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1. ABREVIATURAS

MAG Monoacilglicerol
DCC N, N-diciclohexilcarbodiimida
DIPEA N, N-diisopropiletilamina
DMAP 4-dimetilaminopiridina
TBDPS-CI Cloruro de terc-butildifenilsililo
MOM-CI Cloruro de metilmetil éter
p-TsOH Acido para-toluensulfénico
THF Tetrahidrofurano
DMF N, N-dimetilformamida
16:1 n-9 Acido (Z)-7-hexadecenocico
m-CPBA Acido meta-cloroperbenzoico
DMSO Dimetilsulféxido

TEA

Trietilamina







2. RESUMEN / ABSTRACT

Este Trabajo Fin de Grado tiene como objetivo la optimizacién de un método sintético
completo de glicerofosfolipidos que porten en su posicién sn, distintos acidos grasos
insaturados. En concreto se trabajara en la sintesis del fosfatidilmioinositol portador del acido
graso (Z)-7-hexadecenoico (16:1 n-9) con el objetivo de estudiar su actividad como posible
biomarcador de enfermedades cardiovasculares. Este método se basa en trabajos anteriores
para la sintesis de los diferentes fragmentos e incorpora un nuevo procedimiento para el

anclaje de estos basado en compuestos de organoestafio.

This Final Project aims to optimize a complete synthetic method of glycerophospholipids that
carry different unsaturated fatty acids in their sn, position. Specifically, we will work on the
synthesis of phosphatidyl myioinositol, carrier of the 16:1 n-9 fatty acid, the (Z)-7-
hexadecenoic acid, in order to study its activity as a possible biomarker of cardiovascular
diseases. This method is based on previous works for the synthesis of different fragments and
incorporates a new procedure for the anchoring of this compounds based on organotin

compounds.






3. INTRODUCCION

Trabajos de investigacion recientes han demostrado la importancia biolégica que poseen una
familia de acidos grasos isdmeros del acido palmitoleico (16:1 n-7). En concreto, la actividad
antiinflamatoria del acido graso cis-7-hexadecenoico (16:1 n-9), que puede ser usado como

biomarcador para la deteccién de enfermedades cardiovasculares(,

WVW/\)J\OH

Figura 1: Acido palmitoleico

W\/W\/\)J\OH

Figura 2: Acido (Z)-7-hexadecenoico

Cuando se produce una lesion a nivel celular se desencadenan una serie de respuestas con
caracter inflamatorio, perfectamente controladas por el organismo, como respuesta inicial y
no especifica. En la segunda fase, se generan una serie de procesos antiinflamatorios!?

mediante la liberacidon de sustancias bioactivas.

Las células endoteliales liberan varios productos con potencial antiinflamatorio que atraen a
los monocitos y facilitan su actividad. De entre todos estos compuestos destaca el acido
araquidonico, aunque también actian otros acidos grasos que se liberan como respuesta
autoinmune. Cuando los monocitos atraviesan el endotelio se diferencian en macrdéfagos y se
transforman en células espumosas. Se ha demostrado que la exposicidon de los monocitos al
acido araquiddnico resulta en una acumulacién de lipidos neutros en las gotas citoplasmaticas

dentro de la célulal¥.

Trabajos recientes han podido evidenciar que los monocitos estan enriquecidos en otro acido
graso poco usual, aunque en menor cantidad, el acido cis-7-hexadecenoico (16:1 n-9), isémero
del palmitoleico (16:1 n-7). Esto resulta en la posibilidad de usar este acido graso como

biomarcador de la formacion de monocitos, y, al no estar presente en otros procesos



inflamatorios, de enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis, donde un exceso de

macréfagos hace que se depositen en la pared arterial formando las placas aterosclerdticas.

Este 4cido graso se sintetiza en las células fagociticas a través de la B-oxidacion del acido
oleico. A diferencia del acido palmitoleico y del resto de acidos grasos que estan presentes
principalmente en forma de fosfolipidos, la mayor parte del 16:1 n-9 se encuentra esterificado

en forma de CE (éster de colesterol) y TAG (triacilglicerol)].

o PL
= MAG
= DAG
o TAG
m CE

Imagen 1: Distribucidn de los diferentes dcidos grasos en los monocitos humanos.'!

Sin embargo, cuando es incorporado de forma exdgena, las células lo acumulan

principalmente en forma de GPL (glicerofosfolipidos).
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Imagen 2: Incorporacion de los isomeros del dcido graso a las células en glicerofosfolipidos (GPL), glicerolipidos

(GL) y ésteres de colesterol (CE).!

Los glicerofosfolipidos se dividen de acuerdo con el alcohol que lleven unido al grupo fosfato,
diferencidandose en fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS) y
fosfatidilinositol (PI). Estos ultimos juegan un papel muy importante en el anclaje de proteinas

a la superficie celular, por lo que su sintesis resulta de especial interés.

Una vez que el glicerofosfolipido se introduce en la célula, una serie de enzimas se encargan
de la hidrélisis de los diferentes enlaces éster para liberar los compuestos. Las enzimas

responsables de este proceso son las fosfolipasas!®..

0
0 )
| o R,

RE O o
Z |
O--P--O—Ry

1 ’
D.

Imagen 3: Diferentes fosfolipasas responsables de la hidrdlisis de los enlaces éster de un glicerofosfolipido.

La fosfolipasa responsable de la hidrdlisis del enlace de la posicion sn; es la fosfolipasa 2.
Gracias a esta enzima se libera el acido graso de esa posicién haciendo posible el estudio de

los efectos que tienen lugar en la célula.
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Este trabajo se basara en la sintesis de glicerofosfomioinostiol que llevara unido en su posicién
sny el acido graso 16:1 n-9, siendo esta ruta sintética valida para cualquier acido graso

insaturado en dicha posicidn.

( OH \

_ OH
Q o OH
| OH
N AN
R o) x o7 || ~o” Ho
H o)
Rz\”/o
. O J

Figura 3: Estructura general de glicerofosfomioinositol.

Han sido diversos los intentos de llevar a cabo la sintesis fosfomioinositoles portadores del
acido (2)-7-hexadecenoicol® 7 8 | apareciendo sobre el transcurso de los trabajos diferentes
trabas que dificultaban la obtencién del producto final. Uno de los mayores problemas que ha
surgido ha sido la inestabilidad del doble enlace del 4cido graso monoinsaturado a la oxidacién
final del grupo fosfito. El objetivo principal es buscar una ruta alternativa que permita asegurar

la integridad de dicho doble enlace.

En este trabajo se aporta un procedimiento experimental que difiere de los anteriores en el

anclaje de los compuestos de partida y el orden en el que se realiza.

12



4. PLAN DE TRABAJO

En este Trabajo Fin de Grado se marca como objetivo fundamental el ensayo de
procedimientos que permitan ensamblar satisfactoria y secuencialmente los componentes del
fosfomioinositol objeto de estudio. En trabajos anteriores se analizaron diferentes estrategias,

que no permitieron obtener el fosfoglicerol final.

En cuanto a la sintesis de los compuestos de partida se trabajarda empleando los métodos

recogidos en anteriores trabajos.

- Sintesis del 4cido graso de interés, el acido (Z)-7-hexadecenoico (16:1 n-9)

- Proteccioén selectiva de los grupos hidroxilo del mioinositol, obteniendo asi el derivado
con el grupo -OH del carbono-1 libre.

- Sintesis del monoacilglicerol con las posiciones sn; y sns libres para el posterior anclaje

del (16:1 n-9) y del fosfito de mioinositol respectivamente.

