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Aminociciohexanos polihidroxilados v su uso para el tratamiento de

enfermedades lisosomales.

La presenie iwencion se refiere 8 compuestos  aminociclohexangs
politudroxilados v su use para el tralamienio de enfermedades lsosomales
tales como ia enfermedad de Gaucher. Ademas en la presente invencién se
describs & procadimignto de sintesis de dichos compuestos.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Las enfermedades causadas por desdrdenes de almacenaje lisosomal, son un
tipn de erdermedades raras congenitas, causadas por desdrdenes metabdlicos
que provocan que determingdos lipidos se acaben acumulando en los
fisosomas. Los sinlomas de estas enfermedades, varian dependiendo del tipo
de desorden, aungue se manifiestan ya en los primeros meses o afios de vida
de los enfenmos, gue suslen morir a una edad femprana. Entre los sintomas
habituales, destacan relraso en ef desarrolip, dificuliad en los movimienios,
apoplejia, demencgia, sordera, ceguera, disfunciones en drganos (higado,
corgzim, pulmon elc.} v crechimiento 0seo anormal.

Los ssfingolipidos, son lipidos complejos derivados de la esfingosing, un
gloohol insaturado de 18 carbonos, que son muy abundanies en las
membranas bioldgicas v algunos son precursores de compuestos implicados
an processs de sefighzacion celular. En algunas de las enfermedades
isosomales s& produce la acumulacion de esfingolipidos, debido a que las
enzimas gue hidrolizan estas moléculas presentan mutaciones que impiden su

corracia funcidn cehular.

La enfermedad de Gaucher es una de estas enfermedades clasificadas como
dasdrdengs de almacenaie lisosomal, caracterizada por la acumulacion del

esfingoiipido glucosiiceramida (GlcCer) en los lisosomas. La enfermedad es

causada por la actividad deficients de la enzima glucocersbrosidasa, una beta-
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glucosidasa que hdroliza GkeCer en glucosa y ceramida, debido a que dicha
enzima presenta vaniag formas mutadas. Los niveles celulares de la enzima
mutada y plegada incorrectamente, son anormalmente bajos debido a su
degradacion prematura por accion de endoproteasas especificas en el reticulo
endoptasmico. Durante los ltimos anos se han desarroliado varias estrategias
terapeuticas enfucadas a la enfermedad de Gaucher. Entre ellas, sl uso de
chaperonas farmacoldgicas, que son inhibidoras competitivos de la enzima
diana gque asisten o plegado vy localizacion correctos de ia proteina defectuosa,
a concentraciones sub-inhibitorias, ha legado a ser un campo de investigacion
muy aotive tFan, J-Q. Trends Pharmacol. Sci. 2003, 24, 355-360).

£l documento WORODS088063, describe el uso de una serie de compuesios,
que actuan como chapsronas farmacologicas de clertas enzimas plegadas
incorrectameante, para o tatamiento de enfermedades relacionadas con

desérdenes an el almacenaje lisosomal.

Durante los aitimos anios, se ha estado rabajando en sl desarmolly de nuevos
aminogciclitoles con aplicabilidad potencial como chaperonas farmacoldgicas de
fa enzima glucosicerebrosidasa {Egido-Gabas, M., Serrano, P.; Casas, J.;
Lieharia, A.; Delgado, A, Qrg. Biomol Chem. 2005, 3, 1185-1201 vy Egido-
Gabas, & Canals, B Casas, J.; Llebaria, A.; Delgado, A., ChemMedChem
2007, 2 992-8%41 Sin embargo, la exploracion de la diversidad quimica
mediante la funcionalizacion del nGcleo de aminociclitol ha presentado clertas
fimitaciones {Serrano, P Gasgas, J.; Zucco, M. Emeric, G.; Egido-Gabas, M,
Liebarna, A Delgado, A, J Comb. Chem 2007, 8, 43-52). Los resultados mas
promatedores surgan de la aperfura regio-~ y estersoselsctiva del conduritol B
epdxido con ung serie de aminas alifaticas con diferente longitud de cadena.
La presancia de un anillo de trazol en fa cadena lateral (Diaz, L.; Bujons, J.;
Casag, J.; Lisbava, A Delgado, A. J Med Chem. 2010, 53, 5248-5255)
produce un incramenio en fa potencia de los inhibidores.

Hasta ef momenio, los cicliloles oblenidos muestran una importante actividad

sobre of enzima glucocersbrosidasa actuando como inhibidores del mismo, s
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bian se han mosirade neapaces de actuar como chaperonas farmacoldgicas a
bajas concentraciones, tanto en células que no presemtan mutaciones en el
enzima como en celulas procedentes de pacientes de la enfermedad de

Gaucher,

Teniendos en cusnta gque los desdrdenes en el almacenaje lisosomal estén
causados por s incorreclo plegamienio o localizacién infracelular de las
gnzimas implicadas sn sl metabiolismo de ciertos sustratos como glicolipidos y
glicoproteinas, serda deseable obtener compuesios que actuaran como
chaperonas farmacoldgicas vy que fueran capaces de conseguit que estas
enzimas se plegaran vy localizaran correctamente, recuperando ast su
funcionalidad v evitando la acumulacion anormal de estos sustratos en los

HSOSOMEs.

Un problama general que existe en el desarrollo de chaperonas
farmacologicas, s que los compuestos obienidos hasta el momento no poseen
potencia suficiente para incremeniar la actividad snzimalica en células en
cultivo, ¥ por tanto, se deben dar a dosis muy altas con lo que se reduce ia
ventana lerapeutica enfre a recuperacion funcional y la inhibigién del enzima.
La necesidad de utifizar altag concentraciones de chaperonas farmacologicas
puede ademas induck problemas de toxicidad vy selectividad ademas de
aumentar las actividades inespecificas no deseadas.

Asimismo, al unirse eslog compusstos en el centro activo del enzima, la
recuperacion  funcional de  glucocerebrosidasas mutadas en  posiciones
carcanas al cenlro activo de fa enzima (tales como fa N3700) es mas probable,
migntras que ias mulgciones de aminodcidos lejanos al centro active {lales

coma fa L444P) son mas insensibles a los compuesios.

Seria por tante deseable oblener nuevos compuestos mas potentes v
seleclivog en ensayos celulares, que actuaran a concentraciones menores, de
manera selectiva y que fueran activos sobre mutaciones resistentes al rescate

funcional de Ia actividad enzimatica mediante chaperonas farmacoldgicas.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una familia de compuestos de férmula
generat {11, mediante los cuales se consiguen mejores eficiencias y mayores
resultados frenle a la enfermedad de Gaucher. Ello es debido a gue con estos
compuesios  s&  consigus  una  mayor potenciacién de la enzima -
glucocsrelvosidasa {enzima directamente relacionada con la enfermedad de
Gauchar an linfoblasios, frente a compuesios ya descriios en el Estado de la
Técnica Hegandoss a ablener resullados muy prometedores a concentracionas
muy bajas (nM) en ensayos celulares, o cual indica una mayor actividad de
eskes nuevns compuestos raspacio a los descritos anteriormente.

Por o lantoe un primer aspecto de la presente invencién se reflere a un
compuasto de Krmula general {1

OH
HO X
HO Y
OH
()

o cualquisra de sus sales, isbmeros o solvatos,

donde

X se sslecciona snlre un grupo -NHR, o un grupo —ORg;

¥ es un grupo ~ORg;

R se salecciona entre H, alguilo C-Cys, un cicloalguiio o un grupo asilo;

R: se sslgcciona entre alquilo GGy, unt cicloalguilo o un grupo arilo;

H: se selecciona entre un grupo alquilo G4-Cyg, un cicloalguilo © un grupo arile.
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Sequn una realizacidn preferida,

X es un grupo -NHRy
De manera preferida, Ry as H;

Segin ofra realizacion preferida, By es un grupo alquilo Gy-Chg; preferiblemente
U grupo alquiio Ce-Cy.

De manera preferida, cuando Ry es un grupo alguilo puede estar sustituido por
unt grupo cicloalquilo o adlo, stendo ef grupo arilo preferido un fenika.

Segin olra realizaciin preferida, Ry es un cicloalquilo o un grupo arilo.
En olra realizacion preferida, X &s un grupo ~ORa;

R: se selectiona entre un grupo alquilo G+Cye preferiblemente un grupo alquilo
Ca-Cs. Este grupo alqguilo puede estar sustifuido por un cicloalquile o por un
Qrupo anle, stendo ef grupo anilo preferido un fenilo.

En ung realizacion preferida, Rs es un grupo alquilo G-Cye pudiendo sstar
sustituido por un cicloalguiio o un arilo, preferiblemente arilo.

[e manera preferida, By es un grupo alguilo C+-Cs, sustituido ¢ no por un grupo
cictoalguiio ¢ anlo, siendo el grupo arilo preferido un fenilo.

De mangra aun mas preferida, Ry es un grupo alquilo G, o un grupo alguilo Cg
sustituidos ¢ no por un grupo cicloalquile o un grupoe arilo, siendo el ariio

prefando un fenilo.

