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1. Abreviaturas

DAG Diacilglicerol
DCC N,N-diciclohexilcarbodiimida
DIPEA N,N-Diisopropiletilamina
DMAP 4-dimetilaminopiridina
DMF N,N-dimetilformamida
DMSO Dimetilsulféxido
DMT-CI Cloruro de dimetoxitritilo
MOM-CI Cloruro de metilmetiléter
TBDPS-CI Cloruro de terc-butildifenilsilano
TFA Acido trifluoroacético
THF Tetrahidrofurano
TsOH Acido p-toluensulfénico



2. Resumen/Summary

Este proyecto de fin de grado se dedica a la sintesis de fosfolipidos, mas
especificamente, en la sintesis de fosfatidilmioinositoles que porten los isémeros
posicionales del acido graso 16:1 en la posicidn sna.

A grandes rasgos, esta dividido en tres partes: la primera se centra en la sintesis del
derivado de mioinositol, la segunda en la obtencién del acido graso y su incorporacién
para formar un diacilglicerol, y la ultima en el ensamblaje del fosfodiacilglicerol y el
mioinositol tanto quimio como regioespecificamente.

This final project is focused on the synthesis of phospholipids, more specifically, on the
synthesis of phosphatidylmyoinositols, which could carry positional isomers of the 16:1
fatty acid at sn; position.

In general, it is divided in three parts: the first one pays attention to the synthesis of
derivatives of mioinositol, the second one to get the fatty acid and to form a
diacylglycerol and finally, the last one, try to link the derivative of myoinositol and the
diacylglycerol in a regiospecific way.



3. Introduccion

En estudios anteriores se ha evaluado la actividad bioldgica de los diferentes isémeros
posicionales del doble enlace de los dcidos grasos monoinsaturados (16:1 n-9, 16:1 n-7
y 16:1 n-10), llegando a observarse un fuerte cardcter antiinflamatorio del 16:1 n-9 y del
16:1 n-7, tras diferentes estimulos inflamatorios(®2.

\/\/\/\/;/\/\)J\OH

Figura 1: Estructura del acido graso (Z)-7-hexadecenoico (16:1 n-9).
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Figura 2: Estructura del acido graso (Z)-9-hexadecenoico (16:1 n-7).
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Figura 3: Estructura del acido graso (Z)-6-hexadecenoico (16:1 n-10).

No se conoce en detalle cudl es el mecanismo de actuacién de estos acidos grasos, pero
parece estar relacionado con las diferentes formas lipidicas en las que pueden
encontrarse. Se ha observado que la incorporacion de estos acidos grasos ocurre,
preferentemente, en glicerofosfolipidos.
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Figura 4™ Incorporacién de los diferentes isémeros posicionales en glicerofosfolipidos (GPL),
en glicerolipidos (GL) y en ésteres de colesterol (CE).

Para poder evaluarlo, en el proyecto de investigacidn en el que se engloba este trabajo,
se propone sintetizar diferentes formas lipidicas que contengan estos acidos grasos de
interés: fosfolipidos, acilglicéridos y ésteres de colesterol, para posteriormente
introducirlos en células relacionadas con el sistema inmune y estudiar su mecanismo de
actuacion.



Este trabajo esta enfocado a desarrollar derivados de mioinositol, mas concretamente,
glicerofosfomioinositoles, mediante los cuales sea posible introducir estos acidos
grasos.
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Figura 5: Estructura general de un glicerofosfomioinositol.

Los fosfatos de mioinositol participan en el anclaje de proteinas en la membrana
celularB, de ahi el objetivo de utilizarlos como transporte para los acidos grasos.



4. Objetivos y plan de trabajo

Los principales retos a conseguir en este trabajo son:

- Proteccioén selectiva de los grupos hidroxilo del mioinositol, para la obtencidn del
derivado deseado, con el hidroxilo en C-1 libre.

- Sintetizar el 4cido graso (Z)-7-hexadecenoico.

- Unir el 4cido graso (Z)-7-hexadecenoico a un derivado del glicerol de forma
selectiva, de forma que el OH primario sn3 quede libre para, posteriormente,
formar el fosfato y unirlo al derivado de mioinositol.

- Formar un fosfolipido a partir del diacilglicerol y el derivado de mioinositol.

Para la consecucion de estos objetivos se ha llevado a cabo el disefio del siguiente plan
de trabajo:

- Proteccién selectiva de los grupos hidroxilo 2, 3, 4, 5 y 6 del mioinositol,
quedando Unicamente libre el situado en C-1, que servird como punto de unidn
con el fosfodiacilglicerol.

Esquema 1

- La obtenciéon del acido graso (Z)-7-hexadecenoico a partir de 7-
bromoheptanoato de etilo y nonanal, por reaccién de Wittig.
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Esquema 2

- La sintesis del diacilglicerol implica la presencia del acido graso (Z)-7-
hexadecenoico y un derivado del acido palmitico sobre un derivado del
propanotriol adecuado para la preparacion del enantidmero biolégicamente
activo [(2R)-solketal].
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Esquema 3

- La sintesis del fosfolipido requiere, en primer lugar, la formacion de un fosfato
del derivado de mioinositol para, a continuacion, incorporar el diacilglicerol.
Finalmente, se eliminan los grupos protectores del mioinositol, generando asi el
glicerofosfomioinositol deseado.
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Esquema 4



5. Antecedentes bibliograficos

5.1 Sintesis de derivados de mioinositol

Como se ha dicho anteriormente, los fosfatos de mioinositol sirven de anclaje de
proteinas en la membrana celular.

El mioinositol es una molécula con diferentes isdmeros, pero sélo uno se encuentra de
forma natural formando derivados de glicerofosfatos en los organismos vivos. De ahi, el
interés en obtener lipidos que sirvan como vehiculo para incorporar el mioinositol en el
organismo, portando ademas, acidos grasos de distinta naturaleza.
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Figura 6: Estructura de un glicerofosfoinositol.

Existen diferentes antecedentes en la literatura reciente en donde se aborda esta
temadtica. En todos ellos, el handicap inicial es disponer del isomero adecuado del
mioinositol, protegido de modo que el fosfodiacilglicerol se incorpore sobre el hidroxilo
situado en C-1. Para ello, se han publicado métodos que incluyen sucesivas protecciones
y desprotecciones!®, con la consiguiente complejidad experimental y disminucién del
rendimientol®.
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Figura 7: Posiciones del mioinositol.

Una de las vias de sintesis para obtener derivados de mioinositol es partir del 2,3-0O-
(2,7, 7"-trimetil[2°.2".1"]biciclohept-2’-iliden)-mioinositol, siendo esta molécula
sintetizada a partir del bloqueo de los hidroxilos del mioinositol situados en C-2 y C-3
como acetal derivado del 1,1-dimetoxialcanfor!>®! (Esquema 5).
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Esquema 5

A continuacidn, se protege el OH situado en C-1 con un grupo voluminoso, como es el
cloruro de terc-butildifenilsililo (TBDPS-Cl) y seguidamente, se elimina el acetal de
alcanfor, quedando asi Unicamente protegida la posicion 15! (Esquema 6).



Esquema 6

Una vez protegido el hidroxilo situado en C-1, se protegen los restantes utilizando
clorometilmetiléter (MOM-CI), para finalmente, eliminar el grupo terc-butildifenilsililo y
liberar el OH en C-1P! (Esquema 7).