Se ha disefiado un plan de trabajo para poder lograr los objetivos anteriormente

mencionados:

1. Sintesis del dacido graso (Z)-7-hexadecenoico mediante una reaccion de Wittig
partiendo de nonanal y 7-bromoheptanoato de etilo (Esquema 1).

o) o) O
i OEt o TH 7 ;s OH

Esquema 1

2. Proteccién selectiva de los grupos hidroxilo del mioinositol (en forma metoximetil eter)
dejando libre el -OH del carbono-1 donde se producira la unién con el fosfito (Esquema

2).

13



Esquema 2

3. Sintesis del monoacilglicerol partiendo de isémero puro del (2R)-solketal mediante

una esterificacién con el acido palmitico en la posicién sn1 (Esquema 3).

0]
HO/\./\O O/\./\OH
14

74

Olin

H

Olin

Esquema 3

La novedad de este trabajo respecto a los anteriores viene en el anclaje de estos tres
compuestos de partida. Uno de los problemas que se ha presentado en la sintesis del
glicerofosfomioinositol es que, al introducir primero el acido graso monoinsaturado, el doble
enlace presente en este se veia afectado en la etapa final de oxidacion del fosfito con mCPBA,

generandose el correspondiente epoxidol®.

Para evitar la oxidacidn del doble enlace se ha propuesto un procedimiento en el que el acido

graso monoinsaturado se introduce después de realizar la oxidacién del fosfito a fosfato.

Se hard reaccionar el monoacilglicerol con éxido de dibutil estafo (Esquema 4) seguido de la
reaccién con el fosfito-inositol (Esquema 5) previamente preparado. Esta reaccién ocurre de
manera regioselectiva en la posicién sn3 del monoacilglicerol. De esta forma la posicion sn2

qgueda libre para el posterior anclaje del 16:1 n-9.
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Esquema 4
OMOM (l)Me
MOMO O—P—NPr,
?Me OMOM

0
\Mfko/\_/\o OMOM > _
o-sn Bu 5
l \BU BU\% /O
Bu v MOMO < OMOM
OH OMOM

Esquema 5

Siguiendo esta ruta sintética, donde el acido graso monoinsaturado se introduce en la ultima

etapa, se asegura que el doble enlace presente no sufra modificaciones.
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5. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

5.1 Sintesis de derivados de mioinositol

El mioinositol es el inositol conocido mds antiguo, fue aislado por primera vez alrededor del
afo 1850. Es el inositol mas abundante en la naturaleza y el Gnico isémero sintetizado de novo
por la glucosa-6-fosfatol®l. En los fosfatidilinositoles el fosfato de inositol se encuentra unido
a un diacilglicerol mediante un enlace fosfodiéster. Estos compuestos desarrollan un papel

fundamental en la transducciéon de sefiales.

©  oH
e) ? OH
P OH
X

Figura 4: Estructura del glicerofosfomioinositol deseado

El mayor problema de este tipo de sintesis recae en la obtencion del isémero protegido y
enantioméricamente puro del mioinositol. Se han descrito muchos procedimientos para la
sintesis de derivados de mioinositol!*® 1112 todos ellos basados en una serie de protecciones
y desprotecciones de los diferentes grupos hidroxilo gracias a su diferencia de reactividad, lo

gue resulta en un proceso experimental complejo con bajos rendimientos.

Figura 5: mioinositol protegido

Un compuesto de partida adecuado que simplifica la primera etapa es el 2,3-0(1',7',7’-

trimetil[2’.2".1’]biciclohept-2’-iliden)-mioinositol, sintetizado mediante la reaccién del

17



mioinositol con el 1,1-dimetoxialcanfor, donde los grupos hidroxilo del C-2 y C-3 se protegen

en forma de acetal(? (Esquema 6).

. _HaS04
OMe
OMe
Esquema 6

La siguiente etapa es también una proteccidn regioselectiva, esta vez del grupo hidroxilo de la
posicién 1. Se emplea un grupo voluminoso, cloruro de terc-butildifenilsililo (TBDPS-CI), que

reacciona Unicamente con el grupo hidroxilo del C-11% (Esquema 7).

Esquema 7

Una vez se tiene el hidroxilo del C-1 protegido, se elimina el grupo protector diacetal derivado
del alcanfor situado en el C-2 y C-3 empleando mercaptoetanol en presencia de un catalizador
como BF3-Et,0.11% De esta forma se consigue que estén libres todos los grupos -OH a excepcién
de aquel en el C-1. Posteriormente se protegen todos los grupos hidroxilo con cloruro de

metoximetiléter (MOM-CI)'% (Esquema 8).

18



Esquema 8

Por ultimo, se emplea BusNF para eliminar el grupo protector terc-butildifenilsililo y liberar el

-OH del C-1111 (Esquema 9

BuyN* F-

Esquema 9

5.2  Sintesis de acidos grasos insaturados de estereoquimica (Z).

No existen muchos métodos para la preparacion de acidos grasos insaturados con
estereoquimica (Z). El método mas sencillo es mediante una reaccion de Wittig, aunque

también se puede llevar a cabo mediante hidrogenacién de alquinos.

5.2.1 Hidrogenacion de alquinos

Este método sintético para la preparacion de acidos grasos monoinsaturados cis se basa en la

reduccion selectiva de un alquino para generar un alqueno (Z).

En experimentos recientes!'3! se ha preparado el 4cido (Z)-4-decenoico partiendo del acido 4-
decinoico empleando el catalizador de Lindlar (paladio al 5% sobre carbonato calcico)

(Esquema 10).

19



OH H2 M
M Pd 5%, CaCO; — OH

(]

Quinoleina
Esquema 10

Anteriormente también se habia llevado a cabo un procedimiento similar en la sintesis de
Leukotrieno B4[4, esta vez se realizé una hidrogenacidn en presencia de boruro de niquel
para controlar la estereoquimica del doble enlace en las posiciones 6 y 14 (Esquema 11).

CO,H
H2 COZH

Y

NiB, EtOH

Esquema 11

5.2.2 Reaccion de Wittig

La reaccién de Wittig es una reaccién muy extendida y se da entre un grupo carbonilo

(aldehido o cetona) y uniluro de fésforo generando un alqueno de estereoquimica (Z).

En cuanto a acidos grasos y derivados, esta reaccidn se ha probado de forma satisfactoria en
la sintesis de 9-(tetrahidropiran-2-iloxi)-(5Z)-nonanoato de etilo, partiendo de la sal de
fosfonio derivada de 5-bromopentanoato de etilo y el correspondiente aldehido!*! (Esquema

12).

©
Br

0
®
Ph3P/\/\)LOEt

H H
TH POW > THPOM—
K,COs/dioxano/H,0

o) (@]

Esquema 12

La estereoselectividad caracteristica de esta reaccién también se mantiene cuando se
emplean aldehidos mas ramificados. Es el caso de la sintesis de los 4acidos 14-
metilhexadecenoico y 12-metilhexadecenoico. Estos acidos grasos ramificados se preparan a
partir del 3-metilpentanal y el iluro de fésforo del carboxilato correspondientel’®! (Esquema
13).

20



o) 0 /w/\CHO 0
®/\)k _n-Buli > PhsP a‘)k@ —_— w—
PhsP L OH  gp ., O . “OH

Esquema 13

Para el acido graso de interés en este trabajo, el acido (Z)-7-hexadecenoico, existe un
procedimiento sintético descrito en la bibliografial'”l. Se parte del 6-bromohexanoato de etilo
que se transforma en 7-oxoheptanoato de etilo empleando, primero NaCN para generar el
nitrilo, y después, Hy/Ni-Ra para reducirlo al correspondiente aldehido. Este compuesto se

hace reaccionar con el iluro de fésforo para proporcionar el 4cido 16:1 n-9 (Esquema 14).