Segin olra realizacidn preferida, ¢ compuesto de formula general {1}, se
ssleccionsg de enire la siguiente lista:

bt 3] OH

AN HO_ fJ\ NG

T

2
/,/
}
/

"‘-,

%,
%

X
b

-

#
/

\‘4

e
‘

™



WO 2012/045906 PCT/ES2011/070695

8
NS g N
§ O ]
\ {
[ o, R 3 -~y ™
o o oo Y O 3% &
e - Y, = Ligtg L M o~ W
e B o AR . . AN T i
T T \If he N 7 \"‘\
- P -
s e
e S O TN - . AN £
HOY ¥ T30y e N v g e ~. N i o
i Y 1 OaMin ] f}w?‘?g
i
i §
i £ et
i@
PR
O =
SO - .
LRI - PN e .
=4 ) ) N
e Nl (\\«_\‘: HOL s Pui P
% H e o s
{ { -
v »
3 3
3 i -,
o . ey
N - 3 N
ey S ‘%‘\ TR N PN SN A
thi 1 \‘\\:\‘ {"N_\' o \"(}/ ™ Ry
H H -
i i
H H
O i i
3 -
s Of
g - \ - S
i3 N

g sus sales, isdmerns o solvalos.

20

{e manera preferida ef compuesto de idmmula general (1), se selecciona

25 de antrsy

RO A, - NEG RN /’lx - MGy
Mo

Le.
o
A
AY
//
4
\&\.
/
/
A
A,
",
'

/s
T 4
¢ "
ey
5,
7
Y
£

" .
r’ Qg

o sus sales, isdmeros o solvatos.



Ly

waa
iy,
ey

2
T

20

30

WO 2012/045906 PCT/ES2011/070695

Ssgun ofra reslizacién prederida, el compuesto de {ormula gensral (I} usa
como medicameants.
Un segundo aspecie de 3 presente invencion se refiere a una composicidn
farmacsutica, que comprende un compuasio de formula general (D) o sus sales,
solvatos © prodrogas, unlo con uno © mas excipientes farmacéuticamente
aceplables vy &l menos un fransportador farmaceuticaments  aceptable,

adyuvante yio vehiculo.

De manera prefedda, la composicion farmacéutica ademas comprende uno o

Mas prncipios activos.

Segin olra realizacdn preferida, la composicion farmacédutica se presenta en
una forma gdaplada a la administracion parenteral, oral, sublingual, nasal,
intratecal, bronquisl, infdtica, rectal, transdérmica o inhalada.

Un tercer agpscio de ig presents invencion se reflere al uso del compuesto de
formula generat {1} o de la compesicion farmacéutica para la elaboracién de un

medicameanto.

Segtn una reshizacion preferids, el uso como medicamento del compuesto de
formula general {1 o de la composicion farmacéutica que o comprends es para
gl ralamiento y'o prevencion de una enfermedad relacionada con trastornos de
fipo isosomal

De manarg preferida el medicamento se usa para el fratamiento yo prevencion
de ia enfermedad de Gaucher.

Adamas también de mansra wrelerida, el medivamento se presenta en una
forma adaptada a la administracion parenteral, oral, sublingual, nasal, infralecal,
bronguial, linfatica, recial, fransdérmica o inhalada.

Un cuarlo aspecio de la presents invencion se refiere a un procedimianto de

sinfesis  del compussto de farmula general {1}, que comprende la
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transfymacidn de un compuesio de formula general (A} en el compuesio de
formula generalt {in

80 OH
%3:‘.{}\ ,.»"L o HO. X
oo
. ,
aney” \l/ M wo v
OB O

o cualquiera de sus sales, isGmeros 0 solvatos,

dande;

£ se sglecciong entre un grupo ~OH, =N; o un grupo NRyR;

X ge selecciona entre un grupge -NHRy 0 un grupo -0R;y;

Y as un grupo ~ORy;

R: se sslecciong entre H, glguilo G-Cye 0 un cicloalquiio saturade o insaturado
de 4 a & eslabones;

M se selecciona entre algullo C-CGys 0 un cicloalguiio saturado ¢ insaturado de
4 3 B sslabonas; v

Rs s& selgociona entre un grupo alquilo CyGae o un cicloalquilo saturado o
insaturado de 4 a 8 eslabones.

R« ¥ Rs son iguales o diferentes entre si vy se seleccionan enfre H, alquil Gy-Chg,
un cicloalquiio saturadse ¢ nsaturado de 4 a 8 eslabones o un grupo CO-0ORs,
donde My se sslecciona entre, arilo, alquile C+Cis 0 un cicloalquilo saturado o
insaturado de 1 a 4 gslabones,

De manera prefenida, en ef procedimiento de sintesis del compuesio de férmulg
general {I}, cuando £ es un grupo ~0OH, se lHeva a cabo una reaccion de
alquitacion sobs los grupos hidroxilo desprotegidos.

Segun otra realizacion preferida, cuando 2 es un grupo —Ns, se flevan a cabo
una elapa de reduccitn ded grupe azido a amina y una aminacion reductora con
uft sidehido seleccionado entre CyHsCHO & Gl CHO.
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En la presents invencion ol términe “alguild” se refiere en la presente invencion
a cadanas alifaticas, lineales o ramificadas, que tienen de 1 a 18 atomos de
carbong, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, ted-butilo, sec-
butifo, repentiio, sic. Los radicales alguilo pusden estar opcionalmente
sustitidos por uno o mas sustiluyentes fales como halogeno, hidroxilo, azida,
acido carboxilico o un grupo sustiuido o no sustituido seleccionado de entre
aming, amido, sster carboxilico, éter, tiol, acllaming ¢ carboxamido, aledxide,
tiol, amino, acaming, olano, carboxilato, carboxamida, carboxiester, arilo o
hetgroarde o combinacionas de estos grupos. Cuando el grupo alguilo esta
sustituido, o esta preferentemente por uno 0 varos grupos aming, amida o
Slor, que a su vezr pusden estar o no sushiuidos por grupos alquilo, amida,
cicloalquilo © Sleres v estos 8 su vez, pueden estar igualmente sustituidos o no.

Bl terming oicloalquilo se refiere a un radical estable monogciclice o biciclico de
3 a 10 mismbros, que esta salrado o parcialmente saturado, y que solo

consiste en atomaos de carbone e hidrégeno, tal como ciclohaxilo o adamantilo.

El terming arto s refiere, en la pregente invencidn, a anillos aromaticos
genciltios o multiples, que tienen de entre 5 a 18 eslabones en los que se ha
ehminade un grotn dad anllo. Preferentemente of grupo atilo tiene de 5 a 7
&tomos de carbong, atn mas preferiblemente es un fenilo. Los grupos arilo son
por gjempla, pero sin imitarse g fenilo, naftilo, difenilo, indenilo, fenantriio o
antracdo. Los radicales arilo puadan estar opcionalmente sustifuidos por uno @
mag sustituyentes.

Por compuastes de g invencidn, tambidn nos referimos a sus sales,
prefentiamente aceptables farmacéuticamente o de forma sustancialmente
pura. Por sal farmacsuticamente aceptable se entiende, entre olrag cosas,
compuestos que tengan un nivel de pureza aceptable farmacéuticaments
gxpeptuando adithvos farmacduticos normalmente considerados como lales
comao diluyentes, vehiculos y que no incluyan material que se considere toxico

an niveles de dosificacion normales. Los niveles de pureza para los farmacos



Ly

waa
iy,
ey

2
T

20

30

WO 2012/045906 PCT/ES2011/070695
10

son preferiblements entre un 50% y mas preferiblemente un 70% y aun mas
preferentements el 80%. En una realizacion preferente de 1a presente invencion
g} nivel de pureza estd abededor del 95% de pureza respecto al compuesto de
3 invenaidn ¢ sus salas.

Las sales farmacduticaments sceptables de los compuestos de de g invencion
s& puade praparar madianie ung o mas de estos procedimientos:

{1 hager reaccionar f compussto de la invencidn con el acido deseado

{#}  comverlir unag sal del compuesto de la invencion en olro, mediante
reacciin con un acido apropiado o medianie una columna de intercambio idnica

adecuada.

Las dos reacciones se llevan a cabo tipicamente en solucidon. La sal pueds
precipitar en solucidén ¥ se puede recoger mediante filiracion o se puede
recupsrar soiicionss del compuesio de la invencion y el acido ¢ base deseado,
segin 63 aproplado. La sal puede precipitar de una solucion y recogerse
madiante filtracion o se pusde recuperar mediante evaporacion del disolvente.
El grado de ionizacidn en la sal puede variar entre completamente ionizado a

casi no ionizado.

Sal por adicdn de acdos farmaceuticamente acepiable, se refiere a aquellas
sales que retienen la efectividad bioldgica v las propiedades de las bases
Koras, que no son indesesbles ni bicldgicamente ni de ofra manera, y que se
forman con acidos inorganicos tales como, pero sin timitacion, acido clorhidrico,
acide bromhidrico, &cido sulfirico, acido nitrico, acido fostdrico y similares, v
acidos organicos iales como, pero sin limitacidén, acido acelico, acido 2.2-
diclorgacético, acido adipico, acido alginico, dcido ascérbico, acido aspartico,
acido benrensulidnico, Acido benzoico, aoido 4-acetamidobenzoict, acido
canfgnico, acide canfor-10-sulfdnico, acide caprico, acide caproico, dcido
caprilico, &cido cardnicg, acide cindmico, acido citrico, acido ciclamico, acido
dodecisiifdrion, acido  stan-1 2disulfdnico, acido  etansulfénico, adcido 2-
hidroxietansulidnice, acido fumarico, acido galactarico, acido gentisico, dcido

glucochepianico, dado glucdnico, acido glucurdnico, acido glutdmico, acide 2-
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aro-glutarico, acide glicerctosiorico, acido glicdlico, acide hipdrico, acido
isohutinico, acido Botico, acido factobidnico, acido lautico, acido maleico, acido
olelco, acido cerdlico, dcido oxdlico, acido palmitico, acido pamoice, acido
propionico,  acido piroglutamico, acido pirdvico, acido salicilico, acido 4-
aminosglicico, acido sebsgico, acido estearico, acide succinico, acido
tartarico, &cido hocilnice, acido p-toluensulfonico, acide trifluoreacético, acido

undeciéring, v simiaras.

