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DESCRIPCION

Sintesis de epotilonas, sus intermedios, andlogos y usos.
Antecedentes de la invencion

Las epotilonas A y B (2a y 2b, Esquema 1) son macrélidos citotéxicos de origen natural aisladas de una micobac-
teria degradante de celulosa, Sorangium cellulosum (Hofle y col. Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 1996, 35, 1567 y J.
Antibiot. 1996, 49, 560; cada uno de los cuales se incorpora en el presente por referencia). A pesar de sus estructuras
enormemente diferentes, las epotilonas A y B comparten el mismo mecanismo de accién que el paclitaxel (Taxol®)
que implica la inhibicién del crecimiento de células tumorales por polimerizacion de la tubulina y estabilizacion de
ensamblajes microtubulares (Bollag y col. Cancer Res. 1995, 55, 2325; incorporado como referencia). A pesar de su
valor clinico incuestionable como un agente terapéutico de primera linea, el Taxol® estd lejos de ser un farmaco ideal.
Su hidrosolubilidad marginal requiere recurrir a la formulacién de vehiculos tales como Cremophores que plantean
sus riesgos y asuntos de gestion propios (Essayan y col. J. Allergy Clin. Immunol. 1996, 97, 42; incorporado en el
presente documento por referencia). Ademads, el Taxol® es vulnerable a la desactivacién por resistencia miltiple a
farmacos (MDR) (Giannakakou y col. J. Biol. Chem. 1997, 272, 17118; incorporado en el presente documento por
referencia). Sin embargo, también se ha demostrado que las epotilonas A y B conservan potencia notable frente a
células tumorales MDR (Kowalski y col. Mol. Biol. Cell 1995, 6, 2137; incorporado en el presente documento por
referencia). Adicionalmente, la hidrosolubilidad aumentada en comparacién con paclitaxel puede ser ttil para poder
formular las epotilonas. Aunque el compuesto de origen natural, epotilona B (2b, EpoB, en el Esquema 1), es un po-
tente miembro de la familia de epotilona de productos naturales, posee desafortunadamente, al menos en ratones con
xenotrasplanteinjerto, un indice terapéutico preocupantemente estrecho (Su y col. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1997,
36,1093; Harris y col. J. Org. Chem. 1999, 64, 8434; cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento
por referencia).

Esquema 1

Taxoides y Epotilonas

1a R = Ph, Paclitaxel (axol) 2a, Ry = H, R> = CH; Epotilona A (EpoA)

1b R = +Bu, Docetaxol (Taxotere) 2b, Ry = CH3R, = CHg3, Epotilona B (EpoA)
2¢, Ry = H, Rz, = CH,OH, Epotilona E (EpoE)
2d, R; = CH;, R, = CH,OH, Epotilona F (EpoF)

Dado el indice terapéutico limitado de EpoB, otros andlogos de epotilona, en particular las 12,13 desoxiepotilo-
nas, se investigaron para estudiar su capacidad para proporcionar un perfil terapéutico mejorado (véanse, las Patentes
de Estados Unidos N° 6.242.469, 6.284.781, 6.300.355, 6.369.234, 6.204.388, 6.316.630; cada uno de las cuales se
incorpora en el presente documento por referencia). Experimentos realizados in vivo en diversos modelos de ratén
demostraron que la 12,13-desoxiepotilona B (3b, dEpoB en el Esquema 2) posee potencial terapéutico frente a di-
versos tumores humanos sensibles y resistentes en xenotrasplantes de ratones (Chou y col. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 1998, 95, 9642 y 15798; incorporado en el presente documento por referencia). Recientemente, la supe-
rioridad terapéutica de estas desoxiepotilonas sobre otros agentes anticancerosos se ha demostrado de manera con-
cluyente mediante estudios comparativos (Chou y col. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2001, 98, 8113; incorporado
en el presente documento por referencia). Debido a su impresionante perfil in vivo, la dEpoB se ha desarrollado a
través de evaluaciones toxicoldgicas en perros y se encuentra actualmente en ensayos humanos como un firmaco
anticanceroso.
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Esquema 2

Diversos Andlogos de Desoxiepotilona

3a Ri = H, R, = CH;, 4a R, = H, R, CHs; 5aR;=H.R;=CHjs, Iso-
Desoxiepotilona A (dEpoA) Dehidro-dEpoA (ddEpoA) dEpoA

3b Ry = CHs. R, = CH; 4b Ry = CH,, R, = CH;, 5b Ry = CHj3, Ry, = CHs,
Desoxiepotilona B (dEpoB) Dehidro-dEpoB (ddEpoB) Iso-dEpoB

3¢ Ry = H, Ry, = CH.OH. 4c Ry = H, R, = CH,OH, 5¢ Ry = H, R, = CH-OH,
Desoxiepotilona E (dEpoE) Dehidro-dEpoE  (ddEpoE) Iso-dEpoE

3d R1 = CH3, R2 = CH2OH5
Desoxiepotilona F (dEpoF)

3e Ry = H, Ry = NH;
Desmetilamino-dEpoA
(dadEpoA)

3f Ry = CHs. R: = NHa,.

4d Ry = CH;> R, = CH-OH,
Dehidro-dEpoF  (ddEpoF)
4e Ry = H, Ry = NH,,
Desmetilamino-ddEpoA
4f Ry, = CHs, Ry = NH,,
Desmetilamino-ddEpoB

5d Ry = CH,, R, = CH,OH.
iso-dEpoF (ddEpoF)

5¢ Ry = H. Ry, = NH,,
Desmetilamino-iso-dEpoA
5f Ry = CHs;, Ry, = NH..
Desmetilamino-iso-dEpoB

4g Ry = CH.F, R, = CHs,
26-Fluoro-ddEpoB

4h R, = CF;, R, = CH3, 26-
Trifluoro-ddEpoB

Desmetilamino-dEpoB
(dadEpoB)

3 g Ry = GHJF, Ry = CHs,
26-Fluoro-dEpoB

3h Ry = CF; Rz = GH,, 26-
Trifluoro-dEpoB

A la luz de la prometedora utilidad terapéutica de las 12,13 desoxiepotilonas, seria deseable investigar andlogos
adicionales asi como metodologias sintéticas adicionales para la sintesis de epotilonas y desoxiepotilonas existentes
y andlogos de las mismas asi como andlogos nuevos de las mismas. En particular, dado el interés en la utilidad
terapéutica de este tipo de compuestos, también seria deseable desarrollar metodologias capaces de proporcionar
cantidades significativas de cualquiera de las epotilonas o desoxiepotilonas previamente descritas, o las descritas en el
presente documento, para ensayos clinicos y para la preparacién a gran escala.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una tabla de valores de Cls, de epotilonas frente al crecimiento celular de CCRF-CEM, CCRF-
CEM/VBL y CCRF-CEM/Taxol. La inhibicién del crecimiento celular se midié por ensayo XTT tetrazonio después
de 72 horas de incubacién para el crecimiento celular como se ha descrito anteriormente (Scudiero y col. Cancer Res.
46: 4827-4833, 1988; incorporado en el presente documento por referencia). Los valores de Cls, se determinaron de la
relacién efecto-dosis a seis o siete concentraciones de cada farmaco, usando un programa de ordenador (Chou y col.
Adv. Enzyme Regul. 22: 27-55, 1984; Chou y col. CalcuSyn for Windows (Biosoft, Cambridge, UK), 1997; cada uno
de los cuales se incorpora en el presente documento por referencia) como se ha descrito anteriormente (Chou y col.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 15798-15802, 1998; incorporado en el presente documento por referencia).

La Figura 2 es un espectro de RMN 'H de trans-9,10-dehidro-12,13-desoxiEpoB.
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La Figura 3 es un espectro de RMN *C de trans-9,10-dehidro-12,13-desoxiEpoB.

La Figura 4 muestra un esquema para la sintesis de epotilonas 11 -R y 14-R usando metétesis de olefinas con cierre
de anillo - LACDAC, e ilustra determinadas sustituciones disponibles con estrategias sintéticas que pasan a través de
una 9,10-dehidro epotilona.

La Figura 5 presenta datos de citotoxicidad relativa frente a células leucémicas humanas in vitro para una diver-
sidad de compuestos y derivados de epotilona que incluyen determinados compuestos 9,10-dehidro (por ejemplo, el
compuesto 7 en la Figura SA y los compuestos 88 y 89 en la Figura 5B).

La Figura 6 representa estrategias sintéticas alternativas para preparar andlogos de 9,10-dehidro epotilona. La
Figura 6A ilustra una estrategia Macro-Stille, una estrategia de acoplamiento sp>-sp? y una estrategia 8-Suzuki. La
Figura 6B ilustra una estrategia de olefinacién de Julia, una estrategia Wadsworth-Emmons y una estrategia Macro-
Reformatosky. La Figura 6C ilustra una estrategia de acoplamiento McMurry y una sintesis de andlogo de lactamo.

La Figura 7 muestra diversos andlogos de 9,10-dehidro-12,13-desoxi EpoB.

La Figura 8 muestra el efecto terapéutico de 9,10-dehidro-dEpoB y dEpoB en ratones desnudos portadores de
xenotrasplante MX-1 de carcinoma mamario humano (infusién iv, Q2Dx3).

La Figura 9 muestra la estabilidad de andlogos de epotilona en plasma murino. Epo 1 es 12,13-desoxiEpoB, Epo 2
es 26-F;-12,13-desoxiEpoB, Epo 3 es (E)-9,10-dehidro-12,13-desoxiEpoB y Epo 4 es 26-F;-(E)-9,10-dehidro-12,13-
desoxiEpoB.

La Figura 10 representa el efecto terapéutico de andlogos de epotilona en ratones desnudos portadores de xeno-
trasplante HCT-116 (infusidn iv, Q2Dx7, n=3). Las flechas indican la administracién del farmaco. Epo 3 es (E)-9,10-
dehidro-12,13-desoxiEpoB.

La Figura 11 muestra las potencias de diversos andlogos de epotilona frente al crecimiento celular tumoral in vitro
e indice terapéutico en comparacion con paclitaxel y vinblastina.

La Figura 12 es una tabla que resume el efecto de dEpoB, Taxol y 26-triF-9,10-deH-dEpoB frente a xenotrasplante
MX-1 en ratones desnudos.

La Figura 13 muestra el efecto terapéutico de 26-trifloro-9,10-dehidro-dEpoB y 9,10-dehidro-EpoB sobre el ta-
maifio del tumor en ratones desnudos portadores de xenotrasplantes MX-1 (infusion iv de 6 horas, Q2Dx6 y Q2Dx9,
respectivamente).

La Figura 14 muestra cambios de peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante MX-1 de tumor
de carcinoma mamario humano después del tratamiento con 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB y 9,10-dehidro-EpoB
(infusién de 6 horas, Q2Dx6 y Q2Dx9, respectivamente).

La Figura 15 muestra el efecto terapéutico de 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB y 9,10-dehidroEpoB en tamafios
de tumor en ratones desnudos portadores de xenotrasplantes MX1 (infusién iv de 6 horas, Q2Dx6 y Q2Dx9, respecti-
vamente).

La Figura 16 muestra cambios de peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante MX-1 de tumor
de carcinoma mamario humano después del tratamiento con 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB y 9,10-dehidro-EpoB
(infusién iv de 6 horas, Q2Dx6 y Q2Dx9, respectivamente).

La Figura 17 muestra el efecto terapéutico de 9,10-dehidro-dEpoB en tamaiios de tumor en ratones desnudos
portadores de xenotrasplantes HCT-116 (infusién iv, Q2Dx7).

La Figura 18 muestra el efecto de 9,10-dehidro-dEpoB en tamafios de tumor en ratones desnudos portadores de
xenotrasplantes HCT-116 de carcinoma de colon humano (infusién iv, Q3Dx5).

La Figura 19 muestra el efecto de 9,10-dehidro-dEpoB en tamafios de tumor en ratones desnudos portadores de
xenotrasplantes A549/Taxol (infusién iv de 6 horas, Q3Dx7).

La Figura 20 muestra cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante A549/Taxol
tratados con 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB y 9,10-dehidro-dEpoB (infusién iv de 6 horas, Q3Dx7).

La Figura 21 muestra el efecto de 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB y 9,10-dehidro-dEpoB en tamafios de tumor
en ratones desnudos portadores de xenotrasplantes A549/Taxol (infusién iv de 6 horas, Q2Dx7).

La Figura 22 muestra cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplantes A549/Taxol
tratados con 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB y 9,10-dehidro-dEpoB (infusién iv de 6 horas, Q2Dx7).
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La Figura 23 muestra el efecto de 9,10-dehidro-EpoB en tamafios de tumor en ratones desnudos portadores de
xenotrasplantes de HCT-116 de carcinoma de colon humano (infusién iv de 6 horas).

La Figura 24 muestra cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante de tumor
HCT-116 de carcinoma de colon humano después del tratamiento con 9,10-dehidro-EpoB (infusién iv de 6 horas).

La Figura 25 muestra la formaciéon de microtiibulos a partir de tubulina en presencia de diversos andlogos de
epotilona a 37°C.

La Figura 26 muestra la formacion de microtiibulos a partir de tubulina en presencia de diversos andlogos de
epotilona a 4°C.

La Figura 27 muestra el efecto de 9,10-dehidro-dEpoB y dEpoB en tamafios de tumor en ratones desnudos porta-
dores de xenotrasplantes HCT-116 (infusién iv, Q2Dx6).

La Figura 28 muestra cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplantes HCT-116
después de tratamiento con 9,10-dehidro-dEpoB y dEpoB (infusion iv, Q2Dx6).

La Figura 29 muestra el efecto de 9,10-dehidro-dEpoB en tamafios de tumor en ratones desnudos portadores de
xenotrasplantes HCT-116 de carcinoma de colon humano (infusién iv, Q3Dx4).

La Figura 30 muestra cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplantes de HCT-
116 de tumor de carcinoma de colon humano después de tratamiento con 9,10-dehidro-dEpoB (infusién iv, 5 mg/kg,
X3Dx4).

La Figura 31 es una tabla con valores Cls, para andlogos de epotilona frente el crecimiento celular CCRF-CEM.

La Figura 32 muestra la estabilidad metabdlica de andlogos de epotilona in vitro.

La Figura 33 es una tabla que detalla los efectos terapéuticos de diversos anadlogos de epotilona frente a xenotras-
plantes de tumor humano en ratones con infusién iv de 6 horas.

La Figura 34 muestra el efecto de 9,10-dehidro-EpoB en el tamafo del tumor en ratones desnudos portadores de
xenotrasplantes de tumor HCT-116 de carcinoma de colon humano (infusién iv de 6 horas, Q2Dx7).

La Figura 35 muestra cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplantes de tumor
HCT-116 de carcinoma de colon humano después de tratamiento con 9,10-dehidro-EpoB y oxazol-EpoD (infusién de
6 horas, Q2Dx7).

La Figura 36 muestra el efecto de 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB y 9,10-dehidro-dEpoB en tamaifios de tumor
en ratones desnudos portadores de xenotrasplantes A549/Taxol (infusién iv de 6 horas, Q2Dx4).

La Figura 37 muestra el efecto de 9,10-dehidro-dEpoB en tamafios de tumor en ratones desnudos portadores de
xenotrasplantes A549/Taxol (infusién iv de 6 horas, Q3Dx3).

La Figura 38 muestra la estabilidad de andlogos de epotilona en PBS/plasma de rat6n al 20%.

La Figura 39 muestra la estabilidad de andlogos de epotilona en S9 de higado de hombre/PBS al 10%.

La Figura 40 muestra un cromatograma de estabilidad EpoD en S9 de Higado de hombre/PBS al 10%.

La Figura 41 son tablas que describen el efecto de diversos andlogos de epotilona sobre la polimerizacién de
microtdbulos in vitro a 37°C en ausencia de GTP (A) y la citotoxicidad de diversos andlogos de epotilona en la linea
celular de pulm6n humano A549 (B).

La Figura 42 muestra la estabilizacion de la formacién de microtibulos por epotilonas a 35°C y 4°C.

La Figura 43 muestra el efecto terapéutico de 9,10-dehidro-dEpoB en ratones desnudos portadores de xenotras-
plante (MX-1) de carcinoma mamario humano T (infusién de 6 horas, Q2DxS5).

La Figura 44 muestra el cambio en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante (MX-1) de
carcinoma mamario humano después del tratamiento con 9,10-dehidro-dEpoB (infusién de 6 horas, Q2Dx8).

La Figura 45 muestra el cambio en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante HCT-116
después del tratamiento con 9,10-dehidro-dEpoB (infusién iv, Q2Dx7).

La Figura 46 muestra el efecto terapéutico de 9,10-dehidro-dEpoF, dEpoB y Taxol en tamafios de tumor en ratones
desnudos portadores de xenotrasplante de tumor (MX-1) de carcinoma mamario humano (infusién iv de 6 horas,
Q2Dx6).
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La Figura 47 muestra los cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante de tumor
(MX-1) de carcinoma mamario humano después del tratamiento con 9,10-dehidro-dEpoF, dEpoB y Taxol (infusién 6
horas, Q2Dx6).

La Figura 48 muestra el efecto terapéutico de 9,10-dehidro-dEpoF y dEpoB en ratones desnudos portadores de
xenotrasplante HCT-116 de carcinoma de colon humano (infusién 6 horas, Q2Dx8).

La Figura 49 muestra los cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante HCT-116
después del tratamiento con 9,10-dehidro-dEpoF y dEpoB (infusién 6 horas, Q2Dx8).

La Figura 50 muestra el efecto terapéutico de 9,10-dehidro-dEpoF y dEpoB en ratones desnudos portadores de
xenotrasplante (A549/Taxol) de carcinoma de pulmén humano resistente a Taxol (infusién 6 horas, Q2Dx5).

La Figura 51 muestra cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante (A549/Taxol)
de carcinoma de pulmén humano resistente a Taxol después del tratamiento con 9,10-dehidro-dEpoF y dEpoB (infu-
sién 6 horas, Q2Dx5).

La Figura 52 es una tabla que compara la potencia de diversos andlogos de epotilona con respecto a la inhibicién
del crecimiento tumoral in vitro e indice terapéutico relativo.

La Figura 53 muestra el efecto terapéutico de 9,10-dehidro-dEpoB en ratones desnudos portadores de xenotras-
plante MX-1 (Q3Dx9, infusién iv-6 horas).

La Figura 54 cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de un xenotrasplante MX-1 después de
tratamiento con 9,10-dehidro-dEpoB (Q3Dx9, infusién iv-6 horas).

La Figura 55 muestra el efecto terapéutico de 9,10-dehidro-epotilona B en ratones desnudos portadores de xeno-
trasplante MX-1 (Q3Dx9, infusién 6 horas).

La Figura 56 muestra cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante MX-1 después
del tratamiento con 9,10-dehidro-epotilona B (Q3Dx9, infusién iv-6 horas).

La Figura 57 muestra el efecto terapéutico a dosis reducidas de 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB en ratones des-
nudos portadores de xenotrasplante MX-1 (infusién i.v.-6 horas, Q2Dx12).

La Figura 58 muestra cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de un xenotrasplante MX-1
después de tratamiento con dosis reducidas de 2b-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB (infusién i.v.-6 horas, Q2Dx12).

La Figura 59 muestra el efecto quimioterapéutico de andlogos de epotilona frente a xenotrasplantes de tumor
humano en ratones desnudos.

Se implant6 tejido tumoral s.c. (40-50 mg) el Dia 0. El tratamiento se inicié cuando el tamafio del tumor alcanzé
aproximadamente 100 mm?® o superior como se indica. Todos los tratamientos como se indica por flechas se reali-
zaron con infusién i.v.-6 horas mediante la vena de la cola usando un mini catéter y una bomba programable como
se ha descrito anteriormente (Su, D.-S. y col, Angew. Chem. Int. Ed. 1997, 36, 2093; Chou, T. C. y col. Proc. Na-
tl. Acad. Sci. USA. 1998, 95, 15798; cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento por referencia).
Cada grupo de dosis consta de cuatro ratones o mas. El peso corporal se definié como el peso corporal total menos
el peso del tumor suponiendo que 1 mm?® de tumor es igual a 1 mg de tejido tumoral. A. Xenotrasplante MX-1 de
carcinoma mamario tratado con una dosis reducida de 25-trifluoro-(E)-9,10-dehidro-12,13-desoxiEpoB (10 mg/kg)
cuando se compara con los de la Tabla 1 (20 mg/kg y 30 mg/kg). B. Se trataron xenotrasplantes grandes MX-1 (500
mm?) con 25-trifluoro-(F£)-9,10-dehidro-12,13-desoxiEpoB (25 mg/kg) y dEpoB (30 mg/kg). C. Xenotrasplante de
carcinoma de pulmén A549 de crecimiento lento tratado con 25-trifluoro-(E)-9,10-dehidro-12,13-desoxiEpoB (25
mg/kg) y dEpoB (30 mg/kg). D. Xenotrasplante A549/Taxol (44 veces resistente a paclitaxel in vitro) tratado con
25-trifluoro-(E)-9,10-dehidro-12,13-desoxiEpoB (20 mg/kg) y (E)-9,10-dehidro-12,13-desoxiEpoB (4 mg/kg). El tra-
tamiento para deH-dEpoB del dia 28 no se tuvo en cuenta debido a la pronunciada y rdpida disminucién de peso
corporal.

La Figura 60 representa la sintesis de 9,10-(E)-dehidroepotilonas modificadas C-21. La Figura 60A muestra la sin-
tesis de 26-trifluoro-21-metilamino-9,10-(E)-dehidro-12,13-desoxiepotilona B. La Figura 60B es un sistema sintético
para la preparacién de 26-trifluoro-21 -amino-9,10-(E)-dehidro-12,13-desoxiepotilona B como un intermedio en la
sintesis de 26-trifluoro-21-dimetilamino-9,10-(E)-dehidro-12,13-desoxiepotilona B.

LaFigura 61 es una tabla con valores Cls, para epotilonas modificadas C-21 frente a la linea celular tumoral CCRF-
CEM Yy sus sublineas resistentes a formacos.

La Figura 62 muestra el efecto terapéutico de 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB y Taxol en ratones desnudos por-
tadores de xenotrasplante CCRF-CEM de leucemia linfoblastica de células T humanas (infusién iv 6 horas, Q2Dx8).
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La Figura 63 muestra los cambios en los cambios de peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplan-
te CCRF-CEM de leucemia linfoblastica de células T humanas después de tratamiento con 25-trifluoro-9,10-dehidro-
dEpoB y Taxol (infusién iv 6 horas, Q2Dx8).

La Figura 64 muestra el efecto terapéutico de 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB y Taxol en ratones desnudos por-
tadores de xenotrasplante CCRF-CEM/Taxol de leucemia linfobldstica de células T humanas (resistente a Taxol)
(infusidn iv 6 horas, Q2Dx7, x5).

La Figura 65 muestra los cambios en los cambios de peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplan-
te de CCRF-CEM/Taxol de leucemia linfoblastica de células T humanas (resistente a Taxol) después de tratamiento
con 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB y Taxol (infusién iv 6 horas, Q2Dx7, x5).

La Figura 66 muestra el efecto terapéutico de 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB y Taxol en ratones desnudos por-
tadores de xenotrasplante HCT-116 de carcinoma de colon humano (Q2Dx4, x2, infusién iv 6 horas).

La Figura 67 muestra los cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante HCT-
116 de carcinoma de colon humano después de tratamiento con 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB y Taxol (Q2Dx4, x2,
infusion iv 6 horas).

La Figura 68 muestra el efecto terapéutico de 9,10-dehidro-EpoB en ratones desnudos portadores de xenotrasplante
MX-1 (infusién iv 6 horas).

La Figura 69 muestra los cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante MX-1 de
carcinoma mamario humano después del tratamiento con 9,10-dehidro-EpoB (infusidn iv 6 horas).

La Figura 70 muestra el efecto terapéutico de 9,10-dehidro-EpoB en ratones desnudos portadores de xenotrasplante
CCRF-CEM/Taxol de leucemia linfoblastica de células T humanas (resistente a Taxol) (infusién iv 6 horas, Q3Dx5,
x2).

La Figura 71 muestra los cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante CCRF-
CEM/Taxol de leucemia linfoblastica de células T humana (resistencia a Taxol) después de tratamiento con 9,10-
dehidro-EpoB (infusién iv 6 horas, Q3Dx5, x2).

La Figura 72 muestra el efecto terapéutico de 26-trifluoro-dEpoB y 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoF en ratones
desnudos portadores de xenotrasplante MX-1 de carcinoma mamario humano (Q2Dx11, inyeccién iv).

La Figura 73 muestra los cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante MX-1 de
carcinoma mamario humano seguido de tratamiento 26-trifluoro-dEpoB y 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoF (Q2Dx11,
inyeccidn iv).

La Figura 74 muestra el efecto terapéutico de 9,10-dehidro-dEpoB en ratones desnudos portadores de xenotras-
plante MX-1 de carcinoma mamario humano (Q3Dx9, infusién iv 6 horas).

La Figura 75 muestra los cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante de MX-1
de carcinoma mamario humano después del tratamiento con 9,10-dehidro-dEpoB (Q3Dx9, infusién iv 6 horas).

La Figura 76 muestra el efecto terapéutico de 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoF en ratones desnudos portadores de
xenotrasplante (MX-1) de carcinoma de pulmén humano (infusién iv e inyeccién iv de 6 horas).

La Figura 77 muestra los cambios en el peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante MX-1
después del tratamiento con 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoF (infusién iv e inyeccién iv 6 horas).

Definiciones

A continuacién también se describen con mds detalle determinados compuestos de la presente invencién y defi-
niciones de grupos funcionales especificos. Para los fines de esta invencidn, los elementos quimicos se identifican de
acuerdo con la Tabla Periddica de los Elementos, version CAS, Handbook of Chemistry and Physics, 75* Ed., los
grupos funcionales especificos e incluidos en el interior se definen generalmente como se describe en el presente do-
cumento. Adicionalmente, los principios generales de quimica orgédnica asi como los restos funcionales especificos y
reactividad se describen en “Organic Chemistry”, Thomas Sorrell, University Science Books, Sausalito: 1999, cuyo
contenido total se incorpora en el presente documento por referencia. Ademads, un especialista en la técnica apreciard
que los procedimientos sintéticos, como se describen en el presente documento, utilizan una diversidad de grupos
protectores. Mediante la expresion “grupo protector”, como se usa en el presente documento, se refiere a que un resto
funcional particular, por ejemplo, O, S o N, se bloquea temporalmente para que pueda realizarse una reaccion de mane-
ra selectiva en otro sitio reactivo en un compuesto multifuncional. En realizaciones preferidas, un grupo de proteccién
reacciona selectivamente a buen rendimiento para producir un sustrato protegido que es estable para las reacciones
previstas; el grupo protector debe eliminarse selectivamente a buen rendimiento por reactivos preferiblemente no toxi-
cos facilmente disponibles que no atacan a otros grupos funcionales; el grupo protector forma un derivado facilmente
separable (mas preferiblemente sin la generacidn de nuevos centros estereogénicos) y el grupo protector tiene un mini-

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2336937 T3

mo de funcionalidad adicional para evitar otros sitios de reacciéon. Como se detalla en el presente documento, pueden
utilizarse grupos de proteccién de, oxigeno, sulfuro, nitrégeno y carbén. En el presente documento de detallan grupos
de proteccion ejemplares, sin embargo, se apreciard que la presente invencién no pretende limitar estos grupos protec-
tores; en cambio, pueden identificarse facilmente otros grupos protectores equivalentes usando los criterios anteriores
y utilizarse en el procedimiento de la presente invencién. Adicionalmente, se describe una diversidad de grupos pro-
tectores en ‘“Protective Groups in Organic Synthesis” Tercera Edicion Greene, T.W. y Wuts, P.G., Eds., John Wiley &
Sons, Nueva York: 1999, cuyo contenido total se incorpora en el presente documento por referencia.

Se apreciard que los compuestos, como se describen en el presente documento, pueden estar sustituidos con cual-
quier nimero de sustituyentes o restos funcionales. En general, el término “sustituido” si esta precedido por el término
“opcionalmente” o no, y los sustituyentes incluidos en las férmulas de esta invencion, se refieren al reemplazo de
radicales hidrégeno en una estructura determinada por el radical de un sustituyente especificado. Cuando mds de una
posicién en cualquier estructura determinada puede estar sustituida con mds de un sustituyente seleccionado entre un
grupo especificado, el sustituyente puede ser igual o diferente en cada posicién. Como se usa en el presente documento,
el término “sustituido” se considera que incluye todos los sustituyentes que se permiten de compuestos organicos. En
un aspecto mds amplio, los sustituyentes que se permiten incluyen sustituyentes aciclicos y ciclicos, ramificados y no
ramificados, carbociclicos y heterociclicos y arométicos y no arométicos de compuestos orgdnicos. Para los fines de es-
ta invencidn, los heterodtomos tales como nitrégeno pueden tener sustituyentes de hidrégeno y/o cualquier sustituyente
que se permita de compuestos orgdnicos que se describen en el presente documento que satisfagan las valencias de los
heterodtomos. Ademds, esta invencién no pretende limitarse de ningtin modo por los sustituyentes que se permiten de
compuestos orgdnicos. Las combinaciones de sustituyentes y variables que se prevén por esta invencion son preferi-
blemente aquellas que dan como resultado la formacién de compuestos estables titiles en el tratamiento, por ejemplo
de trastorno proliferativos, incluyendo, pero sin limitacién, cancer. El término “estable”, como se usa en el presente
documento, preferiblemente se refiere a compuestos que poseen suficiente estabilidad para permitir la preparacion y
que mantienen la integridad del compuesto durante un periodo de tiempo suficiente para detectarse y preferiblemente
durante un periodo de tiempo suficiente para ser Utiles para los fines que se detallan en el presente documento.

El término “alifatico”, como se usa en el presente documento, incluye hidrocarburos alifaticos ciclicos o policicli-
cos saturados e insaturados, de cadena lineal (es decir, sin ramificar) o ramificada, que estdn opcionalmente sustituidos
con uno o mds grupos funcionales. Como se apreciard por un especialista en la técnica, “alifitico” en el presente
documento pretende incluir, pero sin limitacidn, restos alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, cicloalquenilo y ci-
cloalquinilo. Por tanto, como se usa en el presente documento, el término “alquilo” incluye grupos alquilo lineales
o ramificados y ciclicos. Se emplea una convencién andloga para otros términos genéricos tales como “alquenilo”,
“alquinilo” y similares. Ademds, como se usa en el presente documento, los términos “alquilo”, “alquenilo”, “alqui-
nilo” y similares incluyen grupos tanto sustituidos como no sustituidos. En ciertas realizaciones, como se usa en el
presente documento, “alquilo inferior” se usa para indicar aquellos grupos alquilo (ciclicos, aciclicos, sustituidos, no
sustituidos, ramificados o no ramificados) que tienen 1-6 dtomos de carbono.

En ciertas realizaciones, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo que se emplean en la invencién contienen 1-
20 dtomos de carbono alifdticos. En ciertas realizaciones adicionales, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo que
se emplean en la invencién contienen 1-10 dtomos de carbono alifaticos. En otras realizaciones, los grupos alquilo,
alquenilo y alquinilo que se emplean en la invencion contienen 1-8 dtomos de carbono alifaticos. En otras realizaciones,
los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo que se emplean en la invencién contienen 1-6 dtomos de carbono aliféticos.
En otras realizaciones, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo que se emplean en la invencién contienen 1-4 dtomos
de carbono. Por tanto, los grupos alifaticos ilustrativos incluyen, pero sin limitacién, por ejemplo, restos metilo, etilo,
n-propilo, isopropilo, ciclopropilo, -CH,-ciclopropilo, alilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, ciclobutilo, -
CH,-ciclobutilo, n-pentilo, sec-pentilo, isopentilo, terc-pentilo, ciclopentilo, -CH,-ciclopentilo, n-hexilo, sec-hexilo,
ciclohexilo, -CH,-ciclohexilo y similares, que de nuevo, pueden tener uno o mds sustituyentes. Los grupos alquenilo
incluyen, pero sin limitacion, por ejemplo, etenilo, propenilo, butenilo, 1-metil-2-buten-1-ilo y similares. Los grupos
alquinilo representativos incluyen, pero sin limitacion, etinilo, 2-propinilo (propargilo), 1-propinilo y similares.

El término “alcoxi” o “tioalquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo, como se ha
definido previamente, unido al resto molecular de partida a través de un dtomo de oxigeno o a través de un dtomo de
azufre. En ciertas realizaciones, el grupo alquilo contiene 1-20 dtomos de carbono alifaticos. En ciertas realizaciones
adicionales, el grupo alquilo contiene 1-10 dtomos de carbono alifaticos. En otras realizaciones, los grupos alquilo,
alquenilo y alquinilo que se emplean en la invencién contienen 1-8 4tomos de carbono alifaticos. En otras realizaciones
adicionales, el grupo alquilo contiene 1-6 dtomos de carbono alifaticos. En otras realizaciones adicionales, el grupo
alquilo contiene 1-4 dtomos de carbono alifdticos. Los ejemplos de alcoxi, incluyen pero sin limitacién, metoxi,
etoxi, propoxi, isopropoxi, n-butoxi, terc-butoxi, neopentoxi y n-hexoxi. Los ejemplos de tioalquilo incluyen, pero sin
limitacién, metiltio, etiltio, propiltio, isopropiltio, n-butiltio y similares.

El término “alquilamino” se refiere a un grupo que tiene la estructura -NHR’ en la que R’ es alquilo, como se
define en el presente documento. En ciertas realizaciones, el grupo alquilo contiene 1-20 d&tomos de carbono aliféticos.
En ciertas realizaciones adicionales, el grupo contiene 1-10 dtomos de carbono aliféticos. En otras realizaciones, los
grupos alquilo, alquenilo y alquinilo que se emplean en la invencién contienen 1-8 dtomos de carbono alifaticos. En
otras realizaciones adicionales, el grupo alquilo contiene 1-6 4tomos de carbono aliféticos. En otras realizaciones, el
grupo alquilo contiene 1-4 d&tomos de carbono alifaticos. Los ejemplos de alquilamino incluyen, pero sin limitacion,
metilamino, etilamino, iso-propilamino y similares.
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Algunos ejemplos de sustituyentes de los restos alifaticos (y otros) de compuestos de la invencién que se han descri-
to anteriormente incluyen, pero sin limitacidn alifitico; heteroalifatico; arilo; heteroarilo; arilalquilo; heteroarilalquilo;
alcoxi; ariloxi; heteroalcoxi; heteroariloxi; alquiltio; ariltio; heteroalquiltio; heteroariltio; F; Cl; Br; I; -OH; -NO,; -CN;
-CF;; -CH,CF;; -CHCl,; -CH,OH; -CH,CH,0H; -CH,NH,; - CH,SO,CHj;; -C(O)R,; -CO,(R,); -CON(R,),; -OC(O)
R,; -OCO;,R,; -OCON (R,),; - N(R,),; -S(O),R,; -NR,(CO)R, donde cada vez que aparece R, incluye independiente-
mente, pero sin limitacion, alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo, arilalquilo o heteroarilalquilo, donde cualquiera
de los sustituyentes alifaticos, heteroalifaticos, arilalquilo o heteroarilalquilo que se han descrito anteriormente y en el
presente documento pueden estar sustituidos o sin sustituir, ramificados o sin ramificar, ser ciclicos o aciclicos, y donde
cualquiera de los sustituyentes arilo o heteroarilo que se han descrito anteriormente y en el presente documento pue-
den estar sustituidos o sin sustituir. Los ejemplos adicionales de sustituyentes que se emplean generalmente se ilustran
mediante las realizaciones especificas que se muestran en los Ejemplos que se describen en el presente documento.

En general, los términos “arilo” y “heteroarilo”, como se usan en el presente documento, se refieren a restos
estables mono- o policiclicos, heterociclicos, policiclicos y poliheterociclicos insaturados que tienen preferiblemente
3-14 dtomos de carbono, cada uno de los cuales puede estar sustituido o sin sustituir. Los sustituyentes incluyen, pero
sin limitacion, cualquiera de los sustituyentes que se han mencionado anteriormente, es decir, los sustituyentes que
se han enumerado para los restos alifdticos o para otros restos que se describen en el presente documento, dando
como resultado la formacién de un compuesto estable. En ciertas realizaciones de la presente invencidn, “arilo” se
refiere a un sistema de anillo carbdciclico mono- o biciclico que tiene uno o dos anillos arométicos incluyendo, pero
sin limitacion, fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, indenilo y similares. En ciertas realizaciones de la presente
invencidn, el término “heteroarilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un radical aromatico ciclico
que tiene de cinco a diez dtomos en el anillo del que un dtomo en el anillo se selecciona entre S, O y N; cero, uno o
dos atomos en el anillo son heterodtomos adicionales seleccionados independientemente entre S, O y N; y los 4tomos
restantes en el anillo son carbono, estando el radical unido al resto de la molécula por cualquiera de los d4tomos en el
anillo, tales como, por ejemplo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo, oxazolilo,
isooxazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, furanilo, quinolinilo, isoquinolinilo y similares.

Se apreciard que los grupos arilo y heteroarilo (incluyendo grupos arilo biciclicos) pueden estar sin sustituir o
sustituidos, donde la sustitucién incluye el reemplazo de uno, dos o tres de sus dtomos de hidrégeno independiente-
mente con uno cualquiera o més de los siguientes restos incluyendo, pero sin limitacion: aliféticos; heteroaliféticos;
arilo; heteroarilo; arilalquilo; heteroarilalquilo; alcoxi; ariloxi; heteroalcoxi; heteroariloxi; alquiltio; ariltio; heteroal-
quiltio; heteroariltio; F; CI; Br; I; -OH; - NO,; -CN; -CF;; -CH,CF;; -CHCl,; -CH,OH; -CH,CH,0H; -CH,NH,;
-CH,S0,CHs; -C(O)R,; -CO; (R,); -CON(Ry),; -OC(O)R,; -OCO,R,; -OCON(R),; -N(Ry)s; - S(0)2Ry; -NR(CO)
R, donde cada vez que aparece R, independientemente incluye, pero sin limitacidn, alifdtico, heteroalifatico, arilo,
heteroarilo, arilalquilo, o heteroarilalquilo, donde cualquiera de los sustituyentes alifaticos, heteroaliféticos, arialquilo
o heteroarilalquilo que se han descrito anteriormente y en el presente documento pueden estar sustituidos o no susti-
tuidos, ramificados o sin ramificar y ser ciclicos o aciclicos, y donde cualquiera de los sustituyentes arilo o heteroarilo
que se han descrito anteriormente y en el presente documento pueden estar sustituidos o sin sustituir. Se ilustran ejem-
plos adicionales de sustituyentes que se emplean generalmente mediante las realizaciones especificas que se muestran
en los Ejemplos que se describen en el presente documento.

El término “cicloalquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere especificamente a grupos que tienen de
tres a siete, preferiblemente de tres a diez 4tomos de carbono. Los cicloalquilos adecuados incluyen, pero sin limitacién
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y similares, que, como en el caso de otros restos ali-
faticos, heteroalifaticos o heterociclicos, pueden estar opcionalmente sustituidos con sustituyentes que incluyen, pero
sin limitacidn aliféticos; heteroalifaticos; arilo; heteroarilo; arilalquilo; heteroarilalquilo; alcoxi; ariloxi; heteroalcoxi;
heteroariloxi; alquiltio; ariltio; heteroalquiltio; heteroariltio; F; Cl; Br; I; -OH; -NO,; -CN; -CF;; -CH,CF;; -CHCl,;
-CH,OH; -CH,CH,0H; -CH,NH,; - CH,SO,CHj;; -C(O)R,; -CO,(R,); -CON (Ry),; -OC(O)R,; -OCO,R,; -OCON
(Ry)2; - N(Ry)2; -S(O),R,; -NR(CO)R, donde cada vez que aparece R, independientemente incluye, pero sin limita-
cion, alifatico, heteroalifético, arilo, heteroarilo, arilalquilo, o heteroarilalquilo, donde cualquiera de los sustituyentes
alifaticos, heteroaliféticos, arialquilo o heteroarilalquilo que se han descrito anteriormente y en el presente documento
pueden estar sustituidos o no sustituidos, ramificados o sin ramificar y ser ciclicos o aciclicos, y donde cualquiera
de los sustituyentes arilo o heteroarilo que se han descrito anteriormente y en el presente documento pueden estar
sustituidos o sin sustituir. Se ilustran ejemplos adicionales de sustituyentes que se aplican generalmente mediante las
realizaciones especificas que se muestran en los Ejemplos que se describen en el presente documento.

El término “heteroalifatico”, como se usa en el presente documento, se refiere a restos alifaticos que contienen
uno o mds dtomos de oxigeno, azufre, nitrégeno, fésforo o silicio, por ejemplo, en lugar de 4tomos de carbono. Los
restos heteroalifdticos pueden ser ramificados, no ramificados, ciclicos o aciclicos e incluyen heterociclos saturados
e insaturados tales como morfolino, pirrolidinilo, etc. En ciertas realizaciones, los restos heteroalifdticos estdn sus-
tituidos por reemplazo independiente de uno o mds de los 4&tomos de hidrégeno en el mismo con uno o mas restos
que incluyen, pero sin limitacién alifaticos; heteroalifdticos; arilo; heteroarilo; arilalquilo; heteroarilalquilo; alcoxi;
ariloxi; heteroalcoxi; heteroariloxi; alquiltio; ariltio; heteroalquiltio; heteroariltio; F; CI; Br; I; -OH; -NO,; -CN; -CFs;;
- CH,CF;; -CHCl,; -CH,OH; -CH,CH,0OH; -CH,NH,; -CH,SO,CHj;; -C(O)R;; - CO,(R,); -CON (R,),; -OC(O)R;
-OCO,R,; -OCON(R,),; -N(Rx)2; -S(O),R,; - NR,(CO)R, donde cada vez que aparece R, independientemente inclu-
ye, pero sin limitacidn, alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo, arilalquilo o heteroarilalquilo, donde cualquiera de
los sustituyentes alifaticos, heteroalifaticos, arialquilo o heteroarilalquilo que se han descrito anteriormente y en el
presente documento pueden estar sustituidos o no sustituidos, ramificados o sin ramificar y ser ciclicos o aciclicos, y
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donde cualquiera de los sustituyentes arilo o heteroarilo que se han descrito anteriormente y en el presente documento
pueden estar sustituidos o sin sustituir. Se ilustran ejemplos adicionales de sustituyentes que se aplican generalmente
mediante las realizaciones especificas que se muestran en los Ejemplos que se describen en el presente documento.

Las expresiones “halo” y “halégeno” como se usan en el presente documento se refieren a un dtomo seleccionado
entre fldor, cloro, bromo y yodo.

El término “haloalquilo” representa un grupo alquilo, como se ha definido anteriormente, que tiene uno, dos o
tres dtomos de halégeno unidos al mismo y se ilustra por grupos tales como clorometilo, bromoetilo, trifluorometilo y
similares.