0 0 0 ® 0
/\M)L L Nach Ph3P/\M7/ N—
— —_—
Br . OEt 2 HyNiRa H 7 TOEt  NaN(TMS), 7 s OFt
Esquema 14

Un método alternativo para la preparaciéon del 16:1 n-9 ha sido llevado a cabo por nuestro
grupo de investigacion, proporcionando resultados muy satisfactorios. Se parte de 7-
bromoheptanoato de etilo y se forma la sal de fosfonio correspondiente. A continuacién, se
hace reaccionar la sal de fosfonio con nonanal seguido de la hidrdlisis del éster para formar el

acido deseado (Esquema 15).

(0]
o} \ﬂ)k 0
FPhs ®/\)k - 7] M
_— —_ r—

Br f OEt K,CO, PhsP 2 LiOH

Esquema 15

5.3  Sintesis de monoacilglicerol.

La importancia de esta etapa radica en la sintesis del isdmero puro del monoacilglicerol con la
regioquimica y estereoquimica adecuadas. La preparacién de un monoacilglicerol partiendo
directamente del glicerol tiene el inconveniente de que la acilacidn puede ocurrir en
cualquiera de los tres grupos hidroxilo. Por lo que se debe realizar una esterificacidon

regioselectiva que nos asegure la introduccién del acido graso en la posicién correcta.
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Los dos métodos mas repetidos en la bibliografia parten del (2R)-glicidol o del (2R)-solketal,

aunque también existen otros compuestos de partida descritos para la sintesis de

lisofosfolipidos!?t,

5

1
MOH H
o\

Figura 6: Estructuras del (2R)-glicidol y (2R)-solketal.

5.3.1 (2R)-glicidol
EL objetivo es la esterificacidn en la posicidn sni. Existen diferentes metodologias que parten

de este derivado de oxirano.
Apertura nucleofilica de epdxidos asistida por titaniol*l. Se produce la apertura del
epoxido por un nucledfilo, en este caso el anidn carboxilato del 4cido graso de interés,

utilizando isopropodxido de titanio. En este caso se parte del enantiomero (S) del

glicidol (Esquema 16).
. (0]
Ti(O'Pr), )k

\\\Q . NN

T - R (0] Y OH
SN Son 9 =
A o
R OH

Esquema 16

Usando bromuro de tetraetilamonio como catalizador para introducir el acido graso

de interés en la posicién sn1*®! (Esquema 17).
(e}
)J\ i
MOBn R OH )k AN
(0] - R (0] - OBn
Et,NBr =
OH
Esquema 17
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- Haciendo reaccionar (2R)-glicidol con cloruro de dimetilfosfonio en presencia de terc-

butdxido potasico, proporcionando el derivado de fosfato en posicién 3% (Esquema

18).
'‘BuOK O, ,OMe
A OH > /P
%) [0 ome
(CH;0),POCI O
Esquema 18

- Apertura regioselectiva del epdxido en medio bésico utilizando carbonato de cesiol?!l

(Esquema 19).

o]
OR )k 0] OR
T § i
PN > S AN
. HO O Y 0" || TOR
MO g OR .0, Y I
DMF OH
Esquema 19

Las sintesis mencionadas posibilitan la incorporacién regioselectiva del acido graso en la
posicién sni. En nuestro caso el acido graso que se incorpora en esta posicion seria el acido

palmitico (C16H3203).

5.3.2 (2R)-solketal

El uso de 1,2-O-isopropiliden glicerol, mds conocido como (2R)-solketal es el mas extendido
en la preparacién de monoacilgliceroles, ya que permite el acceso directo al grupo hidroxilo
de la posicién 1. Una vez se introduce el acido graso en la posicidn sni se lleva a cabo la
desprotecciéon de los otros dos grupos hidroxilo que quedan libres para reacciones

posteriores.

Uno de los métodos para introducir el acido graso en la posicidn sn1 parte del isémero puro
del (2R)- solketal que reacciona con el acido en presencia de dimetilaminopiridina (DMAP) y

diciclohexilcarbodiimida (DCC)!??! (Esquema 20).
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0]

PN 0

R OH

DMAP, DCC )]\ AN
» R 0 0

-

La sintesis del monoacilglicerol empleando (2R)-solketal es la mds utilizada debido a la

H

Ol

1

Esquema 20

facilidad para introducir el dcido graso en la posicién sni, ya que las otras dos posiciones se

encuentran protegidas.

Otro método, que también parte del (2R)-solketal para generar un monoacilglicerol, es
tratarlo con cloruro de 4-metoxibencilo en medio bdsico para proteger el grupo hidroxilo de
la posicién snil?3l. Después se procede a la apertura del acetal empleando &cido p-
toluensolfdénico paraintroducir posteriormente el 4cido graso en la posicion sns. De esta forma

queda libre el -OH de la posicion sn; para introducir otro acido graso (Esquema 21).

Cl

HO/Q OMe PMBO/\/7\<O

(0]
NaH, DMF ©
TsOH
MeOH
DMAP, DCC
PMBO/\/\OJ\R - PMBO/\/\OH
OH CH,Cl, OH
Esquema 21

Otros métodos para la preparacion de monoacilgliceroles se basan en el uso enzimas para

catalizar la reaccion?¥, sin embargo, en este trabajo no se utilizard ninguna enzima.

24



5.4  Sintesis del glicerofosfomioinositol

Vistos los problemas que se presentaban en trabajos anteriores en la realizacién de esta etapa,
se ha desarrollado otra ruta donde la incorporacién del acido graso insaturado sea posterior

a la oxidacion del grupo fosfito.

Uno de los mayores problemas a la hora de realizar este procedimiento es la diferenciacién
entre los dos grupos hidroxilo del monoacilglicerol. Un buen método para llevar a cabo la

monoacilacién de dioles es mediante el empleo de derivados de organoestafiol?®,

El tratamiento del monoacilglicerol con 6xido de dibutilestafio constituye una buena
alternativa a lo visto anteriormente, ya que el acoplamiento con el fosfito-derivado ocurre de
manera regioselectiva en la posicién menos sustituida (snsz). Este hecho se ha comprobado en
la sintesis de lisofosfolipidos?’2°l, produciéndose la esterificacion del acido graso en la

posicidon menos sustituida (Esquema 22).

0
) 0
NN Il R'COCI )j\ Il
0 y 0—P—OR > R o7 " o0—P—0R
\ = lo Base = lo
Bu-S)—© O Bu, O o
Bu Bu— I
Cl

Esquema 22

5.5 Trabajos relacionados.

La sintesis de glicerofosfomioinositoles portadores del acido graso 16:1 n-9 ha sido objeto de
estudio por nuestro grupo de investigacion, proponiendo diversos métodos sintéticos que no
han llegado a funcionar de la manera que se esperaba. Asi como la preparacién de los
compuestos iniciales es algo ya estudiado y aplicable a escala de laboratorio proporcionando
resultados aceptables, la etapa de ensamblaje ha sido la principal dificultad a la hora de poder

conseguir el objetivo.

En primer lugar se realizé una sintesis en la que la incorporacién del 16:1 n-9 era posterior a
la oxidacién del grupo fosfito!®. Debido a este hecho, el doble enlace presente en el 4cido
graso sufria una transformacién, donde se convertia en el correspondiente epdxido al usar

acido metacloroperbenzoico como agente oxidante (Esquema 23).
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Al observar este hecho, se traté de desarrollar un camino donde no fuera necesario el paso
de la oxidacién del grupo fosfito, introduciendo dicho grupo en el diacilglicerol directamente
en forma de fosfato, empleando cloruro de fosforilo (POCIs) seguido de la incorporacién del
derivado de mioinositol”]. En este trabajo no se pudo obtener resultados concluyentes, por
problemas asociados a la caracterizacién del producto final obtenidos con rendimientos muy

bajos para poder considerarlo como procedimento sintético, probablemente debido a la

menor reactividad del fosfato frente al fosfito (Esquema 24).

