH, C-Ar), 128.5 (CH, C-24), 127.5 (CH, C-Ar), 75.2 (C, C-2'), 63.8 (CH2, C-
26), 56.6 (CH), 56.2 (CH), 52.2 (CHz), 43.7 (CH), 42.7 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.2 (CH>),
37.6 (CHz), 36.0 (CHz), 35.9 (CH), 35.5 (CH), 35.4 (CHz), 35.1 (CH), 34.7 (C, C-10),
30.7 (CHs, C-3'), 30.4 (CHs, C-3'), 29.9 (CH), 28.9 (CH2), 28.3 (CHz), 27.5 (CHz), 26.5
(CHz), 24.2 (CH2), 24.0 (CHs, C-21), 20.8 (CH2), 18.5 (CHs, C-18), 12.1 (CHs, C-19),
1.5 (CHs, Si x CHs3).
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Anexo |. Espectros de RMN

5
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3 16a
H-RMN (250 MHz, CDCIs) ¢ 7.59 (m, 2H, H-Ar), 7.33 (m, 3H, H-Ar), 3.87 (d, J = 12
Hz, 1H)-3.58 (d, J = 12 Hz, 1H) (H-26), 2.90 (s, 2H, H-24, H-25), 1.18 (s, 6H, H-3"),
0.92 (s, 3H, H-21), 0.91 (s, 3H, H-18), 0.65 (s, 3H, H-19), 0.34 (s, 6H, Si x -CHs3).

13C-RMN (63 MHz, CDCl3) 6 140.6 (C, Si-Ar), 133.3 (CH, C-Ar), 128.9 (CH, C-Ar),
127.5 (CH, C-Ar), 75.1 (C, C-2'), 61.8 (CH2, C-26), 58.5 (CH), 56.5 (CH), 56.1 (CH),
52.2 (CH2), 43.7 (CH), 42.7 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.3 (CH2), 37.6 (CH2), 36.0 (CH2),
35.9 (CH), 35.5 (CH), 35.1 (CH), 34.7 (C, C-10), 32.1 (CH2), 30.8 (CH3, C-3"), 30.4
(CHs, C-3°), 29.9 (CH2), 28.3 (CH2), 27.6 (CH2), 26.6 (CH2), 24.3 (CH2), 24.0 (CHs, C-
21), 20.9 (CHz), 18.6 (CHs, C-18), 12.1 (CHs, C-19), 1.5 (CHs, Si x -CHs).
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Anexo |. Espectros de RMN
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3 16b
IH-RMN (250 MHz, CDCl3) 6 7.56 (m, 2H, H-Ar), 7.32 (m, 3H, H-Ar), 3.88 (d, J = 13
Hz, 1H)-3.60 (m, 1H) (H-26), 2.90 (s, 2H, H-24, H-25), 1.18 (s, 6H, H-3"), 0.90 (s, 3H,
H-21), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.62 (s, 3H, H-19), 0.34 (s, 6H, Si X CHa).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) & 140.6 (C, C-Ar), 133.3 (CH, C-Ar), 128.9 (CH, C-Ar),
1275 (CH, C-Ar), 75.2 (C, C-2'), 61.7 (CH2, C-26), 58.5 (CH), 56.5 (CH), 56.2 (CH),
56.1 (CH), 52.2 (CHz), 43.7 (CH), 42,7 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.2 (CHz), 37.6 (CH:),
35.9 (CHo), 35.3 (CH), 35.3 (CH), 35.1 (CH), 34.7 (C, C-10), 31.7 (CH2), 30.7 (CH3, C-
3'), 30.4 (CHs, C-3'), 29.9 (CH2), 28.3 (CHz), 28.1 (CH2), 27.5 (CHz), 26.5 (CH2), 24.2
(CH2), 23.9 (CHs, C-21), 20.8 (CH2), 18.5 (CHs, C-18), 12.0 (CHs, C-19), 1.5 (CHs Si x
CHg).
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Anexo |. Espectros de RMN

