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DESCRIPCION
Procedimientos para la sintesis de enfingomielinas y dihidroesfingomielinas
REFERENCIA A LAS SOLICITUDES ANTERIORES

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de Estados Unidos No. 61/801,641, presentada
el 15 de marzo de 2013 y la solicitud de patente europea N.° 13306056.6, presentada el 23 de julio de 2013.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las esfingomielinas son los componentes fosfolipidos principales de membranas bioldgicas y lipoproteinas
plasmaticas. Las esfingomielinas consisten en un nicleo ceramida (esfingosina unida a un &cido graso via un enlace
amida) y un grupo de cabeza de fosforilcolina (Férmula 1, izquierda). Las dihidroesfingomielinas son los homélogos
saturados de esfingomielinas, y tienen un nicleo de ceramida saturada, méas especificamente, dihidroesfingosina
unido a un acido graso via un enlace amida (Férmula |, derecha).

Esfingosina Fosforiicolina Dihidroesfingosina Fosforilcolina
" K_J_ﬁ
© ©
///\\/ﬁ/\ D / TP N
AN P /\)\/\ P<
C13H27 H (@) \O/\/ N\ C13H27 9) O/\/ \
R N NH R e NH
Acido graso\\o Acido graso \\O
ESFINGOMIELINAS DIHIDROESFINGOMIELINAS
Formulas 1

La esfingosina que se encuentra tipicamente en esfingomielina de origen natural es D-eritro-esfingosina un
aminoacohol de 18 carbonos con una cadena hidrocarbonada insaturada que tiene una configuracién estereoquimica
de D-eritro. El nombre IUPAC para la esfingosina es (2S,3R,E)-2-aminooctadec-4-eno-1,3-diol (Compuesto A). La
dihidroesfingosina, D-eritro-dihidroesfingosina, es su homblogo saturado con el nombre IUPAC (2S,3R)-2-
aminooctadecano-1,3-diol (Compuesto B).

Las esfingomielinas disponibles comercialmente son normalmente productos naturales que comprenden mezclas de
esfingomielinas de origen natural. La composicién real de la mezcla varia dependiendo del origen biolégico y contiene
varias longitudes de cadenas de acidos grasos. La N-palmitoil-esfingomielina es un componente principal en las
esfingomielinas naturales.

La N-Palmitoil-D-eritro-esfingomielina (Compuesto C), uno de los isémeros de palmitoil esfingomielina, que tiene el
nombre IUPAC N-((2S, 3R, E)-1,3-dihidroxioctadec-4-en-2-il)palmitamida, se cree que es el principal isémero de origen
natural. Se corresponde a la dihidroesfingomielina, N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina (Compuesto D), tiene el
nombre IUPAC (2S,3R)-3-hidroxi-2-palmitamidooctadecil (2-(trimetilamonio)etil) fosfato.
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Las alternativas sintéticas industrialmente y econémicamente relevantes de este origen natural de esfingomielina

todavia no se han desarrollado. Los mecanismos sintéticos conocidos en la técnica no han sido Utiles para la sintesis

a gran escala de esfingomielinas, particularmente aquellas con acidos grasos que tienen de 12 a 25 carbonos.

Las ceramidas N-palmitoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto E) y N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto F)
son intermediarios en la sintesis de N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina y N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina,
respectivamente.

OH OH

(313H2?/WOH CmHz?/\/'\i/\DH
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Compuesto &

NH

Compuesto F

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

En una realizacion, la presente invenciéon proporciona procedimientos para sintetizar D-eritro-esfingosina, que
comprende las etapas de:
a) proteger el grupo de amino de un éster de L-serina que tiene la siguiente estructura:

OR
NH,

en la que R es un grupo alquilo C1-5, o una sal del mismo, con un grupo terc-butoxicarbonilo, que da como resultado
un éster de L-serina protegido con Boc;

b) permitir que el éster de L-serina protegido con Boc reaccione con 2,2-dimetoxipropano en presencia de acido
bencenosulfénico en condiciones efectivas para producir el correspondiente éster de alquilo C1-C5 del &cido (S)-3-
(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4-oxazolidincarboxilico;

c) permitir que el correspondiente éster de alquilo C1-C5 de acido (S)-3-(ferc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4-
oxazolidincarboxilico reaccione con metilfosfonato de dimetilo en presencia de n-butil-litio en condiciones efectivas

HO
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para producir (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(2-(dimetoxifosforil)-1-oxo-etil)}-2,2-dimetiloxazolidina;

d) permitir que la (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(2-(dimetoxifosforil)-1-oxoetil)-2,2-dimetiloxazolidina reaccione con 1-
tetradecanal en condiciones efectivas para producir (S)-3-(ferc-butoxicarbonil)-4-(1-oxo-hexadec-2-enil)-2,2-
dimetiloxazolidina;

e) permitir que la (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-oxo-hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina reaccione con borohidruro
de sodio y tricloruro de cerio en condiciones efectivas para producir (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-
hidroxhexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina; y

f) eliminar el grupo protector de terc-butoxicarbonilo (Boc) de (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-hidroxi-hexadec-
2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina en condiciones efectivas para producir D-eritro-esfingosina.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar N-palmitoil-D-eritro-esfingosina,
que comprende las etapas de:

a) permitir que (1R, 2R, 5R)-(+)-2-hidroxi-3-pinanona reaccione con etilglicinato en condiciones efectivas para producir
(1R, 2R, 5R)-etil-((2-hidroxipinan-3-ileno)amino)acetato;

b) permitir que (1R, 2R, 5R)-etil{((2-hidroxipinan-3-ileno)amino)acetato (Compuesto Illb) reaccione con 2-(E)-
hexadecen-1-al en presencia de triisopropéxido de clorotitanio y trietilamina en condiciones efectivas para producir
uno o ambos de 3-hidroxi-2-((E)-((1S,2S,5S)-2-hidroxi-2,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]heptan-3-ilideno)amino)octadec-4-
enoato de (2S,3R,E)-etilo y 3-hidroxi-2-((E)-((1S,2S,5S)-2-hidroxi-2,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]heptan-3-
ilideno)amino)octadec-4-enoato de (2S,3R, E)-isopropilo;

a) permitir que el uno o ambos de 3-hidroxi-2-((E)-((1S,2S,5S)-2-hidroxi-2,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]heptan-
3-ilideno)amino)octadec-4-enoato de (28,3RE)-etilo y 3-hidroxi-2-((E)-((1S,2S,5S)-2-hidroxi-2,6,6-
trimetilbiciclo[3.1.1]heptan-3-ilideno)amino)octadec-4-enoato de (2S,3RE)-isopropilo reaccionen con &cido hidroclérico
en condiciones efectivas para producir uno 0 ambos de 2-amino-3-hidroxioctadec-4-enoato de (2R,3RE)-etilo y 2-
amino-3-hidroxioctadec-4-enoato de (2R,3RE)-propilo;

d) permitir que el uno o0 ambos de 2-amino-3-hidroxioctadec-4-enoato de (2R, 3R, E)-etilo y 2-amino- 3-hidroxioctadec-
4-enoato de (2R,3R,E)-propio reaccionen con borohidruro de sodio en condiciones efectivas para producir D-eritro-
esfingosina; y

e) permitir que D-eritro-esfingosina reaccione con acido palmitico en condiciones efectivas para producir N-palmitoil-
D-eritroro-esfingosina.

En otra realizacién, la presente invencidn proporciona procedimientos para sintetizar una N-acil-D-eritro-esfingomielina
que comprenden las etapas de:

a) permitir que D-eritro-esfingosina reaccione con un acido graso en condiciones efectivas para producir una D-eritro-
ceramida;

b) permitir que D-eritro-ceramida reaccione con un reactivo de tritilacién en condiciones efectivas para producir 1-O-
tritil-D-eritro-ceramida;

¢) permitir que 1-O-tritil-D-eritro-ceramida reaccione con un reactivo benzoilante en condiciones efectivas para producir
1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-ceramida;

d) eliminar al grupo tritilo de 1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-ceramida para producir D-eritro-3-O-benzoil-ceramida;

e) permitir que 3-O-benzoil-D-eritro-ceramida reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano (CCP) en condiciones
efectivas para producir 3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano)ceramida;

f) permitir que 3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-oxo0-1,3,2-dioxafosfolano)ceramida reaccione con ftrimetilamina en
condiciones efectivas para producir la N-acil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina; y

g) eliminar al grupo benzoilo de N-acil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina en condiciones efectivas para producir la
N-acil-D-eritro-esfingomielina.

En una realizacién particular, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar D-eritro-3-O-benzoil-
ceramida, que comprenden las etapas de

a) permitir que D-eritro-ceramida reaccione con un reactivo de tritilacién en condiciones efectivas para producir 1-O-
tritil-D-eritro-ceramida;

b) permitir que 1-O-tritil-D-eritro-ceramida reaccione con un reactivo benzoilante en condiciones efectivas para producir
1- O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-ceramida; y

¢) eliminar al grupo tritilo de 1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-ceramida en condiciones efectivas para producir 3-O-
benzoil-D-eritro-ceramida.

En otra realizacién, la presente invencidn proporciona procedimientos para sintetizar una N-acil-D-eritro-esfingomielina
que comprenden las etapas de:

a) permitir que 3-O-benzoil-D-eritro-ceramida reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano (CCP) en condiciones
efectivas para producir 3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano)ceramida;

b) permitir que 3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano)ceramida reaccione con ftrimetilamina para
producir la 3-O-benzoil-D-eritro-ceramida; y

¢) eliminar al grupo benzoilo de 3-O-benzoil-D-eritro-ceramida en condiciones efectivas para producir la N-acil-D-eritro-
esfingomielina.

En otra realizacién, la presente invencidon proporciona procedimientos para sintetizar una N-acil-D-eritro-
dihidroesfingomielina que comprenden las etapas de:
4
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a) permitir que una D-eritro-dihidroesfingosina reaccione con un 4cido graso en condiciones efectivas para producir
una D-eritro-dihidroceramida;

b) permitir que la D-erntro-dihidroceramida reaccione con un agente tritilante en condiciones efectivas para producir
una 1-O- tritil-D-eritro-dihidroceramida;

¢) permitir que la 1-O-tritil-D-eritro-dihidroceramida reaccione con un agente benzoilante en condiciones efectivas para
producir 1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroceramida;

d) eliminar al grupo tritilo de 1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroceramida en condiciones efectivas para producir una
3-O-benzoil-D-eritro-ceramida;

e) permitir que la 3-O-benzoil-D-eritro-dihidroceramida reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano (CCP) en
condiciones efectivas para producir 3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano)dihidroceramida;

f) permitir que la 3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano) dihidroceramida reaccione con trimetilamina en
condiciones efectivas para producir una N-acil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingomielina; y

g) eliminar al grupo benzoilo de la N-acil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina en condiciones efectivas para producir la
N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar N-palmitoil-D-eritro-
esfingomielina, que comprenden las etapas de:

a) permitir que la N-palmitoil-D-eritro-esfingosina reaccione con halofosfito de etileno en condiciones efectivas para
producir N-((2S,3R,E)-1-((1,3,2-dioxafosfolano-2-il)oxi)-3-hidroxioctadec-4-en-2-il)palmitoilamida;

b) permitir que la N-((2S,3R,E)-1-((1,3,2-dioxafosfolano2-il)oxi)-3-hyhidroxioctadec-en-2-il)palmitoilamida reaccione
con bromo en condiciones efectivas para producir ((2S,3R,E)-3-hidroxi-2-palmitamidooctadec-4-en-1-
ilyfosforobromidato de 2-bromoetilo; y

¢) permitir que el ((2S,3R,E)-3-hidroxi-2-palmitamidooctadec-4-en-1-il)fosforobromidato de 2-bromoetilo reaccione con
trimetilamina en condiciones efectivas para producir N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina.

En una realizacién particular, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar N-palmitoil-D-eritro-
dihidroesfingomielina, que comprenden las etapas de:

a) permitir que la N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingosina reaccione con clorofosfito de etileno en condiciones efectivas
para producir N-(2S,3R)-1-((1,3,2-dioxafosfolano-2-il)oxi)-3-hidroxioctadecan-2-il)palmitamida;

b) permitir que la N-((2S,3R)-1-((1,3,2-dioxafosfolano-2-il)oxi)-3-hidroxioctadecan-2-il)palmitamida reaccione con
bromo en condiciones efectivas para producir ((2S,3R)-3-hidroxi-2-palmitamidooctadecil)fosforobromidato de 2-
bromoetilo; y

c) permitir que el ((2S,3R)-3-hidroxi-2-palmitamidooctadecil)fosforobromidato de 2-bromoetilo reaccione con
trimetilamina en condiciones efectivas para producir N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina.

En otra realizacién, la presente invencidon proporciona procedimientos para sintetizar una N-acil-D-eritro-
esfingomielina, que comprenden las etapas de:

a) hacer reaccionar 3-O-benzoil-D-eritro-ceramida con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano (CCP) en condiciones
efectivas para producir 3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano)ceramida;

b) hacer reaccionar 3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano)ceramida con trimetilamina en condiciones
efectivas para producir N-acil-3-O-D-eritro-benzoil-esfingomielina; y

¢) eliminar al grupo benzoilo de 3-O-D-eritro-benzoil-esfingomielina en condiciones efectivas para producir la N-acil-
D-eritro-esfingomielina.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona los siguientes compuestos, que son utiles como intermedios
para los procedimientos de la presente invencién:

O
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en las que Ac es un residuo de acido graso que tiene de 3 a 36 carbonos y de cero a seis dobles enlaces carbono-
carbono; y R es un grupo alquilo C1-5.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Figura 1 es un espectro de '"H RMN de esfingomielina de huevo de origen natural.

La Figura 2 es un espectro de 'H RMN de N-palmitoil-D-Eritro-esfingomielina sintetizada de acuerdo con los
procedimientos de la invencién.

La Figura 3 es un espectro de 'H RMN de N-palmitoil-D-Eritro-esfingomielina sintetizada de acuerdo con los
procedimientos de la invencién.

La Figura 4 es un espectro de 'H RMN de una muestra obtenida de una mezcla de reaccién de &cido R-
metoxifenilacético y de esfingomielina de huevo de origen natural.

La Figura 5 es un espectro de 'H RMN de una muestra obtenida de una mezcla de reaccién de &cido R-
metoxifenilacético y N-palmitoil-D-Eritro-esfingomielina sintetizados de acuerdo con los procedimientos de la
invencién.

La Figura 6 es un espectro de 'H RMN de una muestra obtenida de una mezcla de reaccién de é&cido R-
metoxifenilacético y N-palmitoil-D-Eritro-esfingomielina sintetizados de acuerdo con los procedimientos de la
invencién.

La Figura 7 es un espectro de '"H RMN de una muestra obtenida de una mezcla de reaccion de un equivalente de
esfingomielina de huevo y 1,2 equivalentes de una mezcla racémica de acido R-(-)-MPA metoxifenilacético (R-MPA)
y acido S-(+)-metoxifenilacético (S-MPA), 1,2 equivalentes de diciclohexilcarbodiimida (DCC), y una cantidad catalitica
de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (parte inferior) y espectro 1D-TOCSY (Espectroscopia de correlacién total
unidimensional) que muestra una excitacién selectiva del pico de hidrogeno H2 en los ésteres de R-MPA (parte
superior) y S-MPA (parte central).

La Figura 8 es una fotografia de una placa cromatogréfica de capa fina de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina
bruta (Compuesto Vic). En la columna marcada como “Producto Bruto” la mancha identificada como “A” es N-palmitoil-
D-eritro-esfingosina (Compuesto E), la mancha identificada como "B" es N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina
(Compuesto Vic), la mancha identificada como "C" es N-palmitoil-1-O-benzoil-D-eritro-esfingosina (un producto de
migracién de grupo benzoilo), la mancha identificada como "D" es trifenilmetanol (tritil-OH) y la mancha identificada
como "E" es N-palmitoil-1,3-O,0-dibenzoil-D-eritro-esfingosina.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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La presente invencidn proporciona procedimientos para sintetizar N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina. La invencion
también proporciona procedimientos para la sintesis de D-eritro-esfingosina. La invenciéon proporciona también
procedimientos para sintetizar N-Palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina. La invencién también proporciona
procedimientos para la sintesis de D-eritro-dihidroesfingosina. La invencién también proporciona procedimientos para
sintetizar N-palmitoil-D-eritro-esfingosina y N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingosina.

La invencién también proporciona procedimientos para sintetizar D-eritro-esfingosinas a escala de kilogramo. En una
realizacién particular, la D-eritro-esfingosina es N-palmitoil-D-eritro-esfingosina.

La invencidén también proporciona procedimientos para sintetizar D-eritro-dihidroesfingosinas a escala de kilogramo.
En una realizacién particular, la D-eritro-esfingosina es N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingosina.

La presente invencion proporciona los procedimientos para sintetizar esfingomielina. Los procedimientos permiten la
sintesis a gran escala de compuestos sustancialmente enantioméricamente puros y el uso de intermedios
sustancialmente enantioméricamente puros. Un compuesto que es “sustancialmente enantioméricamente puro”
contiene no mas de aproximadamente 10 % molar de su enantibmero opuesto correspondiente, en otra realizaciéon no
més de aproximadamente 5 % molar de su enantibmero opuesto correspondiente, en otra realizacién no mas de
aproximadamente 2 % molar de su enantiémero opuesto correspondiente, en otra realizacibn no mas de
aproximadamente 1 % molar de su enantiémero opuesto correspondiente, y en ofra realizacién no mas de
aproximadamente 0,1 % molar de su enantiémero opuesto correspondiente. En algunas realizaciones, la presente
invencién proporciona procedimientos para preparar esfingomielinas que tienen una longitud de cadena de é&cidos
grasos de 12 a 25 carbonos.

La presente invencién proporciona los procedimientos para sintetizar una N-acil-D-eritro-esfingomielina. En ciertas
realizaciones de la invencién, la D-eritro-esfingomielina puede sintetizarse a gran escala comercialmente relevante
utilizando un éster de L-serina adecuado (metilo, etilo, i-propilo, n-butilo, etc.). Los procedimientos de la presente
invencién son Utiles para la sintesis de D-eritro-esfingomielina.

La presente invencién también proporciona procedimientos Utiles para la sintesis de D-eritro-esfingosina.

La invencién también proporciona compuestos sintetizables utilizando los procedimientos descritos en el presente
documento, incluyendo compuestos utiles como intermedios.

La presente invencién proporciona ademas cada etapa individual de los procedimientos descritos en el presente
documento, que es Util para la sintesis de un intermedio o un producto de los procedimientos descritos en el presente
documento.

Tal como se describe en el presente documento, las esfingomielinas tienen un nicleo ceramida unido a un grupo de
cabeza polar.

El ndcleo de ceramida incluye una esfingosina unida a un acido graso via un enlace amida. Cuando se usa el término
“ceramida-C”», n es un nimero entero y se refiere al nUmero de carbonos (C) en el residuo de acido graso, por ejemplo,
ceramida-C16 se refiere a un nlcleo de ceramida que tiene un residuo de 4cido graso de 16 carbonos, tal como
palmitoilo, y ceramida-C18 se refiere a un nucleo de ceramida que tiene un residuo de acido graso de 18 carbonos,
tal como estearoilo.

Cuando se usa "ceramida" o "nucleo de ceramida" sin especificar la longitud de cadena de carbonos del 4cido graso,
se entiende que la cadena de carbonos de acido graso puede ser de cualquier longitud adecuada.