El término “heterocicloalquilo” o “heterociclo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anillo no
aromatico de 5, 6 6 7 miembros o un grupo policiclico, que incluye, pero sin limitacién un grupo bi- o tri-ciclico que
comprende anillos condensados de seis miembros que tienen entre uno y tres heterodtomos seleccionados indepen-
dientemente entre oxigeno, azufre y nitrégeno, donde (i) cada anillo de 5 miembros tiene de 0 a 1 doble enlace y cada
anillo de 6 miembros tiene de 0 a 2 dobles enlaces, (ii) los heterodtomos de nitrégeno y azufre pueden oxidarse opcio-
nalmente, (iii) el heterodtomo de nitrégeno puede estar opcionalmente cuaternizado, y (iv) cualquiera de los anteriores
anillos heterociclicos puede estar condensado a un anillo benceno. Los heterociclos representativos incluyen, pero sin
limitacion, pirrolidinilo, pirazolinilo, pirazolidinilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, oxazoli-
dinilo, isoxazolidinilo, morfolinilo, tiazolidinilo, isotiazolidinilo y tetrahidrofurilo. En ciertas realizaciones, se utiliza
un grupo “heterocicloalquilo sustituido o heterociclo” y como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo
heterocicloalquilo o heterociclo, como se ha definido anteriormente, sustituido por el reemplazo independiente de uno,
dos o tres de los 4tomos de hidrégeno en el mismo con, pero sin limitacidn, alifatico; heteroalifatico; arilo; heteroarilo;
arilalquilo; heteroarilalquilo; alcoxi; ariloxi; heteroalcoxi; heteroariloxi; alquiltio; ariltio; heteroalquiltio; heteroariltio;
F; CI; Br; I; -OH; -NO,; -CN; -CF;; - CH,CF;; -CHCl,; -CH,0H; -CH,CH,0H; -CH,NH,; -CH,SO,CH;; -C(O)R,;
- CO,(R,); -CON(R,),; -OC(O)R,; -OCO,R,; -OCON(R,),; -N(Rx),; -S(O),R,; - NR,(CO)R, donde cada vez que
aparece R, independientemente incluye, pero sin limitacién, alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo, arilalquilo, o
heteroarilalquilo, donde cualquiera de los sustituyentes alifaticos, heteroaliféticos, arialquilo o heteroarilalquilo que
se han descrito anteriormente y en el presente documento pueden estar sustituidos o no sustituidos, ramificados o sin
ramificar y ser ciclicos o aciclicos, y donde cualquiera de los sustituyentes arilo o heteroarilo que se han descrito
anteriormente y en el presente documento pueden estar sustituidos o sin sustituir. Se ilustran ejemplos adicionales de
sustituyentes que se aplican generalmente por las realizaciones especificas que se muestran en los Ejemplos que se
describen en el presente documento.

“Marcado”: Como se usa en el presente documento, el término “marcado” pretende indicar que un compuesto
tiene al menos un elemento, is6topo o compuesto quimico unido para permitir la deteccién del compuesto. En general,
los marcadores se dividen en tres clases: a) marcadores isotopicos, que pueden ser isétopos radioactivos o pesados,
incluyendo, pero sin limitacién, 2H, *H, **P, ¥S, Ga, 99mT¢ (Tc-99m), "'n, 1, 11, '¥Yb y '¥6Re; b) marcadores
inmunes, que pueden ser anticuerpos o antigenos; y c) tintes de color o fluorescentes. Se apreciard que los marcadores
pueden incorporarse en el compuesto en cualquier posicién que no interfiera con la actividad biolégica o caracteristicas
del compuesto que se va a detectar. En ciertas realizaciones de la invencidn, se utiliza la marcacién por fotoafinidad
para la elucidacién directa de interacciones intramoleculares en sistemas bioldgicos (por ejemplo, para probar el
sitio de unién a epotilona en un dimero de tubulina). Puede emplearse una diversidad de fotéforos conocidos, la
mayoria de los cuales se basan en la fotoconversion de compuestos diazo, azidas o diazirinas en niitrenos o carbenos
(Véase, Bayley, H., Photogenerated Reagents in Biochemistry y Molecular Biology (1983), Elsevier, Amsterdam.),
cuyos contenidos se incorporan por completo en el presente documento por referencia. En ciertas realizaciones de la
invencion, los marcadores de fotoafinidad que se emplean son o-, m- y p-azidobenzoilos, sustituidos con uno o mas
restos de haldgeno, incluyendo, pero sin limitacién dcido 4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoico.

“Polimero”: El término “polimero”, como se usa en el presente documento, se refiere a una composicién que com-
prende cadenas que pueden estar abiertas, cerradas, ser lineales, ramificadas o reticuladas de unidades de repeticién
(mondmeros) que pueden ser iguales o diferentes. Se apreciard que en ciertas realizaciones el término polimero se re-
fiere a biopolimeros, que, como se usa en el presente documento, pretenden hacer referencia a materiales poliméricos
que se encuentran en la naturaleza o que se basan en los materiales encontrados en la naturaleza, incluyendo, pero
sin limitacién 4cidos nucleicos, péptidos y miméticos de los mismos. En ciertas realizaciones adicionales, el término
polimero se refiere a polimeros sintéticos, tales como polimeros biodegradables u otros materiales poliméricos. Se
apreciard que los soportes poliméricos s6lidos también se incluyen en los polimeros de la presente invencién. Los
compuestos de la invencién pueden estar unidos a soportes poliméricos y, por tanto, ciertas modificaciones sintéticas
pueden realizarse en la fase s6lida. Como se usa en el presente documento, el término “soporte sélido” se refiere a
que incluye, pero sin limitacién, granulos, discos, capilares, fibras huecas, agujas, alfileres, fibras sélidas, perlas de
celulosa, perlas de vidrio poroso, geles de silice, perlas de poliestireno opcionalmente reticuladas con divinilbenceno,
perlas co-poli injertadas, perlas de poli-acrilamida, perlas de latex, perlas de dimetilacrilamida opcionalmente reticu-
ladas con N-N’-bis-acriloiletilendiamina y particulas de vidrio revestidas con un polimero hidr6fobo. Un especialista
en la técnica se dard cuenta de que la eleccion de un soporte sdlido en particular estard limitada por la compatibilidad
del soporte con la reaccién quimica que se va a utilizar. Un soporte s6lido ejemplar es una resina de amino Tentagel,
un compuesto de 1) una perla de poliestireno reticulada con divinilbenceno y 2) PEG (polietilenglicol). Tentagel es
un soporte sélido particularmente ttil ya que proporciona un soporte versatil para uso en ensayos con o sin perlas, y
también experimenta un hinchado excelente en disolventes que varian de tolueno a agua.
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Descripcion de ciertas realizaciones de la invencion

En reconocimiento de la necesidad de descubrir nuevas y eficaces terapias de cancer, la presente invencién pro-
porciona nuevas metodologias sintéticas que posibilitan el acceso a macrociclos que tienen un amplio intervalo de
actividad biolégica y farmacolégica.

En ciertas realizaciones, los compuestos son ttiles en el tratamiento del cancer. Ciertos compuestos muestran
efectos citotéxicos o inhibidores crecientes sobre lineas celulares cancerosas, muestran una capacidad para polimerizar
tubulina y estabilizar conjuntos de microtibulos, y/o conducen a la pérdida y desaparicién de tumores en modelos de
xenotrasplante celular de cancer. Los compuestos pueden tener efectos secundarios reducidos o minimos incluyendo
toxicidad a érganos vitales, nauseas, vomitos, diarrea, alopecia, pérdida de peso, ganancia de peso, toxicidad hepdtica,
trastornos de la piel, etc. Los compuestos también pueden formularse facilmente debido a una solubilidad en agua
mejorada, a una toxicidad reducida, a una disminucién del intervalo terapéutico, y a un aumento de la la eficacia,
etc.

La presente invencién proporciona un procedimiento para preparar un compuesto de férmula:

en la que
R, es hidrégeno o alquilo inferior;
R, es un resto arilo, heteroarilo, arilalquilo o heteroarilalquilo sustituido o sin sustituir;
cada uno de R; y Ry es independientemente hidrégeno o un grupo protector;
Xes O, S, C(R;), o NR;, donde cada vez que aparece R; es independientemente hidrégeno o alquilo inferior;

Rg es, independientemente para cada caso, hidrégeno; halégeno; -ORg; -SRp/; -N(Rp),; -CY3, -CHY,, -CH,Y,
donde Y es F, Br, Cl, I, ORB/, NHRB/, N(RB/)2 (6] SRB/; - C(O)ORB/, ‘C(O)RB/, ‘CONHRB/, 'O(C=O)RB/; 'O(C=O)
ORy/; -NRy (C=0)Ry ; N3; NLRy/; acetal ciclico; o arilo o heteroarilo alifatico, heteroalifatico, ciclico o aciclico,
lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mas de hidrégeno; hal6geno; -ORg/; -SRp/; -N(Rp/ ),; -C
(O)ORB/, -C(O)RB/, -CON-HRB/; -O(C:O)RBI; -O(C:O)ORBV, NRBf (C:O)RB/, N3, NzRBr; acetal CfCliCO; 0 resto
arilo o heteroarilo alifatico, heteroalifatico, ciclico o aciclico, lineal o ramificado sustituido o sin sustituir; o €s una
epotilona, desoxiepotilona o andlogos de los mismas; o es un polimero; carbohidrato; marcador de poliafinidad;
o radiomarcador; donde cada vez que aparece Ry es independientemente hidrégeno; a grupo protector; un resto
arilo, heteroarilo, arilalquilo, arilalquenilo, arilalquinilo, heteroarilalquilo, heteroarilalquenilo o heteroarilalquinilo
alifatico, heteroalifético, lineal o ramificado, sustituido o sin sustituir, ciclico o aciclico; y

mes 1, 2, 3 6 4, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

someter un compuesto de la féormula:

a condiciones de una reaccion de metatesis con cierre de anillo.
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La presente invencién también proporciona un procedimiento para preparar un compuesto de férmula:

en la que
R, es hidrégeno o alquilo inferior;
R, es un resto arilo, heteroarilo, arilalquilo o heteroarilalquilo sustituido o sin sustituir;
cada uno de R; y R4 es independientemente hidrégeno o un grupo protector;
Xes O, S, C(R;), o NR;, donde cada vez que aparece R; es independientemente hidrégeno o alquilo inferior;
R; es, independientemente para cada caso, hidrégeno; halégeno; -ORg; -SRy/; -N(Rp/),; -CY3, -CHY,, -CH,Y,
donde Y es F, Br, Cl, I, ORy/, NHRy/, N(Ry/), 0 SRy ; - C(O)ORy ; -C(O)Ry; -CONHRy, ; -O(C=0)Ry ; -O(C=0)
ORy/; -NRy (C=0)Ry ; N3; N>Ry, ; acetal ciclico; o arilo o heteroarilo alifatico, heteroalifatico, ciclico o aciclico,
lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mds de hidrégeno; halégeno; -ORy; -SRy/; -N(Rp/),; -C
(O)ORy/; -C(O)Rp/; -CON-HRg ; -O(C=0)Ry/; -O(C=0)0ORy ; NRy (C=0)Ry ; N3; N,Ry; acetal ciclico; o resto
arilo o heteroarilo alifatico, heteroalifatico, ciclico o aciclico, lineal o ramificado sustituido o sin sustituir; o s una
epotilona, desoxiepotilona o andlogos de los mismas; o es un polimero; carbohidrato; marcador de poliafinidad;
o radiomarcador; donde cada vez que aparece Rp es independientemente hidrégeno; a grupo protector; un resto
arilo, heteroarilo, arilalquilo, arilalquenilo, arilalquinilo, heteroarilalquilo, heteroarilalquenilo o heteroarilalquinilo
alifatico, heteroalifético, lineal o ramificado, sustituido o sin sustituir, ciclico o aciclico; y
mes 1, 2, 3 6 4, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

someter un compuesto de la féormula:
a condiciones de una reaccién de metatesis con cierre de anillo.

La presente invencidn también proporciona un procedimiento para preparar un compuesto de férmula:

en la que

R, es hidrégeno o alquilo inferior;
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R, es un resto arilo, heteroarilo, arilalquilo o heteroarilalquilo sustituido o sin sustituir;
cada uno de Rs y Ry es independientemente hidrégeno o un grupo protector;
Xes O, S, C(R;), o NR;, donde cada vez que aparece R; es independientemente hidrégeno o alquilo inferior;

Rp es, independientemente para cada caso, hidrégeno; halégeno; -ORg; -SRp/; -N(Rp),; -CY3, -CHY,, -CH,Y,
donde Y es F, Br, CL I, ORB/, NHRB/, N(RB/)2 (6] SRB/; - C(O)ORB/, ‘C(O)RB', ‘CONHRB/, 'O(C=O)RB/; 'O(C=O)
ORy/; -NRy (C=0)Ry ; N3; N,Ry/; acetal ciclico; o arilo o heteroarilo alifatico, heteroalifatico, ciclico o aciclico,
lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mas de hidrégeno; halégeno; -ORg/; -SRp/; -N(Rp/),; -C
(O)ORg; -C(O)Ry; -CON-HRy ; -O(C=0)Ry/; -O(C=0)0ORg ; NRy (C=0O)Ry ; N3; N,Ry/; acetal ciclico; o resto
arilo o heteroarilo alifatico, heteroalifatico, ciclico o aciclico, lineal o ramificado sustituido o sin sustituir; o s una
epotilona, desoxiepotilona o andlogos de los mismas; o es un polimero; carbohidrato; marcador de poliafinidad;
o radiomarcador; donde cada vez que aparece Ry es independientemente hidrogeno; a grupo protector; un resto
arilo, heteroarilo, arilalquilo, arilalquenilo, arilalquinilo, heteroarilalquilo, heteroarilalquenilo o heteroarilalquinilo
alifatico, heteroalifatico, lineal o ramificado, sustituido o sin sustituir, ciclico o aciclico; y

mes 1, 2, 3 6 4, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

reducir un compuesto de la férmula:

La presente invencién también proporciona un procedimiento para preparar un compuesto de férmula:

en la que

R, es hidrégeno o alquilo inferior;

R, es un resto arilo, heteroarilo, arilalquilo o heteroarilalquilo sustituido o sin sustituir;

cada uno de Rs y R4 es independientemente hidrégeno o un grupo protector;

Xes O, S, C(R;), o NR;, donde cada vez que aparece R; es independientemente hidrégeno o alquilo inferior;

Rg es, independientemente para cada caso, hidrégeno; halégeno; -ORg; -SRp/; -N(Rp),; -CY3, -CHY,, -CH,Y,
donde Y es F, Br, Cl, I, ORg/, NHRg,, N(Rg/), 0 SRy ; - C(O)ORy/; -C(O)Rp/; -CONHRg; -O(C=0)Rg/; -O

(C=0)ORy; -NRy (C=0)Ry; N3; N,Ryg/; acetal ciclico; o arilo o heteroarilo alifatico, heteroalifatico, ciclico o
aciclico, lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mds de hidrégeno; halégeno; -ORg/; -SRy/; -N
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(RB’)Z; -C(O)ORB/, -C(O)RBI, -CON-HRBI; -O(C:O)RB/; -O(C=O)ORB', NRB/ (C:O)RB/, N3, NzRB/; acetal ci-
clico; o resto arilo o heteroarilo alifatico, heteroalifatico, ciclico o aciclico, lineal o ramificado sustituido o sin
sustituir; o es una epotilona, desoxiepotilona o andlogos de los mismas; o es un polimero; carbohidrato; marca-
dor de poliafinidad; o radiomarcador; donde cada vez que aparece Rg, es independientemente hidrégeno; a grupo
protector; un resto arilo, heteroarilo, arilalquilo, arilalquenilo, arilalquinilo, heteroarilalquilo, heteroarilalqueni-
lo o heteroarilalquinilo alifatico, heteroalifatico, lineal o ramificado, sustituido o sin sustituir, ciclico o aciclico;

y

mes 1, 2, 3 6 4, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

oxidar un compuesto de la férmula:

La presente invencidn desarrolla también un procedimiento para preparar un compuesto de férmula:

en la que

R, es hidrégeno o alquilo inferior;

R, es un resto arilo, heteroarilo, arilalquilo o heteroarilalquilo sustituido o sin sustituir;

cada uno de Rs y R4 es independientemente hidrégeno o un grupo protector;

Xes O, S, C(Ry), o NR;, donde cada vez que aparece R; es independientemente hidrégeno o alquilo inferior;

R; es, independientemente para cada caso, hidrégeno; halégeno; -ORg; -SRy/; -N(Rp/),; -CY3, -CHY,, -CH,Y,
donde Y es F, Br, Cl, I, ORB/, NHRB/, N(RB’)Z o SRB/; - C(O)ORB/, -C(O)RB/, -CONHRB/, -O(C=O)RB/; -0
(C=0)ORg ; -NRy: (C=0)Rp/; N3; N,Ry/; acetal ciclico; o arilo o heteroarilo alifatico, heteroalifatico, ciclico o
aciclico, lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mas de hidrégeno; halégeno; -ORg/; -SRp/; -N
(Rg)2; -C(O)ORg/; -C(O)Rp; -CON-HRy ; -O(C=0)Ry/; -O(C=0)ORy ; NRy (C=0)Ryp; Nj; N,Rg/; acetal ci-
clico; o resto arilo o heteroarilo alifatico, heteroalifatico, ciclico o aciclico, lineal o ramificado sustituido o sin
sustituir; o es una epotilona, desoxiepotilona o andlogos de los mismas; o es un polimero; carbohidrato; marca-
dor de poliafinidad; o radiomarcador; donde cada vez que aparece Ry es independientemente hidrégeno; a grupo
protector; un resto arilo, heteroarilo, arilalquilo, arilalquenilo, arilalquinilo, heteroarilalquilo, heteroarilalqueni-
lo o heteroarilalquinilo alifatico, heteroalifatico, lineal o ramificado, sustituido o sin sustituir, ciclico o aciclico;

y
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mes 1,2, 3 6 4, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

condensar un 6xido de fosfina o un reactivo de Wittig que tiene la estructura:

Resee — N Renee—

en la que

R’ y R” son independientemente alquilo C,_g3 de cadena lineal o ramificada, o un fenilo, arilo, alcoxi o ariloxi
sustituido o sin sustituir; y

X es un contra anion tal como cloruro o bromuro;

con una cetona que tiene la estructura:

Descripcion general de los compuestos de la invencion

Los compuestos que se preparan por los procedimientos de la invencién incluyen los compuestos de la férmula
general (0) y (0”) como se define adicionalmente a continuacion:

Z
Ra 0

() )

en las que R, es un resto arilo, heteroarilo, arilalquilo, arilalquenilo, arilalquinilo, heteroarilalquilo, heteroari-
lalquenilo o heteroarilalquinilo sustituido o sin sustituir; en ciertas realizaciones, R, es un resto arilalquilo, ari-
lalquenilo, heteroarilalquilo o heteroarilalquenilo; en otras realizaciones, R, es un resto heteroarilalquenilo; en
ciertas realizaciones, R, es un resto heteroarilalquilo; en otras realizaciones, R, es un resto arilo o heteroarilo
de 5-7 miembros; en otras realizaciones, R, es un resto arilo o heteroarilo biciclico de 8-12 miembros; en otras
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realizaciones, R, es un resto biciclico en el que un anillo fenilo estd condensado a un resto heteroarilo o arilo; en
otras realizaciones, R, es un resto biciclico en el que un anillo fenilo estd condensado a un resto tiazol, oxazol o
imidazol; en otras realizaciones, R, es un resto fenilo sustituido o sin sustituir;

cada uno de R; y R, es independientemente hidrégeno; o un resto arilo, heteroarilo, arilalquilo o heteroarilalquilo
alifatico, heteroalifético, sustituido o sin sustituir, lineal o ramificado, ciclico o aciclico, opcionalmente sustituido
con uno o mds de hidroxi, hidroxi protegido, alcoxi, carboxi, carboxaldehido, alquilo lineal o ramificado o acetal
ciclico, flior, amino, amino protegido, amino sustituido con uno o dos restos alquilo o arilo, N-hidroximino o N-
alcoxiimino; en ciertas realizaciones, cada uno de R; y R, es independientemente hidrégeno, fliior o alquilo infe-
rior; en otras realizaciones, cada uno de R; y R, es independientemente hidrégeno o metilo; en otras realizaciones
adicionales, R; es metilo, y R, es hidrégeno;

cada uno de Rs y R¢ es independientemente hidrégeno o un grupo protector; en ciertas realizaciones, Rs y R¢ son
los dos hidrégeno;

Xes O, S, C(R;), o NR;, donde cada vez que aparece R; es independientemente hidrégeno o alquilo inferior; en
ciertas realizaciones, X es 0; en otras realizaciones, X es NH;

Y es O, S, NH, C(R;),, CH,, N(R;) o NH, donde cada vez que aparece R; es independientemente hidrégeno o
alquilo inferior; en ciertas realizaciones, Y es O; en otras realizaciones, Y es NH; en otras realizaciones, Y es CH,;

cada Rg es independientemente hidrégeno; hal6geno, hidroxi, alcoxi, amino, dialquilamino, alquilamino, fluoro,
ciano o un resto alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo, arilalquilo, arilalquenilo, arilalquinilo o heteroari-
lalquilo, heteroarilalquenilo, heteroarilalquinilo sustituido o sin sustituir, lineal o ramificado, ciclico o aciclico,
opcionalmente sustituido con uno o mas de hidroxi, hidroxi protegido, alcoxi, carboxi, caboxaldehido, alquilo
lineal o ramificado o acetal ciclico, flior, amino, amino protegido, amino sustituido con uno o dos restos alquilo
o arilo, N-hidroximino, o N-alcoxiimino; en ciertas realizaciones, Rg es hidrégeno; en otras realizaciones, Ry es
hidroxi; en otras realizaciones, Ry es fllior; en otras realizaciones adicionales, Rg es alquilo inferior tal como me-
tilo; en otras realizaciones Ry es -CF;, -CF,H o -CFH,; en otras realizaciones, Rg es un grupo alquilo perfluorado
o fluorado; en otras realizaciones, Rg es un grupo alquilo halogenado o perhalogenado;

cada uno de Ry y R, es independientemente hidrégeno; o un resto arilo, heteroarilo, arilo, arilalquilo, arilalque-
nilo, arilalquinilo, heteroarilalquilo, heteroarilalquenilo o heteroarilalquinilo alifatico, heteroalifatico, sustituido o
sin sustituir, lineal o ramificado, ciclico o aciclico, opcionalmente sustituido con uno o mas de hidroxi, hidroxi pro-
tegido, alcoxi, carboxi, carboxaldehido, alquilo lineal o ramificado o acetal ciclico, flior, amino, amino protegido,
amino sustituido con uno o dos restos alquilo o arilo, N-hidroximino o N-alcoxiimino; en ciertas realizaciones,
uno de Ry y Ry, es metilo; en otras realizaciones, Ry y R, son metilo; en otras realizaciones, uno de Ry y Ry es
metilo, y el otro es hidrégeno; en otras realizaciones, Ry y R, son hidrégeno;

Rp es, independientemente en cada caso, hidrégeno; halégeno; -ORg/; -SRp/;-N(Rp),; -C(O)ORg/; -C(O)Ry/; -
CON-HRg/; -O(C=0)Rg/; -O(C=0)0ORyz ;-NRy (C=0)Ry ; N3; N,Ry/; acetal ciclico; o arilo o heteroarilo ciclico
o aciclico, lineal o ramificado alifatico, heteroalifitico, opcionalmente sustituido con uno o mas de hidrégeno;
halégeno; -ORB/; -SRBI; -N(RB/)Q; -C(O)ORBI, -C(O)RB/, -CONHRB/;-O(C=O)RB/; -O(C=O)ORB/, -NRB/(C=O)
Rg/; N3; N,Ry; acetal ciclico; o un resto arilo o heteroarilo alifatico, heteroalifatico, ciclico o aciclico, lineal
o ramificado, sustituido o sin sustituir; o es una epotilona, desoxiepotilona o andlogos de las mismas; o es un
polimero; carbohidrato; marcador de fotoafinidad; o radiomarcador; en ciertas realizaciones, Ry es hidrogeno,

0

’

metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo, cada uno sin sus-
tituir u opcionalmente sustituido con uno o més de halégeno, -OH, -ORg., NH, 0 N(Ry/),, 0 cualquier combinacién
de los mismos, donde cada vez que aparece Ry es independientemente hidrégeno, alquilo, arilo, o un grupo pro-
tector, en otras realizaciones, Ry es hidrégeno, metilo o etilo, en otras realizaciones adicionales, Ry es metilo,
en otras realizaciones, -CY;, -CHY,, - CH,Y, donde Y es F, Br, Cl, I, ORg, NHRy,, N(Rgp ), o SRy, en otras
realizaciones, Ry es -CF;, -CH,F o CHF,; en otras realizaciones, Ry es un grupo alquilo perfluorado o fluorado;
en otras realizaciones, Ry es un grupo alquilo halogenado o perhalogenado;

cada caso de Ry es independientemente hidrégeno; un grupo protector; un resto arilo, heteroarilo, arilalquilo, ari-
lalquenilo, arilalquinilo, heteroarilalquilo, heteroarilalquenilo o heteroarilalquinilo alifatico, heteroalifético, lineal
o ramificado, sustituido o sin sustituir, ciclico o aciclico;

mes1,2,364, mes 162 en ciertas realizaciones, m es 1 en otras realizaciones; y

derivados farmacéuticamente aceptables de los mismos.
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Los compuestos que se preparan mediante los procedimientos de la invencién incluyen compuestos de férmula

general (I) o (I") como se define adicionalmente a continuacion:

.
A
2
Z
R4

M ™)

donde R, es hidrégeno o alquilo inferior; en ciertas realizaciones, R, es metilo; en ciertas realizaciones, R, es
-CF;, -CF,H o CH,F; en otras realizaciones, R, es un grupo alquilo perfluorado o fluorado; en otras realizaciones,
R, es un grupo alquilo halogenado o perhalogenado;

R, es un resto arilo, heteroarilo, arilalquilo o heteroarilalquilo sustituido o sin sustituir; en ciertas realizaciones,
R, es oxazol sustituido o sin sustituir; en otras realizaciones, R, es tiazol sustituido o sin sustituir;

cada uno de R; y R, es independientemente hidrégeno; o un resto arilo, heteroarilo, arilalquilo o heteroarilalquilo
alifatico, heteroalifatico sustituido o sin sustituir, lineal o ramificado, ciclico o aciclico, opcionalmente sustituido
con uno o mds de hidroxi, hidroxi protegido, alcoxi, carboxi, carboxaldehido, alquilo lineal o ramificado o acetal
ciclico, flior, amino, amino protegido, amino sustituido con uno o dos restos alquilo o arilo, N-hidroximino o N-
alcoxiimino; en ciertas realizaciones, cada uno de R; y R, es independientemente hidrégeno, fliior o alquilo infe-
rior; en otras realizaciones, cada uno de R; y R, es independientemente hidrogeno o metilo; en otras realizaciones
adicionales, R; es metilo, y R, es hidrégeno; cada uno de Rs y R¢ es independientemente hidrégeno o un grupo
protector; en ciertas realizaciones, Rs y R son ambos hidrégeno;

Xes O, S, C(R;), o NR;, donde cada vez que aparece R; es independientemente hidrégeno o alquilo inferior; en
ciertas realizaciones, X es O; en otras realizaciones, X es NH;

R; es, independientemente en cada caso, hidrégeno; halégeno; -ORg/; -SRp/;-N(Rp),; -C(O)ORg/; -C(O)Ry/;
-CON-HRg/; -O(C=0)Ry ; -O(C=0)0ORy ;-NRy/ (C=0)Ry ; N3; N,Ry/; acetal ciclico; o arilo o heteroarilo alifati-
co, heteroalifatico ciclico o aciclico, lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o més de hidrégeno;
halégeno; -ORgy/; -SRp/; -N(Rp/),; -C(O)ORy/; -C(O)Rp/; -CONHRy ;-O(C=0)Rg/; -O(C=0)ORy ; -NRy/ (C=0)
Ry ; N3; NoRy; acetal ciclico; o un resto arilo o heteroarilo alifatico, heteroalifatico, ciclico o aciclico, lineal o ra-
mificado sustituido o sin sustituir; o es una epotilona, desoxiepotilona o andlogos de las mismas; o es un polimero;
carbohidrato; marcador de fotoafinidad; o radiomarcador; en ciertas realizaciones, Ry es hidrégeno,

O

’

metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo, cada uno sus-
tituido u opcionalmente sustituido con uno o mas de halégeno, -OH, -ORg/, NH,, o N(Rp/), o cualquier com-
binacion de los mismos, donde cada vez que aparece Rg, es independientemente hidrégeno, alquilo, arilo, o a
grupo protector, en otras realizaciones, Ry es hidrégeno, metilo, o etilo, en otras realizaciones adicionales, Ry
es metilo, en otras realizaciones, Ry es -CF;, -CH,F o CHF,; y derivados farmacéuticamente aceptables de los
mismos.
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En ciertas realizaciones, los compuestos que se preparan por los procedimientos de la invencién incluyen com-
puestos de la férmula general (IT) o (I') con la estereoquimica definida como se muestra:

R3 9R4 0
(In) ar)

en las que X, Ry, R,, R3, Ry, Rs, Rg, R y X son como se han definido anteriormente.

En ciertas realizaciones, X es O. En otras realizaciones, X es NH. En otras realizaciones, X es CH,.

En algunas realizaciones, R, es un tiazol sustituido o sin sustituir. En ciertas realizaciones, R, es 2-metil-tiazo-4-
ilo. En otras realizaciones, R, es 2-hidroxilmetil-tiazo-4-ilo. En otras realizaciones, R, es 2-aminometil-tiazo-4-ilo.
En otras realizaciones, R, es 2-tiolmetil-tiazo-4-ilo.

En ciertas realizaciones R, es un oxazol sustituido o sin sustituir. En ciertas realizaciones, R, es 2-metil-oxazo-4-
ilo. En otras realizaciones, R, es 2-hidroxilmetil-oxazo-4-ilo. En otras realizaciones, R, es 2-aminometil-oxazo-4-ilo.

En otras realizaciones, R, es 2-tiolmetil-oxazo-4-ilo.

En ciertas realizaciones, Ry es hidrégeno, metilo, etilo, -CF;, -CH,F, -CF,H. En ciertas realizaciones, Ry es metilo.
En otras realizaciones, Ry es -CF;. En ciertas realizaciones, Ry es hidrégeno. En otras realizaciones, Ry es etilo.

Ciertos compuestos preferidos que se preparan por los procedimientos de la invencién incluyen, por ejemplo:
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Los compuestos preparados mediante los procedimientos de esta invencién incluyen los que se explican y se
describen especificamente anteriormente en el presente documento, y se ilustran en partes por las diversas clases,
subgéneros y especies que se describen en otras partes de en el presente documento.
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Se apreciard por un especialista en la técnica que pueden existir centros asimétricos en los compuestos que se pre-
paran por los procedimientos de la presente invencion. Por lo tanto, los compuestos de la invencién y composiciones
farmacéuticas de los mismos pueden estar en forma de un enantiémero individual, diastereémero o isémero geomé-
trico, o pueden estar en forma de una mezcla de estereoisomeros. En ciertas realizaciones, los compuestos que se
preparan por los procedimientos de la invencién son compuestos de enantioméricamente puros. En otras realizaciones
adicionales, se proporcionan mezclas de estereoisdmeros o diastereémeros.

Se apreciard que algunas de las clases y subclases de compuestos anteriores pueden existir en diversas formas
isoméricas. Los compuestos pueden ser isomeros individuales sustancialmente libres de otros isdmeros y como alter-
nativa, pueden estar en forma de mezclas de diversos isémeros, por ejemplo, mezclas de estereoisémeros racémicos.
Ademés, la invencion incluyen isémeros de doble enlace (Z) y (E) a menos que se indique otra cosa. Por lo tanto, los
compuestos que se preparan por los procedimientos de la invencién que se representan generalmente con la estructura
(0), (0", (D, ("), dI) y (") incluyen aquellas estructuras en las que los dobles enlaces son (Z) o (E). En ciertas reali-
zaciones preferidas, el doble enlace en la posicién C12-C13 tiene la configuracién cis o Z. En algunas realizaciones, el
doble enlace en la posicién C9-C10 tiene la configuracién trans o E. En otras realizaciones adicionales, el doble enlace
en la posicién C12-C13 tiene la configuracion cis o Z, y el doble enlace en la posicién C9-C10 tiene la configuracién
trans o E. Los compuestos también incluyen tautomeros de compuestos especificos como se ha descrito anteriormente.

Los compuestos pueden proporcionarse en forma de derivados farmacéuticamente aceptables y usarse en proce-
dimientos para tratar un sujeto usando estos compuestos, composiciones farmacéuticas de los mismos o cualquiera
de estos junto con uno o mas agentes terapéuticos adicionales. La expresion “derivado farmacéuticamente acepta-
ble”, como se usa en el presente documento, representa cualquiera sal, éster o sal de dicho éster farmacéuticamente
aceptable de dicho compuesto, o cualquier otro aducto o derivado que, después de la administracién a un paciente, es
capaz de proporcionar (directamente o indirectamente) un compuesto como se describe de otro modo en el presente
documento, o un metabolito o residuo del mismo. Por tanto, se incluyen derivados farmacéuticamente aceptables entre
otros pro-firmacos. Un profdrmaco es un derivado de un compuesto, normalmente con una actividad farmacolégica
significativamente reducida, que contiene un resto adicional que es susceptible de eliminacién in vivo produciendo la
molécula de partida como la especie farmacoldgicamente activa. Un ejemplo de un pro-farmaco es un éster que se
escinde in vivo para producir un compuesto de interés. Se conocen y pueden adaptarse a la presente invencién pro-far-
macos de una diversidad de compuestos y materiales y procedimientos para modificar los compuestos parentales para
crear los pro-fairmacos. A continuacion, en el presente documento se analizardn con mas detalle ciertas composiciones
farmacéuticas ejemplares y derivados farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos que son de interés particular incluyen aquellos que:

e muestran efecto citotoxico o inhibidor del crecimiento en lineas celulares cancerigenas mantenidas in vitro
en estudios animales usando un modelo de xenotrasplante de célula cancerigena cientificamente aceptable;

e muestran una capacidad para polimerizar tubulina y estabilizar ensamblajes de microtibulos;
e muestran niveles minimos de citotoxicidad para 6rganos vitales;

e conducen a la desaparicion del tumor en modelos de xenotrasplante de célula cancerigena cientificamente
aceptables;

e conducen a la disminucién del tumor en modelos de xenotrasplante de célula cancerigena cientificamente
aceptables;

e conducen a la desaparicién del tumor en modelos de xenotrasplante de célula cancerigena cientificamente
aceptables y al retraso o no recurrencia del tumor después de suspender el tratamiento;

e muestran disminuciones de peso corporal transitorias y reversibles y muestran efectos terapéuticos en mo-
delos de xenotrasplantes de células cancerigena cientificamente aceptables;

e muestran hidrosolubilidad potenciada sobre las epotilonas A, B, C o D o paclitaxel o adicionalmente o
alternativamente muestran suficiente solubilidad para formularse en un medio acuoso usando proporciones
reducidas de Cremophor; y/o

¢ muestran un perfil terapéutico (por ejemplo, seguridad éptima y efecto curativo), superior al de la epotilona
B o epotilona D o paclitaxel.

Como se ejemplifica en el presente documento, se han preparado, caracterizado y ensayado una diversidad de
analogos de epotilona como se ha descrito anteriormente. Se ha descubierto que los andlogos de 9,10-dehidro-epotilona
son ttiles en el tratamiento del céncer, y en particular los compuestos que se han preparado y se han descubierto poseen
una o mds de las caracteristicas deseadas indicadas anteriormente.
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Metodologia Sintética

Anteriormente se ha descrito la sintesis de determinadas epotilonas, desoxiepotilonas y andlogos de las mismas
(véanse, las Patentes de Estados Unidos 6.242.469, 6.284.781, 6.300.355, 6.204.388, 6.316.630 y 6.369.234; Solicitu-
des de Patente de Estados Unidos 09/797.027, 09/796.959 y 10/236.135; y las Publicaciones PCT N° WO 99/01124,
WO 99/43653 y WO 01/64650, cuyo contenido total se incorporan en el presente documento por referencia). En
reconocimiento de la necesidad para metodologias sintéticas mejoradas o adicionales para generar epotilonas, deso-
xiepotilonas y andlogos de las mismas de manera eficaz en grandes cantidades, la presente invencion proporciona una
ruta eficiente y modular para la sintesis de epotilonas, desoxiepotilonas y andlogos de las mismas. Aunque la sintesis
de determinados compuestos ejemplares se describe en la Ejemplificacién en el presente documento, se apreciard que
esta metodologia es generalmente aplicable a la generacion de andlogos y conjugados como se describe anteriormente
para cada una de las clases o subclases descritas en el presente documento.

En particular, los compuestos 9,10-dehidroepotilona de la presente invencién pueden prepararse en una diversidad
de modos usando metodologias sintéticas ttiles en la sintesis de epotilonas. En determinadas realizaciones, los com-
puestos se preparan usando una ruta sintética convergente. Por ejemplo, la epotilona puede sintetizarse preparando
dos o tres intermedios que se ponen en contacto para producir el compuesto deseado. En una realizacién, uno de los
intermedios es una parte acilo que contiene 1-9 carbonos y otro intermedio contiene 10-15 carbonos y también puede
contener la cadena lateral tiazol. Estas dos partes aproximadamente iguales de la epotilona pueden ponerse en contacto
usando primero una reaccién de esterificacién entre C-1 y un oxigeno de C-15. El macrociclo puede cerrarse después
usando una reaccién de acoplamiento carbono-carbono tal como un acoplamiento Suzuki o reaccién de metatesis de
cierre de anillo. En una realizacion, la tapa de cierre de anillo final se consigue usando una reaccion de metatesis de
cierre de anillo para formar el enlace doble 9,10 y cerrar el macrociclo. La reacciéon de metatesis de cierre de anillo se
consigue usando un catalizador organometdlico tal como el catalizador de Grubbs como se muestra en el Esquema 8
a continuacién. En determinadas realizaciones, el enlace doble 9,10 se reduce o se oxida o el enlace doble 9,10 puede
funcionarizarse ademds para preparar derivados de epotilona adicionales.

En otras realizaciones, la etapa de cierre de anillo final se consigue usando una reaccioén de metatesis de cierre
de anillo para formar el enlace doble 12,13 y cerrar en el macrociclo. En determinadas realizaciones, el enlace doble
12,13 se reduce o se oxida. En otras realizaciones, se usa la reaccién de macroaldonizacién o macrolactonizacién para
formar el macrociclo.

Determinadas sintesis ejemplares de los compuestos de la invencién se proporcionan en las Figuras y en los Ejem-
plos. Como podrd apreciar un especialista en la técnica, pueden prepararse una diversidad de andlogos y derivados
usando los procedimientos sintéticos como se describe en el presente documento. Por ejemplo, pueden conseguirse
muchas de las etapas sintéticas con diferentes grupos protectores o sustituyentes diferentes en el anillo de 16 miembros.

Composiciones farmacéuticas

También se describe en el presente documento una preparaciéon farmacéutica que comprende al menos uno de los
compuestos como se ha descrito anteriormente y en el presente documento o un derivado farmacéuticamente aceptable
del mismo, cuyos compuestos son capaces de inhibir el crecimiento o destruir células cancerigenas y son capaces de
inhibir el crecimiento o destruir células cancerigenas con resistencia multiple a farmacos. La preparacion farmacéutica
también puede comprender como agentes solubilizante o emulsificante tal como Cremophor (aceite de ricino polioxil
35) o Solutol (polietilenglicol 660 12-hidroxiestrearato).

Como se ha descrito anteriormente, los compuestos novedosos que se proporcionan tienen actividad antitumoral y
antiproliferativa y por tanto son ttiles para el tratamiento del cdncer. Por consiguiente, en otro aspecto de la presente
invencion, se proporcionan composiciones farmacéuticas, en las que estas composiciones comprenden cualquiera de
los compuestos como se describe en el presente documento y opcionalmente comprenden un vehiculo farmacéutica-
mente aceptable. Estas composiciones comprenden opcionalmente ademas uno o mas agentes terapéuticos adicionales.
El agente terapéutico adicional puede ser un agente anticanceroso, como se describe con mds detalle en el presente
documento.

También se apreciard que algunos de los compuestos preparados por los métodos de la presente invencién puede
existir en forma libre para tratamiento, o cuando sea apropiado, como un derivado farmacéuticamente aceptable del
mismo. Un derivado farmacéuticamente aceptable incluye, pero sin limitacion, sales, ésteres, sales de dichos ésteres
farmacéuticamente aceptables o cualquier otro aducto o derivado que después de la administracién a un paciente que lo
necesita es capaz de proporcionar, directa o indirectamente, un compuesto como se describe en el presente documento
de otra manera, o un metabolito o resto del mismo, por ejemplo, un profarmaco.

Como se usa en el presente documento, la expresion “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellas sales
que son, dentro del alcance del buen criterio médico, adecuadas para usar en contacto con los tejidos de seres hu-
manos y animales inferiores sin la indebida toxicidad, irritacidn, respuesta alérgica y similares y son adecuadas en
una proporcion riesgo/beneficio razonable. Las sales farmacéuticamente aceptables se conocen bien en la técnica. Por
ejemplo, S. M. Berge, y col. describen sales farmacéuticamente aceptables con detalle en J. Pharmaceutical Sciences,
66: 1 -19 (1977), incorporado en el presente documento por referencia. Las sales pueden prepararse in situ durante
el aislamiento y purificacién final de los compuestos de la invencién o por separado haciendo reaccionar la funcién
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de base libre con 4acido orgdnico adecuado. Son ejemplos de sales de adicién 4cidas no téxicas, farmacéuticamente
aceptables, las sales de un grupo amino formadas con 4cidos inorgénicos, tales como 4cido clorhidrico, 4cido brom-
hidrico, 4cido fosférico, acido sulfirico y dcido perclérico o con dcidos organicos tales como dcido acético, acido
oxdlico, dcido maleico, 4cido tartdrico, 4cido citrico, d4cido succinico o dcido maldnico o usando otros procedimientos
usados en la técnica tales como intercambio idnico. Otras sales farmacéuticamente aceptables incluyen adipato, algi-
nato, ascorbato, aspartato, bencenosulfonato, benzoato, bisulfato, borato, butirato, canforato, canforsulfonato, citrato,
ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, formato, fumarato, glucoheptonato, glicerofosfa-
to, gluconato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, yodhidrato, 2-hidroxi-etanosulfonato, lactobionato, lactato, laurato,
lauril sulfato, malato, maleato, malonato, metanosulfonato, 2-naftalenesulfonato, nicotinato, nitrato, oleato, oxalato,
palmitato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, fosfato, picrato, pivalato, propionato, estearato, succi-
nato, sulfato, tartrato, tiocianato, p-toluenosulfonato, undecanoato, sales de valerato y similares. Las sales de metal
alcalinotérreas o alcalinas representativas incluyen sodio, litio, potasio, calcio, magnesio y similares. Otras sales far-
macéuticamente aceptables incluyen, cuando es apropiado, amonio no téxico, amonio cuaternario y cationes de amina
formados usando contraiones tales como haluros, hidréxido, carboxilato, sulfato, fosfato, nitrato, sulfonato de alquilo
inferior y aril sulfonato.

Adicionalmente, como se usa en el presente documento, la expresion “éster farmacéuticamente aceptable” se refiere
a ésteres que hidrolizan in vivo e incluyen aquellos que se degradan rdpidamente en el cuerpo humano para dejar
el precursor o una sal del mismo. Los grupos éster adecuados incluyen, por ejemplo, aquellos derivados de dcidos
carboxilicos alifaticos farmacéuticamente aceptables, particularmente dcidos alcanoicos, alquenoicos, cicloalcanoicos
y alcanodioicos, en los que ventajosamente cada resto alquilo o alquenilo no tiene méds de 6 d&tomos de carbono. Los
ejemplos de ésteres particulares, incluyen formatos, acetatos, propionatos, butiratos, acrilatos y etil succinatos.

Ademds, la expresion “profarmacos farmacéuticamente aceptables”, como se usa en el presente documento, se
refiere a aquellos profarmacos de los compuestos preparados por los procedimientos de la presente invencién que son,
dentro del alcance del buen criterio médico, adecuados para usar en contacto con los tejidos de los seres humanos y
animales inferiores sin la indebida toxicidad, irritacién, respuesta alérgica y similares, adecuados en una proporcién
riesgo/beneficio razonable y eficaces para su uso pretendido, asi como a las formas zwiteridnicas, cuando son posibles,
de los compuestos de la invencién. El término “profdrmaco” se refiere a compuestos que se transforman rdpidamente
in vivo para producir el precursor de la férmula anterior, por ejemplo por hidrdlisis en la sangre. Se proporciona una
minuciosa discusién en T. Higuchi y V. Stella, Pro-drugs as Novel Delivery Systems, Vol. 14 of the A.C.S. Symposium
Series y Edward B. Roche, ed., Bioreversible Carriers en Drug Design, American Pharmaceutical Association and
Pergamon Press, 1987, ambas incorporadas en el presente documento por referencia.