OTBDPS  Bu,NF

Esquema 7

5.2 Sintesis del acido graso (2)-7-hexadecenoico

La sintesis de acidos grasos de estereoquimica (Z) se puede llevar a cabo de diferentes
formas. A continuacion, se presentan algunas de las mas utilizadas.

5.2.1 Reaccion de Wittig
Esta reaccion se produce entre un aldehido o cetona junto con uniluro de fésforo, dando
lugar a un (Z)-alqueno!”l. Este hecho se ha comprobado de forma exitosa en la
preparacion del 9-(tetrahidropiran-2-iloxi)-(5Z)-nonanoato de etilo, a partir de sal de
fosfonio procedente del 5-bromopentanoato de etilo y un aldehido!® (Esquema 8).

B@@) 0
Ph3PMJkOEt 3. L3 Okt
PR 4 THPO
THPO CHO

K,COs/dioxano/H,0 0

Esquema 8

La obtencidon de un (Z)-alqueno también puede realizarse partiendo de aldehidos
ramificadosl®l. Este es el caso de la sintesis tanto del dcido 14-metilhexadecenoico, como
del acido 12-metiltratadecenoico. Ambos se preparan a partir de 3-metilpentanal y un
iluro de fosforo (Esquema 9).
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Esquema 9

En este caso, el acido de interés es el (Z2)-7-hexadecenoico (16:1 n-9), cuya sintesis se
puede abordar de distintas maneras. En una de ellas, se parte de 6-bromohexanoato de
etilo, se transforma en 7-oxoheptanoato de etilo, el cual reacciona con el
correspondiente iluro para dar el 4cido deseado!! (Esquema 10).
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Esquema 10

Sin embargo, la sintesis de este acido graso ha sido llevada a cabo por nuestro grupo de
investigacion de una forma diferente, generando muy buenos resultados. En este caso,
se parte de 7-bromoheptanoato de etilo, a continuacién, se forma la sal de fosfonio
correspondiente, ésta reacciona con nonanal para generar el éster y finalmente, con una
base se genera el 4cido graso (Z)-7-hexadecenoico (16:1 n-9) (Esquema 11).
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Esquema 11

5.2.2 Hidrogenacion de alquinos
Este proceso consiste en la hidrogenacién selectiva de alquinos para generar (2)-
alquenos. Esto se consigue mediante la utilizacién del “Catalizador de Lindlar”, o lo que
es lo mismo, paladio (5%) sobre carbonato de calcio y quinoleina. El uso de este
catalizador proporciona buenos resultados, tal y como se observa en diversas
investigaciones como, por ejemplo, en la sintesis del acido (Z)-4-decenoico a partir del
acido 4-decinoico™ (Esquema 12).
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Esquema 12

5.3 Sintesis de diacilgliceroles

La sintesis de diacilgliceroles tiene como principal problema la regio- vy
enantioselectividad entre los hidroxilos pertenecientes al glicerol. Por ello, se han
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estudiado diversas vias que parten de un derivado del R-glicerol, adecuadamente
protegido para preservar la estereoselectividad.

En la bibliografia se han empleado diversos métodos, entre los cuales, los mas
ventajosos parten del (2R) — glicidol y del (2R) — solketal, respectivamente.

3 1

5>"on Ho Y o

i

Figura 8: Estructuras correspondientes a (2R) — glicidol (izquierda) y (2R) — solketal (derecha).

On-

5.3.1 (2R)- glicidol

Partiendo de este derivado de oxirano, es posible llegar a distinguir los grupos OH tanto
de la posicidn 1 como de la 2122131, L3 proteccién del hidroxilo primario puede realizarse
mediante diferentes estrategias:

- Utilizando 4cidos grasos y bromuro de tetraetilamonio como catalizador,
incorporar el grupo 4cido en la posicién 11221 (Esquema 13).

(@]
C15H31CO,H
R
o OBu CisHai” 07 " “OBu
Et,NBr OH
Esquema 13

- Haciendo reaccionar (2R) — glicidol con cloruro de dimetilfosfonio, en presencia
de terc butdxido potasico, para dar el 3 — fosfatidil derivado (Esquema 14).

‘BuOK O, ,OMe
(’;/\OH l\\\/\o/ \OMe
(CH;0),POCI O
Esquema 14

- En medio bdsico, se produce la apertura nucleofilica del epdxido, de forma
regioselectival' (Esquema 15).

PG o PG
O\\P/ C15H31CO,H N )J\ O\\P/O
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PG DMF, 80°C OH P

Esquema 15

Esta metodologia permite partir de un derivado donde el OH primario de C-3 estd ya
sustituido, para asi incorporar sucesivamente los acidos grasos deseados en C-1y C-2
(Esquema 16).

10



Esquema 16
5.3.2 (2R) - solketal

El uso de (2R) — solketal o 1,2-O-isopropiliden glicerol es una buena alternativa al (2R) —
glicidol, ya que permite el acceso al hidroxilo en C-1. Seguidamente, es posible liberar el
2,3-diol, proteger la posicion 3 y finalmente, introducir el dcido graso deseado en C-2. Si
bien, previamente, es necesario realizar la proteccién del OH libre del solketal para, mas
tarde, eliminar el grupo isopropilideno en condiciones acidas.

Esta metodologia implica una gran regioselectividad entre el hidroxilo primario vy
secundario. Este hecho facilita el bloqueo del primario y la introduccion del 4dcido graso
deseado (Figura 17).

HO” I O  -ee-eee- - 0 o
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(2R)-solketal

Esquema 17

Otra posible via de sintesis es tratar (2R) — solketal con cloruro de 4-metoxibencilo en
medio basicol!®], protegiendo asi el grupo hidroxilo de C-1. A continuacidn, la apertura
del cetal con acido p-toluensulfénico y finalmente, incorporacién de un acido graso en
C-3 en presencia de DMAP y DCC. De esta manera, se consigue liberar el OH secundario,
por donde se unird el acido graso (Esquema 18).
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Esquema 18

5.4 Sintesis del glicerofosfomioinositol

La preparacion de mondmeros de fosfodiclorohidratos de alquilo o de arilo se puede llevar a
cabo utilizando tanto fosfitos como fostatos. Estos Ultimos son los mas versatiles, mas
concretamente, el oxicloruro de fdésforo, el cual permite la incorporaciéon de una mayor cantidad
de productos!*® (Esquema 19).

Cl

—— I

O/ Et;N O
Esquema 19

Otra posible via de sintesis parte de la adicion de una fosfina sobre el diacilglicerol, a
continuacién, anadir el derivado de mioinositol, realizar una oxidacién y finalmente, desproteger
los hidroxilos del mioinositol'*”! (Esquema 20).
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Esquema 20
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6. Resultados y discusidon

6.1 Sintesis de derivados de mioinositol

La preparacion de los derivados de mioinositol requiere, una serie de etapas que
implican protecciones y desprotecciones selectivas de los diferentes grupos hidroxilo.

En primer lugar, se lleva a cabo la proteccion selectiva de los OH cis en C-2 y C-3, por
reaccion del mioinositol con el dimetilacetal del R-alcanfor, que se prepara con
excelentes rendimientos a partir del R-alcanforl® (Esquema 21).