Como se usa en el presente documento, el término "esfingomielina" describe un nucleo de ceramida unido a un grupo
funcional de fosforilcolina.

Un acido graso es un é&cido carboxilico que tiene una larga cola alifdtica que puede ser saturada o insaturada. Los
acidos grasos insaturados tienen uno o mas enlaces dobles carbono-carbono, y cada doble enlace carbono-carbono
puede estar en una configuracién cis o frans. Un residuo de acido graso es un &cido graso menos el grupo -OH del
grupo carboxilico de acido graso. Como se usa en el presente documento, el término “Ac” se refiere a un residuo de
acido graso.

En ciertas realizaciones de la invencién el 4cido graso o el residuo de &cido graso tiene de 3 a 36 carbonos y de cero
a seis dobles enlaces carbono-carbono. En las realizaciones particulares de la invencién el acido graso o el residuo
de acido graso tiene de 4 a 28 carbonos y de cero a seis dobles enlaces carbono-carbono. En otras realizaciones de
la invencién, el acido graso o el residuo de acido graso tiene de 11 a 25 carbonos y de cero a seis dobles enlaces
carbono-carbono. En otras realizaciones de la invencién, el acido graso o el residuo de acido graso tiene de 11 a 25
carbonos y uno o dos enlaces dobles de carbono-carbono. En otras realizaciones de la invencién, el 4cido graso o el
residuo de acido graso tiene de 14 a 20 carbonos y de cero a seis dobles enlaces carbono-carbono. En otras
realizaciones de la invencién, el acido graso o el residuo de acido graso tiene de 15 a 17 carbonos y de cero a seis
11
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dobles enlaces carbono-carbono. En una realizacidn particular de la invencidn, el acido graso es un acido palmitico y
el residuo de acido graso es palmitoilo.

Los acidos grasos adecuados también incluyen, pero no se limitan a, acidos grasos omega tales como 4cido grasos
®-3, 0 ®-6, 0 ®-9; y acidos grasos esenciales, tales como, pero no se limitan a, acido linoleico (LA), acido a-linoleico
(ALA), un acido graso n-3, por ejemplo, 4cido eicosapentaenoico (EPA) y 4cido docosahexaenoico (DHA).

Los é&cidos grasos adecuados Utiles en la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, 4cido propiénico, acido
butirico, acido valérico, acido caproico, acido enéntico, acido caprilico, acido pelargbnico, acido céprico, acido
undecilico, acido laurico, acido tridecilico, acido miristico, 4cido pentadecilico, acido palmitico, 4cido margarico, acido
estearico, acido nonadecilico, acido araquidico, acido heneicosilico, acido behénico, acido tricosilico, acido lignocérico,
acido pentacosilico, acido cerbético, acido heptacosilico, 4cido montanico, acido nonacosilico, 4cido melisico, acido
henatriacontilico, acido laceroico, acido psilico, acido gédico, &cido ceroplastico, acido hexatriacontilico, acido
miristoléico, acido palmitoleico, 4cido sapiénico, acido oleico, acido elaidico, 4cido vaccénico, 4cido linoleico, acido
linoelaidico, acido a-linolénico y acido erucico.

Si el acido graso es un acido graso monoinsaturado, puede ser un &cido graso cis- o trans-monoinsaturado tal como,
pero no esté limitado a, acido oleico, 4cido elaidico, acido miristoléico, acido palmitoleico, acido sapiénico, acido oleico,
acido elaidico, acido vaccénico y acido erdcico.

Como se usa en el presente documento, "C1sHa7-" y "CqsHz4-" significan CHs(CHa)12- y CH3(CH>)14-, respectivamente.

Como se usa en el presente documento, el término "acilo" se refiere a un radical de férmula general -C(O)R, donde R
es un grupo alquilo que tiene de 2 a 35 carbonos y de cero a seis dobles enlaces carbono-carbono.

Ciertos compuestos de la invencién pueden estar en forma de una sal. En algunas realizaciones, la sal es una sal
farmacéuticamente aceptable. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, sales de adicién de
acido y sales de adicién de base. El 4cido que forma una sal de adicién de acido puede ser un acido organico o un
acido inorgénico. Una base que forma una sal con adicién de base puede ser una base organica o una base inorgénica.
En algunas realizaciones, una sal farmacéuticamente aceptable es una sal metalica. En algunas realizaciones, una
sal farmacéuticamente aceptable es una sal de amonio.

Las sales de adicién de acido pueden surgir de la adiciéon de un &cido a la forma de base libre de un compuesto de la
invencién. En algunas realizaciones, el acido es orgénico. En algunas realizaciones, el 4cido es inorganico. Los
ejemplos no limitativos de &cidos adecuados incluyen acido clorhidrico, &cido bromhidrico, acido yodhidrico, acido
nitrico, acido nitroso, acido sulflrico, acido sulfuroso, acido fosférico, acido nicotinico, acido isonicotinico, acido lactico,
acido salicilico, acido 4-aminosalicilico, acido tartarico, acido ascérbico, acido gentisinico, acido glucénico, acido
glucardnico, acido sacarico, 4cido férmico, acido benzoico, acido glutamico, acido pantoténico, acido acético, acido
propiénico, acido butirico, acido fumarico, acido succinico, acido citrico, acido oxalico, acido maleico, acido
hidroximaléico, acido metilmaléico, acido glicélico, &cido malico, acido cindmico, é&cido mandélico, acido 2-
fenoxibenzoico, acido 2-acetoxibenzoico, acido embodnico, acido fenilacético, acido N-ciclohexilsulfamico, acido
metanosulfénico, acido etanosulfénico, 4&cido bencenosulfénico, acido p-toluenosulfénico, é&cido 2-
hidroxietanosulfénico, acido etano-1,2-disulfénico, acido 4-metilbencenosulfénico, acido naftaleno-2-sulfénico, acido
naftaleno-1,5-disulfénico, acido 2-fosfoglicérico, acido 3-fosfoglicérico, acido glucosa-6-fosférico y un aminoacido.

Los ejemplos no limitativos de sales adecuadas de adicién de é&cido incluyen una sal de clorhidrato, una sal de
bromhidrato, una sal de yodhidrato, una sal de nitrato, una sal de nitrito, una sal de sulfato, una sal de sulfito, una sal
de fosfato, una sal de hidrégenofosfato, una sal de dihidrégenofosfato, una sal de carbonato, una sal de bicarbonato,
una sal de nicotinato, una sal de isonicotinato, una sal de lactato, una sal de salicilato, una sal de 4-aminosalicilato,
una sal de tartrato, una sal de ascorbato, una sal de gentisinato, una sal de gluconato, una sal de glucaronato, una sal
de sacarato, una sal de formiato, una sal de benzoato, una sal de glutamato, una sal de pantotenato, una sal de
acetato, una sal de propionato, una sal de butirato, una sal de fumarato, una sal de succinato, una sal de citrato, una
sal de oxalato, una sal de maleato, una sal de hidroximaleato, una sal de metilmaleato, una sal de glicolato, una sal
de malato, una sal de cinamato, una sal de mandelato, una sal de 2-fenoxibenzoato, una sal de 2-acetoxibenzoato,
una sal de embonato, una sal de fenilacetato, una sal de N-ciclohexilsulfamato, una sal de metanesulfonato, una sal
de etanosulfonato, una sal de bencenosulfonato, una sal de p-toluenosulfonato, una sal de 2-hidroxietanosulfonato,
una sal de etano-1,2-disulfonato, una sal de 4-metilbencenosulfonato, una sal de naftaleno-2-sulfonato, una sal de
naftaleno-1,5-disulfonato, una sal de 2-fosfoglicerato, una sal de 3-fosfoglicerato, una sal de glucosa-6-fosfato y una
sal de aminoacido.

Las sales metélicas pueden producirse de la adicién de una base inorgéanica a un compuesto de la invencién que tiene
un grupo carboxilo. La base inorganica consiste en un catién metélico emparejado con un contraién bésico, tal como,
por ejemplo, hidréxido, carbonato, bicarbonato o fosfato. El metal puede ser un metal alcalino, metal alcalinotérreo,
metal de transicion o metal de grupo principal. Los ejemplos no limitativos de metales adecuados incluyen litio, sodio,
potasio, cesio, cerio, magnesio, manganeso, hierro, calcio, estroncio, cobalto, titanio, aluminio, cobre, cadmio y zinc.
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Los ejemplos no limitativos de sales metélicas adecuadas incluyen una sal de litio, una sal de sodio, una sal de potasio,
una sal de cesio, una sal de cerio, una sal de magnesio, una sal de manganeso, una sal de hierro, una sal de calcio,
una sal de estroncio, una sal de cobalto, una sal de titanio, una sal de aluminio, una sal de cobre, una sal de cadmio
y una sal de zinc.

Las sales aménicas pueden producirse de la adicién de amoniaco o de una amina organica a un compuesto de la
invencién que tiene un grupo carboxilo. Los ejemplos no limitativos de aminas organicas adecuadas incluyen
trietilamina, diisopropilamina, etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, morfolina, N-metilmorfolina, piperidina, N-
metilpiperidina, N-etilpiperidina, dibencilamina, piperazina, piridina, pirazol, imidazol, pirazina, piperazina,
etilenediamina, N,N-dibenciletilendiamina, procaina, cloroprocaina, colina, diciclohexilamina y N-metilglucamina.

Los ejemplos no limitativos de sales de amonio adecuadas incluyen una sal de ftrietilamonio, una sal de
diisopropilamonio, una sal de etanolamonio, una sal de dietanolamonio, una sal de trietanolamonio, una sal de
morfolinio, una sal de N-metilmorfolinio, una sal de piperidinio, una sal de N-metilpiperidinio, una sal de N-
etilpiperidinio, una sal de dibenzilamonio, una sal de piperazinio, una sal de piridinio, una sal de pirazolio, una sal de
imidazolio, una sal de pirazinio, una sal de etilendiamonio, una sal de N,N-dibenziletilendiamonio, una sal de procaina,
una sal de cloroprocaina, una sal de colina, una sal de diciclohexilamonio y una sal de N-metilglucamina.

El término "aproximadamente" cuando se usa con relacién a una indicacién numérica de referencia significa la
indicacién numérica de referencia mas o menos hasta 10 % de aquella indicacién numérica de referencia. Por ejemplo,
la expresién “aproximadamente 50" cubre el rango de 45 a 55.

Procedimientos Generales

"Trt" representa al grupo protector de tritil (trifenilmetilo), que tiene la estructura:

&

Como se usa en el presente documento, los reactivos de tritilacién incluyen, pero no se limitan a, haluros de ftritilo,
tales como cloruro de tritilo y bromuro de tritilo.

La eliminacién del grupo protector de tritilo se realiza tipicamente de la siguiente manera: la esfingomielina protegida
por tritilo se disuelve en un disolvente orgénico y se afiade un é&cido. La reaccién continla a una temperatura de
aproximadamente 22°C durante 1 a 16 horas. La mezcla de reaccién se neutraliza mediante la adiciéon de una base.
El disolvente orgénico puede ser un disolvente polar prético, un disolvente polar aprético o una mezcla de los mismos.
En una realizacién el disolvente organico es un disolvente polar prético y es metanol, etanol, n-propanol o isopropanol.
En una realizacién el disolvente organico es un disolvente polar aprético. En una realizacién, el disolvente aprético
orgéanico es clorado y es cloruro de metileno, cloroformo o tetracloruro de carbono. En otra realizacién, el disolvente
aprético organico es no clorado y es éter dietilico, tetrahidrofurano o acetato de etilo. El 4cido puede ser cualquier
acido conocido por el experto en la materia que sea adecuado para eliminar el grupo protector de tritilo, por ejemplo,
acido acético, acido ftrifluoroacético, acido clorhidrico y acido p-toluenosulfénico. En ciertas realizaciones de la
invencién el acido es acido p-toluenosulfénico. En realizaciones particulares, la base es una base orgéanica, tal como
trietilamina o piridina.

"BZ" representa al grupo protector de benzoilo, que tiene la estructura:

O

Como se usa en el presente documento, los reactivos benzoilantes incluyen, pero no se limitan a, tales como, haluros
de benzoilo tales como cloruro de benzoilo y bromuro de tritilo.
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La eliminacién del grupo protector de benzoilo se realiza tipicamente de la siguiente manera: la esfingomielina
protegida por benzoilo se disuelve en un disolvente polar prético y se afiade una base. La reaccién continta durante
8 hasta 24 horas a aproximadamente 22 °C. En una realizacién, el disolvente polar prético es metanol, etanol, n-
propanol, isopropanol o mezclas de los mismos. En otra realizacion, la base es metdxido de sodio, carbonato de
potasio, hidréxido de litio. En una realizacién particular, la base es metdxido de sodio.

D-eritro-esfingosina

En una realizacién particular, la presente invencidén proporciona procedimientos para sintetizar D-eritro-esfingosina
utilizando un éster de L-serina, tal como el del Compuesto la en el Esquema |, donde R es un grupo alquilo C1-5. El
término “alquilo”, tal como se usa en el presente documento, a menos que se indique lo contrario, se refiere a un grupo
lineal, ramificado o ciclico saturado derivado de la eliminacién de un dtomo de hidrégeno de un alcano. Los grupos
alquilo de cadena lineal representativos incluyen -metilo, -etilo, -n-propilo, -n-butilo y -n-pentilo. Los grupos alquilo
ramificados tipicos incluyen -isopropilo, -sec-butilo, -isobutilo, -terc-butilo, -isopentilo, -neopentilo, 1-metilbutilo, 2-
metilbutilo, 3-metilbutilo, 1,1-dimetilpropilo y 1,2-dimetilpropilo. Los grupos alquilo ciclicos tipicos incluyen ciclopentilo
y ciclopropilo.

En ciertas realizaciones de la invencién, el éster de L-serina es éster metilico de L-serina. En otra realizacién, el éster
de L-serina es éster etilico de L-serina. En otra realizacion, el éster de L-serina es éster butilico de L-serina.

En una realizaciéon de la invencién, D-eritro-esfingosina se sintetiza utilizando el procedimiento mostrado en el
Esquema |, que comprende las siguientes etapas:

a) proteger el grupo amino de un éster de L-serina (Compuesto la) con grupo terc-butoxicarbonilo, que da como
resultado a un éster de L-serina protegido con Boc (Compuesto Ib);

b) permitir que el éster de L-serina protegido con Boc reaccione con 2,2-dimetoxipropano en presencia de é&cido
bencenosulfénico en condiciones efectivas para producir el correspondiente éster de alquilo C1-C5 de acido (S)-3-
(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4-oxazolidincarboxilico (Compuesto Ic);

¢) permitir que el correspondiente éster de alquilo C1-C5 de &cido (S)-3-(ferc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4-
oxazolidincarboxilico (Compuesto Ic) reaccione con metilfosfonato de dimetilo en presencia de n-butil-litio en
condiciones efectivas para producir (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(2-(dimetoxifosforil)-1-oxoetil)-2,2-dimetiloxazolidina
(Compuesto Id);

d) permitir que la (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(2-(dimetoxifosforil)-1-oxoetil)-2,2-dimetiloxazolidina reaccione con 1-
tetradecanal en condiciones efectivas para producir (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-oxo-hexadec-2-enil)-2,2-
dimetiloxazolidina (Compuesto le);

e) permitir que la (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-oxo-hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina reaccione con borohidruro
de sodio y tricloruro de cerio en condiciones efectivas para producir (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-
hidroxihexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina (Compuesto If); y

e) eliminar el grupo protector de terc-butoxicarbonilo (Boc) de (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-hidroxi-hexadec-
2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina para producir D-eritro-esfingosina (Compuesto A).
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En un aspecto de la invencién, el grupo amino del éster de L-serina (Compuesto la del Esquema |) se protege con un
grupo de terc-butoxicarbonilo (Boc) en presencia de una base, tal como trietilamina o piridina, para producir un éster
de L-serina protegido con Boc (Compuesto Ib). La reaccién se puede detener entonces afiadiendo agua y el producto
de reaccién, Compuesto Ib, se recupera de la capa organica.

La adicién mencionada anteriormente del grupo protector Boc puede proseguir en un disolvente organico aprético a
una temperatura de aproximadamente 22 °C durante aproximadamente de 6 a 24 horas. En una realizacién, el
disolvente organico aprético es un hidrocarburo clorado, por ejemplo, cloruro de metileno, cloroformo o tetracloruro de
carbono. En otra realizacién, el disolvente organico aprdtico es no clorado y es, por ejemplo, éter dietilico,
tetrahidrofurano o acetato de etilo. La base es tipicamente una base orgénica, tal como trietilamina o piridina. El
producto de reaccién, Compuesto Ib, se puede extraer de la capa organica con un disolvente orgénico, que incluye,
pero no se limita a, un disolvente organico aproético descrito anteriormente.

En otro aspecto de la invenciéon el éster de L-serina protegido con Boc (Compuesto Ib) reacciona con 2,2-
15
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dimetoxipropano en presencia de acido bencenosulfénico para producir el correspondiente éster de alquilo C1-C5 de
acido (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4-oxazolidincarboxilico (Compuesto Ic). La reaccién puede proseguir a
temperatura de reflujo durante 1-3 horas en un disolvente organico. En una realizacién, el disolvente orgénico es no
polar y es tolueno, benceno o hexano. En otra realizacién, el disolvente organico es un disolvente orgénico polary es
éter dietilico, tetrahidrofurano o acetato de etilo. A continuacién, se puede neutralizar la reaccién con una base y se
evapora el disolvente. A continuacién, se puede afiadir agua y un disolvente orgénico al residuo restante y el producto
de reaccién se puede extraer de la capa orgénica utilizando un disolvente organico. La base es tipicamente una base
organica, tal como trietilamina o piridina. El producto de reaccion se puede extraer de la capa organica con un
disolvente orgéanico, que incluye, pero no se limita a, los disolventes organicos descritos anteriormente.

En otro aspecto de la invencién, el éster de acido (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4-oxazolidincarboxilico
(Compuesto Ic) reacciona con n-butil-litio en presencia de metilfosfonato de dimetilo para producir (S)-3-(terc-
butoxicarbonil)-4-(2-(dimetoxifosforil)-1-oxo-etil)-2,2-dimetiloxazolidina (Compuesto |d). La reaccidén se puede detener
con agua y el pH se ajusta mediante la adicién de un é&cido orgénico. Se puede recuperar el producto de la fase
organica. La reaccién puede continuar en un disolvente orgénico a una temperatura de aproximadamente de -70 a -
80°C durante aproximadamente de 2 a 4 horas. En ciertas realizaciones, el disolvente organico es un disolvente
organico polar y es éter dietilico, tetrahidrofurano o acetato de etilo. En ciertas realizaciones el acido es acido citrico o
acido acético.

En una realizacién adicional de la invencion, la (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(2-(dimetoxifosforil)-1-oxo-etil)- 2,2-
dimetiloxazolidina (Compuesto Id) reacciona con tetradecanal en presencia de una base para producir (S)-3-(ferc-
butoxicarbonil)-4-(1-oxo-hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina (Compuesto le). En una realizacién, la base es
carbonato de potasio. La reaccién puede proseguir a temperatura ambiente, por ejemplo, a aproximadamente 22 °C,
y en presencia de un disolvente organico y agua. La reaccién puede proseguir durante 8-14 horas con agitacién. Se
puede recuperar el producto, (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-oxo- hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina (Compuesto
le), de la fase organica. En ciertas realizaciones, el disolvente organico es un disolvente organico polar y es acetonitrilo,
tetrahidrofurano o acetato de etilo.