Como se describe anteriormente, las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn adicionalmente com-
prenden un vehiculo farmacéuticamente aceptable que, como se usa en el presente documento, incluye todos y cada
uno de los disolventes, diluyentes, u otros vehiculos liquidos, ayudantes de la dispersion o de la suspension, agentes
tensioactivos, agentes isoténicos, agentes espesantes o emulsificantes, conservantes, aglutinantes sélidos, lubricantes
y similares, como adecuados para la forma de dosificacién particular deseada. Remington’s Pharmaceutical Sciences,
Fifteenth Edition, E. W. Martin (Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1975) describe diversos vehiculos usados en com-
posiciones de formulacidn farmacéutica y técnicas conocidas para la preparacion de los mismos. Excepto en la medida
en que cualquier medio de vehiculo convencional sea incompatible con los compuestos anticancerosos de la invencion,
tal como para producir algin efecto bioldgico no deseado u otra interaccién de algin otro modo de manera perjudicial
con cualquier otro compuesto (o compuestos) de la composicién farmacéutica, su uso se contempla dentro del alcance
de esta invencion. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables,
incluyen, pero sin limitacién, azicares tales como lactosa, glucosa y sacarosa, almidones tales como almidén de maiz y
almidoén de patata; celulosa y sus derivados tales como carboximetil celulosa sddica, etilcelulosa y acetato de celulosa;
tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; Cremophor; Solutol; excipientes tales como manteca de cacao y ceras para
supositorios; aceites tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algoddn, aceite de cartamo; aceite de sésamo,
aceite de oliva; aceite de maiz y/o aceite de soja; glicoles; tal como propilenglicol; ésteres tal como etil oleato y etil
laurato; agar; agentes tamponantes tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de aluminio; 4cido alginico; agua
sin pirégeno; solucién salina isoténica; solucién de Ringer; alcohol etilico y soluciones de tamp6n fosfato asi como
otros lubricantes compatibles no téxicos tales como lauril sulfato sédico y estearato de magnesio, asi como agentes de
colorantes, agentes liberadores, agentes de revestimiento, edulcorantes, saporiferos y agentes perfumantes, de acuerdo
con el criterio del formulador también pueden estar presentes en la composicién conservantes y antioxidantes.

Usos de Compuestos y Composiciones Farmacéuticas

Los compuestos producidos por los procedimientos de la invencién pueden usarse en un procedimiento para inhi-
bir el crecimiento tumoral y o metdstasis tumoral. Se proporciona un procedimiento para el tratamiento de cdnceres
mediante la inhibicién del crecimiento tumoral y/o metastasis tumoral para células cancerigenas resistentes a multiples
farmacos tumorales. El procedimiento implica la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz del compues-
to o un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo a un sujeto (incluyendo, pero sin limitacién un ser humano
o un animal) que lo necesite. Especificamente para el tratamiento de cdnceres que comprenden células cancerigenas
resistentes a multiples fairmacos, la cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad suficiente para destruir o inhibir
el crecimiento de las lineas celulares cancerigenas resistentes a multiples farmacos. Los compuestos pueden ser ttiles
para el tratamiento de tumores sélidos.
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Los compuestos y composiciones farmacéuticas preparados por los procedimientos de la presente invencion pueden
usarse en el tratamiento o prevencién de cualquier enfermedad o afeccion incluyendo enfermedades proliferativas (por
ejemplo, cancer), enfermedades autoinmunes (por ejemplo, artritis reumatoide) e infecciones (por ejemplo, bacteria-
nas, flingicas, etc.). Los compuestos y composiciones farmacéuticas pueden administrarse a animales, preferiblemente
mamiferos (por ejemplo, animales domésticos, gatos, perros, ratones, ratas), y mds preferiblemente a seres humanos.
Puede usarse cualquier procedimiento de administracion para suministrar al animal el compuesto de las composiciones
farmacéuticas en el animal. El compuesto o composicion farmacéutica puede administrarse por via parenteral.

De acuerdo con los procedimientos de tratamiento, las células tumorales se destruyen o se inhibe su crecimien-
to poniendo en contacto en las células tumorales con un compuesto o composicién como se describe en el presente
documento. De esta manera, se describe un procedimiento para el tratamiento del cancer que comprende administrar
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o una composicién farmacéutica que comprende un compuesto
a un sujeto que lo necesita, en cantidades y tiempos tales como sea necesario para conseguir el resultado deseado.
Una “cantidad terapéuticamente eficaz” del compuesto o composicién farmacéutica de la invencién es esa cantidad
eficaz para destruir o inhibir el crecimiento de las células tumorales. El compuesto y composiciones preparadas de
acuerdo con el procedimiento de la presente invencién, puede administrarse usando cualquier cantidad y cualquier via
de administracidn eficaz para la destruccion o inhibicidn del crecimiento de las células tumorales. De esta manera, la
expresion “cantidad eficaz para destruir o inhibir el crecimiento de las células tumorales”, como se usa en el presente
documento, se refiere a una cantidad de agente suficiente para destruir o inhibir el crecimiento de las células tumorales.
La cantidad exacta necesaria variard de un sujeto a otro, dependiendo de la especie, edad y estado general del sujeto, la
gravedad de la infeccidn, el agente anticancerigeno particular, su modo de administracién y similares. Los compuestos
anticancerosos de la invencién se formulan preferiblemente en forma de dosificacién unitaria para facilitar la adminis-
tracién y la uniformidad de la dosificacion. La expresion “forma de dosificacion unitaria”, como se usa en el presente
documento se refiere a una unidad fisicamente separada de agente anticancerigeno apropiada para el paciente a tratar.
Se entenderd, sin embargo, que el médico tratante decidira el uso diario total de los compuestos y composiciones de
la presente invencién dentro del alcance del buen criterio médico. El nivel especifico de dosis terapéuticamente eficaz
para cualquier paciente u organismo particular dependera de una diversidad de factores que incluyen el trastorno a tra-
tar y la gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico empleado, la composicion especifica empleada;
la edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del paciente; el tiempo de administracién, la via de administracién
y la velocidad de excrecién del compuesto especifico empleado; la duracion del tratamiento; los formacos usados en
combinacién o coincidentes con el compuesto especifico empleado y factores similares bien conocidos en las técnicas
médicas.

Ademéds, después de la formulacién con un vehiculo apropiado farmacéuticamente aceptable en una dosificacién
deseada, las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden administrarse a seres humanos u otros animales
por via oral, via rectal, via parenteral, via intracisternal, via intravaginal, via intraperitoneal, via tépica (asi como por
polvos, cremas o gotas), via bucal, como una pulverizacién oral o nasal, o similar, dependiendo de la gravedad de la
infeccidn a tratar. Los compuestos como se describen en el presente documento pueden formularse por conjugacién
con quelantes hidrosolubles o polimeros hidrosolubles tales como polietilenglicol como poli (1-4cido glutdmico), o
poli (1-4cido aspartico), como se describe en la Patente de Estados Unidos 5.977.163, cuyo contenido completo se
incorpora en el presente documento por referencia. En determinadas realizaciones, los compuestos de la invencién
pueden administrarse por via oral o via parenteral a suficientes niveles de dosificacién para suministrar de aproxi-
madamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg, de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 50
mg/kg, preferiblemente de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg, preferiblemente de aproxima-
damente 0,5 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg,
de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, y mas preferiblemente de aproximadamente 1 mg/kg
a aproximadamente 25 mg/kg del peso corporal del sujeto por dia, una o mas veces al dia, para obtener el efecto
terapéutico deseado. La dosificacién deseada puede suministrarse cada dos dias, cada tres dias, cada semana, cada
dos semanas, cada tres semanas, o cada cuatro semanas. En determinadas realizaciones, la dosificacién deseada puede
suministrarse usando administraciones multiples (por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nuevo o diez
administraciones).

Las formas de dosificacién liquida para la administracién oral, incluyen, pero sin limitacién, emulsiones, micro-
emulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademds de los compuestos
activos, las formas de dosificacién liquida pueden contener diluyentes inertes comtinmente usados en la técnica ta-
les como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsificantes tales como alcohol etilico,
alcohol isopropilico, etil carbonato, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-bu-
tilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular, aceites de semilla de algoddn, cacahuete, maiz, germen, oliva,
ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilo, polietilen glicoles y ésteres de dcidos grasos de sorbitdn y
mezclas de los mismos. Ademds de diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvan-
tes tales como agentes humectantes, agentes emulsificantes, y de suspension, edulcorantes, agentes saporiferos y
perfumantes.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas inyectables u oleaginosas estériles pueden for-
mularse de acuerdo con la técnica conocida usando agentes de dispersion o humectantes y agentes de suspension
adecuados. La preparacién inyectable estéril también puede ser una solucién, suspension o emulsion inyectable estéril
en un diluyente o disolvente no téxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, con una solucién en 1,3-butanodiol.
Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran agua, solucién de Ringer, U.S.P.
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y solucién de cloruro sédico isoténico. Ademads, como un medio de suspensién o disolvente se emplean de manera
convencional aceites estériles, no volatiles. Para este fin puede emplearse cualquier aceite volitil suave incluyendo
monoglicéridos o diglicéridos sintéticos. Ademds, en la preparacién de inyectables se usan dcidos grasos tal como
acido oleico.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, por filtracion a través de un filtro de retencion de
bacterias, o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles que pueden disolverse o
dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes del uso.

Para prolongar el efecto de un farmaco, a menudo es deseable desacelerar la absorcién del fairmaco de la inyeccién
subcutdnea o intramuscular. Esto puede conseguirse mediante el uso de una suspension liquida de material cristalino o
amorfo, con escasa solubilidad en agua. La velocidad de absorcién del firmaco depende entonces de su velocidad de
disolucidn que, a su vez, depende del tamafio del cristal y de la forma del cristalina. De manera alternativa, la absorcién
retardada de una forma de fairmaco administrada por via parenteral se consigue disolviendo o suspendiendo el fairmaco
en un vehiculo oleoso. Las formulaciones de liberacion prolongada inyectables se preparan formando matrices micro
encapsuladas del farmaco en polimeros biodegradables tales como polil4ctico-poliglicélido. Dependiendo de la pro-
porcién de fairmaco con respecto a polimero y de la naturaleza del polimero particular empleado, puede controlarse
la velocidad de liberacién del farmaco. Ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli
(anhidridos). Las formulaciones de liberacién prolongada inyectables también pueden prepararse atrapando el firmaco
en liposomas o en microemulsiones que son compatibles con los tejidos corporales.

Las composiciones para administracién por via rectal o vaginal son preferiblemente supositorios que pueden pre-
pararse mezclando los compuestos de esta invencidn con excipientes no irritantes o vehiculos adecuados tales como
manteca de cacao, polietilenglicol o una cera para supositorio que es sélida a temperatura ambiente pero liquida a
temperatura corporal y por lo tanto se funde en el recto o en la cavidad vaginal y se libera el compuesto activo.

Las formas de dosificacién sélidas para administracién oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y
granulos. En dichas formas de dosificacion sélida, el compuesto activo se mezcla con al menos un excipiente o ve-
hiculo farmacéuticamente aceptable, inerte tal como citrato sddico o fosfato dicdlcico y/o a) cargas o expansores
tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y 4cido silicico, b) aglutinantes tales como, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidinona, sacarosa y acacia, c) humectantes tales como glice-
rol, d) agentes disgregantes tales como agar-agar, carbonato cdlcico, almidén de patata o tapioca, dcido alginico,
algunos silicatos y carbonato sédico, e) agentes retardantes de solucién tales como parafina, f) aceleradores de la
absorcion tales como compuestos de amonio cuaternario, g) agentes humectantes tales como, por ejemplo, alcohol
cetilico y glicerol monoestearato, h) absorbentes tales como caolin y arcilla de bentonita e i) lubricantes tales como
talco, estearato cdlcico, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, lauril sulfato sédico y mezclas de los mis-
mos. En el caso de cdpsulas, comprimidos y pildoras, la forma de dosificacién también puede comprender agentes
tamponantes.

También pueden emplearse composiciones s6lidas de un tipo similar como cargas en cdpsulas de gelatina de carga
dura y blanda usando dichos excipientes como lactosa o azicar lacteo asi como polietilenglicoles de elevado peso mo-
lecular y similares. Las formas de dosificacién sélida de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulos pueden
prepararse con revestimientos y carcasas tales como revestimientos entéricos y otros revestimientos bien conocidos en
la técnica de formulacién farmacéutica. Pueden contener opcionalmente agentes opacificantes y también pueden estar
en una composicidn en la que liberan el ingrediente (o ingredientes) activo Unicamente o preferencialmente en una
determinada parte del tracto intestinal, opcionalmente, de manera retardada Ejemplos de composiciones incluidas que
pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras. Las composiciones sélidas de un tipo similar también pueden
emplearse como cargas en capsulas de gelatina de carga dura y blanda usando dichos excipientes tales como lactosa o
azucares lacticos asi como polietilenglicoles de elevado peso molecular y similares.

Los compuestos activos también pueden estar en una forma micro-encapsulada con uno o més excipientes co-
mo se ha indicado anteriormente. Las formas de dosificacién sélida de comprimidos, grageas, cdpsulas, pildoras
y granulos pueden prepararse con revestimientos y carcasas tales como revestimientos entéricos, revestimientos de
liberacién controlada y otros revestimientos bien conocidos en la técnica de formulacién farmacéutica. En las for-
mas de dosificacién sélida el compuesto activo puede mezclarse con al menos un diluyente inerte tal como sacaro-
sa, lactosa, o almidén. Dichas formas de dosificacion también pueden comprender, como es normal en la prictica,
sustancias adicionales diferentes de diluyentes inertes, por ejemplo, lubricantes para preparar comprimidos y otros
ayudantes para preparar comprimidos tales como estearato de magnesio y celulosa microcristalina. En el caso de
cépsulas, comprimidos y pildoras, las formas de dosificaciéon también pueden comprender agentes tamponantes. Pue-
den contener opcionalmente agentes opacificantes y también pueden estar en una composicién en la que liberan el
ingrediente (o ingredientes) activo Ginicamente o preferencialmente en una determinada parte del tracto intestinal, op-
cionalmente, de manera. Ejemplos de composiciones incluidas que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y
ceras.

Las formas de dosificacion para administracion topica o transdérmica de un compuesto de esta invencién incluyen
pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizadores, inhaladores o parches. El componente
activo se mezcla en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y cualquier conservante o tam-
pon necesario si se requiere. La formulacién oftdlmica, gotas 6ticas y gotas oculares también se contemplan que estan
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dentro del alcance de esta invencién. Adicionalmente, la presente invencién contempla el uso de parches transdérmi-
cos, que tienen la ventaja afiadida de proporcionar la administracién controlada de un compuesto en el cuerpo. Dichas
formas de dosificacién pueden prepararse disolviendo o dispersando el compuesto en el medio apropiado. También
pueden usarse potenciadores de absorcion para aumentar el flujo del compuesto a través de la piel. La velocidad pue-
de controlarse proporcionando una membrana que controla la velocidad o dispersando el compuesto en una matriz
polimérica o gel.

Como se ha descrito anteriormente, los compuestos preparados por los procedimientos de la presente invencién son
utiles como agentes anticancerosos, y por tanto pueden ser Utiles en el tratamiento del cancer, produciendo la muerte
celular del tumor o inhibiendo el crecimiento de las células tumorales. En general, los agentes anticancerosos son
utiles en el tratamiento de canceres y otros trastornos proliferativos, que incluyen, pero sin limitacidn cancer de mama,
cancer cerebral, cancer de piel, cancer cervical, cancer de colon y recto, leucemia, cdncer de pulmoén, melanoma,
mieloma multiple, linfoma no-Hodgkin, cdncer de ovario, cdncer pancredtico, cdncer de prostata, cdncer gastrico por
nombrar algunos. En determinadas realizaciones, los agentes anticancerosos son activos frente a células de leucemia
y células de melanoma y por tanto son utiles para el tratamiento de leucemias (por ejemplo, mieloide, linfocitica,
promielocitica, mielocitica y leucemias linfoblasticas, tanto formas agudas como crénicas) y melanomas malignos.
Los agentes anticancerosos de la invencién son activos frente a tumores sélidos y también destruyen y/o inhiben el
crecimiento de células con resistencia miiltiple a firmacos (células MDR). Los agentes anticancerosos de la invencién
son activos frente a cdnceres que son resistentes a otros agentes anti-neoplasicos conocidos o que se ha demostrado
que clinicamente no responden a otros agentes antineopldsicos conocidos. Los agentes anticancerosos de la invencién
son activos frente a canceres que son resistentes a otros agentes estabilizantes de microttibulos anti-neoplasicos (por
ejemplo, paclitaxel).

Se apreciard también que los compuestos y composiciones farmacéuticas preparados por los procedimientos de
la presente invencién pueden emplearse en terapias de combinacidn, es decir, los compuestos y las composiciones
farmacéuticas pueden administrarse al mismo tiempo, antes, o después, con uno o mds procedimientos terapéuticos
o médicos deseados. La combinacién de terapias particulares (terapéuticas o procedimientos) para emplear en un ré-
gimen de combinacion tendrd en cuenta la compatibilidad de terapéuticas y/o procedimientos deseados y el efecto
terapéutico deseado a conseguir. También se apreciard que las terapias empleadas pueden conseguir un efecto deseado
para el mismo trastorno (por ejemplo, un compuesto puede administrarse simultdineamente con otro agente anticance-
rigeno), o pueden conseguirse efectos diferentes (por ejemplo, control de cualquier efecto adverso).

Por ejemplo, otras terapias o agentes anticancerosos que pueden usarse en combinacién con los agentes anti-
cancerosos incluyen cirugia, radioterapia (en sélo unos pocos ejemplos, y-radiacidn, radioterapia por haz de neu-
trones, radioterapia por haz de electrones, terapia de protones, braquiterapia e isétopos radioactivos sistémicos por
nombrar unos pocos), terapia endocrina, modificadores de respuesta bioldgica (interferones, interleuquinas y fac-
tor de necrosis tumoral (TNF) por nombrar unos pocos), hipertermia y crioterapia, agentes para atenuar cualquier
efecto adverso (por ejemplo, antieméticos) y otros farmacos quimioterapéuticos aprobados, que incluyen, pero sin
limitacion, fairmacos alquilantes (mecloretamina, clorambucil, Ciclofosfamida, Melfalan, Ifosfamida), antimetaboli-
tos (Metotrexato), antagonistas de purina y antagonistas de pirimidina (6-Mercaptopurina, 5-Fluorouracil, Citarabil,
Gemcitabina), venenos del uso mitético (Vinblastina, Vincristina, Vinorelbina, Paclitaxel, Docetaxel), podofilotoxinas
(Etop6sido, Irinotecan, Topotecan), antibidticos (Doxorubicina, Bleomicina, Mitomicina), nitrosoureas (Carmusti-
na, Lomustina), iones inorgédnicos (Cisplatino, Carboplatino), enzimas (Asparaginasa) y hormonas (Tamoxifen, Leu-
prolide, Flutamida y Megestrol), por nombrar unas pocas. Para una presentaciéon mdas exhaustiva sobre las terapias
de céancer actuales, véase http://www.nci.nih.gov/, una lista de foirmacos oncoldgicos aprobados por la FDA en la
http://www.fda.gov/cder/cancer/druglistframe.htm y en el Merck Manual, decimoséptima Ed. 1999, cuyo contenido
completo se incorpora en el presente documento por referencia.

Se describe adicionalmente un envase o kit farmacéutico que comprende uno o més recipientes cargados con uno o
mads de los ingredientes de las composiciones farmacéuticas y puede incluir un agente terapéutico adicional aprobado
para usar como una terapia de combinacién. Opcionalmente asociado a dicho recipiente o (recipientes) puede existir
una informacién sobre la forma prescrita por la agencia gubernamental que regula la fabricacion, el uso o la venta de
productos farmacéuticos, que notifican las indicaciones aprobadas por la agencia de fabricacién, uso o venta para la
administracién en seres humanos.

Equivalentes

Los ejemplos representativos que se indican a continuacion pretender ayudar a ilustrar la invencién, y no pretenden
limitar, ni debe interpretarse que limitan, el alcance de la invencién. De hecho, diversas modificaciones de la invencién
y algunas realizaciones adicionales de la misma, ademds de las mostradas y descritas en el presente documento, serdn
evidentes por los especialistas en la técnica a partir del contenido completo de el presente documento, incluyendo
los siguientes ejemplos y las referencias de la bibliografia cientifica y de patentes citadas en el presente documento.
Debe apreciarse ademas que los contenidos de esas referencias citadas se incorporan en el presente documento por
referencia para ayudar a ilustrar el estado de la técnica. Los siguientes ejemplos contienen informacién adicional
importante, ejemplos y orientaciones que pueden adaptarse a la practica de esta invencién en sus diversas realizaciones
y equivalentes de la misma.
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Ejemplos
Ejemplo 1
Sintesis de 9,10-deshidro-12,13-desoxi-epotilonas

Este Ejemplo describe la sintesis de trans-9,10-deshidro-12,13-desoxiepotilona B, 26-trifluoro-trans-9,10-deshi-
dro-12,13-desoxiepotilona B, 26-trifluoro-12,13-desoxiepotilona B y 12,13-desoxiepotilona B y ensayos bioldgicos
de estos compuestos.

Se prepararon derivados fluorados de epotilonas y se ensayaron dados los indices farmacocinéticos y quimiote-
rapéuticos mejorados de otros agentes medicinales con sustituciones de fltior (Ojima, I.; Inoue, T.; Chakravarty, S.;
J. Fluorine Chem. 1999, 97; Newman, R. A.; Yang, J.; Finlay, M. R. V.; Cabral, F., Vourloumis, D.; Stephens, L C;
Troncoso, P.; Wu, X.; Logothetis, C. J.; Nicolaou, K. C; Navone, N. M. Cancer Chemother. Pharmacol. 2001, 48, 319-
326; cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento por referencia).

1 [16]dEpoB 2 26-F,-{16]dEpoB

Para conseguir el compuesto 2, se busc6 sacar partido de una ruta altamente convergente presentada recientemente
en nuestro laboratorio para la sintesis de epotilona 490 (6, deshidrodesoxi Epo B) en la ruta hacia dEpoB (1, Esquema
3) (Biswas, K.; Lin, H.; Njardarson, J. T.; Chappell, M.D., Chou, T.C., Guan, Y.; Tong, W. P., He, L; Horwitz, S.B.,
Danishefsky, S J.J. Am Chem. Soc. 2002 124 (33); 9825- 9832 R1vk1n A.; Njardarson, J. T.; Biswas, K; Chou, T.C.;
Danishefsky, S. J. J. Org. Chem. 2002, 67, 7737-7740; cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento
por referencia). En esta sintesis, se introdujo un grupo vinilo flanqueante al compuesto 4 por un acoplamiento de
Stille estereoespecifico de un precursor de yoduro de vinilo 3 con tri-n-butilvinilestannano. La metdtesis con cierre de
anillo seguido de desproteccion condujo a 6, que después se transformé en dEpoB (1) por una reduccién de diimida
regioselectiva.

Esquema 3

Sintesis de la Epotilona 490

(3R=I 5
4 R = vinilo

——>»  dEpoB (1)
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En primer lugar, la atencién se dirige a la sintesis de 15 (Esquema 4). La alquilacién del enolato de litio de 7 que
se ha indicado anteriormente (Chappell, M. D.; Stachel, S. J.; Lee, C. B.; Danishefsky, S. J. Org. Lett. 2000,2 (11),
1633-1636; incorporado en el presente documento por referencia) con yoduro 8 (sintetizado a partir del alcohol 16
conocido usando TMSI en cloruro de metileno) produjo 9 con un rendimiento del 78% Yy alta diastereoselectividad
(>25:1 de). El compuesto 9 se hizo avanzar en tres etapas para dar 10 como se muestra. Los intentos de realizar la
adicién de bromuro de metilmagnesio en el enlace de amida de Weinreb de 10 fracasaron. El fracaso de esta reaccion
se atribuyd a la presencia del enlace de yodoalqueno. Sin embargo, pudo conseguirse el objetivo cambiando el orden
de estas dos etapas de formacién del enlace C-C. Por lo tanto, la reaccién de 10 con viniltributilestafio en condiciones
de Stille pudo continuarse después por la adicién de reactivo de Grignard de metilo para dar la cetona 11 deseada.
La condensacion de la cetona 11 con el 6xido de fosfina 12 seguido de la desproteccion del trietilsilil éter, produjo
el fragmento 13 con un buen rendimiento. La esterificacién del material 13 resultante con el fragmento de dcido C1-
C10 14 (Biswas, K.; Lin, H.; Njardarson, J. T.; Chappell, M.D., Chou, T.C., Guan, Y.; Tong, W. P, He, L; Horwitz,
S.B., Danishefsky, S.J. J. Am. Chem. Soc. 2002,124 (33); 9825-9832; Rivkin, A.; Njardarson, J. T.; Biswas, K; Chou,
T.C.; Danishefsky, S. J. J. Org. Chem. 2002, 67, 7737-7740; incorporados en el presente documento por referencia),
proporciond el material 15 deseado, con un rendimiento del 75% (Esquema 4).

Esquema 4

Sintesis del precursor de RCM 15

LT
g

N
d
—_— I _on Epclomap
—_—
14
75%
13 R

(a) LHMDS, 78 °C, 78%; (b) i} HOAC.THF:H,O (3:1:1);

if) CH3ONHCHz, AlMey,; ili) TESCI, imidazol, DMF, global

al 79%; {c) )Viniltributilestafio, Pd(dba), DMF, 80°C, 3 h
43%; 1) MeMgBr, 0 °C, 94%; (d) 1) n-BuLl, THF, =78 °C,

30 min,, ii)12, de -78°C a ta, 81%,; iil) HOAC.THF:H,0
(3:1:1), 94%; (e) TMSI, CH,Ch, 0 °C, 92%

Desafortunadamente, los intentos de realizar la reaccion de metatesis con cierre de anillo de 15 usando el catali-
zador de Grubbs de segunda generacion (Revisiones: Grubbs, R. H.; Miller, S. J.; Fu, G. C. Ace. Chem. Res. 1995,
28, 446; Trnka, T. M.; Grubbs, R. H. Ace. Chem. Res. 2001, 34, 18; Alkene Metathesis in Organic Chemistry Ed.:
Fiirstner, A.; Springer, Berlin, 1998; Furstner, A. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2000, 39, 3012; Schrock, R. R. Top.
Organomet. Chem. 1998, 1,1; cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento por referencia) en cloruro
de metileno condujo esencialmente a la dimerizacion aparente del material de partida (Ecuacién 1). Dado el hecho de
que la RCM funciona bastante bien en el entorno relacionado de 5 — 6, naturalmente se atribuy? el fracaso en el caso
de 15 a la presencia del grupo trifluorometilo en el C,,.
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¢]
LTES DTES
o< ()
Cat. Grubbs
| OTroc OTroc
15 17

Se conjeturé que el impacto perjudicial del sustituyente de 26-trifluoro residente sobre la reaccién deseada, podia
mitigarse afiadiendo un espaciador de carbono entre en el centro de la reaccién de RCM y el grupo trifluorometilo.
Por consiguiente, se emprendié una sintesis de 19 (Ecuacién 2) mediante la metétesis con cierre de anillo de 18,
que presentarfa el grupo trifluorometilo en el contexto de un anillo de 17 miembros que contiene un (1,4)-dieno
transportado.

18 19

El programa de sintesis dirigido a 19 comenzé con la preparaciéon del compuesto 21, que corresponde al sector O-
alquilo del sustrato de RCM propuesto por los presentes solicitantes (Esquema 5). Se empez6 con la alilacién de 10,
esta vez en condiciones de reaccidn radicales como se muestra (Keck, G. E.; Yates, J. B. J. Am. Chem. Soc. 1982,
104, 5829; revisioén: Curran, D. P. Synthesis 1988, Parte 1, pags. 417-439; Parte 2, pags. 489; cada uno de los cuales
que se incorpora en el presente documento por referencia). Esta conversion se continué por la reaccién del producto
alquilado con bromuro de metil magnesio, produciéndose de este modo la cetona 20 requerida. La condensacién de
este compuesto con el 6xido de fosfina 12, seguido de la desproteccién de la funcién de trietilsilil éter, proporciond 21
con un buen rendimiento.

Esquema 5

Sintesis del fragmento de alcohol 21

Ph Ph

{(a) i} Aliltributilestaiio, AIBn, Benceno, 80 °C, 3h 74%, ii)
MeMgBr, 0 °C, 93%; (b) i) 12, n-BuLi, THF, 78 °C, 30
min., il) 20, 78 °C to t, 86%; iil) HOAG:THF:H,O (3:1:1),
98%; (c) TMSI, CH,Cl, 0 °C, 82%
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La esterificacién de 21 con el fragmento de dcido de C1-C10 14, proporcioné el precursor de RCM 18 propuesto
con un rendimiento del 75% (Esquema 6). Afortunadamente en este caso, la reaccién de metatesis con cierre de anillo
de 18 puedo realizarse usando el catalizador de Grubbs de segunda generacion en cloruro de metileno. Como en el
caso de la conversién de 5 — 6, la reaccion proporcioné exclusivamente el isémero trans 22 con un rendimiento del
57%. Finalmente, la escisioén reductora del grupo protector de tricloro etoxicarbonilo con cinc y 4cido acético, seguido
de la desproteccién del TES éter con HF-piridina, proporcioné el material 19 deseado que contenia una funcién
trifluorometilo en C,,, aunque en el contexto de la serie del anillo de 17 miembros.

Esquema 6

Sintesis de 27-Fs-ddEpoB (19)

I e~
F EDCI, DMAP
3
21 75% OTroc

Mes s
CI- CHzC|z

cnag\m (0,002 M)

57%

SPLLLL S
2. HF Py, THF
73%

19R = CF, 22

23 R = Me (Previamente sintetizado)

El material sintético 19 se evalu6 en cuanto a su actividad citotéxica. Como se muestra en la Tabla 1-1 a conti-
nuacion, la comparacion directa del [17]ddEpoB (23) que se ha indicado anteriormente con el 27-F;-[17]ddEpoB (19)
indic6 que el nuevo compuesto perfluorado poseia una potencia citotéxica comparablemente alta.

TABLA 1-1

Citotoxicidades in vitro (Clsy) con lineas celulares de tumor*

Compuesto CCRF-CEM (ICs0) (uM)?) CCRF-CEM/VBL (ICs0) (uM)?)
27-F4-[17]ddEpoB (19) 0,068 0,191
[17]ddEpoB (23) 0,040 0,126
[16]ddEpoB (6) 0,020 0,068

®Ensayo XTT después de 72 h de inhibicion. CCRF-CEM es una linea celular de leucemia
linfoblastica aguda de células T humanas. Las lineas celulares de CCRF-CEM/yg 100, CCRF-
CEM/ym1 y CCRF-CEM/1.0 SObre-expresan glicoproteina Py muestran un fenotipo de
multirresistencia a oncoliticos asociados con MDR (Qjima, I.; Inoue, T.; Chakravarty, S.; J.
Fluorine Chem. 1999,97; Newman, R. A.; Yang, J.; Finlay, M. R. V.; Cabral, F., Vourloumis, D.;
Stephens, L. C; Troncoso, P.; Wu, X.; Logothetis, C. J.; Nicolaou, K. C; Navone, N. M. Cancer
Chemother. Pharmacol. 2001, 48, 319-326; cada uno de los cuales se incorpora en el presente

documento por referencia).
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Aunque la sustitucién isotérica de trifluorometilo tuvo poco efecto sobre la actividad citot6xica general, los datos
preliminares de los estudios de degradacién metabélica en plasma de ratén demostraron que 19 era notablemente més
estable que el precursor 23. La exposicion de las epotilonas 19 y 23 a plasma de ratones desnudos y de seres humanos
condujo a la degradacién de 23 en 30 minutos, mientras que la epotilona 19 permaneci6 en su mayor parte intacta.
Como probablemente los problemas farmacocinéticos son criticos en el uso real de cualquier agente de epotilona como
un farmaco, consideramos este hallazgo bastante alentador.

La sintesis de 26-F;-dEpoB (2) puede realizarse a partir de una estrategia altamente convergente, relacionada con
la que se emplea en la sintesis de 27-F;-[17]ddEpoB (19). Por consiguiente, fragmentos de complejidad similares
servirian como componentes bdsicos clave (Esquema 7). Se previé que el sector acilo 25 podria servir como dominio
de polipropionato y el sector alquilo 21 6 24 se prepararia como se ha descrito anteriormente en la introduccién. La
unioén de los dos fragmentos 21 (24) y 25 se iniciaria por medio de una esterificacion y se consumaria por medio de una
metdtesis con cierre de anillo posterior. Finalmente, la escision de los grupos protectores proporcionaria los andlogos
28 y 29 deseados. La reduccion quimioselectiva de la 9,10-olefina de 28 y 29 produciria dEpoB (1) y el 26-F;-12,13-
desoxiEpoB (2) deseado.

Esquema 7
A X A _on ComEs Y\ 0
. Etapas OTES
q/ =, /
& (o)1 7 oS
R:CF3(21) Me (24) 25 R: CF4 (26), Me (27)

trans-9,10-deshidro-12,13-desoxiEpoB (28) 12,13-desoxiEpoB (1)
26-F5-trans-9,10-deshidro-12,13-desoxiEpoB (29)  26-F3-12,13-desoxiEpoB (2)

La sintesis de 1 y 2 comenzé con la preparacién del sector acilo 25. La cetona 30, indicada anteriormente, se so-
metié a una reaccién de aldol con el aldehido 31 facilmente adquirible. Tras la desprotonacién y la reaccidén del “litio”
30 con 31, la condensacion fluida dio lugar a una mezcla 5,3:1 de los productos aldol 32 y 33. El diastereoisémero 32
principal se separ6 facilmente por cromatografia ultrarrdpida y se protegié como un TBS silil éter. La hidrolisis del
grupo diisopropil acetal en condiciones de catdlisis dcida dio el ceto aldehido 34, ajustando la etapa para la segunda
reaccion de aldol. Siguiendo el procedimiento de éster terc-butilico de “titano” que se ha puesto en practica anterior-
mente, con el nuevo aldehido 34 como compaiiero de acoplamiento, se obtuvo el producto de aldol 35 deseado con alta
diastereoselectividad (pd > 20:1) y rendimiento (86%). La proteccién del alcohol C3 de 35 con un grupo TES sililo se
continué por la desproteccidn del éter bencilico. La oxidacién del hidroxi primario resultante proporciond el aldehido
correspondiente, que después se convirtié en una olefina terminal por una reaccién de Wittig para proporcionar 36
con alto rendimiento. Finalmente, la hidrdlisis del éster t-butilico de 36 con TESOTT proporcioné el sector acilo 25
(82%) junto con el subproducto 37 (14%), que se convirti6 en el sector acilo 38 con alto rendimiento. Las propiedades
espectrales y cromatograficas de 38 fueron idénticas al material obtenido anteriormente de otros programas en los
laboratorios del Dr. Sinha (Scripps).
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Esquema 8
i-Pr ,i/\ a i- - OH
I + =
FPr + z QOBn P Y "OBn i-Pr Y Y OBn
] T (53:1) -
30 31 32 33
i- P H b TBS OoH TBS
c H
Pt Y "OBn—™ Y"0Bn — > #Bu ¥ 0Bn
32 k) 35
QTES
d : TBS 9“ TBS
—_— H z
#Bu H H
36 37
Reactivos y Condiciones: (a) LDA, THF, a -90°C, al 79%; (b) (i) TBSOT¥, f
2,6-lutidina CH,Cl,, de -40 a -20°C, al 97%, (i) 2) p-TSOH-H 0O (cat.)
THF-H,0 (4:1),64°C, al 86%; (c) acetato de t-butilo, LDA, complejo
Ti-quiral, Et,0, a -78°C, al 92%, {pd = > 20:1); {d} (i) TESCI, imidazol, DMF, QTBS
de 0°C a ta, al 99%, (i) My, PA/C (10%), EtOH, al 83%, (iii) TPAP, NMO, H TBS
CH,Cly , al 93%, (iv) MePPhy), n-Bulll, THF, de -78°C a -§°C, al 78%; (e) H -
TBSOT, 2,6-lutidina, CH,Cl,, de 0°C a ta al 82%; (f) (i) TBSOTf, 2,6-lutidina, s
CHClz, de 0°C a ta, (ii) NaHCO, (ac.) sat., MeOH, THF, ta, al 99%. 18

La esterificacion de los alcoholes alilicos 21 y 24 con el fragmento de 4cido C;-Cy 25 proporciond los precursores
de ciclacion de RCM 26 y 27 correspondientes, respectivamente (Esquema 9).

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Esquema 9

'
Mes Mes
Cv.,, (10 mol%)
A
Ci be Ph

EDC,
. DMAP Y3
R' — —_—
CH;CI; tolueno, 110 *C
\ OTBS de0°Cata 6 min
25
1. 2_
21 (R'=Ms, R?=H), 24 R'=CF; R%=H), z, = z: R y "L ((227‘5 772::))
53 (R'=Me, R?=0T TUre. B TR
’ &R B3) R'=Me, R!=0TBS 54, el 92% del éster)
R
0
HTES JOTES
R
+*
| 0
o783 TBS
38a (R'=Ms, R%= H, 38%). 30b(R'=Me, R = H, 62%)
-Piridi Compuesto propuesto por el Dr Whiti
?.Z,f'(';‘,’:;';a’ l 40a (R=CF, R?= H, 22%), 40b (R' =CF,, R? = H, 60%) . uesto e

de0°Cata | S5(R'=Me R? = OTBS, 27%), 56 (R'=Me, R? = OTBS, 57%)

KO.C-N=N-CO,K
ACOH, CICH,CH,ClI
45°C

——
R'=Me, R%=H, (28, 77%) R'=Ms, R?=H (1, 60% + recuperacién del material de partida an un 36°)
R'= CF,. R¥=H (29. 79%) R'= CF,, R=H (2. 37% + recuperacion del material de partida en un 60%)

R' = Me, R? = OH (57, 77%)

Después, las reacciones de metatesis con cierre de anillo 26, 27 y 54 se realizaron usando el catalizador de Grubbs
de segunda generacién en tolueno, que proporciond, como en el estudio anterior de los presentes solicitantes, exclu-
sivamente el isémero trans 39a, 40a y 55 junto con los subproductos correspondientes 39b, 40b y 56. Finalmente, la
desproteccion de ésteres de sililo con HF-piridina condujo a los compuestos 28, 29 y 57 deseados. Las propiedades
espectrales y cromatogréficas de 28 no eran idénticas a las del material obtenido anteriormente del programa de epo-
tilona en los laboratorios del Dr. James D. White (Universidad del Estado de Oregon). El Dr. James D. White pensé
que habia sintetizado 28, sin embargo, de forma involuntaria, en su lugar prepar6 el isémero 12,13E 41, lo que expli-
caria la pobre actividad biolégica que observé. Por consiguiente, los presentes solicitantes son los primeros que han
sintetizado 28 y ensayado este compuesto con respecto a su actividad antitumoral.

Los materiales 28, 29 y 2 completamente sintéticos se han evaluado frente a una diversidad de tipos celulares
para determinar su potencial antitumoral. Como se muestra en la Tabla 1-2, los tres compuestos mostraron una elevada
actividad citotdxica frente a una diversidad de lineas celulares de tumor sensibles y resistentes. La comparacion directa
de 28 con el dEpoB (1) que se ha indicado anteriormente indica que el nuevo compuesto posee casi tres veces mas
potencia.
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TABLA 1-2

Citotoxicidades in vitro (Clsy) con lineas celulares de tumor*

Lineas celulares de tumor Clgo (UM)?
28 29 dEpoB (1) 57
CCRF-CEM 0,0014 0,0035 0,0036 0,00051
CCRF-CEM/VBL g 0,0065 0,0210 0,014 0,0106
CCRF-CEM/Taxol 0,00177 0,0057 0,0057 0,00073

®Ensayo XTT después de 72 h de inhibicion. CCRF-CEM es una lineal celular de leucemia
linfoblastica aguda de células T humanas. Todas las lineas celulares de CCRF-CEM/ygy 100,
CCRF-CEM/yy; y CCRF- CEM/1, sobre-expresan la glicoproteina P y muestran un fenotipo de
multirresistencia a oncoliticos asociados con MDR (Prié, G.; Thibonnet, J.; Abarbri, M.;
Duchene, A.; Parrain, J. Synlett 1998, 839; que se incorporan en el presente documento por
referencia).

Para mejorar el rendimiento global de la sintesis de 28, 29 y 2, se decidio realizar la reacciéon de RCM en ausencia
de la olefina sustituida con tiazol y asi evitar la formacién del subproducto 39b y 40b indeseado. La desproteccién
del éter de sililo del material 42 y 20 que se ha indicado anteriormente proporcioné las hidroxicetonas 43 y 44. La
esterificacion de las hidroxicetonas 43 y 44 resultantes con el fragmento de dcido C,-C, 25 proporcioné los correspon-
dientes precursores de ciclacién por RCM 45 y 46, respectivamente (Esquema 10). Después, la reaccién de metétesis
con cierre de anillo de 45 y 46 se realiz6 usando el catalizador de Grubbs de segunda generacién en tolueno, que
proporciond, como en el estudio anterior de los presentes solicitantes, exclusivamente el isémero trans 47 y 48 con
alto rendimiento. La instalacién del resto tiazol dio 39a, 40a y 55 con alto rendimiento. La desproteccién de los dos
éteres de sililo con HF-piridina condujo a 28 y 29. Finalmente, la reduccion selectiva de la olefina C9-C10 produjo
las epotilonas 1y 2 correspondientes. La estructura de 28 se corrobor6 rigurosamente por su conversion de alto rendi-
miento en 1. La sintesis total de 1 se ha simplificado muy sustancialmente en relacién con las rutas que se han puesto
en practica. Por lo tanto, el uso del material 31 facilmente adquirible, que se obtiene de la combinacién quiral, es sin
duda una gran mejora con relacion a la dependencia de (S)-2-metil-4-pentenal, cuya sintesis requiere la intervencién
de auxiliares quirales.

(Esquema pasa a pigina siguiente)
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Esquema 10

M\
tAa— N~Me3
Cc
OTES OH 0 c"’
DOTES s
AcOH j EDC!, DMAP {15% en mol)
—_— —
e CHCI, tolueno (0,5 mM)
40 N de0Cata al*c
42 R=Ms 43, R=Me. 83%
20,R=CF 48,R=CF,, 76% 49.R - Mo, 81% 47, R~ Me, 78%
> 3 46.R=CFy,86% 48,R=CF,. 1%

n Bulj, THF
de -78 a -10°*C HF -piridina
—_ > —_—
+ m:
—{ 64, de0°Cata
cr 0TBS
39a, R = Me, 76% 28, R = Me, 97% 1,R = Mg, 1%
40a,R=CF,, 70% 29.R=CF,,98% 2,R=CF,, 9%

TBS

| H
3
NOTES tBulK, THF SOTES ;OTES
\ de -78°C a -20°C HF -piridina
> —_—
. THF
de0°C ata 0
1850 ci 0TBS 0TBS
47, R=Me §5, R = Mo, 61% 57, R= Me, 88%
48,R=CF, 58, R=CF,, 74% 59, R=CF,,96%

Con el compuesto 28 de la estructura probada rigurosamente disponible, a los presentes solicitantes les sorprendi6
descubrir que sus propiedades espectrales no eran congruentes con las que se han indicado anteriormente para un
compuesto que se suponia que tenia la misma entidad. Sin embargo, retrospectivamente es evidente que 28 no se habia
preparado anteriormente y, de hecho, la familia entera de (E)-9,10-deshidroepotilonas que se han indicado aqui es una
nueva clase de compuestos.