1. CH(OMe)3/H2804

2. NaOMe
3. Tolueno anhidro
MeOH, t.amb, 72 h OMe

(0] OMe

Esquema 21

Esta reaccidon de proteccidon selectiva implica un proceso de transcetalizacion que
proporciona una mezcla de, mayoritariamente, 4 isémeros!8l,

O
© 2
o
3
@)
OH
O
3

W
HO H
HO

Figura 9: Isémeros formados en la transcetalizacion.

o
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O
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HO 0
3

Afortunadamente, el que nos interesa puede separarse mediante sucesivas
recristalizaciones, puesto que es el mas insolublel*®20, Este proceso, junto con la
formacion de diferentes isémeros, hace que el rendimiento de este etapa sea muy bajo
(no supera el 34%), condicionando asi las siguientes, puesto que constituye la etapa
limitante de toda la sintesis (Esquema 22).
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HO OH
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HO

Figura 10: Isémero deseado.

Mioinositol/H,SOy4

OMe  DMSO/CHCI3/MeOH/
OMe H,0/TsOH

Esquema 22

Uno de los puntos donde mas hincapié se ha hecho es en el intento de mejora del
rendimiento en esta etapa. De acuerdo con la bibliografia existentel®], los rendimientos
en el producto deseado fueron muy bajos. El procedimiento se optimizd incorporando
los siguientes aspectos experimentales:

1) Realizar recristalizaciones sucesivas con metanol, evitando el uso de agua.

2) Afnadir el de doble acido p-toluensulfénico (TsOH) de lo indicado en la
bibliografial®, tratando asi de facilitar la precipitacién del isémero deseado. Se
observé un apreciable aumento del rendimiento.

La baja solubilidad del compuesto 2, Util para su separacién, es sin embargo un problema
a la hora de la caracterizacidn espectroscdpica. De hecho, los espectros de RMN se
realizaron en metanol-ds.

Las caracteristicas estructurales del compuesto 2 favorecen la incorporacién
regioselectiva de un grupo protector voluminoso, como es el terc-butildifenilsililo
(TBDPS), en el grupo OH de C-1, para dar 3 con excelentes rendimientos (Esquema 23).

1. Imidazol
2. TBDPS-CI

py, 0 °C

Esquema 23

15



En este caso, es muy importante someter al compuesto 2 a periodos de secado (a unos
65°C) de unas 24 horas para que esté completamente anhidro, ya que la presencia de
agua afecta negativamente al rendimiento. Por otra parte, la regioselectividad aumenta
notablemente cuando esta reaccidn se lleva a cabo a baja temperatura (entre 0 y -2°C).

Figura 11: Estructura del derivado sililado.

El siguiente paso consiste en la eliminaciéon del derivado de alcanfor mediante
transcetalizacion acido-catalizada. Para ello, se trata el compuesto 3 con el complejo
BFs3-acetonitrilo y 2-mercaptoetanol (Esquema 24)

1. BF3-CH3CN OH
5 Hs~-OH HO

CH,Cly tamb,48h  pov

Esquema 24

Se realizaron pruebas tanto con BF3-Et,0 como con BFs-CH3CN. Este ultimo proporciona
un rendimiento medio del 55%, mientras que al utilizar BFs-Et;0 la reaccidn se produjo
en muy escasa extension. Por otra parte, el monotioacetal del alcanfor, se separa del
producto deseado (4) facilmente por cromatografia en columna.

Seguidamente, se procede a la proteccion de todos los grupos OH con
clorometilmetiléter (MOM-CI) y finalmente, se lleva a cabo la eliminacién del grupo
protector TBDPS, dejando libre asi el hidroxilo donde se unira el diacilglicerol a través
del éster fosfdrico. Se destaca el alto rendimiento obtenido en esta etapa de
desproteccién (alrededor del 90%) (Esquema 25).
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OTBDPS BuyNF

Esquema 25

6.2 Sintesis del acido graso (Z)-7-hexadecenoico

La ruta elegida para la sintesis del acido graso (Z)-7-hexadecenoico parte del 7-
bromoheptanoato de etilo y mediante una serie de reacciones, se transforma para dar
lugar al producto deseado.

La primera reaccién implica la formacién de una sal de fosfonio a partir del 7-
bromoheptanoato de etilo y trifenilfosfina, ocurriendo el ataque nucleofilico del fésforo
sobre el carbono unido al bromo. Para favorecer el aumento del rendimiento, la
trifenilfosfina debe estar completamente anhidra (Esquema 26).

©
Br O

@EP/EA/\/\)OJ\OE — Phgg/\/\/\)J\OEt

Esquema 26

Si bien esta reaccién no tiene mayores inconvenientes, la purificacion del producto
mediante cromatografia en columna implica la transesterificacion del éster etilico en
metilico. Este hecho se debe a la silice utilizada en la fase estacionaria y el metanol del
eluyente. Al no ser prioritaria la presencia del éster etilico, se prosigue con el éster
metilico en las siguientes etapas (Esquema 27).

S)
(@) Br (@)

PPhj, K,COj &~ -~
Br/\/\/\)J\O/\ - Ph3P OMe

CH,;CN, reflujo

7
Esquema 27

El tratamiento de esta sal de fosfonio con nonanal y carbonato de cesio da lugar a un
(2)-alqueno (Esquema 28).
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Br O o
@/\/\/\)J\ Nonanal, Cs,CO3
PhsP OMe > a OMe
CH,Cl,, reflujo 5
7 8
Esquema 28

Esta reaccién se lleva a cabo mediante el ataque nucledfilo del carbono unido al iluro
sobre el carbono carbonilico del aldehido. En este proceso, se produce la formacién de
un intermedio de reaccién donde el oxigeno ataca al fésforo, dando lugar a un segundo
intermedio, esta vez ciclico, derivado del oxafosfetano. Finalmente, mediante una -
eliminacidn, se elimina 6xido de trifenilfosfina, formandose el doble enlace (Esquema
29).

RN
3

/\/\/\)OJ\ ° o i
PhsP OMe WOM(&

0 OjPPh;,, o)
OPPh; * WJ\OMe W—WJ\OMe
7
Esquema 29

Finalmente, para la obtencidén del acido carboxilico se procede al tratamiento del
compuesto 8 con hidréxido de litio y mediante una serie de extracciones con diferentes
disolventes, se consigue aislar el producto deseado (Esquema 30):

@)
St - I
Tt ome = o
MeOH/H,O 5
8 9
Esquema 30

6.3 Sintesis del diacilglicerol
Como se ha explicado previamente, uno de los mayores problemas que supone la
sintesis de diacilglicéridos es la diferenciacion de los grupos OH del glicerol. Ademas, ha
de partirse de derivados de glicerol enantioméricamente puros, en vista de la futura
proyeccién del trabajo (ensayos “in vivo”). La terminologia aceptada para definir la
estereoquimica absoluta denomina a cada carbono como sni, sn; y sns (stereospecific
nomenclature) (Figura 11).
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o)

sn1Snz sng II:I’
HO/\;/\O/(I)\O/
OH ~

Figura 12: Posiciones sn1, sn2 y sn3 en glicerina fosforilada.