En otra realizacién adicional de la invencién, se reduce la (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-oxo-hexadec-2-enil)-2,2-
dimetiloxazolidina (Compuesto le) en presencia de borohidruro de sodio y cloruro de cerio heptahidratado para producir
(2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-hidroxihexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina (Compuesto If). Por ejemplo, el
Compuesto le y el cloruro de cerio heptahidratado se agitan en un disolvente organico y la mezcla se enfria hasta -20
a -15°C. Se aflade borohidruro de sodio a la mezcla durante 1 a 6 horas. Después de la adicién del borohidruro de
sodio, la reaccidén puede proseguir durante 15 a 90 minutos, en cuyo punto se calienta hasta aproximadamente 22 °C
de 1 a 3 horas. Después de alcanzar 22 °C, se puede agitar la mezcla de 30 a 90 minutos. En una realizacion el
disolvente orgénico es un disolvente polar prético y es metanol, etanol, n-propanol o isopropanol. En ciertas
realizaciones, se afiade el borohidruro de sodio como un sélido. En ciertas realizaciones, se afiade el borohidruro de
sodio como una solucién acuosa. En ciertas realizaciones de la invencién, se elimina al menos un poco del disolvente
a través de la evaporacidn y las sales precipitadas se filtran y se lavan con un disolvente organico. El producto, el
Compuesto If, se puede recuperar de la fase organica del filtrado resultante.

En una cierta realizacién de la invencién, la (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-hidroxi-hexadec-2-enil)-2,2-
dimetiloxazolidina (Compuesto If) se desprotege para producir D-eritro-esfingosina. La reaccidén puede proceder de la
siguiente manera: se enfria metanol hasta aproximadamente 0 °C y se afiade cloruro de acetilo a lo largo de
aproximadamente 15 a 60 minutos. A continuacién, se calienta la solucién para producir una solucién de clorhidrato
metandlico. (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-hidroxi-hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina) se disuelve en
metanol y se afiade la solucién de clorhidrato metandlico en el transcurso de aproximadamente 15 a 60 minutos. La
reaccién se puede neutralizar afladiendo una base. A continuacién, se puede eliminar el disolvente y se puede
recuperar la D-eritro-esfingosina resultante del residuo. La base puede ser una base orgénica, tal como, pero no se
limita a, trietilamina o piridina.

En ciertas realizaciones de la invencién, se puede purificar la D-eritro-esfingosina (Compuesto A) mediante
recristalizacién, cromatografia con gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros procedimientos
conocidos por los expertos en la técnica.

Una realizacién particular de la invencién también proporciona un procedimiento de la sintesis de D-eritro-esfingosina
utilizando un éster metilico de L-serina.

En una realizacion particular de la invencion, un éster metilico de L-serina (Compuesto la, R = metilo) se suspende en
acetato de etilo y se enfria hasta aproximadamente 2 °C, se afiaden aproximadamente 1,15 equivalentes molares de
trietilamina, seguidos de aproximadamente 1,15 equivalentes molares de di-terc-butil dicarbonato en acetato de etilo.
La mezcla de reaccidn se calienta hasta aproximadamente 22 °C y se agita de 8 a 12 horas. Se aflade agua purificada
y se separan las fases. Se puede extraer el producto de reaccién Boc-L-Ser-OMe (Compuesto Ib, R = metilo] con
acetato de etilo de la capa orgéanica y las fracciones resultantes se secan al vacio.

En una realizacién particular de la invencién, se disuelve Boc-L-Ser-OMe (Compuesto Ib, R = metilo) en
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tetrahidrofurano y se afiaden 3-4 equivalentes de 2,2-dimetoxipropano, seguidos de una solucién de aproximadamente
0,10 equivalentes de acido bencenosulfénico en tetrahidrofurano, y se calienta la reaccién a reflujo mientras que se
destila un poco de tetrahidrofurano. La reaccién se neutraliza hasta pH 6,5 con trietilamina a aproximadamente 22 °C.
El disolvente se destila y se afiade agua y hexano. Se puede aislar el producto de reaccién, éster metilico del &cido
(S)-3-(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4-oxazolidincarboxilico (Compuesto Ic, R = metilo), de la capa de hexano.

En otro aspecto de la invencion, 2 equivalentes de metilfosfonato de dimetilo se disuelven en tetrahidrofurano y la
mezcla resultante se enfria hasta aproximadamente -70 a -80°C. Se afiaden aproximadamente 2 equivalentes de n-
butil-litio en heptano en el transcurso de 1 a 3 horas mientras que la mezcla se mantiene a aproximadamente -70 a -
80°C. Después de agitar durante aproximadamente 1 hora, se afiade 1 equivalente de éster metilico de acido (S)-3-
(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4-oxazolidincarboxilico en tetrahidrofurano en el transcurso de 30 a 90 minutos
mientras que la mezcla se mantiene a aproximadamente 0°C a lo largo de 30 a 60 minutos y después se agita de 15
a 60 minutos. La reaccion se detiene con la adicién de agua en tetrahidrofurano y el pH se modifica a pH 6-7 con la
adicién de una solucién de &cido citrico. Se afiade un disolvente organico, tal como, pero no limitado a, acetato de
etilo o éter dietilico y el producto, (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(2-(dimetoxifosforil)-1-oxo-etil)-2,2-dimetiloxazolidina
(Compuesto Id), se recuperé de la capa organica.

En un aspecto adicional de la invencién, 1 equivalente de (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(2-(dimetoxifosforil)-1-oxo-etil}-
2,2-dimetiloxazolidina (Compuesto Id) y aproximadamente 2 equivalentes de carbonato de potasio se mezclan en
acetonitrilo a aproximadamente 22 °C, seguido de la adicién de aproximadamente 0,5 equivalentes de 1-tetradecanal
y agua. La reaccién prosigue durante 8-14 horas con agitacion. Las sales se filtran y se lavan con hexano y el producto,
(S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-oxo-hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina (Compuesto le), se recupera de la fase
orgénica.

En otro aspecto adicional de la invencién, 1 equivalente de (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-oxo-hexadec-2-enil)-2,2-
dimetiloxazolidina (Compuesto le) y aproximadamente de 1,1 a 1,5 equivalentes de cloruro de cerio heptahidratado se
agitan en metanol y la mezcla se enfria hasta -20 a -15°C. Una solucién acuosa de aproximadamente 1,5 equivalentes
de borohidruro de sodio y aproximadamente 0,01 equivalentes de NaOH se enfria hasta aproximadamente 0°C y se
aflade a la mezcla de (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-oxo-hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina en el transcurso de
aproximadamente 4 a 6 horas. Después de 15 a 60 minutos de agitacién adicional, la mezcla se calienta hasta
aproximadamente 22°C a lo largo de 1 a 3 horas, seguido de agitacién de 30 a 90 minutos. Se elimina el metanol al
vacio y se filtra la suspensién acuosa resultante. Los sélidos resultantes se lavan con un disolvente organico, tal como
tolueno. Se extrae la capa acuosa al menos dos veces con un disolvente organico, tal como tolueno. Las capas
organicas se combinan y el producto, (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-hidroxi- hexadec-2-enil)-2,2-
dimetiloxazolidina (Compuesto If), se recupera de la capa organica.

En una cierta realizacién de la invencién, la (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-hidroxi-hexadec-2-enil)-2,2-
dimetiloxazolidina (Compuesto If) se convierte en D-eritro-esfingosina. La reaccién procede de la siguiente manera:
se enfria metanol hasta aproximadamente 0°C y se afiaden aproximadamente 2 equivalentes de cloruro de acetilo en
el transcurso de aproximadamente 15 a 60 minutos, generando una solucién metandlica de acido clorhidrico. A
continuacién, la solucién se calienta hasta temperatura ambiente. (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-hidroxi-
hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina) se disuelve en metanol y se afiade la solucién de clorhidrato metandlico en el
transcurso de aproximadamente 15 a 60 minutos. La reaccién se neutraliza afiadiendo trietilamina. A continuacién, se
puede eliminar el disolvente y se puede recuperar la D-eritro-esfingosina resultante del residuo.

En una realizacién particular, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar D-eritro-esfingosina,
que comprende las etapas de:

a) proteger el grupo amino de un éster metilico de L-serina o una sal del mismo con un grupo terc-butoxicarbonilo para
producir Boc-L-Ser-OMe;

b) permitir que Boc-L-Ser-OMe reaccione con 2,2-dimetoxipropano en presencia de acido bencenosulfénico en
condiciones efectivas para producir el éster metilico de 4écido (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4-
oxazolidincarboxilico;

¢) permitir que el éster metilico de acido (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-4-oxazolidincarboxilico reaccione con
metilfosfonato de dimetilo en presencia de n-butil-ltio en condiciones efectivas para producir (S)-3-(terc-
butoxicarbonil)-4-(2-(dimetoxifosforil)-1-oxo-etil)-2,2-dimetiloxazolidina;

d) permitir que la (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(2-(dimetoxifosforil)-1-oxoetil)-2,2-dimetiloxazolidina reaccione con 1-
tetradecanal en condiciones efectivas para producir (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-oxo-hexadec-2-enil)-2,2-
dimetiloxazolidina;

e) permitir que la (S)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-oxo-hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina reaccione con borohidruro
de sodio y tricloruro de cerio en condiciones efectivas para producir (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-
hidroxihexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina; y

f) eliminar el grupo protector de terc-butoxicarbonilo (Boc) de (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-hidroxi-hexadec-
2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina en condiciones efectivas para producir D-eritro-esfingosina.

D-eritro-dihidroesfingosina
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En una realizacién particular, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar D-eritro-
dihidroesfingosina utilizando un éster de L-serina adecuado, tal como el del Compuesto la. En una cierta realizacién
de la invencién, R es un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 carbonos. El término “alquilo”, tal como se usa en el presente
documento, a menos que se indique lo contrario, se refiere a un grupo lineal, ramificado o ciclico saturado derivado
de la eliminacién de un atomo de hidrégeno de un alcano. Los grupos alquilo de cadena lineal tipicos incluyen -metilo,
-etilo, -n-propilo, -n-butilo y -n-pentilo y n-heptilo. Los grupos alquilo ramificados tipicos incluyen -isopropilo, -sec-butilo,
-isobutilo, -terc-butilo, -isopentilo, 1-metilbutilo, 2-metilbutilo, 3-metilbutilo, 1,1-dimetilpropilo y 1,2-dimetilpropilo. Los
grupos alquilo ciclicos tipicos incluyen ciclohexilo, ciclopentilo y ciclopropilo.

En ciertas realizaciones de la invencién, el éster de L-serina es éster metilico de L-serina. En otra realizacién, el éster
de L-serina es éster etilico L-serina. En otra realizacién adicional, el éster de L-serina es éster butilico de L-serina.

En una realizacion de la invencion, D-eritro-dihidroesfingosina se sintetiza utilizando el procedimiento mostrado en el
esquema |l. La relacién comprende las siguientes etapas:

OH OH

~EF

CisHar g CiaHay

O)VNBOC )VNBm:

{25,3R 4E)-3-{terc-butoxicarbonil)-4-{1-hidroxi-  +-{{R)-1-hidroxihexadecil}-2.2-
hexadec-2-enil)-2, 2-dimetiloxazolidina dimetiloxazolidin-3-carboxilato de {(S}-

Compuesto if terc-butilo

Cioruro de acetio
Metanol

OH

HO/\i/\/\C?SHET

NH,

D-eritro-dihidroesfingosina
Compuesto B

Esquema il

El compuesto If reacciona con un agente reductor para producir su correspondiente compuesto saturado, Compuesto
Ila. La reaccidn se lleva a cabo en un disolvente organico, pero no se limita a, un alcohol primario o secundario, THF
o 2-metil-THF, en presencia de H2 y un catalizador, tal como, pero no esté limitado a, un catalizador de paladio(0)
sobre carbono o catalizador de rutenio(ll), por ejemplo, RU(OAc)(BINAP), [{RuCI(m-Cl)}(h®-CeMes)}2], ©
Ru(OH)x/Al,Os.

En una realizacién particular, el Compuesto If reacciona con Hz en alcohol isopropilico a aproximadamente 80°C en
presencia de [{RuCI(m-Cl)(h®-CsMes)}2] a reflujo. La mezcla de reaccién se detiene y se somete a tratamiento final,
cuando no se detecta mas alcohol alilico inicial, Compuesto If, utilizando el procedimiento bien conocido por el experto
en la técnica, tal como, pero no se limita a, HPLC, cromatografia de capa fina, o IR. En una determinada realizacién,
se aflade Ho como un gas y la reaccién se lleva a cabo en un recipiente de hidrogenacién bajo presién.

El compuesto lla obtenido de este modo, bruto o purificado, se disuelve en metanol a aproximadamente 0°C, y se
aflade cloruro de acetilo durante aproximadamente 15 a 60 minutos, generando acido clorhidrico metanélico. Cuando
no se detecta mas material inicial (0 no hay mas conversién) utilizando un procedimiento, tal como un procedimiento
de cromatografia, la reaccién se trata con una base, que puede ser una base orgéanica, tal como, pero no se limita a,
trietilamina o piridina, o una base inorganica en solucién acuosa, tal como bicarbonatos o carbonatos de sodio, potasio,
calcio, magnesio y amonio. Ademas, la mezcla de reaccién se extrae con un disolvente, como un disolvente clorado,
acetato de etilo o un éter, tal como éter dietilico, THF, t-butil metil éter, éter isopropilico, etc. A continuacién, se extrae
el disolvente y la D-eritro-dihidroesfingosina se recupera como una base libre. Se puede tratar la base con acido
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clorhidrico para producir la correspondiente sal de clorhidrato.
D-eritro-esfingosina

En ofra realizacién, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar N-palmitoil-D-eritro-esfingosina,
tal como se muestra en el Esquema lll.

En otra realizacién adicional, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar N-palmitoil-D-eritro-
esfingosina, que comprenden las etapas de:

a) permitir que la (1R, 2R, SR)-(+)-2-hidroxi-3-pinanona (Compuesto llla) reaccione con etilglicinato en condiciones
efectivas para producir (1R, 2R, 5R)-Etil-((2-hidroxipinan-3-ileno)amino)acetato (Compuesto llIb);

b) permitir que el (1R, 2R, 5R)-Etil-((2-hidroxipinan-3-ileno)amino)acetato (Compuesto lllb) reaccione con 2-(E)-
hexadecen-1-al en presencia de triisopropédxido de clorotitanio y trietilamina para producir uno 0 ambos de (2S,3R E)-
etil-3-hidroxi-2-((E)-((1S,2S,5S)-2-hidroxi-2,6,6-trimetilbiciclo[3,1,1]heptan-3-ilideno)amino)octadec-4-enoato
(Compuesto lllc) y (2S,3R E)-isopropil-3-hidroxi-2-((E)-((1S,2S,5S)-2-hidroxi-2,6,6-trimetilbiciclo[3,1,1]heptan-3-
ilideno)amino)octadec-4-enoato (Compuesto llic’);

¢) permitir que uno o ambos de (2S,3R, E)-etil-3-hidroxi-2-((E)-((1S,2S,5S)-2-hidroxi-2,6,6-trimetilbiciclo[3,1,1]heptan-
3-ilideno)amino)octadec-4-enoato (Compuesto llic) y (2S,3R,E)-isopropil 3-hidroxi-2-((E)-((1S,2S,5S)-2-hidroxi-2,6,6-
trimetilbiciclo[3,1,1]heptan-3-ilideno)amino)octadec-4-enoato (Compuesto llic’) reaccionen con acido clorhidrico en
condiciones efectivas para producir uno o ambos de 2-amino-3-hidroxioctadec-4-encato de (2R 3R, E)-etilo
(Compuesto llld) y 2-amino-3-hidroxioctadec-4-enoato de (2R,3R, E)-isopropilo (Compuesto llid);

d) permitir que uno o ambos de 2-amino-3-hidroxioctadec-4-enoato de (2R,3R, E)-etilo y 2-amino-3-hidroxioctadec-4-
enoato de (2R,3R, E)-isopropilo reaccionen con borohidruro de sodio en condiciones efectivas para producir D-eritro-
esfingosina (Compuesto A); y

e) hacer reaccionar D-eritro-esfingosina con acido palmitico en condiciones efectivas para producir N-palmitoil-D-
eritroro-esfingosina (Compuesto E).
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D-eritro-dihidroesfingosina

En ofra realizacién adicional, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar D-eritro-
dihidroesfingosina, tal como se muestra en el Esquema IV y que comprenden las siguientes etapas:

a) permitir que (1R, 2R, SR)-(+)-2-hidroxi-3-pinanona (Compuesto llla) reaccione con etilglicinato en condiciones
efectivas para producir (1R, 2R, 5R)-Etil-((2-hidroxipinan-3-ileno)amino)acetato (Compuesto IlIb);

b) permitir que (1R, 2R, 5R)-Etil{((2-hidroxipinan-3-ileno)amino)acetato (Compuesto lllb) reaccione con hexadecanal
en presencia de triisopropéxido de clorotitanio en condiciones efectivas para producir uno o ambos de 3-hidroxi-2-
(((1S,2S,5S)-2-hidroxi-2,6,6-trimetilbiciclo[3,1,1]heptan-3-ilideno)amino)octadecanoato de (2S,3R,E)-¢tilo
(Compuesto IVc) y 3-hidroxi-2-(((1S,2S,58)-2-hidroxi-2,6,6-trimetilbiciclo[3,1,1]heptan-3-ili-
deno)amino)octadecanoato de (2S,3R, E)-isopropilo (Compuesto IVc'),

¢) permitr que wuno o ambos de 3-hidroxi-2-(((1S,2S,5S)-2-hidroxi-2,6,6-trimetilbiciclo[3,1,1]heptan-3-
ilideno)amino)octadecanoato de (2S,3R E)-etilo (Compuesto [Vc) y 3-hidroxi-2-(((1S,2S,5S)-2-hidroxi- 2,6,6-
trimetilbiciclo[3,1,1]heptan-3-ilideno)amino)octadecanoato de (2S,3R,E)-isopropilo (Compuesto 1Vc') reaccionen con
acido hidroclérico en condiciones efectivas para producir 2-amino-3-hidroxioctadecanoato de (2R,3R,E)-etilo
(Compuesto IVd) y 2-amino-3-hidroxioctadecanoato de (2R,3R, E)-isopropilo (Compuesto IVd');

d) permitir que uno o ambos de 2-amino-3-hidroxioctadecanoato de (2R,3R, E)-etilo (Compuesto IVd) y 2-amino-3-
hidroxioctadecanoato de (2R,3R, E)-isopropilo (Compuesto IVd’) reaccionen con borohidruro de sodio en condiciones
efectivas para producir D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto B);

e) permitir que D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto B) reaccione con acido palmitico en condiciones efectivas para
producir N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto F).
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En una realizacién adicional, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar N-acil-D-eritro-
esfingomielina, tal como se muestra en el Esquema V que comprenden las etapas de:

a) permitir que D-eritro-esfingosina reaccione con un acido graso (Compuesto Va) en condiciones efectivas para
producir una D-eritro-ceramida (Compuesto Vb);

b) proteger el grupo hidroxilo primario de la D-eritro-ceramida (Compuesto Vb) con un primer grupo protector para
producir Compuesto Vc;

c) proteger el grupo hidroxilo secundario del Compuesto Vc con un segundo grupo protector para producir el
Compuesto Vd;

d) eliminar el primer grupo protector del Compuesto Vd para producir el Compuesto Ve;

e) permitir que el Compuesto Ve reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano (CPP) en condiciones efectivas
para producir el Compuesto Vf;

f) permitir que el Compuesto Vf reaccione con trimetilamina en condiciones efectivas para producir el Compuesto Vg;
g) eliminar el segundo grupo protector del Compuesto Vg con metdxido de sodio para producir la N-acil-D-eritro-
esfingomielina (Compuesto Vh).
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HOAc es un acido graso

Ac es un residuo de acido grado que tiene de 3 a 36 carbonos y de cero a seis dobles enlaces carbono-carbono.