»
4\OSiMe2Ph

3 17a

IH-RMN (250 MHz, CDCls) 6 7.56 (m, 2H, H-Ar), 7.32 (m, 3H, H-Ar), 3.87 (m, 1H, H-
24), 3.80 (m, 2H, H-26), 1.18 (s, 6H, H-3), 0.90 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-21), 0.88 (s, 3H,
H-18), 0.62 (s, 3H, H-19), 0.34 (s, 6H, Si X -CHs).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) 6 140.6 (C, Si-Ar), 133.3 (CH, C-Ar), 128.9 (CH, C-Ar),
127.5 (CH, C-Ar), 75.2 (C, C-27), 73.1 (CH, C-24), 61.9 (CH2, C-26), 56.6 (CH), 56.0
(CH), 52.2 (CH2), 43.7 (CH), 42.7 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.2 (CH2), 38.1 (CH), 37.6
(CH), 35.9 (CH>), 35.8 (CH), 35.7 (CH), 35.1 (CH), 34.7 (C, C-10), 34.3 (CH2), 31.6
(CH2), 30.7 (CHs, C-37), 30.4 (CHs, C-3), 29.9 (CH), 28.3 (CH2), 27.5 (CH2), 26.5
(CH2), 24.2 (CH2), 24.0 (CHs, C-21), 20.8 (CH), 18.7 (CHs, C-18), 12.0 (CHs, C-19),
1.5 (CHs, Si x -CHs).

114 | 147




Anexo |. Espectros de RMN

2"
OSiMe,Ph
3 17b
// m&
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
(ppm)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

(ppm)

115 | 147
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3 17b
IH-RMN (250 MHz, CDCls) 6 7.52 (m, 2H, H-Ar), 7.34 (m, 3H, H-Ar), 3.86 (m, 1H, H-
24), 3.79 (m, 2H, H-26), 1.20 (s, 6H, H-3"), 0.90 (s, 3H, H-21), 0.89 (s, 3H, H-18), 0.62
(s, 3H, H-19), 0.30 (s, 6H, Si x CH3).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) 6 139.7 (C, Si-Ar), 132.9 (CH, C-Ar), 129.2 (CH, C-Ar),
127.6 (CH, C-Ar), 72.7 (CH, C-24), 71.6 (C, C-2'), 61.8 (CH2, C-26), 56.5 (CH), 56.0
(CH), 51.2 (CHz), 43.5 (CH), 42.6 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.2 (CH>), 38.3 (CH>), 37.4
(CH2), 35.9 (CH>), 35.8 (CH), 35.6 (CH), 34.9 (CH), 34.7 (C, C-10), 34.2 (CH>), 31.5
(CH2), 30.0 (CHs, C-3'), 29.9 (CHs, C-3"), 29.8 (CH2), 28.3 (CH2), 27.4 (CH2), 26.4
(CH2), 24.2 (CH2), 23.9 (CH3, C-21), 20.8 (CH2), 18.6 (CH3, C-18), 12.0 (CHs, C-19),
0.84 (CHs, Si x CHa).
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Anexo |. Espectros de RMN

¥ CAR-R

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) 6 3.86 (m, 1H, H-24), 3.80 (m, 2H, H-26), 1.20 (s, 6H, H-
3'), 0.90 (s, 3H, H-21), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.62 (s, 3H, H-19).

13C-RMN (CDCl3, 63 MHz) 6 72.5 (CH, H-24), 71.5 (C, C-2), 61.6 (CH2, H-26), 56.4
(CH), 56.0 (CH), 51.2 (CHz), 43.5 (CH), 42.6 (C, C-13), 40.4 (CH), 40.1 (CH2), 38.3
(CH2), 37.4 (CH2), 35.8 (CH2), 35.7 (CH), 35.5 (CH), 34.8 (CH), 34.6 (C, C-10), 34.1
(CH2), 31.4 (CH2), 29.8 (CHs, C-3'), 29.8 (CHs, C-3°), 29.7 (CH2), 28.2 (CH2), 27.3
(CH2), 26.4 (CH2), 24.0 (CH2), 23.8 (CHs, C-21), 20.6 (CH2), 18.5 (CHs, C-18), 11.9
(CHs, C-19).
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Anexo |. Espectros de RMN

¥ CAR-S

IH-RMN (250 MHz, CDCl3) 6 3.85 (m, 1H, H-24), 3.77 (m, 2H, H-26), 1.18 (s, 6H, H-
3), 0.89 (s, 3H, H-21), 0.88 (s, 3H, H-18), 0.60 (s, 3H, H-19).