0
OMOM

MOMO OH

MOMON “/oMOM
OMOM
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/\/\

(0] Y o— P O/// \OMOM
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/\_/H‘/ MOMO OMOM

%MOM

Esquema 24
En el ultimo intento realizado, se volvid a la idea primera de introducir el fosfito y oxidarlo
posteriormente. Gracias a los espectros de IR y 3P RMN se comprobd que la oxidacién del
fosfito ocurria al airel®!, pudiendo obviar la etapa final de oxidacion, y con ello la posible
epoxidacion del doble enlace presente en el acido graso. Este procedimiento se llevd a cabo
empleando ciclohexanol como derivado del mioinositol y Unicamente sirvié para la

caracterizacion del fosfato, ya que transcurrié con un rendimiento muy bajo (Esquema 25).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Sintesis del derivado de moinositol

La preparacién del derivado de mioinositol requiere de sucesivas etapas de proteccion y
desproteccion hasta llegar al compuesto con todos los grupos hidroxilo protegidos excepto el

de la posicidn 1, donde posteriormente se acoplard el grupo fosfato.

Primero se realiza la proteccién selectiva de las posiciones 2 y 3 del mioinositol. Para este
primer paso se usa como agente protector el dimetilacetal derivado del alcanfor, preparado a
partir del D-alcanfor con buenos rendimientos.!*%! (Esquema 26).

1. CH(OMe)3/H,S0,

2. NaOMe
3. Tolueno anhidro

'
MeOH, T2 amb, 72 h
OMe

O OMe

Esquema 26

El uso de este grupo protector es ventajoso respecto a otros grupos (como ciclohexanona), ya
gue introduce quiralidad a la molécula y elimina la necesidad de realizar una resolucién mas

adelante.

La reaccion del dimetilacetal del alcanfor con mioinositol en presencia de acido sulfurico
concentrado lleva a la formacién de una mezcla de isdmeros. Estos isdmeros se separan por
recristalizaciones sucesivas, ya que afortunadamente, el isémero deseado es el menos soluble

de los cuatro que se forman3031],
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Figura 7: Distintos isomeros producidos en la reaccion de transcetalizacion.

La formaciéon de estos cuatro isdmeros y la necesidad de separar el deseado mediante
recristalizaciones hace que el rendimiento de esta etapa sea bajo (no supera el 30%), siendo

asi la etapa limitante de toda la sintesis. (Esquema 27).
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Figura 8: Estructura del ismero deseado.



Mioinositol/H,SO,4

OMe  DMSO/CHCI;/MeOH/
OMe H,O/TsOH

Esquema 27

Al ser esta la etapa limitante, es uno de los puntos a mejorar para poder incrementar el
rendimiento total de la sintesis. La primera recristalizacion se realiza en MeOH con un 0,1%

de EtsN y las posteriores en una mezcla de MeOH/H20 (1:1) con un 0,1% de EtsN.

La segunda etapa es el tratamiento de 2 con TBDPS-Cl para formar 3 (Esquema 28) mediante
su incorporacion regioselectiva en la posicién 1y derivatizacion del grupo hidroxilo en un silil-
derivado¥, Solo los grupos muy voluminosos pueden acoplarse de forma regioselectiva en
esta posicion, mientras que grupos menos voluminosos pueden reaccionar en otras posiciones
formando una mezcla de isémeros no deseados!'ll. Otra ventaja de utilizar este grupo
protector es la estabilidad frente a la hidrdlisis para eliminar el grupo protector derivado del

alcanfor en etapas posteriores.

0]

1. Imidazol 0] OTBDPS

2. TBDPS-CI

—_

py, 0°C H O\\\\ ,//'OH
OH
2 3
Esquema 28

Es importante destacar que el compuesto 2 debe someterse a procesos de secado para estar
completamente anhidro, ya que la presencia de agua hace que disminuya el rendimiento. Otro
aspecto a tener en cuenta es que este tipo de reacciones aumentan su selectividad cuando se

llevan a cabo a una temperatura de entre 0y -2 °C.
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Teniendo en cuenta que el objetivo es transformar los grupos hidroxilo de las posiciones 2, 3,
4,5,y 6 de la misma forma, se elimina en esta etapa el grupo protector del dimetilacetal del
alcanfor. Esta desproteccién se lleva a cabo mediante una transcetalizacién acido-catalizada.
Se trata el compuesto 3 con 2-mercaptoetanol y BFs-Et,0 para generar el compuesto 411

(Esquema 29).

OH

1. BF3-Et,0

OTBDPS ~_OH HO OTBDPS
2.HS
"’/OH CH2C|21 T2 amb, 48 h HO\\\‘ "’/OH
OH
3 4
Esquema 29

Sin embargo, el uso de BFs-Et;0 proporcionaba unos rendimientos muy pobres, impidiendo
obtener el producto deseado en varias ocasiones. Debido a este hecho se sustituyd por BFs-
CH3CN lo que resultdé de forma satisfactoria. El subproducto monotioacetal del alcanfor se

elimina facilmente mediante columna cromatografica.

Posteriormente se procede a la proteccidn de los grupos hidroxilo libres en forma de
metilmetiléter (MOM), empleando cloruro de metilmetiléter y DIPEA, generandose asi el
compuesto 5% (Esquema 30). El uso del grupo MOM proporciona una alta estabilidad

posicional y una facil desproteccidn en presencia de grupos fosfoéster y acilo™,

Esquema 30
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La ultima etapa de esta parte es la desproteccion del grupo hidroxilo de la posicidon 1 que se
encuentra en forma de silil derivado. Se trata 5 con BusNF para proporcionar 6111, el derivado
de mioinositol con el hidroxilo de la posicion 1 libre donde se producira el anclaje con el grupo

fosfato (Esquema 31).

BuyNF
—_—
O O
5 6
Esquema 31

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

Para la preparacion de acidos grasos monoinsaturados con estereoquimica cis se han
propuesto dos rutas sintéticas basadas en la bibliografia. Mediante hidrogenacion de
alquinos!™314y mediante la reaccién de Wittig empleando iluros de fésforo no estabilizados!**
171, En este caso, para la sintesis del acido graso 16:1 n-9 se lleva a cabo una reaccion de Wittig
existiendo dos caminos alternativos (Esquema 32). El mds accesible parte del 7-

bromoheptanoato de etilo y nonanal ya que ambos son productos comerciales.
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Esquema 32

La primera etapa de esta sintesis es la formacion de la sal de fosfonio procedente de la
reaccion entre el 7-bromoheptanoato de etilo y trifenilfosfina. Se produce un ataque
nucledfilo del par electrénico del fésforo al carbono donde se sitda el bromo, provocando su
desplazamiento. Es importante que la trifenilfosfina se encuentre en condiciones anhidra para

gue el rendimiento de la reaccidn no se vea afectado (Esquema 33).

©
(0] Br (@)

PPhg, K,CO; @/\/\/\)J\
Br/\/\/\)J\O/\ > Ph;P OMe

CH3CN, reflujo

Esquema 33

En la purificacidon de este compuesto mediante columna cromatografica empleando como
eluyente CH,Cl,/MeOH (20:1) se produce una transesterificacion parcial debido al metanol
formdandose el éster metilico. Sin embargo, este hecho no presenta ningln inconveniente

puesto que el producto final es el acido carboxilico.

En esta reaccidn es posible realizar la purificacidon del compuesto mediante sucesivos lavados
con heptano, eliminando asi el exceso de PPhs. De esta forma se evita el tener que llevar a

cabo una purificacién por columna cromatografica.
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La reaccidn de la sal de Wittig, 7, con nonanal en presencia de carbonato de cesio produce el
alqueno Z (Esquema 34). Al usar como base carbonato de cesio, se evita el uso de bases mas

fuertes y peligrosas.