PG1 y PG2 son cualquier grupo protector adecuado conocido en la técnica.
En determinadas realizaciones, PG1 es trifenilmetilo (Trt). En determinadas realizaciones PG2 es benzoilo (Bz)

Sintesis de N-acil-D-eritro-ceramida

10

En determinadas realizaciones de la invencién, la N-acilacién de la D-eritro-esfingosina con &cido graso para producir
N-acil-D-eritro-ceramida comprende las etapas mostradas en el Esquema V. Las etapas son las siguientes: la D-eritro-
esfingosina (Compuesto A), el acido graso (Compuesto Va) y un agente formador de amida se suspenden en un

15

disolvente organico aproético y la mezcla se enfria a una temperatura de aproximadamente 0-5 °C. En una realizacién,
el disolvente organico aprético es tetrahidrofurano, dimetilformamida, 2-metiltetrahidrofurano o mezclas de los mismos.

En realizaciones particulares de la invencion, el agente formador de amida es O-Benzotriazol-N,N,N’,N'-tetrametil-

uronio-hexafluorofosfato (HBTU).
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Se aflade una base organica, tal como, pero no limitada a, trietilamina o piridina, a la mezcla de D-eritro-esfingosina
(Compuesto A), acido graso (Compuesto Va) y agente formador de amida. En determinadas realizaciones, la base
organica es un disolvente organico aproético y es tetrahidrofurano, dimetilforamida, 2-metiltetrahidrofurano o mezclas
de los mismos. En otras realizaciones de la invencién, la base organica se afiade en el transcurso de aproximadamente
15 a 90 minutos. A continuacién, la mezcla se agita de 1 a 15 horas a una temperatura de aproximadamente 0-22 °C.
En determinadas realizaciones de la invencién, la reaccién prosigue a una temperatura de aproximadamente 0-5 °C.
En otras realizaciones de la invencién, la reaccién prosigue a aproximadamente 22 °C. En otras realizaciones
adicionales de la invencién, la reaccion prosigue a aproximadamente temperatura ambiente.

Después de agitar durante aproximadamente 1 a 15 horas, el producto, el Compuesto Vb, se precipita mediante la
adicién de un é&cido. En determinadas realizaciones de la invencién, el 4cido es un acido orgéanico, tal como acido
citrico, acido acético o acido oxalico. En la adicién el 4cido puede estar en una solucién acuosa. Cuando se afiade el
acido, la reaccién puede estar a aproximadamente 22 °C. Se puede agitar la mezcla resultante durante 30 a120
minutos a temperatura de aproximadamente 0-5 °C. En determinadas realizaciones de la invencién, la suspension se
agita a aproximadamente 22°C.

Después de la agitacién, la suspensién se filtra. A continuacién, se puede resuspender el producto resultante, el
Compuesto Vb, en agua, después de lo cual, el producto se puede filtrar y lavar. Se puede repetir la suspensién al
menos una vez mas. Se puede lavar el producto resultante, D-eritro-ceramida (Compuesto Vb), con agua, acetona o
una mezcla de las mismas.

Sintesis de D-eritro-ceramida protegida

En determinadas realizaciones de la invencién, el grupo hidroxilo primario de la D-eritro-ceramida se protege, seguido
de la proteccion del hidroxilo secundario y, a continuacién, la desproteccién del hidroxilo primario. En otras
realizaciones de la invencién, las etapas de proteccién y desproteccién contintian sin aislamiento o purificacién de la
D-eritro-ceramida protegida por hidroxilo primario.

En realizaciones particulares de la invencién, el grupo hidroxilo primario se protege con un grupo tritilo mediante la
reaccién de la D-eritro-ceramida con un reactivo de tritilacion, tal como, pero no limitado a, haluros de tritilo, tales como
cloruro de ftritilo y bromuro de tritilo. En determinadas realizaciones de la invencién, el grupo hidroxilo secundario se
protege con un grupo benzoilo mediante la reaccién de la D-eritro-ceramida protegida en 1-O con un reactivo
benzoilante que incluye, tales como, pero no se limita a, haluros de benzoilo, tales como cloruro de benzoilo y bromuro
de tritilo. En otras realizaciones de la invencidn, el grupo hidroxilo primario se protege con un grupo tritilo y el hidroxilo
secundario se protege con un grupo benzoilo.

En determinadas realizaciones de la invencién, la proteccién del grupo hidroxilo primario procede de la siguiente
manera: D-eritro-ceramida (Compuesto Vb) y cloruro de tritifo se suspenden en un disolvente orgénico en presencia
de una base. La reaccién prosigue a una temperatura de aproximadamente 25-55 °C durante aproximadamente 10 a
60 horas para producir la D-eritro-ceramida protegida por tritilo (Compuesto V¢ de 1-O-tritil-D-eritro-ceramida, donde
PG1 = -Trt). El disolvente organico puede ser un disolvente no polar o polar. En una realizacién de la invencién, el
disolvente organico es un disolvente no polar y es tolueno, benceno, hexano o las mezclas de los mismos. En una
realizacién, el disolvente organico es un disolvente polar aprético. En una realizacion, el disolvente organico aprético
es cloruro de metileno, cloroformo o tetracloruro de carbono. En otra realizacién, el disolvente orgénico aprético es no
clorado y es éter dietilico, tetrahidrofurano o acetato de etilo. La base es tipicamente una base organica, tal como
trietilamina o piridina.

En determinadas realizaciones de la invencién, la proteccién del grupo hidroxilo primario, por ejemplo, utilizando
cloruro de ftritilo, produce no méas de aproximadamente 10 % molar de 1,3-O,O-ditritil-D-eritro-ceramida de los
productos brutos de reaccién. En otras realizaciones de la invencién, la protecciéon del grupo hidroxilo primario, por
ejemplo, utilizando cloruro de tritilo, produce no mas de aproximadamente 7 % molarde 1,3-O,O-ditritil-D-eritro-
ceramida de los productos brutos de reaccion. En otras realizaciones de la invencién, la proteccién del grupo hidroxilo
primario, por ejemplo, utilizando cloruro de tritilo, produce no mas de aproximadamente el 5 % molar de 1,3-O,0O-ditritil-
D-eritro-ceramida de los productos brutos de reaccién. En otras realizaciones de la invencién, la proteccién del grupo
hidroxilo primario, por ejemplo, utilizando cloruro de tritilo, produce no mas de aproximadamente 1 % molar de 1,3-
O,O-ditritil-D-eritro-ceramida de los productos brutos de reaccién.

En otras realizaciones de la invencién, la proteccién del grupo hidroxilo secundario prosigue directamente de la
siguiente manera: la mezcla de reaccién mencionada anteriormente se enfria a aproximadamente 0-5°C y se afiade
cloruro de benzoilo y una base. La reaccién continla a una temperatura de aproximadamente 0-5°C durante
aproximadamente 1 a 16 horas. El producto de reaccién, D-eritro-ceramida protegida con 3-benzoilo y 1-tritilo
(Compuesto Vd; PG1= -Trt; PG2= -Bz) se puede extraer de la capa organica con un disolvente organico, que incluye,
pero no se limita a, un disolvente orgénico aprético descrito anteriormente. Después se elimina el disolvente orgénico
utilizando un procedimiento adecuado conocido por el experto en la técnica, que incluye, pero no se limita a,
evaporacién, por ejemplo, concentracién al vacio. En realizaciones particulares, la base es una base organica, tal
25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3017 659 T3

como trietilamina o piridina.

En otras realizaciones de la invencién, la desproteccién del grupo hidroxilo primario prosigue directamente de la
siguiente manera: el residuo de la reaccién mencionada anteriormente se disuelve en un disolvente orgénico y se
aflade un 4cido. La reaccidn continlia a una temperatura de aproximadamente 22 °C durante 1 a 16 horas. La mezcla
de reaccién se neutraliza al afiadir una base. El disolvente orgéanico puede ser un disolvente polar prético, un disolvente
polar aprético o una mezcla de los mismos. En una realizacion, el disolvente organico es un disolvente polar prético y
es metanol, etanol, n-propanol o isopropanol. En una realizacién, el disolvente organico es un disolvente polar aprético.
En una realizacién, el disolvente organico aproético es clorado y es cloruro de metileno, cloroformo o tetracloruro de
carbono. En otra realizacién, el disolvente organico aprético es no clorado y es éter dietilico, tetrahidrofurano o acetato
de etilo. El 4cido puede ser cualquier 4cido conocido por el experto en la técnica para ser adecuado para eliminar el
grupo protector de tritilo, por ejemplo, acido acético, acido trifluoroacético, acido clorhidrico y &cido p-toluenosulfénico.
En ciertas realizaciones de la invencién, el 4cido es acido p-toluenosulfénico. En realizaciones particulares, la base es
una base organica, tal como trietilamina o piridina.

En determinadas realizaciones de la invencién se puede purificar el producto de desproteccién mencionado
anteriormente (Compuesto Ve, PG2= -Bz) mediante recristalizacién, cromatografia en gel de silice, cromatografia
liquida de alta resolucién u otros procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

Fosforilacién y aminacién de D-eritro-ceramida protegida con 3-benzoilo para producir N-acil-D-eritro-esfingomielina
protegida con benzoilo

En otras realizaciones de la invencién, la D-eritro-ceramida protegida por 3-benzoilo, (Compuesto Ve; PG2 = -Bz), se
fosforila de la siguiente manera: La D-eritro-ceramida protegida por 3-benzoilo se disuelve en un disolvente organico
y se aflade una base organica. Después del enfriamiento hasta aproximadamente 4-9 °C, se afiade una solucidén de
2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano en un disolvente organico. La reaccién sigue a una temperatura de
aproximadamente 4-22 °C durante aproximadamente 2 a 6 horas para producir 3-O-Benzoil-1-O-(2-ox0-1,3,2-
dioxafosfolan)-ceramida (Compuesto Vf, donde PG2 = Bz). En determinadas realizaciones de la invencién, la reaccién
prosigue a aproximadamente 4-9 °C durante aproximadamente 15 minutos a 2 horas y después se calienta hasta
aproximadamente 22°C y sigue durante 2 a 4 horas adicionales. El disolvente orgénico puede ser un disolvente no
polar, un disolvente polar o mezclas de los mismos. En una realizacién de la invencién, el disolvente orgénico es un
disolvente no polar y es tolueno, benceno, hexano o mezclas de los mismos. En una realizacién, el disolvente organico
es un disolvente polar aprético, tal como acetonitrilo, acetato de etilo, tetrahidrofurano o mezclas de los mismos. La
base organica es tipicamente tetrametiletilendiamina o trietilamina. En determinadas realizaciones de la invencion, la
base orgénica es tetrametiletilendiamina.

En determinadas realizaciones, la aminacién de la 3-O-Benzoil-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolan)-ceramida (Compuesto
Vf, PG2 =-Bz) tiene lugar sin purificacién o aislamiento del material de partida de D-eritro-ceramida protegida por
benzoilo fosforilado. Después de proceder con la reaccién mencionada anteriormente durante aproximadamente 2 a
6 horas, se afiaden disolvente organico y trimetilamina adicionales, la mezcla de reaccién se calienta hasta 60 - 70°C
y se permite que continle durante 10-16 horas para producir N-acil-D-eritro-esfingomielina protegida por 3-benzoilo
(Compuesto Vg, PG2 =-Bz). El disolvente organico puede ser un disolvente no polar, un disolvente polar o0 mezclas de
los mismos. En una realizacién de la invencién, el disolvente organico es un disolvente no polar y es tolueno, benceno,
hexano o mezclas de los mismos. En una realizacién, el disolvente organico es un disolvente polar aprético, tal como
acetonitrilo, acetato de etilo, tetrahidrofurano o mezclas de los mismos. En determinadas realizaciones, la trimetilamina
se aflade como un liquido. En otras realizaciones, la trimetilamina se afiade en forma de gas. En realizaciones
particulares, la trimetilamina liquida es anhidra. En determinadas realizaciones, la trimetilamina se enfria por debajo
de su punto de ebullicibn y se afiade un liquido. En determinadas realizaciones, la reaccién se enfria hasta
aproximadamente -10 °C a 0 °C antes de afiadir trietilamina liquida. En otras realizaciones, la reaccidn se enfria hasta
aproximadamente -10°C antes de afiadir trietilamina liquida.

En determinadas realizaciones de la invencién, se puede purificar N-acil-D-eritro-esfingomielina protegida por 3-
benzoilo mediante recristalizacién, cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

Desproteccion de N-acil-D-eritro-esfingomielina _protegida por 3-O-benzoilo para producir N-acil-D-eritro-
esfingomielina

La eliminacién del grupo protector de benzoilo de N-acil-D-eritro-esfingomielina protegida por 3-O-benzoilo prosigue
de la siguiente manera: la esfingomielina protegida por 3-O-benzoilo se disuelve en un disolvente polar prético y se
aflade una base. La reaccién continla durante 8 hasta 24 horas a aproximadamente 22 °C. En determinadas
realizaciones de la invencién, se afiaden un disolvente aprético y agua a la mezcla de reaccién y la N-acil-D-eritro-
esfingomielina (Compuesto Vh) se recupera de la capa organica. En una realizacién, el disolvente polar prético es
metanol, etanol, n-propanol, isopropanol o mezclas de los mismos. En otra realizacién adicional, la base es metéxido
de sodio.
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En determinadas realizaciones de la invencién, se puede purificar N-acil-D-eritro-esfingomielina mediante
recristalizacién, cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros procedimientos
conocidos por los expertos en la técnica.

En determinadas realizaciones de la invencion, la N-acil-D-eritro-esfingomielina resultante tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 85 % y contiene no mas de aproximadamente 15% de su enantiémero
opuesto correspondiente. En determinadas realizaciones de la invencidn, la N-acil-D-eritro-esfingomielina tiene una
pureza enantiomérica de al menos aproximadamente 90 % y contiene no mas de aproximadamente 10 % de su
enantibmero opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-acil-D-eritro-esfingomielina tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 95 % y contiene no mas de aproximadamente 5 % de su enantiémero
opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-acil-D-eritro-esfingomielina tiene una pureza enantiomérica de
al menos aproximadamente 98 % y contiene no mas de aproximadamente 2 % de su enantiémero opuesto
correspondiente.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar N-acil-D-eritro-esfingomielina,
que comprenden las etapas de:

a) permitir que la D-eritro-esfingosina reaccione con un acido graso en condiciones efectivas para producir una D-
eritro-ceramida;

b) permitir que la D-eritro-ceramida reaccione con un reactivo de tritilacién en condiciones efectivas para producir 1-
O-tritil-D-eritro-ceramida;

¢) permitir que la 1-O-tritil-D-eritro-ceramida reaccione con un reactivo benzoilante en condiciones efectivas para
producir 1- O-tritil-3-O-D-eritro-ceramida;

d) eliminar al grupo tritilo de 1-O-tritil-3-O-D-eritro-benzoil-ceramida para producir D-eritro-3-O-benzoil-ceramida;

e) permitir que la 3-O-benzoil-D-eritro-ceramida reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano (CPP) en
condiciones efectivas para producir 3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano) ceramida;

f) permitir que la 3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano)ceramida reaccione con trimetilamina en
condiciones efectivas para producir la N-acil-D-eritro-3-O-benzoil-esfingomielina; y

g) eliminar el grupo benzoilo de N-acil-D-eritro-3-O-benzoil-esfingomielina con metéxido de sodio para producir N-acil-
D-eritro-esfingomielina.

Sintesis de N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina

En otra realizacién, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar N-palmitoil-D-eritro-
esfingomielina, que comprenden las etapas de:

a) permitir que la D-eritro-esfingomielina reaccione con acido palmitico en presencia de O-benzotriazol-N,N,N’,N’-
tetrametil-uronio-hexafluoro-fosfato y ftrietlamina en condiciones efectivas para producir N-palmitoil-D-eritro-
esfingosina

b) proteger N-palmitoil-D-eritro-esfingosina para reaccionar con un grupo tritilo para producir N-palmitoil-1-O-tritil-D-
eritro-esfingosina;

¢) proteger N-palmitoil-1-O-tritil-D-eritro-esfingosina con un grupo benzoilo para producir N-palmitoil-1-O-tritil-3-O-
benzoil-D-eritro-esfingosina;

d) eliminar el grupo tritlo de N-palmitoil-1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina en presencia de é&cido para-
toluenosulfénico para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina;

e) permitir que N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-ceramida reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano (CPP) en
condiciones efectivas para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano)-esfingosina;

f) permitir que N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano)-esfingosina  reaccione con
trimetilamina en condiciones efectivas para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina; y

g) eliminar el grupo benzoilo de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina con metéxido de sodio para producir
N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina.

En una realizacién particular de la invencién, N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina se sintetiza, tal como se muestra en
el Esquema VI

Un equivalente de acido palmitico, un equivalente de D-eritro-esfingosina (Compuesto A), y 1,10 equivalentes de O-
benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametil-uronio-hexafluoro-fosfato (HBTU) se suspenden en tetrahidrofurano y
dimetilformamida y se enfrian hasta aproximadamente 0-5°C. Se afiaden de dos a tres equivalentes de trietilamina y
la mezcla se agita durante aproximadamente una a doce horas a aproximadamente 0-5°C. La mezcla se calienta hasta
aproximadamente 22 °C. Se afiade una solucién acuosa de &cido citrico y la mezcla se agita durante 15 a 90 minutos
a aproximadamente 22 °C. La suspensién resultante se filtra y la torta se suspende en agua a temperatura ambiente.
La suspensién se filtra y se lava con agua y acetona. A continuacién, se puede secar el producto resultante, N-palmitoil-
D-eritro-esfingosina (Compuesto E).

Para la primera proteccién de hidroxilo, se suspende un equivalente de N-palmitoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto
E) en piridina y cloruro de metileno. Se afiade una solucién de aproximadamente 1,05 equivalentes de cloruro de tritilo
a cloruro de metileno seguido de cloruro de metileno adicional. La mezcla de reaccidn se agita a 25°C durante 50-60
horas.
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En determinadas realizaciones de la invencidn, la proteccién del grupo hidroxilo primario produce menos del 10 %
molar de N-palmitoil-1,3-O,O-ditritil-D-eritro-esfingosina de los productos brutos de reaccién. En otras realizaciones de
la invencioén, la proteccién del grupo hidroxilo primario produce no mas de aproximadamente 7 % molar de N-palmitoil-
1,3-0O,0-ditritil-D-eritro-esfingosina de los productos brutos de reaccién. En otras realizaciones de la invencién, la
proteccién del grupo hidroxilo primario produce no mas de aproximadamente el 5 % molar de N-palmitoil-1,3-O,0-
ditritil-D-eritro-esfingosina de los productos brutos de reaccién. En otras realizaciones de la invencidn, la proteccién
del grupo hidroxilo primario produce no mas de aproximadamente el 1 % molar de N-palmitoil-1,3-O,O-ditritil-D-eritro-
esfingosina de los productos brutos de reaccién.