“Sal por adicidn de bases farmaceuticamente aceplable” se refiere a aquellas
sales gque retienen la slectividad bioldgica y las propiedades de los acidos
fibres, que no son indeseables ni bioldgicamente ni de ofra manera. Estas sales
s preparan a party do i3 adicidn de una base inorganica o de una base
grganica &l acido ibre. Las sales derivadas de bases inorgénicas incluyen, pero
sin limitacidén, sales de sodio, de potasio, de lifio, de amonio, de calcio, de
magnaswy, de higrre, de 2ing, de cobre, de manganeso, de aluminio y similares.
Las sales derivadas de bases organicas incluyen, pero sin limitacion, sales de
anunas primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas que incluyen
aminas sustituidas naturales, aminas ciclicas v resinas basicas de intercambio
ionicn, iales como amoniaco, isopropilamina,  Himetilamina, distifaming,
trietilaming, iipropilaming,  diefanolamina,  elanolamina, deanol, 2-
matilaminostanoel,  2-dietlamingetanol,  diciclohexilamina, lising, arginina,
histidina, cafelna, procalna, hidrabaminag, coolina, belaina, benelaming,
benzatina,  etilendiamina,  glucosaling, metilglucaming,  teobromina,
triclanciaming, tromelaming, purinas, piperazina, N-slilpiperiding, resinas de
poliaming y simitares.

A lo largo de la descripcidn vy las reivindicaciones ia palabra "comprende” y sus
varianies no prefenden exclulr oftras caracteristicas  iecnicas, adilivos,
componantas o pasos. Para log expertos en la materia, otrog objstos, ventajas
y caractaristicas de 18 nvencion se desprenderan en parte de la descripcidn v
en parte de la praciica de la invencion. Losg siguientes ejemplos vy dibujos se
proporcionan a modo de Hustracion, y no se pretende gue sean limitativos de la

presente invenaiin.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Inhibicidn {35 de los ciclitoles 1-5, sobre fa B-ghucocerebrosidasa
humang  en Hbroblastos degpues de 24h de incubacidn  a  distintas

concentraciones de inhibidor,

Figura 2. inhibicidn (%) def ciclitol 6 sobre 1a f-glucocersbrosidasa humana en
fibroblastos despuées de 24h de incubacion a distintas concentraciones de
inhitidor.

EJEMPLOS

A continuacion se dustra la invencion mediante unos ensayos realizados, qus
pone de manifiesto la especificidad y efectividad de los compuastos de fdrmula
general {1 da la presanie invencion,

A. Sinlesis de los compuestos de la invencion

Los ciclitcles desoritas an asta mvencion incluyen aminociclitoles con un grupo

alooxi {1-6} v ciclitnles con dos grupos alcoxi (T

OH OH

Para la preparacitn de los amineciclitoles con un grupo aleoxd {1-8), se sigue ia
secuencia de reaccidn descrita en ef esquema 1. Para ello, se protegié el grupo
hidroxilo de los azidoalooholes 8 v 9. preparados ssgun P Gonzélez
{Gonzalez-Bulnes, P. y col. en Carbohydr. Res. 2007, 342, 1947-1952), con un
grupo alquils vy a continuacion, la reduccion del grupo azido a amina
proporciond ias aminas 14-17. Por aminacion reductora de estas aminas con sl
aldehido correspondiente se obluvieron los precursores 18-22.
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Esquema 1. RBeactivos y condiciones: a) Rel.: Gonzélez-Bulnes, P. y col
{Gonzalez-Bulnes, P. v col. Carbohydr. Res. 2007, 342, 1847-1952) y Serrang,
P.y ool {Serrang, Py coll J Org. Chem. 2005, 70 (20}, 7828-7840); b NaH,
Mel o CiHygl, DMF, 0 30, 71-83%: ¢) UAH., THF, 72-88%; d) GHwsCHO ©
CaM7CHO, NaBHRON, AcOH {cat), MeOH, 73-81%,; &) Pd/C, THF, MHCI cat, H;
{2 alm}, 8B3-840.

i precursor del cicliiol 7 se obluvo medianie la alguilacion del diol 23,
preparado segin Luchetli, G, y ool {Luchelli, G. v col. Synthesis 2008, 14
3142-3147}, con yoduro de nonilo {esquema 2).

La hidrogendlisls en prasencia del catalizador de PAd/C de ios precursores 13,
18-22 v 24 pormilid 1 oblencidn de los requernidos ciclitoles 1-7 después de la
ghiminacién de los grupos bencilo.
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Q8n Oty OH
23 24 7

Esquema 2. Raaclivas y condiciones: a) NaH, GaHyel, DMF, 78%,; b} Pd/C,
THF, Hp {2 atmy, 88%.

Se realizd la caraclerizacion estructural de los compuestos preparados y
usados en esla invencidn medianie espectrometria de masas, rofacion dptica y
aspeciroscopia de RMN de 'Hy VC,

Ejemplo 1. Preparacidn de  {1S52R3H455R6R-b-azido-1,2,3 4-
tatrakis{banciioal-8-{maetoxiiciciohexano (10}

A ung disolucion del azidoaleoho! 8 {0.76 g, 1.35 mmuol}, preparado segun P,
Gonzédler {Gonzalez-Bulnes, P. y col. en Carbohydr. Res. 2007, 342, 1947-
18521, en DMF {7 mi) se afiade NaM {65 mg, 1.6 mmol} a 0 °C y se deja en
agiacion durante 15 min. A continuacién, se afiade yoduro de metila (2.7
ol ¥ la disohwion resultante se mantiene en agitacion a 0 3C durante 30
min. Pasado aste Hempo, se anade agua {20 ml) y se extrag la fase acuosa
con éler {3 x 20 mb}. Los sxtracios combinados se favan con una disolucion
saturada de cloruro de sodio, se secan sobre sulfato de magnesio y se eliminan
fos disolvenies a presidn redunida. B! crudo oblenido se puifica mediante
cromatografia en columng utifizando una mezcla de hexano/facetalo de etilo de
nolaridad creciente {de 20:1 a 8:1) como sluyenie y se obliene el producto con
un rendimiento del 93%. [j2+8.0 {¢ 0.5, CHCL) IR ({fim) v = 3090, 3066,
3026, 2022, 2857, 2106, 1489, 1454, 1360, 1137, 1084, 1028, 735, 687 cm™;
H RN (8, 500 MHz, CDClyi 3.08 {t, 1H, J=0.6 Hz), 3.32 (&, 1H, J =9.6 Hz},
342 {4 1H J=10.0 Hzl, 345-3.52 {m, 2H), 3.57 {, 1H, J =83 Hz), 3.70 {5, 3H},
4.82-4.93 {m, 8H}, 7.26-7.35 {m, 20H); °C RMN (3, 100 MHz, CDCL): 81.5,
86.7, 76.08, 76.10, 7814, B1.0, 825, 83.3, 834 (2}, 127 8-128.6, 137.9, 138.3,
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138.4. HRMS cakulado para CasHaNaOsNa: 802.26831 [M+Na]". Encontrado:
602.2628.

Ejemplo 2. Preparacion  de  {152R3A455R6R)-5-azido-1,2,3.4-

tetrakis{banciion-§-{noniloxijeiclohexano {11).
Sigutendo e procedimianto del Ejemplo 1, a partir del azidoglcohol 8 e yoduro
de nonilo se obliene o producto con un rendimiento def 83%. [aly +8.1 {¢ 1.0,
CHOCLY IR {Him) v = 3088, 3064, 3031, 2825, 2854, 2102, 1497, 1454, 1359,
1137, 1069, 1028, 733, 696 cm™; 'H RMN (8, 500 MHz, CDCly): 0.89 {t, 3H, J
=58 Hz}, 119142 {m, 12H), 1.61-1.68 (m, 2H), 3.14 {1, 1H, J =84 Hz}, 3.30 {4,
1H, J =07 Hz), 3.38-3.42 {m, 1H}, 3.47-3.850 (m, 2H), 3.55 {1, 1H, J =8.2 Hz),
3.74-3.88 {m, 2H), 4.82-4.89 {m, 8H), 7.25-7.35 {m, 20H}; "*C RMN (3, 100
MHz, CDCli 14.3, 22.8, 26.2, 284, 29.69, 28.71, 30.5, 32.0, 67.0, 74.4, 76.07,
78.08, 76,15, 81.1, 81.5, 82.6, 83.3, 834, 127.8-128.6, 137.9, 13838, 138.40.
HRME caloulado para CuHaaNsOsNa: 714.3883 {M+Nal. Encontrado: 714.3801.