El examen de los andlogos sintéticos (2, 28 y 29) en entornos de cultivo celular revel6 efectos inhibidores mas
fuertes sobre diversas lineas celulares de tumor sensibles y MDR que se muestran por nuestro registro clinico de
dEpoB (1) (Tabla 1-3). Se indicé que Epo 3 (28) es el primer compuesto de 12,13-desoxiepotilona que posee una
citotoxicidad sustancialmente mejorada con relacién a la de dEpoB(1).
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TABLA 1-3

Citotoxicidades in vitro (Clsy) con Lineas Celulares de Tumor*

Compuesto CCRF-CEM (C) C/VBL oo C/Taxol
(M) (uM) (uM)
Epo 1 (1, dEpOB) 0,0036 0,016 0,0046
Epo 2 (2) 0,0041 0,080 0,018
Epo 3 (28) 0,0009 0,0042 0,0012
Epo 4 (29) 0,0035 0,0210 0,0057

®Ensayo XTT después de 72 h de inhibicion. CCRF-CEM es una linea celular de leucemia
linfoblastica aguda de células T humanas. La linea celular CCRF-CEM/VBL o, es resistente a
vinblastina y CCRF-CEM/Taxol a taxol.

La impresionante inhibicién de crecimiento celular mostrada por las epotilonas 2, 28 y 29 (Epo 2-4) a través de un
intervalo de diversos tumores resistentes a farmaco produjeron la determinacién de la estabilidad de plasma en sangre
de estos nuevos congéneres (E)-9,10. Por ejemplo la recientemente descrita (E)-10,11-deshidro-dEpoB (en caso de
1 con un grupo CH; en C-12) muestra escasa estabilidad en plasma con respecto a la apertura de la lactona. Es esta
inestabilidad en plasma la que ha suprimido el avance de (E)-10,11-deshidro-dEpoB. Por el contrario, exponiendo 2,
28 y 29 (Epo 2-4) a plasma murino, se observé una degradacion del fairmaco mucho mas lenta comparada con dEpoB
(1) por un factor de siete. Esta estabilidad constituye un avance sustancial a partir de una perspectiva de disponibilidad
del farmaco con respecto a dEpoB (véase Figura 9).

La combinacién de los datos de citotoxicidad y estabilidad en plasma lleva a realizar la sintesis sustancial de
cantidades de 28 (Epo 3) para determinar su eficacia in vivo, en ratones desnudos portadores de xenotrasplantes
de tumor humano. La epotilona 28 (Epo 3) demuestra una notable potencia mejorada inhibiendo el crecimiento de
tumores implantados, con respecto a dEpoB (véase Figura 10). La potencia mejorada y la estabilidad en plasma
permiten una reduccién muy sustancial de la dosificacién del farmaco (un orden de magnitud) en el contexto de
xenotrasplantes de 28 (Epo 3).

En recipientes estudios se ha demostrado que la epotilona B, por medio del 12,13 epdxido, es significativamente
mads citotoxica que su andlogo 12,13-desoxi (dEpoB). Sin embargo, a partir de la perspectiva del indice terapéutico,
el compuesto desoxi parece ser mucho mds prometedor. Mds recientemente, se describio la sintesis total de (E)-9,10-
deshidro-12,13-desoxiepotilona B (28) usando una metatesis con cierre de anillo estereoselectiva. Se demostré que
la incorporacién de la insaturacién de E-9,10 en el contexto de la olefina habitual Z-12,13 (véase el compuesto 1)
produce un gran aumento en la potencia in vitro. Mas concretamente, esto puede trasladarse a un entorno in vivo en
xenotrasplantes de ratén. Ademas, el compuesto 28 posee mayores ventajas farmacéuticas con respecto a dEpoB (1).
Esto permiti6 la reduccion de niveles de dosificacion para 28 con respecto a 1 en experimentos de xenotrasplante para
reducirse en un orden de magnitud.

Por consiguiente, los presentes solicitantes se preguntan si la incorporacién de la olefina C9-C10 en la epotilona B
(51, EpoB) alteraria su perfil bioldgico en la misma direccion.

S

dEpoB (1) (E)-9,10-deshidro-dEpoB (28) EpoB (51)
(E)-9,10-deshidroEpoB (49)
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La epoxidacion de 28 con 2,2’-dimetildioxirano (DMDO) se desarrollé con quimioselectividad alta en la olefina
C12-C13 mas sustituida para dar un rendimiento del 87% de una proporcién 1:2,6 de la (E)-9,10-deshidroepotilona B
(49) y su diastereémero (50). La estereoquimica de los epdxidos se determind por la reduccién de diimida selectiva
de los dobles enlaces C9-C10. El examen de las propiedades espectrales de estos productos revel6 que el producto
(49) secundario era dEpoB. La preferencia para la a-epoxidacion en el caso de 28 estd en un marcado contraste con la
epoxidacidn altamente selectiva de dEpoB, que tiene lugar desde la fase 8 que conduce a EpoB (Meng, D.; Bertinato,
P.; Balog, A.; Su, D.-S.; Kamenecka, T.; Sorensen, E. J.; Danishefsky, S. J. J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 10073;
incorporados en el presente documento por referencia).

Esquema 11

DMDO

——————
CH,ChL
de -70°C a -50°C

OH

49 (21%) 50 (66%)
TrisNHNH, TrisNHNH,
Et;N
CICH,CHCI
50 °C (71%)
<
N
DMDO
—_> 3
CH,Ch o
de -70°C a -50°C
85%
(81:52=16:1) 51
dEpoB (1) idéntica a EpoB

(por 'HNMR)

Se evalué la (E)-9,10-deshidroepotilona B (51) frente una diversidad de tipos de células para determinar su poten-
cial antitumoral. Como se muestra en la Tabla 1-4, (E)-9,10-deshidroepotilona B (49) muestra una actividad citotoxica
elevada frente a una diversidad de lineas de células tumorales sensibles y resistentes. La comparacion directa de 49 y
EpoB (51) indica que este nuevo andlogo posee casi 3 veces mas potencia que EpoB (51), haciendo que sea uno de
los andlogos de epotilona mas potentes presentados hasta la fecha. De forma interesante, las series a-ep6xido (50, 52)
mostraron una actividad mucho menor que EpoB (51). El grifico presentado a continuaciéon muestra los resultados
para los estudios in vivo del compuesto 49.
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TABLA 1-4

Citotoxicidades in vitro (Cls,) con lineas celulares de tumor’

Compuesto CCRF-CEM CCRF-CEM/VBL CCRF-CEM/Taxol
1 (dEpoB) 0,0036 0,016 0,0046
28 0,0009 0,0042 0,0012
51 (EpoB) 0,00062 0,0037 0,0011
49 0,00023 0,00032 0,00042
50 0,0134 0,0959 0,0802
52 0,083 0,4519 0,1507

®Ensayo XTT después de inhibicién durante 72 h. CCRF-CEM es una linea celular de leucemia
linfoblastica aguda de células T humanas. Todas las lineas celulares CCRF-CEM/VBL y CCRF-
CEM/Taxol sobre-expresan glicoproteina P y muestran un fenotipo de resistencia multifarmaco
a oncoliticos asociados a MDR.

Efecto terapéutico de 9,10-de-H-EpoB en ratones desnudos que tienen un xenotrasplante MX-1 (6 h-infusion iv, n =
4)

5000 -
4500 4
4000 4
3500 o
—a—Control (sacrificados el D26)
= 3000 A
13
5 =g~ 0,4 mg/kg de 9,10-de-H-EpcB, Q2Dx9 (*1/4 de
£ 2500 los ratones murieron el D25, después de 9
2 dosis, a 1/4 les desaparecio el tumor el D34))
3
o 2000
=
<
€
0
" 1500 |
1000 4
500 A
& ’ i —
0 T v T T T T T r 1
) 10 12 14 18 18 20 22 24 26
4 » 4 4 4 3 4 Iy 4

Dias Después de la Implantacién del Tumor

En resumen, lo descrito anteriormente es una potente sintesis total estereoselectiva de 28 (Epo 3) y, después de la
reduccién de diimida selectiva de sitio, la propia dEpoB (1). Después, la estrategia que se describe en el presente docu-
mento se empled directamente en la preparacion de los andlogos trifluoro 2 y 29 correspondientes (Epo 4). Ademas, la
epoxidacién de 28 proporciond 49 y 50, que tras la reduccién de diimida selectiva de sitio dio la Epotilona B (51) y 52.
Los datos que se han indicado anteriormente apuntan a la aparicién de una nueva familia de fairmacos anticancerosos
mds prometedora, apropiada para la evaluacién adicional del posible progreso en un entorno clinico humano. Ademas,
la nueva estrategia de sintesis comprende una mejora practica significativa en la sintesis total de dEpoB y Epotilona B.
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Experimentos
Procedimientos Generales

Se usaron reactivos obtenidos de proveedores disponibles en el mercado se usaron sin purificacion adicional a me-
nos que se indique otra cosa. Los siguientes disolventes se obtuvieron a partir de un sistema de disolvente seco (que
se paso a través de una columna rellenada previamente de alimina) y se usaron sin secado adicional: tetrahidrofurano,
cloruro de metileno, éter dietilico, benceno y tolueno. Todas las reacciones sensibles al aire y al agua se realizaron en
un recipiente de vidrio secado a la llama a presion positiva de gas argén prepurificado. Los espectros de RMN (‘H y
BC) se registraron en un Bruker AMX-400 MHz o un Bruker Advance DRX-500 MHz como se ha indicado indivi-
dualmente, utilizando como referencia CDCl; (7,27 ppm para 'H y 77,0 ppm para *C). Los espectros de infrarrojos
(IR) se obtuvieron en un espectrometro Perkin-Elmer FT-IR modelo 1600. Las rotaciones 6pticas se obtuvieron en
un polarimetro digital JASCO modelo DIP-370 a 22 + 2°C. La cromatografia de capa fina analitica se realizé sobre
placas de gel de silice E. Merck 60 F254. Los compuestos sin actividad UV se visualizaron sumergiendo las placas en
una solucién de molibdato cérico aménico o para-anisaldehido y calentdndolas. La cromatografia sobre gel de silice
se realiz6 usando el disolvente indicado sobre gel de silice Davisil® (calidad 1740, tipo 60A, malla de 170-400).

Acronimos y Abreviaturas
TES, trietilsililo; TBS, Dimetiltercbutilsililo; EDCI, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; HF-PY, fluoruro

de hidrégeno en piridina; DMAP, 4-N, N-dimetilaminopiridina; DCM, diclorometano; DMF, N, N-dimetilformamida;
THE, tetrahidrofurano.

2
OBn 3

Compuesto 32

A una solucién de LDA recién preparado (11,6 mmol) en THF (25 mmol) se le afiadié gota a gota una solucién de
la cetona 30 (2,40 g, 10,4 mmol) en THF (6,8 ml) a -78°C. Después de agitar a -40°C durante 0,5 h, la mezcla se enfrié
a -90°C. Se afiadi6 gota a gota una solucién del aldehido 31 (1,38 g, 7,72 mmol) en THF (6,8 ml). Después de agitar
a -90°C durante 35 min, la reaccién se interrumpié con NH,Cl ac. sat. (15 ml) y se extrajo con EtOAc (50 ml x 3).
Los extractos organicos combinados se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. La purificacién por cromatografia en
columna ultrarrpida (SiO,, hexano/EtOAc = de 15:1 a 12:1) dio 32 (2,09 g, al 66%) y el isémero 33 (0,39 g, al 12%),
ambos en forma de aceites de color amarillo. 32: [a]p* 13,1 (c 1,22, CHCly); IR (pelicula) v 3494, 2972, 2932, 1708,
1454, 1380, 1329, 1120, 1038, 998, 734 cm™'; 'H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 0,98 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,06 (3H, d,
J =69 Hz), 1,10 (3H, d, J = 6,1 Hz), 1,14 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,15 (3H, s), 1,17 (3H, d, J = 6,2 Hz), 1,18 (3H, s),
1,20 (3H, d, J = 6,2 Hz), 1,81-1,92 (1H, m), 3,33 (1H, cd, J = 7,0, 2,2, Hz), 3,51 (1H, dd, J = 8,9, 6,3 Hz), 3,64 (1H,
d,J=1,8 Hz), 3,66-3,71 (2H, m), 3,78-3,86 (2H, m), 4,51 (1H, d, J = 12,0 Hz), 4,54 (1H, d, J = 12,0 Hz), 4,58 (1 H,
s), 7,25-7,35 (5H, m); *C RMN (100 MHz, CDCl;): 6 10,0, 14,3, 20,5, 21,3, 21,9, 22,5, 23,5, 23,6, 36,4, 42,1, 54,1,
69,8, 71,2, 72,8, 73,3, 73,4, 103,8, 127,6, 127,7 (2C), 128,5 (2C), 138,9, 221,6; EMBR (IEN) calc. para C,,H,,0sNa
[M+Na+] 431,3, encontrado 431,4.

Pr TBS

32a

-PrO OBn

Compuesto 32a (no mostrado)

A una solucién enfriada (-40°C) del alcohol 32 (1,01 g, 2,47 mmol) y 2,6-lutidina (691 ul, 5,93 mmol) se le afiadié
TBSOTTf (681 wl, 3,00 mmol), y la mezcla se calenté a -20°C durante 3,5 h. La reaccién se interrumpié con NaHCO;
ac. sat. (10 ml). Después de la extraccion con hexano (50 ml x 3), los extractos orgdnicos combinados se secaron sobre
Na,SO, y se concentraron. La purificacién por cromatografia en columna ultrarrapida (SiO,, hexano/EtOAc = 50:1)
dio 32a (1,25 g, 2,39 mmol, al 97%) en forma de un aceite incoloro; [a]p> -19,7 (¢ 0,58, CHCL,); IR (pelicula) v 2966,
2931, 1696, 1455, 1378, 1320, 1255, 1091, 1044, 991, 873, 838, 773 cm™'; 'H RMN (400 MHz, CDCI;): 6 0,08 (6H,
s), 0,89 (9H, s), 0,99 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,04 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,07 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,07 (3H, s), 1,14 (3H,
d, J=6,1 Hz), 1,17 (3H, s), 1,17 (3H, d, J = 6,0 Hz), 1,20 (3H, d, J = 6,2 Hz), 1,76-1,85 (1H, m), 3,21 (1H, dd, J =
9,2, 7,3 Hz), 3,32 (1H, quint., J = 7,4 Hz), 3,62 (1H, dd, J = 9,2, 5,7 Hz), 3,78-3,85 (2H, m), 3,87 (1H, dd, J = 7,7,
2,0 Hz), 4,46 (1H, d, J = 12,1 Hz), 4,50 (1H, d, J = 12,1 Hz), 4,73 (1H, s), 7,24-7,37 (5H, m); *C RMN (100 MHz,
CDCl,): 6 -3,6, -3,3, 15,6, 16,8, 18,7, 18,8, 21,8, 22,1, 22,5, 23,5, 23,7, 26,4 (3C), 39,0, 46,2, 54,0, 69,7, 70,9, 72,1,
73,4,76,7,103,1, 127,6, 127,8 (2C), 128,5 (2C), 139,0, 218,9; EMBR (IEN) calc. para C3,Hs;0;5SiNa [M+Na*] 545.4,
encontrado 545,4.
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Compuesto 34

La mezcla de 32a (3,03 g, 5,79 mmol) y p-TsOH-H,O (286 mg) en THF acuoso (64 ml, THF/H,O = 4:1) se calent6
a reflujo durante 6,5 h. La mezcla de reaccién se enfrié a ta y se vertié en NaHCO; ac. sat. (25 ml). Después de la
extraccion con EtOAc (100 ml + 50 ml x 2), las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre
Na,S0, y se concentraron. La purificacién por cromatografia en columna ultrarrdpida (SiO,, hexano/EtOAc = de 50:1
a30:1) dio 34 (2,37 g, 5,64 mmol, al 98%) en forma de un aceite incoloro: [a]p* -25,8 (¢ 0,515, CHCl;); IR (pelicula)
v 2955, 2931, 1731, 1696, 1455, 1360, 1255, 1091, 1026, 873, 826, 767 cm™'; '"H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 0,06
(3H, s), 0,07 (3H, s), 0,90 (9H, s), 0,95 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,03 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,28 (3H, s), 1,33 (3H, s), 1,73-
1,82 (1H, m), 3,16 (1H, dd, J =9,2, 6,1 Hz), 3,28 (1H, quint., J = 7,3 Hz), 3,55 (1H, dd, /= 9,2, 6,7 Hz), 3,91 (1H,
dd, J =178, 2,1 Hz), 4,46 (2H, s), 7,27-7,36 (5H, m), 9,58 (1H, s); *C RMN (100 MHz, CDCl,): 6 -3,6, -3,5, 15,7,
16,3, 18,6, 19,8, 20,1, 26,3 (3C), 39,1, 47,0, 61,1, 71,9, 73,4, 75,8, 127,7, 128,0 (2C), 128,5 (2C), 138,6, 201,3, 213,3;
EMBR (IEN) calc. para C,,H,,0,SiNa [M+Na*] 443,3, encontrado 443,2.

Compuesto 35

A una solucién de LDA recién preparado (18 ml de una solucién 0,5 M en Et,0, 9,0 mmol) en Et,O (20 ml) se
le afiadi6 acetato de t-butilo (1,16 ml, 8,61 mmol) a -78°C. Después de agitar durante 50 min, se afiadié gota a gota
CpTiCl(OR), (100 ml de una solucién 0,1 M en Et,0, 10,0 mmol) durante 65 min mediante una bomba de jeringa.
Después de agitar durante 20 min, la mezcla de reaccion se calenté a -30°C, se agité durante 50 min y se enfrié de
nuevo a -78°C. Se afiadi6 gota a gota una solucién de 34 (2,42 g, 5,75 mmol) en Et,O (9 ml) durante 10 min, y la
mezcla resultante se agitd a -78°C. Después de agitar durante 2 h, la reaccién se interrumpié con THF acuoso (H,O
5M, 37 ml)y se agit6 a ta durante 2 h. Después de la adicién de agua (40 ml), la mezcla se agit6 durante 1 h mas.
El precipitado formado se retiré por filtraciéon mediante Celite (aclarado de Et,0), y el filtrado se lavé con agua (40
ml). La fase acuosa se extrajo con Et,0 (100 ml x 2) y las fases orgdnicas combinadas se lavaron con salmuera (40
ml), se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. La purificacién por cromatografia en columna ultrarrapida (SiO,,
hexano/EtOAc = 10:1) dio 35 (2,65 g, 4,94 mmol, al 86%) en forma de un aceite de color amarillo palido; [a]p® -20,3
(c 1,0, CHCL); IR (pelicula) v 3523, 2957, 2930, 2856, 1732, 1700, 1472, 1368, 1252, 1152, 1091, 1042, 986, 834,
774 cm™'; "TH RMN (400 MHz, CDCI;): § 0,07 (3H, s), 0,07 (3H, s), 0,90 (9H, s), 0,99 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,07 (3H,
d,J=7,0Hz), 1,10 3H, s), 1,14 (3H, s), 1,47 (9H, s), 1,77-1,83 (1H, m), 2,26 (1H, dd, J = 16,0, 10,0 Hz), 2,34 (1H,
dd, J=15)9,2,7Hz), 3,23 (1H, dd, J = 9,2, 7,1 Hz), 3,35 (1H, d, J = 2,7 Hz, -OH), 3,36 (1H, quint., J = 7,0 Hz), 3,61
(1H, dd, J=9,2, 59 Hz), 3,88 (1H, dd, J = 7,6, 2,0 Hz), 4,17 (1H, dt, J = 10,0, 2,7 Hz), 4,48 (2H, s), 7,27-7,36 (5H,
m); *C RMN (100 MHz, CDCL,): 6 -3,5, -3,4, 16,3, 16,7, 18,7, 20,1, 21,6, 26,4 (3C), 28,3 (3C), 38,0, 39,1, 45,8, 51,8,
72,2,72,9,73,5,76,7,81.4,127,7, 128,0 (2C), 128,5 (2C), 138,8, 172,7, 219,6; EMBR (IEN) calc. para C;,Hs,O¢SiNa
[M+Na+] 559,3, encontrado 559.,4.

t-BuO

Compuesto 35a (no mostrado)

A una mezcla del alcohol 35 (10,2 g, 18,9 mmol) e imidazol (2,70 g, 39,7 mmol) en DMF (25 ml) se le afadi6
TESCI (3,3 ml, 19,8 mmol) a 0°C, y la mezcla se agité a ta durante 2 h. La reaccion se interrumpié con NaHCO; ac. sat.
(50 ml). Después de la extraccion con hexano (500 ml + 120 ml x 2), los extractos orgdnicos combinados se lavaron
sucesivamente agua (30 ml x 2) y salmuera (30 ml), se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. La purificacién por
cromatografia en columna ultrarrdpida (SiO,, hexano/EtOAc = 40:1) dio 35a (12,1 g, 18,5 mmol, al 98%) en forma
de un aceite incoloro: [a]p® -38,0 (¢ 0,46, CHCL,); IR (pelicula) v 2955, 2877, 1733, 1697, 1456, 1367, 1298, 1251,
1155, 1099, 988, 835, 742 cm™!; 'RMN (400 MHz, CDCl,): 6 0,05 (6H, s), 0,57-0,68 (6H, m), 0,89 (9H, s), 0,95 (9H,
t,J=7,9Hz),0,99 3H,d, J=7,0Hz), 1,02 (3H,d, /= 6,8 Hz), 1,04 (3H, s), 1,18 (3H, s), 1,45 (9H, s), 1,70-1,79 (1H,
m), 2,16 (1H, dd, J =17,0, 7,0 Hz), 2,40 (1H, dd, J = 17,0, 3,1 Hz), 3,22 (1H, dd, J = 9,1, 7,5 Hz), 3,31 (1H, quint., J
=6,9 Hz), 3,61 (1H, dd, J = 9,1, 5,4 Hz), 3,83 (1H, dd, J = 7,3, 2,3 Hz), 4,30 (1H, dd, J = 6,9, 3,1 MHz), 4,48 (2H,
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s), 7,27-7,36 (5H, m); *C RMN (100 MHz, CDCl,): 6 -3,5, -3,4, 5,3 (3C), 7,3 (3C), 15,3, 16,9, 18,7, 20,1, 23,4, 26,4
(30), 28,3 (30C), 39,1,41,1,46,2,53,4,72,2,73,4,74,3, 76,7, 80,6, 127,6, 127,9 (2C), 128,5 (2C), 138,9, 171,5, 218 ,4;
EMBR (IEN) calc. para C;sHgO4Si,Na [M+Na+] 673,4, encontrado 673,5.

Compuesto 35b (no Mostrado)

A una solucién en agitacion de 35a (4,37 g, 6,72 mmol) en THF (67 ml) se le afiadié Pd/C (adquirido en Acros, al
10% en peso, 437 mg) y la mezcla se agit6 en atmésfera de H,. Después de agitar durante 2,2 h, la mezcla se filtr6 a
través de una capa de Celite, que se aclar6 con THF (120 ml). El filtrado se concentrd y se purificé por cromatografia
en columna ultrarrdpida (SiO,, hexano/EtOAc = de 30:1 a 10:1), dando 35b (3,53 g, 6,28 mmol, al 94%) en forma
de un aceite incoloro; [a]p® -16,1 (¢ 0,62, CHCL); IR (pelicula) v 3543, 2956, 1732, 1696, 1472, 1368, 1299, 1252,
1155, 1100, 988, 837, 775, 742 cm™'; "H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 0,10 (3H, s), 0,12 (3H, s), 0,60-0,68 (6H, m),
0,93 (9H, s), 0,96 (9H, t, J = 8,0 Hz), 0,99 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,10 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,14 (3H, s), 1,20 (3H, s),
1,45 (9H, s), 1,46-1,55 (1H, m), 2,21 (1H, dd, J = 17,2,7,1 Hz), 2,39 (1H, dd, J = 17,2, 2,8 Hz), 2,54 (1H, t, J = 5,8
Hz, -OH), 3,30 (1H, quint., J = 6,9 Hz), 3,58 (1H, dt, J = 11,5, 5,5 Hz), 3,66 (1H, dt, J = 11,3, 5,4 Hz), 3,92 (1H, dd,
J =8,0,2,1Hz), 4,32 (1H, dd, J = 7,1, 2,9 Hz); 3C RMN (100 MHz, CDCl,): 6 -3.6, -3,5, 5,3 (3C), 7,2 (3C), 16,0,
16,1, 18,6, 20,0, 23,4, 26,4 (3C), 28,3 (3C), 40,0, 40,9, 46,9, 53,7, 64,8, 73,3, 78,1, 80,9, 171,7, 218,5; EMBR (IEN)
calc. para C,9Hg,O6Si,Na [M+Na+] 583,4, encontrado 583,5.

+-BuO

Compuesto 35¢ (No mostrado)

A una mezcla en agitacién del alcohol 35b (3,53 g, 6,28 mmol) y MS4A en polvo (recién activado, 2,50 g) en
CH,Cl, (32 ml) se le afiadi6 NMO (1,17 g, 10,0 mmol) seguido de TPAP (132 mg, 0,377 mmol). Después de agitar
a ta durante 35 min, la mezcla se filtr6 a través de una columna sobre gel de silice (hexano/Et,O = 8:1), dando 35¢c
(3,34 g, 5,98 mmol, al 95%) en forma de un aceite incoloro; [a]p* -69,6 (¢ 0,25, CHCI,); IR (pelicula) v 2955, 2878,
1732,1696, 1472,1368, 1253, 1155, 1097, 989, 837 cm™'; "H RMN (400 MHz, CDCl,): 6 0,09 (3H, s), 0,10 (3H, s),
0,59-0,68 (6H, m), 0,89 (9H, s), 0,95 (9H, t, J = 8,0 Hz), 1,08 (3H, s), 1,11 3H,d, J=6,9 Hz), 1,14 3H, d, J=7,1
Hz), 1,24 (3H, s), 1,45 (9H, s), 2,19 (1H, dd, J = 17,0, 6,7 Hz), 2,33 (1H, ct, J=7,1, 2,2 Hz), 2,41 (1H, dd, J = 17,0,
3,3 Hz), 3,28 (1H, quint., J = 7,5 Hz), 4,07 (1H, dd, J = 7.9, 2,2 Hz), 4,32 (1H, dd, J = 6,7, 3,2 Hz), 9,74 (1H, d, J
=2,0 Hz); *C RMN (100 MHz, CDCl,): 6§ -3,8, -3,5, 5,3 (3C), 7,2 (3C), 12,6, 15,6, 18,5, 20,5, 23,3, 26,2 (3C), 28,3
(30), 41,1, 46,9, 51,1, 53,5, 74,0, 76,5, 80,7, 171,1, 204,3, 218,0; EMBR (IEN) calc. para C,yHs3OsSi,Na [M+Na+]
581,3, encontrado 581,3.

Compuesto 36

Se trat6 MePPh;sI (2,56 g, 7,18 mmol) en THF (40,0 ml) con t-BuOK (6,57 ml) de una solucién 1,0 M en THF,
6,57 mmol) a 0°C. Después de agitar a 0°C durante 20 min, la suspension resultante se enfrié a -78°C y se afiadié una
solucién del aldehido 35¢ (3,34 g, 5,98 mmol) en THF (14 ml). Después de agitar a -78°C durante 15 min, la mezcla
se agité a 0°C durante 15 min y a ta durante 15 min. La reaccién se interrumpié con NH,CI ac. sat. (20 ml) y se extrajo
con Et,O (120 ml + 50 ml x 2). Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera (20 ml), se secaron sobre
Na, SO, y se concentraron. El residuo se purificé por cromatografia en columna ultrarrdpida (SiO, ~80 g, hexano/Et,O
=40:1), dando 36 (125,3 mg, 0,225 mmol, al 78%) en forma de un aceite incoloro; [a]p* -33,6 (¢ 0,250, CHCl;); IR
(pelicula) v 2956, 2878, 1733, 1696, 1472, 1367, 1299, 1253, 1156, 1100, 988, 837, 774 cm™'; '"H RMN (400 MHz,
CDCl,): 6 0,08 (3H, s), 0,08 (3H, s), 0,60-0,68 (6H, m), 0,93 (9H, s), 0,96 (9H, t, J = 8,0 Hz), 1,04 (6H, d, J = 7,0 Hz),
1,09 (3H, s), 1,20 (3H, s), 1,45 (9H, s), 2,08-2,15 (1H, m), 2,29 (1H, dd, J = 17,0, 7,0 Hz), 2,41 (1H, dd, J = 17,0,3,1
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Hz), 3,08 (1H, quint., J = 7,0 Hz), 3,84 (1H, dd, J = 7.0, 2,1 Hz), 4,32 (1H, dd, J = 7,0, 3,1 Hz), 5,02 (1H, dd, J =
17,9, 1,0 Hz), 5,06 (1H, dd, J = 10,5, 1,0 Hz), 5,93 (1H, ddd, J = 17,9,10,5, 7,7 Hz); *C RMN (100 MHz, CDCl,): &
-3,6,-3,3, 5,4 (3C), 7,2 (3C), 15,2, 18,7, 19,0, 20,2, 23,6, 26,4 (3C), 28,3 (3C), 41,1, 43,8, 46,4, 53,5, 73,9, 76,6, 80,6,
115,5, 140,2, 171,5, 218,5; EMBR (IEN) calc. para C5HgOsSi,Na [M+Na+] 579.4, encontrado 579.4.

25

Compuesto 25

A una solucién del éster t-butilico 36 (4,87 g, 8,74 mmol) y 2,6-Iutidina (recién destilada, 4,1 ml, 35,0 mmol) en
CH,Cl, (58 ml) se le afiadi6 TESOTY (4,0 ml, 17,5 mmol) a 0°C. Después de agitar a 0°C durante 25 min, la mezcla
se agitd a ta durante 3,2 h. La mezcla se diluy6 con Et,O (600 ml), se lavé con sucesivamente con KHSO, acuoso al
5% (60 ml x 2) y salmuera (60 ml), se sec6 sobre Na,SO, y se concentrd. El residuo se sec6 a alto vacio durante 1,5
h, dando el 4cido 25 en bruto (6,30 g, contaminado con TESOH). El producto en bruto (6,30 g) se disolvié en THF
acuoso (87,5 ml, THF/H,0 = 6:1) y se traté con NaHCO; ac. sat. (12,5 ml). Después de agitar a ta durante 20 min, la
suspension resultante se diluyé con Et,O (500 ml) y se acidificé con KHSO, acuoso al 5% (55 ml). Después de que
las fases se separaran, la fase acuosa se extrajo con Et,O (100 ml x 2) y las fases orgdnicas combinadas se lavaron con
salmuera (50 ml x 2), se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El residuo se secé a alto vacio durante una noche,
dando el 4cido en bruto (5,60 g, contaminado con TESOH) en forma de un aceite incoloro, que se usé para la siguiente
reaccion sin purificacion adicional.

Se purificé para caracterizacién por cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice eluyendo con hexa-
no/EtOAc = 4/1.

[a]p® -30,7 (c 0,985, CHCl,); IR (pelicula) v 2956, 2936, 2879, 1712, 1472, 1417, 1303, 1253, 1107, 1046, 1003,
988, 872, 837,775, 741 cm™'; 'TH RMN (400 MHz, CDCl;): ¢ 0,08 (3H, s), 0,09 (3H, s), 0,59-0,67 (6H, m), 0,93 (9H,
s), 0,96 (9H, t, J = 8,1 Hz), 1,05 3H, d, J = 7,0 Hz), 1,05 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,20 (3H, s), 1,21 (3H, s), 2,06-2,13
(1H, m), 2,34 (1H, dd, J = 16,4, 7,4 Hz), 2,50 (1H, dd, J = 16,4, 3,0 Hz), 3,06 (1H, quint., J = 7,3 Hz), 3,87 (1H, dd,
J=175,18Hz),4,40 (1H, dd, J =7,3, 2,9 Hz), 5,01 (1H, dd, J = 18,0, 0,9 Hz), 5,07 (1H, dd, J = 10,4, 1,2 Hz), 5,93
(1H, ddd, J = 18,0, 10,4, 7,8 Hz); *C RMN (100 MHz, CDCl,): ¢ -3,6, -3,3, 5,3 (3C), 7,1 (3C), 15,6, 18,7, 19,1, 19,2,
24,1, 26,4 (30), 39,8, 43,6, 46,4, 53,5, 73,7, 76,6, 115,6, 140,0, 177,9, 218,7; EMBR (IEN) calc. para CyHs,05Si,Na
[M+Na+] 523,3, encontrado 522,9.

OTES
/ 45
A o)
Z OTBS

Compuesto 45

El 4cido de 3-O-TES-6-O-TBS protegido 25 se sec a través de destilacion azeotrépica de benceno. Se disolvié el
alcohol 43 recién secado (200 mg, 1,19 mmol) en DCM (10 ml) y se enfrié a 0°C, momento en el que se afiadieron
DMAP sélido (167 mg, 1,37 mmol) y EDCI sélido (261 mg, 1,37 mmol). Después de agitar la mezcla de reaccién a
0°C durante 15 min, se afiadié gota a gota una solucién del dcido 25 (425 mg, 0,85 mmol) en DCM (2 ml). El bafio de
refrigeracion se retird y la agitaciéon continué durante 2 horas mas. La mezcla de reaccién bruta se diluyé con DCM
(10 ml) y se purificé por cromatografia sobre gel de silice empleando EtOAC al 10%/Hexanos como eluyente, dando
el éster 45 (380 mg, rendimiento al 81%, dos etapas, partiendo de 36) en forma de un aceite transparente: [a]p -15,1 (c
1,2, CDCl;); IR (puro) 2955, 2932, 2877, 1743, 1732, 1694, 1474, 1461, 1417, 1380, 1360, 1295, 1252, 1169, 1094,
1043, 988.3, 912.,9, 8714, 836,5, 774,83, 741,6 cm™'; '"H RMN (500 MHz, CDCl;): 0,08 (3H, s), 0,08 (3H, s), 0,60-
0,68 (6H, m), 0,93 (9H, s), 0,95 (9H, t, J = 8,0 Hz), 1,04 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,05 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,10 (3H, s),
1,25 (3H, s), 1,69 (3H, s), 2,08-2,15 (2H, m), 2,16 (3H, s), 2,38 (1H, dd, J = 17,0, 7,0 Hz), 2,48 (2H, t, J = 6,5 Hz),
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2,57 (1H, dd, J = 17,0, 2,7 Hz), 2,71-2,76 (2H, m), 3,07 (1H, quint., J = 7,0 Hz), 3,83 (1H, d, J = 7,2 Hz), 4,36 (1H,
dd,J=17,0,2,7Hz),4,97-5,07 (4H, m), 5,19 (1H, ¢, J = 7,0), 5,73 (1H, td, J = 15,4, 5,9 Hz), 5,92 (1H, dd, J = 15,7, 8,0
Hz); *C RMN (500 MHz, CDCl,): 6 218,4, 205,4, 172,1, 140,1, 137,4, 135,4, 119,1, 115,8, 115,6, 78,7, 76,5, 73,9,
53,3, 46,3, 43,7, 39,6, 36,6, 29,2, 26,7, 26,4, 23,8, 23,7,19,9, 18,9, 18,7, 15,4, 7,06, 5,30, -3,29, -3,62; EMBR (IEN)
calc. para C;cHgsO6Si,Na [M+Na*] 673,4, encontrado 673,5.

Compuesto 47

A una solucién del compuesto 45 (20 mg, 0,031 mmol) en tolueno seco (60 ml) a reflujo se le afiadié en una porcién
una solucién de dicloruro de triciclohexilfosfina[1,3-bis(2,4,6-trimetilfenil)-4,5-dihidroimidazol-2-ilideno][bencilide-
no]rutenio (IV) (5,2 mg, 0,0061 mmol) en tolueno seco (2 ml) y la mezcla se calenté durante 10 minutos. La mezcla
de reaccidn se enfrié inmediatamente en un bafio de hielo, se extrajo sobre silice y se purificé usando cromatografia
sobre gel de silice, empleando un gradiente de EtOAc al 4-10%/pentano como eluyente, formando el compuesto 47
(15 mg, rendimiento del 78%) en forma de un aceite: [a] -28,6 (¢ 1,2, CHCl;); IR (puro) 2955, 2933, 2878, 1745,
1731, 1695, 1471, 1462, 1380, 1361, 1251, 1159, 1104, 1080, 1019, 985,0, 876,1, 835,5, 774,7, 743,1, 670,1 cm™";
"H RMN (500 MHz, CDCl;): 0,07 (3H, s), 0,10 (3H, s), 0,59-0,68 (6H, m), 0,91 (9H, t, J = 8,0 Hz), 0,93 (9H, s), 1,04
(3H, d, J =7,0 Hz), 1,10 (3H, s), 1,11 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,17 (3H, s), 1,71 (3H, s), 2,21 (3H, s), 2,27-2,32 (1H),
2,38 (1H, dd, J = 14,6, 6,8 Hz), 2,51 -2,61 (2H, m), 2,57 (1H, dd, J = 15,5, 3,3 Hz), 2,93-3,1 (3H, m), 3,94 (1H, d, J =
8,5 Hz), 4,28 (1H, dd, J = 8,6, 3,0 Hz), 5,04 (1H, dd, J = 8,7, 2,4), 5,16 (1H, t, J = 7,5), 5,73 (1H, 'dd, J = 128, 9,94,
6,9 Hz), 5,92 (1H, ddd, J = 18,0, 10,3, 7,8 Hz); 13C RMN (125 MHz, CDCl;): 6§ 215,9, 204,8, 171,3, 140,0, 132,7,
129,2, 118,6, 79,1, 78,2, 75,4, 54,0, 48,2, 41,7, 40,3, 35,0, 29,2, 26,6, 26,5, 23,5, 22,8, 20,6, 18,8, 17,5, 14,3, 7,19,
5,53, -3,36; EMBR (IEN) calc. para C3,Hg,06Si, 645,4, encontrado 645,4 (M+Na+).

Compuesto 39a

A una solucidn de reactivo de Wittig (19,1 mg, 54,7 (umol) en THF (0,4 ml) se le afiadi6 KHMDS (109 ul de una
solucién 0,5 M en tolueno, 54,7 umol) a 0°C. La mezcla se agité a 0°C durante 0,5 h y después se enfrié a -78°C. A
la mezcla se le afiadié gota a gota una solucién de la cetona 47 (5,7 mg, 9,12 umol) en THF (0,3 ml), y la mezcla
resultante se dejé calentar a -20°C durante 1,5 h. La reaccién se interrumpié con NH,CI ac. sat. (2 ml) y se extrajo con
EtOAc (7 ml x 3). Las fases orgdnicas combinadas se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El residuo se purificé
por cromatografia en columna ultrarrapida (SiO,, hexano/Et,O = 10:1), dando 5,6 mg de una mezcla inseparable de
olefinas E/Z (E/Z = 9:1). La mezcla se purificé por TLC preparativa (hexano/Et,O = 4:1), dando 39a puro (5,0 mg,
6,96 umol, al 76%) en forma de un aceite incoloro; [a]p? -41,5 (¢ 0,715, CHCl;); IR (pelicula) v 2955, 2884, 1737,
1690, 1467, 1378, 1249, 1179, 1102, 1014, 979, 879, 826, 773 cm™'; "H RMN (400 MHz, CDCl;): § 0,08 (3H, s), 0,12
(3H, s), 0,57 (6H, ¢, J = 7,8 Hz), 0,89 (9H, t, J = 8,0 Hz), 0,93 (9H, s), 1,04 (3H, s), 1,06 3H, d, J = 7,1 Hz), 1,12
(3H,s), 1,17 3H, d, J=7,1 Hz), 1,68 (3H, s), 2,15 (3H, d, / = 0,8 Hz), 2,14-2,27 (2H, m), 2,45 (1H, dd, J = 14,0, 4,8
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Hz), 2,50 (1H, dd, J = 14,9, 3,2 Hz), 2,64-2,74 (2H, m), 2,72 (3H, s), 3,02 (1H, quint., J = 7,0 Hz), 3,10 (1H, dd, J =
14,4, 7,3 Hz), 3,96 (1H, d, J = 8,7 Hz), 4,43 (1H, dd, J = 8,3, 2,9 Hz), 5,22 (1H, dd, J = 9,8, 5,7 Hz), 5,33-5,42 (2H,
m), 5,69 (1H, dd, J = 15,8, 8,2 Hz), 6,57 (1H, s), 6,96 (1H, s); *C RMN (100 MHz, CDCl,): ¢ -3,3, -3,2, 5,6 (3C), 7,1
(30), 15,0,17,2, 18,8, 19,4, 21,4, 21,7, 23,8, 24,3, 26,5 (3C), 33,2, 35,6, 41,3, 41,8, 48,2, 54,0, 74,4, 77,4,79,3, 116 ,4,
120,5, 121,0, 129,3, 132,1, 137,8, 138,0, 152,7, 164,8, 170,7, 216,8; EMBR (IEN) calc. para C;)HgNOsSSi, [M+H+]
718,4, encontrado 718,3.

28

Compuesto 28 (Epo 3)

A una solucién de 39a (298,8 mg, 0,416 mmol) en THF (6,5 ml) se le afiadi6 HF-piridina (3,2 ml) a 0°C, y la
mezcla se agit6 a ta durante 3 h. La reaccién se interrumpié mediante la adicién gota a gota de TMSOMe (30 ml)
a 0°C. Después de la concentracion y el secado a alto vacio, el residuo se purificé por cromatografia en columna
ultrarrdpida (SiO,, hexano/EtOAc = 1:1), dando 28 (196,6 mg, 0,402 mmol, al 97%) en forma de un sélido de color
blanco; [a]p® -96,6 (¢ 0,235, CHCL,); IR (pelicula) v 3502, 2970, 2927, 1733, 1685, 1506, 1456, 1375, 1251, 1152,
1040, 977 cm™'; '"H RMN (400 MHz, CDCl,): 6 1,06 (3H, s), 1,11 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,22 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,28
(3H, s), 1,72 (3H, s), 2,10 (3H, s), 2,31-2,40 (2H, m), 2,43 (1H, dd, J = 16,0, 3,7 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 16,0, 9,2 Hz),
2,55-2,68 (2H, m), 2,71 (3H, s), 2,98 (1H, dd, J = 14,4, 6,4 Hz), 3,16 (1H, quint., J = 6,2 Hz), 3,76 (1H, dd, J = 5,9,
3,2 Hz), 4,30 (1H, dd, J = 9,2, 3,7 Hz), 5,18 (1H, t a, J = 7,3 Hz), 5,32 (1H, dd, J = 8,4, 2,5 Hz), 5,63 (1H, dd, J =
15,7, 6,4 Hz), 5,60 (1H, ddd, J = 15,7, 6,9, 5,1 Hz), 6,60 (1H, s), 6,98 (1H, s); *C RMN (100 MHz, CDCl;): § 15,1,
16,0, 17,7, 19,2, 19,5, 22,5, 23,6, 32,0, 35,0, 39,6, 40,3, 44,8, 53,3, 71,8, 75,6, 78,3, 116,1, 119,6, 120,5, 129,9, 131,3,
137,5, 138,2, 152,2, 165,0, 170,7, 218,8; EMBR (IEN) calc. para C,;H4NOsS [M+H+] 490,3, encontrado 490,2.

dEpoB (1, Epo 1)

A una solucién de 28 (1,2 mg, 2,5 ymol) y TrisNHNH, (29,3 mg, 98 umol) en CICH,CH,Cl1 (0,7 ml) a 50°C se
le anadié EN (13,7 ul, 98 umol). La reaccion se controlé por HPTLC (hexano/EtOAc/CH,Cl, = 1/1/2). Después de
agitar durante 7 h, la mezcla se enfri6 a ta, se diluyé con EtOAc y se filtré a través de una capa de gel de silice, que se
aclar6 con EtOAc. Después de la concentracidn, el residuo se purificé por TLC preparativa (hexano/EtOAc/CH,Cl, =
1/1/2), dando 1 (1,1 mg, 2,2 umol, al 91%) en forma de un sé6lido de color blanco.