Para la proteccién del segundo grupo hidroxilo, la mezcla de reaccién que comprende el Compuesto Vla se enfria
hasta aproximadamente 2 °C. Se afiaden aproximadamente 0,10 equivalentes de N N-dimetilaminopiridina,
aproximadamente 1,50 equivalentes de cloruro de benzoilo y cloruro de metileno adicional. Se permite que la reaccién
continle a aproximadamente 2 °C con agitacidén hasta que el anélisis de cromatografia de capa fina (CCF) muestre la
presencia de material de partida de N-palmitoil-1-O-tritil-esfingosina de menos de aproximadamente 5 %. Se afiaden
acetato de etilo y un acido citrico acuoso y solucién de cloruro de sodio a la mezcla de reaccién, y se recupera N-
palmitoil-1- O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto VIb) de la fase orgénica.

Para eliminar el grupo protector de tritilo, N-palmitoil-1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto VIb) se
disuelve en metanol y cloruro de metileno y se enfria hasta 2°C. El pH se modifica a 2,5 con una solucién de 0,57
equivalentes de acido para-toluenosulfénico monohidratado en metanol. Se permite que la reaccién continte a
aproximadamente 22°C con agitacién hasta que el anélisis de CCF muestre la presencia de material de partida de 1-
O-tritil-3-O-benzoil-esfingosina de menos de 5 %. Se afiade trietilamina para modificar el pH a aproximadamente 7,0.
La mezcla de reaccién se evapora hasta secarla y la N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina resultante bruta se
suspende en hexano a aproximadamente 40 °C. Después de aproximadamente 30 a 60 minutos, el sélido se aisla
mediante filtracién y se lava con hexano. A continuacién, se puede purificar el producto resultante, N-palmitoil-3-O-
benzoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto Vic), utilizando un procedimiento adecuado, tal como cromatografia en gel
de silice.

Un equivalente de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto Vic) se disuelve en tolueno, se afiaden
aproximadamente de 0,6 a 1 equivalentes de tetrametiletilendiamina (TMEDA) y la mezcla se enfria hasta
aproximadamente 4-9 °C. Se afiaden aproximadamente de 1 a 2 equivalentes de 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano
(CCP) en acetonitrilo, seguido de acetonitrilo adicional. La reaccién se calienta hasta aproximadamente 22°C y se
agita de manera continua durante 1-3 horas. Se afiade acetonitrilo adicional y la temperatura se disminuye hasta
aproximadamente -10 a 0°C. Se enfria trietilamina gaseosa por debajo de su punto de ebullicién, y se afiaden
aproximadamente de 40 a 60 equivalentes de dicha trietilamina liquida. La mezcla de reaccién se calienta hasta
aproximadamente 60 - 70°C y prosigue durante 10 a 16 horas para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-
esfingomielina (Compuesto Vle). La reaccidén se enfria hasta aproximadamente -30°C y la suspensién resultante se
filtra. La N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina bruta se purifica adicionalmente utilizando cromatografia con
gel de silice.

Un equivalente de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina se disuelve en metanol, se afiaden
aproximadamente 0,2 equivalentes de metéxido de sodio y la mezcla se agita durante 20-26 horas a aproximadamente
22 °C. Se afiaden cloruro de metileno y agua y se modifica el pH hasta aproximadamente 7 con la adicién de acido
clorhidrico. Se recupera N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina (Compuesto C) de la capa organica.

En otras realizaciones de la invencidn, se puede purificar N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina mediante recristalizacién,
cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros procedimientos conocidos por los
expertos en la técnica.

En determinadas realizaciones de la invencién, la N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina resultante tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 85% y contiene no mas de aproximadamente 15% de su enantibmero
opuesto correspondiente. En otras realizaciones de la invencidn, la N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina tiene una
pureza enantiomérica de al menos aproximadamente 90% y contiene no méas de aproximadamente 10% de su
enantiémero opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 95% y contiene no més de aproximadamente 5% de su enantiémero
opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina tiene una pureza enantiomérica
de al menos aproximadamente 98% y contiene no méas de aproximadamente 2% de su enantiémero opuesto
correspondiente.

Se ha encontrado que el uso de un grupo benzoilo para proteger el alcohol secundario (3-OH) en relacién con los
procedimientos de la presente invencién proporciona un beneficio sorprendente y no esperado de minimizar el alcance
de migracién de grupo protector del alcohol secundario (3-OH) al alcohol primario (1-OH).

La Figura 8 es una fotografia de una placa cromatogréfica de capa fina de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina
bruta (Compuesto Vic). La N-palmitoil-1-O-benzoil-D-eritro-esfingosina es inferior a aproximadamente 1% de peso de
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N-palmitoil- 3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto Vic) e inferior a aproximadamente 0,5% de peso de los
productos brutos de reaccién. En otras realizaciones de la invencién, la proporcién en peso de la N-palmitoil-1-O-
benzoil-D-eritro-esfingosina con respecto a la N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina obtenida a partir de los
procedimeintos presentes es aproximadamente de 10:90. En otras realizaciones de la invencién, la proporcién de peso
de la N-palmitoil-1-O-benzoil-D-eritro-esfingosina con respecto a la N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina
obtenida a partor de los presentes procedimientos es aproximadamente de 5:95. En ofras realizaciones de la
invencidn, la proporcién en peso de la N-palmitoil-1-O-benzoil-D-eritro-esfingosina con respecto a la N-palmitoil-3-O-
benzoil-D-eritro-esfingosina obtenida a partir de los presentes procedimientos es aproximadamente de 2:98. En otras
realizaciones de la invencién, la proporcién en peso de la N-palmitoil-1-O-benzoil-D-eritro-esfingosina con erspecto a
la N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina obtenida a partir de los presentes procedimientos es aproximadamente
de 1:99.

Las realizaciones adicionales de la invencién permiten una sintesis a gran escala de una N-acil-D-eritro-esfingomielina,
en particular, N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina. En determinadas realizaciones de la invencidn, los presentes
procedimientos permiten la sintesis de una N-acil-D-eritro-esfingomielina a una escala de aproximadamente 1
kilogramo. En determinadas realizaciones de la invencién, los presentes procedimientos permiten la sintesis de una
N-acil-D-eritro-esfingomielina a una escala de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 kilogramos. En otras
realizaciones de la invencién, los presentes procedimientos permiten la sintesis de una N-acil-D-eritro-esfingomielina
a una escala de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 kilogramos. En otras realizaciones de la invencién, los
presentes procedimientos permiten la sintesis de N-acil-D-eritro-esfingomielina a una escala de aproximadamente 1 a
aproximadamente 50 kilogramos. En otras realizaciones de la invencién, los presentes procedimientos permiten la
sintesis de N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina a una escala de aproximadamente 1 kilogramo. En otras realizaciones
de la invencidn, los presentes procedimientos permiten la sintesis de N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina a una escala
de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 kilogramos. En otras realizaciones de la invencion, los presentes
procedimientos permiten la sintesis de N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina a una escala de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 kilogramos. En determinadas realizaciones de la invencién, los presentes procedimientos
permiten la sintesis de N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina a una escala de aproximadamente 1 a aproximadamente 50
kilogramos.
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Sintesis de N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina

En otra realizacién, la presente invencidn proporciona procedimientos para sintetizar D-eritro-dihidroesfingomielina, tal
como se muestra en el Esquema VIl que comprenden las etapas de:

a) permitir que la D-eritro-dihidroesfingosina reaccione con un acido graso (Compuesto Vlla) en condiciones efectivas
para producir una D-eritro-dihidroceramida (Compuesto VIIb);

b) proteger el grupo hidroxilo primario de la D-eritro-dihidroceramida VIIb con un primer grupo protector para producir
Compuesto Vllic;

¢) proteger el grupo hidroxilo secundario de la D-eritro-dihidroceramida con un segundo grupo protector para producir
Compuesto Vlid,;

d) eliminar el primer grupo protector del Compuesto VIld para producir el Compuesto Vile;

e) permitir que el Compuesto Vile reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano (CCP) en condiciones efectivas
para producir el Compuesto VIIf;

f) permitir que el Compuesto VIIf reaccione con trimetilamina en condiciones efectivas para producir el Compuesto
Viig; y

g) eliminar el segundo grupo protector del Compuesto Vllg con metéxido de sodio para producir la D-eritro-
dihidroesfingomielina (Compuesto Vllh).
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HOAc es un acido graso

Ac es un residuo de acido grado que tiene de 3 a 36 carbonos y de cero a seis dobles enlaces carbono-carbono.

PG1 y PG2 son cualquier grupo protector adecuado conocido en la técnica. En determinadas realizaciones PG1 es
trifenilmetilo (Trt). En determinadas realizaciones PG2 es benzoilo (Bz)

10 Sintesis de D-eritro-dihidroceramida
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En determinadas realizaciones de la invencién, la N-acilacién de la D-eritro-dihidroesfingosina con &cido graso para
producir D-eritro-dihidroceramida procede, tal como se muestra en el Esquema VII. Las etapas son las siguientes: La
D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto B), el 4cido graso (Compuesto Vila) y un agente formador de amida se
suspenden en un disolvente organico aprético y la mezcla se enfria a una temperatura de aproximadamente 0-5°C.
En una realizacién, el disolvente organico aprético es tetrahidrofurano, dimetilforamida, 2-metiltetrahidrofurano o
mezclas de los mismos. En realizaciones particulares de la invencién, el agente formador de amida es O-Benzotriazol-
N,N,N’,N’-tetrametil-uronio--hexafluoro-fosfato (HBTU).

Se aflade una base organica, tal como, pero no limitada a, trietlamina o piridina, a la mezcla de D-eritro-
dihidroesfingosina, acido graso y agente formador de amida. En determinadas realizaciones, la base organica es un
disolvente orgéanico aprético y es tetrahidrofurano, dimetilforamida, 2-metiltetrahidrofurano o mezclas de los mismos.
En otras realizaciones de la invencién, la base organica se aflade en el transcurso de aproximadamente 15 a 90
minutos. Después la mezcla, se agita durante 1 a 15 horas a temperatura de aproximadamente 0-22°C. En
determinadas realizaciones de la invencion, la reaccién prosigue a temperatura de aproximadamente 0-5°C. En otras
realizaciones de la invencién, la reaccidn prosigue a aproximadamente 22°C. En otras realizaciones de la invencion,
la reaccién prosigue a temperatura ambiente aproximadamente.

Después de la agitacion durante aproximadamente 1 a 15 horas, el producto, el Compuesto VlIb, se precipita mediante
la adicién de un acido. En determinadas realizaciones de la invencién, el 4cido es un &cido organico, tal como acido
citrico, acido acético o acido oxélico. Cuando se afiade, el acido puede estar en una solucién acuosa. En el momento
de adicién del 4cido, la reaccidén puede estar a aproximadamente 22°C. Se puede agitar la mezcla resultante durante
30 a 120 minutos a una temperatura de aproximadamente 0-5 °C. En determinadas realizaciones de la invencion, la
suspensién se agita a aproximadamente 22°C.

Después de la agitacién, la suspensién se filtra. A continuacién, se puede resuspender el producto resultante, el
Compuesto VIIb, en agua, después de lo cual se puede filtrar y lavar. La resuspensién puede producirse al menos una
vez més. Se puede lavar el producto resultante, D-eritro-dihidroceramida (Compuesto VIIb), con agua, acetona o una
mezcla de las mismas.

Sintesis de D-eritro-dihidroceramida protegida por benzoilo

En determinadas realizaciones de la invencién, se protege el grupo hidroxilo primario de la D-eritro-ceramida, seguido
de la proteccién del hidroxilo secundario y después la desproteccioén del hidroxilo primario. En otras realizaciones de
la invencién, las etapas de protecciéon y desprotecciéon contintan sin aislamiento o purificacién de la N-acil-D-eritro-
ceramida protegida en hidroxilo primario.

En las realizaciones particulares de la invencién, el grupo hidroxilo primario se protege con un grupo tritilo mediante la
reaccién de la D-eritro-dihidroceramida con un reactivo de tritilacién, tal como, pero no limitado a, haluros de ftritilo,
tales como cloruro de tritilo y bromuro de tritilo. En determinadas realizaciones de la invencién, el grupo hidroxilo
secundario se protege con un grupo benzoilo mediante la reaccién de la D-eritro-dihidroceramida protegida en 1-O
con un reactivo benzoilante que incluye, tal como, pero no se limitan a, haluros de benzoilo, tales como cloruro de
benzoilo y bromuro de tritilo. En otras realizaciones de la invencién el grupo hidroxilo primario se protege con un grupo
tritilo y el hidroxilo secundario se protege con un grupo benzoilo.

En determinadas realizaciones de la invencién, la proteccién del grupo hidroxilo primario procede de la siguiente
manera: D-eritro-dihidroceramida (Compuesto VIIb) y cloruro de tritilo se suspenden en un disolvente organico en
presencia de una base. La reaccién prosigue a una temperatura de aproximadamente 25-55 °C durante
aproximadamente 10 a 60 horas para producir la D-eritro-dihidroceramida protegida por tritilo (Compuesto Vc de 1-O-
tritil-D-eritro-ceramida, donde PG1 = -Trt). El disolvente organico puede ser un disolvente no polar o polar. En una
realizacion de la invencion, el disolvente organico es un disolvente no polar y es tolueno, benceno, hexano o las
mezclas de los mismos. En una realizacién, el disolvente orgénico es un disolvente polar aprético. En una realizacién,
el disolvente organico aprético es cloruro de metileno, cloroformo o tetracloruro de carbono. En otra realizacién, el
disolvente orgénico aprético es no clorado y es éter de dietilo, tetrahidrofurano o acetato de etilo. La base es
tipicamente una base organica, tal como trietilamina o piridina.

En determinadas realizaciones de la invencién, la proteccién del grupo hidroxilo primario, por ejemplo, utilizando
cloruro de ftritilo, produce no mas de aproximadamente 10 % molar de N-1,3-O,O-ditritil-D-eritro-esfingosina de los
productos brutos de reaccién. En otras realizaciones de la invencién, la protecciéon del grupo hidroxilo primario, por
ejemplo, utilizando cloruro de tritilo, produce no mas de aproximadamente 7 % molar de N-palmitoil-1,3-O,O-ditritil-D-
eritro-esfingosina de los productos brutos de reaccién. En otras realizaciones de la invencién, la proteccién del grupo
hidroxilo primario, por ejemplo, utilizando cloruro de tritilo, produce no mas de aproximadamente 5 % molar de N-
palmitoil-1,3-O,O-ditritil-D-eritro-esfingosina de los productos brutos de reaccién. En otras realizaciones de la
invencién, la proteccién del grupo hidroxilo primario, por ejemplo, utilizando cloruro de ftritilo, produce no mas de
aproximadamente 1 % molar de N-palmitoil-1,3-O,O-ditritil-D-eritro-esfingosina de los productos brutos de reaccion.
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En otras realizaciones de la invencién, la proteccién del grupo hidroxilo secundario prosigue directamente de la
siguiente manera: la mezcla de reaccion mencionada anteriormente se enfria a aproximadamente 0-5 °C y se afiaden
cloruro de benzoilo y una base. La reaccién continla a una temperatura de aproximadamente 0-5 °C durante
aproximadamente 1 a 16 horas. El producto de reaccién, 1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroceramida (Compuesto
Vd; PG1= -Trt; PG2= -Bz) se puede extraer de la capa organica con un disolvente organico, que incluye, pero no se
limita a, un disolvente organico aprético descrito anteriormente. A continuacién, se elimina el disolvente organico
utilizando un procedimiento adecuado conocido por el experto en la técnica, que incluye, pero no se limita a,
evaporacién, por ejemplo, concentracién al vacio. En realizaciones particulares, la base es una base organica, tal
como trietilamina o piridina.

En otras realizaciones de la invencién, la desproteccién del grupo hidroxilo primario prosigue directamente de la
siguiente manera: el residuo de la reaccién mencionada anteriormente se disuelve en un disolvente orgénico y se
aflade un 4cido. La reaccién continlia a una temperatura de aproximadamente 22°C durante 1 a 16 horas. La mezcla
de reaccién se neutraliza al afiadir una base. El disolvente orgéanico puede ser un disolvente polar prético, un disolvente
polar aprético o una mezcla del mismo. En una realizacién, el disolvente organico es un disolvente polar prético y es
metanol, etanol, n-propanol o isopropanol. En una realizacion, el disolvente orgénico es un disolvente polar aprético.
En una realizacién, el disolvente organico aproético es clorado y es cloruro de metileno, cloroformo o tetracloruro de
carbono. En otra realizacién, el disolvente organico aprético es no clorado y es éter dietilico, tetrahidrofurano o acetato
de etilo. El 4cido puede ser cualquier 4cido conocido por el experto en la técnica para ser adecuado para eliminar el
grupo protector de tritilo, por ejemplo, acido acético, acido trifluoroacético, acido hidroclérico y acido p-toluenosulfénico.
En ciertas realizaciones de la invencién, el 4cido es acido p-toluenosulfénico. En realizaciones particulares, la base es
una base organica, tal como trietilamina o piridina.

En determinadas realizaciones de la invencién, se puede purificar el producto de desproteccién mencionado
anteriormente (Compuesto Vile; PG2= -Bz) mediante recristalizacién, cromatografia en gel de silice, cromatografia
liquida de alta resolucién u otros procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

Fosforilacibn y aminacién de D-eritro-dihidroceramida protegida por benzoilo para producir N-acil-D-eritro-
dihidroesfingomielina protegida por benzoilo.

En otras realizaciones de la invencién, la D-eritro-dihidroceramida protegida por 3-benzoilo, (Compuesto Vile; PG2 =
-Bz), se fosforila de la siguiente manera: la D-eritro-dihidroceramida protegida por 3-benzoilo se disuelve en un
disolvente organico y se afiade una amina, después de enfriar hasta aproximadamente 4-9°C, se afiade una solucién
de 2-Cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano en un disolvente organico. La reaccién prosigue a una temperatura de
aproximadamente 4-22 °C durante aproximadamente 2 a 6 horas para producir 3-O-Benzoil-1-O-(2-ox0-1,3,2-
dioxafosfolan)-dihidroceramida (Compuesto VIIf, PG2 = - Bz). En determinadas realizaciones de la invencién, la
reaccion prosigue a aproximadamente 4-9 °C durante aproximadamente 15 minutos a 2 horas y después se calienta
hasta aproximadamente 22°C y sigue durante 2 a 4 horas adicionales. El disolvente organico puede ser un disolvente
no polar, un disolvente polar o mezclas del mismo. En una realizacién de la invencién, el disolvente organico es un
disolvente no polar y es tolueno, benceno, hexano o las mezclas de los mismos. En una realizacién, el disolvente
organico es un disolvente polar aprético, tal como acetonitrilo, acetato de etilo, tetrahidrofurano o mezclas de los
mismos. La amina es tipicamente tetrametiletilendiamina o trietilamina. En determinadas realizaciones de la invencién,
la amina es tetrametiletilendiamina.