13C-RMN (CDCls, 63 MHz) § 72.9 (CH, C-24), 71.6 (C, C-2'), 61.7 (CHz, C-26), 56.5
(CH), 56.0 (CH), 51.2 (CHz), 43.5 (CH), 42.6 (C, C-13), 40.5 (CH), 40.2 (CH2), 38.0
(CH2), 37.4 (CH2), 35.9 (CH2), 35.8 (CH), 35.7 (CH), 34.9 (CH), 34.6 (C, C-10), 34.2
(CH2), 31.6 (CH2), 29.9 (CHs, C-3'), 29.9 (CHs, C-3"), 29.7 (CH2), 28.2 (CH2), 27.4
(CH2), 26.4 (CH2), 24.1 (CH2), 23.9 (CHs, C-21), 20.8(CH>), 18.6 (CHs, C-18), 12.0
(CHs, C-19).
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Anexo |. Espectros de RMN

ESPECTROS PARTE 2. (VER PAGINA 58).
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ANEXO Il

Difraccion de Rayos-X
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Anexo Il. Rayos-X

CAR-S

Crystal data and structure refinement for CAR-S.

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size
Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected

shelx

C30 H54 03
462.73

100(2) K
1.54178 A
Orthorhombic
P212121
a=6.5904(2) A
b =20.4754(9) A
€=20.7187(9) A
2795.80(19) A3

4
1.099 Mg/m3

0.521 mm-1

1032

0.260 x 0.050 x 0.020 mm3

3.034 to 77.355°.

a=90°.

b= 90°.

g= 90°.

-8<=h<=8, -25<=k<=25, -26<=I<=26

66959




Anexo Il. Rayos-X

Independent reflections
Completeness to theta = 67.679°
Absorption correction

Max. and min. transmission

Refinement method

Data / restraints / parameters

Goodness-of-fit on F2

Final R indices [1>2sigma(l)]
R indices (all data)

Absolute structure parameter

Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole

CAR-R

5944 [R(int) = 0.0786]
100.0 %
Semi-empirical from equivalents

0.9582 and 0.8494

Full-matrix least-squares on F2

5944 /0/315

1.063
R1 = 0.0431, wR2 = 0.1069
R1 = 0.0495, wR2 = 0.1106
0.37(11)

n/a

0.221 and -0.168 e.A-3

Crystal data and structure refinement for CAR-R.

Identification code
Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system

shelx

C30 H54 03
462.73
100(2) K
1.54178 A

Orthorhombic
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Anexo Il. Rayos-X

Space group

Unit cell dimensions

Volume

Density (calculated)

Absorption coefficient

F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 67.679°
Absorption correction

Max. and min. transmission

Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [1>2sigma(l)]
R indices (all data)

Absolute structure parameter

Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole

P212121
a=6.5778(5) A o= 90°.
b = 18.3581(15) A B=90°.
¢ =22.2904(18) A y=90°.
2691.7(4) A3

4
1.142 Mg/m3

0.542 mm-1

1032

0.450 x 0.020 x 0.020 mm3
3.118 to 74.448°.

-5<=h<=8, -22<=k<=22, -27<=|<=27
35525

5492 [R(int) = 0.1690]

100.0 %

Semi-empirical from equivalents
0.9582 and 0.8494

Full-matrix least-squares on F2
5492 /0/306

1.073

R1 =0.0733, wR2 = 0.1505
R1=0.1009, wR2 = 0.1618
0.0(3)

nfa

0.204 and -0.225 e.A-3
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Anexo Il. Rayos-X

Data collection and refinement statistics of VDR complexes.

zVDR LBD / CAR-R

zVDR LBD / CAR-S

PDB ID 70XZ 70Y4
Data Collection and processing
statistics
Beamline Proxima 2A Proxima 2A
Wavelength (A) 0.98 0.98
Space group P6522 P6522

Unit cell parameters (A, °©)

a=b=66.38, c=263.19
= 1=90, | =120

a=b=66.49, c=263.85
=1 =90, =120

Resolution (A) 43.29-2.2 (2.28-2.2) 38.9-2.0 (2.07-2.0)
Total reflections 29620 (916) 41578 (1912)
Unique reflections 14810 (458) 20789 (956)
Multiplicity 2.0 (2.0) 2.0 (2.0)
1/07(D) 21.06 (1.44) 23.07 (2.78)
Completness 80.18 (25.24) 84.95 (40.30)
Wilson B-factor 46.54 29.11
Rimeas 0.032 (0.61) 0.038 (0.45)
CCip 1 (0.82) 0.999 (0.2)
Refinement
Reflections used in 14796 20784
refinement
Reflections used for R- 1480 955
free
Rwork / Riree 0.1967/0.2534 0.1955/0.238
R.M.S.D. Bond lengths 0.007 0.008
(A)
R.M.S.D. Bond angles (°) | 0.97 0.99
Ramachandran
Outliers (%) 0 0
Favored (%) 97.52 98.35
Mean B factor (A?)
Protein 53.89 38.31
Ligand 39.29 23.54
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Indice de estructuras