En este caso, se ha utilizado (2R) — solketal!?!! como reactivo inicial, para comparar su
eficacia en comparacion con el 2R-glicidoll21-23],

Se hace reaccionar el (2R) — solketal con acido palmitico, introduciéndose este ultimo de
forma selectiva sobre el carbono unido al OH libre (sn1) del solketal (Esquema 31). El uso
de DMAP y DCC permite la reaccidon de esterificacion sin perder el grupo protector
isopropilideno.

o)
1. \(\/)%}OH o
ST g, SN3 2. DMAP \(\4)]\
HO "o 3.DCC 0T o
o g 574
CH,Cl,
10
Esquema 31

Lo siguiente es realizar la desproteccion de los grupos hidroxilo. Para ello, se utiliza la
resina Amberlist 15, que sirve como intercambiadora de protones. Se han modificado
las condiciones descritas en la bibliografial?®! incrementando el tiempo de reaccién para
mejorar el rendimiento (Esquema 32).

O
\Mﬁko/\/\o Amberli i
(:) erlist 15 \(\/)%}O /\;/\OH
EtOH, reflujo OH
10 1
Esquema 32

Por ultimo, se protege el hidroxilo situado en sn3 con cloruro de dimetoxitritilo (DMT-
Cl), dejando libre asi el OH de sny, por donde se unira el acido graso (Z)-7-hexadecenoico
(Esquema 33). Debido al gran volumen de este grupo protector, se consigue una gran
selectividad en la reaccion.
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OMe

o Q Ph
DMT-CI \M)J\
a0 o 50 Y o O
OH OMe

Piridina

1 12
Esquema 33

Es importante destacar que estas tres etapas dan lugar a unos rendimientos excelentes,
generalmente, superiores al 85%.

Como el objetivo de este trabajo es la puesta a punto de una metodologia para la sintesis
de un glicerofosfomioinositol, previamente a la formacién del diacilglicerol con el acido
graso (Z)-7-hexadecenoico y con objeto de estudiar las condiciones de reaccién, se
utiliza el acido oleico (18:1 n9), que es un producto comercial, muy similar al (2)-7-
hexadecenoico (16:1 n9), que se incorporard una vez optimizadas las condiciones
(Esquema 34).

La introduccion del acido graso insaturado sobre el hidroxilo secundario se lleva a cabo
mediante DMAP y DCC. En una primera prueba se mantuvo la reacciéon en agitacién
constante a temperatura ambiente durante 24 horas, proporcionando unos
rendimientos muy bajos. De acuerdo a la bibliografial?’], el uso de ultrasonidos en este
tipo de sintesis es muy beneficioso, ya que en tan solo 6 horas se consiguié un
rendimiento superior.

0
5 0
OH
o > N 14 Mﬁo/\/\o
074 DMAP, DCC o7<
(2R)-solketal CH.Cl, Amberlist 15 l
0
\Mko/\./\OH
' 14 :
OH
|
DMT-CI
piridina

0
14 14 =
/H\W DMAP. DCC OH
CH,Cl,

Esquema 34
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Seguidamente, la eliminacidn del grupo protector dimetoxitritilo (DMT) se realiza con
acido trifluoroacético (TFA), obteniéndose excelentes rendimientos (superiores al 95%)

(Esquema 35).

0] 0]
__ TFA, pirrol _
WOMODMT — g 07> oH
J(\)l[“(c') CH,Cl, 4.0
0] 0]
Esquema 35

6.4 Sintesis del glicerofosfomioinositol

En esta etapa final, se lleva a cabo la construccidn del glicerofosfomioinositol a partir de
la union de todos los fragmentos ya sintetizados.

La metodologia seguida en esta parte implica dos vias diferentes. En una de ellas, se
forma un fosfato a partir del DAG para, seguidamente, unir el derivado de mioinositol y
finalmente, hidrolizar para desproteger todos los hidroxilos del mioinositol (Esquema

36).

(0]
n m O < OH O/\;/\O/ I\CI

14 A Cl
M\[(O Et;N
O
Ets;N, H,0

HO

HO"

Esquema 36

La segunda opcion opta por formar primero el fosfato de mioinositol y que éste, se una
al DAG (Esquema 37).
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POCI,

Et;N

Et;N, H,0

Esquema 37

El ensamblaje final de los tres componentes del glicerofosfomioinositol no se pudo
completar por ninguna de las dos secuencias por los problemas asociados a la

caracterizacion del producto final y sera objeto de préximos estudios.
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7. Conclusiones

Se ha llevado a cabo la proteccién selectiva de 5 de los 6 grupos hidroxilo del mioinositol,
llegando al estereoisémero adecuado con el OH en C-1 libre.

El proceso sintético se ha optimizado, incrementando los rendimientos de las etapas
limitantes.

Se ha obtenido el acido graso (Z)-7-hexadecenoico (16:1 n-9) en tres etapas, a partir de
fragmentos sencillos.

La obtencién del DAG se ha llevado a cabo a partir de (2R) — solketal, incorporando en
la posicidn sni el acido palmitico, protegiendo a continuacién el OH sns, e incorporando
en ultimo lugar el acido graso insaturado en sna.

Se han ensayado diferentes estrategias para la incorporacién del fosfomioinositol sobre
el DAG, asi como para la incorporacién del mioinositol sobre el DAG fosforilado
mediante procesos que preserven la integridad quimica y estérea del fosfoglicerol final.

El proceso puede hacerse extensivo a cualquier dcido graso, y sus posiciones sobre el
DAG son intercambiables, modificando la secuenciacidon de reacciones.
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8. Materiales y métodos

Analisis por cromatografia de placa fina (TLC) ha sido realizado con placas de silica. La
deteccidn se ha realizado tanto con indicador fluorescente (254 nm), como utilizando
diversos reveladores (acido fosfomolibdico y molibdato cérico de amonio).

Los reactivos utilizados a lo largo de esta ruta de sintesis proceden de diversas casas
comerciales (Aldrich, Acros Organics). Los disolventes secos fueron, bien comerciales o
bien, secados mediante tamices moleculares.

Espectros de 'H NMR (400 MHz) y 3C NMR (101 MHz) fueron obtenidos en un equipo
de Agilent Technologies. Los desplazamientos quimicos estdn expresados como partes
por millén (ppm), utilizando tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Para *H los
datos estdn expresados de la siguiente forma: desplazamiento quimico (chemical shift),
multiplicidad (s = singlete, d = doblete, dd = doble doblete, t = triplete, m = multiplete)
e integracién.

Espectro bidimensional HSQC hace referencia al acoplamiento que existe entre los
atomos de hidrégeno y de carbono presentes en una molécula.

Espectro bidimensional COSY hace referencia al acoplamiento que se da entre los
propios dtomos de hidrégeno de una molécula.

Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS) fueron obtenidos en el
espectrometro de masas de tiempo de vuelo (MS — TOF) Bruker Maxis Impact, cuya
fuente de ionizacidn es el electrospray.

Tanto los espectros unidimensionales como bidimensionales, asi como los espectros de
masas de alta resolucidn fueron obtenidos en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales
de Valladolid (LTI).