©
Br 0 o
@/\/\/\)}\ Nonanal, Cs,CO3
PhsP OMe = a OMe
CH,Cl,, reflujo 5
7 8
Esquema 34

Esta reaccidn transcurre a través de un mecanismo que comienza con el ataque nucleéfilo del
carbono contiguo al iluro sobre el carbono carbonilico del nonanal. Se genera un intermedio
de reaccién en el que el oxigeno ataca al fésforo produciéndose otro intermedio, esta vez
ciclico. Por ultimo, se elimina oxido de trifenilfosfina mediante una B-eliminacién, formandose

asi el doble enlace cis (Esquema 35).

7
o) 7Y o
0] PPh
@/\/\/\)J\ —_— ’
PhsP OMe OMe
7
o OjPPh3 o)
* \M/:M)J\ - \(\,,)_d\/\/\/u\
OPPh3 7 5 OMe ! OMe
Esquema 35

Finalmente, se realiza la saponificacidn del éster monoinsaturado, 8, utilizando hidréoxido de
litio como base y, mediante sucesivas extracciones, se obtiene el acido graso deseado, 9
(Esquema 36). Es importante eliminar todo el disolvente orgdnico, en este caso metanol, antes
de empezar con las extracciones, ya que actua de cosolvente impidiendo la formacién de las

dos fases.
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6.3  Sintesis del monoacilglicerol.

Uno de los mayores problemas de la sintesis de acilglicéridos es la diferenciacion
regioselectiva de los grupos hidroxilo. En la bibliografia se han propuesto distintos métodos
de sintesis partiendo de diferentes compuestos iniciales!!®-2>l. En este trabajo se usard como

compuesto de partida 1,2-O-isopropiliden, mas conocido como solketal, en concreto su

isdbmero (2R).

Primero se lleva a cabo la reaccién de esterificacion entre el (2R)-solketal y el acido graso que
se quiera introducir en la posicion sni, en este caso el acido palmitico (16:0) para producir el
compuesto 10 (Esquema 37). Esta reaccidn transcurre de forma regioselectiva al encontrarse

solo un -OH libre. El uso de DMAP y DCC permiten la esterificacién sin perder el grupo

protector isopropiliden(?3,

Ollin

DMAP, DCC 14 Z
CH,Cl, 0
10

Esquema 37
Una vez formado el éster 10, se lleva a cabo la desproteccion de los grupos hidroxilo mediante
una hidrolisis empleando Amberlist 15, una resina acida de intercambio idnico, generando el
compuesto 11 (Esquema 38). Esta resina puede ser recuperada facilmente por filtracion y

usada de nuevo ya que su actividad no se ve modificada!3?l.
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Esquema 38
En esta reaccion es importante el uso de EtOH 95%, o en su defecto, realizar una disolucién al
95% de EtOH anhidro, ya que se ha comprobado experimentalmente que la reacciéon no
funciona sin esa ligera cantidad de agua. El uso de una concentracidon mayor de H,O disminuye

el rendimiento de la reaccién!3?, por lo que se debe usar en la proporcién adecuada.

6.4 Sintesis del fosfatidilmioinoistol

Como ya se ha dicho, el uso de éxido de dibutilestaifio permite la posterior incorporacion
regioselectiva al monoacilglicerol. Este procedimiento tiene varias ventajas respecto al
método convencional de acilacién, ya que aprovecha su alta reactividad y selectividad. En
compuestos que contienen dos o mas grupos hidroxilo, prevalece la funcionalizacién del grupo

primariol?”l. Otra ventaja es el menor tiempo de reaccién.

Otro aspecto muy importante a tener en cuenta es la eleccidn del disolvente, ya que, si el diol
no es soluble en la mezcla de reaccién, ésta transcurre por un mecanismo diferente,
proporcionando rendimientos mds bajos. Experimentos recientes?”! han demostrado que en
disolventes aprdticos no existe efecto catalitico del DBTO, probablemente debido a la baja
solubilidad que presenta el diol. En cambio, en disolventes préticos la reaccidn transcurre con
rendimientos elevados, excepto en MeOH, donde existe una acilacién competitiva que

disminuye la conversion.

Sin embargo, esta Ultima etapa no se pudo llevar a cabo debido al estado de alarma que dio

comienzo el 12 de marzo de 2020.

Primero se realiza |la fosforilacidon el derivado del derivado mioinositol. Se hace reaccionar el
derivado de mioinositol, 6, con el cloruro del acido N, N-diisopropilmetilfosfinamidico en

presencia de una base como DIPEA, generandose el compuesto 12 (Esquema 39).
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Esquema 39

Por otro lado, se hace reaccionar el monoacilglicerol con Bu;SnO empleando como disolvente

2-propanol anhidro. Se produce asi el compuesto 13. (Esquema 40).

o (0]
NN A O/\_/\ o
4 O H OH  2-propanol 14 B
= 0O—Sn
1 OH 13 / N Bu
Bu
Esquema 40

Una vez se tienen los dos compuestos, se enfria la disolucién del fosfito-inositol a 0 °C y se

afiade lentamente sobre la disolucion del derivado de 6xido de estafio (Esquema 41).

OMOM ?Me
MOMO, O—P—NPr,
\* ) (@]
\\q;i\ MomON oMoOM \\q/ﬂ\ ?Me OMOM
/\/\ ?
g O/\i/\o OMOM > . O p 0—P—0,, WOMOM
0-Sn Bu 3
| \BU BU\% /O
Bu \ Momo¥” Y~ Yomowm
OH OMOM
Esquema 41

Posteriormente se lleva a cabo la oxidacidn del grupo fosfito con m-CPBA, pudiendo confirmar
la presencia del fosfato facilmente mediante 3'P-RMN.

Al ser una ruta sintética nueva se estaban llevando a cabo ensayos con derivados comerciales
accesibles mas facilmente, como es el ciclohexanol, que hace de sustituto del mioinositol

(Esquema 42). Sin embargo, no se pudo llegar a ningun resultado ya que en este punto del
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trabajo se produjo el estado de alarma debido al COVID-19, imposibilitando la continuacién

del trabajo experimental.
?Me
OH O—P—NPr
OMe Et;N 2
. _
*  Cl—P—NPr,
0
\M%ko/\_/\o
6—Sn\
| "Bu
Bu
Y
0
OMe

Esquema 42

El trabajo experimental abarcé hasta la sintesis del compuesto 14, habiendo realizado

Unicamente un *H NMR y 3P NMR de la masa de reaccion sin purificar.
La uUltima etapa consistiria en una hidrdlisis bdsica para eliminar el compuesto de estafio,

seguido de la esterificacidon del dcido 16:1 n-9 en la posicién sn; y eliminacidn de los grupos

protectores metilmetiléter del mioinositol.
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7. CONCLUSIONES

Se ha preparado el acido graso (Z)-7-hexadecenoico partiendo de reactivos comerciales (7-
bromoheptanoato de etilo y nonanal) en una sintesis de tres etapas con rendimientos

elevados.

Se ha preparado el derivado de mioinositol con todos los grupos hidroxilo protegidos excepto

el del C-1.

En la sintesis del derivado de mioinositol se han optimizado algunas etapas, bien ajustando

los parametros de reaccidn, o bien facilitando la purificacién de los intermedios.

Se ha llevado a cabo la preparacion del monoacilglicerol partiendo del (2R-solketal) para la

posterior reaccién con DBTO.

Se ha desarrollado de forma tedrica otro método de sintesis para llevar a cabo la incorporacién

del &cido graso y la oxidacién del grupo fosfito.

Este procedimiento puede ser valido para cualquier acido graso insaturado que se desee

incorporar en la posicion sn; del diacilglicerol.