Los datos espectrales de 1 eran idénticos a los indicados en dEpoB.
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Compuesto 27

El 4cido 25 y el alcohol 24 se destilaron azeotrépicamente con benceno seco (5 ml x 2) y se secaron a alto vacio
antes de la reaccion. A una solucién del alcohol 24 (639 mg, 2,63 mmol) en CH,Cl, (13 ml) se le afiadieron EDCI
(576 mg, 3,09 mmol) y DMAP (366 mg, 3,09 mmol) a 0°C. A la mezcla se le afiadié gota a gota una solucién del dcido
25 (1,11 g, en 1,88 mmol) en CH,Cl, (5 ml + aclarado de 2 ml) durante 16 min a 0°C. Después de agitar a 0°C durante
1,5 h, la mezcla se agit6 a ta durante 3,5 h. Después de la concentracion, el residuo se purificé por cromatografia en
columna ultrarrpida (SiO,, hexano/EtOAc = de 30:1 a 20:1), dando 27 (1,20 g, 1,61 mmol, al 86% de éster t-butilico)
en forma de un aceite incoloro;

[@]p* -25,1 (c 1,30, CHCL;); IR (pelicula) v 2955, 2925, 2872, 1732, 1696, 1461, 1378, 1290, 1243, 1173, 1091,
985, 873, 773 cm™!; 'H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 0,06 (3H, s), 0,06 (3H, s), 0,58-0,66 (6H, m), 0,92 (9H, s), 0,95
(9H,t,J=8,0Hz), 1,02 (3H,d,J =6,5Hz), 1,03 (3H, d, J=6,5Hz), 1,07 (3H, s), 1,21 (3H, s), 1,67 (3H, s), 2,07 (3H,
s), 2,05-2,12 (1H, m), 2,30 (1H, dd, J = 16,9, 7,5 Hz), 2,39 (1H, dt, J = 14,8, 6,7 Hz), 2,49 (1H, dd, /= 17,0, 3,0 Hz),
2,50 (1H, dt, J = 14,8, 6,7 Hz), 2,70 (3H, s), 2,74-2,30 (2H, m), 3,07 (1H, dd, J = 7,0 Hz), 3,83 (1H, dd, J = 7,1, 2,0
Hz), 4,35 (1H, dd, J =74, 2,8 Hz), 4,98-5,07 (4H, m), 5,16 (1H, ta, J = 7,0 Hz), 5,23 (1H, t, / = 6,9 Hz), 5,74 (1H,
ddt, J = 16,7, 10,2, 6,5 Hz), 5,91 (1H, ddd, J = 17,8, 10,5, 7,8 Hz), 6,50 (1H, s), 6,95 (1H, s); *C RMN (100 MHz,
CDCl): 6 -3,7,-3,3,5,3(30), 7,2 (3C), 14,8, 15,2, 18,7, 18,9, 19,4, 20,3, 23,6, 23,7, 26,4 (3C), 31,7, 36,7, 40,1, 43,8,
46,4, 53,3, 74,2, 76,5, 79,6, 115,5, 115,6, 116,5, 120,5, 121,3, 135,8, 136,1, 137,4, 140,2, 152,9, 164,7, 171,5, 218 ,4;
EMBR (IEN) calc. para C,;H;;NOsSSi, [M+Na+] 768,5, encontrado 768,5.

Compuesto 39a

Una solucién de 27 (26,9 mg, 36,1 umol) en tolueno (70 ml) se calentd a reflujo y se traté con una solucién de
catalizador de Grubbs (3,1 mg, 3,61 umol) en tolueno (2 ml). La mezcla se agité durante 25 min, se enfri6 a 0°C y
se filtr6 a través de una capa de gel de silice, que se aclaré con hexano/EtOAc = 2/1. Los filtrados combinados se
concentraron y se purificaron por cromatografia en columna ultrarrapida (SiO,, hexano/Et,O = de 40:1 a 5:1), dando
39a (9,9 mg, 13,8 umol, al 38%) en forma de un aceite incoloro;

[@]p®-41,5 (¢ 0,715, CHCl,); IR (pelicula) v 2955, 2884, 1737, 1690, 1467, 1378, 1249, 1179, 1102, 1014, 979,
879, 826, 773 cm™!; '"H RMN (400 MHz, CDCl,): 6 0,08 (3H, s), 0,12 (3H, s), 0,57 (6H, ¢, J = 7,8 Hz), 0,89 (9H, t, J
=8,0 Hz), 0,93 (9H, s), 1,04 (3H, s), 1,06 3H, d, J=7,1 Hz), 1,12 (3H, s), 1,17 (3H, d, /=7,1 Hz), 1,68 (3H, s), 2,15
(3H, d, J=0,8 Hz), 2,14-2,27 (2H, m), 2,45 (1H, dd, J = 14,0, 4,8 Hz), 2,50 (1H, dd, J = 14,9, 3,2 Hz), 2,64-2,74 (2H,
m), 2,72 (3H, s), 3,02 (1H, quint., J = 7,0 Hz), 3,10 (1H, dd, J = 14,4, 7,3 Hz), 3,96 (1H, d, J = 8,7 Hz), 4,43 (1H, dd,
J=28,3,2,9Hz),5,22 (1H, dd, J = 9,8, 5,7 Hz), 5,33-5,42 (2H, m), 5,69 (1H, dd, J = 15,8, 8,2 Hz), 6,57 (1H, s), 6,96
(1H, s); *C RMN (100 MHz, CDCl,): 6 -3,3, -3,2, 5,6 (3C), 7,1 (3C), 15,0, 17,2, 18,8, 19,4, 21,4, 21,7, 23,8, 24,3,
26,5 (30), 33,2, 35,6, 41,3, 41,8, 48,2, 54,0, 74,4, 77,4, 79,3, 116,4, 120,5, 121,0, 129,3, 132,1, 137,8, 138,0, 152,7,
164,8, 170,7, 216,8; EMBR (IEN) calc. para C3yHgNO;sSSi, [M+H+] 718,4, encontrado 718,3.
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OH
28

Compuesto 28

A una solucién de 39a (298,8 mg, 0,416 mmol) en THF (6,5 ml) se le afiadié HF-piridina (3,2 ml) a 0°C, y la
mezcla se agit6 a ta durante 3 h. La reaccién se interrumpi6 con la adicién gota a gota de TMSOMe (30 ml) a 0°C
y la mezcla se agit6é a ta durante 3 h. Después de la concentracién y el secado a alto vacio, el residuo se purifico
por cromatografia en columna ultrarrdpida (SiO,, hexano/EtOAc = 1:1), dando 28 (196,6 mg, 0,402 mmol, al 97%)
en forma de un sélido de color blanco; [a]p* -96,6 (¢ 0,235, CHCI,); IR (pelicula) v 3502, 2970, 2927, 1733, 1685,
1506, 1456, 1375, 1251, 1152, 1040, 977 cm™'; "H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 1,06 (3H, s), 1,11 (3H, d, J = 7,0 Hz),
1,22 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,28 (3H, s), 1,72 (3H, s), 2,10 (3H, s), 2,31-2,40 (2H, m), 2,43 (1H, dd, J = 16,0, 3,7 Hz),
2,49 (1H, dd, J = 16,0, 9,2 Hz), 2,55-2,68 (2H, m), 2,71 (3H, s), 2,98 (1H, dd, J = 14,4, 6,4 Hz), 3,16 (1H, quint., J =
6,2 Hz), 3,76 (1H, dd, J = 5,9, 3,2 Hz), 4,30 (1H, dd, J = 9,2, 3,7 Hz), 5,18 (1H, ta, J = 7,3 Hz), 5,32 (1H, dd, / = 8 4,
2,5 Hz), 5,63 (1H, dd, J = 15,7, 6,4 Hz), 5,60 (1H, ddd, J = 15,7, 6,9, 5,1 Hz), 6,60 (1H, s), 6,98 (1H, s); *C RMN
(100 MHz, CDCl;): 6 15,1, 16,0, 17,7, 19,2, 19,5, 22,5, 23,6, 32,0, 35,0, 39,6, 40,3, 44,8, 53,3, 71,8, 75,6, 78,3, 116,1,
119,6, 120,5, 129,9, 131,3, 137,5, 138,2, 152,2, 165,0, 170,7, 218,8; EMBR (IEN) calc. para C,;H;)NOsS [M+H+]
490,3, encontrado 490,2.

Compuesto 26

El 4cido 25 y el alcohol 21 se destilaron azeotrépicamente con benceno seco (5 ml x 2) y se secaron a alto vacio
antes de la reaccién. A una solucion del alcohol 21 (240 mg, 0,756 mmol) en CH,Cl, (5 ml) se le afiadieron EDCI
(192,7 mg, 1,01 mmol) y DMAP (122,8 mg, 1,01 mmol) a 0°C. A la mezcla se le afiadi6 gota a gota una solucién del
acido 25 (314,6 mg, 0,628 mmol) en CH,Cl, (2 ml + aclarado de 1 ml) durante 15 min a 0°C. Después de agitar a 0°C
durante 2 h, la mezcla se agit6 a ta durante 2 h. Después de la concentracion, el residuo se purificé por cromatografia
en columna ultrarrdpida (SiO,, hexano/EtOAc = de 20:1 a 15:1), dando 26 (340,1 mg, 0,425 mmol, basado en acido
al 68%) en forma de un aceite incoloro;

[@]p* -27,5 (¢ 0,28, CHCL;); IR (pelicula) v 2956, 2878, 1740, 1692, 1472, 1378, 1317, 1253, 1174, 1118, 988,
915, 872, 837, 775 cm™'; 'TH RMN (400 MHz, CDCl;): 6 0,06 (6H, s), 0,57-0,65 (6H, m), 0,92 (9H, s), 0,94 (9H, t, J
=79 Hz), 1,02 3H, d, J = 6,9 Hz), 1,03 (3H.d, J = 6,8 Hz), 1,07 (3H, s), 1,22 (3H, s), 2,07-2,10 (1H, m), 2,09 (3H,
s), 2,31 (1H,dd, J=16,9,7,3 Hz), 2,51 (1H, dd, J = 16,8, 3,0 Hz), 2,49-2,65 (2H, m), 2,71 (3H, s), 2,96-2,99 (2H, m),
3,06 (1H, quint., J = 7,1 Hz), 3,83 (1H, dd, J = 7,3, 2,1 Hz), 4,35 (1H, dd, J = 7,2, 3,0 Hz), 4,98-5,12 (4H, m), 5,30
(1H, t, J = 6,7 Hz), 5,76 (1H, ddt, J = 16,7, 10,2, 6,2 Hz), 5,92 (1H, ddd, J = 17,8, 9,9, 7,8 Hz), 6,19 (1H, t, J = 7,0
Hz), 6,51 (1H, s), 6,97 (1H, s); EMBR (IEN) calc. para C4;HgF;NO5SSi,Na [M+Na*] 822,4, encontrado 822 4.
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Compuesto 40a (por RCM de 26)

Una solucién de 26 (57,6 mg, 72,0 umol) en tolueno (142 ml) se calenté a reflujo y se traté con una solucién de
catalizador de Grubbs (6,1 mg, 7,20 umol) en tolueno (2 ml). La mezcla se agit6 durante 28 min, se enfrié a 0°C y se
filtr6 a través de una capa de gel de silice, que se aclaré con hexano/EtOAc = 2/1 (300 ml). Los filtrados combinados se
concentraron y se purificaron por cromatografia en columna ultrarrdpida (SiO,, hexano/Et,O = de 40:1 a 15:2), dando
40a (12,0 mg, 15,5 umol, al 22%) en forma de un aceite incoloro;

IR (pelicula) v 2955, 2884, 1743, 1690, 1472, 1320, 1173, 1114, 1038, 1008, 873, 832, 773 cm~'; "H RMN (400
MHz, CDCl,): 6 0,09 (3H, s), 0,12 (3H, s), 0,55 (6H, c, J = 7,7 Hz), 0,88 (9H, t, J = 8,0 Hz), 0,96 (9H, s), 1,01 (3H,
s), 1,06 BH, d, J = 7,1 Hz), 1,12 3H, s), 1,20 (3H, d, J = 7,1 Hz), 2,07-2,17 (1H, m), 2,19 (3H, s), 2,38 (1H, dd, J
= 14,3, 3,5 Hz), 2,39-2,49 (1H, m), 2,50 (1H, dd, J = 14,3, 7,3 Hz), 2,73 (3H, s), 2,77-2,91 (2H, m), 2,96-3,09 (2H,
m), 3,98 (1H, dd, J = 8,9 Hz), 4,54 (1H, dd, J = 7,3,3,4 Hz), 5,28-5,38 (1H, m), 5,63 (1H, dd, J = 9,6, 2,3 Hz), 5,77
(1H, dd, J = 15,9, 8,5 Hz), 6,21-6,28 (1H, m), 6,60 (1H, s), 6,99 (1H, s); EMBR (IEN) calc. para CsHsF;NOsSSi,

[M+H+] 772,4, encontrado 772,4.
— |

N

FaC

CH
29

Compuesto 29

A una solucion de 40a (1,78 g, 2,31 mmol) en THF (25 ml) se le afiadi6 lentamente HF-piridina (12,5 ml) a 0°C, y
la mezcla se agit6 a ta durante 4 h. La reaccién se interrumpi6 con la adicién gota a gota de TMSOMe (80 ml) durante
10 min a 0°C. La mezcla se agité vigorosamente a ta durante 2,5 h. Después de la concentracion y el secado a alto
vacio durante 2 h, el residuo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (SiO, ~50 g, hexano/EtOAc = 1:1),
dando 29 (1,20 g, 2,21 mmol, al 96%) en forma de un polvo incoloro;

[a]p® -54,6 (c 0,28, CHCl;); IR (pelicula) v 3478, 2974, 2929, 1736, 1689, 1449, 1381, 1318, 1247, 1169, 1113,
1039, 983, 867, 736 cm-'; 'H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,23 (3H, d, J = 6,8
Hz), 1,37 (3H, s), 2,04 (1 H, d a, J = 3,8 Hz, -OH), 2,12 (3H, s), 2,25-2,33 (1H, m), 2,38(1 H, dd, J = 15,3, 3,0 Hz),
2,48 (1H, dd, J = 15,4, 9,8 Hz), 2,54-2,61 (1H, m), 2,66-2,76 (1H, m), 2,71 (3H, s), 2,96 (1H, dd, J = 16,5, 4,5 Hz),
3,02 (1H, dd, J = 16,3, 6,5 Hz), 3,11 (1H, quint., J = 6,7 Hz), 3,19 (1H, s a, =OH), 3,74(1 H, s a), 4,35 (1H, d a, J =
9,5 Hz), 5,42 (1H, dd, J = 6,2, 4,1 Hz), 5,60 (1H, ddd, J = 15,8, 5,6, 4,5 Hz), 5,66 (1H, dd, J = 15,8, 5,8 Hz), 6,24
(1H, t, J = 7,2 Hz), 6,64 (1H, s), 7,00 (1H, s); *C RMN (100 MHz, CDCL,): ¢ 15,1, 16,1, 17,7, 18,5, 19,3, 22,5, 28,8,
31,1, 39,6, 39,7, 45,0, 53,7, 71,4, 75,3,76,8, 116,7, 120,2, 124,3 [c, ' J(C,F) = 273,4 Hz], 127,9, 130,2 [c, *J(C,F) = 6,0
Hz), 130,6 [c, 2J(C,F) = 28,4 Hz], 132,5, 136,7, 152,0, 165,4, 170,2, 218,4; EMBR (IEN) calc. para C,;Hs;F;NOsS
[M+H+] 544,2, encontrado 544,1.
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Compuesto 2

A una solucién de 29 (1,22 mg, 2,24 umol) y TrisNHNH, (26,7 mg, 89,6 umol) en CICH,CH,Cl1 (1 ml) a 50°C se
le afiadi6 Et;N (12,5 ul, 89,6 umol). La reaccién se controlé por HPTLC (hexano/EtOAc/CH,Cl, = 1/1/2). Después de
agitar durante 6,5 h, a la mezcla se le afiadié mdas cantidad de TrisNHNH, (26,7 mg, 89,6 umol) y Et;N (12,5 ul, 89,6
pmol). Después de agitar durante 14 h, la mezcla se enfri6 a ta, se diluy6 con EtOAc y se filtré a través de una capa
de gel de silice, que se aclar6 con EtOAc. Después de la concentracion, el residuo se purificé por TLC preparativa
(hexano/EtOAc/CH,Cl, = 1/1/2), dando 2 (1,16 mg, 2,13 umol, al 94%) en forma de un sélido de color blanco; 'H
RMN (400 MHz, CDCl;): 6 1,03 (3H, d, J=7,0 Hz), 1,08 (3H, s), 1,19 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,25-1,35 (2H, m), 1,37
(3H, s), 1,42-1,55 (2H, m), 1,65-1,82 (2H, m), 2,10 (3H, d, J = 0,8 Hz), 2,21-2,47 (2H, m), 2,27 (1H, dd, J = 14,2, 2,6
Hz), 2,48 (1H, dd, J = 14,3, 10,8 Hz), 2,70 (3H, s), 2,70-2,28 (1H, m), 3,02 (1H, d, J = 2,0 Hz, -OH), 3,19 (1H, cd, J
=6,9,2,2 Hz), 3,65 (1H, d, J = 6,2 Hz, -OH), 3,69-3,72 (1H, m), 4,34 (1H, ddd, J = 10,8, 6,2, 2,6 Hz), 5,28 (1H, dd,
J=10,2, 2,2 Hz), 6,12 (1H, dd, J = 10,2, 5,2 Hz), 6,61 (1H, s), 6,98 (1H, s); EMBR (IEN) calc. para C,;H3,F;NO;S
[M+H+] 546,3, encontrado 546,2.

Compuesto 54

El 4cido 25 y el alcohol 53 se destilaron azeotrépicamente con benceno seco (3 ml x 2) y se secaron a alto vacio
antes de la reaccion. A una solucién de alcohol 53 (68,0 mg, 0,173 mmol) en CH,Cl, (1,3 ml) se le afiadieron EDCI
(37,8 mg, 0,197 mmol) y DMAP (24,1 mg, 0,197 mmol) a 0°C. A la mezcla se le afiadié gota a gota una solucién del
acido 25 (72,6 mg, en 0,123 mmol) en CH,Cl, (0,7 ml) durante 5 min a 0°C. Después de agitar a 0°C durante 1 h, la
mezcla se agit6 a ta durante 2,5 h. Después de la concentracion, el residuo se purificé por cromatografia en columna
ultrarrdpida (SiO,, hexano/EtOAc = 30:1), dando 54 (99,5 mg, 0,114 mmol, al 92% de éster t-butilico) en forma de un
aceite incoloro;

[a]p® -23.4 (c 0,56, CHCL,); IR (pelicula) v 2955, 2931, 2880, 1735, 1696, 1506, 1472, 1386, 1362, 1294, 1254,
1174, 1104, 988, 878, 776, 742 cm™'; "H RMN (400 MHz, CDCl,): 6 0,06 (3H, s), 0,06 (3H, s), 0,14 (6H, s), 0,63
(6H, ¢, J = 8,0 Hz), 0,92 (9H, s), 0,94 (9H, t, J = 8,0 Hz), 0,97 (9H, s), 1,02 (3H, d, J = 6,6 Hz), 1,05 3H, d, J = 6,5
Hz), 1,07 3H, s), 1,21 (3H, s), 1,67 (3H, s), 2,06 (3H, d, J = 0,8 Hz), 2,05-2,14 (1H, m), 2,30 (1H, dd, J = 16,9, 7.5
Hz), 2,33-2,53 (2H, m), 2,50 (1H, dd, J = 16,9, 2,7 Hz), 2,76-2,80 (2H, m), 3,07 (1H, quint., J = 7,0 Hz), 3,83 (1H,
dd, J=7,0,2,2 Hz), 4,35 (1H, dd, J = 7,4, 2,8 Hz), 4,97 (2H, s), 4,97-5,07 (4H, m), 5,16 (1H, t, J = 7,2 Hz), 5,24 (1H,
t,J=6,9 Hz), 5,74 (1H, ddt, J = 16,6, 10,0, 6,5 Hz), 5,91 (1H, ddd, J = 17,6, 9,9, 7,7 Hz), 6,50 (1H, s), 7,06 (1H, s);
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BC RMN (100 MHz, CDCl,): 6 -5,2 (2C), -3,7, -3,3, 5,3 (3C), 7,2 (3C), 14,7, 15,2, 18,5, 18,7, 18,9, 20,3, 23,6, 23,7,
26,0 (30), 26,4 (30), 31,7, 36,7, 40,1, 43,8, 46,4, 53,3, 63,4, 74,2, 76,5, 79,6, 115,5, 115,6, 116,6, 120,5, 121,3, 135,8,
136,1, 137.4, 140,1, 153,0, 171,5, 172,2, 218,4; EMBR (IEN) calc. para C,;HgNOgSSi; [M+H+] 876,6, encontrado
876,5.

Compuesto 55

Una solucién de 54 (69,7 mg, 79,5 umol) en tolueno (158 ml) se calenté a reflujo y se traté con una solucién de
catalizador de Grubbs (6,7 mg, 7,95 umol) en tolueno (2 ml). La mezcla se agit6 durante 11 min, se enfrié a 0°C y se
filtré a través de una capa de gel de silice, que se aclaré con hexano/EtOAc = 3/1 (280 ml). Los filtrados combinados se
concentraron y se purificaron por cromatografia en columna ultrarrdpida (SiO,, hexano/Et,O = de 20:1 a 15:1), dando
55 (18,4 mg, 21,7 umol, al 27%) en forma de un aceite incoloro;

[a]p** -40,4 (c 0,26, CHCL;); IR (pelicula) v 2955, 2930, 2879, 1740, 1694, 1472, 1387, 1362, 1253, 1200, 1107,
1007,838, 776, 742 cm™'; 'TH RMN (400 MHz, CDCl,): 6 0,08 (3H, s), 0,12 (3H, s), 0,15 (6H, s), 0,57 (6H, ¢, J=7,9
Hz), 0,88 (9H, t, J = 8,0 Hz), 0,95 (9H, s), 0,97 (9H, s), 1,04 (3H, s), 1,06 (3H, d, J=7,1 Hz), 1,12 (3H, s), 1,17 (3H,
d,J=7,0Hz), 1,69 (3H, s), 2,06-2,30 (2H, m), 2,14 (3H, s), 2,45 (1H, dd, J = 15,6, 3,6 Hz), 2,50 (1H, dd, J = 14,9,3,1
Hz), 2,63-2,75 (2H, m), 2,97-3,06 (1H, m), 3,10 (1H, dd, J = 14,6, 7,7 Hz), 3,97 (1H, d, J = 8,5 Hz), 4,44 (1H, dd, J =
8,4,29 Hz), 4,97 (2H, s), 5,22 (1H, dd, J = 8,7, 5,2 Hz), 5,33-5,44 (2H, m), 5,70 (1H, dd, J = 15,6, 8,1 Hz), 6,57 (1H,
s), 7,07 (1H, s); EMBR (IEN) calc. para Cy4sHg,NO¢SSi; [M+H+] 848,5, encontrado 848,5.

Compuesto 57

A una solucién de 55 (61,8 mg, 72,8 umol) en THF (2 ml) se le afiadié HF-piridina (1 ml) a 0°C, y la mezcla se
agit6 a ta durante 3,2 h. La reaccidn se interrumpié con la adicién gota a gota de TMSOMe (15 ml) a 0°C. La mezcla
se agité a ta durante 2 h. Después de la concentracion y el secado a alto vacio, el residuo se purificé por cromatografia
en columna ultrarrapida (SiO,, hexano/EtOAc = 1:3), dando 57 (32,4 mg, 64,1 umol, al 88%) en forma de un sélido de
color blanco; [a]p® -108,4 (c 0,285, CHCly); IR (pelicula) v 3422, 2968, 2919, 2729, 1689, 1449, 1377, 1252, 1152,
1064, 978 cm™'; "H RMN (400 MHz, CDCl,): 6 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,22 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,32
(3H, s), 1,72 (3H, s), 2,08 (3H, s), 2,31-2,40 (3H, m), 2,43 (1H, dd, J = 15,5, 3,5 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 15,5, 9,5 Hz),
2,55-2,67 (2H, m), 2,95 (1H, dd, J = 14,6, 6,3 Hz), 3,13 (1H, quint., J = 6,6 Hz), 3,34 (1H, s a, -OH), 3,75 (1H, dd, J
=6,6, 2,4 Hz), 4,06 (1H, s a, -OH), 4,33 (1H, dd, /= 9,4, 3,0 Hz), 4,92 (2H, s), 5,18 (1H, t, / = 6,9 Hz), 5,33 (1H, dd,

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2336937 T3

J=28,0,2,5Hz),5,52 (1H, dd, J = 15,8, 6,4 Hz), 5,59 (1H, ddd, J = 15,8, 6,6, 5,0 Hz), 6,63 (1H, s), 7,13 (1H, s); 1*C
RMN (100 MHz, CDCl,): 6 15,3, 16,3, 17,8, 19,2, 22,8, 23,7, 31,9, 35,1, 39,7, 40,2, 45,0, 53,4, 61,8, 71,7, 75,8, 78,1,
116,7, 119,0, 120,5, 130,0, 131,2, 137,6, 138,9, 152,5, 170,0, 170,7, 218,7; EMBR (IEN) calc. para C,;H3yNOgSNa
[M+Na*] 528,2, encontrado 528,0.

o
(OTES
Fio—
L
oTBS

46

Compuesto 46

El 4cido en bruto 25 (4,65 g, en 7,27 mmol) y el alcohol 44 (2,18 g, 9,84 mmol) se destilaron azeotrépicamente
con benceno seco y se secaron a alto vacio antes de la reaccién. A una solucién del alcohol 44 (2,18 g, 9,84 mmol)
en CH,Cl, (65 ml) se le afiadieron EDCI (2,09 g, 10,9 mmol) y DMAP (1,33 g, 10,9 mmol) a 0°C. A la mezcla se
le afladi6 gota a gota una solucién del 4cido 25 en bruto (4,65 g, en 7,27 mmol) en CH,Cl, (20 ml + aclarado de 5
ml) durante 20 min a 0°C. Después de agitar a 0°C durante 40 min, la mezcla se agit6 a ta durante 4 h. Después de la
concentracion, el residuo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (SiO, ~160 g, hexano/EtOAc = 20:1),
dando 46 (4,85 g, 6,87 mmol, al 94% de éster t-butilico) en forma de un aceite incoloro;

'"H RMN (400 MHz, CDCl5): 6 0,08 (3H, s), 0,08 (3H, s), 0,60 (6H, ¢, J = 7,8 Hz), 0,93 (9H, s), 0,94 (OH, t, J =
8,0 Hz), 1,04 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,04 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,11 (3H, s), 1,23 (3H, s), 2,05-2,14 (1H, m), 2,17 (3H,
s), 2,40 (1H, dd, J = 16,9, 7,0 Hz), 2,59 (1H, dd, J = 17,0, 3,6 Hz), 2,56-2,64 (2H, m), 2,90-3,01 (2H, m), 3,06 (1H,
quint., J = 7,0 Hz), 3,85 (1H, dd, J = 7,3, 2,0 Hz), 4,38 (1H, d, J = 7,0, 3,4 Hz), 4,97-5,14 (5H, m), 5,75 (1H, ddt,
J=16,0,9,9, 6,2 Hz), 5,92 (1H, ddd, J = 17,8, 10,5, 7,8 Hz), 6,21 (1H, td, J = 7,2,1,5 Hz); EMBR (IEN) calc. para
C;6Hg3F306Si,Na [M+Na+] 727,4, encontrado 727,3.

Compuesto 48

Una solucién de 46 (510,0 mg, 0,723 mmol) en tolueno (500 ml) se calent6 a reflujo y se traté con una solucién
de catalizador de Grubbs (92,1 mg, 0,109 mmol) en tolueno (10 ml). La mezcla se agité a reflujo durante 17 min,
inmediatamente se enfrié a 0°C y se mantuvo a 0°C antes de la filtracién a través de una capa de gel de silice. Un
segundo extracto de dieno (510,0 mg, 0,723 mmol) se procesé de forma idéntica y simultdneamente. Las mezclas de
reaccion combinadas se filtraron a través de una capa de gel de silice (100 g), que se aclar6 con hexano/EtOAc = 3/1
(1,4 1). Los filtrados combinados se concentraron y se purificaron por cromatografia en columna ultrarrapida (SiO,
~65 g, hexano/Et,0 = de 10:1 a 5:1), dando 48 (742,4 mg, 1,10 mmol, al 76%) en forma de un aceite incoloro;

'H RMN (400 MHz, CDCl,): § 0,08 (3H), 0,10 (3H, s), 0,60 (6H, ¢, J = 7,8 Hz), 0,93 (9H, s), 0,94 (9H, t, J = 7.8
Hz), 1,03 (3H, d, J=7,1 Hz), 1,08 3H, s), 1,13 (3H, d, /= 7,0 Hz), 1,17 3H, s), 2,26 (3H, 5), 2,25-2,34 (1H, m), 2,64
(1H, dd, J = 15,5, 5,0 Hz), 2,68-2,75 (2H, m), 2,76 (1H, dd, J = 15.,6,6,4 Hz), 2,85 (1H, dd, J = 15,6, 5,7 Hz), 2,97
(1H, dc, J = 8,3, 6,9 Hz), 3,04 (1H, dd, J = 15,6, 6,3 Hz), 3,92 (1H, dd, J = 8,3, 1,2 Hz), 4,36 (1H, t, J = 5,3 Hz), 5,30-
5,39 (2H, m), 5,58 (1H, dd, J = 15,5, 8,0 Hz), 6,13 (1H, t a, J = 7,2 Hz); *C RMN (100 MHz, CDCL,): 6 -3,6, -3,6, 5,4
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(30), 7,0 (30), 17,5, 18,5, 19,0, 21,6, 23,5, 26,3 (3C), 26,5, 28,6, 29,1, 41,0, 42,3, 47,3, 54,1, 74,2, 76,8, 77,7, 124,0
['J(C,F) =273,7 Hz], 126,0, 128,7 [*J(C,F) = 5,9 Hz], 132,2 [2J(C,F) = 28,1 Hz], 133,8, 170,5, 204,1, 216,1; EMBR
(IEN) calc. para C3;HsoF;04S1,Na [M+Na*] 699,4, encontrado 699.4.

Compuesto 40a (a partir de la reaccion de Wittig de la cetona 48)

La cetona 48 se destilé azeotrépicamente con benceno (5 ml x 2) y después se seco a alto vacio durante 0,5 h. A
una solucién de sal de Wittig (907 mg, 2,59 mmol) en THF (19 ml) se le afiadié gota a gota t-BuOK (2,4 ml de una
solucién 1,0 M en THE, 2,43 mmol) durante 5 min a 0°C. La mezcla se agit6 a 0°C durante 0,5 h y después se enfrié a
-78°C. A la mezcla se le afiadi6 gota a gota una solucién de cetona 48 (1,10 g, 1,62 mmol) en THF (13 ml) durante 10
min, y la mezcla resultante se dejé calentar a -20°C durante 2 h. La reaccién se interrumpié con NH,Cl acuoso sat. (15
ml) y se extrajo con EtOAc (50 ml x 3). Las fases orgédnicas combinadas se lavaron con salmuera (20 ml), se secaron
sobre Na,SO, y se concentraron. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrdpida (SiO,, hexano/Et,O = de 20:1
a 10:1), dando el isémero 16(E) 40a deseado (940 mg, 1,22 mmol, al 75%) junto con el isémero 16(Z) 40b indeseado
(140,9 mg, 0,182 mmol, al 11%), ambos en forma de aceites incoloros;

—]

N

(OTES
FaC

oTBS

[@]p* -17,1 (c 0,14, CHCl;); '"H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 0,09 (3H, s), 0,12 (3H, s), 0,55 (6H, ¢, J = 7,7 Hz),
0,88 (9H, t, J = 8,0 Hz), 0,96 (9H, s), 1,01 (3H, s), 1,06 3H, d, J = 7,1 Hz), 1,12 (3H, s), 1,20 (3H, d, J = 7,1 Hz),
2,07-2,17 (1H, m), 2,19 (3H, s), 2,38 (1H, dd, J = 14,3, 3,5 Hz), 2,39-2,49 (1H, m), 2,50 (1H, dd, J = 14,3, 7,3 Hz),
2,73 (3H, s), 2,77-2,91 (2H, m), 2,96-3,09 (2H, m), 3,98 (1H, dd, J = 8,9 Hz), 4,54 (1H, dd, J = 7,3, 3,4 Hz), 5,28-5,38
(1H, m), 5,63 (1H, dd, J = 9,6, 2,3 Hz), 5,77 (1H, dd, J = 15,9, 8,5 Hz), 6,21-6,28 (1H, m), 6,60 (1H, s), 6,99 (1H, s);
3C RMN (100 MHz, CDCl,): 6 -3.,4, -3,3, 5,5 (3C), 7,0 (3C), 14,6, 17,1, 18,7, 19,4, 19,9, 21,3, 24,8, 26,4 (3C), 29,6,
32,8, 42,0, 42,1, 48,2, 54,1, 73,4, 76,9, 77,8, 117,0, 121,6, 124,3 ['J(C,F) = 273,5 Hz], 127,2, 130,6 [2J(C,F) = 28,2
Hz), 130,8 [*J(C, F) = 6,1 Hz], 133,2, 136,5, 152,3, 165,0, 170,1, 217,1; HRMS (IEN) calc. para Cs;,HgsF;NO5SSi,
[M+H+] 772, 4074, encontrado 772, 4102.
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40b

[@]p® 62,7 (c 0,33, CHCL); '"H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 0,09 (3H, s), 0,13 (3H, s), 0,49 (6H, c, J = 7,8 Hz),
0,85 (9H, t, J = 7,8 Hz), 0,97 (9H, s), 0,99 (3H, s), 1,06 (3H, d, J=7,1 Hz), 1,11 (3H, s), 1,20 (3H, d, J = 7,1 Hz),
2,00 (3H, s), 2,03-2,13 (1H, m), 2,35 (1H, dd, J = 14,3, 3,0 Hz), 2,46 (1H, dd, J = 14,3, 7,8 Hz), 2,41-2,50 (1H, m),
2,73 (3H, s), 2,71-2,90 (2H, m) 2,98-3,12 (2H, m), 3,99(1 H, d, J = 9,2 Hz), 4,56 (1H, dd, J = 7,7, 2,8 Hz), 5,33 (1H,
ddd, J = 15,6, 8,9.4,1 Hz), 5,82 (1H, dd, J = 15,6, 8,4 Hz), 6,29 (1H, s), 6,33-6,40 (1H, m), 6,94 (1H, m), 7,09 (1H,
d a, J = 8,4 Hz); ®C RMN (100 MHz, CDCl,): 6 -3,2, -3,2, 5,5 (3C), 7,0 (3C), 17,2, 18,7, 19,3, 19,6, 20,0, 22,3,
24,9, 26,4 (3C), 29,7, 32,9, 41,9,42.0, 48,6, 54,0, 72,2, 73,3, 77,0, 116,7, 120,7, 124,5 ['J(C,F) = 273,3 Hz], 127,9,
129,7 [2J(C,F) = 28,0 Hz], 131,9 [*J(C,F) = 6,1 Hz], 132,9, 136,6, 152,1, 165,4, 170,2, 217,4; EMBR (IEN) calc. para
C;H¢sFsNOsSSi, [M+H+] 772,4, encontrado 772,4.

TBSC\_<S
0 N
~OTES N]\/PBU;;Br

FiC / > F3C

OTES

o)
OTBS
48 58

Compuesto 58 (por la reaccién de Wittig de la cetona 48)

La cetona 48 se destilé azeotrépicamente con benceno (5 ml x 2) y después se sec6 a alto vacio durante 0,5 h. A
una solucién de sal de Wittig (1,19 g, 2,27 mmol) en THF (18 ml) se le afiadi6 gota a gota t-BuOK (2,2 ml de una
solucién 1,0 M en THF, 2,20 mmol) durante 5 min a 0°C. La mezcla se agit6 a 0°C durante 20 min y después se enfrié a
-78°C. A la mezcla se le afiadi6 gota a gota una solucién de cetona (1,06 g, 1,51 mmol) en THF (10 ml + aclarado de 2
ml) durante 10 min, y la mezcla resultante se dej6 calentar a -20°C durante 2 h. La reaccién se interrumpié con NH,C1
acuoso sat. (15 ml) y se extrajo con EtOAc (50 ml x 3). Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con salmuera (20
ml), se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El residuo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida
(810, ~65 g, hexano/Et,O = de 30:1 a 20:1), dando el isémero 16(E) 58 deseado (1,01 g, 1,11 mmol, al 74%) junto
con el isémero 16(Z) 58a indeseado (154,5 mg, 0,182 mmol, al 11%), ambos en forma de aceites incoloros;

TBSC\_<$
\}

N
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'"H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 0,09 (3H, s), 0,12 (3H, s), 0,15 (6H, s), 0,55 (6H, ¢, J = 7,8 Hz), 0,87 (9H, t, J = 8,0
Hz), 0,96 (9H, s), 0,97 (9H, s), 1,01 (3H, s), 1,06 (3H, d, J=7,1 Hz), 1,12 (3H, s), 1,20 (3H, d, /= 7,1 Hz), 2,07-2,16
(1H, m), 2,18 (3H, d, /= 1,0 Hz), 2,38 (1H, dd, J = 14,4, 3,3 Hz), 2,34-2,46 (1H, m), 2,49 (1H, dd, J = 14,4, 7,4 Hz),
2,78-2,90 (2H, m), 2,97-3,09 (2H, m), 3,98 (1H, d, J = 8,9 Hz), 4,54 (1H, dd, J =7,3, 3,3 Hz), 4,97 (2H, s), 5,33 (1H,
ddd, J = 15,8, 8,6, 4,9 Hz), 5,63 (1H, dd, J = 9,6, 2,4 Hz), 5,78 (1H, dd, J = 15,8, 8,2 Hz), 6,22-6,27 (1H, m), 6,60
(1H, s), 7,09 (1H, s); *C RMN (100 MHz, CDCl;): 6 -5,3 (2C), -3,4, -3,3, 5,5 (3C), 7,0 (3C), 14,6, 17,1, 18,4, 18,7,
19,8, 21,3, 24,8, 25,9 (3C), 26,4 (3C), 29,6, 32,9, 42,0, 42,1, 48,2, 54,1, 63,4, 73,4, 76,9, 77,8, 117,2, 121,7, 124,3
[q, "J(C,F) = 273,6 Hz], 127,2, 130,7 [c, *J(C,F) = 27,5 Hz], 130,8 [q, *J(C,F) = 6,2 Hz], 133,2, 136,4, 152,6, 170,1,
172,4,217,1; EMBR (IEN) calc. para C;sH7sF;NOgSSi;Na [M+Na+] 924,5, encontrado 924.,5.

TBS
4

N

58a

'H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 0,07 (3H, s), 0,13 (3H, s), 0,16 (6H, s), 0,48 (6H, c, J = 7,8 Hz), 0,84 (OH, t, J =
7,9 Hz), 0,97 (18H, s), 0,98 (3H, s), 1,06 (3H, d, J=7,1 Hz), 1,11 (3H, s), 1,20 (3H, d, J = 7,2 Hz), 2,00 (3H, s), 2,03-
2,11 (1H, m), 2,33 (1H, dd, J = 14,1, 2,8 Hz), 2,43 (1H, dd, J = 14,0, 7,8 Hz), 2,40-2,48 (1H, m), 2,76-2,89 (2H, m),
2,97-3,10 (2H, m), 3,99 (1H, d, /= 9,3 Hz), 4,57 (1H, dd, J = 7.8, 2,6 Hz), 4,95 (1H, d, J = 14,6 Hz), 5,00 (1H, d, J =
14,6 Hz), 5,33 (1H, ddd, J = 15,6, 9,1, 3,8 Hz), 5,82 (1H, dd, J = 15,6, 8,3 Hz), 6,30 (1H, s), 6,32-6,38 (1H, m), 7,04
(1H, s), 7,11 (1H, dd, J = 11,0, 2,3 Hz); EMBR (IEN) calc. para C,sH,sF;NOsSNa [M+Na*] 924,5, encontrado 924,5.

59

Compuesto 59

A una solucién de 58 (1,04 g, 2,25 mmol) en THF (22 ml) se le afiadié lentamente HF-piridina (11 ml) a 0°C, y la
mezcla se agité a ta durante 4,3 h. La reaccién se interrumpi6 con la adicién gota a gota de TMSOMe (75 ml) durante
10 min a 0°C. La mezcla se agité vigorosamente a ta durante 4,2 h. Después de la concentracion y el secado a alto
vacio durante 1 h, el residuo se purificé por cromatografia en columna ultrarrdpida (SiO, ~25 g, hexano/EtOAc = de
3:4 a 1:2), dando 59 (615,7 mg, 1,00 mmol, al 96%) en forma de un polvo incoloro;

[@]p? -57,7 (c 1,20, CHCl;); '"H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 1,04 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,25 3H, d, J
=6,8 Hz), 1,36 (3H, s), 1,90 (1H, d, J = 6,6 Hz, OH), 2,08 (3H, s), 2,23-2,32 (1H, m), 2,34 (1H, dd, J = 15,7, 2,4 Hz),
2,49 (1H, dd, J = 15,7, 10,1 Hz), 2,59-2,69 (2H, m), 2,95-3,01 (2H, m), 3,04 (1H, quintuplete, J = 6,8 Hz), 3,72 (1H,
td, J=7,0, 3,0 Hz), 3,78 (1H, d, J = 5,7 Hz, OH), 4,38 (1H, ddd, J = 10,1, 5,7, 2,4 Hz), 4,90 (2H, d, J = 6,1 Hz), 5,10
(1H, t,J=6,1 Hz, OH), 5,44 (1H, t,J=4,7 Hz), 5,60 (1H, dd, J = 15,9, 4,4 Hz), 5,66 (1H, dd, J = 15,9, 5,0 Hz), 6,28
(1H, t, J = 6,7 Hz), 6,73 (1H, s), 7,16 (1H, s); EMBR (IEN) calc. para Cy;H;;F;NOsSNa [M+H+] 560,2, encontrado
560,1.
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—7

DMDO
————

CH.Ch
de -78°C a -50°C

Compuestos 49 y 50

Una solucién de 28 (12,2 mg, 24,9 umol) en CH,Cl, (1,25 ml) se enfri6 a -78°C y se traté con una solucidn fria de
DMDO (-78°C, 0,06 M en acetona, 914 ul, 54,8 umol). La mezcla se dejé calentar a -50°C y se agit6 a -50°C durante
2,7 h. EIDMDO en exceso se inactivé a -50°C mediante la adicién de sulfuro de dimetilo (117 ul) y 1a mezcla se agit6
a esta temperatura durante 0,5 h. El disolvente se retiré al vacio. La purificacion por cromatografia preparativa de capa
fina (hexano/EtOAc = 1/2) dio el S-epdxido 49 (3,0 mg, 5,93 umol, al 24%) y el a-epdxido 50 (7,9 mg, 15,6 umol, al
63%), ambos en forma de s6lidos incoloros.

Compuesto 49

'H RMN (400 MHz, CDCl,): 6 1,03 (3H, s), 1,11 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,14 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,34 (3H, s), 1,36
(3H, s), 2,00 (1 H, ddd, J = 15,1, 7,3, 4,0 Hz), 2,14 (1H, dt, J = 15,1,5,2 Hz), 2,14 (3H, s), 2,21 (1H, dd, J = 14,6,
8,0 Hz), 2,33 (1H, dd, J = 14,7,4,8 Hz), 2,47 (1H, dd, J = 13,8, 3,3 Hz), 2,59 (1H, dd, J = 13,8, 9,4 Hz), 2,73 (3H, s),
2,77 (1H, s a, OH), 2,93 (1H, dd, J =7,3,4,8 Hz), 3,34 (1H, cd, J = 6,9,3,7 Hz), 3,75-3,82 (1H, m), 4,12-4,24 (2H, m,
incluyendo OH), 5,54 (1H, ddd, J = 15,7, 7.4, 5,0 Hz), 5,54-5,60 (1H, m), 5,64 (1H, dd, J = 15,7, 5,6 Hz), 6,94 (1H,
s), 7,01 (1H, s); EMBR (IEN) calc. para C»;H4NO¢S [M+H+] 506,3, encontrado 506,3.