En determinadas realizaciones, la aminacién de la 3-O-Benzoil-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolan)-dihidroceramida
(Compuesto VIIf, PG2 =-Bz) tiene lugar sin purificacién o aislamiento de la N-acil-D-eritro-dihidroceramida protegida
por benzoilo fosforilado. Después de que la reaccibn mencionada anteriormente se haya desarrollado durante
aproximadamente 2 a 6 horas, se afiade disolvente orgénico adicional y la reaccion se enfria hasta aproximadamente
-10 a 0 °C. Se enfria trietilamina gaseosa por debajo de su punto de ebullicidén, y se afiaden aproximadamente de 40
a 60 equivalentes de dicha trietilamina liquida. La mezcla de reaccién se calienta hasta aproximadamente 60 — 70 °C
y prosigue durante 10 a 16 horas para producir N-aciil-D-eritro-dihidroesfingomielina protegida por benzoilo
(Compuesto Vlle, PG2 = Bz). El disolvente organico puede ser un disolvente no polar, un disolvente polar o0 mezclas
de los mismos. En una realizacién de la invencién, el disolvente organico es un disolvente no polar y es tolueno,
benceno, hexano o las mezclas de los mismos. En una realizacién, el disolvente organico es un disolvente polar
aprético, tal como acetonitrilo, acetato de etilo, tetrahidrofurano o mezclas de los mismos. En determinadas
realizaciones, la trimetilamina se afiade como un liquido. En otras realizaciones, la trimetilamina se afiade en forma
de gas. En realizaciones particulares, la trimetilamina liquida es anhidra. En determinadas realizaciones la reaccién
se enfria hasta aproximadamente -10 °C a 0 °C antes de afiadir trietilamina liquida. En determinadas realizaciones, la
reaccién se enfria hasta aproximadamente -10 °C antes de afiadir trietilamina liquida.

En determinadas realizaciones de la invencién, se puede purificar la N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina protegida
por benzoilo mediante recristalizaciéon, cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

Desprotecciéon de N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina protegida por benzoilo para producir N-acil-D-eritro-
dihidroesfingomielina
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La eliminacién del grupo protector de benzoilo de la N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina protegida por benzoilo
prosigue de la siguiente manera: la dihidroesfingomielina protegida por benzoilo se disuelve en un disolvente polar
prético y se afiade una base. La reacciéon continla durante 8 hasta 24 horas a aproximadamente 22 °C. En
determinadas realizaciones de la invencién, se afiaden un disolvente aprético y agua a la mezcla de reaccién y la N-
acil-D-eritro-dihidroesfingomielina (Compuesto Vllh) se recupera de la capa organica. En una realizacién, el disolvente
polar prético es metanol, etanol, n-propanol, isopropanol o0 mezclas de los mismos. En otra realizacién, la base es
metoéxido de sodio.

En determinadas realizaciones de la invencién se puede purificar N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina mediante
recristalizacién, cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros procedimientos
conocidos por los expertos en la técnica.

En determinadas realizaciones de la invencién, la N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina resultante tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 85 % y contiene no méas de aproximadamente 15 % de su enantiémero
opuesto correspondiente. En otras realizaciones de la invencién, la N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina tiene una
pureza enantiomérica de al menos aproximadamente 90 % y contiene no mas de aproximadamente 10 % de su
enantiémero opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 95 % y contiene no mas de aproximadamente 5 % de su enantiémero
opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 98 % y contiene no mas de aproximadamente 2 % de su enantiémero
opuesto correspondiente.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar una N-acil-D-eritro-
dihidroesfingomielina que comprenden las etapas de:

a) permitir que la D-eritro-dihidroesfingosina reaccione con un acido graso en condiciones efectivas para producir una
D-eritro-dihidroceramida;

b) permitir que la D-eritro-dihidroceramida reaccione con un reactivo de ftritilacién en condiciones efectivas para
producir una 1-O-tritil-D-eritro-dihidroceramida;

¢) permitir que la 1-O-tritil-D-eritro-dihidroceramida reaccione con un reactivo benzoilante en condiciones efectivas
para producir 1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroceramida;

d) eliminar al grupo tritilo de la 1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroceramida para producir una 3-O-benzoil-D-eritro-
dihidroceramida;

e) permitir que la 3-O-benzoil-D-eritro-dihidroceramida reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano en
condiciones efectivas para producir 3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano)-dihidroceramida;

f) permitir que la 3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano)dihidroceramida reaccione con trimetilamina en
condiciones efectivas para producir una N-acil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingomielina; y

g) eliminar el grupo benzoilo de N-acil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingomielina con metéxido de sodio para producir
N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina.

Sintesis de N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina

En otra realizacién, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar N-palmitoil-D-eritro-
dihidroesfingomielina que comprenden las etapas de:

a) permitir que la D-eritro-dihidroesfingosina reaccione con acido palmitico en condiciones efectivas para producir N-
palmitoil-D-eritro-dihidroesfingosina;

b) permitir que la N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingosina reaccione con un reactivo de ftritilacién en condiciones
efectivas para producir N-palmitoil-1-O-tritil-D-eritro-dihidroesfingosina;

¢) permitir que la N-palmitoil-1-O-tritil-D-eritro-dihidroesfingosina reaccione con un reactivo benzoilante en condiciones
efectivas para producir N-palmitoil-1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina;

d) eliminar el grupo tritilo de N-palmitoil-1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina para producir N-palmitoil-3-O-
benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina;

e) permitir que la N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano
(CPP) en condiciones efectivas para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano)-
dihidroesfingosina;

f) permitir que la N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano)-dihidroesfingosina reaccione con
trimetilamina en condiciones efectivas para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingomielina; y

g) eliminar el grupo benzoilo de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingomielina con metéxido de sodio para
producir N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina.

En una realizacién particular de la invencién, la N-paimitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina se sintetiza tal como se
muestra en el Esquema VIII.

Un equivalente de acido palmitico, un equivalente deD-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto B), y 1,10 equivalentes

de O-benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametil-uronio-hexafluoro-fosfato (HBTU) se suspenden en tetrahidrofurano vy

dimetilformamida y se enfrian hasta aproximadamente 0-5 °C. Se afiaden de dos a tres equivalentes de trietilamina y
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la mezcla se agita durante aproximadamente una a doce horas a aproximadamente 0-5 °C. La mezcla se calienta
hasta aproximadamente 22 °C. Se afiade una solucién acuosa de acido citrico y la mezcla se agita durante 15 a 90
minutos a aproximadamente 22 °C. La suspensién resultante se filtra y la torta se suspende en agua a temperatura
ambiente. La suspensién se filtra y se lava con agua y acetona. A continuacién, se puede secar al producto resultante,
N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto F).

Para la proteccion del primer hidroxilo, se suspendié un equivalente de N-palmitoil-D-eritro-dihidroceramida
(Compuesto F) en piridina y cloruro de metileno. Se afiade una solucién de aproximadamente 1,05 equivalentes de
cloruro de tritilo en cloruro de metileno, seguido de cloruro de metileno adicional. La mezcla de reaccién se agita a 25
°C durante 50-60 horas.

En determinadas realizaciones de la invencién, la proteccidn del hidroxilo primario produce menos de 10 % molar de
N-palmitoil-1,3-O,O-ditritil-D-eritro-dihidroesfingosina de los productos brutos de reaccién. En determinadas
realizaciones de la invencién, la proteccidén del hidroxilo primario produce menos del 7 % molar de N-palmitoil-1,3-
O,O-ditritil-D-eritro-dihidroesfingosina de los productos brutos de reaccién. En otras realizaciones de la invencién, la
proteccién del grupo hidroxilo primario produce menos del 5 % molar de N-palmitoil-1,3-O,O-ditritil-D-eritro-
dihidroesfingosina de los productos brutos de reaccién. En otras realizaciones de la invencién, la proteccién del grupo
hidroxilo primario produce menos del 1 % molar de N-palmitoil-1,3-O,0O-ditritil-D-eritro-dihidroesfingosina de los
productos brutos de reaccion.

Para la proteccidén del segundo hidroxilo, la mezcla de reaccién de la proteccién del primer hidroxilo que comprende
N-palmitoil-1-O-tritil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto Villa) se enfria hasta aproximadamente 2°C, se afiaden
aproximadamente 0,10 equivalentes de N,N-Dimetilaminopiridina, aproximadamente 1,50 equivalentes de cloruro de
benzoilo y cloruro de metileno adicional. Se permite que la reaccidén continde a aproximadamente 2 °C con agitacion
hasta que el analisis de cromatografia de capa fina (CCF) muestre un contenido de material de partida de N-palmitoil-
1-O-tritil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto Vllla) de menos de aproximadamente 5%. Se afiaden acetato de etilo
y un 4cido citrico acuoso y solucién de cloruro de sodio a la mezcla de reaccién, y la N-palmitoil-1- O-Tritil-3-O-benzoil-
D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto VIlIb) se recupera de la fase organica.

Para eliminar el grupo protector de tritilo, la N-palmitoil-1-O-Tritil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto
VIlIb) se disuelve en metanol y cloruro de metileno y se enfria hasta 2 °C. El pH se modifica a 2,5 con una solucién de
0,57 equivalentes de acido para-toluenosulfénico monohidratado en metanol. Se permite que la reaccién contintie a
aproximadamente 22 °C con agitacién hasta que el anélisis de CCF muestre un contenido de material de partida de
N-palmitoil-1-O-Tritil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto VllIb) inferior al 5 %. Se afiade trietilamina
para modificar el pH a aproximadamente 7,0. La mezcla de reacciéon se evapora a sequedad y la N-palmitoil-3-O-
Benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina resultante bruta se suspende en hexano a aproximadamente 40 °C y se enfria
hasta aproximadamente 0 °C. Después de aproximadamente 30 a 60 minutos, el sélido se aisla mediante filtracién y
se lava con hexano. Se puede purificar al producto resultante utilizando un procedimiento adecuado, tal como
cromatografia de gel silice.

Un equivalente de N-palmitoil-3-O-Benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto Vllic) se disuelve en tolueno y se
afladen aproximadamente de 0,6 a 1 equivalentes de tetrametiletiendiamina y la mezcla se enfria hasta
aproximadamente 4-9 °C. Se afiaden aproximadamente de 1 a 2 equivalentes de 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano
en acetonitrilo, seguido de acetonitrilo adicional. La reaccién se calienta hasta aproximadamente 22 °C y se agita de
manera continua durante 1-3 horas. Se aflade acetonitrilo adicional y la temperatura se disminuye hasta
aproximadamente -10 a 0 °C. Se enftia la trietilamina gaseosa por debajo de su punto de ebullicién y se afiaden
aproximadamente de 40 a 60 equivalentes de dicha trietilamina liquida. La mezcla de reaccién se calienta hasta
aproximadamente 60 - 70°C y prosigue durante 10 a 16 horas para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-
dihidroesfingomielina (Compuesto Vllle). La reaccién se enfria hasta aproximadamente -30 °C y la suspensién
resultante se filtra. La N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingomielina bruta se purifica adicionalmente utilizando
cromatografia en gel de silice.

Un equivalente de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingomielina (Compuesto Vllle) se disuelve en metanol y
se afiaden aproximadamente 0,2 equivalentes de metdxido de sodio y la mezcla se agita durante 20-26 horas a
aproximadamente 22 °C. Se afiaden cloruro de metileno y agua y se modifica el pH hasta aproximadamente 7 con la
adicién de é&cido clorhidrico. Se recupera N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina (Compuesto D) de la capa
orgénica.

En otras realizaciones de la invencién, se puede purificar la N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina mediante
recristalizacién, cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros procedimientos
conocidos por los expertos en la técnica.

En determinadas realizaciones de la invencién, la N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina resultante tiene una

pureza enantiomérica de al menos aproximadamente 85 % y contiene no mas de aproximadamente 15 % de su

enantidmero opuesto correspondiente. En otras realizaciones de la invencién, la N-palmitoil-D-eritro-

dihidroesfingomielina tiene una pureza enantiomérica de al menos aproximadamente 90 % y contiene no mas de
36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3017 659 T3

aproximadamente 10 % de su enantiémero opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-palmitoil-D-eritro-
dihidroesfingomielina tiene una pureza enantiomérica de al menos aproximadamente 95 % y contiene no mas de
aproximadamente 5 % de su enantibmero opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-palmitoil-D-eritro-
dihidroesfingomielina tiene una pureza enantiomérica de al menos aproximadamente 98 % y contiene no mas de
aproximadamente 2 % de su enantibmero opuesto correspondiente.

En realizaciones adicionales de la invencidn, la N-palmitoil-D-eritro-ginidrosstfingomizlina se puede purificar mediante
recristalizacién, cromatografia en gel de silice, cromatografia liguida de alta resolucién u ofres procedimientos
conocidos por {os experios en la técnica.

En determinadas realizacicnes de la invencidn, la N-palmitcil-O-eritro-dihidreasiingosina resultante tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 85 % y no contiche més de aproximadamente 15 % de su
correspondiente  enantiémerc opuesic. En realizaciones adicionales de la invencibn, la N-palmitcli-D-ertro-
dihidroesfingomislina tiene una pureza enantiormérica de al menos aproximadamente 80 % y no contiene mas de
apreximadamente 10 % de su enantidmerc opuesto corraspondiente. En otras realizacionss, la N-paimitol-D-eritro-
dihidroesfingomielina tisne una pureza enantiomérica de al menos aproximadamente el 85 % y no contiena mas da
aproximadamente el & % de su correspondiente enantiSmero opueste. En ofras realizaciones, la N-paimiteii-D-anitro-
dihidroesfingomielina tiene una pureza enantiomérica de al menoes aproximadamente el 98 % y no contiene mas de
aproximadamente el 2 % de su enantidmero opuesto correspondiente.
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Proteccidn de (25, 3R, 4E}3-{terc-buloxicarbonil}-4-{1-hidroxi-hexadec-2-enil) -2 2-dimelifoxazolidina
{Compuesto if}

En otra realizacién de la invencién, el grupo hidroxilo secundario de (28, 3R, 4&)-3~{terc-butexicarbonil}-4-{ 1-hidroxi-
hexadec-Z-enil) -2, 2-dimetiloxazolidina {Compuesto If en of Esquema 1) estd protegido v la sintesis de I3 esfingomielina
procade comn se muestra en of Esquema IX.

En una realizacién particular de la invencién, el grupo hidroxilo secundario de (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-
hidroxi-hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina (Compuesto If) se protege con un grupo benzoilo para producir
(2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-benzoil-hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina (Compuesto 1Xa), tal como se
muestra en el Esquema IX. La (28,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-benzoil-hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina
se disuelve después en metanol y de 2 a 3 equivalentes de cloruro de acetilo, generando acido clorhidrico y eliminando
el grupo protector terc-butoxicarbonilo (Boc), que da como resultado 3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto
IXb).

En determinadas realizaciones de la invencién, la N-acilaciéon de 3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina con &cido palmitico
para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto |Xc) tiene lugar, tal como se muestra en el
Esquema IX. Las etapas son las siguientes: 3-O benzoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto I1Xb), el &cido palmitico y un
agente formador de amida se suspenden en un disolvente organico aprético y la mezcla se enfria a una temperatura
de aproximadamente 0-5 °C. En una realizacién, el disolvente organico aprético es tetrahidrofurano, dimetilforamida,
2-metiltetrahidrofurano o mezclas de los mismos. En realizaciones particulares de la invencién, el agente formador de
amida es O-benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametil-uronio-hexafluorofosfato (HBTU).

Se aflade una base orgénica, tal como, pero no limitada a, trietilamina o piridina, a la mezcla de 3-O-benzoil-D-eritro-
esfingosina, acido palmitico y agente formador de amida. En determinadas realizaciones, la base orgénica es un
disolvente orgéanico aprético y es tetrahidrofurano, dimetilforamida, 2-metiltetrahidrofurano o mezclas de los mismos.
En otras realizaciones de la invencién, la base organica se afiade en el transcurso de aproximadamente 15 a 90
minutos. A continuacién, la mezcla se agita de 1 a 15 horas a una temperatura de aproximadamente 0-22 °C. En
determinadas realizaciones de la invencidn, la reaccién prosigue a una temperatura de aproximadamente 0-5°C. En
otras realizaciones de la invencién, la reaccién prosigue a aproximadamente 22 °C. En otras realizaciones de la
invencién, la reaccién prosigue a aproximadamente temperatura ambiente.

Después de la agitacién durante aproximadamente 1 a 15 horas, el producto se precipita afiadiendo un acido. En
determinadas realizaciones de la invencidn, el acido es un acido orgéanico, tal como acido citrico, acido acético o acido
oxalico. Cuando se afiade el acido puede estar en una solucién acuosa. En el momento de adicién del &cido, la
reaccion puede estar a aproximadamente 22 °C. Se puede agitar la suspensidn resultante durante 30 a 120 minutos
a una temperatura de aproximadamente 0-5 °C. En determinadas realizaciones de la invencién, la suspensién se agita
a aproximadamente 22 °C.

Después de la agitacion, la suspension se filtra. A continuacién, se puede resuspender el producto resultante en agua,
después de lo cual, el producto se puede filtrar y lavar. La resuspensidén puede producirse al menos una vez mas. Se
puede lavar el producto resultante, N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto 1Xc), con agua, acetona
0 una mezcla de las mismas.

En determinadas realizaciones de la invencién, se puede purificar N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina o uno
o mas de sus intermedios mediante recristalizacién, cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta
resolucidn u otros procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

Un equivalente de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto 1Xc) se disuelve en tolueno, se afiaden
aproximadamente de 0,6 a 1 equivalentes de tetrametiletiiendiamina (TMEDA) y la mezcla se enfria hasta
aproximadamente 4-9 °C. Se afiaden aproximadamente de 1 a 2 equivalentes de 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano
(CCP) en acetonitrilo, seguido de acetonitrilo adicional. La reaccidén se calienta hasta aproximadamente 22 °C y se
agita de manera continua durante 1-3 horas. Se afiade acetonitrilo adicional y la temperatura se disminuye hasta
aproximadamente -10 a 0 °C. Se enfria trietlamina gaseosa por debajo de su punto de ebullicién y se afiaden
aproximadamente de 40 a 60 equivalentes de dicha trietilamina liquida. La mezcla de reaccién se calienta hasta
aproximadamente 60 — 70 °C y prosigue durante 10 a 16 horas para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-
esfingomielina (Compuesto |1Xe). La reaccion se enfria hasta aproximadamente -30 °C y la suspensién resultante se
filtra. La N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina bruta (Compuesto [Xe) se purifica adicionalmente utilizando
cromatografia en gel de silice.

Un equivalente de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina (Compuesto 1Xe) se disuelve en metanol y se
afladen aproximadamente 0,2 equivalentes de metéxido de sodio y la mezcla se agita durante 20-26 horas a
aproximadamente 22 °C. Se afiaden cloruro de metileno y agua y se modifica el pH hasta aproximadamente 7 con la
adicién de &cido clorhidrico. Se recupera la N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina (Compuesto C) de la capa organica.

En ofras realizaciones de la invenciéon se puede purificar la N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina (Compuesto C)
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mediante recristalizacion, cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

En determinadas realizaciones de la invencion, la N-palmitoil-D-eritro-esfingosina resultante tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 85 % y contiene no méas de aproximadamente 15 % de su enantiémero
opuesto correspondiente. En otras realizaciones de la invencidn, la N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina tiene una
pureza enantiomérica de al menos aproximadamente 90 % y contiene no mas de aproximadamente 10 % de su
enantiémero opuesto correspondiente. En otras realizaciones mas N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 95 % y contiene no mas de aproximadamente 5 % de su enantibmero
opuesto correspondiente. En otras realizaciones mas N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 98 % y contiene no mas de aproximadamente 2 % de su enantibmero
opuesto correspondiente.
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En determinadas realizaciones de la invencién, se prepara una N-acil-D-eritro-esfingomielina de la manera que se
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describe a continuacién.