No se ha podido realizar la caracterizaciéon completa de los compuestos obtenidos,
limitandose en la mayoria de los casos a tan solo el espectro de *H NMR, debido al estado de

alarma producido por el COVID-19.
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8. MATERIALES Y METODOS

Los reactivos utilizados en este procedimiento proceden de distintos proveedores (Aldrich,
Acros Organics). Los disolventes anhidros empleados fueron adquiridos de estas casas

comerciales, o bien, secados en el laboratorio con tamices moleculares.

Los analisis por cromatografia de capa fina (TLC) se han llevado a cabo utilizando placas de
silica-gel. La revelacion se ha realizado tanto con indicador fluorescente (294 nm), como con

distintos reveladores.

Los espectros de *H NMR (400 MHz), 3C NMR (101 MHz) y 3P NMR (162 MHz) se adquirieron
en un equipo de Agilent Technologies. Los desplazamientos quimicos se expresan como partes

por millén, utilizando tetrametilsilano (TMS) como estandar interno.

Los espectros fueron obtenidos en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales de Valladolid

(LT1).

A continuacidn, se detallan los procedimientos experimentales llevados a cabo para la sintesis

de los diferentes compuestos de este trabajo.
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1) Sintesis de 2,2-dimetoxi-1,7,7-trimetilbiciclo[2.2.1]heptano (1)33!:

1. CH(OMG)S/H2804
2. NaOMe
3. Tolueno anhidro

»
MeOH, T¢ amb, 72 h

OMe
0] OMe

Sobre una disolucién de D-alcanfor (30,00 gramos, 0,197 moles) en metanol anhidro (40 mL)
se aflade ortoformiato de metilo (158 mL, 1,44 mol) y acido sulfurico (1 mL) siendo éste un
catalizador de la reaccidn. La disoluciéon se deja en agitacion durante 48 horas a temperatura
ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se afiade una disoluciéon de metéxido sddico en
metanol (2,5 mL) asegurandose de haber neutralizado el pH acido. Posteriormente, se elimina
el disolvente al rotavapor y el residuo resultante se redisuelve en tolueno anhidro (150 mL).
Se filtra para eliminar las sales formadas tras la neutralizacion (Na2SO4) y se concentra al
rotavapor. Por ultimo, el compuesto se destila a vacio (95 °C, 0,4 torr), dando lugar a un liquido

viscoso incoloro (32,58 g, 0,164 mol, 83%).

1H NMR (400 MHz, CDCls3), & (ppm), Espectro 1: 3.18 (s, 3H), 3.12 (s, 3H), 2.15 (m, 1H), 1.70
(m, 2H), 1.61 (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).

2) Sintesis de 2,3-0-(1°,7°,7 -trimetil(2.2.1)biciclohept-2’-iliden)-mioinositol (2)33]:

Mioinositol/H,SO,4 9)

DMSO/CHCI3/MeOH/ )
OMe H,O/TsOH HOY

OMe OH

Se prepara una disolucion del mioinositol (5,76 gramos, 0,032 mol) en DMSO anhidro (65 mL)
sobre la que se afiade el compuesto 1 (15,00 gramos, 0,076 mol) y H2SO4 (0,3 mL) y se

mantiene con agitacién constante durante 3 horas a 80 °C. La disolucion va tomando un color
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rojizo. Pasado el tiempo se afiade EtsN (2,2 mL), se deja en agitacidon 5 minutos y se elimina el
disolvente al rotavapor. Después, se ainade DMSO anhidro hasta que la masa de reaccion sea
de 28 gramos, ademds de CHsCl (97,3 mL), MeOH (6,1 ml), H,O destilada (1,9 mL) y TsOH
(0,022 g) y se deja con agitacidon durante 17 horas apareciendo con el tiempo un precipitado
en suspension. Se afiade de nuevo EtsN (0,7 mL) y se filtra, lavandose con CHCl3 (2x75 mL). El
precipitado se concentra al rotavapor y se recristaliza, primero en una disolucién de MeOH
(0,1% Et3N) y después con una mezcla MeOH/H,0 (1:1) (0,1% Et3N). Se obtiene un sélido
blanco (2,20 g, 0,007 mol, 22%).

'H NMR (400 MHz, MeOH-d), & (ppm), Espectro 2: 4.26 (t, 1H), 3.76 (t, 1H), 3.67, (dd, 1H),
3.54—3.41 (m, 2H), 3.29 (m, 6H), 3.12 (t, 1H), 2.04 (m, 2H), 1.71 (m, 2H), 1.38 (m, 1H), 1.02 (s,
3H), 0.88 (s, 3H), 0.85 (s, 3H).

13C NRM (101 MHz, MeOH-d), 6 (ppm), Espectro 3: 117.50, 76.45, 76.26, 75.97, 73.74, 72.39,
70.42,51.19, 45.22, 45.02, 29.25, 29.16, 26.55, 19.75, 19.47, 8.94.

3) Sintesis de 1-O-(terc-butildifenilsilil)-2,3-0-(1’, 7’, 7’-trimetil[2.2.1]biciclohept-2’-

iliden-mioinositol (3)[:

O

0 OH 1. Imidazol

2. TBDPS-CI
-
= Y py, 0°C
HO" "OH

OH
2 3

Se prepara una disolucién de 2 (3,174 g, 0,010 mol) e imidazol (0,885 g, 0,013 mol) en piridina
anhidra (30 mL) y se enfria a 0 °C. Una vez fria la disolucién, se afnade lentamente cloruro de
terc-butildifenilsililo (TBDPS-CI) (2,4 mL, 0,094 mol) y se deja la mezcla en agitacion a 0 °C
durante 36 horas. La reaccién puede seguirse por TLC usando como eluyente CH3Cl/MeOH
(15:1) proporcionando una mancha con Rf = 0,35. Una vez finalizada la reaccion, se elimina el

disolvente al rotavapor y el compuesto se purifica mediante columna cromatografica usando
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como eluyente CH3Cl/MeOH (30:1), obteniéndose un sdlido blanco espumoso (3,21 g, 5,81
mmol, 58%).

1H NMR (400 MHz, CDCls), & (ppm), Espectro 4: 7.72 (m, 4H), 7.40 (m, 6H), 3.91 (m, 1H), 3.78
(m, 2H), 3.60 (m, 1H), 3.52 (m, 1H), 3.14 (t, 1H), 1.94 (m, 1H), 1.68 (m, 3H), 1.28 (m, 3H), 1.09
(s, 9H), 0.86 (s, 3H), 0,83 (s, 3H).

13C NRM (101 MHz, CDCls), 6 (ppm), Espectro 5: 136.02, 135.89, 133.36, 133.28, 130.01,
127.86, 127.73, 118.15, 76.34, 76.22, 75.81, 72.93, 72.75, 72.64, 51.57, 48.01, 45.19, 45.03,
29.56, 27.03, 26.87, 20.52, 20.46, 19.36, 9.93.

4) Sintesis de 1-O-(tercbutildifenilsilil)-mioinositol (4)™*1:

1. BF3-CH3CN

OTBDPS
2.Hs>OH

CH,Cl, T2 amb, 48 h

“'OH HO"

OH OH

Sobre una disolucion del compuesto 3 (2,13 g, 3,8 mmol) en CH,Cl; anhidro (5 mL) se afiade
BF3-CH3CN (0,62 mL, 4,9 mmol). La mezcla se deja agitando 15 minutos y pasado este tiempo
se afade 2-mercaptoetanol (3,2 mL, 44,9 mmol) y se deja agitando a temperatura ambiente
durante 72 horas. La reaccion se puede seguir por TLC empleando como eluyente
CH3CI/MeOH (4:1) proporcionando un Rf = 0,3. La masa de reaccion se pasa directamente a
una columna para purificar usando como eluyente CH3Cl/MeOH (15:1). Por ultimo, se

concentra y se obtiene un sdélido blanco espumoso (0,82 g, 1,9 mmol, 51%).