A continuacidn, se encuentran los procedimientos experimentales detallados llevados a
cabo en este trabajo.
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8.1 Sintesis de 2,2-dimetoxi-1,7,7-trimetilbiciclo[2.2.1]heptano (1)

1. CH(OMe)3/H,SO,4
2. NaOMe
3. Tolueno anhidro

MeOH, t.amb, 72 h OMe
(0] OMe

1

Se prepara una disolucién de D-alcanfor (40,00 g, 0,263 mol) en metanol (40,0 mL).
Sobre ésta, se adiciona ortoformiato de metilo (213,33 mL, 1,95 mol) y H,S04 (1,20 mL),
que actla como catalizador de la reaccidén. Se mantiene con agitacidén constante durante
2 dias y, una vez pasado este tiempo, se afiade a la disolucidn resultante, una disolucién
de métoxido sédico (NaOMe) en metanol (3,3 mL) para neutralizar. A continuacién, se
elimina el disolvente en el rotavapor y el residuo se trata con tolueno anhidro (37,3 mL).
Se filtra y se lleva de nuevo al rotavapor para concentrar. Finalmente, el compuesto
obtenido se destila (95°C, 0,4 torr)!28l, dando lugar a un liquido viscoso incoloro (43,29
g, 0,218 mol, 83%).

1H NMR (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 3,19 (s, 3H), 3,12 (s, 3H), 2,16 (m, 1H), 1,70 (m, 2H),
1,62 (t, 1H), 1,31 (m, 1H), 1,20 (m, 1H), 1,11 (d, 1H), 0,93 (s, 3H), 0,88 (s, 3H), 0,79 (s,
3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls), & (ppm): 108.87, 77.21, 77.06, 76.61, 52.79, 50.11, 47.15,
44,14, 40.87, 29.26, 27.21, 20.50, 12.36.

8.2 Sintesis de 2,3-0-(1’,7’,7’-trimetil[2’.2’.1’]biciclohept-2’-iliden)-mioinositol (2)
I61.

Mioinositol/H,SO,4

OMe DPMSO/CHCI3/MeOH/
OMe H,O/TsOH

1 2

Se prepara una disolucién con el reactivo 1 (30,03 g, 0,151 mol) en dimetilsulféxido
(DMSO) anhidro (131,7 mL) y sobre ésta, se afiade el mioinositol (11,50 g, 63,8 mmol) y
H2S04 (0,67 mL), dejandose con agitacién constante a 80°C durante 3 horas. Pasado este
tiempo, se observa que la disolucién adquiere un color caramelo. A continuacién, se
afade EtsN (4,35 mL), se agita durante 5 minutos y se elimina el disolvente a vacio. Se
aflade DMSO anhidro hasta que la masa de reaccién sea de 56,00 g, asi como CHCl3
(194,4 mL), MeOH (12,2 mL), H,0O destilada (3,9 mL) y TsOH (0,07 g). Se mantiene con
agitacién durante 12 horas a temperatura ambiente, observandose la aparicién de un
precipitado. Se vuelve a afiadir EtsN (1,46 mL) y seguidamente, se filtra y se lava con
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CHCls. El sdlido resultante se recristaliza en MeOH (0,1 % EtsN) (200,0 mL). Se obtiene
un sdlido blanco (6,85 g, 0,022 mol, 34%).

1H NMR (400 MHz,), & (ppm): 4,25 (t, 1H), 3,76 (t, 1H), 3,66, (dd, 1H), 3,54 — 3,39 (m,
2h), 3,28 (m, 6H), 3,11 (t, 1H), 2,11 — 1,97 (m, 2H), 1,70 (m, 2H), 1,37 (m, 1H), 1,02 (s,
3H), 0,85 (d, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCls), & (ppm): 117.47, 76.44, 76.25, 75.95, 73.73, 72.39, 70.42,
51.17, 45.18, 45.00, 29.12, 26.51, 19.72, 19.45, 8.95.

HRMS m/z para C16H2606: 337,1631

8.3 Sintesis de 1-O-(terc-butildifenilsilil)-2,3-0-(1’,7’,7’-trimetil[2.2.1]biciclohept-
2’-iliden)-mioinositol (3)®!:

1. Imidazol
2. TBDPS-CI

py, 0 °C

Se prepara una disolucién a partir del compuesto 2 (13,706 g, 0,043 mol) e imidazol (3,86
g, 0,057 mol) en piridina seca (138,5 mL) y sobre ésta, se anade cloruro de terc-
butildifenilsililo (TBDPS-CI) (10,42 mL, 0,040 mol). Se deja en agitacién durante 36 horas
a 0°C, siendo posible seguir la reaccién por TLC, utilizando como eluyente una mezcla de
CHCI3/MeOH (15:1), proporcionando una mancha con Rf = 0,42. A continuacion, se
elimina el disolvente en el rotavapor y el precipitado obtenido se purifica mediante
columna cromatografica utilizando como eluyente CHCI3/MeOH (30:1). Se obtiene un
sélido blanco con aspecto espumoso (20,771 g, 0,037 mol, 94%).

1H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 7,73 (m, 4H), 7,37 (m, 6H), 3,87 (m, 1H), 3,76 (m,
2H), 3,56 (m, 1H), 3,48 (m, 1H), 3,11 (m, 2H), 1,92 (m, 1H), 1,67 (m, 3H), 1,28 (m, 3H),
1,07 (s, 9H), 0,83 (m, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3), & (ppm): 135.99, 135.83, 133.39, 133.34, 127.81, 127.70,
118.09, 77.33,76.99, 76.68, 76.32, 76.15, 75.76,72.94, 72.64, 72.60, 51.55, 48.00, 45.15,
44.97, 29.54, 26.86, 20.52, 20.46, 19.33, 9.92.

HRMS m/z para C32Ha406Si ([M+Na]*): 575,2909
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8.4 Sintesis de 1-O-(terc-butildifenilsilil)-mioinositol (4)1*]:

1. BF3-CH5CN OH
2.HS/\/OH HO

CH2C|2y t.amb, 48 h HO\\‘

Se prepara una disolucién a partir del compuesto 3 (6,114 g, 0,011 mol) en CH,Cl; (12,6
mL) y BF3-CHsCN (1,79 mL, 0,014 mol) y se agita durante 15 minutos. A continuacion, se
afiade 2-mercaptoetanol (9,14 mL, 0,129 mol) y agita durante 72 horas a temperatura
ambiente. Es posible controlar la reaccion mediante TLC, usando como eluyente
CHCI3/MeOH (4:1), dando lugar a una mancha con Rf = 0,25. Se elimina el disolvente en
el rotavapor y el compuesto resultante se purifica mediante columna cromatografica
utilizando como eluyente CHCl3/MeOH (10:1). Finalmente, se concentra, obteniéndose
un sélido blanco con aspecto espumoso (2,646 g, 6,32 mmol, 57%).

1H NMR (400 MHz, DMSO-d), & (ppm): 7,72 (m, 4H), 7,35 (m, 6H), 4,47 (m, 5H), 3,61 (t,
1H), 3,47 (m, 1H), 3,34 (m, 4H), 2,77 (m, 2H), 2,47 (m, 1H), 0,98 (s, 9H).

13¢ NMR (101 MHz, CDCls), & (ppm): 136.26, 135.97, 134.91, 134.08, 129.83, 127.87,
127.81, 75.79, 74.78, 73.07, 72.85, 72.18, 39.94, 27.39, 19.63.