Wy

Compuesto 50

"H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 1,00 (3H, s), 1,04 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,12 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,35 (3H, s), 1,35
(3H, s), 1,87 (1H, dt, J = 15,0, 9,2 Hz), 2,03 (1H, dd, J = 13,9, 9,2 Hz), 2,13 (3H, s), 2,13-2,19 (1H, m), 2,36 (1H,
dd, J=13,9, 3,4 Hz), 2,39 (1H, dd, J = 12,2,2,1 Hz), 2,42-2,51 (1H, m), 2,49 (1H, dd, J = 12,4, 10,9 Hz), 2,69 (1H,
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d, J =2,7 Hz), 2,72 (3H, s), 3,06 (1H, dd, J = 9,7,3,1 Hz), 3,54 (1H, cd, J = 7,0, 2,0 Hz), 3,76-3,80 (1H, m), 4,07-
4,14 (1H, m), 4,31 (1H, d, J = 4,1 Hz), 5,52 (1H, dd, J = 15,5, 8,7 Hz), 5,60 (1H, ddd, J = 15,1, 9.4, 3,4 Hz), 5,71
(1H, d, J = 8,4 Hz), 6,63 (1H, s), 6,99 (1H, s); EMBR (IEN) calc. para C,;H3;)NOsSNa [M+Na+] 528,2, encontrado
528,2.

JOH  TrisNHNH,
\ EtaN

CICH,CH,CI
50 °C (70%)

Compuesto 52

A una solucién de 50 (1,7 mg, 3,4 umol) y TrisNHNH, (40,1 mg, 0,134 mmol) en CICH,CH,Cl1 (0,8 ml) a 50°C se
le afiadié Et;N (18,7 ul, 0,134 mmol). La reaccion se controlé por HPTLC (hexano/EtOAc = 1/2). Después de agitar
durante 4 h, la mezcla se enfri6 a ta, se diluyé con EtOAc y se filtr6 a través de una capa de gel de silice, que se aclaré
con EtOAc. Después de la concentracion, el residuo se purificé por TLC preparativa (hexano/EtOAc= 1/2), dando 52
(1,2 mg, 2,4 umol, al 70%) en forma de un sélido de color blanco.

'H RMN (400 MHz, CDCl;): § 0,95 (3H, d, J = 7,1 Hz), 1,04 (3H, s), 1,11 (3H, d, J= 7,0 Hz), 1,28 (3H, s), 1,37
(3H, s), 1,35-1,44 (1H, m), 1,45-1,59 (4H, m), 1,71 -1,82 (2H, m), 1,86 (1H, dt, J = 15,3, 9,5 Hz), 2,10 (1H, dd, J =
15,3, 3,6 Hz), 2,13 (3H, s), 2,40 (1H, dd, J = 12,5, 2,5 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 12,5,11,0 Hz), 2,74 (3H, s), 2,80 (1H, s
a, OH), 3,07 (1H, dd, J = 10,3, 3,3 Hz), 3,34 (1H, cd, J = 7,0, 1,0 Hz), 3,89 (1H, s a, OH), 4,03-4,09 (1H, m), 4,12-
4,17 (1H, m), 5,69 (1H, d, J = 9,1 Hz), 6,63 (1H, s), 7,00 (1H, s); EMBR (IEN) calc. para C,;H;;NOsSNa [M+Na+]
530,3, encontrado 530,2.

~]

TI’iSNHNHz OH
EtzN (o) 3
-_

CICHCH,Cl

50 °C (71%)

Compuesto 51

A una solucién de 49 (0,7 mg, 1,38 umol) y TrisNHNH, (20,6 mg, 69 umol) en CICH,CH,ClI (0,4 ml) a 50°C
se le afladié Et;N (9,6 ul, 69 umol). La reaccién se controlé por HPTLC (hexano/EtOAc = 1/2). Después de agitar
durante 6 h, la mezcla se enfri6 a ta, se diluy6 con EtOAc y se filtrd a través de una capa de gel de silice, que se aclard
con EtOAc. Después de la concentracidn, el residuo se purificé por TLC preparativa (hexano/EtOAc= 1/2), dando 51
(0,5 mg, 0,985 umol, al 71%) en forma de un sélido de color blanco. Los datos espectrales de 51 eran idénticos a los
indicados en EpoB.

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ejemplo 2

ES 2336937 T3

Estrategias sintéticas alternativas para sintetizar intermedios de epotilonas

Los siguientes ejemplos ofrecen procedimientos para preparar los diversos intermedios en la sintesis de andlogos

de epotilona.

Optimizacion de las Sintesis de 9,10-deshidroEpotilonas

Ejemplo 1

Ejemplo 2

g

peryodinano de
Dess-Martin
—

95%

Reducciones de Noyori

TESCI

imidaz.

85%

4

61

62, 36%

Zn, l-BuO
-40°C, 87%

TBS

100

64 (10% en mol)
—> {-BuO

MeOH/HCI

Ho, 8273,71 kPa

69%

58

A

60, mezcla 1:1 de diastereémeros

NaBHy, acido L-tartarico
OBr  _40°c, THF, 24 h

63, 19%

65

61
OH TBS OHQH OTBS
B Y Bh + tBuQ 3 Bn + SM(32%)

OO PhZRu(C
Ok

64

k)| EtsN
2
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Ejemplo 3

Reducciones de Noyori

-p H
f 1. TrocCl, pir,, 92% Troc
P K Bn . H ¥ OBn
: 2. p-TsOH-H;0, 76% :

32 67
Peryodinano de
t-BuOi H Troc Dess-Martin
-BuO Y Bn 74°% >
LDA, 80% £ °

68, mezcla 1:1 de diasteredmeros

Ph,

S|
Ru(ChL) | Et
Troc v 2| BN O OHQ OTroc
Phz (10% en mol) :
t-BuO Y ~OBn t-Bu ¥ OBn
: MeOH/HCI 70 :
69 Hp, 8273,71 kPa, 80%
?TES OTES
TESC, imidaz. TG 1. Zn, ACOH/THF, 99% i B3
———> {-BUO ~"~0Bn > £BU0 v"OBn
51% (aromatico al 77%) g 2. TBSOT(, 2,6-lutidina :
71 36

Ejemplo 4

Sintesis Alternativa de la Dicetona Clave

LDA, THF LDA, 40%
EtO + C » FEt
80% antl syn, 3. 8 1
72 73 3\/\ T75-anti
H"~"0Bn

< 3
TBSOTf
2,6-lutidina T8S
—_—> EtO Y "OBn------ > t-BuO Y
95% i uo& :
76 -8
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Ejemplo 5
Enfoque 1

Migracion-Descarboxilacion del Grupo Sililo

IR
OSiR'3

Dihidroxilacion

Asimétrica de
+ NaH TMSOTf Sharpless
B K S O
| I
. R™ RO
R” ™M 79 81
Enfoque 2
Descarboxilacion-Incorporacion del Grupo Sililo
NaH, THF . SiR'y  Dihidroxilacion
1 . 3
0°C; ;gulv de H Asimétrica de
_— OtBu ...--.?E)If.--., Sharpless
-Bu gocata [
82 | 1) TFA, CH.Cly
| 2) TESCI, pir.
CHLCl !
| 79a,rendimiento del 50% 80a 81a
78a
Ejemplo 6
Enfoque Auxiliar de Evans a la Sintesis de 2-Hidroxicetona
bromuro de alilo, In SOCly, pir. DIBAL, CH,C}
OEt  THF-H,0(31) OEt 85°C | OE! de -78°C a t.a.
Fc” 0 48 °C, 85% Fe T % FC 99% FC
82 8 X LTI 85
Lo LI e A
2, PPy HOAC-THF-H;O
Y, 3:1:1
CH,Ch FiC LHMDS, THF Bn 9% Bn||
68% ™ de -7985;:68 ta. Fal FC
86 87 83

AlMes, MeONHMe o

THF, de 0°C a t.a. TI MeMgBr, THF
—_— - _
97% 0°C, 53%
| aromatico al 73% |
FyC FiC
x x
89 90

60
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Ejemplo 7

Kowalsky - Enfoque de Sharpless a la Sintesis de 2-Hidroxicetona

Dihidroxilacion

1_).[“ H.MP?_ > Asimétrica de OH
i/c; 2) t-Buli, Sharpless __
o | |
F3C F3C
86 X 0 X
3) RsSiCl
Experimentos

2,2,2-Tricloroetil éster del 1-(2-benciloxi-1-metiletil)-5,5-diisopropoxi-2,4,4-trimetil-3-oxopentil éster del dcido car-
bonico (32a)

A una solucién de 7-benciloxi-5-hidroxi-1,1-diisopropoxi-2,2,4,6-tetrametilheptan-3-ona 32 (1,0 g, 2,4 mmol)
y piridina (0,8 ml, 7,3 mmol) en CH,Cl, (10,0 ml) a 0°C se le afiadié cloroformiato de 2,2,2-tricloroetilo (668,0
11, 4,9 mmol) y después la mezcla se dejé calentar a ta. Después de 1 h, la mezcla de reaccién se inactivé con
salmuera y después se extrajo con CH,Cl,. Las fases organicas combinadas se secaron sobre MgSQO, y se concentraron
a presion reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrdpida (gradiente de hexano a 93:7 de
hexano/EtOAc), dando 32a (1,285 g, al 92%) en forma de un aceite transparente: 'H RMN (400 MHz, CDCl,): 6 1,03-
1,09 (m, 12H), 1,15 (d, J = 1,8 Hz, 3H), 1,17 (d, J/ = 1,9 Hz, 3H), 1,19-1,21 (m, 6H), 1,97-2,11 (m, 1H), 3,2 (dd, J =
6,2y 9,0 Hz, 1H), 3,54 (dd, J = 4,8 y 9,1 Hz, 1H), 3,57-3,60 (m, 1H), 3,82 (cd, J = 3,6 y 5,9 Hz, 2H), 4,47 (s, 2H),
4,57 (s, 1H), 4,72 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,81 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 5,08 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 7,29-7,35 (m, 5H); 1*C
RMN (100 MHz, CDCl;): § 11,9, 15,0, 18,8,21,4, 21,7, 22,3, 23,2, 23,4, 35,7, 42,5, 53,4, 53,9, 69,4, 70,9, 71,4, 73,3,
81,3,94,7,103,4, 127,5, 127,6, 128,2, 138,2, 154,0, 215,6; IR (pelicula, NaCl, cm™") 2966, 1760, 1698, 1247; EMBR
(IEN) calc. para C,;H4, 0,ClsNa[M+Na*] 605,2, encontrado 605,2; [a]*p =-20,4 (c= 1,0, CHCl;).

2,2,2-Tricloroetil éster del 1-(2-benciloxi-1-metiletil)-2,4,4-trimetil-3,5-dioxopentil éster del dcido carbonico (67)

A una solucién de 32a (1,28 g, 2,25 mmol) en 4:1 de THF/H,O (25 ml) se le afiadié p-TsOH (111,0 mg, 0,6
mmol). Después de calentar a 70°C durante 5 h, la mezcla de reaccién se vertié en una solucién ac. sat. enfriada
(0°C) de NaHCOs; (12 ml) y después se extrajo con EtOAc. Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con salmuera,
se secaron sobre MgSQO, y se concentraron a presion reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia
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ultrarrdpida (gradiente de hexano a 84:16 de hexano/EtOAc), dando 67 (793,2 mg, al 76%) en forma de un aceite
transparente: "H RMN (400 MHz, CDCl5): 6 0,90 (d, J = 5,8 Hz, 3H), 1,0 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 1,24 (s, 6H), 1,97-2,04
(m, 1H), 3,24 (dd, J = 4,8 y 9,2 Hz, 1H), 3,34 (m, 1H), 3,42 (dd, J = 5,8 y 9,2 Hz, 1H), 4,35 (d, J = 11,9 Hz, 1H),
439 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,64 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,69 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,96 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 7,19-7,28
(m, 5H), 9,49 (s, 1H); *C RMN (100 MHz, CDCl,): -12,0, 14,8, 19,5, 19,6, 35,4, 43,3, 60,9, 71,1, 73,3, 80,37,94,5,
127,7,127,8, 128,3, 1379, 154,1, 201,0, 210,1; IR (pelicula, NaCl, cm™") 2973, 2880, 1758, 1701, 1453, 1380, 1248;
EMBR (IEN) calc. para C,;H,;04Cl;Na [M+Na+] 503,0, encontrado 503,0; [«]®, =-18,5 (¢ = 0,8, CHCl5).

Ester terc-butilico del dcido 9-benciloxi-4,4,6,8-tetrametil-3,5-dioxo-7-(2,2,2-tricloroetoxicarboniloxi)-nonanoico
(69)

A una solucién de LDA (1,17 mmol, 0,3 M en Et,0) a -78°C se le afiadid acetato de t-butilo (1,0 mmol, 135,0
wul). Después de 30 min, se afiadié lentamente una solucién de 67 (464,0 mg, 1 mmol) en Et,O (2 ml) durante 15 min.
Después de agitar durante 1 h, la reaccién se interrumpié con una solucién ac. sat. de NH,Cl y después se extrajo
con EtOAc. Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO, y se concentraron a
presién reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrdpida (gradiente de hexano a 86:14 de
hexano/BtOAc), dando 68 (mezcla epimérica 1:1, 461,4 mg, al 80%) en forma de un aceite transparente: '"H RMN
(400 MHz, CDCl,): 6 0,87 (d, J = 5,3 Hz, 3H), 0,89 (d, J = 5,5 Hz, 3H), 1,02-1,10 (m, 18H), 1,38 (s, 18H), 1,97-2,2
(m, 2H), 2,27-2,31 (m, 2H), 3,22-3,27 (m, 3H), 3,39-3,48 (m, 5H), 4,03-4,06 (m, 1H), 4,11-4,14 (m, 1H), 4,38-4,45
(m, 4H), 4,58-4,73 (m, 4H), 4,97 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 5,02 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,18-7,27 (m, 10H); *C RMN (100
MHz, CDCl;): 6 11,9, 12,7, 14,9, 15,2, 18,7, 19,3, 21,4, 21,6, 28,0, 35,6, 37,4, 41,7, 42,0, 51,8, 51,9, 71,3, 71,3, 72,5,
73,0, 73,3, 73,3, 80,6, 81,2, 81,3, 94,6, 127.5, 127,7, 127,8, 128,3, 138,0, 138,1, 154,0, 154,1, 172,3, 172,4, 216,0,
216,3; IR (pelicula, NaCl, cm™) 3509, 2975, 1759, 1707, 1368, 1248, 1152; EMBR (IEN) calc. para C,;H3,04Cl;Na
[M+Na+] 619,1, encontrado 619,2.

A una solucién a 0°C de 68 (350,0 mg, 0,6 mmol) en CH,Cl, (10 ml) se le afiadié peryodinano de Dess-Martin
(398,0 mg, 0,9 mmol). La mezcla se agit6 a ta durante 1 h y después se vertié en una mezcla bien agitada 1:1 de
Na,S,0; sat./NaHCOs; sat. Las fases se separaron después de 30 min. La fase acuosa se extrajo tres veces con Et,O. Los
extractos organicos combinados se lavaron con NaHCO; sat. y salmuera, se secaron sobre MgSO, y se concentraron al
vacio. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrdpida (gradiente de hexano a 91:9 de hexano/EtOAc),
dando 69 (258,4 mg, al 74%) en forma de un aceite transparente: '"H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 0,80 (d, J = 6,9 Hz,
3H), 0,87 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 1,13 (s, 3H), 1,19 (s, 3H), 1,23 (s, 9H), 2,04-2,12 (m, 1H), 3,09-3,28 (m, 5H), 4,23
(s, 2H), 4,48 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,55 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,79 (dd, J = 4,6 y 7,3 Hz, 1H), 7,04-7,13 (m, 5H);
3C RMN (100 MHz, CDCl,): 6 11,7, 14,6, 20,7, 21,5, 27,9, 35,5, 42,2, 43,4, 63,3, 71,3, 73,3, 79,9, 81,5, 90,5, 94,5,
127,6, 127,7, 128,2,138,0,154,0, 166,2, 202,9, 210,0; IR (pelicula, NaCl, cm™") 2977, 1758, 1697, 1368, 1248, 1154,
EMBR (IEN) calc. para C,;H;;04Cl;Na [M+Na+] 617,1, encontrado 617,1; []®, =-49,1 (c = 0,9, CHCl5).

Ester terc-butilico del dcido 9-benciloxi-3-hidroxi-4,4,6,8-tetrametil-5-oxo-7-(2,2,2-tricloroetoxicarboniloxi)-nona-
noico (70)

Una linea de autoclave se carg6 con catalizador (R)-RuBINAP (16,8 mg, 10,0 umol). Se afiadié HC1 (555 pl, 0,2
N en MeOH) y después la mezcla se sonicé durante 15 s. Después, se ailadi6 una solucién de 69 (59,4 mg, 0,1 mmol)
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en MeOH (555 pul) y la mezcla se transfiri6 a un aparato Parr. El recipiente se purgd con H, durante 5 min y después
se presuriz6 a 8273,71 kPa (1200 psi). Después de 17 h, la reaccién volvié a presién atmosférica y se vertié en una
solucién ac. sat. de NaHCO;. La fase acuosa se extrajo tres veces con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados
se secaron sobre MgSO, y se concentraron a presioén reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia
ultrarrdpida (gradiente de hexano a 88:12 de hexano/EtOAc), dando 70 (pd > 20:1 como se determiné por el andlisis
de "HRMN) (47,6 mg, al 80%) en forma de un aceite transparente: 'H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 1,06 (d, J = 6,9 Hz,
3H), 1,11 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,14 (s,3H), 1,18 (s,3H), 1,47 (s, 9H), 2,05-2,12 (m, 1H), 2,35-2,40 (m, 1H), 3,31 -3,37
(m, 2H), 3,51-3,54 (m, 2H), 4,11 -4,14 (m, 1H), 4,46 (s, 2H), 4,72 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,80 (d, / = 11,9 Hz, 1H), 5,05
(dd, J=5,0y 6,7 Hz, 1H), 7,27-7,35 (m, 5H); *C RMN (100 MHz, CDCl,): § 12,0, 15,0, 19,3, 21,7, 28,0, 35,6, 37,5,
41,7, 51,8, 71,3, 73,0, 73,3, 80,6, 81,3, 94,7, 127,5, 127,7, 128,3, 138,2, 154,1, 172.,4, 216; IR (pelicula, NaCl, cm™)
3849, 2974, 2879, 1758, 1701, 1454, 1368, 1248, 1152, 926, 734; EMBR (IEN) calc. para C,;H30O3Cl;Na [M+Na+]
619,1, encontrado 619,2; [@]*p =-13,0 (c = 0,4, CHCI,).

-BuO

Ester terc-butilico del dcido 9-benciloxi-4,4,6,8-tetrametil-5-oxo-7-(2,2,2-tricloroetoxicarboniloxi)-3-(trietilsilani-
loxi)-nonanoico (71)

A una solucién de 70 (37,6 mg, 6,3 umol) e imidazol (9,4 mg, 13,8 umol) en DMF (0,4 ml) a 0°C se le afadi6
TESCI (11,6 ul, 69,3 umol). Después de 3 h, la mezcla se diluyé con NaHCO; ac. sat. La fase acuosa se extrajo
tres veces con hexanos. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO, y se
concentraron a presion reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida (gradiente de hexano
a 93:7 de hexano/EtOAc), produciendo, por orden de elucién, 71 (22,9 mg, al 51%), y 70 recuperado (12,9 mg, al
34%) en forma de aceites transparentes. 7: 'H RMN (400 MHz, CDCl5): 6 0,66 (c, J = 7,9 Hz, 6H), 0,96 (t, J = 7,9 Hz,
9H), 1,01 (s, 3H), 1,05 (d, J = 5,2 Hz, 3H), 1,07 (d, /= 5,3 Hz, 3H), 1,35 (s, 3H). 1,44 (s, 9H), 2,05-2,11 (m, 2H), 2,50
(dd, J=3,5y 17,2 Hz, 1H), 3,35 (dd, J =5,9y 9,0 Hz, 1H), 3,49 (dd, J=4,0y 9,0 Hz, 1H), 3,53 (dd, /=3,8 y 6,7 Hz,
1H), 4,18 (dd, J = 3,5y 6,5 Hz, 1H), 4,45 (s, 2H), 4,65 (d, /= 11,9 Hz, 1H), 4,79 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,97 (dd, J =
3,7y 8,1 Hz, 1H), 7,29-7,52 (m, 5H); *C RMN (125 MHz, CDCl;): 6 5,3, 7,3, 10,9, 14,9, 21,3, 22,6, 28,4, 35,9, 41,1,
42,7,53,7,71,9,73,7, 75,7, 80,1, 80,9, 95,1, 127,9, 128,0, 128,7, 138,6, 154,3, 171,7,215,7; IR (pelicula, NaCl, cm™")
2956, 2876, 1732, 1694, 1456, 1366, 1257, 1154, 1098, 988, 835, 774, 741; EMBR (IEN) calc. para C;;Hs;O3SiCl;Na
[M+Na+] 733,2, encontrado 733,3. [@]®p =-16,1 (c = 0,1, CHCl;).

+BuO

7ta

Ester terc-butilico del dcido 9-benciloxi-3-(dietilmetilsilaniloxi)-7-hidroxi-4,4,6,8-tetrametil-5-oxo-nonanoico (71a)

A una solucién de 71 (22,9 mg, 3,2 umol) en 1:1 de THF/AcOH (1,4 ml) se le afiadié Zn (5,0 mg, 7,8 umol,
nanotamaiio). La mezcla se sonic6é durante 15 min. Se afladié mds cantidad de Zn (5,0 mg, 7,8 umol, nanotamafo)
seguido de sonicacién durante 15 min més. La suspension se filtr6 a través de una capa de celite que se lavo con EtOAc
varias veces. Los filtrados se lavaron con NaHCO; sat. y salmuera, se secaron sobre MgSO, y se concentraron al vacio.
El residuo en bruto se pasé a través de un lecho corto de gel de silice eluyendo con 4:1 de hexano/EtOAc, dando 17,1
mg (rendimiento del 99%) de 71a en forma de un aceite incoloro: 'H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 (m, 6H), 0,96 (t, J =
7,9 Hz, 9H), 0,97 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,05 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,11 (s, 3H), 1,26 (s, 3H), 1,44 (s, 9H), 1,84-1,90 (m,
1H), 2,21 (dd, J = 6,7 y 17,0 Hz, 1H), 2,36 (dd, J = 6,7 y 17,0 Hz, 1H), 3,24-3,29 (m, 1H), 3,44-3,52 (m, 2H), 3,67
(dd, J=3,9y 8,9 Hz, 1H), 4,36 (dd, J = 3,5y 6,5 Hz, 1H), 4,50 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 4,54 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 7,32-
7,36 (m, 5H); *C RMN (100 MHz, CDCl,): 6 5,0, 6,9, 9,7, 13,9, 20,2, 21,8, 28,0, 3 6,3, 40,8, 41,5, 53,7, 72,5, 72.9,
73,2, 73,6, 80,7, 127,4, 127,5, 128,2, 138,6, 171,0, 221,4; IR (pelicula, NaCl, cm™") 3502, 2959, 2875, 1731, 1683,
1456, 1366, 1154, 1098, 996, 739; EMBR (IEN) calc. para C;,H;,04SiCl;Na [M+Na+] 559,3, encontrado 559,3; [«]
BD =-41,0 (c = 0,4, CHCl,).
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Ester terc-butilico del dcido 9-benciloxi-7-(terc-butiidimetilsilaniloxi)-3-(dietilmetilsilaniloxi)-4,4,6,8-tetrametil-5-
oxo-nonanoico (36)

A una solucién de 71a (4,1 mg, 7,6 umol) y 2,6-lutidina (10,0 ul, 43,5 mmol) en CH,Cl, (0,2 ml) a -78°C se le
afiadi6 TBSOTT (10,0 ul, 85,8 mmol). Después de 2 h, se afladié mas cantidad de 2,6-lutidina (10,0 ul, 43,5 mmol)
y TBSOTT (10,0 ud, 85,8 mmol). Después de 6 h, la mezcla se diluyé con NaHCO; ac. sat. La fase acuosa se extrajo
tres veces con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO, y se
concentraron a presion reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida (gradiente de hexano
a 91:9 de hexano/EtOAc), dando 36 (5,4 mg, al 82%) en forma de un aceite transparente. Datos espectroscopicos de
acuerdo con los valores indicados.

OFEt

FaC
*™ OH

83

Alcohol 83

A una solucién de 4,4,4-trifluoroacetoacetato de etilo (24,0 ml, 0,164 mol) en THF-agua (3:1 = V:V, 320 ml) a
temperatura ambiente se le afiadieron bromuro de alilo (20,0 ml, 1,4 equiv.) e indio (polvo, malla de -100, 25 g, 1,3
equiv.) y la mezcla resultante se agit6 a 48°C durante 15 h. La mezcla de reaccién se enfri6 a temperatura ambiente, se
inactivé con HCI ac. 2 N (400 ml) y se extrajo con CH,Cl, (400 ml, 2 x 200 ml). Los extractos orgdnicos combinados
se secaron (MgSQ,), se filtraron y se concentraron al vacio. La cromatografia ultrarrapida (hexanos — 10:1 — 8:1 —
6:1 — 4:1 de hexanos-éter) dio el alcohol 83 en forma de un aceite transparente (31,64 g, rendimiento del 85%): IR
(pelicula) 3426 (m a), 2986 (m), 1713 (f), 1377 (m), 1345 (m), 1301 (m), 1232 (m), 1173 (s), 1095 (m), 1023 (m), 927
(m) cm™'; 'H RMN (400 MHz, CDCl,): 6 5,82 (m, 1 H), 5,15 (m, 3 H), 4,17 (m, 2 H), 2,59 (m, 1 H), 2,58 (d, J = 3,4
Hz, 2 H), 2,29 (dd, J = 14,2, 8,6 Hz, 1 H), 1,24 (t, J = 7,2 Hz, 3 H); *C RMN (100 MHz, CDCl;): § 172,08, 130,89,
125,65 (c, J =280 Hz), 120,27, 73,79 (c, J = 28 Hz), 61,55, 38,97, 35,65, 13,82; espectro de masas de alta resolucién
m/z 227,0895 [M+H)+; calc. para CoH,,O5F;: 227,0895].

| OEt

FsC

84

Ester 84
Una mezcla del alcohol 83 (16,71 g, 0,07386 mol) y piridina (15,0 ml, 2,5 equiv.) se enfri6 a -10°C y se tratd

lentamente con cloruro de tionilo (11,3 ml, 2,1 equiv.) durante 11 min. La mezcla resultante se calent6 a 55°C y se
agit6 durante 12 h. La mezcla de reaccién se enfrié a -5°C, se inactivé con agua (200 ml) y se extrajo con CH,Cl, (2 x
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200 ml, 2 x 150 ml). Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con NaHCO; saturado (2 x 200 ml), y salmuera
(200 ml), se secaron (MgSO,) y se concentraron al vacio. La cromatograffa ultrarrdpida (15:1 de pentano:éter) produjo
el éster 84 (11,90 g, rendimiento del 77%) en forma de un aceite de color amarillo: IR (pelicula) 2986 (d), 1731 (f),
1308 (f), 1265 (d), 1227 (m), 1197 (f), 1133 (f), 1025 (m), 920 (d), 896 (d) cm™'; 'H RMN (400 MHz, CDCL,): § 6,36
(s, 1 H), 5,79 (ddt, J = 16,9, 10,2,6,6 Hz, 1 H), 5,15 (dd, J = 17,1, 1,5 Hz, 1 H), 5,08 (dd, J = 10,0, 1,4 Hz, 1 H), 4,22
(c,J=7,1 Hz, 2 H), 3,44 (d, J =6,5 Hz, 2 H), 1,29 (t, J =7,1 Hz, 3 H); '*C RMN (100 MHz, CDCl;): 6§ 164,22, 143,37
(c,J =29 Hz), 132,71, 123,21 (¢, J = 274 Hz), 122,60 (c, J = 6 Hz), 117,32, 60,85, 30,54, 13,85; espectro de masas
de alta resolucién m/z 209,0788 [(M+H)*; calc. para CoH,,O,F;: 209,0789].

FsC

85

Alcohol 85

A una solucién enfriada (-75°C) del éster 84 (7,12 g, 0,0342 mol) en CH,Cl, (120 ml) se le afiadi6 una solucién
de DIBAL-H (75 ml, 2,2 equiv.) en CH,Cl, (1,0 M) y la mezcla resultante se calent6 a temperatura ambiente durante
3 h. La mezcla de reaccién se enfri6 a 0°C, se inactivé con NH,Cl saturado (12 ml) y se agité a temperatura ambiente
durante 20 min. La mezcla de reaccion se diluyé con éter (200 ml), se secé (MgSO,) y se concentrd al vacio. La
cromatografia ultrarrdpida (3:1 — 1:1 de pentano:éter) proporcion6 el alcohol 85 (5,68 g, al 99%) en forma de un
aceite transparente: IR (pelicula) 3331 (f a), 2929 (m), 1642 (m), 1445 (m), 1417 (d), 1348 (f), 1316 (f), 1217 (f), 1175
(), 1119 (f), 1045 (m), 985 (), 921 (m), 831 (d) cm™'; '"H RMN (400 MHz, CDCl;): § 6,33 (td, J = 6,1, 1,6 Hz, 1 H),
5,75 (ddt, J = 17,2, 10,0, 6,2 Hz, 1 H), 5,07 (m, 2 H), 4,29 (ddd, J = 6,3, 4,3, 2,1 Hz, 2 H), 2,95 (d, J/ = 6,2 Hz, 2 H);
3C RMN (100 MHz, CDCls): § 134,45 (c, J = 6 Hz), 133,38, 127,97 (c, J = 29 Hz), 123,76 (¢, J = 271 Hz), 116,25,
57,87, 29,79.

F3C

86

Yodouro 86

Una solucién enfriada (0°C) del alcohol 85 (5,97 g, 0,0358 mol) en CH,Cl, (50 ml) se traté con PPh; (11,17 g, 1,2
equiv.), imidazol (3,55 g, 1,5 equiv.) e I, (9,10 g, 1,1 equiv.) y la mezcla resultante se agité a 0°C durante 10 min. La
mezcla de reaccion se inactivé con Na,S,0; saturado-NaHCO; saturado (1:1 = V:V, 200 ml) y se extrajo con pentano
(3 x 200 ml). Los extractos orgénicos combinados se lavaron con Na,S,0; saturado-NaHCO; saturado (1:1 = V:V, 200
ml), y salmuera (100 ml), se secaron (MgSQO,) y se concentraron al vacio. La cromatografia ultrarrapida (pentano) dio
el yoduro 86 (6,69 g, al 68%) en forma de un aceite de color rojo palido: (IR: pelicula) 3083 (d), 2982 (d), 1636 (d),
1558 (d), 1456 (d), 1367 (d), 1317 (f), 1216 (m), 1181 (f), 1151 (f), 1120 (f), 989 (m), 921 (m), 896 (m) cm™'; 'H
RMN (400 MHz, CDCl,): 6 6,45 (td, J = 8,9, 1,5 Hz, 1 H), 5,79 (ddt, J = 16,8, 10,3, 6,2 Hz, 1 H), 5,12 (m, 2 H), 3,85
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(ddd, /=89, 2,9, 1,4 Hz, 2 H), 3,00 (dt, J = 6,1, 1,4 Hz, 2H); *C RMN (100 MHz, CDCl;): 132,42, 131,64 (c, J =
6 Hz), 129,63 (c, J =29 Hz), 123,64 (c, J = 272 Hz), 117,00, 29,32, -4,27; espectro de masas de baja resolucién m/z
298,7 [(M+Na)+; calc. para C;HgF;INa: 299,0].

XA o
;Bn |
F;C
88 X

a-Hidroxioxazolidinona 88

A una solucién enfriada (-78°C) de 4-bencil-3-hidroxi acetil-oxazolidin-2-ona protegida por TES 7 (16,28 g, 1,92
equiv.) en THF (160 ml) se le afadié gota a gota una solucién de LHMDS (42,0 ml, 1,73 equiv.) en THF (1,0 M)
durante 51 min y la mezcla resultante se agit6 a -78°C durante 35 min. La mezcla de reaccién se trat6 con una solucién
del yoduro 86 (6,69 g, 24,2 mmol) en THF (10 ml) y la mezcla resultante se dejé calentar a temperatura ambiente
lentamente durante una noche. La mezcla de reaccién se inactivé con NaHCO; saturado (200 ml) y se extrajo con
EtOAc (3 x 200 ml). Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con NH,Cl saturado (150 ml) y salmuera (150
ml), se secaron (MgSO,) y se concentraron al vacio. La cromatografia ultrarrdpida (6:1 — 3:1 de hexanos-EtOAc)
proporciond una mezcla de productos de alquilacién (13,6 g) que se usaron para la siguiente reaccion sin purificacién
adicional. Una solucién de los productos de alquilaciéon en HOAc-agua-THF (3:1:1 = V:V:V, 200 ml) se agit6 a
temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccién se concentrd al vacio para retirar HOAc, se inactivé con
NaHCO; saturado (400 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Los extractos orgdnicos combinados se secaron
(MgSOQ,) y se concentraron al vacio. La cromatografia ultrarrdpida (3:1 — 2:1 de hexanos:EtOAc) proporciond la a-
hidroxioxazolidinona 88 (7,55 g, rendimiento del 81% en dos etapas) en forma de un aceite transparente: [a]p> - 48,2
(c 1,08, CHCl;); IR (pelicula) 3486 (f a), 3030 (m), 2983 (f), 2925 (m), 1790 (f), 1682 (f), 1481 (m), 1393 (m), 1360
(m), 1217 (m), 1171 (m), 1113 (m), 992 (m), 919 (m), 847 (d) cm™'; '"H RMN (400 MHz, CDCl;): 6§ 7,32 (m, 3 H),
7,17 (m, 2 H), 6,33 (td, J = 7,2, 1,5 Hz, 1 H), 5,77 (ddt, J = 16,6, 10,1, 6,2 Hz, 1 H), 5,08 (m, 3 H), 4,74 (ddt, J =
4,8,3,7,4,4 Hz, 1 H), 4,33 (dd, J = 8,6, 8,6 Hz, 1 H), 4,26 (dd, J =9,2, 3,4 Hz, 1 H), 3,42 (d a, /= 6,4 Hz, 1 H), 3,24
(dd, J =135, 3,4 Hz, 1 H), 2,99 (m, 2 H), 2,79 (dd, J = 13,5, 9,4 Hz, 1 H), 2,70 (m, 1 H), 2,50 (m, 1 H); *C RMN
(125 MHz, CDCl;): 6 173,93, 153,05, 134,43, 133,64, 129,98 (c, J = 6 Hz), 129,82 (c, J = 28 Hz), 129,29, 120,01,
127,58, 124,00 (c, J = 272 Hz), 116,34, 69,60, 67,31, 54,95, 37,78, 32,29, 29,84; espectro de masas de alta resolucién
m/z 384,1421 [(M+H)"; calc. para C;yH, NO4F;: 384,1423].

a-Hidroxiamida 89

Una suspensién de (MeO)NHMe-HCI (10,1 g, 5,25 equiv.) en THF (100 ml) a 0°C se traté gota a gota con una
solucién de AlMe; (50 ml, 5,1 equiv.) en tolueno (2,0 M) y la solucidén transparente resultante se agité a temperatura
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ambiente durante 34 min y después se afiadié a una solucién enfriada (0°C) de la a-hidroxioxazolidinona 88 (7,55
g, 19,7 mmol) en THF (70 ml). La mezcla resultante se calentd a temperatura ambiente y se agité durante 12 h. La
mezcla de reaccidn se enfrié a 0°C, se inactivo por la adicién lenta de dcido tartdrico ac. 1 N (100 ml), se agitd a
temperatura ambiente durante 25 min y se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Los extractos orgdnicos combinados se
secaron (MgSQ,) y se concentraron al vacio. La cromatografia ultrarrapida (2:1 — 1:1 de hexanos:EtOAc) dio la a-
hidroxiamida 89 (5,12 g, rendimiento del 97%) en forma de un aceite transparente: [a]p* -57,2 (¢ 1,03, CHCly); IR
(pelicula) 3432 (f a), 3084 (d), 2980 (m), 2943 (m), 1652 (f), 1464 (m), 1373 (m), 1318 (m), 1214 (m), 1171 (m),
1112(m), 991 (m), 919 (m), 818 (d) cm™!; '"H RMN (400 MHz, CDCly): 6 6,32 (td, J = 7,3, 1,5 Hz, 1 H), 5,74 (ddt, J
=16,9, 10,3, 6,1 Hz, 1 H), 5,05 (m, 2 H), 4,43 (dd, J = 7,6, 3,5 Hz, 1 H), 3,70 (s, 3 H), 3,35 (s a, 1 H), 3,24 (s, 3 H),
2,94 (d, J = 6,1 Hz, 2 H), 2,59 (m, 1 H), 2,36 (m, 1 H); *C RMN (100 MHz, CDCIl;): 6 173,43, 133,68, 130 59 (c, J =
6 Hz), 129,25 (c, J =28 Hz), 124,05 (¢, J =271 Hz), 116,17, 67,57, 61,44, 32,56, 32,38, 29,75; espectro de masas de
alta resolucién m/z 268,1161 [(M+H)*; calc. para C,;H;NO;F;: 268,1161].

FsC
90

a-Hidroxicetona 90

A una solucién enfriada (0°C) de la a-hidroxiamida 89 (4,87 g, 18,2 mmol) en THF (150 ml) se le afadié una
solucién de MeMgBr (75 ml, 12 equiv.) en éter (3,0 M). Después de 5 min, la mezcla de reaccién se inactivé con
NH,CI saturado (250 ml) y se extrajo con EtOAc (5 x 200 ml). Los extractos orgdnicos combinados se secaron
(MgS0O,) y se concentraron al vacio. La cromatografia ultrarrdpida (4:1 — 2:1 — 1:2 de hexanos:EtOAc) proporciond
la a-hidroxicetona 90 (2,16 g, rendimiento del 53%, rendimiento del 73% basado en el material de partida recuperado)
en forma de un aceite y el material de partida a-hidroxiamida 89 (1,30 g, rendimiento del 27%): [a]p> +58,5 (c 1,30,
CHCL,); IR (pelicula) 3460 (f a), 3085 (d), 2984 (m), 2926 (m), 1716 (f), 1679 (m), 1641 (m), 1417 (m), 1361 (m),
1319 (s), 1247 (m), 1216 (f), 1172 (f), 1113 (f), 1020 (m), 994 (m), 968 (d), 919 (m) cm™'; 'H RMN (500 MHz,
CDCly): 6 6,21 (t, J=7,0 Hz, 1 H), 5,75 (ddt, J = 16,7, 10,4, 6,2 Hz, 1 H), 5,07 (m, 2 H), 4,26 (dt, J = 7,1, 4,5 Hz,
1 H), 3,51 (d, J = 4,7 Hz, 1 H), 2,96 (d, J = 6,1 Hz, 2 H), 2,66 (m, 1 H), 2,42 (m, 1 H), 2,19 (s, 3H); *C RMN
(100 MHz, CDCls): 6 208,53, 133,43, 129,80 (c, J = 28 Hz), 129,76 (¢, J = 6 Hz), 123,85 (c, J = 271 Hz), 116,32,
75,36, 31,22, 29,81, 25,11; espectro de masas de alta resolucién m/z 223,0945 [(M+H)+; calc. para C,yH;;NO,F;:
223,0946].

Ejemplo 8

Enfoque de Oxidacion Asimétrica Catalitica

1)/ﬁ\/ﬁ\ 82
Ot-Bu 1) HMPA, TMSI, CH,Cl, OH

‘ NaH, THF
e -
F3C i; Z::é::ooogffu;':' | 2) 0s0, al 10% en mol, AD Miix-a I
™ al 81% en tres etapas FaC MeSO,NH,. t-BUOH-H,0 FsC
al 38% en dos etapas
x S
86 93 90 (79% de ee)
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Ejemplo 9

Sintesis de 21-amino-26-trifluoro-(E)-9,10-deshidro-dEpoB

OH

OH

H HCHO (ac) NaBHJCN
CHaCN, AcOH, 83%

Compuesto 98

A una solucién de 59 (50,4 mg, 90,1 umol) en THF (1 ml) se le afadié (PhO),PON; (27,2 ul, 126 umol) a 0°C.
Después de agitar a 0°C durante 5 min, se afiadi6 DBU (16,2 ul, 108 umol). Después de agitar a 0°C durante 2 h, la
mezcla se agité a ta durante 20,5 h. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc y se inactivd mediante la adicién
de agua (2 ml). Después de que las fases se separaran, la fase acuosa se extrajo con EtOAc (tres veces), y las fases
orgdnicas combinadas se secaron sobre Na,SO,. Después de la concentracion, el residuo se sec6 a alto vacio durante
10 min para retirar DBU. La purificacién por cromatografia en columna ultrarrapida (SiO,, hexano/EtOAc = 3:2) dio
la azida 98 (45,6 mg, 78,0 umol, al 87%) en forma de un sélido incoloro; "H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 1,05 (3H, s),
1,12 3H, d, /= 7,0 Hz), 1,23 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,33 (3H, s), 2,01 (1H, d, J = 5,5 Hz, OH), 2,17 (3H, s), 2,25-2,35
(1H, m), 2,41 (1H, dd, J = 15,5, 3,2 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 15,5, 9,5 Hz), 2,54-2,60 (1H, m), 2,66 (1H, d, J = 6,0 Hz),
2,65-2,76 (1H, m), 2,96 (1H, dd, J = 16,0, 4,2 Hz), 3,03 (1H, dd, J = 16,1, 6,7 Hz), 3,11 (1H, quintuplete, J = 6,8 Hz),
3,71-3,76 (1H, m), 4,31 (1H, ddd, J =9,2, 5,9, 3,2 Hz), 4,65 (2H, s), 5,43 (1H, dd, J = 6,0, 4,3 Hz), 5,58 (1H, ddd, J
=158, 6,4, 4,6 Hz), 5,66 (1H, dd, J = 15,8, 6,1 Hz), 6,23 (1H, t, J = 7,3 Hz), 6,63 (1H, s), 7,18 (1H, s); EMBR (IEN)
calc. para C,;H;5F;N,OsSNa [M+Na*] 607,2, encontrado 607,2.

68



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2336937 T3

96

Compuesto 96

A una solucién de la azida 98 (21,0 mg, 35,9 umol) en THF (0,6 ml) se le afiadi6 PMe; (1,0 M en THF, 43,1
ul, 43,1 umol). Después de agitar a ta durante 2 min, se afiadié agua (0,1 ml) y la mezcla se agité a ta durante 3 h.
Se afadié PMe; (1,0 M en THF, 7,2 ul, 7,2 umol) y la mezcla se agit6 a ta durante 1,5 h. A la mezcla se le anadi6
NH,OH (ac.) al 28% (54,5 ul). Después de agitar durante 1 h, la mezcla se purificé directamente por TLC preparativa
(CH,Cl1,/MeOH = 100:7,5), dando la amina 96 (15,9 mg, 28,5 umol, al 79%) en forma de un sélido incoloro;

'"H RMN (400 MHz, CDCl,): 6 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J=7,0 Hz), 1,23 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,34 (3H, s), 2,12
(3H,d, J=0,7 Hz), 2,24-2,35 (1H, m), 2,39 (1H, dd, J = 15,4, 3,0 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 15,4, 9,8 Hz), 2,54-2,63 (1H,
m), 2,66-2,76 (1H, m), 2,97 (1H, dd, J = 16,2, 4,2 Hz), 3,03 (1H, dd, J = 16,3, 6,5 Hz), 3,10 (1H, quintuplete, J = 6,8
Hz), 3,74 (1H, dd, J = 6,7, 3,5 Hz), 4,18 (2H, s), 4,34 (1H, dd, J = 9,8, 2,9 Hz), 5,43 (1H, dd, J = 6,0, 4,3 Hz), 5,55-
5,64 (1H, m), 5,67 (1H, dd, J = 15,9,5,8 Hz), 6,24 (1H, ta, J = 7,3 Hz), 6,66 (1H, s), 7,10 (1H, s); EMBR (IEN) calc.
para C,;H33F3N,O5S [M+H+] 559,2, encontrado 559,2.