H NMR (400 MHz, DMSO), & (ppm), Espectro 5: 7.72 (m, 4H), 7.35 (m, 6H), 4.46 (m, 5H),
3.61 (t, 1H), 3.46 (m, 1H), 3.34 (m, 4H), 2.77 (m, 2H), 2.47 (m, 1H), 0.98 (s, 9H).
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5) Sintesis de 2, 3, 4, 5, 6-pentakis(metoximetoxi)ciclohexiloxil(terc-butildifenilsililo)

(5)14:
OH OMOM
HO OTBDPS 1. DIPEA | MOMO, OTBDPS
2. MOM-C
HON o DMF, 65°C, 24h omo™ “IoMOoM
OH OMOM
4 5

Se prepara una disolucion del compuesto 4 (0,37 g, 0,88 mmol) en DMF anhidro (1,6 mL).
Sobre esta disolucién se ainade DIPEA (1,29 mL, 7,4 mmol) y cloruro de metoximetil eter
(MOM-CI) (0,43 mL, 5,6 mmol). La mezcla se deja con agitacién durante 24 horas a 65 °C. La
reaccion puede seguirse por TLC usando como eluyente heptano/acetona (3:1), obteniendo
una mancha con Rf = 0,12. El compuesto obtenido se purifica mediante columna
cromatografica utilizando como eluyente heptano/acetona (8:1). Se elimina el disolvente al

rotavapor, obteniéndose un liquido aceitoso incoloro (0,434 g, 0,68 mmol 77%).

H NMR (400 MHz, CDCls), 6 (ppm), Espectro 9: 7.71 (m, 4H), 7.38 (m, 6H), 4.98 (dd, 2H),
4.84 (d,d, 2H), 4.76 (d,d, 2H), 4.50 (d,d, 2H), 4.27 (d,d, 2H), 4.00 (t, 1H), 3.80 (m, 2H), 3.46 (d,
5H), 3.36 (m, 4H), 3.23 (s, 2H), 3.19 (s, 1H), 3.09 (s, 3H), 1.08 (s, 9H).

13C NRM (101 MHz , CDCls), 6 (ppm), Espectro 11: 136.05, 135.84, 134.15, 132.82, 130.01,
129.80, 127.90, 127.70, 99.08, 98.75, 98.46, 97.23, 96.44, 95.07, 79.31, 78.94, 78.82, 77.69,
76.67, 75.53, 75.25, 74.20, 56.67, 56.59, 56.33, 55.50, 55.32, 27.25, 27.11, 19.15.

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

OMOM OMOM
MOMO OTBDPS MOMO OH
Bu,NF
'
o v, THF, T* amb., 12h g ',
MOMO® ‘OMOM MOMOM ‘OMOM
OMOM OMOM
5 6
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Se prepara una disolucién del compuesto 5 (0,288 g, 0,45 mmol) en THF (1,5 mL), sobre la que
se anade una disolucion 1M de BusNF en THF (1,1 mL). La mezcla se deja a temperatura
ambiente durante 12 horas, pudiendo seguir la reaccién por TLC empleando como eluyente
heptano/acetona (3:1), proporcionando una mancha con Rf = 0,20. El compuesto se purifica
por columna cromatografica empleando como eluyente heptano/acetona (3:1). Se concentra

y se obtiene un liquido aceitoso amarillento (0,160 g, 0,40 mmol, 89%).

1H NMR (400 MHz, CDCls), 6 (ppm), Espectro 13: 4.87-4.70 (m, 10H), 4.07 (m, 1H), 3.99 (d,
1H), 3.91 (t, 1H), 3.65 (t, 1H), 3.49 (d,d, 1H), 3.43-3.35 (m, 16H).

7) Sintesis de bromuro de (7-metoxi-7-oxoheptil)trifenilfosfonio (7):

o} © 0o

Br
PPh;, K;CO4 @M
Br/\/\/\)J\O/\ _ PhsP OEt

CH3CN, reflujo

7

Sobre una disolucién de 7-bromoheptanoato de etilo (2,5 mL, 12,8 mmol) en CH3CN anhidro
(45 mL) se afiaden PPhsz (7,302 g, 27,8 mmol) ademas de K,COs (1,030 g, 7,4 mmol). La
disolucién se deja a reflujo a 95 °C durante 24 horas. La reacciéon puede seguirse por TLC
usando como eluyente CH;Cl,/MeOH (20:1), proporcionando una mancha con Rf = 0,5. Se
elimina el disolvente, quedando un sélido muy espeso que se lava con heptano para eliminar
el exceso de PPhs. En el caso de no poder eliminar todo el PPhs, se realiza una purificacién por
columna usando como eluyente CH,Cl,/MeOH (20:1). Se debe tener en cuenta que ocurre una
transesterificacion, pudiendo existir tanto el éster etilico como el metilico. Una vez

concentrado, se obtiene una grasa marrén (5,876 g, 11,8 mmol, 92%).

H NMR (400 MHz, CDCls), 6 (ppm), Espectro 14: 7.68 (m, 15H), 3.99 (m, 2H), 3.65 (m, 2H),
2.15 (m, 2H), 1.58 (m, 4H), 1.44 (m, 2H), 1.25 (m, 2H), 1.12 (m, 3H).

13 NRM (101 MHz , CDCl3), & (ppm), Espectro 11: 173.56, 135.03, 135.00, 133.63, 133.60,
133.53, 133.50, 130.53, 130.41, 128.37, 118.56, 117.70, 77.45, 77.13, 76.81, 60.09, 33.97,
29.97,29.81, 28.43, 24.28, 22.88, 22.37, 14.17.
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8) Sintesis de (Z)-7-hexadecenoato de metilo/etilo (8):

Br@/\/\/\)J\ ronanel Bt \M/_\AJ\
PhsP OEt OFEt

CH20|2 7 5

\

Se prepara una disolucién de la sal de fosfonio, 7 (3,376 g, 6,76 mmol) en CH2Cl, (80 mL) y se
afiade nonanal (1,40 mL, 8,11 mmol). La disolucién se pone con agitacidon durante 10 minutos
a temperatura ambiente y se aflade Cs,COs3 (8,547 g). Se deja a reflujo a 60 °C durante 24
horas. La reaccién puede seguirse por TLC empleando como eluyente heptano/AcOEt (10:1),
obteniéndose una mancha con Rf = 0,25. La masa de reaccidn se filtra con celita para eliminar
el OPPhs. Se elimina el disolvente y se purifica mediante columna cromatografica usando
como eluyente CH;Cly/heptano (1:1). La disolucion se concentra obteniéndose un liquido

amarillento transparente (1,731 g, 6,13 mmol, 91%).

1H NMR (400 MHz, CDCl3), & (ppm), Espectro 18: 5.31 (m, 2H), 4.09 (c, 2H), 2.25 (t, 2H), 1.98
(m, 4H), 1.60 (m, 3H), 1.23 (m, 17H), 0.85 (t, 4H).

9) Sintesis del acido (Z)-7-hexadecenoico (9):

LiOH
— » —
s OMe  MeOH/H,O OH

Se prepara una disolucién del compuesto 8 (2,307 g, 8,17 mmol) en MeOH (116 mL). Por otro

lado, se prepara una disolucién de LiOH (1,956 g, 81,7 mmol) 4M en agua destilada (20,5 mL).
La disolucién del éster em MeOH se afiade a la de LiOH y se deja agitando a temperatura
ambiente durante 24 horas. La reaccién se puede seguir por TLC usando como eluyente
heptano/AcOEt (5:1) proporcionando una mancha con Rf =0,28. Una vez finalizada, se elimina
el disolvente orgdnico al rotavapor quedando una suspensién blanca. Se realiza una extraccién
liquido-liquido a la fase acuosa con éter. La fase acuosa resultante de la primera extraccion se

acidifica con HCl hasta pH 1 y se lava sucesivamente con éter. Por ultimo, se realiza un
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presecado con disolucion saturada de NaCl y se seca con MgSQO4 anhidro. La disolucidn se

concentra y se obtiene un liquido viscoso incoloro (1,562 g, 6,16 mmol, 75%).