HRMS m/z para C22H3006Si ([M+Nal*): 441,1718

8.5 Sintesis de 2,3,4,5,6-pentakis(metoximetoxi)ciclohexiloxil(terc-
butildifenilsililo) (5)3!:

1. DIPEA
OTBDPS 2. MOM-CI
“'OH DMF, 65 °C, 24 h
4 5

Se prepara una disolucién del compuesto 4 (2,162 g, 5,165 mmol) en DMF (9,4 mL),
sobre la cual se adiciona DIPEA (7,21 mL, 43,6 mmol) y cloruro de metilmetiléter (MOM-
Cl) (2,52 mL, 33,0 mmol). Se deja en agitacién durante 24 horas a 65°C. Se puede seguir
la reaccibn mediante TLC, utilizando como eluyente heptano/acetona (3:1),
comprobando que la reaccidn ha terminado cuando aparece una mancha con Rf =0,12.

27



El compuesto resultante se purifica mediante columna cromatografica utilizando como
eluyente heptano/acetona (8:1). Finalmente, se concentra, obteniéndose un liquido
viscoso incoloro (2,80 g, 4,39 mmol, 85%).

1H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 7,71 (m, 4H), 7,38 (m, 6H), 4,97 (dd, 2H), 4,85 (dd,
2H), 4,77 (dd, 2H), 4,50 (dd, 2H), 4,26 (dd, 2H), 3,99 (t, 1H), 3,78 (m, 2H), 3,48 (d, 5H),
3,38 (m, 4H), 3,23 (s, 2H), 3,18 (s, 1H), 3,11 (s, 3H), 1,08 (s, 9H).

13 NMR (101 MHz, CDCls), & (ppm): 136.04, 135.83, 134.14, 132.85, 130.01, 129.80,
127.89, 127.68, 99.12, 98.75, 98.46, 97.22, 95.07, 79.32, 78.96, 77.71, 77.30, 76.99,
76.67, 75.56, 75.29, 74.18, 56.68, 56.60, 56.37, 55.51, 55.34, 27.28, 19.12.

HRMS m/z para Cs2Hs0011Si ([M+Na]*): 661,307

8.6 Sintesis de 2,3,4,5,6-pentakis(metoximetoxi)ciclohexanol (6)5!:

BuyNF

THF, t. amb, 12 h

Se prepara una disolucién a partir del compuesto 5 (2,408 g, 3,77 mmol) en
tetrahidrofurano (THF) (11,2 mL) y sobre ésta, se anade disolucién de BusNFen THF 1 M
(3,78 mL, 12,8 mmol). Se deja en agitaciéon durante 12 horas a temperatura ambiente y
se sigue la reaccion mediante TLC con eluyente heptano/acetona (3:1), habiendo
concluido cuando aparezca una mancha con Rf = 0,23. El compuesto resultante se
purifica mediante columna cromatografica empleando como eluyente heptano/acetona
(3:1). Finalmente, se concentra, obteniéndose un liquido viscoso amarillento (1,48 g,
3,71 mmol, 98,5%).

1H NMR (400 MHz, CDCl3), & (ppm): 4,85 — 4,70 (m, 10H), 4,06 (m, 1H), 3,96 (m, 1H),
3,91 (t, 1H), 3,76 (m, 1H), 3,65 (t, 1H), 3,52 — 3,37 (m, 17H).

13C NMR (101 MHz, CDCls), & (ppm): 98.62, 98.40, 97.90, 96.13, 83.04, 79.56, 77.77,
77.30, 77.15, 76.98, 76.68, 76.36, 70.92, 56.30, 56.24, 56.03, 55.64, 55.61.

HRMS m/z para Ci16H32011 ([M+Na]*): 423,1847
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8.7 Sintesis de bromuro de (7-metoxi-7-oxoheptil)trifenilfosfonio (7):

©
o) Br o

/\/\/\)J\ PPha, K2COs ®/\/\/\)J\
Br O/\ PhsP OMe

CH3CN, reflujo

7

Se prepara una disolucion a partir del 7-bromoheptanoato de etilo (10 mL, 51,0 mmol)
en CH3CN anhidro (180,0 mL), sobre la cual se afiade PPhs (29,22 g, 0,111 mol) y K,CO3
(4,132 g, 29,9 mmol). Se deja en agitacion y a reflujo durante 24 horas. La reaccién puede
seguirse mediante TLC, utilizando como eluyente CH,Cl,/MeOH (20:1), proporcionando
una mancha con Rf = 0,10. A continuacidn, se elimina el disolvente y el sélido resultante
se lava con MeOH para eliminar la PPhs y se filtra. La disolucién resultante se concentra
y se purifica el residuo mediante columna cromatogréfica, utilizando como eluyente
CH,Cl2/MeOH (20:1). Se concentra, generando una grasa marrén (17,536 g, 43,2 mmol,
85%).

1H NMR (400 MHz, €DCls), & (ppm): 7,65 (m, 15 H), 3,59 (m, 2H), 3,48 (s, 3H), 2,25 (m,
1H), 2,13 (m, 2H), 1,52 (m, 4H), 1,40 (m, 2H), 1,19 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, CDCls), & (ppm): 174.03, 134.94, 133.55, 133.45, 130.51, 130.39,
118.51, 111.65, 77.50, 77.21, 76.86, 51.31, 33.66, 29.89, 29.72, 28.35, 24.22, 22.79,
22.32,22.28,22.24.

HRMS m/z para Ca7H320,P ([M+Na]*): 419,2142

8.8 Sintesis de (Z)-7-hexadecenoato de metilo (8):

Br O o)

®/\/\/\)J\ Nonanal, Cs,COs WJ\
PhsP OMe = ;7 ™J5; OMe

CH,Cl,, reflujo
7 8

Se prepara una disolucién de la sal de fosfonio 7 (17,112 g, 35,3 mmol) en CH,Cl; (427,0
mL), sobre la cual se afiade nonanal (5,90 mL, 34,3 mmol). Se agita a temperatura
ambiente durante unos minutos y a continuacion, se afiade Cs,COs (44,51 g, 0,137 mol).
Se deja en agitacion a 60°C durante 24 horas. La reaccién puede seguirse mediante TLC,
utilizando como eluyente heptano/acetato de etilo (10:1), generando una mancha con
Rf = 0,25. Seguidamente, se elimina el disolvente y el residuo restante se purifica
mediante columna cromatografica, utilizando como eluyente heptano/CH,Cl; (10:1).
Finalmente, se concentra, dando lugar a un liquido incoloro (8,631 g, 32,1 mmol, 91%).

1H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 5,32 (m, 2H), 3,64 (s, 2H), 2,39 (m, 1H), 2,28 (m,
2H), 1,61 (m, 3H), 1,25 (m, 17H), 0,86 (t, 4H).
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13C NMR (101 MHz, C€DCls), & (ppm): 174.20, 133.78, 133.58, 130.18, 129.40, 128.13,
77.25,76.94, 76.64, 51.38, 43.89, 38.80, 34.03, 31.86, 31.73, 29,71, 29.48, 29.28, 29.12,
29.05, 28.76, 27.21, 26.95, 24.83, 22.63, 22.04, 20.00, 19.29, 14.06, 11.38.