Compuesto 97

A una solucién de la amina 96 (15,9 mg, 28,5 umol) en CH;CN (0,78 ml) se le afiadi6 HCHO (ac.) al 37% (31,4
ul, 0,143 mmol) seguido de NaBH;CN (1,0 M en THF, 85,5 ul, 85,5 umol), y la mezcla se agit6 a ta durante 20
min. Se afiadi6 AcOH (1 gota), y la mezcla se agité a ta durante 40 min. La mezcla se purificé directamente por
TLC preparativa (CH,C1,/MeOH = 100:8), dando el material 97 (15,6 mg, 26,6 umol, al 93%) en forma de un sélido
incoloro; '"H RMN (400 MHz, CDCl,): 6 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,23 (3H, d, /= 6,8 Hz), 1,33 (3H, s),
2,17 (3H, s), 2,24-2,35 (1H, m), 2,43 (1H, dd, J = 15,7, 3,6 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 15,6, 9,1 Hz), 2,55-2,64 (2H, m,
incluyendo OH), 2,68-2,77 (1H, m), 2,80 (3H, s), 2,81 (3H, s), 2,92-3,06 (2H, m), 3,10 (1H, quintuplete, J = 6,8 Hz),
3,69-3,76 (1H, m), 4,25-4,34 (1H, m), 4,33 (2H, s), 5,42 (1H, t, J = 5,5 Hz), 5,57 (1H, dt, J = 15,8, 6,3 Hz), 5,66 (1H,
dd, J=15,7, 6,4 Hz), 6,22 (1H, ta, J = 7,2 Hz), 6,64 (1H, s), 7,30 (1H, s); EMBR (IEN) calc. para C,H,2F;N,0;S
[M+H+] 580,2, encontrado 580,2.
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59 R = OTs (94) o Cl (95)

Compuestos 94 y 95

A una mezcla de 59 (18,9 mg, 33,8 umol) y Et;N (18,8 ul, 0,135 mmol) en CH,Cl, (1 ml) se le afiadieron TsCl
(12,9 mg, 67,5 umol) y DMAP (2,1 mg, 16,9 umol) a 0°C. Después de agitar a ta durante 1,5 h, la mezcla se diluy6 con
EtOAc y se filtr6 a través de una capa de gel de silice (aclarado de EtOAc). Después de la concentracidn, el residuo se
purificé por TLC preparativa (hexano/EtOAc = 1:1), dando el tosilato 94 (8,5 mg, 11,9 umol, al 35%) y el cloruro 95
(4,3 mg, 7,44 umol, al 22%); ambos en forma de s6lidos incoloros;

Ts S
‘—<\

FsC

94

'"H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 1,06 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,23 (3H, d, J = 6,7 Hz), 1,33 (3H, s), 1,99
(1H, d, J = 5,5 Hz), 2,10 (3H, s), 2,25-2,34 (1H, m) 2,41 (1H, dd, J = 15,5, 3,3 Hz), 2,47 (3H, s), 2,48 (1H, dd, J
= 15,7, 9,4 Hz), 2,51-2,63 (1H, m), 2,63 (1H, d, J = 6,1 Hz, OH), 2,64-2,75 (1H, m), 2,91-3,05 (2H, m), 3,10 (1H,
quintuplete, J = 6,8 Hz), 3,70-3,75 (1H, m), 4,30 (1H, ddd, J = 9,3, 6,1, 3,2 Hz), 5,32 (2H, s), 5,41 (1H, dd, J = 5,8,
4,5Hz), 5,57 (1H, ddd, J = 15,8, 6,4, 4,6 MHz), 5,65 (1H, dd, J = 15,8, 6, 0 Hz), 6,21 (1H, t, J = 7,1 Hz), 6,59 (1H, s),
7,18 (1H, s), 7,37 (2H, d, J = 8,1 Hz), 7,84 (2H, d, J = 8,3 Hz); EMBR (IEN) calc. para C;,H,,F;NOgS,Na [M+Na*]
736,2, encontrado 736,3.
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'"H RMN (400 MHz, CDCl;): 6 1,06 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 6,9 Hz), 1,23 (3H, d, J = 6,7 Hz), 1,34 (3H, s), 2,00
(1H, d, J=5,6 Hz, OH), 2,15 (3H, s), 2,25-2,35 (1H, m), 2,41 (1H, dd, J = 15,5, 3,2 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 15,5, 9,4
Hz), 2,53-2,62 (1H, m), 2,69 (1H, d, J =6,1 Hz, OH), 2,66-2,76 (1H, m), 2,92-3,05 (2H, m), 3,11 (1H, quintuplete, J
= 6,4 Hz), 3,70-3,76 (1H, m), 4,32 (1H, ddd, J = 9,2, 5,9, 3,1 Hz), 4,85 (2H, s), 5,43 (1H, dd, J = 6,0, 4,4 Hz), 5,59
(1H, ddd, J =159, 6,4, 4,5 Hz), 5,66 (1H, dd, J = 15,9, 6,1 MHz), 6,23 (1H, t, J = 6,8 Hz), 6,63 (1H, s), 7,20 (1H, s);
EMBR (IEN) calc. para C»;H;5CIF;NOsSNa [M+Na*] 600,2, encontrado 600,2.

99

Compuesto 99

A una solucién de 59 (6,9 mg, 12,3 umol) en CH,Cl, (0,4 ml) se le afiadi6 MnO, activado (adquirido en Acros, 26,8
mg, 0,308 mmol). Después de agitar vigorosamente a ta durante 4 h, la mezcla se filtré a través de una capa de Celite,
que se aclar6 con EtOAc. Después de la concentracion, el residuo se purificé por TLC preparativa (hexano/EtOAc =
1:1), dando el aldehido 99 (2,7 mg, 4,84 umol, al 39%) en forma de un sélido incoloro;

'H RMN (400 MHz, CDCl,): 6 1,06 (3H, s), 1,13 (3H, d, J = 7,2 Hz), 1,24 3H,d, J = 6,9 Hz), 1,35 (3H, s), 1,96
(1H, d, J = 5,6 Hz, OH), 2,22 (3H, d, J = 0,7 Hz), 2,25-2,35 (1H, m), 2,44 (1H, dd, J = 15,4, 3,5 Hz), 2,46 (1H, d,
J =59 Hz, OH), 2,51 (1H, dd, J = 15,7, 9,3 Hz), 2,57-28 (1H, m), 2,68-2,79 (1H, m), 2,96-3,03 (2H, m), 3,10 (1H,
quintuplete, J = 6,8 Hz), 3,71-3,76 (1H, m), 4,31 (1H, ddd, J = 9.4, 6,3, 3,5 Hz), 5,45 (1H,t, J = 5,0 Hz), 5,53-5,63
(1H, m), 5,67 (1H, dd, J = 15,7, 6,2 Hz), 6,24 (1H, t, J = 6,6 Hz), 6,72 (1H, s), 7,57 (1H, d, J = 0,9 Hz), 10,01 (1H, d,
J=12Hz).

100

Compuesto 100

A una solucién del aldehido 99 (4,6 mg, 8,25 umol) en CH;CN (0,5 ml) a 0°C se le afiadi6 MeNH, (2,0 M en
THEF, 41,3 pl, 41,3 pumol). Después de agitar a 0°C durante 15 min, se afiadi6 NaBH;CN (1,0 M en THE, 25 g, 25
pmol). Después de agitar a 0°C durante 0,5 h, se afiadi6 AcOH (3 gotas). Después de agitar a 0°C durante 2 h, se
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afiadié NH,OH (ac.) al 28% (40 ul), y la mezcla se agité a ta durante 10 min. La mezcla se purificé directamente dos
veces por TLC preparativa (CH,Cl,/MeOH = 100: 9), dando 100 (2,4 mg, 4,19 umol, al 51%) en forma de un sélido
incoloro;

'"H RMN (400 MHz, CDCl,): 6 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,23 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,34 (3H, s), 2,13
(3H, s), 2,25-2,34 (1H, m), 2,39 (1H, dd, J = 15,3, 3,0 Hz), 2,49 (1H, dd, J = 15,3, 9,7 Hz), 2,56 (3H, s), 2,54-2,64
(1H, m), 2,66-2,75 (1H, m), 2, 89 (1H, d, J = 5,1 Hz), 2,94-3,05 (2H, m), 3,11 (1H, quintuplete, J = 6,8 Hz), 3,74 (1H,
dd, J=6,6,3,5Hz),4,08 (2H, s), 4,34 (1H, dd, J =9.6, 2,9 Hz), 5,43 (1H, dd, J = 6,2, 4,1 Hz), 5,56-5,63 (1H, m), 5,66
(1H, dd, J = 15,9, 5,7 Hz), 6,24 (1H, t, J = 7,3 Hz), 6,66 (1H, s), 7,11 (1H, s); EMBR (IEN) calc. para C,3HyF;N,05S
[M+H+] 573,3, encontrado 573,3.

Ejemplo 10
Andlogos de Epotilona que eliminan Tumores de Xenotrasplante a un Estado No Reincidible

Mediante una combinacién de sintesis quimica, modelado molecular y anélisis de espectroscopia se descubrié que
la introduccién de un enlace doble-E-9,10 (véase el compuesto 28 a continuacién) consigue potenciar aproximada-
mente 10 veces la potencia del fairmaco en experimentos de xenotrasplante con tumores MX-1 resistentes a fdrmacos
(A. Rivkin y col. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 2899; incorporado en el presente documento por referencia). Después
de la correlacion de experimentos in vitro € in vivo dirigidos a tipos de tumor MX-1, era evidente que 28 es intrinseca-
mente mas citotoxico que 2b. Sin embargo, otro factor contribuyente es que el resto lactona en la serie 9,10-dehidro es
significativamente mds estable en plasma de ratén y en seres humanos que en el caso de los congéneres 9,10-dehidro.
La suma de estos dos efectos complementarios era dar 28 capaz de conseguir la supresiéon completa del tumor en una
diversidad de xenotrasplantes a 3 mg/kg en lugar de un régimen de 30 mg/kg para 1.

—y =
~OH N OH
R
o 0
OH  Remet), cRR) OH Reme(ze), CF(20)| "

EpoB (2b) 12,13-desoxiEpoB (1) (£}.9,10-deshidro-12,13-desoxiEpoB (28)
26-F3-12,13-desoxiEpoB (2) 28-Fy+(E)-9,10-deshidro-12,13-desoxiEpoB (28)

Después de la suspension del tratamiento, reaparecen tumores palpables en alguna fraccion de los animales. Por
consiguiente, al menos hasta ahora, el compuesto 28 completamente sintético no retine completamente los patro-
nes rigurosos del indice terapéutico eficaz altamente favorable y la eliminacién de tumores a un estado no reincidi-
ble.

Estos descubrimientos dirigen la atencion hacia las consecuencias de sustituir los tres hidrégenos del grupo 26-
metilo del compuesto 28 por tres dtomos de flior. La incorporacién de los dtomos de flidor en este lado conduce a la
estabilidad mejorada del enlace doble - 12,13 con respecto a la oxidacién (Smart, B. E J. Fluorine Chem. 2001, 109,
3; incorporado en el presente documento por referencia). Experimentos anteriores sefialaron hacia alguna atenuacién
de la citotoxicidad sustituyendo grupos polares en el drea del enlace doble C12-C13 (A. Rivkin y col. J. Am. Chem.
Soc. 2003, 125, 2899; incorporado en el presente documento por referencia). En esta descripcion, se indica el des-
cubrimiento, mediante sintesis quimica total de las 9,10-dehidro-26-trifluoroepotilonas, centrdndose particularmente
sobre la tinica realizacién biolégica de estructura precursora 29.

La eficacia terapéutica de dEpoB (30 mg/kg), paclitaxel (20 mg/kg) y Fs;-deH-dEpoB (29, 20 y 30 mg/kg) frente
a xenotrasplantes MX-1 de carcinoma mamario humano en términos de desaparicion y recaida de tumores se estudio
detalladamente y los resultados se muestran en la Tabla 10-1. Cada grupo de dosis estaba compuesto por cuatro o
mads ratones desnudos. El peso corporal se refiere al peso total corporal menos el peso del tumor. Los tres compuestos
consiguieron la desaparicion del tumor. El dia 10 después la suspensién del tratamiento, reincidieron 5/10 (dEpoB),
2/7 (Paclitaxel) y 0/4 (compuesto 29) de los ratones. La observacién ampliada después de la suspension del tratamiento
con dosificaciones de 20 mg/kg de 29 demostr6 una ausencia prolongada de tumores hasta el dia 27 momento en el
que reincidieron 2 de 4 tumores de ratones. Extraordinariamente, el tratamiento con dosificaciones de 30 mg/kg de 29,
produjo la desaparicién completa del tumor y la ausencia de cualquier reincidencia durante mas de dos meses después
de la suspension del tratamiento.
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TABLA 10-1

Efecto terapéutico de dEpoB, Paclitaxel y F3-deH-dEpoB frente a xenotrasplante
MX-1 en ratones desnudos™

Farmaco Dosificacion Cambios de peso corporal (%) Sintumor  Reaparicion del
(mg/kg) Dia 4 Dia 8 después tumor el dia 10
después después de  infusidéni.v.- después de la

suspenderla  suspenderla  6h Q2Dx6  administracion
administracién _administracion

dEpoB (1) 30 -25 3 + 21 -9,1+4,1 10/10 5/10

Paclitaxel 20 -23,9+ 37 -8,7+0,7 7/7 2/7
Fs-deH-dEpoB 20 -22,4+0,6 -7,3+0,7 4/4 0/4 1°
(29) 30 271+£27 -174+55 4/4 0/4 1

[ E| dia 0 se implantaron S.C. 50 mg de tejido de xenotrasplante MX-1 de carcinoma mamario
humano.0. El tratamiento, Q2Dx 6 por infusién iv-6h, comenzé el Dia 8 y se suspendié el Dia 18.
[l Reaparicion de tumor detectable en 2/4 el dia 27 después de suspender el tratamiento. No
reaparecen mas tumores durante los dias 28 — 64 después de suspender el tratamiento.

I No reaparecen tumores durante 64 dias después de suspender el tratamiento cuando termina
el experimento.

La disminucién de la dosis de agente 29 a 10 mg/kg (Q2D) también conduce a la desaparicién del tumor MX-1,
pero se necesitaron nueve dosis para conseguir este resultado (Figuras 57, 58 y 59A). Como un desafio afadido, el
tratamiento quimioterapéutico se retrasé hasta que el tamafio del tumor alcanzé 0,5 g (~2,3% del peso corporal). El
tratamiento con dosificaciones de 25 mg/kg (Q2Dx7) de 29, causé la desaparicion de 4/4 de los tumores de ratén. En
cambio para dEpoB, se necesitaron dosificaciones de 30 mg/kg (Q2Dx8) para inducir la desaparicién de tumores en
3 de 4 ratones. Sin embargo, a diferencia del caso con 29, las desapariciones aparentes que se producen después del
tratamiento con dEpoB estaban sujetas a reincidencias con el tiempo (Figura 59B).

El hecho de que este agente 29 suprima completamente el crecimiento de xenotrasplantes de carcinoma mamario
humano MX-1, reduzca el tamafio de los tumores y los haga desaparecer durante hasta 64 dias es impresionante.
Ademds, después de las curaciones conseguidas por 29 (20 mg/kg o 30 mg/kg Q2Dx6, infusién i.v. - 6 h, Tabla 1,
anterior) el peso corporal de los xenotrasplantes volvié al nivel del control del pretratamiento entre los dias 12-18
después de la suspension del tratamiento. Estos resultados sugieren la ausencia de lesiones en los 6rganos vitales. A
una baja dosificacién curativa de 10 mg/kg, Q2DX12 (Figura 59B), la maxima disminucién de peso corporal era solo
del 12%, con una ganancia de peso corporal del 6% durante las tres tltimas dosis. El peso corporal se recuperé hasta
el nivel del control del pretratamiento solo tres dias después del cese del tratamiento. La Tabla 1 anterior muestra que
los animales podrian sobrevivir a pérdidas de peso corporal como mucho de hasta el 27%. El margen de seguridad
terapéutico realizado en el presente documento es extraordinariamente amplio para un agente terapéutico curativo de
cancer.

También se evaluo la eficacia terapéutica de 29 frente al xenotrasplante de carcinoma de pulmén humano (A549)
y a los xenotrasplantes de carcinoma de pulmén humano A549/Taxol resistentes a paclitaxel también se evaluaron
(Figura 59C y 59D). Los xenotrasplantes de carcinoma de pulmén A549 de crecimiento lento se trataron con 29 (25
mg/kg, Q2DX6, dos veces, con ocho dias de separacién), dando como resultado una supresién tumoral del 99,5%
con la erradicacién completa eventual de 4 de los 4 tumores después de dos dosis mas (Figura 59C). De manera
interesante, el peso corporal de los ratones disminuy6 hasta el 35% sin ninguna letalidad y la suspensién del tratamiento
condujo a una rdpida recuperacién de peso corporal para acercarse al nivel de control del pretratamiento (Figura
59C). A diferencia, un estudio paralelo con dEpoB (30 mg/kg, Q2Dx6) dio como resultado una supresién tumoral del
97,6% pero no condujo a la erradicacién del tumor. En un estudio adicional de 29 (20 mg/kg de dosificacién) frente
a xenotrasplante resistente a A549/Taxol (Figura 59D), el crecimiento del tumor se suprimi6 totalmente y el tumor
se redujo eventualmente un 24,4% con respecto al control del pretratamiento. Durante este estudio, el peso corporal
méximo disminuy6 un 24%, sin embargo después de la suspensién del tratamiento con el formaco el peso corporal
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recuperd hasta el 90% del control del pretratamiento. En un estudio comparativo de (E)-9,10-dehidro-dEpoB (28,
grupo 4 mg/kg), el crecimiento del tumor se suprimié un 41,6%.

En la Tabla 10-2 se proporcionan datos pertinentes para analizar qué factores dotan al compuesto 29 con su ex-
traordinario indice terapéutico junto con los datos pertinentes comparables con respecto a congéneres estrechamente
relacionados. Se observa que en términos de citotoxicidad intrinseca en movimiento de EpoB(2b) a dEpoB (1) se
pierde un orden de magnitud completo. Aproximadamente el 60% de esta pérdida se restablece en el caso de 9,10-
dehidro-dEpoB (28). Alguna de esta citotoxicidad intrinseca se pierde yendo a 29, que al menos en la célula es - 1,8
veces tan citotéxico como el compuesto de referencia dEpoB.

Se observa que entre las 12,13-dehidroepotilonas, 29 muestra por ahora la mejor estabilidad en plasma de ratén
y también es el mds estable en el plasma de S9 de higado humano. También se observa que, en los 2 conjuntos de
isémeros 12,13-dehidro, el patrén 26-trifluoro lleva consigo lipofilia disminuida e hidrosolubilidad algo aumentada
(Tabla 10-2, a continuacién). De momento, parece que la mayor ventaja de 29 proviene de mejoras de la estabilidad y
biodisponibilidad del suero.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Ll | os valores Clg, son para células leucémicas CCRF-CEM. Los valores se encuentran en el
intervalo de dos experimentos; todos los valores se obtienen a partir de siete puntos de
concentracion; ND = No Determinado

M indice terapéutico relativo clasificado (Tl) a MTD (dosis toleradas maximas):

+ Crecimiento de tumor suprimido 25-50%.

++ Crecimiento de turmo suprimido 50-100%.

+++ Disminucién del tumor pero sin desaparicién del tumor.

++++ Desaparicién del tumor en algunos o todos los ratones desnudos con lenta recuperacion de
peso corporal y/o con reincidencias en algunos ratos una semana después de suspender el
tratamiento.

+++++ Desaparicion de tumor en todos los ratones desnudos, peso corporal rapidamente
recuperado y/o sin reincidencia.

El experimento terapéutico para las epotilonas frente a xenotrasplantes humanos en ratones desnudos, tal como
MX-1, se estudié en Chou, T. C. y col. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1988, 95, 15798 y en 2001, 98, 8113.

Todos los agentes, 1-2 y 28-29, se descubrieron inicialmente a través de sintesis total. Anteriormente se ha des-
crito una sintesis practica de 1 (Rivkin y col. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 2899; White y col. J. Am. Chem. Soc.
2001, 123, 5407; Yoshimura y col. Angew. Chem. 2003, 42, 2518; Rivkin y col. J. Org. Chem. 2002, 124, 7737;
cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento por referencia). También se han descrito rutas de
nivel de descubrimiento de primera generacién para 28 y 29. La reduccién selectiva del 9,10-doble enlace de 29
produjo 2. Los extraordinarios resultados obtenidos a partir de los estudios de xenotrasplante que se han descrito
anteriormente, para los que el compuesto 29 es el mas prometedor actualmente, claramente requieren su progreso
para estudios de toxicologia y farmacocinética detallados en animales superiores y, a partir de alli si es apropia-
do, el progreso a pruebas clinicas humanas. Tales posibilidades alteraron totalmente la naturaleza del desafio de la
sintesis de la preparacién de muestras de sonda, a la de produccién de cantidades multigram de estos nuevos agen-
tes de epotilona. Se ha conseguido una renovacién fundamental de las rutas anteriores, concebidas y demostradas
inicialmente en un entorno de descubrimiento. En particular, los nuevos protocolos consiguieron simplificaciones
fundamentales en las elaboraciones estereoespecificas de los carbonos 3 y 26. Se preparé el alcohol 32 como se ha
descrito anteriormente (Rivkin y col. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 2899; incorporada en el presente documento por
referencia).

Se indicard que en la nueva sintesis, los estereocentros 6, 7 y 8 se obtienen a partir de la cetona 30 y el aldehido 31
disponibles cominmente. Después de la proteccion del alcohol y la hidrélisis de acetal, el aldehido correspondiente se
condensé con acetato de t-butilo para producir un producto similar a aldol. Ya que esta condensacién no se controla
diastereoméricamente, fue necesaria y se consiguié una medida reparadora. La oxidacién de esta mezcla 1:1 de los
epimeros C3, produjo la cetona 69. Después de una reduccién de Noyori altamente satisfactoria (Noyori y col. J. Am.
Chem. Soc. 1987, 109, 5856; incorporado en el presente documento por referencia) en las condiciones mostradas, el
alcohol 70 estaba disponible. Después, se consigui6 la preparacion del 4cido 25 en algunas etapas adicionales sencillas
como se muestra.
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Esquema 12

Sintesis del sector acilo 25
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Reactivos y condiciones: (a) (i) Trocal, pir., al 92%; (ii) p-TsOH-H,0, al 76%; (iii) LDA, acetato de t-butilo, THF,
al 80%; (iv) peryodinanto de Dess-Martin, al 74%, (b) catalizador de Noyori (al 10% en mol), MeOH/HCI, H,, 8273,71
kPa (1200 psi), al 80%. (c) (i) TESCI1, imidazol, al 77%; (ii) Zn, AcOH, THF, al 99%; (iii) TBSOT, 2,6-lutidina, al
82%; para las etapas restantes véase Rivkin y col. J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 2899.

También se ha desarrollado una sintesis nueva, sencilla y facilmente redimensionable para 90 (Esquema 13). La
sintesis empieza con la reaccién del trifluoro cetoéster 82 disponible en el mercado con bromuro de alilo indio. La etapa
clave en la sintesis es la deshidratacién posicionalmente especifica y estereoespecifica del alcohol terciario resultante
para producir 84 (con un rendimiento total del 65% en dos etapas). El estereocontrol de esta reaccién surge de un
“efecto bipolar” en el que los grupos de CF; y CO,Et fuertemente aceptores de electrones se presentan mejor trans
con respecto al doble enlace que emerge. El yodo requerido 86 se obtuvo en dos etapas a partir de 84. La alquilacién
del enolato de litio que se ha indicado anteriormente de 7 con el yodo 86 en THF produjo 88 con un rendimiento del
81% y alta diastereoselectividad (>25:1 de). Tras la desproteccion del alcohol secundario, el compuesto 88 se progresé
en tres etapas hacia 90 como se muestra.

Esquema 13

Sintesis del sector alquilo 17

o] 0 1
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E OFEt —_) I OEt >
BC™ 0 85% i 7% e
82 84 86
0o O 0
A, H H
_c> d
81% L‘L —>
o Bn 1%
JH Fs FsC
Q
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Reactivos y condiciones: (a) (i) Bromuro de alilo, In, THF-agua (3:1) a 48°C, al 85%; SOCL,, pir. a 55°C, al 77%,
(b) (i) DIBAL-H, CH,Cl,, de -78°C a t.a. al 99%; (ii) I,, PPh;, imidazol, CH,Cl,, al 74%; (c) (i) LHMDS, THF, de
-78°C a t.a.; (ii) HOAc-THF-H,0 (3:1:1), al 81% en dos etapas; (d) (i) AlMe;, MeONHMe, THF, de 0°C a t.a., al
97%; (ii)) MeMgBr, THF, a 0°C, al 53% (aromético al 73%).
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Con el material 25 y el 90 disponibles mediante quimica facilmente procesable, la ruta a 29 era evidente siguiendo
los protocolos que se desarrollaron en primer lugar en la fase de descubrimiento (A. Rivkin y col. J. Am. Chem. Soc.
2003, 125, 2899; que se incorporan en el presente documento por referencia). La reaccién de metdtesis con cierre de
anillo clave de 25 se realiz6 en tolueno usando el catalizador de Grubbs de segunda generacion (Grubbs, R. H.; Miller,
S. J.; Fu, G. C. Ace. Chem. Res. 1995, 28, 446; Trnka, T. M.; Grubbs, R. H. Ace. Chem. Res. 2001, 34, 18; Alkene
Metathesis in Organic Chemistry Ed.: Fiirstner, A.; Springer, Berlin, (1998); Fiirstner, A. Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
2000, 39, 3012; Schrock, R. R. Top. Organomet. Chem. 1998, 1,1; cada uno de los cuales se incorpora en el presente
documento por referencia). La reaccion produjo exclusivamente el isémero trans 48 con un rendimiento del 71%. La
instalacion del resto tiazol mediante el protocolo que se muestra en el Esquema 14 se sigui6 por la retirada de los dos
grupos protectores sililo HF-piridina conduciendo de este modo a 29, que después se convirti6é por reduccién de la
9,10-olefina en 2 en alto rendimiento. Se han preparado cantidades Gram de epotilonas estructuralmente nuevas por
sintesis total en el entorno de un laboratorio de escala académica.

Esquema 14
Etapas finales de la sintesis de 26-CF5-(E)-9,10-deshidro-dEpoB(29)

0. 0
LOTES b
4 —p FC —>71%
86%
0
0TBS
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0w’
JOTES c \OH
AC —
% RC
S (o}
+
oT8S _6NLmu OH
3 m o7 29

Reactivos y condiciones: (a) EDCI, DMAP, CH,Cl,, 25, de 0°C a ta, al 86% de éster t-butilico; (b) catalizador de
Grubbs, tolueno, a 110°C, 20 min, al 71%; (c) (i) KHMDS, 101, THF, de -78°C a -20°C, al 70%; (ii) HF-piridina, THF,
al 98%.

Experimentales

Métodos Generales: los reactivos obtenidos de proveedores del mercado se usaron sin purificacién adicional a me-
nos que se indique de otro modo. El cloruro de metileno se obtuvo de un sistema de disolvente en seco (pasado a través
de una columna de alimina rellenada previamente) y se usé sin secado adicional. Todas las relaciones sensibles al aire
y al agua se realizaron en utensilios de cristal secados con llama a una presion positiva de gas argén prepurificado.
Los espectros de NMR (H y C) se registraron en Bruker AMX-400 MHz o Bruker Advance DRX-500 MHz como
se indica individualmente, referenciados como CDCI; (7,27 ppm para 'Hy 77,0 ppm para '*C) o CD,Cl, (5,32. ppm
para 'Hy 53,5 ppm para *C). El espectro infrarrojo (IR) se obtuvo en un espectrometro Perkin-Elmer FT-IR modelo
1600. Las rotaciones Opticas se obtuvieron en un polarimetro digital JASCO modelo DIP-370. La cromatograffa de
capa fina analitica se realiz6 en placas 60 F254 de gel de silice de E. Merck. Los compuestos que no eran activos a
UV se visualizaron sumergiendo las placas en solucién de para-anisaldehido y calentando. La cromatografia de capa
fina preparativa se realizé usando el disolvente indicado en placa TLC Whatman® (LK6F gel de Silice 60A) TLC.

Productos Quimicos. Todas las epotilonas se sintetizaron internamente (C. R. Harris, S. J. Danishefsky, K. Org.
Chem. 1999, 64, 8434; D.-S Su y col. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1997, 36, 2093; Smart, B. E. J. Fluorine Chem.
2001, 109, 3; F. Yoshimura, y col. Angew. Chem. 2003, 42, 2518; Rivkin y col. J. Org. Chem. 2002, 124, 7737,
incorporados cada uno en el presente documento por referencia). Paclitaxel (Taxol®) y el sulfato de vinblastina (VBL)
se adquirieron de Sigma. Para los ensayos in vitro, todos estos compuestos se disolvieron en dimetilsulféxido (excepto
VBL en solucién salina). Para los estudios in vivo, todas las epotilonas y el paclitaxel se disolvieron en vehiculo
Cremophot/etanol (1:1) y después se diluyeron con solucién salina para infusién i.v. durante 6 h a través de la vena
de cola usando un mini catéter disefiado a medida (T.-C. Chou y col. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2001, 98, 8113-
8118; T.-C. Chou y col. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1998, 95, 15798-15802; incorporados cada uno en el presente
documento por referencia).

Lineas Tumorales y Celulares. Las células de leucemia linfoblastica humana CCRF-CEM se obtuvieron del Dr.
William Beck de la Universidad de Illinois, Chicago. Las células de carcinoma mamario humano (MX-1) y de carci-
noma de pulmoén humano (A549) se obtuvieron de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Rockville, MD).
Las células A549/taxol resistentes a paclitaxel (44 veces resistentes) se desarrollaron con el método como se descri-
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be anteriormente (T.-C. Chou y col. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2001, 98, 8113-8118; incorporado en el presente
documento por referencia).

Animales. Se obtuvieron ratones desnudos atimicos portadores del gen un/un de NCl, Frederick, MD y se usaron
para todos los xenotrasplantes de tumor humanos. Se usaron ratones desnudos macho de 6 semanas o mayores de 20-
22 g de peso o mds. Los farmacos se administraron a través de la vena de la cola durante 6 horas por infusién i.v.
usando un mini catéter casero de infusién y un tubo de contencién (T.-C. Chou y col. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
2001, 98, 8113-8118; incorporado en el presente documento por referencia). Para la infusion i.v. se usé una bomba de
jeringa programable Harvard PHD2000 con multivias. Un volumen de infusién de 6 horas tipico para cada farmaco en
Cremophor/etanol (1:1) era de 100 ml en 2,0 ml de solucién salina. El volumen del tumor se evalué midiendo longitud
x anchura x altura (o anchura) usando un calibrador. En el transcurso del experimento para los ratones desnudos
portadores de tumor, el peso corporal se refiere al peso total menos el peso del tumor. Todos los estudios animales se
realizaron de acuerdo con las directrices del National Institute of Health Guide for the Care and use of Animals y el
protocolo aprobado por el Memorial Sloan-Kettering Cancer Center’s Institutional Animal Care and Use Committee.

Ensayos de Citotoxicidad. En la preparacion para los ensayos de citotoxicidad in vitro, las células se cultivaron
a una densidad inicial 2-5 x 10* células por mililitro. Se mantuvieron en una atmésfera humedecida de CO, al 5%
a 37°C en medio RPMI 1640 (GIBCO/BRL) que contenia penicilina (100 unidades/ml), estreptomicina (100 pg/ml,
GIBCO/BRL) y FBS inactivado por calor al 5%. Para el crecimiento de las células tumorales s6lidas en una monocapa
(tales como A549), la citotoxicidad del farmaco se determiné en placas de microtitulacién de 96 pocillos usando el
método de sulforodamina B (P. Skehan y col. J Natl. Cancer. Inst. 1990, 82, 1107-1112; incorporado en el presente
documento por referencia). Para el crecimiento de las células en suspension (tales como CCRF-CEM vy sus sublineas),
la citotoxicidad se midi6, por duplicado, usando el método de microcultivo 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-
carboxanilida)-2H-terazodium hidréxido (XTT) (D. A. Scudiero y col. Cancer Res. 1988, 48, 4827-4833; incorporado
en el presente documento por referencia) en placas de microtitulacién de 96 pocillos. Para ambos métodos, se midid
la absorbancia de cada pocillo con un lector de microplaca (Power Wave XS, Bio-Tek, Winooski, VT). Los datos de
la relacién dosis-efecto de 6 a 7 concentraciones de cada farmaco, por duplicado, se analizaron con la representacién
efecto-medio usando un programa por ordenador (T.-C. Chou, M. Hayball. CalcuSyn para Windows, analizador de
efecto dosis farmaco-Muiiltiple y manual. Biosoft, Cambridge Place, Cambridge, UK (1997); incorporado en el presente
documento por referencia).

Estabilidad de epotilonas en raton y la fraccion S9 de higado humano. El estudio de estabilidad se con un sistema
HPLC completamente automatizado formado por un sistema de preparacién de muestras Prospekt-2 (Spark Holland,
Holanda) y un sistema Agilent 1100 HPLC. En resumen, el Prospekt2 recogié un cartucho de extraccién C8 y se
lavé con acetonitrilo y agua. El procesador de muestras automatico Agilent, ajustado a 37°C, recogié 20 ul de la
muestra, lo cargé en el cartucho, lo lavé con agua y después el Prospekt-2 desvid la corriente de fase mévil a través
del cartucho de extraccion sobre la columna analitica, Reliance Stable Bond (Enlace Estable de Confianza) C8 4x80
mm con columna protectora (MacMod, Chadds Ford, PA) y el eluyente se controlé a 250 nm. La fase movil consistia
en 53 6 65% de acetonitrilo/dcido férmico 0,1% a 0,4 ml/min, de manera que el tiempo de retencién del compuesto
de interés era de aproximadamente 6 minutos. La preparacién de la muestra implicé la adicién de volimenes iguales
de plasma a PBS para un volumen total de 300-400 ul, filtrado y la adicién de 0,5-2 ul de sustrato (20 mM) para
conseguir aproximadamente mAU 30-50 a 250 nm en el anélisis HPLC. Para la fraccién S9 microsomal de higado
humano agrupada (Xeno Tech, Lenex, KS), se mezclaron 20 ul (400 ug) de fraccion S9 con 280 ul d PBS y después se
procesé como se ha indicado anteriormente. El periodo de muestreo se controlé mediante el procesador de muestras
automatico y se recogieron datos de drea mixima para comparar la velocidad de desaparicién del precursor.

Determinacion del coeficiente de reparto octanol-agua (POW). Para calcular el reparto octanol-agua se usé un
método HPLC. Se usé un sistema HPLC Agilent 1100 con una columna eclipse XDB C18 4,6x250 mm con una
fase movil de acetonitrilo al 60%/tampén fosfato de potasio 25 mM al 40% a pH 7,4 con un caudal de 0,8 ml por
min y el eluyente se controlé a 250 nm. Los compuestos convencionales usados son alcohol bencilico, acetofenona,
benzofenona, naftaleno, difenil éter y dibenzilo con POW conocido de 1,1, 1,7, 3,2, 4,2 y 4,8 respectivamente. Se
us6 dicromato de sodio para evaluar el tiempo cero que es 2,5 min y los tiempos de retencion para los productos
convencionales son 3,9, 5,4, 10,6, 14, 18,7 y 19,8 min, respectivamente. El valor k se calculé mediante la férmula k=
(ts-to)/to. La regresion lineal del logaritmo de k frente al logaritmo POW proporciona una linea recta con r>= 0,966.
Este grafico se usa para evaluar el valor de POW de los andlogos de epotilona.

Datos espectroscopicos para 29 (26-trifluoro-(E)-9,10-dehidro-dEpoB)

[@]p*-54,6 (c 0,28, CHCl); IR (pelicula) v 3478, 2974, 2929, 1736, 1689, 1449, 1381, 1318, 1247, 1169, 1113,
1039, 983, 867, 736 cm™'; NMR de 'H (400 MHz, CDCl;) 6 1,05 (3H, s), 1,12 (3H, d, J =7,0 Hz), 1,23 3H, d, J =
6,8 Hz), 1,37 (3H, s), 2,04 (1H, brd, J = 3,8 Hz, -OH), 2,12 (3H, s), 2,25-2,33 (1H, m), 2,38 (1H, dd, J = 15,3y 3,0
Hz), 2,48 (1H, dd, J = 15,4y 9,8 Hz), 2,54-2,61 (1H, m), 2,66-2,76 (1H, m), 2,71 (3H, s), 2,96 (1H, dd, J=16,5y 4,5
Hz), 3,02 (1H, dd, J = 16,3 y 6,5 Hz), 3,11 (1H, quinteto, J = 6,7 Hz), 3,19 (1H, brs, =OH), 3,74 (1H, brs), 4,35 (1H,
brd, J =9,5 Hz), 5,42 (1H, dd, J = 6,2 y 4,1 Hz), 5,60 (1H, ddd, J = 15,8, 5,6, y 4,5 Hz), 5,66 (1H, dd, J = 15,8 y 5,8
Hz), 6,24 (1H, t,J = 7,2 Hz), 6,64 (1H, s), 7,00 (1H, s); NMR de '*C (100 MHz, CDCl,) ¢ 15,1, 16,1, 17,7, 18,5, 19,3,
22,5,28,8,31,1, 39,6, 39,7, 45,0, 53,7, 71,4, 75,3, 76,8, 116,7, 120,2, 124,3 [q, 'J (C,F) = 273,4 Hz], 127,9, 130,2 [q,
3J(C, F) = 6,0 Hz], 130,6 [q, 2 J(C,F) = 28,4 Hz], 132,5,136,7,152,0,165,4,170,2, 218,4; LRMS (ESI) calculado para
Cy;H;,F;NOsS [M+H+] 544,2, encontrado 544,1.
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Ejemplo 11
Estudios in vitro

Un experimento tipico implica células de cultivo (por ejemplo, CCRF-CEM) a una densidad inicial de 2-5x10* por
ml. Se mantienen en una atmésfera humedecida de CO, al 5% a 37°C en medio RPMI 1640 (GIBCO/BRL) que conte-
nia penicilina (100 umdades/ml) estreptomlcma (100 pg/ml, GIBCO/BRL) y suero bovino fetal inactivado por calor
al 5%. Para las células que crecieron en suspension (tales como CCRF-CEM y sus sublineas), la citotoxicidad se midi6
usando el método de microcultivo 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-carboxanilida)-2H-terazodium hidréxido
(XTT) por duplicado en placas de microtitulacién de 96 pocillos. Para ambos métodos, la absorbancia de cada pocillo
se midi6 con un lector de microplaca (EL-340, Bio-Tek, Burlington, VT). Cada proceso supone seis o siete concentra-
ciones de los farmacos ensayados. Los datos de relacion dosis-efecto se analizaron con el grafico efecto-medio.

Las células T humanas CCRF-CEM, células de leucemia linfoblastica aguda, su sublinea resistente a tenipdsito
(CCRF-CEM/VM)) y la sublinea resistente a vinblastina (CCRF-CEM/VBL ) se obtuvieron de W.T. Beck (Univer-
sidad de Illinois, Chicago, II).

En un experimento tipico, como se ha indicado generalmente antes, determinados compuestos de la invencién (por
ejemplo, 9,10-dehidro-EpoD) demuestran actividad en lineas celulares CCRF-CEM vy en lineas celulares CCRF-CEM
resistentes a Taxol.

Otros compuestos determinados presentan valores Cls, en el intervalo de 0,0015 a aproximadamente 0,120 para
las lineas celulares CCRF-CEM. Otros compuestos determinados presentan valores Cls, en el intervalo de 0,0015 a
aproximadamente 10,5. Determinados de estos compuestos también presentan valores Cls, en el intervalo de 0,011
a aproximadamente 0,80 para las lineas celulares resistentes a CCRF-CEM/Taxol y otros compuestos determinados
muestran valores Cls, en el intervalo de aproximadamente 0,011 a aproximadamente 13,0 uM. En determinadas rea-
lizaciones, 26F-EpoD muestra actividades en el intervalo de 0,0015 uM para las lineas celulares CCRF-CEM y en el
intervalo de 0,011 uM para lineas celulares CCRF-CEM resistentes a Taxol (Figura 11).

Ejemplo 12
Estudios in vivo

Para xenotrasplantes de tumor se usaron tipicamente ratones desnudos atimicos portadores del gen nu/nu. Se ob-
tuvieron ratones exogdmicos con antecedentes Suizos de Charles River Laboratories. Para la mayoria de los expe-
rimentos se usaron ratones macho de 8 semanas o mayores de 22 g de peso y superior. El firmaco se administr6 a
través de la vena de la cola durante 6 h por infusién i.v.. Cada ratén individual se encerrd en un contenedor tubular de
propileno Falcon perforado para la administracién del farmaco. El volumen del tumor se evalué midiendo longitud x
anchura x altura (o anchura) usando un calibrador. Para la infusién i.v. se us6 la bomba de jeringa programable Harvard
PHD2000 (Harvard Apparatus) con multivias. Todos los estudios animales se realizaron de acuerdo con las directrices
del National Institute of Health “Guide for the Care and use of Animals” y el protocolo aprobado por el Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center’s Institutional Animal Care and Use Committee. De acuerdo con la normativa de este
comité para el tratamiento de animales portadores de tumor humano, la eutanasia de los ratones se realizé cuando los
tumores alcanzaron > 10% de su peso corporal total.

Como se representa en la Figura 8, la 9,10-dehidro-EpoB se ensay6 en ratones desnudos portadores de MX-1
carcinoma mamario humano En general, la 9,10-dehidro-EpoB se formul6 como se indica a continuacidn: se disolvid
9,10-dehidro-EpoB en etanol y se afiadié Cremophor (1:1) a una concentracién de 20 mg/ml. Esta solucién se diluy6
con solucion salina para infusién i.v. La solucién diluida se usé para infusién i.v. en una hora. Después se midi6 el
tamafio del tumor y el peso corporal usando dosificaciones de 10 mg/kg, 20 mg/kg y 30 mg/kg mas de 15 dias. El
tamafio del tumor y el peso corporal también se midieron usando un régimen de dosificaciéon de 0,4 mg/kg Q3Dx2,
0,5 mg/kg Q3Dx2 y 0,6 mg/kg Q3Dx5 (véanse las Figuras 33, 34, 55 y 56). Uno de cada tres dias se us6 un régimen
de dosificacion para reducir la toxicidad. En las figuras 70 y 71 (CCRF-CEM/Taxol Q3Dx5) y en las figuras 23 y 24
(HCT-116, Q2Dx7) se muestran otros estudios terapéuticos en 9,10-dehidro-EpoB.