Anexo V. indice de estructuras

RESULTADOS PARTE |

/N\OSiMezPh /N\OSiMezPh /N\OSiMezPh /N\OSiMezPh

14 15 16a 16b

/N\OSiMezPh /N\OSiMezPh

17a 17b
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Anexo V. indice de estructuras

RESULTADOS PARTE Il
(VER PAGINA 58)
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS. PARTE |

El plan sintético de los ligandos CAR-R y CAR-S se muestra a continuacion. La
obtencion del diol 2 se llevo a cabo desde &cido litocdlico LCA, presentando un
rendimiento global del 61%[7. La posterior elongacion de la cadena lateral del
compuesto 2 hacia el alcohol alilico 15, se llevd a cabo a través de tres pasos: oxidacion,
olefinacion de Wittig y reduccion. Los epdxidos 16a/16b, se obtuvieron desde el alcohol
15 a través de epoxidacion asimétrica de Sharpless. La proteccion previa del compuesto
13, permiti6 determinar la pureza diastereomérica de ambos epoxidos a través de HPLC/
uv.

+OSiMe2Ph

70% J h)

W W
\\\\\\

+OSiMezPh 4\OSiMe2Ph

CAR-R 16b 17b CAR-S

a) Referencia 87 (61%, 6 pasos). b) TEMPO, DAIB, CH:Clz, 23 °C, 4 h; ¢) PhsP=CHCOzEt, CHClz, 23 °C, 12 h, 68
%, (dos pasos). d) MezPhSiCl, imidazol, DMF, 23 °C, 2 h, 91%. €) DIBAL-H, CH:Clz, -78 °C, 30 min, 90%. f) 4 A
MS, CH:Cly, -25 °C, (-)-DIPT, Ti(Oi-Pr)s, 30 min; TBHP, - 25 °C, 4 h, 94%. g) Red-Al®, THF, 23 °C, 3 h, 78%. h)
TBAF, THF, 23°C, 12 h, 70%. i) (+)-DIPT, Ti(Oi-Pr)a, 30 min; TBHP, - 25 °C, 4 h; 93%. j) Red-Al®, THF, 23 °C, 3
h, 83%. k) TBAF, THF, 23 °C, 12 h, 70%.

Sintesis estereoselectiva y eficiente de los analogos: CAR-R y CAR-S.[89
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La reduccion dirigida desde el hidroxilo de la cadena lateral de ambos epdxidos genero
los dioles 17a y 17b. La posterior desproteccion de los anteriores compuestos
proporciond los nuevos analogos superagonistas del receptor VDR: CAR-R y CAR-S
(81, Tras publicar los resultados bioldgicos que presentan estos analogos dihidroxilados,
se planted el disefio y la estrategia sintética de nuevos agonistas derivados de &cido
litocolico enfocados a presentar similar o mayor porcentaje de afinidad al receptor del
VDR frente a los anadlogos CAR-R y CAR-S.

871 S, Gaikwad, C. M. Gonzalez, D. Vilarifio, G. Lasanta, C.Villaverde, A. Mourino, L. Verlinden, A. Verstuyf, C.

Peluso-1ltis, N. Rochel, K. Berkowska. E. Marcinkowska. Lithocholic acid-based design of noncalcemic vitamin D
receptor agonists. Bioorganic Chemistry, 111, 2021, 104878.

[ C. M. Gonzélez, S. Gaikwad, G. Lasanta, J. Loureiro, N. Nilsson, C. Peluso-lltis, N. Rochel, A. Mourino. Design,
synthesis and evaluation of side-chain hydroxylated derivatives of lithocholic acid as potent agonists of the vitamin D
receptor (VDR) Bioorganic Chemistry, 115, 2021, 105202.
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Se han disefiado por docking y sintetizado los compuestos CAR-
R y CAR-S que se comportan como potentes agonistas

del acido litocolico de potencial interés terapéutico para el
tratamiento de enfermedades hiperproliferativas. Los andlogos
CAR-R y CAR-S se sintetizaron en 13 pasos a partir del &cido
litocodlico y rendimientos globales del 17% y 18%,
respectivamente.

Posteriormente, se han estudiado tres estrategias de sintesis
distintas para acceder a cadenas laterales ciclohexanicas
dihidroxiladas de andlogos modificados en el anillo A del acido
litocolico. La ruta sintética que se basa en la transposicion

de diaceno conduce con éxito a las cadenas propuestas.
Posteriormente, se han descrito dos rutas sintéticas del diol
31a, precursor de los andlogos GLD y GLS disefiados por
docking, a partir del acido litocdlico.
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