HRMS m/z para C1gH340; ([M+Na]*): 305,2454

8.9 Sintesis de acido (Z)-7-hexadecenoico (16:1 n9) (9):

@)
7 5 OMe ~ \A?Z\(\/)?J\OH
MeOH/H,0
8 9

Se prepara una disolucién del éster 8 (4,544 g, 16,0 mmol) en MeOH (146,6 mL), se
afiade disolucién de hidréxido de litio 4 M (146,58 mL, 0,266 mol) y se agita durante 24
horas a 65°C. La reaccién puede seguirse mediante TLC, utilizando como eluyente
heptano/acetato de etilo (5:1), proporcionando una mancha con Rf = 0,20. A
continuacion, se elimina la parte organica en el rotavapor y sobre la fase acuosa se
realiza una extraccién liquido — liquido con éter. A la fase acuosa resultante, se le anade
HCl hasta alcanzar pH 1y seguidamente, se realiza otro lavado con éter. Finalmente, se
lava con disolucién saturada de NaCl y se seca con MgSOa. Se concentra, obteniéndose
un liquido viscoso marron (3,13 g, 12,3 mmol, 77%).

1H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 5,32 (m, 2H), 2,31 (t, 2H), 1,99 (m, 3H), 1,61 (m,
2H), 1,28 (m, 17H), 0,85 (t, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3), & (ppm): 130.86, 129.33, 77.28, 76.99, 76.68, 34.04, 31.90,
29.71, 29.48, 29.28, 28,66, 27.19, 26.91, 24.53, 22.63, 14.07.

HRMS m/z para Ci6H300; ([M+Na]*): 277,2138

8.10 Sintesis de palmitato de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metilo (10)[2°!:

(0]

1. 14 OH o

2. DMAP \M)J\

HO” "o 3.DCC .07 "0
o) 0
CH,Cl,
10

Se prepara una disolucion a partir de (2R) — solketal (19,28 mL, 0,155 mol), acido
palmitico (39,71 g, 0,155 mol) y DMAP (5,13 g, 0,042 mol) en CHCl, (340,6 mL) a 0°C.
Por otra parte, se prepara otra disolucién de DCC (38,67 g, 0,187 mol) en CH,Cl; (68,2
mL), la cual se afiade sobre la primera y se mantiene en agitacion durante 24 horas a
temperatura ambiente. La reaccién puede seguirse mediante TLC, usando como
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eluyente heptano/acetato de etilo (3:1), proporcionando una mancha con Rf = 0,5. La
disolucidn se filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor. El compuesto resultante se
purifica mediante columna cromatograéfica utilizando como eluyente heptano/acetato
de etilo (3:1). Finalmente, se concentra, obteniéndose un precipitado blanco (54,52 g,
0,147 mol, 95%).

1H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 4,30 (m, 1H), 4,15 (m, 1H), 4,06 (m, 2H), 3,72 (m,
1H), 2,32 (t, 2H), 1,61 (m, 2H), 1,39 (s, 6H), 1,24 (s, 21H), 0,86 (t, 3H).

13C NMR (101 MHz, €DCls), & (ppm): 173.62, 109.77, 77.28, 76.94, 76.65, 73.63, 66.35,
64.46,34.07, 31.88, 29.64, 29.56, 29.42, 29.32, 29.21, 29.09, 26.62, 25.34, 24.87, 22.67,
14.10.

HRMS m/z para C2;H4204 ([M+Na]*): 393,3016

8.11 Sintesis de palmitato de 2,3-dihidroxipropilo (11)12¢l:
\Mj\
(@]
14 (:) Amberlist 15 _ \(\/)%}O/\_;/\OH
EtOH, reflujo OH
10 11

Se prepara una disolucién del compuesto 10 (21,512 g, 58,0 mmol) en EtOH 95% (95,6
mL) y sobre ésta, se afiade Amberlist 15 (10% en masa). Se deja a reflujo durante 24
horas. A continuaciodn, se filtra utilizando celita y se concentra, apareciendo un sélido
blanco (16,859 g, 50,1 mmol, 86%).

1H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 4,16 (m, 2H), 3,92 (m, 1H), 3,64 (m, 2H), 2,34 (t,
2H), 1,61 (m, 2H), 1,24 (s, 21H), 0,86 (t, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3), & (ppm): 77.25, 76.95, 76.65, 70.25, 65.18, 63.25, 34.05,
31.89, 29.64, 29.56, 29.40, 29.31, 29.22, 29.06, 24.87, 22.66, 14.09.

HRMS m/z para C19H3304 ([M+Na]*): 353,2690
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8.12 Sintesis de 3-dimetiltritil-2-hidroxipropilpalmitato (12)[2°]:

OMe

Piridina OH

O
Ph
DMT-CI
\(\/))J\O/\./\OH > \h/))J\O/\/\O
14 Z
OH
OMe

i 12

Se prepara una disoluciéon del compuesto 11 (14,523 g, 43,1 mmol) y de cloruro de
dimetoxitritilo (DMT-CI) (17,62 g, 52,0 mmol) en piridina (319,0 mL) y se agita durante
30 minutos a temperatura ambiente. La reacciéon puede seguirse mediante placa,
utilizando como eluyente heptano/acetato de etilo (6:1), proporcionando el compuesto
12 una mancha con Rf = 0,10. A continuacién, se elimina el disolvente y se purifica en
columna cromatografica utilizando como eluyente heptano/acetato de etilo (6:1). Al
concentrar, se obtiene un liquido muy viscoso con cierta tonalidad amarillenta (26,085
g, 40,7 mmol, 94,5%).

1H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 7,41(d, 2H), 7,23 (m, 8H), 6,78 (d, 4H), 4,16 (m, 2H),
3,98 (m, 1H), 3,77 (s, 6H), 3,20 (d, 2H), 2,30 (m, 2H), 1,57 (d, 2H), 1,25 (s, 20H), 0,85 (t,
3H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3), & (ppm): 174.00, 158.56, 144.52, 135.64, 129.97, 129.10,
128.07, 127.81, 126.82, 113.09, 86.26, 77.33, 77.01, 76.69, 69.32, 65.70, 63.96, 55.19,
34.12, 31.88, 29.64, 29.45, 29.37, 29.22, 29.14, 24.86, 22.66, 14.09.

HRMS m/z para CaoHs606 ([M+Na]*): 655,4106

8.13 Sintesis de oleato de 1-dimetoxitritil-3-(palmitoiloxi)propan-2-ilo
(13)L28l;
0]
J WOH 0

Q g gg'ép %O/\;/\ODMT

OH Ultrasonidos, 6h

0]
12 13

Se prepara una disolucién de 12 (5,183 g, 8,11 mmol), 4cido oleico (2,61 mL, 8,20 mmol)
y DMAP (0,29 g, 2,37 mmol) en CHxCl; (83,6 mL) a 0°C. Por otra parte, se prepara otra
disolucién de DCC (2,02 g, 9,79 mmol) en CHCl, (21,4 mL), la cual se afiade sobre la
primera y se lleva a reflujo en ultrasonidos?”! durante 6 horas. La reaccion puede
seguirse mediante TLC, usando como eluyente heptano/acetato de etilo (6:1),
proporcionando una mancha con Rf = 0,42. Se elimina el disolvente y el residuo
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resultante se purifica mediante columna cromatografica utilizando como eluyente
heptano/acetato de etilo (15:1). Finalmente, se concentra, obteniéndose un sdlido
blanco (5,17 g, 5,76 mmol, 71%).