En un aspecto de la invencién, el grupo hidroxilo secundario de (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-hidroxi-
hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina (Compuesto If) se puede proteger con un grupo protector, tal como, pero no
limitado a, un éster o un éter. En determinadas realizaciones de la invencién, el grupo protector es un éster, tal como,
pero no limitado a, éster de benzoilo o éster de fluorenilmetiloxicarbonilo. En otras realizaciones de la invencién, el
grupo protector es un éter, tal como, pero no limitado a, t-butildifenilsilil éter.

En una realizacién particular de la invencién, el grupo hidroxilo secundario de (2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-
hidroxi-hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina (Compuesto If) se protege con un grupo benzoilo para producir
(2S,3R,4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-benzoil-hexadec-2-enil)-2,2-dimetiloxazolidina (Compuesto Xa), tal como se
muestra en el Esquema X. A continuacion, el Compuesto Xa se disuelve en metanol y de 2 a 3 equivalentes de cloruro
de acetilo, generando &cido clorhidrico y eliminando el grupo protector de terc-butoxicarbonilo (Boc), que da como
resultado 3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto Xb). La 3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina a continuacion se
puede N-acilar mediante la adicién de un acido graso adecuado y un agente formador de amida. Las etapas son las
siguientes: 3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina (Compuesto Xb), un acido graso y un agente formador de amida se
suspenden en un disolvente orgénico aproético y la mezcla se enfria hasta una temperatura de aproximadamente 0-5
°C. En una realizacién, el disolvente organico aproético es tetrahidrofurano, dimetilforamida, 2-metiltetrahidrofurano o
mezclas de los mismos. En realizaciones particulares de la invencién, el agente formador de amida es O-benzotriazol-
N,N,N’,N’-tetrametil-uronio--hexafluoro-fosfato (HBTU).

Se aflade una base orgénica, tal como, pero no limitada a, trietilamina o piridina, a la mezcla de 3-O-benzoil-D-eritro-
esfingosina (Compuesto Xb), acido graso y agente formador de amida. En determinadas realizaciones, la base
organica es un disolvente organico aproético y es tetrahidrofurano, dimetilforamida, 2-metiltetrahidrofurano o mezclas
de los mismos. En otras realizaciones de la invencién, la base organica se afiade en el transcurso de aproximadamente
15 a 90 minutos. A continuacién, la mezcla se agita durante 1 a 15 horas a una temperatura de aproximadamente O-
22 °C. En determinadas realizaciones de la invencién, la reaccion prosigue a una temperatura de aproximadamente
0-5 °C. En otras realizaciones de la invencién, la reaccién prosigue a aproximadamente 22 °C. En otras realizaciones
de la invencién, la reaccién prosigue a aproximadamente temperatura ambiente.

Después de la agitaciéon durante aproximadamente 1 a 15 horas, el producto (Compuesto Xc) se precipita mediante la
adicién de un é&cido. En determinadas realizaciones de la invencién, el 4cido es un acido orgéanico, tal como acido
citrico, acido acético o acido oxalico. Cuando se afiade el 4cido puede estar en una solucién acuosa. En el momento
de adicién del 4cido, la reaccién puede estar a aproximadamente 22 °C. Se puede agitar la suspensién resultante
durante 30 a 120 minutos a una temperatura de aproximadamente 0-5 °C. En determinadas realizaciones de la
invencién, la suspensién se agita a aproximadamente 22 °C.

Después de la agitacion, la suspension se filtra. A continuacién, se puede resuspender el producto resultante en agua,
después de lo cual, el producto se puede filtrar y lavar. La resuspensidén puede producirse al menos una vez mas. Se
puede lavar el producto resultante, 3-O-benzoil-D-eritro-ceramida (Compuesto Xc), con agua, acetona o una mezcla
de las mismas.

En determinadas realizaciones de la invencion, se puede purificar el Compuesto Xc 0 uno o mas de sus intermedios
mediante recristalizacion, cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

Se disuelve un equivalente del Compuesto Xc en tolueno, se afiaden aproximadamente de 0,6 a 1 equivalentes de
tetrametiletilendiamina (TMEDA) y la mezcla se enfria hasta aproximadamente 4-9 °C. Se afladen aproximadamente
de 1 a 2 equivalentes de 2-cloro-2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano (CCP) en acetonitrilo, seguido de acetonitrilo adicional. La
reaccién se calienta hasta aproximadamente 22 °C y se agita de manera continua durante 1-3 horas. Se afiade
acetonitrilo adicional y la temperatura se disminuye hasta aproximadamente -10 a 0 °C. Se enfria trietilamina gaseosa
por debajo de su punto de ebullicién, y se afiaden aproximadamente de 40 a 60 equivalentes de dicha trietilamina
liguida. La mezcla de reaccidn se calienta hasta aproximadamente 60-70 °C y prosigue durante 10 a 16 horas para
producir N-acil-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina (Compuesto Xe). La reaccidn se enfria hasta aproximadamente -30
°C y la suspension resultante se filtra. La N-acil-D-entro-esfingomielina bruta (Compuesto Xe) se purifica
adicionalmente utilizando cromatografia en gel de silice.

Se disuelve un equivalente de N-acil-D-eritro-esfingomielina (Compuesto Xe) en metanol, se afladen
aproximadamente 0,2 equivalentes de metéxido de sodio y la mezcla se agita durante 20-26 horas a aproximadamente
22 °C. Se afiaden cloruro de metileno y agua y se modifica el pH hasta aproximadamente 7 con la adicién de acido
clorhidrico. Se recupera N-acil-D-eritro-esfingomielina (Compuesto Xf) de la capa organica.

En otras realizaciones de la invencién, se puede purificar N-acil-D-eritro-esfingomielina (Compuesto Xf) mediante
recristalizacién, cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros procedimientos
conocidos por los expertos en la técnica.
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En determinadas realizaciones de la invencién, la N-acil-D-eritro-esfingosina resultante tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 85 % y contiene no méas de aproximadamente 15 % de su enantiémero

opuesto correspondiente. En otras realizaciones de la invencién, la N-acil-D-eritro-esfingomielina tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 90 % y contiene no méas de aproximadamente 10 % de su enantiémero
opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-acil-D-eritro-esfingomielina tiene una pureza enantiomérica de
al menos aproximadamente 95 % y contiene no mas de aproximadamente 5 % de su enantiémero opuesto
correspondiente. En otras realizaciones, la N-acil-D-eritro-esfingomielina tiene una pureza enantiomérica de al menos
aproximadamente 98 % y contiene no mas de aproximadamente 5 % de su enantiémero opuesto correspondiente.
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HOAc es un acido graso. Ac es un residuo de 4cido grado que tiene de 3 a 36 carbonos y de cero a seis dobles enlaces
carbono-carbono.
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Proteccién de 4-((R)-1-hidroxihexadecil)-2,2-dimetiloxazolidina-3-carboxilato de (S)-terc-butilo (Compuesto lla)

En otra realizacién de la invencion, el hidroxilo secundario del precursor de esfingosina de 4-((R)1-hidroxihexadecil)-
2,2-dimetiloxazolidina-3-carboxilato de (S)-ferc-butilo (el Compuesto lla en el Esquema Il) se protege y la sintesis de
la dihidroesfingomielina transcurre tal como se muestra en el Esquema XI.

En una realizacién particular de la invencién, el grupo hidroxilo secundario de 4-((R)-1-hidroxi- hexadecil)-2,2-
dimetiloxazolidina-3-carboxilato de (S)-terc-butilo (Compuesto lla) se protege con un grupo benzoilo para producir 4-
((R)-1-(benzoiloxi)hexadecil)-2,2-dimetiloxazolidina-3-carboxilato de (S)-terc-butilo (Compuesto Xla), tal como se
muestra en el Esquema Xl. A continuacién, el Compuesto Xla se disuelve en metanol y de 2 a 3 equivalentes de
cloruro de acetilo, generando acido clorhidrico y eliminando el grupo protector de terc-butoxicarbonilo (Boc), que da
como resultado 3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto Xlb).

En determinadas realizaciones de la invencién, la N-acilacién de 3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina con acido
palmitico para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto Xlc) transcurre de la siguiente
manera: 3-O benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto XIb), acido palmitico y un agente formador de amida se
suspenden en un disolvente orgénico aproético y la mezcla se enfria hasta una temperatura de aproximadamente 0-5
°C. En una realizacién, el disolvente organico aproético es tetrahidrofurano, dimetilforamida, 2-metiltetrahidrofurano o
mezclas de los mismos. En realizaciones particulares de la invencion, el agente formador de amida es O-benzotriazol-
N,N,N’,N’-tetrametil-uronio-hexafluorofosfato (HB -TU).

Se aflade una base orgénica, tal como, pero no limitada a, trietilamina o piridina, a la mezcla de 3-O-benzoil-D-eritro-
dihidroesfingosina, acido palmitico y agente formador de amida. En determinadas realizaciones, la base orgénica es
un disolvente organico aprético y es tetrahidrofurano, dimetilforamida, 2-metiltetrahidrofurano o mezclas de los
mismos. En otras realizaciones de la invencién, la base orgénica se afiade en el transcurso de aproximadamente 15
a 90 minutos. A continuacién, la mezcla se agita durante 1 a 15 horas a una temperatura de aproximadamente 0-22
°C. En determinadas realizaciones de la invencién, la reaccién prosigue a una temperatura de aproximadamente 0-5
°C. En otras realizaciones de la invencién, la reaccidn prosigue a aproximadamente 22 °C. En otras realizaciones de
la invencién, la reaccidn prosigue a aproximadamente temperatura ambiente.

Después de la agitacién durante aproximadamente 1 a 15 horas, el producto se precipita mediante la adicién de un
acido. En determinadas realizaciones de la invencién, el 4cido es un acido organico, tal como &cido citrico, acido
acético o acido oxalico. Cuando se afiade, el acido puede estar en una solucién acuosa. En el momento de adicién
del acido, la reaccidén puede estar a aproximadamente 22 °C. Se puede agitar la suspensién resultante durante 30 a
120 minutos a una temperatura de aproximadamente 0-5 °C. En determinadas realizaciones de la invencion, la
suspensién se agita a aproximadamente 22 °C.

Después de la agitacion, la suspension se filtra. A continuacidn, se puede resuspender el producto resultante en agua,
después de lo cual, el producto se puede filtrar y lavar. La resuspensiéon puede producirse al menos una vez mas. Se
puede lavar el producto resultante, N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto Xlc), con agua,
acetona o una mezcla de las mismas.

En determinadas realizaciones de la invencién, se puede purificar la N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-
dihidroesfingosina o uno o més de sus intermedios mediante recristalizacién, cromatografia en gel de silice,
cromatografia liquida de alta resolucién u otros procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

Un equivalente de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto Xlc) se disuelve en tolueno, se
afladen aproximadamente de 0,6 a 1 equivalentes de tetrametiletilendiamina (TMEDA) y la mezcla se enfria hasta
aproximadamente 4-9 °C. Se afiaden aproximadamente de 1 a 2 equivalentes de 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano
(CCP) en acetonitrilo, seguido de acetonitrilo adicional. La reaccidén se calienta hasta aproximadamente 22 °C y se
agita de manera continua durante 1-3 horas. Se afiade acetonitrilo adicional y la temperatura se disminuye hasta
aproximadamente -10 a 0 °C. Se enfria trietlamina gaseosa por debajo de su punto de ebullicién, y se afiaden
aproximadamente de 40 a 60 equivalentes de dicha trietilamina liquida. La mezcla de reaccién se calienta hasta
aproximadamente 60-70°C y prosigue durante 10 a 16 horas para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-
dihidroesfingomielina (Compuesto Xle). La reaccién se enfria hasta aproximadamente -30 °C y la suspensién
resultante se filtra. La N-palmitoil-3-O-benzoil- D-eritro-dihidroesfingomielina bruta (Compuesto Xle) se purifica
adicionalmente utilizando cromatografia en gel de silice.

Un equivalente de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingomielina (Compuesto Xle) se disuelve en metanol y se
afladen aproximadamente 0,2 equivalentes de metéxido de sodio y la mezcla se agita durante 20-26 horas a
aproximadamente 22 °C. Se afiaden cloruro de metileno y agua y se modifica el pH hasta aproximadamente 7 con la
adicién de é&cido clorhidrico. Se recupera N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina (Compuesto D) de la capa
orgénica.

En otras realizaciones de la invencién se puede purificar N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina (Compuesto D)
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mediante recristalizacion, cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

En determinadas realizaciones de la invencién, la N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingosina resultante tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 85 % y contiene no méas de aproximadamente 15 % de su enantiémero
opuesto correspondiente. En otras realizaciones de la invencién, la N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina tiene una
pureza enantiomérica de al menos aproximadamente 90 % y contiene no mas de aproximadamente 10 % de su
enantiémero opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina tiene una
pureza enantiomérica de al menos aproximadamente 95 % y contiene no més de aproximadamente 5 % de su
enantiémero opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina tiene una
pureza enantiomérica de al menos aproximadamente 98 % y contiene no mas de aproximadamente 2 % de su
enantiémero opuesto correspondiente.

QOH OBz
CisHer R CraHyy
%NBOC O)\/NBOC
4-{{R}-1-hidroxihexadecii)-2,2- 4-{{R}-1-{benzoiloxithexadeci)-2,2-
dimetiloxazolidin-3-carboxilato de {S)-tere- dimetiloxazolidin-3-carboxiiato de (S)-terc-butilo
butilo Compuesto la Compuesto Xla
Cloruro de acetilo
Metanol
OBz ok ", OBz
H HBTU/Acido palmitico :
HO/\(\/\C‘IBHE? - HO/\‘/\/\C13H2?
C-psHmYNH DME/THF NH;
0 3-O-benzoil-D-eritro dihidroesfingosina
N-palmitoil 3-O-benzoil-D-aritro Compuesto Xib

dihidroesfingosina
Compuesio Xic

o) \
[ e2? 0.4 B2

; F.
g ¢ (d \O/\‘/\/\CBHET

015H31YNH

. o d
N-palmitoil 3-0O-benzoll-1-0-Z-ox0-1,3.2-

NMe- dioxafosfolan) C-etitro dihidroesfingosina
Compuesto Xid
Me;N 4 2 9, o
2o+ . . A/ 3
3 \,/\O \O/\l/\/\Csz‘? MEBN-%\//\D,P\‘O Crstyr
. A - i
CMHMYNH NaOMe CysHagn NH
I hig
O
M-palmitoil 3-O-benzoil-C-eritro N-palmitoil D-eritro
gihidroesfingomileina dihidroasfingomileina
Compuesto Xle Compuesto D
Esguema Xl
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En determinadas realizaciones de la invenciéon, una N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina se prepara de la manera que
se describe a continuacioén.

En un aspecto de la invencién, el grupo hidroxilo secundario de 4((R)-1-hidroxihexadecil)-2,2-dimetiloxazolidina-3-
carboxilato de (S)-terc-butilo (Compuesto lla) se puede proteger con un grupo protector, tal como, pero no limitado a,
un éster o un éter. En determinadas realizaciones de la invencién, el grupo protector es un éster, tal como, pero no
limitado a, éster de benzoilo o éster de fluorenilmetiloxicarbonilo. En otras realizaciones de la invencién, el grupo
protector es un éter, tal como, pero no limitado a, t-butildifenilsilil éter.

En una realizacién particular de la invencién, el grupo hidroxilo secundario del Compuesto lla se protege con un grupo
benzoilo para producir el Compuesto Xlla, tal como se muestra en el Esquema XlI. A continuacién, el Compuesto Xlla
se disuelve en metanol y de 2 a 3 equivalentes de cloruro de acetilo, generando acido clorhidrico y eliminando el grupo
protector de terc-butoxicarbonilo (Boc), que da como resultado 3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina (Compuesto
Xllb). La 3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina a continuacién se puede N-acilar mediante la adicién de un acido
graso adecuado y un agente formador de amida. Las etapas son las siguientes: la 3-O-benzoil-D-eritro-
dihidroesfingosina (Compuesto Xllb), un 4cido graso y un agente formador de amida se suspenden en un disolvente
organico aprético y la mezcla se enfria a una temperatura de aproximadamente 0-5 °C. En una realizacién, el
disolvente organico aproético es tetrahidrofurano, dimetilforamida, 2-metiltetrahidrofurano o mezclas de los mismos. En
realizaciones particulares de la invencién, el agente formador de amida es O-benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametil-uronio-
hexafluorofosfato (HBTU).

Una base organica, tal como, pero no limitada a, trietilamina o piridina, se afiade a la mezcla de 3-O-benzoil-D-eritro-
dihidroesfingosina (Compuesto XlIb), acido graso y agente formador de amida. En determinadas realizaciones, la base
organica es un disolvente organico aproético y es tetrahidrofurano, dimetilforamida, 2-metiltetrahidrofurano o mezclas
de los mismos. En otras realizaciones de la invencién, la base organica se afiade en el transcurso de aproximadamente
15 a 90 minutos. A continuacién, la mezcla se agita durante 1 a 15 horas a una temperatura de aproximadamente O-
22 °C. En determinadas realizaciones de la invencién, la reaccion prosigue a una temperatura de aproximadamente
0-5 °C. En otras realizaciones de la invencién, la reaccién prosigue a aproximadamente 22 °C. En otras realizaciones
de la invencién, la reaccién prosigue a aproximadamente temperatura ambiente.

Después de la agitacién durante aproximadamente 1 a 15 horas, el producto (Compuesto Xllc) se precipita mediante
la adicién de un acido. En determinadas realizaciones de la invencién, el 4cido es un &cido organico, tal como acido
citrico, acido acético o acido oxélico. Cuando se afiade, el acido puede estar en una solucién acuosa. En el momento
de adicién del 4cido, la reaccién puede estar a aproximadamente 22 °C. Se puede agitar la suspensién resultante
durante 30 a 120 minutos a una temperatura de aproximadamente 0-5 °C. En determinadas realizaciones de la
invencién, la suspensién se agita a aproximadamente 22 °C.

Después de la agitacion, la suspension se filtra. A continuacidn, se puede resuspender el producto resultante en agua,
después de lo cual, el producto se puede filtrar y lavar. La resuspensién puede producirse al menos una vez mas. El
producto resultante, 3-O-benzoil- 20 D-eritro-dihidroceramida (Compuesto XlIc), se puede lavar con agua, acetona o
una mezcla de las mismas.

En determinadas realizaciones de la invencién, se puede purificar el Compuesto Xllc 0 uno o mas de sus intermedios
mediante recristalizacion, cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

Un equivalente del Compuesto Xllc se disuelve en tolueno, se afiaden aproximadamente de 0,6 a 1 equivalentes de
tetrametiletilendiamina (TMEDA) y la mezcla se enfria hasta aproximadamente 4-9°C. Se afiaden aproximadamente
de 1 a 2 equivalentes de 2-cloro-2-ox0-1,3,2-dioxafosfolano (CCP) en acetonitrilo, seguido de acetonitrilo adicional. La
reaccién se calienta hasta aproximadamente 22 °C y se agita de manera continua durante 1-3 horas. Se afiade
acetonitrilo adicional y la temperatura se disminuye hasta aproximadamente -10 a 0 °C. Se enfria trietilamina gaseosa
por debajo de su punto de ebullicién, y se afiaden aproximadamente de 40 a 60 equivalentes de dicha trietilamina
liguida. La mezcla de reaccidn se calienta hasta aproximadamente 60-70 °C y prosigue durante 10 a 16 horas para
producir  N-acil-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingomielina (Compuesto Xlle). La reaccibn se enfria hasta
aproximadamente -30 °C y la suspensién resultante se filtra. La N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina bruta (Compuesto
Xlle) se purifica adicionalmente utilizando cromatografia en gel de silice.