Ejemplo 3. FPreparacidn  de  {(152K3R455H68)-5-azido-1,2.34-
{etrakisthenciioxii-6-{metoxiiciciohexano (12}

Sigulendo e procedimiento del Ejemplo 1, a partir del azidoaleohol 8,
preparado segin P, Gonzalez {(Gonzalez-Bulnes, P. y col. en Carbohydr. Res.
2007, 342, 18471852}, e yoduro de metilo se obtiens of producto con un
rendimianto del 71%. [aj¥+5.2 {v 1.0, CHCL); IR {Him): u = 3080, 3031, 2825,
2854, 2102, 1457, 1453, 1361, 1069, 1028, 735, 696 cm™; 'H RMN (5, 500
MHz, CDCLY 3.23 {dd, 1H, J=10.4, 2.1 Hz), 344 (dd, 1H, J=0.8, 2.1 Hz), 3.48-
355 {m, 2H}, 370 (5, 3M1, 388 {4, 1H, J =08 Hz) 4.01 {1, 1H, J=0.6 Hz), 4.70-
4.93 {m, 8H), 7.30-7.35 {m, 20H}; PC BMN (8, 100 MHz, CDClL): 61.6, 63.4,
733,758,758, 76.2, 788, 80.3, 814, 816, 84,4, 127.7-128.6, 138.03, 138.06,
138.81, 138.65. HEMS caloulado para CasHyeNDOsNa: 802.2631 [MeNa]".
Encordrade: 8022625,
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Ejemplo 4. Praparacidn de  {(1S283R455A,65)-5-azido-1,2,3.4-
tetrakis{benciloxi}-6-{noniloxiiciclohexano {13).

Siguiendo e procadimiento del Ejemplo 1, a partir del azidoalechol 9 e yoduro
de nonile se obtiene el groducto con un rendimiento del 80%. [a]5+7.8 (¢ 1.0,
CHCLY IR {fim) v = 3088, 3064, 3031, 2825, 2855, 2106, 1497, 1454, 1360,
1137, 1085, 1028, 734, 687 om’’; 'H RMN (&, 500 MHz, CDCl): 0.91 (. 3H, J
=8.8 Hz), 1.08-1.44 {m, 12H), 1.46-1.70 (m, 2H), 3.17 {dd, 1H, J=10.3, 1.9 H2),
3.41 |dd, 1H, J=88, 1.8 Hz), 3.53 {t, 1H, J =0.2 Hz}, 3.67-3.71 {m, 1H), 3.88-
3.92 {m, 2H), 3.99-4.04 {m, 2H}, 4.73-4.97 (m, 8H), 7.26-7.42 (m, 20H); °C
RAN {8, 108 MHz, CDCLE 143, 22.8, 26.2, 29.5, 28.6, 29.8, 30.4, 32.1, 83 .4,
3.1, 73.8, 757,701,771, 802, B1.G, 81.7, 84.5, 127.7-128.6, 138.15, 138.22,
138,56, 13871, HRMS calculado para CuaMHsaNaQsNar 714.3883 [MaNa]™

Encontrado: 714 3888,

Ejemplo 5. Preparacidn de (1R253AR4R55,6A)-2,3.4.5tetrakis(benciloxi)-6-
{metoxiiciclohexiiamina {14},

Una dissducidon del azidociclitol descrito en el Ejemplo 1 (722 myg, 1.25 mmol) en
THF {10 mi} se afade lentamente sobre una suspension de LiAIH; (85 mg,
2.25 mmoly en THE (10 mib) manteniendo ia temperatura a 0 *°C bajo atmosfera
de argdn. A continuacion se agita durante 3h g temperatura ambiente y se
anade una solucin satuwrada de NaxSCs a 0 *C. La solucidn resultants se
diluye con acstato de atiln, se seca con NaSQy, se filtra a través de Celite y
ésta se lavd varias veces con acelato de etilo. Se sliminan los disolvenies a
presion reducida v se obliens o producto con un rendimiento del 95% {655 mg,
118 mmoll, {ofe+8.7 {c 1.0, CHCL); IR {film): u = 3092, 3064, 3030, 2904,
2853, 1497, 1454, 1358, 1130, 1063, 1043, 1027, 734, 695 cm™; 'H BMN (3,
500 MHz, COCLE 181 {brg, 2H), 288 {t, 1H, J=10.0 Mz}, 3.09 {1, 1H, J=85
Mz}, 3.38 {4, 1H, J =04 Hz), 3.50-3.64 {(m, 3H), 3.88 {s, 3H), 4.70-5.02 (m, 8H),
7.28-7.38 {m, 20H): °C BMN &, 100 MHz, CDCLy): 55.6, 61.8, 75.8, 75.9, 76.0,
76.1, 828, 835, 84.34, 8435, 8439, 127.8-128.7, 138.42, 138.45, 138.50,
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138.55. HRMS calculado para CasMieNOs 554.2906 [M+H]'. Encontrado:
554 2838.

Ejemplo 6. Preparacion de {1R2853A4R55.6R)-2.3.4,5-1etrakis{benciioxi)-6-
{nonfioxiicicichexitaming {15).

Bl azidocicliol desorito en e Elemplo 2 se somete g reduccion mediante un
procadimisnto analoge al gue se detalla en el Ejemple 5 y se obtiene el
producio con un rendimiento del 72%. {o]y+7.6 (o 1.0, CHCGL) IR ilmy v =
3000, 3085, 3033, 2824, 2854, 1497, 1452, 1356, 1130, 1068, 1043, 1024, 732,
896 om’; TH RMN {8, D00 MHz, CDCR) 0.80 {t, 3H, J =7.0 Hz), 1.19-1.40 {m,
1283, 1.84-1.87 {m, 2H), 1.80 {br s, 2H), 2.90 (¢, 1H, J =100 Hz), 318 (t, 1H, J
=84 Hz}, 3.35 {1, 1H, J=8.4 Hz), 3.53-3.69 {m, 4H), 3.93-3.97 {m, tH}, 4.71-
5.02 {m, BH), 7.28-7.37 {m, 20H): C BMN (8, 100 MHz, CDChL): 14.3, 22.8,
263, 264, 28.8, 207, 306, 32.0, 55.5, 74.1, 75.85, 7589, 76.0, 761, 82.7,
83.1, 838, 844 {2}, 127.8-128.7, 13845, 138,47, 138.53. HRMS calculado
para CaHsaNGs: 868.4158 [MeHY . Encontrado: 666.4131.

Ejemplo 7. Preparacidn de {1H2853R4R55685)-2.3.4 5-1etrakis{benciloxi)-6-
{metoxiciciohaxiiaming {161

El azidocictitol desarito en ef Ejemplo 3 se somete 3 reduccion medianie un
procadimisnto andlogo al que se delalla en el Ejemplo 5 y se ohbiliene el
producio con un rendimiento del 85%. {a}-31.2 {c 1.0, CHCL) IR {film): u =
3088, 30686, 3083, 2021, 2854, 1496, 1454, 1362, 1090, 1071, 1028, 735, 696
em” H RMN (&, 500 MHz, DGl 2.48 (d, 1H, J =9.4 Hz), 3.43-3.50 {m, 3H),
3.63 {3, 3HL, 371875 {m, 1H), 3.96 {1, 1H, J=8.3 Hz), 4.81-4.93 {m, 8H), 7.24-
7.358 {m, 20H) BC RMN B {5, 100 MHz, CDCls): 54.3, 81.8, 73.1, 75.7, 75.9, 78.0,
789, 823, 829, 833, 85.0, 127.04-128.65, 138.35, 138.687, 138.80, 138.86.
HRMS calcuiado parg CasHaoNDOs: 5542906 [MaH]". Encontrado: 554.2827.
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Ejemplo 8. Preparacion de (1R.25384A55,65)-2.34,5-tetrakis{benciloxi}-6-
{noniioxiiciciohexilamina {17},

El andocichitol descorifo en ¢ Ejemplo 4 s& somete a reduccion mediante un
progedimiente analoge al que se detalla en el Ejemple 5 y se obtiene el
producto con un rendimiento del 80%. {aji47.1 (¢ 1.0, CHCL): IR (ilm) u =
3{3-8{} 3080, 3033, 2024, 2854, 1497, 1454, 1362, 1080, 1069, 1024, 732, 696

DTH RMN (8, 500 MHz, CDCly): 0.92 {1, 3H, J =6.7 Hz), 1.24-1.33 {m, 12H),
1.50-1.83 {m, 2H}, 246 (d, 1H, J =85 Hz}, 3.40-3.64 {m, 4H), 3.80-3.83 {m
1HI, 3.88-4.07 {m, 2HY, 4.67-5.04 (m, 8H), 7.24-7.35 {m, 20H); °C RMN (3, 100
MHz, CDCL 14.3, 228, 28.3, 28.5, 28.6, 28.8, 30.8, 32.1, 543, 72.8, 73.5,
75,88, 7588, 76.0, 78.1, 823, 83.0, 83.3, 85.1, 127.6-128.7, 138.4, 13872,
138,73, 138.8. HRMS calculado para CapMseNOs 6664158  [MaH]™
Encontrado: 688.4158.