1H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 7,41 — 7,12 (m, 9H), 6,80 (m, 4H), 5,32 (m, 2H), 5,24
(m, 1H). 4,36 — 4,17 (dd, 3H), 3,77 (s, 6H), 3,19 (m, 2H), 2,35 — 2,20 (m, 4H), 1,99 (m, 4H),
1,67 — 1,18 (m, 44H), 0,86 (s, 6H).

13 NMR (101 MHz, CDCl3), & (ppm): 129.93 (2C), 129.66, 129.07, 128.03, 127.79,
127.77,127.71, 126.76, 113.13, 113.07, 86.03, 77.28, 76.96, 76.65, 70.46, 62.90, 62.00,
55.14, 34.37, 34.12, 31.90, 31.87, 29.76 — 29.01 (14C), 27.19, 27.15, 24.92, 24.83, 22.67,
14.07.

HRMS m/z para CsgHgsO7 ([M+Na]*): 919,6477

8.14 Sintesis de oleato de 1-hidroxi-3(palmitoiloxi)propan-2-ilo (14)12¢!:
o o)
4 O™ 7~ "oDMT Pirrol N 7407 > 0OH
o (ge) CH,Cl, gAY
o o)
13 14

Se prepara una disolucion de 13 (2,011 g, 2,24 mmol) en CHxCl; (20,5 mL), sobre la cual
se anade &acido trifluoroacético (TFA) (20,11 uL, 0,262 mmol) y pirrol (0,275 mL, 3,96
mmol). Esta se mantiene con agitacién constante a temperatura ambiente durante 6
horas. La reaccion puede seguirse mediante TLC, usando como eluyente
heptano/dietiléter (3:1), proporcionando una mancha con Rf = 0,08. El compuesto
resultante se purifica mediante columna cromatografica utilizando como eluyente
heptano/dietiléter (6:1). Finalmente, se concentra, obteniéndose un sélido amarillento
(1,321 g, 2,22 mmol, 99%).

1H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm): 5,32 (m, 2H), 5,06 (m, 1 H), 4,33 — 4,03 (m, 4H), 3,71
(t, 1H), 2,32 (m, 4H), 1,99 (m, 4H), 1,70 — 1,33 (m, 44H), 0,86 (m, 6H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3), & (ppm): 173.73, 173.35, 129.95, 129.59, 77.27, 76.96,
76.69, 72.10, 68.27, 64.28, 62.00, 61.42, 34.22, 34.07, 31.86, 29.74 — 28.98 (17C), 27.17,
27.11, 24.86, 22.63, 14.06.

HRMS m/z para C37H700s ([M+Na]*): 633,4872
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8.15 Sintesis del glicerofosfomioinositol (15):

O 0]
\Wk /\/\ POC|3 I
7 O~ Y~ "OH WOMO/?\

7 Cl
Cl

14 e} 7 14 =
/H\( EtsN, CH,Cl, 0°C M\H/O

o)
o)
14
Et;N, H,0
CH,Cl,
o)
OH OJ\M/:(\/V
HO ot Z ol pgm’
\ﬁ/ ~ N jﬁ(\)\
HOY “OH’ ©
OH
15

Se prepara una disolucién de POClI; (0,05 mL, 0,548 mmol) en CH,Cl; (15,0 mL), se lleva
a 0°Cy se afade lentamente EtsN (0,151 mL, 1,09 mmol). Por otro lado, se prepara una
disolucién del diacilglicerol 14 (0,130 g, 0,219 mmol) en CHxCl; (5,0 mL) y se aiflade sobre
la primera gota a gota. Se agita a temperatura ambiente durante 1 hora. El avance de la
reaccion puede seguirse mediante TLC, en eluyente heptano/dietiléter (1:1),
observandose la desaparicion de la mancha correspondiente al diacilglierol 14 en Rf =
0,375. Se concentra, dando lugar a una grasa amarillenta.

A continuacion, se redisuelve este residuo en CHCl; (15,0 mL) y se afiade EtsN (46 pL,
0,329 mmol). Por otra parte, se disuelve 6 (0,079 g, 0,197 mmol) en CHxCl; (2,00 mL) y
se anade lentamente sobre la disolucidén anterior. Se agita a temperatura ambiente
durante 90 minutos. Se afiade H,O (0,5 mlL) y se agita durante 10 minutos.
Seguidamente, se realiza una extraccién liquido — liquido, en donde la fase organica se
lava con CH;Cl,, a continuacidn se realiza un presecado con disolucién saturada de NacCl
y finalmente, se seca con MgS0O4 anhidro. Se filtra y se concentra.
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9. Anexo: 'H, 13C, HSQC, COSY, MS

e Compuesto 1: 2,2-dimetoxi-1,7,7-trimetilbiciclo[2.2.1]heptano
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Compuesto 2: 2,3-0-(1’,7’,7’ -trimetil[2".2’.1"]biciclohept-2’-iliden)-mioinositol
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Espectro 6
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e Compuesto 3: 1-O-(terc-butildifenilsilil)-2,3-0-(1’,7’,7’-trimetil[2.2.I]biciclohept-2’-
iliden)-mioinositol
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Espectro 10
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e Compuesto 4: 1-O-(terc-butildifenilsilil)-mioinositol
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SMP-37_COMPLETO_gHSQCAD_01
SMP-37_COMPLETO

e

|

[
— |
— # L]
— T
—_—— (]
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 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5
f2 (ppm)
Espectro 16
SMP-37_COMPLETO_gCOSY_01
SMP-37_COMPLETO
N
1 ﬂ
[
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

43

4.5 4.0
f2 (ppm)

r10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

r120

r130

r140

150

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Intens.

™ +M5, 0.1-0.9min #5-51

x108 ®Cz z H: o NaOs Si, 441.1709
5 1010038 Espectro 17
44
3
2
4411718
14
(M+Na]*
337.1623 858.3571
0 N1 T - — . ol . . [ . . .
200 400 600 300 1000 1200 mz

44




e Compuesto 5: 2,3,4,5,6-pentakis(metoximetoxi)ciclohexiloxil(terc-butildifenilsililo)
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e Compuesto 6: 2,3,4,5,6-pentakis(metoximetoxi)ciclohexanol
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e Compuesto 7: bromuro de (7-metoxi-7-oxoheptil)trifenilfosfonio
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e Compuesto 8: (Z)-7-hexadecenoato de metilo
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Espectro 35
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Compuesto 9: acido (2)-7-hexadecenoico

Espectro 38
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e Compuesto 10: Palmitato de 2,3-dimetoxipropilo
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Compuesto 11: Palmitato de 2,3-dihidroxipropanoilo
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e Compuesto 12: Palmitato de 3-(4’,4’-dimetoxitritil)-2-hidroxi-1-propanoilo
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e Compuesto 13: oleato de 3-(4’,4’-dimetoxitritilo)-1-palmitoiloxi-2-propanoilo
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e Compuesto 14: oleato de 3-hidroxi-1-palmitoiloxi-2-propanoilo
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Espectro 65
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