El compuesto, 9,10-dehidro-12,13-desoxiepotilona B (is0-490 epotilona), es tres veces mds eficaz que el dEpoB.
El compuesto 9,10-dehidro-12,13-desoxiepotilona D ha mostrado detener el crecimiento del tumor después de dos
o tres infusiones de 10 mg/kg o 20 mg/kg, cada una de las cuales se administr6é un dia si y otro no. Los mejores
resultados en ratones se obtuvieron usando una dosis de 30 mg/kg de 9,10-dehidro-12,13-desoxiepotilona B usando
dos infusiones iv cada 6 horas un dia si y otro no. También se ha demostrado que 9,10-dehidro-dEpoB a 5 mg/kg,
Q3Dx9, infusién iv durante 6 h, consigue la desaparicion del tumor en ratones desnudos portadores de xenotrasplante
MX-1 sin muerte del ratén y tnicamente con una pérdida moderada de peso corporal (Figuras 74 y 75). Esto parece
conseguirse administrando los andlogos de epotilona cada tres dias para reducir la toxicidad (véanse las Figuras 53 y
54). En resumen, 9,10-dehidro-12,13-desoxiepotilona B muestra toxicidad disminuida si compara con otras epotilonas,
mayor potencia en la detencion del crecimiento del tumor y mayor estabilidad en suero. En las Figuras 17 y 18 (HCT-
116, Q2Dx5 y Q3Dx5); en las Figuras 19 y 20 (A549/Taxol, Q3Dx7); y en las Figuras 21 y 22 (A549/Taxol, Q2Dx7)
se muestran otros estudios terapéuticos.
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Cuando se administra 9,10-dehidro-Epo B de 9 a 11 veces cada tres dias, con infusién iv de 6 h, a 0,4 - 0,6
mg/kg, se produce la disminucién y la desaparicién del tumor en ratones desnudos con xenotrasplantes implantados
de carcinoma mamario humano MX-1 (Figuras 68 y 69). La administracion un dia si y otro no para 8 dosis conduce
a la supresion del crecimiento del tumor pero no a la disminucién del tumor. Cuando se administra 9,10-dehidro-
Epo B un dia si y otro no para 9 dosis, el tumor implantado continué disminuyendo moderadamente del segundo al
octavo dia, pero el peso corporal se recuper6 muy lentamente del 76% al 82% del control durante el mismo periodo.
Al décimo dia, una cuarta parte del tumor habia desaparecido. Cuando se administra una dosificaciéon de 0,6 mg/kg de
9,10-dehidro EpoB Q2Wx6, infusién de 6 horas a ratones desnudos con xenotrasplantes HCT-116, cuatro de cuatro
ratones murieron de citotoxicidad tres dias después de la sexta dosificacion. El compuesto 9,10-dehidro-EpoB suprime
el crecimiento tumoral frente a CCRF-CEM/Taxol usando 0,6 mg/kg, programa Q3Dx5,x2 (Figuras 70 y 71).

Como se muestra en las Figuras el compuesto 26-trifluoro-9,10-dehidro-12,13-desoxi-epotilona B (F;-deH-dEpoB)
es curativo a 20 mg/kg y 30 mg/kg, Q2Dx6, infusiones de 6 horas, en un modelo de ratén desnudo implantado con
xenotrasplantes MX-1 de carcinoma mamario humano. Los datos también sugieren que la dosis maxima tolerada es
de aproximadamente 30 mg/kg Q2Dx6. A 20 mg/kg, Q2Dx6, infusion de 6 horas, el 26-trifluoro-9,10-dehidro-12,13-
desoxi-epotilona B conduce a la disminucién y desaparicién del tumor en cuatro de cuatro ratones desnudos con
xenotrasplantes MX-1 de carcinoma mamario humano.

No hay reaparicién del tumor el dia 20 después de suspender el tratamiento. El dia 27 después de suspender el
tratamiento 2/4 reaparecen. No reaparecen mds tumores durante los dias 28-64 después de suspender el tratamiento.
Por comparacién, dEpoB a 30 mg/kg consigue la desaparicion del tumor en el mismo modelo de ratén en siete de siete
ratones; sin embargo, el tumor reaparecié en 2 de cinco ratones el octavo dia después de suspender el tratamiento. La
administracién de 26-trifluoro-9,10-dehidro-12,13-desoxi-epotilona B a 20 mg/kg, Q2Dx6, infusién iv de 6 h conduce
a una disminucion transitoria del peso corporal de los ratones de hasta el 26%. Esta disminucién de peso corporal
no conduce a la muerte lo que sugiere que no existe toxicidad grave hacia los 6rganos vitales. Dos dias después
del ultimo tratamiento, el peso corporal comenzé a recuperarse. El dia 16 después del tratamiento, el peso corporal
regresé al 109% del control del pretratamiento lo que sugiere que la toxicidad, si existe, es completamente reversible.
Comparandolos, dEpoB administrado a 30 mg/kg conduce a una disminucién de peso corporal del 31% sin letalidad.

Cuando se administra 26-trifluoro-9,10-dehidro-12,13-desoxi-epotilona B a 30 mg/kg, Q2Dx6, infusién iv de 6
h, el tumor desaparece 2-3 dias antes que con una dosificacién de 20 mg/kg. A esta dosis mayor, el peso corporal
disminuye un 27% y persiste 4 dias sin conducir a la letalidad lo que confirma que no existe toxicidad grave para los
organos vitales. Cuatro dias después del ultimo tratamiento a 30 mg/kg, el peso corporal comenzd a recuperarse. El
dia 16 después del tratamiento, el peso corporal regresé al 98% del control del pretratamiento confirmando de nuevo la
reversibilidad de la toxicidad. El tratamiento con 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB a 20 mg/kg y 30 mg/kg conduce a
la desaparicion total del tumor y a la dosis de 30 mg/kg. no se observa incidencia después de 62 dias. La desaparicién
del tumor se consigui6 también a 10 mg/kg administrando 9 dosis con tres dosis adicionales proporcionadas (Figura
57). Unicamente se observé menor pérdida de peso corporal con 10 mg/kg de 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB (Figura
58). No se observo pérdida de peso corporal adicional con tratamiento continuado.

La Figura 59 resume el efecto de 26-F;-9,10-deH-dEpo B (y otras epotilonas) frente a xenotrasplante MX-1, A.
a dosis bajas; B. frente a un tumor grande; frente a xenotrasplante de carcinoma de pulmén A549, C; y frente a
xenotrasplante de carcinoma de pulmon resistente a Taxol A549/Taxol, D.

La Figura 61 enumera la potencia in vitro de epotilonas modificadas C-21 frente a CCRF-CEM, CCRF-CEM/VBL
y CCRF-CEM/Taxol.

La Figura 62 muestra el efecto terapéutico de 26-F;-9,10-deH-dEpoB (15 mg/kg y 30 mg/kg) y Taxol (20 mg/kg)
Q2Dx8, infusidn i.v. de 6 horas frente a xenotrasplante CCRF-CEM de leucemia linfobl4stica de células T humanas.
Se observé similar disminucién de peso corporal en los otros tres grupos de tratamiento (Figura 63).

El tratamiento de xenotrasplante CCRF-CEM/Taxol (resistente a Taxol) con 26-F;-9,10-deH-dEpo B, 15 mg/kg,
consigue 1/3 de desaparicion de tumor y 30 mg/kg consigue % de desaparicion de tumor. El mismo tratamiento con
Taxol, 20 mg/kg produce dinicamente supresion parcial del crecimiento del tumor y no consigue la disminucién del
tumor (Figura 64). En la Figura 65 se muestran los cambios de peso corporal durante este experimento.

El tratamiento del xenotrasplante HCT-116 de carcinoma de colon humano con 26-F;-9,10-deH-dEpo B (20
mg/kg) consigue efecto similar al Taxol (20 mg/kg). Sin embargo, F;-deH-dEpo B a 30 mg/kg produce mejor efecto
terapéutico con desaparicion de tumor de 2/4 después de 5 dosis (Figura 66). En la Figura 67 se muestran los cambios
de peso corporal durante este experimento.

Los efectos terapéuticos de F;-9,10-dehidro-dEpoF frente a xenotrasplantes MX-1 a diferentes dosis (5-30 mg/kg)
con infusién i.v. durante 6 horas e inyeccion i.v. se muestran en las Figuras 76 y 77.

Conclusion. El 9,10-dehidro, 26-trifluoro o ambas modificaciones de dEpoB producen un aumento de citotoxicidad
in vitro de 1,5 a 5 veces y un aumento de la semivida en plasma de ratén in vitro de 2 a 5 veces. Usando modelos
de xenotrasplante de tumor sélido humano en ratones desnudos y usando la técnica de infusién i.v. durante 6 horas,
Q2Dx5-9 a través de la vena de la cola a una dosis médxima tolerada, se evalud la eficacia antitumoral y la toxicidad de

81



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2336937 T3

las 9,10-dehidroepotilonas. La capacidad para conseguir la supresiéon completa del crecimiento tumoral completa, la
disminucién y desaparicién del tumor permitié la investigacion adicional para determinar la tasa de reincidencia y la
tasa de curacién después de la suspension del tratamiento. La 9,10-dehidro-EpoB, la epotilona mds potente conocida
in vitro, aunque es altamente eficaz, in vivo muestra un reducido margen de seguridad terapéutico. La 9,10-dehidro-
dEpoB a 4 mg/kg, 1a 9,10-dehidro-EpoB a 0,4 mg/kg y la 21-hidroxi-9,10-dehidro-dEpoB a 3 mg/kg todas suprimen
fuertemente el crecimiento tumoral durante un periodo de tiempo prolongado y alguna consigue la disminucién del
tumor y alguna consigue la desaparicion del tumor. La dEpoB a 30 mg/kg, 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB a 20
mg/kg y paclitaxel a 20 mg/kg todos muestran fuerte supresion del crecimiento tumoral y consiguen la disminucién
y la desaparicién del tumor de xenotrasplantes MX-1 de carcinoma mamario humano en todos los ratones ensayados.
La 26-trifluoro-9,10-dehidro-dEpoB, cuando se compara con dEpoB o paclitaxel, consigue una curacién prolongada
sin reincidencia de tumor y muestra igualmente una rdpida recuperacién del peso corporal con respecto al nivel de
control del pretratamiento.

Ejemplo 13

Sintesis de Andlogos de Ciclopropil-Epotilona

Rz\,fm\ o HO 0-\mEs R2 Mesh('_\Yt(\lMes

cl,, al 10% en mol)
U=
EDCI, A4 Ph
- DMAP c ACY3
RY _— ——eme i
CF&C’z tolueno, 110°C
OTBS  de0°Cata 5 min

25

102(R'=Me, R%=H), 103 (R'=CF, R2=H),
104(R'=Me, R=0TBS), 105 (R'=CF,, R2=0TBS)

R'=Me,RZ=H, (106)
R'=CF,;,R2=H(107)
R'=Me,R? =OTBS (108)
R'=CF;, R=0T8S(109)

110 (R'=Me, R = H)
111 (R'=CF;, R2 = H)
112(R'=Me, R? = OTBS)
113 (R'=CF,, R?=0T8S)

TBS

HF-Piridina,

THF (1:3) l

de 0°C a ta

RZ

KO2C-N=N-COK
AGOH, CICH,CHLI
45 °C
————

R'=Me, RZ=H,( 114)
R=CF,, RZ = H(115)
R1=Me, R? = OH (1186)
R'=CF3, R2=0H (11?)
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R'=Me, R?= H (118)
R' =CFs, RE = H(119)
R' = Me, RZ= QH (120)
R'=CFs, R2=0H (121)
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para preparar un compuesto de férmula:

en la que

R, es hidrégeno o alquilo inferior C,_g;

R, es un resto arilo C;_4, heteroarilo C;_y4, aril C;_4-alquilo C,_,, o heteroaril C;_,-alquilo C,_,, sustituido o sin
sustituir;

cada uno de R;s y R4 es independientemente hidrégeno o un grupo protector;

X es O, S, C(R7), o NR;, donde cada vez que aparece R; es independientemente hidrégeno o alquilo inferior
1-65

R; es, independientemente en cada caso, hidrégeno; halégeno; -ORg/; -SRp/; -N(Rp),; -CY3, -CHY,, -CH,Y,
donde Y es F, Br, CL, I, ORg,, NHRy/, N(Rg/ ), 0 SRy ; -C(O)ORy/; -C(O)R g/; -CON-HRy/ ; -O(C=0)Ry/; -O(C=0)
ORgy ; -NRy/ (C=0)Ryp/; N3; N,R 5 acetal ciclico; o arilo Cs_y, o heteroarilo C;_,, alifatico C,_,,, heteroalifatico
C,_y ciclico o aciclico, lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mas de hidrégeno; halégeno;
-ORy/; -SRp/; -N(Rp)2; -C(O)ORg/; -C(O)R p/; -CONHRg/; -O(C=0)Rg ; -O(C-O)ORg ; -NRg (C=O)Rg; Nj;
N,Rg/; acetal ciclico; o un resto arilo C;_;4 o heteroarilo C;_;, alifatico C,_,y, heteroalifactico C,_,, ciclico o
aciclico, lineal o ramificado sustituido o sin sustituir; o es una epotilona, desoxiepotilona o andlogos de las mismas;
o es un polimero; carbohidrato; marcador de fotoafinidad; o radiomarcador; donde cada vez que aparece Ry es
independientemente hidrégeno; un grupo protector; C,_,, alifatico, hetero C,_,, alifatico, un resto arilo C;_y4,
heteroarilo C;_y4, aril C;_j4-alquilo C,_5, aril Cs_j4-alquenilo C,_5, aril C;_j4-alquinilo C,_,, heteroaril C;_4-
alquilo C,_y, heteroaril C;_j4-alquenilo C,_,, o heteroaril C;_;-alquinilo C,_,, alifatico C,_, heteroalifatico C;_,
ciclico o aciclico; y

mes 1, 2, 3 6 4, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

someter un compuesto de la férmula:

a condiciones de una reaccion de metatesis con cierre de anillo.

83



ES 2336937 T3

2. Un procedimiento para preparar un compuesto de férmula:

5
10
15
en la que
20 )
R, es hidrégeno o alquilo inferior C,_g;
R, es un resto arilo C;_,4, heteroarilo C;_y4, aril C;_4-alquilo C,_,, o heteroaril C;_4-alquilo C,_y, sustituido o sin
sustituir;
25

cada uno de R; y R4 es independientemente hidrégeno o un grupo protector;
Xes O, S, C(R;), o NR;, donde cada vez que aparece R; es independientemente hidrégeno o alquilo inferior C,_g;

R; es, independientemente en cada caso, hidrégeno; halégeno; -ORg/; -SRy/; -N(Rp),; -CY3, -CHY,, -CH,Y,
30 donde Y es F, Br, Cl, I, ORB/, NHRB/, N(RBr)z (6] SRB/; -C(O)ORB', -C(O)R B> -CON-HRB/; -O(C:O)RBr; -O(C:O)
ORy/; -NRy (C=0)Rp/; N3; N,R 5 acetal ciclico; o arilo Cs_y, o heteroarilo C;_,, alifatico C,_,,, heteroalifatico
C,_y ciclico o aciclico, lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mds de hidrégeno; hal6geno;
-ORg/; -SRy/; -N(Rp),; -C(O)ORg; -C(O)R g/; -CONHRg/; -O(C=0)Rg/; -O(C-O)ORy/; -NRg/ (C=0)Rp; Nj;
N,Rp; acetal ciclico; o un resto arilo C;_,, o heteroarilo Cs_,, alifatico C,_,y, heteroalifactico C,_,, ciclico o

35 aciclico, lineal o ramificado sustituido o sin sustituir; o es una epotilona, desoxiepotilona o andlogos de las mismas;
o es un polimero; carbohidrato; marcador de fotoafinidad; o radiomarcador; donde cada vez que aparece Ry es
independientemente hidrégeno; un grupo protector; C,_,, alifatico, hetero C,_,, alifatico, un resto arilo Cs_y4,
heteroarilo C;_y4, aril C;_j4-alquilo C,_5, aril Cs_j4-alquenilo C,_,, aril C;_j4-alquinilo C,_5, heteroaril C;_4-
alquilo C,_y, heteroaril C;_j4-alquenilo C,_», o heteroaril C;_;-alquinilo C,_,, alifatico C,_y,, heteroalifatico C;_,

40 ciclico o aciclico; y
mes 1, 2, 3 6 4, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

someter un compuesto de la férmula:

45

50

55

60

a condiciones de una reaccidén de metatesis con cierre de anillo.

3. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que las condiciones de una reacciéon de metétesis con cierre de
65 anillo incluyen un catalizador de Grubbs.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que el catalizador de Grubbs es cloruro de triciclohexilfosfina[1,3-
bis(2,4,6-trimetilfenil)-4,5-dihidroimidazol-2-ilideno][bencilideno]rutenio (IV).

84



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2336937 T3

5. Un procedimiento para preparar un compuesto de férmula.

en la que

R, es hidrégeno o alquilo inferior C,_;

R, es un resto arilo C;_y4, heteroarilo C;_y4, aril C;_4-alquilo C,_,, o heteroaril C;_4-alquilo C;_y, sustituido o sin
sustituir;

cada uno de Rs y Ry es independientemente hidrégeno o un grupo protector;
Xes O, S, C(Ry), o NR;, donde cada vez que aparece R, es independientemente hidrégeno o alquilo inferior C,_¢;

R; es, independientemente en cada caso, hidrégeno; halégeno; -ORg/; -SRp/; -N(Rp),; -CY3, -CHY,, -CH,Y,
donde Y es F, Br, Cl, I, ORB/, NHRBr, N(RBr)z (8] SRB/; —C(O)ORBV, —C(O)R B> —CON—HRBI; —O(C=0)R3r; —O(C=O)
ORy; -NRg (C=0)Ry ; N3; NLR /5 acetal ciclico; o arilo C5_;4 0 heteroarilo C;_, alifatico C,_,,, heteroalifatico
C,_y ciclico o aciclico, lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mas de hidrégeno; halégeno;
-ORy/; -SRy/; -N(Rp)2; -C(O)ORg/; -C(O)R p/; -CONHRpg/; -O(C=0)Rg,; -O(C-O)ORg/; -NRg (C=O)Rg/; Nj;
N,Rg/; acetal ciclico; o un resto arilo C;_;, o heteroarilo C;_;, alifatico C,_,y, heteroalifactico C,_,, ciclico o
aciclico, lineal o ramificado sustituido o sin sustituir; o es una epotilona, desoxiepotilona o andlogos de las mismas;
o es un polimero; carbohidrato; marcador de fotoafinidad; o radiomarcador; donde cada vez que aparece Ry es
independientemente hidrégeno; un grupo protector; C;_,, alifatico, hetero C,_,, alifatico, un resto arilo C;_y4,
heteroarilo C;_y4, aril C;_j4-alquilo C,_o, aril Cs_j4-alquenilo C,_5, aril C;_j4-alquinilo C,_5, heteroaril C;_4-
alquilo C,_y, heteroaril C;_j4-alquenilo C,_,, 0 heteroaril C;_;-alquinilo C,_,, alifatico C,_, heteroalifatico C;_,
ciclico o aciclico; y

mes 1, 2, 3 6 4, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

reducir un compuesto de la férmula:

en la que

R, es hidrégeno o alquilo inferior C,_g;
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R, es un resto arilo C;_,4, heteroarilo C;_y4, aril C;_4-alquilo C,_,, 0 heteroaril C;_4-alquilo C,_y, sustituido o sin
sustituir;

cada uno de R; y R4 es independientemente hidrégeno o un grupo protector;
Xes O, S, C(R;), o NR;, donde cada vez que aparece R; es independientemente hidrégeno o alquilo inferior C,_g;

R; es, independientemente en cada caso, hidrégeno; halégeno; -ORg/; -SRy/; -N(Rp),; -CY3, -CHY,, -CH,Y,
donde Y es F, Br, CL, I, ORy,, NHRy/, N(Rg/ ), 0 SRy ; -C(O)ORy/; -C(O)R g/; -CON-HRg/ ; -O(C=0)Ry/; -O(C=0)
ORy ; -NRy/ (C=0)Rp ; N3; N,R 5 acetal ciclico; o arilo Cs_j, o heteroarilo C;_,, alifatico C,_,,, heteroalifatico
C,_y ciclico o aciclico, lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mds de hidrégeno; halégeno;
-ORg/; -SRy/; -N(Rp),; -C(O)ORp/; -C(O)R g/; -CONHRg/; -O(C=0)Rg/; -O(C-O)ORy/; -NRg/ (C=O)Rp; Nj;
N,Rp; acetal ciclico; o un resto arilo C;_,4 o heteroarilo C;_,, alifatico C,_,y, heteroalifactico C,_,, ciclico o
aciclico, lineal o ramificado sustituido o sin sustituir; o es una epotilona, desoxiepotilona o anidlogos de las mismas;
o es un polimero; carbohidrato; marcador de fotoafinidad; o radiomarcador; donde cada vez que aparece Ry es
independientemente hidrégeno; un grupo protector; C,_,, alifatico, hetero C,_,, alifatico, un resto arilo C;_y4,
heteroarilo C;_y4, aril C;_j4-alquilo C,_5, aril Cs_j4-alquenilo C,_5, aril C;_j4-alquinilo C,_5, heteroaril C;_4-
alquilo C,_y, heteroaril C;_j4-alquenilo C,_,, o heteroaril C;_;-alquinilo C,_,, alifatico C,_y,, heteroalifatico C,_,
ciclico o aciclico; y

mes 1, 2, 3 6 4, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

oxidar un compuesto de la férmula:

en la que

R; es hidrégeno o alquilo inferior C,_g;

R, es un resto arilo C;_,4, heteroarilo C;_y4, aril C;_4-alquilo C,_, o heteroaril C;_4-alquilo C,_y, sustituido o sin
sustituir;

cada uno de R; y R4 es independientemente hidrégeno o un grupo protector;
Xes O, S, C(Ry), o NR;, donde cada vez que aparece R, es independientemente hidrégeno o alquilo inferior C,_g;

R es, independientemente en cada caso, hidrégeno; halégeno; -ORg/; -SRp/; -N(Rp),; -CY3, -CHY,, -CH,Y,
donde Y es F, Br, Cl, I, ORBr, NHRBr, N(RBr)z (6] SRB/; —C(O)ORBV, —C(O)R B> —CON—HRB/; —O(C=O)R3r; —O(C=O)
ORy/; -NRy (C=0)Ry ; N3; NLR 55 acetal ciclico; o arilo C5_4 0 heteroarilo C;_,, alifatico C,_,,, heteroalifatico
C,_y ciclico o aciclico, lineal o ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mas de hidrégeno; halégeno;
-ORy/; -SRy/; -N(Rp)2; -C(O)ORg/; -C(O)R p/; -CONHRpg/; -O(C=0)Rg,; -O(C-O)ORg/; -NRg (C=O)Rg/; Nj;
N,Rg/; acetal ciclico; o un resto arilo C;_;4, o heteroarilo C;_;, alifatico C,_,y, heteroalifactico C,_,, ciclico o
aciclico, lineal o ramificado sustituido o sin sustituir; o es una epotilona, desoxiepotilona o andlogos de las mismas;
o es un polimero; carbohidrato; marcador de fotoafinidad; o radiomarcador; donde cada vez que aparece Ry es
independientemente hidrégeno; un grupo protector; C,_,, alifatico, hetero C,_,, alifatico, un resto arilo C;_y4,
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heteroarilo Cs_y4, aril C;_j4-alquilo C,_5, aril C;_j4-alquenilo C,_,y, aril C;_j4-alquinilo C;_, heteroaril C;_y4-
alquilo C;_, heteroaril C;_j4-alquenilo C,_,, 0 heteroaril C;_,4-alquinilo C,_,, alifdtico C,_,,, heteroalifdtico C,_y,
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ciclico o aciclico; y

mes 1, 2, 3 6 4, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

condensar un 6xido de fosfina o reactivo de Wittig que tiene la estructura:

[ -
AN \R'

en las que R’ y R” son independientemente una cadena alquilo C,_g lineal o ramificada o un fenilo, arilo,

alcoxi o ariloxi sustituido o sin sustituir; y

<

R, i
~ \
0 R'

X es un contra anion tal como cloruro o bromuro;

con una cetona que tiene la estructura:
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Valores Clsg para las nuevas Epotilonas frente al crecimiento celular CCRF-CEM

CloM) para
Compuesto CCRF-CEM CORF-CEMAVBL ___ CCRF-CEMiTaxol
dEg%)B §§§°DE _0,0038:0,0002 0,016£8,003 y.ay 0,004620,0002 |y 54
dEgoF 0,001540,0001 00456 poas} 0003534
ool 0,00062+0,00013 600370001t agy Q001120000 gy
10,1 L.didehidrodEpoB 0,4160 0,078 ey 0,032 oy
{Epo-290)
16-metildEpaB 0,040 0,123 pixt 0,077 9
4-dessme-EpaB 43,0008 00078 ppany $,0L7 pug
11-0H (sis)EpoD 0,0029 0,077 a6 £,0091 .1
31-a-F-dEpoB 0,6285 0,147 g1y 0,0550 (.59
11 4-F-dEpoB 0,090 0,2300.30 0,138 .an
t9-oxazol Epel 0,0054 0,045 prag $,0017 1w
18-0xazol EpoB 0,00034 0,0057 oty 0,0057.11.69
18-0xazo|-Epaddd 04,0077 40227 nsy 0,0130 (79
§,ao-a=ﬁmgtg1eiﬁgoa, 0,0009:0,0004 0,004220,0022 o3y 0,00LZX0,0006 g
(20-350)
Ts0-430-dEpoF £,0065150,00009 0,0108p04) 0,00073 .
Is0-490-EpoB o!oeézm,m 0,00032.0 0,00042 (154
12,13-epi-Lso-490-Epal 0,0134&0,00%2 0,09590.15) 0,080242.54)
12, 3-epl-EpoB 0,083050,0001 0,45 9(s0 6,150
150-490-¢Epo-~Me- cetona 542 e —
zéf,-g,m«icﬁ- 0,0035 00210 (5.2 0,0057 Lan
([8EpaB
2§-F;-dEpoB 86,0041 0.080 rosey 0,018 .40
Taxol 0,001650,6005 2,30 et 0,05820,001
Vinblastina 0,00043 0,4180.076 yaan 0,02620,008
FIG. 1

88



wdd

34

046

Integral

ES 2336937 T3

FIG. 2A

ppm Hz

T 7,26983 T~-2908,83

6.98057 2793 17
-~ 6,59774 /;2639 98

5 59194 223? 53
5 57930 2232 47
5 57478 W 2230,66

-__ —.‘__—.___—-‘__

[5 56324 f /r2226,05

/ 5.55361 ” | 2202,19
// 553754 ,;;,2215 76
fﬁ 551427 / 2206,45
;/ / 549625 2200,04
f s 5,33534 ’//.-11.34 85
9/ ) 5,32697 2132 30
/fs 31428 8/, 212643
530705 5 /2123 90

:,;/5 19915 208036
518059 /20?2 93
—/5 16234 2065 63
F431204 172540
/- 4.30269 [1721 65
428898 //-1716,17
427991  [if-1712,54
- 13668 // 1855,23
441888 ///-1648.10
/f376833 Z// 1507 84

/ 3,76023 _ 4/ /-1504,60
Y

/375363 ~ /- 1501.96
// 3,74540 /MQB,SB

o e e e e T e ey e = S = = o = 2 = = e e R B R A B R

89



widd

Integral

ES 2336937 T3

1270,05
1264 74
1258,08
1204.15
197,71
189,71
1182.80
1085.56
1069 22
1060.48
1054 01
/ 104547

1035 41

1036 12
i/ -1008 18

==

__:—L_{___\
====

e

o

_—

&-.\33‘
=

S

e 5o

3

iy ! )

.\\\\\} 1,27090 A\ 508,
20\ 128500 W\ 508,53
3{\ L 124795 -\\\\L £99.35
%\\ - 1,23156 \\\ 492,79
\\ - 121459 § 488,00
?\\\L 112341 m 449,51

w 110595 \t 442,53
i 105932 \\\\ 423,87
i 0.99063 L 392,39
Qt 0.85407 §\ 385,76
L 0.90644 362,70
L 0,88978 \ 356,03
\ 087226 349,02

ppm Hz

FIG. 2B

90



ES 2336937 T3

L'BI9LL ——
g've0z) — 7
o‘LzLel

20l ——

6'0L0¢C ——

2H

82091, ——
yL9'6LL ——
Evdmr\\

0¥6'62L ~——
:,m.ET\

g9l gel
ppzzeL ——

OGS~

9630/ 1 S

QLLBLE—

wdd

4"

08l

o8l

ooe

0¢e

£ VE OId

P

91



ES 2336937 T3

zZH
O'EErL
Lyl
29161 — 22,
m”:m: -
2veaL
B'EOBL
S'0OELT
Z'vaze
9‘1822
¥L28C
2'06LE
AT A AAS
50266
9°ZR6E
o050
L'g0Sy
9'g6E5
26809
5'BzZ/
4'809s
9'62Ll
51042
§'E84L
£'088/ -

/
/7

0
<]
P
=
—

N

SN

1'62611

BvEQZL
01z1ZL V

%
TS

wdd

crepi
pze'rL
mB..waf
0208t — =
659 L -
0€Z'51
61561 \
WA
0522/
07222
6¢9'eZ
rAW AN
az0'ze
066 bt
€85G8
652'0b
o8, 'rb
6£Z°ES

925'09
PrgLs
£z9'5/
528°e.
bp1iLe
patsl

zze'ss

8/00LL
rLa'sLlL
0P 021~

e R U S . — =

PEM

)7

09

09

001

oz 9€ OId

92



ES 2336937 T3

Sintesis de 14-R de Epotilonas usando la estrategia de
Metatesis de olefinas con cierre de anillo-LACDAC

OMe
C‘) :{D 1}cat acido de Lewis quiral O RU
+ — *
Y ANOTVS 2)acido o -
0 R Q R
OH OR,
Q | Ro 1) Reduccion selectiva OH Rp
1) NaBH, CeCl, . 2)Proteccién alilica >
2)TsCH, H,Q
C R O R
A,O 0
o OOR 1) Desprotec. R1 o PR,
Acilacion S D)oxidacion X
———rp 7 R 3)vinilacién R /R
o - » Q
4) Protec.
R, 0 R0 O
OR, ORy

Metatesis con
cierre de anillo

’1
) Desprotec. R1

Diimida 7Tt
—_— 2) Sustitucion Fluor
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Citotoxicidad relativa de Epotilonas frente a células leucémicas humanas in vitro

Clig (M)
=
VEL: Taxol: N
(0,00045) {0,0021}
(0,182]404, [2,827]35q, “OH

{0,018}454 (0,082},

(X) =Linea celular sensble a CCRF-CEM
lx] = Linea celular resistente a CCRF-CEM/VEBL

OH
Epotilona A {x} = Linea celular resistente a CCRF-CEM#axol desoxiepotilona A
(0,0027) Los subindices son veces de resistencia 1
[0,0207 ax (0,022)
[0.012]; s,

Triol-desoxi EpoA 3-Epi-dEpoA
2 3 4
(14,23) (271,13 (2,12)
[6.28] [22,4] (43,0]

3-Epi-EpoA Trans-dEpcA
5 8 7
{(>20) {0,052} {7,38)
[35,2] [0,035],, 7, [9,82]

FIG. 5A
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14-hidroxi-EpoD 4-desmetil-EpeB  13-axa epotilona 490
82 83 84
(0,011} (0,00081) (0,0077)
[0,258],, ., [0,0078], 5, [0,0237]5 4,
{0’029}20x {0’0017}2.1:( {0!0130}1.?;(

19-0xazol-EpoD 19-0xazol-EpoB M-a-F-dEpcB
86 a7
(0,00034} (0,0287)
[0,C057] gy [0,147]5 2«
{0,000}, ., {0,0550}, 5,
S S
I H I
—QN ¥ O OOH —ﬁN OO0
& 4
F,C
'\D E \O
OH OH

9,10¢ehidro{16]JdEpaB  26-irl-F-8,10-dehidro-[16]dEpoB  11-B-F-dEpoB

88 89 90
(0,0014) (0,0035) (0,0980)
0,0065], ¢, 0,0201); -, [0,230], 5,
10,0017}, 4, {0,0057}, 5, (0,138},
FIG. 5B
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Estrategias alternativas para la sintesis de
9,10-dehidro-12,13-desoxiEpoB:

1. Estrategia Macro-Stille

x
C)F’G3 SEA?E OP63 © OOPG3
=~-5nBu; R,
OPG,

Bu,Sn )
OPG, OPG,

l Macro-Stille

XS
'\<—N

x: OH, NH, alquilheteroatomo
PG;0 PG, grupos protectores o H T oPG,
R:Me, CF; otros sustituyentes alquilo

OPG,

2 sp-sp’ estrategia de acoplamiento sp™sp’

X~ X~¢
N N
O C 0.0
O ors, aeaN OPG, Pd(CAch, oPg,
R dimero R P(-Pr); R
= Br —_—
OPG, PG

g- BBN
0PG,
JACS, 2001, 123, 100€8.

3. Acoplamiento p-Suzuki

OpGa 1)9-BBN
dlmero R
2)Pd
OPG,

FIG. GA
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4. Estrategia de olefinacién de Julia

‘-fS
N
0 0
PPG,
R- KHMDS
X -718°C

s
H OPG,

o

Z2-Z

!
N, (Sy~'ett 1998 26.)

5. Estrategia de Wadsworth-Emmons

XYS
N
0 a]
OPG,

B KHMDS

————
PhPh o s
R oPG,

6. Estrategia Macro-Refromatosky

-\‘(S
N
0.0
oPG
R
| ~0
OPG, (L) selectivo

Julia modificado Intramolecular

XS
N
0.0
OPG,
R
|
PG; (E)-selectivo

xS o x5
A B
0] 0 -0
‘ H Macro- OH
amina Zn-quiral ! R
| S0
OPG,

FIG. 6B
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7. Estrategia de acoplamiento de McMurry

S XY
N
0.0
O~ ora, OPG,
R McMurg R
O 0 I 0
O
OPG, OPG;

8. Sintesis de analogo de lactamo

w |
NHBoc OPG EDCT OPG3
DMAP R
CH Cl,
OPG,

DF’GT o° C a ta G,
D CH,(OMe)NH,CI ELN. DMSO Pmeﬁ,'
OCS— NHBOC—-———-—*-\N NHBoc—B-—'---—b- ~ NABo¢ ~———»
MejAl \ (CCCN,THF N -78°C a -30°C,
OMe OMe THF
CH O
SN
0 0 S,&N 3_-
N NHBog MeMgBr, THF NHBoc \%\/PB%CI HBoc
—— . >
OMe 0°C KHMDS, THF
-78°Ca 0°C

FIG. 6C
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Analogos de 3,10-dehidro-12,13-desoxiEpo B:
R: Metil, CF;, otros sustituyentes alquilo

XS
Q OOH Q o T() H
O
R R)CLI’{\%
OH
4 A4
OOH X:8,0
R
OH

HO~S HO HO~ X

H,N H N~ X
AR Y
TO H X:8,0
R i R

OH

FIG. 7
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—{— Epo 1

—}— Epo 2

—— Epo3

120} —— Epo4
1001
80
60+
40
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0 T N 1
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Minutos

FIG. 9
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—0O—Contirol

—£—Epo 3 (3mglkg)

—O—Epo 3 (dmg/kg)

—A—Epo 3 (5mg/kg, inyeccion iv)

05 15 17 19 21 23 25 27
O

Dias después del Implante del Tumor

FIG. 10
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Efecto terapeutico de 9,10-de-H-dEpoB(#88) en ratones desnudos
portadores de xenotrasplante de carcinoma de colon humano (HCT-116)

(infusién iv, Q2Dx7, n=3)

1200 -
—&- Control
-9, 10-deH-dEpoB 3mg/kg
~>—-9, 10-deH-dEpoB 4mgikg i
(n=4)
800 | -a |
g 9, 10-deH-dEpoB 5mg/kg o0
E (inyeccion, iv)
o
E
=
T
©
2 400 -
[
E
(]
|_
04 . ' .

1T3 ‘IT 5 '1T7 1T9 ?1 ?3 215 27 29

Dias después del implante del tumor

FIG. 17
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Efecto terapéutico de 9,10-de-H-dEpoB(#88) en ratones desnudos
portadores de xenotrasplante HCT-116 de carcinoma de colon humano

(infusién iv, Q3Dx5, n=4)

1200 ~ —8—- Control
—— 9,10-deH-dEpoB 5mg/kg sy
E 800 -
o)
E
=
©
©
o
L} =
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E
S 400 S
c 198 d
0 ) L] L] L T 1
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[ S

f

Dias después del implante del tumor

FIG. 18
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Efecto terapéutico de 9,10-de-H-dEpoB(#88) y dEpoB(#10) en
ratones desnudos portadores de xenotrasplante HCT-116 (infusién iv, Q2Dx6, n = 3)

1000 -

—&- Control
A - -
800 - 9,10-deH-dEpoB 3mg/kg
~0-9,10-deH-dEpoB 4mg/kg (n=4) b
i -0~ 9,10-deH-dEpoB 5mg/kg
£ 600 (inyeccion iv)
E
3
>
5 4001
200 7
0 L] T L) L § L] L] L] 1
13 15 17 19 21 23 25 27

Dias después del implante del tumor

FIG. 27
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Valores Clsg para las nuevas epotilonas frente al crecimiento celular CCRF-CEM

Compuesto %Mh
CCRF-CEM CCRE-CEMAVEL CCRF-CEM/Taol
dRpoB (EpoD) 0,00362:0.0002 O016AD.008 ey 0,004640.0002 a9
dRpoF 0,001540.0001 0,456 pray 000353
EpoB DOODS2EDOD0LS DODSTA000I1jmeq  ODONIA0000 pag
26-metil dBpcB 0,040 0128 n1g 0077 pog
11-o-FedBpaB 0,0285 0,247 g 0.0550 sy
11-B-F-dEpoB 0,050 02300y 0,138y
19-cxazla-10,11- 0,0077 0,0227 pog 0,0130 1ag
dehidro-tEpoB
$,10-0:H{16}(EpoB 0,0009::0,0004 0,004240,0022 g 0,0012460,0006 pawy
9,10-8eE-{16}4EpoR 0,00051::0,00009 0,0108p05) 0,00073p.0
9,10-d:H{15]EpeB 0,00023:0,00002 0,000820 4y 0,0004200
12,13-005-0,10-d6E-BpeB 0,01340,0032 0095910 0,0802p g
12,)3-gp3-BpoB 0,0830:0,0001 045194 0,1507.29
5,10-008-dBpo-Mo- 5,0 — —
cetona
26.Fy-5,10-8¢H- 0,0035 0,0210 ;5.7 0,0057 p.ex3
{16)dBpoB
26-Fy-CBpoB 0,041 DO0M0nemy 0P8 jean
Taxol 001640.0005 2,30 sy 0,05840,001 pey
Vinblastina 000M4S  OMIBODISmmg _005M000Biaq
FIG. 31
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Efecto terapéutico de compuestos de epotilona frente a xenotrasplantes de tumor humano en ratones con infusién iv - 6 h

Compuesto  Dosis y Programa Modelo de Efectoj’frapéutico Toxicidad
Xenotrasplante Reduccion del  Proporcion de Cambio de _ “Proporcidn de
volumen del desaparicién peso corporal ratones muertos
tumor (%) del tumor
dBpoB (M0) 30mpig, Q2DxS,  MXel 99,4% (d26) 415 (26) (control ~0.3%) o5 (426)
d10.18 +3,9% (d26)
Epo-490 (¥12) 40 mg/kg, Q2DxS MX-1 11,9% (126) 073 (826) -8.9% (426) o3 (d26)
50 m;/kg.m- Smud 30,5% (420) 0/4 (d26) -4,0% (d26) 04 (d26)
§ {coutrol +1.6%, 124) :
14.0H-dEpoB. 40 mg/kg, Q2DxS MX-1 65,8% (d24) 0/4 (d24) +7,9% (d24) 0/4 (424)
(982) d8-16
dEpoR (#10) 30 mghkg, Q2DxSX2  MX-1
a8.18 99.9% (d24) 24 (d24) -14,6% (d24)
después d20-22 100% (428) 414 (d28) ~0.3% (028) /4 (d28)
4-Des-me-EpoB 1,5 mg/kg, . (control -3%, d17)
(#83) Q2Dx3x6x3 MX-) 67%(d17) 0/4 (417) . 174 (d19)
d8+16,421-31,435-39 >97,5% (d45) 144 (¢48) ~13% (445)
3 mg/kg, Q23 MX-} 7% (d17) 0r4 (417) -28% (d17) 44 (d17)
d11-1§ )
{control—11%, d27)°
19-oxz-BpoB 1,5 mg/kg, Q2Dx3,x4 . 7,7% {d27) 0/ (439) «18% {d17) an
(#86) 415-19,427.33 HCT-116 ~30% (433) (d24,34,34)
3 mg/kg, Q2Dx3Ix2 3% (d27) o4 (439) 29% (d27) 414
d15-19 (420,21,21,22)
S wg/kg, Q20x3 65,4% (19) 0 (419) 27% (d19) n
415-19 (419,20,20)
19-axs-EpeD 30 mp/kg, QZDx3 71,9% (d427) 074 (d39) -16% 27y’ 04 (d39)
(#83) 41519 HCT-116 -28% (43%)
40 wy/kg, Q2Dx3 5,1% (227 03 (439) +20% (d27) 0 (439)
d15-19 <30% (435)
(390[17}-490 (¥70) S0 m;/hl,” Qb3 “
. después 80 mg/kg, {control +2%, d22)
G013 100 Dx1 MX-1 11,3% (@22 o3 (22 +2,1% (d22 o3 (@22
.l‘/’-J&O’) despue’sQl:O mm ’3 ( ) ( ) » ( ) ( )
Q2Dx1
d10-14,d16,818
Teontrol +4,7%, 4249)
Epo[1B}490 (#76) 80 myks, Q2DxS MX-1 132% (d24) 073 (d24) 44%(426) 73 (424)
e;ma#’fl- d10-18
' 27.F,-BpoD{17) 80 mgAg, Q203 trol ~6.5%, d20)
(mi despuéséz%mﬂm MX-1 4,8% (d20) 0/4 (d20) (m.-:,m '(ﬁzo) 04 {420)
d10-14,416-18
Tcontrol +3,8%, A26)
26-Me-EpoD SO mgikg, Q2DxSxt MX-1 65,7% (d26) 012 (d24) +1,7% (426) /2 (428)
(¥23) d12.20,424
14-Me-BpoD 0 oapfkg, Q2DxsS,xi  MX-1 48,5% (d26) 073 (a28) -1,2% (d26) 073 (428)
(#81) d12-20,d24
77-Oxazal -Epo-80 30 mg/kg, Q2Dx7 43,2% (d44) 073 (344) (control —14%, d44)¢ 073 (d44)
;%4) d22-34 HCT-118 n . -18% (d44) "™
/,/7'-'.'/.'}4 el mm: ,‘}’D"’ 3% (844) (444) -18% (dad) 073 (d4d)
FIG: 33
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Absorcion (250 nm)
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Cromatograma de Estabilidad de
EpoDen PBS/S9 de Higado Humano al 10%
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FIG. 40
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Ensamblaje de microtubulos in vitro

) Ensamblaje MT (37°C, %)
Coutrol S 0
[Epe8 _ 10
dEpE 117
910-dehidro-{16} , 108
R-9,10-dehidr 106
16]AEpeB 23
| 23- hidroxi -P,10-dehidro-]16]dEpol 38

Ensayo de toxicidad

AS49 (C150, xM) ASLEPOEI0 (1050, nlvi)
Epold ] 1,94 55,44
dBporB 11,8 >500
5,10-dehidro~j] 6] EpoB 1,88 122,78
{ 26-63-F-9,10-dehidro{1 5)dEpoB 5,98 431,50
_ 25-I-F-11 6)dEpoB 44,2 >500
21- hidroxi -9,10-dehidro-16]dEpoB 3,59 44,02

FIG. 41
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Peso corporal (% control a los 9 dias)

120 4

110 4

100

90 |

Cambios de peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante MX-1
después del tratamiento con 9,10-deH-dEpoB(#88) (Q3Dx9, infusién iv - 6 h, n = 4)

>

> 1

v v

A
Dias después del implante del tumor

¥ v o

S ST I T <

Peso corporal = peso total = peso del tumor

—&—Cantmol (sacrificados el D27)

~0~#68 0,10-8eH-dEpoB Bmghkg, 414

tumores desaparecieron entre
4% a 7% dosis en D21, 27, 27, 29

FIG. 54
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Peso corporal (% control a los 9 dias)

Cambios de peso corporal de ratones desnudos portadores de xenotrasplante MX-1
después del tratamiento con 9,10-deH-dEpoB(#95) (Q3Dx9, infusion iv -6 h, n = 4)

720 4
110
04
180 1™ =@ Contra} (sacrificados el D27)
—»é=#05D,10-dak-Epok 0,4mpMp 03Dx2,
0,8mgixg GIDxZ, 0,6mg DIDX3
20 ot
Peso corporal = peso total = peso del tumor
20 4
79
70 1
3 T T L L] L T ¥ T v 1
M 12 15 18 ) | 24 27 30 ] 38 .
A A A A A A A
0,4mp/g 0,5mpkg 5,8mprka

Dias después del implante del tumor
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