Ejemplo 8. Proparacion de (1R2853AR4R58,6R)-2.3,4,5-tetrakis{benciloxi}-6-
matoxi-N-octiiciciohexilaming {181,

Una golucidn del amineeiclitol 14 (80 mg, 0.14 mmuol), descrito en el Ejemplo 5,
en metanol {5 ml) se rata sucesivamente con clanoborohidrura sodice (18 mg,
0.2 mmol), acido acético (10 ubl} v octanal (25 yl, 0.16 mmol}. La reaccidn se
deia bajo atmdsiera de argdn vy en agitacion durante 4h. Pasado este tiempo,
s afiade agua (0.2 mL) v se evapora el disolvente. El residuc oblenido se
resuspende en ster {20 mb} vy se lava con agua {15 ml}. La fase acuosa se
exirae oon sy {3 x 20 mbi). Los extractos combinados se lavan con una
digsolucian saturads de cloruro de sodio, se secan sobre sulfato de magnesio v
sg eliminan fos disclvanies a presion reducida. El crudo obtenido se purifica
mediante cromatografia en columna utifizando como eluyente una mezcla de
hexanciaostato 2.1 v se obhtiene el producto con un rendimiento del 77%
fole 7.8 {o 0.2, CHCLY IR (ilm): u = 3089, 3084, 3031, 2925, 2854, 1487,
1454, 1359, 1134, 1084, 1028, 733, 697 em™; 'H RMN (3, 500 MMz, CDCly):
0.88 {1, 3H, J=7.0 Ha}, 1251080 {m, 12H), 2.57 {, 1H, J =10.1 Hz}, 2.73-2.81
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{m, M), 218 {, 1H, J=9.3 Hz), 341 (t, 1H, J =9.6 Hz), 3.50-3.65 {m, 3H), 3.67
{s, AH}, 4.73-5.01 {m, 8H), 7.24-7.43 (m, 20H); °C RMN {8, 100 MMz, CDCly):
3, 82.8, 27.4, 28.36, 2838, 288, 30.7, 32.0, 49.9, 81.2, 6821, 75.72, 75.90,
B2, 78.0, 819, 83,2, 842, B4.4, 845, 127.8-128.6, 13834, 13847, 138.54.
HRMS calcuiado para CuMHasNOs: 868.4158 (M+H]™. Encontrado: 668.4221.

Ejemplo 190. Preparacion de (1R 253HR4R58,6R)-2,3.4 5-tetrakisthenciloxi)-6-
matox-Anonilciclohesdaming (18).

Una disclunion del aminociciiiol 14, preparado de acuerdo con el procedimiento
desoriio an o Ejemplo 5, se frala con nonanal segun el procedimiento de
aminacion reductora detallado en ef Ejemple 8. El producto crudo se purifica
mediante cromatografia en columna utilizando como eluyente una mezcla de
hexanoacetato 2:1 y se obtiene el producto con un rendimiento del 73%

fol 5 +13.0 {o 0.3, CHGCI IR {film): u = 3088, 3065, 3033, 2824, 2854, 1497,
1454, 1359, 1136, 1084, 1028, 733, 897 cm’'; 'H RMN {5, 500 MHz, CDCL):
(.89 {1, 3H, J =698 H), 1.22-1.44 {m, 14H}, 2.55 {1, 1H, J=10.1 Hz), 2.73-2.81
{m, 2HY 318 {8, 1H, J =82 Hz), 341 {t, 1H, J=8.5 Hz), 349-3.61 {m, 3H}, 3.65
{s, 3HL £.73-5.00 {m, 8H), 7.28-7.35 (m, 20H); °C RMN (8, 100 MHz, CDCly}:
14.3, 22.8, 274, 284, 28.7, 307, 32.0, 49.8, 612, 82.1, 75.7, 75.91, 75.83,
76,1, 82.0, 83.2, 84.2, 84.44, 84,49, 127.8-128.7, 138.3, 13847, 138.55. HRMS
caloulado para CaHaeNGg 80,4315 [MeHY, Encontrado: 880.4221,

Ejemplo 11. Preparacién de {1R.253R4H 55,6 F)-2 3.4, 5-tetrakis{benciloxi}-N-
nont-8-{nontoxijciciohexiiamina {20).

Una disolucidn del aminogiclitol 15, preparado de acuerdo con el procedimianto
descrito en of Ejemplo 6, se trala con nonanal segun el procedimiento de
amingcidn reductora detallado en ef Ejemplo 9. El producto crudo se purifica
mediante cromalogratia en columna utilizando una mezela de hexano/acstato
de stilo de polaridad creciente como eluyente {(de 201 a 61} y se obtiene ¢l
producio con un rendimisnto del 81%. {o]3+5.2 {0 1.0, CHCL) IR {Jilim) v =
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3088, 3084, 3030, 2855, 2024, 2854, 1497, 1467, 1454, 1358, 11338, 1064,
1028, 735, 886 om™; 'H RMN (3, 500 MHz, CDCh): 0.90 (dt, 6H, J =6.9, 7.0
Hey, 1.22-1.45 {m, 22H), 1.42-145 {m, 2H), 1.55-1.86 {m, 2H), 2.27-2.30 {m,
2HY 256 {1, 1H, J =10.0 Hz), 2.76-2.85 {m, 2H), 3.20-3.23 {m, 1H), 3.37-344
{rm, 1HY, 3.51-3.88 {m, 4H), 3.81-3.85 (m, 1H)}, 4.74-4.98 {m, 8H), 7.27-7.35 {m,
20H: O RMN {8, 100 MHz, CDCL): 14.3, 22.8, 26.4, 274, 20.4, 28.5, 29.7,
30,7, 32.03, 3205, B0 4, 82.2, 74.0, 757, 7H.8, 78.0, 76.1, B2.2, 828, 83.3,
84.5 {2}, 127.78-128.683, 138.4, 138.5, 138.56, 138.58. HRMS calculado para
Gaatra NGy 7825567 M HY. Encontrado: 792.5620.

Ejemplo 12. Proparacidn de (1 H253R4K.55.65)-2,3 4, 5-tetrakis{benciloxi)-6-
matoxi-Anoniicickehextdaming (21).

Una disolunidn del amingoiclitol 18, preparado de acuerdo con e procedimiento
descriio en o Ejemplo ¢, se trala con nonanal segin el procedimiento de
arsingacion reduciora detallado en el Ejemplo 9. El producto crudo se purifica
madiante cromatografia en columna utilizando una mezcla de hexano/acetato
de etilo de polaridad creciente como eluyente {de 20:1 g 5:1) v se obliene &l
producte con un rendimienio del 80%. [al@-12.9 {¢ 1.0, CHCl) IR {film): u =
3089, 3089, 3031, 2955, 2921, 2850, 1497, 1467, 1454, 1358, 1133, 1084,
1028, 735, 636 om™; 'H RMN (8, 500 MHz, CD;COCD:): 0.88 {1, 3H, J =5.9
H), 1.84-1.35 {my, 18H), 1.44-1.52 {m, 2H), 2.50-2.80 {m, 3H), 3.54 {1, 1H, J
=8.7 Hz}, 3.80-2.73 {m, SH), 3.87 {1, 1H, J =85 Hz), 3.98-4.01 {m, 1H), 4.72-
4.93 {m, BH), 7.22-7.42 {m, 20H): C RMN (8, 100 MMz, CD;COCD,): 14.4,
23.3,28.0, 209, 301, 30.3, 304, 32,6, 48.4, 616, 61.7, 73.1, 75.8, 75.9, 76.00,
82.6 {2}, 83.2, 85.5, 128.0-128.1, 139.9, 140.2, 140.3 (2). HRMS calculado para
CaaMaaNGy: 8804315 M MY Encontrado: 680.4346,

Ejemplo 13. Preparacdn de {1 H.253R4R,55651-2.3 4, 5-tetrakis(benciloxi}-N-

nonid-8-{nontloxijciclohexiiamina {22).

Una disolucidn del aminociclifol 17, preparado de acuerdo con el procedimiento

descrito en ef Ejemplo 8§, se trala con nonanal segun el procedimienio de
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aminacidn reductora dedaliado en el Ejemplo 8. Bl producto crude se purifica
mediants cromatografia en columna utilizando una mezcla de hexano/acetato
de etilo de polaridad crecients como sluyents {de 201 a 51} y se obtiene el
producio con un rendimianto del 75%. {0}y 184 {¢ 1.0, CHGCL) IR {fiim): v =
3088, 3062, 3028, 2055, 2024, 2854, 1487, 1467, 1454, 1362, 1133, 1088,
1070, 732, 696 om’; TH RMN (B, 500 MMz, CD;COCD,): 0.85-0.80 {m, 8H),
1.20-1.38 {m, 24Hy 1.38-1.81 {m, 2H), 1.57-1.63 {m, 2H), 2.80-2.70 {m, 2H},
275280 {m, 1HL 348 4 H, J=8.1 Hz), 3.56 {dd, 1H, J=9.8, 1.5 Hz), 3.64 {1,
1H, J =84 Hz), 371 {d 1H =80, 64 Hz}, 3.84-3.88 (m, 1H), 3.81 (L 1H, J
=85 Hzd, 3.87 {dl, TH, J =838, 6.4 Hz), 4.14 (brg, 1H), 4.71-4.84 {m, 8H), 7.22-
742 {m, 20H); FC RMN {5, 100 MHz, OD;COCD:): 14.4, 23.34, 23.37, 27.0,
28.1, 202,288, 30,1, 30.3, 30.4, 30,5, 31.2, 32.6, 327, 48.4, 62.0, 73.0, 73.8,
753, 758, 8.0, 827 {2), 834, 85.6, 128.0-129.0, 140.00, 140.30, 140.35,
140,45, HRMS calculado para GCepHnNOsr 782.5567 [MeH]". Encontrado:
792.5578.