H NMR (400 MHz, CDCls), 6 (ppm), Espectro 19: 5.34 (m, 2H), 2.35 (t, 2H), 2.00 (m, 4H), 1.63
(m, 2H), 1.38-1.20 (m, 17H), 0.87 (t, 3H).

10) Sintesis de palmitato de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metilo (10)!32l:

1. Acido palmitico

2. DMAP
3.DCC \M)I\
— - - O/\;/\O
212 C_)
10

Se prepara una disolucién de (2R)-solketal (12,5 mL, 0,10 mol), acido palmitico (26,642 g, 0,10

I

@]
OIII-€

(@]

mol) y DMAP (3,34 g, 27,3 mmol) en CH2Cl; (230 mL) y se pone en bafio de hielo para que esté
a 0 °C. Por otro lado, se prepara una disolucién de DCC (24,72 g, 0,120 mol) en CHCl; (50 mL)
y se afnade sobre la anterior, dejdndose con agitacién a temperatura ambiente durante 24
horas. La reaccidén se puede seguir por TLC usando como eluyente AcOEt/heptano (1:3)
proporcionando una mancha con Rf = 0,5. Una vez ha finalizado, la disolucidn se filtra y se
concentra. El sélido obtenido se purifica por columna cromatografica empleando como

eluyente AcOEt/heptano (1:3), obteniéndose después de concentrar un sélido blanco (28,756

g, 0,078 mol, 78%).

1H NMR (400 MHz, CDCl3), & (ppm), Espectro 20: 4.31 (m, 1H), 4.16 (m, 1H), 4.08 (m, 2H), 3.73
(m, 1H), 1.62 (m, 2H), 1.43 (s, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.25 (s, 21H), 0.87 (t, 3H).

11) Sintesis de palmitato de 2,3-dihidroxipropilo (11)321:

Amberlist 15
= EtOH, reflujo 14 =
0 OH
10 11
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Se prepara una disolucién del compuesto 10 (3,359 g, 9,1 mmol) en EtOH 95% (16 mL) y sobre
ella se afiade la resina Amberlist 15 (10% en masa, 0,336 g). La disolucién se deja a reflujo a
90 °C durante 24 horas. Cuando ha transcurrido ese tiempo, la disolucidn se filtra con celita y

se concentra, apareciendo un sélido blanco (2,620 g, 7,91 mmol, 87%).

1H NMR (400 MHz, CDCl3), 8 (ppm), Espectro 21: 4.18 (m, 2H), 3.93 (m, 1H), 3.65 (m, 2H), 2.35
(t, 2H), 1.63 (m, 2H), 1.25 (s, 21H), 0.87 (t, 3H).

12) Sintesis de palmitato de (R)-(2,2-dibutil-1,3,2-dioxoestanolan-4-il)metilo[27].

o 0]
/\/\ e E—S /\/\
4 O z OH  2-propanol i O Z /O
= Reflujo, 1h O—Sn
n O ! / “Bu
Bu

Se disuelve el MAG (16:0), 11, (1,000 g, 3,03 mmol) en 2-propanol (30 mL) y se afiade DBTO
(0,792 g, 3,18 mmol). La mezcla se calienta a reflujo a 85 °Cdurante 1 horay, transcurrido este
tiempo, se elimina el disolvente al rotavapor. El intermedio no se aisla y se disuelve en CH,Cl;

anhidro.

13)Sintesis  de palmitato de (2R)-3-{[(ciclohexiloxi)(metoxi)fosforil]oxi}-2-

[(dibutil(hidroperoxi)estanil)oxi)propilo.

— >\
Lo by

c’ )\ ?Me

OH O—P—NPr,
2. Et;N _
CH2C12, T* amb.

Se prepara una disolucion de ciclohexanol (0,32 mL, 3,03 mmol), EtsN (1,7 mL) y el fosfito (0,65

mL, 3,33 mmol) en CH,Cl; anhidro (50 mL). La disolucidn se deja con agitacion a temperatura

ambiente durante minimo 1 hora.
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OMe E4 OMe
O—P—NPr, 5 0" > No—pP—0
u 14 =

NH

J '\ CH;CN 0°C HO 12
N_ N

m-CPBA

24 h

13

Pasado este tiempo, se afiade tetrazol de una disoluciéon 0,45M de CHsCN (10,1 mL, 4,55
mmol) sobre la disolucidon del derivado de estafio del MAG. La disolucion del fosfito-
ciclohexanol se enfria a 0 °C y sobre ésta, se afiade lentamente la del MAG con el derivado de
estafio y tetrazol dejando la mezcla con agitacién a temperatura ambiente durante 24 horas.
A continuacion, la disolucidn se pone con bafio de hielo, se afiade m-CPBA (0,604 g, 3,5 mmol)
y se deja que alcance temperatura ambiente poco a poco durante 24 horas. Se elimina el
disolvente y se redisuelve en acetato de etilo para realizar una extraccion liquido-liquido con

agua. El compuesto se debe purificar por columna cromatografica.
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9. ANEXO: H, 13C, HSQC, COSY.

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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Compuesto 3: 1-O-(terc-butildifenilsilil)-2,3-0-(1’,7’,7’-trimetil[2.2.1]biciclohept-2’-

iliden)mioinositol
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Espectro 6: HSQC
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Compuesto 4: 1-O-(terc-butildifenilsilil)-mioinositol
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Compuesto 5: 2,3,4,5,6-pentakis(metoximetoxi)ciclohexiloxil(terc-butildifenilsililo)
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Espectro 11: HSQC

el

R

ro

10

20

30

40

50

60

70

80

90

r100

110

120

130

r 140

r150

Espectro 12: COSY

)

% "P" |
1fl""! |

0.0

T
-0.5

T
-1.0

T
-1.5

1
-2.0

T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
2 (ppm)

59

-0.5

-1.0

-1.5

-2.0

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Compuesto 6: 2,3,4,5,6-petakis(metoximetoxi)ciclohexanol
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Compuesto 7: Bromuro de (7-metoxi-7-oxoheptil)trifenilfosfonio
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Espectro 16: HSQC

Espectro 17: COSY
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Compuesto 8: (Z)-7-hexadecenoato de etilo
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Compuesto 10: palmitato de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il) metilo
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Compuesto 11: palmitato de 2,3-dihidroxipropilo

4
) Espectro 21: 'H
\FT%I\O/\:/\\OH
OH |
~ - L~ e // -"! 4

T

Juos

BN T T T T
‘

-
m
i

217

—550

~500

—450

~400

~350

-300

-250

-200

~150

-100

A _Iht Y. /AN JJJLH_

=350

~900

—800

~700

—600

-500

—400

-300

-200

-100

b3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 34 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8 2.7 1%1%5 %4 2.3 22 21 20 19 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 08 0.7
ppm

64



Compuesto 12: palmitato de (2R)-3-{[(ciclohexiloxi)(metoxi)fosfaenil]oxi}-2-

[(dibutil(hidroperoxi)estanil)oxi)propilo
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Compuesto 13: palmitato de (2R)-3-{[(ciclohexiloxi)(metoxi)fosforil]oxi}-2-

[(dibutil(hidroperoxi)estanil)oxi)propilo
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