Ejemplo 14, Preparacion de {(152AR3R45586AR-1.2.3,4tetrakis{benciloxi}-

5. 8-dinonfioxiciciohexano {24).

Sigutendo el grocadimianto del Ejemplo 1, a partir del diol 23, preparado segin
G, Luchetti y coll {Luchetll, G y col. Synthesis 2008, 18, 3142-31473, e yoduro
de nonilo {10 squivalentes] se obtiene un crudo gue se purifica mediante
cromatogralia en cohsmna utilizando una mezcla de hexanofacsiato de stilo
{20:1) como sluyente y se obtiene el producto con un rendimienio del 78%.
folr 2.0 {o 0.7, CHCLY IR {ilm): u = 3085, 3085, 3028, 2859, 2924, 2854,
1734, 1718, 1267, 1085, 1071, 1028, 728, 668 cm’; 'H RMN {8, 500 MHz,
CDCLY: 0.80-0.84 {m, 8H), 1.28-1.42 (m, 24H), 1.61-1.66 (m, 4H), 3.15-3.21 {m,
1H), 3.837-3.40 {m, 1H), 348 {d, 1H, J=2.2, 9.2 Hz), 3.53-3.58 {m, 1H}, 3.61-
3.868 {m, 1H), 378 {4, 2H, J =22, 85 Hz), 3.93 {d, 1H, J =2.05 Hz}, 3.97 {d,
TH, J=2.3, 8.5 Hal 4.05 {dl, tH, J =23, 85 Mz), 475-4.97 {(m, 8H), 7.30-7.42
{m, 20HY: C RMN (8, 100 MHz, CDCly): 14.3, 22.83, 22.84, 26.3, 26,42, 28.47,
29.52, 20,686, 289.70, 28.74, 20.8, 30.4, 305, 32.0, 32.1, 70.8, 72.8, 73.5, 75.0,
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75.8, 768.0, 781, 81L.1, 818, 81.7, 818, 83.7, 127.6-128.5, 138.8, 13847,
138.02, 1382, HRMS calculated for GepMireOgNar 8155227 [M+Nal'. Found:
815.5238.

Ejemplo 15. Preparacion del hidroclorure de {1 5,2R,38,4H5R.65)-5-matoxi-6-

{octlaminaiciciohexana-1,2,3 4-tetraol {1).

Una dispducitn del amminociclitol 18 (0.1 mmol}, preparado de acuerdo con el
procedimisnio desornito en f Ejemplo 8, en una mezcla de THF (3 mbL) y HCH {4
gotas; s& hidragend a 2 atm en prasencia de Pd/C {80 mg, 5-15%) durante 18
h. Pasado este empo la mezcla de reaccion se fillre a través de Celite v ésta
se lavd varas veges con metanol. Se eliminaron los disclventes a presion
reducida obleniendose e producto deseadoe con un rendimiento del 892%.
Il +8.5 {o 1.0, CH:OHY 'H RMN (3, 500 MMz, CD;OD): 0.81 {1, 3H, J =8.9
Hzy, 1.88-1.47 {m, 10H}, 1.70-1.80 {m, 2H}, 3.03 {{, 1H, J =10.8 Hz), 3.08-3.14
{rn, 2HY, 3.17-3.28 {m, 2H), 3.33-3.37 {m, 1H), 3.44 (i, 1H, J=89 Hz), 3.48-3.54
{m, 1H}, 3.67 {s, 3H): °C BMN (8, 100 MHz, CD:;0OD}: 14.4, 23.7, 27.3, 27.6,

30.2 {2y, 328, 458, 80.8, 81.7, 89.7, 75.3, 76.3, 774, 79.0. HBMS caleulado
para GusHeNGs: 306.2280 [M+HY. Encontrado: 306.2276.

Ejemplo 18, Preparacion del hidrocloruro de (15,2835 4R 5H.651-5-metoxi-6-
{nonflaminoicicichexano-1,2,3,4-1etraol {2},

De acuerdo con ¢ procedimienio descritc en el Ejemplo 15, a partir del
aminociclitol 19, preparado sigutendo el procedimiento descrite en el Ejempilo
10, se obtiene sf producto 2 con un rendimiento del 84%. [u] 3 +10.3 {¢ 1.0,
CH.OHY; TH RMN (8, 500 MHz, CD:OD): 0.80 {t, 3H, J =6.9 Hz), 1.31-1.43 {m,
12H), 1.70-1.75 im, 2H)L 3.03 (L 1H. J =10.8 Hz), 3.08-3.17 {m, 2H), 3.18-3.26
{m, 2H), 3.34-3.37 {m, 1H), 3.44 {1, 1H, J =8.9 Hz), 3.49-3.54 {m, 1H), 3.68 (s,
3H): 0 RMN 8, 100 MHz, CD;ODY: 14.5, 23.7. 27.3, 27.6, 30.2, 30.4, 30.5,
33.0, 48.0, 80.8, 817, 89.8, 753, 76.3, 77.4, 79.0. HRMS calculado para
CraMeaNOs: 320.2437 IM+HY. Encontrado: 320.2433.
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Ejemplo 17, Preparacion del hidroclorure de {(1R2S53H 4555 6R)-5-

{nonitaminol-8-{nondloxilcicichexano-1,2,3 4tetraol (3).

De acuerdo con ef grocedimiento descrito en ef Ejemplo 15, a partir del
amingcichiol 20, preparado siguiendo el procedimiento descrite en ef Ejemplo
11, se chifene sf producto 3 con un rendimiento del 88%. g} +8.3 {¢ 0.9,
CH2OHY TH RMN {8, 500 MHz, CD0D): 0.90 (dt, 6H, J=7.0, 6.9 Hz), 1.31-1.43
{rry, 24HY, 1.80-1.78 {my, 4H), 3.00-3.12 {m, 2H), 3.16-3.21 {m, 2H}, 3.24 {1, 1H, J
=0.1 Hz), 3.40-3.48 {m, 3H), 3.60-3.65 (M, 1H), 4.13-4.18 (m, 1H); "°C RMN (8,
100 MMz, OO0 145, 238, 27.3, 274, 277, 30.3, 30.4, 30.5, 30.6, 30.8,
31.5, 33.06, 3312, 468, 820, 70.0, 74.1, 754, V6.3, 776, 78.0. HRMS
calculado para CodHeaNQs 432.3689 [M+HT'. Encontrado: 432.3675,

Ejemplo 18. Proparacion del hidroclorure de (1R253R.4856,55.65})-5-amino-6-
{nonitoxijcicichexang-1,.2,3 44etfract (4).

De acusrdo con e grocedimienio descritc en el Ejemplo 15, a partir del
azidociclitol 13, preparado sigulendo el procedimiento descrite en el Ejemplo 4,
se obliens el producto 4 con un rendimiento del 80%. [l -11.8 {¢ 0.5, CH,OH};
"H BMN (8, 500 MHz, CD:0D): 0.80 (. 3H, J =8.8 Hz), 1.25-1.40 {m, 12H),
1.85-1.70 {m, 24}, 310 {d, tH, J =105 Hz), 319 (4, tH, J=8.1 Hz), 3.45-3.53
fm, 1H), 3.54-3.70 {m, 3H), 3.80-3.87 {m, 1H), 3.98-4.05 {m, 1H); C RMN (3,
100 MHz, COOD0Y 14.4, 237, 271, 305, 30.7, 30.8, 31.2, 33.1, 55.2, 71.5,
73.8, 748, 751, 770, 787 HHEMS calculado para CHiNOsr 306.2280
IM+HY. Encontrado: 308.22685.

Ejemplo 18, Preparacion del hidrocloruro de (185.2H35.4R,.5865)-5-matoxi-6-
{nonilaminoiciclohexano-1,.2,3,4-1etraol {5},

De acuerdo con & procedimiento descrito en e Ejemplo 15, a partir del
aminociclitol 21, preparado siguiendo el procedimiento descrito en ef Ejemplo
12, se obliene o producto § con un rendimiento del 8%%. [alx-15 {¢ 0.9,
CH,OH): H BMN (8, 500 MMz, CD,0D): 0.80 {t, 3H, J =6.8 Hz), 1.27-1.43 {m,
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12H1 1.80-1.85 {m, 2H), 3.00-3.24 {m, 4H), 3.50-3.60 (m, 2H}, 3.65-3.72 {m,
4H), 3.91-3.87 {m, 1HY 0 RMN {8, 100 MHz, CD0D): 14.4, 23.7, 27.0, 27.7,
30.3, 30.4, 305, 33.0, 47.0, 60.9, 62.0, 71.2, 73.6, 74.8, 77.0, 78.0. HRMS
calculado para CialeNQg 3202437 [MaHY'. Encontrado: 320.2433.

Ejemplo 20, Preparacidn del hidroclorwre de {1R2853RHA4555685)-5-
{nonitaminol-8-{nonllaxiiciciohaexano-1,2,3,4-1etraol {6).

De acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 15, a partir del
aminocichitol 22, preparado siguiendo el procadimianto descrito en ef Ejemplo
13, se obiene ef producie 8 con un rendimiento del 92%. [u}-18 {¢ 1.0,
CHLOM): 'H BMN (8, 500 MHz, CD:;OD): 0.88-0.96 (m, 6H), 1.25-1.42 {m, 24H),
1.80-1.80 {m, 4H}, 3.04-3.08 {m, 2H}, 3.13 {ad, 1H, J=10.7, 2.6 Hz}, 3.18 {, tH,
J =81 Mz}, §.50 {dd, tH, J =88, 2.2 Hz), 3.54-3.64 (m, 2H}, 3.72 {dd, 1H. J
=10.5, 8.3 Hr), 3.98-4.05 (m, 1H), 4.16 {dt, 1H, J =9.1, 7.2 Hz); °C RMN {3,
100 MHz, CR:00 145 {2}, 23.74, 2375, 27.1, 27.2, 27.8, 30.3, 30.4, 30.51,
30,53, 30,76, 3080, 315,330, 33.1, 469,609, 71.3, 736, 74.8 (2}, 76.6, 77.1.
HRMS calculadn para CadHeaNO51 432.3889 [M+H]™. Encontrado: 432.3674.

Ejemplo 21, Preparacidn de (1R, 28, 35 4R, 5R 85 - 5, &
hig{noniioxdicicighexano-1,2,3.4-tetraol (7).

De acuerdo con of procedimiento descrilo en e Ejemplo 15, a parlir del
intermedio 24, prepsrado siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 14,
se obtiene & producto T con un rendimignio del 89%. [o]ly+154 {¢ 1.0,
CHOH) 'H RMN (@, 500 MHz, CD0D): 0.90 {1, 8H, J =6.9 Hz), 1.25-1.42 {m,
24H), 1.53-1.858 {m, 4H), 3.07 {dd, 1H, J=2.3, 8.9 Hz), 3.13 {1, 1H, J =8.2 Hz),
3.30-3.38 {m. 1HYL 3.51-3.77 {m, 8H), 3.84 (1, 1H. J =2.4 Hz): °C RMN (8, 100
MHz, CDLODL 145, 23.8, 27.3, 274, 30,49, 30.53, 30.7, 30.82, 30.84, 31.2,
314, 331, FL7, 738, 73.8, 748, 768, 79.3, B2.4. HRMS calculads para
CacHaeOeNa: 4553348 M+ Na]". Encontrado: 455.3328.
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B. Ensayos bioldgicos.

Se estudio of efecto de una serig de ciclitoles sinfetizados quimicamente sobre
distirtas glicosidasas y se determind la actividad sobwe la Glucosiiceramida
Sintasa. También se svaluaron algunos compuestos de la invencion en g
inhibicion & wirp de 18 B-glucocerebrosidasa humana y 1a polenciacion de

actividad dg esls snzima en linloblastos de pacientes de Gaucher con las

mulaciones NIFOS o L444F an presencia de algunas chapsronas
farmacoldgicas.

Ejemplo 22, Actividad inhibidora sobre glicosidasas y Glucosilceramida Sintasa
{GES)H

S estudic la

sohbre

la B-
de glicosidasas comercigiments

selectividad de  los compusstos 1.7

glucocerebrogidasa,  sobre  un panel
disponiblag ¥ se determind 1a actividad sobre la Glucosilceramida Sinasa en
homogeneizados de oflulas AS49 como se describe en Egido-Gabas, M. y col.
en Org. Biomal Chem. 2008, 3 {7), 1195-1201. Se recoge un resumen de 108

datos de inhibicion enlas Tablas 1, 2y 3.

g-Giucocerebrosidasa g-Glucosidasa (almendra)
inhibidor Cs0 (UM % actividad (100 plW)
1 a7 g
2 4.4 ga™
3 Q.67 104
4 (.45 83
8 .13 81
& 4.004 76
7 144 108

Tabla 1 Actividad inhibidora sobre glicosidasas. ™

a-Glucosidasa {(levadura de
panadero)

B-galactosidasa (higado
bovino)
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inhibidor % actividad (100 pWy) % actividad (100 uM)
1 518 13
2 CERR 108
3 133 143
4 112 18
5 88 73
& 107 20
7 107 80
Tabla 2: Actividad inhibidora sobre glicosidasas.®
GCS
inhibidor | % actividad (250 uM)
1 148
2 187
3 28
4 87
] g2
44
° 110"
7 18¢
Tabla 3: Actividad inhibidora sobre Glucosiiceramida Sintasa (GUS)

fa] Ninguno de s compusstos mostr¢ actividad frente a la ensima «-

galaciosidasa {grano café verde) v a-glucosidasa de arroz a 100 uM. [b] %
aptividad & 800 uM. fo] % aoiividad a 50 uM.

Con la excepcitn del ciclitol 7, los compueastos resultaron ser unos inhibidores

muy potentes de i B-glucocergbrosidasa, con valores de 1Gse del orden de

nanomolar ¢ micromaodar. Es destacable que ninguno de los compuestos
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mencionados  ariba  presentaron una actividad  significativa sobre la a-
galactosidasa, o-glucosidasas y B-glucosidasa de almendra a 100 pM. Asi
mismo, ninguno de los compusstos mostraron actividad significativa sobre la
Glucosticeramida  Sinlasa de homogeneizados de células AMS a una
goncentracion de 250 uM, indicando una selectividad hacia la enzima
hidrolitica. Por olro lade, los compuestos 1, 4 y 6 mosiraron una moderada
inhibicion, entre 80 ¢ 87%, sobre 18 B-galactosidasa de higado bovino a 100
FHGN

idad inhubidora de glgunns de ios compuestos sobve ia

glucocerebrosidasa humana en fibroblastos

Ejemplo 23. Achy

Para estudiar i@ inhibicion de los ciclitoles 1-6 sobre la enzima -
glucocergbrosidasa  humang, se incubaron fibroblastos durante 24h en
ausancia ¢ prasencia de los inhibidores a 50 uM y se empled un “ensaye ds
gnzima inacta” descrilo por Sawkar y col. {Sawkar, A R.; Cheng, W. C,;
Beutler, £E.; Wong, C. H.; Balch, W. E.; Kelly, J. W. Proc. Natl Acad. Sci. US A
2002, 98 (24}, 1542815433} para determinar la actividad enzimatica mediante
fa adicidn del sustrale {B-D-glucopirandsido de 4-metitumbeliferiio) a células
intaclas seguide de la cuantificacion de la 4-metilumbeliferona liberada.
Pravigmente se astudiaron ia citotoxicidad de los inhibidores, Los compuesios
3 y B, prasaniaron cierta cilotoxicidad, con valores de LDsy de 24 y 12 uh,
ragpactivaments, por o gue fueron testados a 5 uM. Sin embargo, el resto de
compuesios na pressentaron citofoxicidad a concentraciones infericres a 300
uhd.

Log compuestos 3-8 que mostraron mas de un 48% de inhibicion a 50 uM,
fusron también testados a concantraciones mas bajas. Se recoge un resumen
de la inhibician (36} sobre I B-glucocerebrosidasa humana en g Figura 1 y en
fa Figura 2 {para &l compussio 8).



(s

waa
iy,
ey

2
T

20

30

WO 2012/045906 PCT/ES2011/070695

Es destacable gue o gclitel 68 mostrd una polente inhibicidn de la B

glucocarsghrosidasa humana en fibroblastos a concentracionas del orden de

Ejemplo 24. Polenciacidn i wifro de la actividad de la B-glucocerebrgsidasa en

finfoblastos de pacientes de Gaucher con las mutaciones N3705 o L444P en

opresancia de algunas chaperonas farmacoldgicas.

Se determinaron lag aclividades de la B-glucocerebrosidasa en lisados
celulares despuss de incubar los linfoblasios en presencia ¢ en ausencia de
concentraciones creclentes de fos compuestos 1-6 duranie 3 dias en placas de
12 pocilfos. Despuds de lavar ef pellet con PBS, se resuspendid en agua y se
isg medignie sonicacion. Brevemente, se incubaron a 37 *C 10 ulL del
homogensizade con 50 b del sustralo B-D-glucopirandsidc de 4-
metiiumbetliferily {8 mM} en lampdn citrato-fostate 6.1 M, pH 5.2 suplementado
cont tgwrocoiato de sodio {0,25%) v Tritdn X-100 {0.19%). Se dejé reaccionar
duranie 2 h y se pard la incubacion afadiendo 150 gyl de tampon glicina-
hidréxido de sodin 0.2 M {pH 10.8). Se determind g 4-metilumbeliferona
hherada mediante flucromelria (excitacidn 355 nm: emision 480 nm). La
proteina fue cuantificada medianie el kit de ensayo de proteina Micro BCA
{Pieroe, Thermo Scientific).

Enia Tabla 4 se indican las concentraciones de los compuestos a las que se
observd wy mayor ncramento de la actividad sobre la B-glucocerebrosidasa en
finfoblastos de pacientes de Gaucher con las mutaciones N370S o L444P,

Los cichitoles tesiados demostraron un  impacto  significativo sobre a
potenciacion de la actividad enzimatica, especiaimente frente a la mutacion
NI708. La actividad de 1a B-glucocerebrosidasa en lisados obtenidos a partir de
finfoblastos de pacientas de Gaucher con las mutaciones N3708S se incrementd
hasta 2.0 veces en ef caso mas favorable {compuesios 5 y 6). Bin embargo, se
abservd un débil incremento en 1a actividad residual hasta 1.5 veces para la

mudacion L444P en of caso mas favorable (compuesto 2).
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Los compueastog incramsntaron {a actividad de a B-giucocerebrosidasa mas de
1.4 y 1.2 veres a alguna concentracion testada frente a las mutaciones N3705
y L444P, respectivamenta. Los cichioles 1, 2 v 4 a altas concentraciones {10 0
5 uh) fueron eficaces frente a la mutacion N370S5, con elevaciones de actividad
residual entre 1.7 v 1.8 veces, mientras que ios compuestos 3 ¥y § a 1 uM
incrementaron la actividad residual 14 y 2 veces, respectivamente. El
compuesio 6, que habla resultado ser un potente inhibidor de la 8-
glucacerabrosidasa, incrementd la actividad residual de esta enzima hasia 1.9
verss a una concentracion de 1 nbM. ks destacable que este Gltimo compussto
resulfd ser e mas eficaz de lag series frente a las mutaciones L444P, con
plevaciones de 18 actividad residual alrededor de 14 veces a  una

concentracion de .01 nhd

Los resultados anteriores apoyan al concepto terapéutico de que los polentes
inhibidores ciglifoles con estructura ciclica pueden servir como chaperonas
farmacologicas eficaces para potenciar la actividad enzimatica mutante ds

pacientes con enfermedad de Gaucher.

Chaperona N370S L444pP
farmacologica  {concentracion)® | (concentracion®
1 18201 (10 W) | 13 £0.1 (10 oMy

17+01(10pM) | 15202 (1 uM)
14201 (1pM) | 1.2+0.1{5nM)
18+0.1 GuM) | 1.3+0.1 (0.3 uM)
2002 (1uM) | 1.3%0.1 (0.5 nM)

15204 (1nM) | 1.4 +0.2{0.01 nM)

3 ] B L3 B

Tabla 4. Polenciaciones de aclividad sobre la B-glucocerebrosidasa en
finfoblastos de pacientes de Gaucher con las mutaciones N3708 o L444P en
presencig de algunas chaperonas farmacologicas.
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fal Se incubaron fos linfoblasitos de pacientes de Gaucher con las mutaciones
N3IFOS y L344F durante 3 dias con las chaperonas farmacologicas antes de
determinar Ia aclividad. Se presentan los valores observados para el mayor
ncramenia Jde la actividad residual de la §-glucocersbrosidasa. Los datos entre
paréniesis  correspongden & las  conceriraciones de  las  chaperonas

farmacoiogivas.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula general (1):

10

15

20

30

OH

HO X

HO Y

OH

()

o cualquiera de sus sales, isébmeros 0 solvatos,

donde

X se selecciona entre un grupo -NHR; o un grupo —OR;;

Y es un grupo —OR3;

R: se selecciona entre H, alquilo C4-Cyg 0 un cicloalquilo o un grupo
arilo;

Rz se selecciona entre alquilo C+-Cys 0 un cicloalquilo o un grupo arilo; y
Rs se selecciona entre un grupo alquilo C4-C4g 0 un cicloalquilo 0 un

grupo arilo.

. El compuesto segin la reivindicacion 1 donde X es un grupo -NHR;.

. El compuesto segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 ¢ 2, donde

Ry es H.

. El compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, donde

R+ es un grupo alquilo C4-Cys.

. El compuesto segin la reivindicacion 4, donde Ry es un grupo alquilo Cg-

Ce.
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6. El compuesto segun la reivindicacién 4, donde Ry es un grupo alquilo Cy-

C1s sustituido por un grupo cicloalquilo o arilo.

7. El compuesto segun la reivindicacion 5, donde R, es un grupo alquilo Cg-
Cy sustituido por un grupo cicloalquilo o arilo

8. El compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 6 6 7, donde
el grupo arilo es un fenilo.

9. El compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, donde

R, es un cicloalquilo o un grupo arilo.

10. El compuesto segin la reivindicacion 1, donde X es un grupo —OR..

11.El compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 ¢ 10,
donde Raes un grupo alquilo G7-Cyo.

12.El compuesto segin la reivindicacion 11, donde R, es un grupo alquilo

C7-Cqp sustituido por un grupo cicloalquilo o arilo.

13. El compuesto segun la reivindicacion 8, donde Rq es un grupo alquilo Cg-
Co.

14.El compuesto segun la reivindicacién 11, donde Rz es un grupo alquilo

Cs-Cg sustituido por un grupo cicloalquilo o arilo.

15.El compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 12 6 14,
donde el grupo arilo es un fenilo.

16.El compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15,
donde Rs es un grupo alquilo C4-Cys.
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17.El compuesto segun la reivindicacién 16, donde Rjz es un grupo alquilo
C1-Co.

18.El compuesto segun la reivindicacion 17, donde Rs es un grupo alquilo
Ci.

19. El compuesto segun la reivindicacion 17, donde Rj es un grupo alquilo
Co.

20.El compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19,

donde el grupo alquilo esta sustituido por un grupo cicloalquilo o arilo.

21.El compuesto segun la reivindicacion 20, donde el grupo arilo es un

fenilo.

22.El compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15,
donde Rj es un grupo cicloalquilo o un grupo arilo.

23.El compuesto segin la reivindicacion 22, donde R; es un fenilo.

24.El compuesto de férmula general (), segun la reivindicacion 1, que se

selecciona de entre la siguiente lista:

OH OH OH

HO NHCqhHy HO NHCgH:q HO NHCoH, g

HO OCH, HO OCHg HO OCgHye

OH OH OH
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OH OH on
HO NH, HO OCsHis o Y
HO' OCgH19 HO OCQH19 HO O;/\Q
OH OH OH
OH on
HO Y
\/\O HO NH
HO o7 2 HO o
OH o

0 sus sales, isbmeros o solvatos.

T

25. El compuesto de férmula general (1), segun la reivindicacidon 24, que se

selecciona de entre:

OH

OH

HO NHCgHyq HO NHCgH4q

HO OCH, HO OCgHig
OH

OH
0 sus sales, isdbmeros o solvatos.

26. El compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 para

su uso como medicamento.

27. Composicion farmacéutica, que comprende un compuesto de formula
general (I) o sus sales, solvatos o prodrogas, segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 25, junto con uno 0 mas excipientes
farmaceuticamente aceptables y al menos un transportador

farmaceuticamente aceptable, adyuvante y/o vehiculo.

28. Composicidn farmaceutica segln la reivindicacion 27, donde ademas

comprende uno 0 mas principios activos.
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29. Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones
27 6 28, donde dicha composicién se presenta en una forma adaptada a
la administracién parenteral, oral, sublingual, nasal, intratecal, bronquial,

linfatica, rectal, transdérmica o inhalada.

30. Uso del compuesto de formula general (1) segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25 o de la composicion farmacéutica segun
cualquiera de las reivindicaciones 27 a 29, para la elaboracion de un

medicamento.

31. Uso segun la reivindicacion 30, donde el medicamento se utiliza para el
tratamiento y/o prevencidon de una enfermedad relacionada con

trastornos de tipo lisosomal.

32. Uso segun la reivindicacion 31, donde el medicamento se utiliza para el

tratamiento y/o prevencién de la enfermedad de Gaucher.

33. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 32, donde el
medicamento se presenta en una forma adaptada a la administracidon
parenteral, oral, sublingual, nasal, intratecal, bronquial, linfatica, rectal,
transdérmica o inhalada.

34. Procedimiento de sintesis del compuesto de férmula general (1), segin
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, que comprende la
transformacién de un compuesto de formula general (A) en el compuesto
de formula general (1):

OBn OH

BnO Z HO X

BnO OH HO Y

OBn OH
(A) D
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o cualquiera de sus sales, isdbmeros o0 solvatos,

donde;

Z se selecciona entre un grupo —OH, —N3; 0 un grupo NR4Rs.

X se selecciona entre un grupo -NHR; o un grupo —ORy;

Y es un grupo —ORs3;

Ry se selecciona entre H, alquilo C4-Cyg 0 un cicloalquilo saturado o
insaturado de 4 a 8 eslabones;

R. se selecciona entre alquilo C4-Cis 0 un cicloalquilo saturado o
insaturado de 4 a 8 eslabones;

R3 se selecciona entre un grupo alquilo C4-C1s 0 un cicloalquilo saturado
o insaturado de 4 a 8 eslabones; y

R4 y Rs son iguales o diferentes entre si y se seleccionan entre H, alquil
C+-Cys, un cicloalquilo saturado o insaturado de 4 a 8 eslabones o un
grupo CO-OR;, donde Rg se selecciona entre, arilo, alquilo C4-C4g 0 un

cicloalquilo saturado o insaturado de 1 a 4 eslabones.

35. Procedimiento de sintesis del compuesto de formula general (1), segin la
reivindicacién 34, donde si Z es un grupo —OH, se lleva a cabo una

reaccién de alquilacion sobre los grupos hidroxilo desprotegidos.

36. Procedimiento de sintesis del compuesto de férmula general (I}, segun
la reivindicacion 34, donde si Z es un grupo —Njs, se llevan a cabo una
etapa de reduccion del grupo azido a amina y una aminacién reductora
con un aldehido seleccionado entre C;H5sCHO 6 CgH17CHO.
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