Un equivalente de N-acil-D-ertro-dihidroesfingomielina (Compuesto Xlle) se disuelve en metanol, se afiaden
aproximadamente 0,2 equivalentes de metéxido de sodio y la mezcla se agita durante 20-26 horas a aproximadamente
22 °C. Se afiaden cloruro de metileno y agua y se modifica el pH hasta aproximadamente 7 con la adicién de acido
clorhidrico. Se recupera N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina (Compuesto XIIf) de la capa organica.

En otras realizaciones de la invencion, se puede purificar N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina (Compuesto XIIf)
mediante recristalizacion, cromatografia en gel de silice, cromatografia liquida de alta resolucién u otros
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procedimientos conocidos por los expertos en la técnica.

En determinadas realizaciones de la invencién, la N-acil-D-eritro-dihidroesfingosina resultante tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 85 % y contiene no méas de aproximadamente 15 % de su enantiémero
opuesto correspondiente. En otras realizaciones de la invencién, la N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina tiene una
pureza enantiomérica de al menos aproximadamente 90 % y contiene no mas de aproximadamente 10 % de su
enantiémero opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 95 % y contiene no mas de aproximadamente 5 % de su enantiémero
opuesto correspondiente. En otras realizaciones, la N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina tiene una pureza
enantiomérica de al menos aproximadamente 98 % y contiene no mas de aproximadamente 2 % de su enantiémero
opuesto correspondiente.

(?H (}Bz
/\l/\/\ CoraMzr . /\]/\/\ CyaHyr
© NBoc O)(NBOC
4-{{R}-1-hidvoxihexadecii}-2,2- e _
dimstiloxazolidin-3-carboxilato de (S)-terc- 4-({R)-1-{benzolloxihexadecil)-2,2-
butilo dimetiloxazolidin-3-carboxilato de {8)-terc-butilo
Compuesto HA Compuesto Xiia
Clorure de acetilo
Metanal
OBz OBz
= HOAC :
HO/\IN\CBHE? -— HO/\I/\/\C13H2?
NHAz Agente formador de NH;
amida o
3-O-benzoil-D-eritro-dihidroceramida 3-O-benzoil-D-eritro-dihidroesfingosina
Compuesto Xiic Compuesto Xiib
O, OBz
[ :pfO (/O\F{P z
g ¢ Lo’ \0/\1/\/\013'%:&7
{ccP) NHAC
3—6-benzoil~1 -O-{2-0x0-1 ,3,2-dioxaf0gfolan} D-
Nie; eritro-dihidroceramida
Compuesto Xlid
Qe o= 0o o
Me N+ P - , MesN+ P -
€y \/AO \O/RMG*MHQ}' \,AO OA C’}BHZ‘?
NHAC NHAC
NEOME . ' - . 'y -
N-acil 3-0O-benzoil-D-eritro-dihidroceramida ————>  N-acil D-eritro-dihidroesfingomiglina
Compuesio Xile Compuesto Xiif
Esquema Xii

HOACc es un acido graso. Ac es un residuo de 4cido grado que tiene de 3 a 36 carbonos y de cero a seis dobles enlaces
carbono-carbono.
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Sintesis de una N-acil-D-eritro-esfingomielina sin proteccion del grupo hidroxilo secundario

En determinadas realizaciones de la invencién, una D-eritro-ceramida (Compuesto Vb) se fosforila directamente con
halofosfito de etileno, tal como se muestra en el Esquema XlII. La reaccidn prosigue en presencia de aproximadamente
2,5-3,5 equivalentes de halofosfito de etileno en presencia de aproximadamente 4-10 equivalentes de una base en un
disolvente polar aprético que tiene una constante dieléctrica grande (>20) y un momento dipolar grande. En
determinadas realizaciones, la reaccidn transcurre a aproximadamente -20 a +20 °C. En determinadas realizaciones,
el disolvente polar aprético tiene una constante dieléctrica superior a 20. En determinadas realizaciones, el disolvente
polar aprético es cloroformo, nitrometano, acetonitrilo, acetona, dimetilsulféxido o mezclas de los mismos. En
determinadas realizaciones, el halofosfito es clorofosfito. En otras realizaciones, la reaccién prosigue con 3
equivalentes de clorofosfito de etileno. En otras realizaciones, la base es N,N-diisopropiletilamina. En otras
realizaciones, la reaccidn transcurre con 5 equivalentes de N, N-diisopropiletilamina.

Sin estar ligado a ningln mecanismo particular, se cree que dicho disolvente dificulta, por ejemplo, mediante
solvatacién de las fracciones de hidroxilo, la unién de hidrégeno intramolecular en la ceramida. Los disolventes
adecuados incluyen, pero no se limitan a: cloroformo, nitrometano, acetonitrilo, acetona o dimetilsulféxido.

Después de inactivar el halofosfito de etileno que no ha reaccionado con un alcohol, el fosfato ciclico (Compuesto
Xllla) se oxida y el anillo se abre en presencia de bromo a temperaturas entre aproximadamente -50 a 10 °C, en una
realizacién de aproximadamente -20 °C, para producir un derivado de ceramida-bromo (Compuesto XllIb), cuyo enlace
P-Br se hidroliza mediante la adicién de agua. En realizaciones particulares de la invencién, el alcohol es metanol o
etanol. El Compuesto Xllib se cuaterniza con trietilamina liquida anhidra para producir N-acil-D-eritro-esfingomielina
(Compuesto Vh). En otras realizaciones de la invencién, la N-acil-D-eritro-esfingomielina es N-palmitoil-D-eritro-
esfingomielina.

O, 7
oH [ P-rai ot
/\/'\/\ © ' /\\/!\/\ P
C13H2? : OH (28 -35 eq.} C13H2? - D“P\ j
NHAC T NHAc O
DIFEA osmilar{3a5eq.)
disolvente polar apréfico
-20 a +20°C . 4

D-eritro-ceramida )
Compuesto Xilla

Compuesic Vb

MeOH (2 eq.)
entonces Brz {3 eq.)
<0°C
@
o o, O =
S PN 1) HaQ OH O, Br
CmH??/\/'\_/\O G Y IREA /\)\/\ Y
352 N 2} anh fig Me,N [ P Br
NHAC - ) 9 E G13H2? H O Ox\/
MeCN/APrOHICHC, NHAC

N-acil-D-eritro-esfingomielina

Com to Xiitb
Compuesto vh OMpuesio

Esguema Xili

Ac es un residuo de acido graso que tiene de 3 a 36 carbonos y de cero a seis dobles enlaces carbono-carbono.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar N-palmitoil-D-eritro-

esfingomielina, que comprenden las etapas de:

a) permitir que N-palmitoil-D-eritro-esfingosina reaccione con clorofosfito de etileno en condiciones efectivas para
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producir N-((2S,3R,E)-1-((1,3,2-dioxafosfolano-2-il)oxi)-3-hidroxioctadec-4-en-2-il)palmitoilamida;

b) permitir que N-((2S,3R,E)-1-((1,3,2-dioxafosfolan-2-il)oxi)-3-hidroxioctadec-4-en-2-il)palmitoilamida reaccione con
bromo en condiciones efectivas para producir ((2S,3R,E)-3-hidroxi-2-palmitamidooctadec-4-en-1-il)fosforobromidato
de 2-bromoetilo; y

¢) permitir que ((2S,3R,E)-3-hidroxi-2-palmitamidooctadec-4-en-1-il)fosforobromidato de 2-bromoetilo reaccione con
trimetilamina en condiciones efectivas para producir N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina.

Sintesis de N-acil-D-eritro-dihidroesfingomielina sin proteccién del grupo hidroxilo secundario

En determinadas realizaciones de la invencién, la D-eritro-dihidroceramida (Compuesto VIIb) se fosforila directamente
con halofosfito de etileno, tal como se muestra en el Esquema XIV. La reaccién prosigue en presencia de
aproximadamente 2,5-3,5 equivalentes de halofosfito de etileno en presencia de aproximadamente 4-10 equivalentes
de una base en un disolvente polar aprético que tiene una constante dieléctrica grande (>20) y un momento dipolar
grande. En determinadas realizaciones, la reaccién transcurre a aproximadamente de -20 a +20 °C. En determinadas
realizaciones, el disolvente polar aproético tiene una constante dieléctrica superior a 20. En determinadas realizaciones,
el disolvente polar aprético es cloroformo, nitrometano, acetonitrilo, acetona, dimetilsulféxido o mezclas de los mismos.
En determinadas realizaciones, el halofosfito es clorofosfito de etileno. En otras realizaciones, la reaccién prosigue
con 3 equivalentes de clorofosfito de etileno. En otras realizaciones, la base es N,N-diisopropiletilamina. En otras
realizaciones, la reaccidn transcurre con 5 equivalentes de N, N-diisopropiletilamina.

Sin estar ligado a ningiin mecanismo particular, se cree que dicho disolvente dificulta, mediante solvatacién de las
fracciones de hidroxilo, la unién de hidrégeno intramolecular en la acil dihidroceramida. Los disolventes adecuados
incluyen, pero no se limitan a: cloroformo, nitrometano, acetonitrilo, acetona o dimetilsulféxido.

Después de inactivar el halofosfito de etileno que no ha reaccionado con un alcohol, el fosfito ciclico (Compuesto XIVa)
se oxida simultaneamente y el anillo se abre en presencia de bromo a temperaturas entre aproximadamente -50 a
10°C (preferiblemente aproximadamente -20 °C) para producir un derivado de bromo de dihidroceramida (Compuesto
XllIb), cuyo enlace P-Br se hidroliza mediante la adicion de agua. En realizaciones particulares de la invencién el
alcohol es metanol o etanol. El Compuesto XIVb se cuaterniza con trietilamina liquida anhidra para conseguir la N-
acil-D-eritro-dihidroesfingomielina (Compuesto VIlh). En otras realizaciones de la invencién, la N-acil-D-eritro-
dihidroesfingosina es N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingosina.

O, ~ -
OH P-Hat OH
CiaHor <~ "OH {28 -3.58q) | CyuHyy 0, j
NHAc T NHac O
DIPEA o similar {3a 5 eq.)
disclvenie polar aprotico
) . i -20 a +20°C L B
D-eritro-dihidroceramida Compuesto XiVa
Compuesto Viib
MeOH (2 eq.)
entonces Br, (3eq)
<¢"C
&
OH O
/\/"\/\ Q\Pf f\vlli@f 1) H0 ¢H O, Br
Co3Hoy o7 0 2) anh lig Me;gN PPN . Br
3y N Y B ) g Meg Gty , O,F\O/\\/
NHAC = Z
MeCN/iPrOH/CHC; NHAC
N-acil D-eritro-dihidroesfingomiglina Compuesto XIVb
Compuesto Vilh
Esquema XV

Ac es un residuo de acido grado que tiene de 3 a 36 carbonos y de cero a seis dobles enlaces de carbono-carbono.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona procedimientos para sintetizar N-palmitoil-D-eritro-
dihidroesfingomielina que comprenden las etapas de:
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a) permitir que N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingosina reaccione con clorofosfito de etileno en condiciones efectivas
para producir N-(2S,3R)-1-((1,3,2-dioxafosfolano-2-il)oxi)-3-hidroxioctadecan-2-il)palmitamida;

b) permitir que N-((2S,3R)-1-((1,3,2-dioxafosfolano-2-il)oxi)-3-hidroxioctadecan-2-il)palmitamida reaccione con bromo
en condiciones efectivas para producir ((2S,3R)-3-hidroxi-2-palmitamidooctadecil)fosforobromidato de 2-bromoetilo;

c) permitir que el ((2S,3R)-3-hidroxi-2-palmitamidooctadecil) fosforobromidato de 2-bromoetilo reaccione con
trimetilamina en condiciones efectivas para producir la N-palmitoil-D-eritro-dihidroesfingomielina.

Eiemplos
Ejemplo 1: Sintesis de M-Palmitoll-D-eritro-esfingomielina
Etapa 1: Sintesis de 2-{E}-Hexadecenal

Etapa 1.1 1detradecanal

)
A
Sy H
A una solucién de 1-tetradecanct (110,0 g; 0,513 mol) v acido tricloroisociantrice (1781 g; 0,77 mol) en cloruro de
metilenc (1500 mi) a -30 °C se afiadiéd (2 28, 6 -fetrametiipiperidin-1-iljoxilo (TEE\,‘EPO) \SQD T\g, O 051 mol). La mezcla
de reaccidn se agitd durante 1,5 h a 0 °C vy se filtré sobre celite. La fase organ ica recogida se lavo a continuacion con

una solucién saturada de [\d"CO3 (800 mi}, sequida de HCI1 N (800 mi). Después se secd aobrc Ma80O,, se filird y
se concentréd a vacio para dar iugar al compuaste del fituio, 1 tetiadecam?! como un sélido blanco (89,5 g; 91%).

Etapa 1.2: 2-hexadecencato de stilo

Oy sﬁz?xf*?\gﬁzgi

3

A una suspensién de NaH (2,4 g, 0,059 mol) en tetrahidrofurano anhidro (40 mi}, se afiadié fosfoncacetato de fristilo
(8,4 mi, G,047 moi), gota a gota, 8 0 °C. Después de agitar durante 30 minutos a 0 °C, se afiadié una solucidn de
tetradecanal (10,0 g, 0,047 mol) en tatrahidrofurano (40 mil) y la mezcla de reaccidn se calentd a temperatura ambiente
¥ s& agité durante 3 h adicionales. A continuacidon, se afladié una solucion saturada de NaCl (50 mi} v la capa acunsa
se extrajo con ELO (3 x 200 mi). Las capas orgénicas se juntaron, se secaron sobre MgSQs v se filtraron v se
evaporaron los disoiventes. El producto resuftante se purificd mediante cromatografia ultrarrapida en gel de silice
{heptano-acatato de etilo: 95/5) para dar ¢l compuesto del titule, 2-hexadecensale de otilo, come un liquido incolorn
/1’) 3 t; ("20/\

Rf = (0,24 {Hexano/ELO: 85/5)

CG: tr = 13,13 min (trietiifosfoncacetato}; tr = 15,80 min (1-tetradecanal); tr = 20,60 min (acetato de 2-hexadecencato)
H RMN (400 '\:’le CDCis‘): 0,87 (1, 3H, CHzg); 1,25 (ancho, 20 H) 1,28 (1, 3H, C-ﬂd;, 1 A4 (m, 2 H, CH~,, 2,18 {gd, 2H,
CHp, 3 =85 Mz, W= 16Hz) 418 (g, 2H, CHL) 580 (dt, 1H, U = 1‘*5 Mz, 4=15 HZ) 8,06 gd*, 1H, CHp, A = 155
Hz, 3= 6,b Hz)

Etapa 1.3 Z2<{E)Hexadecen-1-0f

Ciatlar o, OH
H

Se afadié hidrure de diiscbutilaiuminio (54,5 mi, 1 M en ciclohexano, 4,054 mol), gote a gota a 0°C, & una sciucidon da
2-hexadecenoate de etilo (6,4 g, 0,023 mol) en tetrahidrofurane (20 mi). La r“czula de reaccién se agité a 0 °C hasta
que se consumié por compieto el material de partida seguin se controld por CCF. Se afadieron sucesivamente ERO
{50 mi} y una solucion saturada de tartrato de sodio (20 mi) mientras se agitaba hasta que eran claramente visibles 2
capas separadas. La capa acucsa se exirajo con ELO (2 x 50 mi). Las capas G“Qénicas se combinaren y secaron
sobre MgSQ, v Ios disolventes se eliminaren al vacic para dar el compuestn del tiiulo, 2-(E)}-hexadecen-1-of, como un
sélido ceroso blanco (5,3 g; 97%).

Rf = 0,31 (hexano/ELC: 1/1).

CG tr=19,1 min

HHORMN ("’30 MHz, COCLY: 0,87 (8 3H, CHe) 1,25 (anche, 20 H), 2,03 {q, 2H, CHy, 3 = 6,0 Hz), 4,08 (d, 1 H, 3 =8
Hz), 5,686 (m, 2 H).

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 3017 659 T3

Etapa 1.4 2- (E)-Hexadecen-1-al

-

A una soluc :é 1 de 2-(E)-Hexadecen-1-0f {52 g; 0,022 mol) en doruro de metilenc (30 mi) bajo argén a 0 °C, se afiadid
una m.ap Asién de clorocromato de piridinio (PCC) (16,3 g; 0,043 mol) en cloruro de metileno (30 mi) seguido de celite
{20 g). Después de agitar durante 3 h a 0 %C, la mezcla de reaccidn sa diluyd con 20 mi de dter dietllico y se filiré sobre
un lecho de silice. Los disolventas se evaporaron y el producto bruto s purificd mediante cromatografia ultrarrapida
en gel de silice (heplano-acetate de etilo: 85/5) para dar el compuesic del titulo, 2-(E)-hexadecen-1-al, como un sdélido
blanco (2,2 g; 43%).

Rf = 0,14 (hexano/ELO: 85/5)

GG tr = 18,8 min

'H RMN (20(} MHz, CDCl) 0,88 (1, 3H, CHI), 1,28 (anche, 20 Hy; 1,80 {m, 2H, TH,

252,35 (ad, 2H, 30 = T Hz, U= 15
Hz), 6,1 (ddt’i‘-is':‘iSSPZ*’i 8 Hz, AJ“’I Hzy 8,85 (1d, 1 H, 3 =155Hz, =7

Hz), 8,5 ({d, 1H, umg.“i.&).
Efapa 2: Sintesis o , 2R, BR}-{+}-2-Hidroxi-3-Pinanona

e (IR
Etapa 2.1 (1R, 2R, 38, BRI -)-FPinancgiol

gm

~

X N

goerere,

"x,,,,,,,

Se combinaren S-(-}-x-pinens (24,3 g; 0,18 mol), vsmiato de potasio dihidratado (0,13 g), A-metiimorfolina-N-6xido
{60% en agua; 0,21 mol 41,7 g) disuelios en 17,3 mi de piridina, 107 mide acetona y 11,9 mi de agua desionizada en
un matraz de tres bocas de 250 mi. La mezcla de reaccidn se calentd a reflujo durante 80 horas y, a continuacion, se
diluyd con metil terc-butil eter (MTBE) (300 ml) v hexano (50 ml). A continuacidn, se afiadid agua (200 mi} v ia capa
orgdnica se decantd, se lavd sucesivamente con acide citrico al 10 % (3 x 100 mi), una solucidn saturada de
NaHCOs {100 mi), salmuera {100 mL}y, a continuacion, se secd sobre MgSQ0, v se filtrd. Los disolvantes se eliminaron
al \fac io para dar el ccmpuestn del ttuif’, 1R, 2R, 38, bR,—( J-pinanodicl, como un aceite naranja oscuro (24,5 g).
G tr = 12,0 min (dicl); tr = 10,2 min (1R, 2R, 8R)-(+)-2-hidroxi-3-pinanocna; {5 - 10%}

Etapa 2.2 (1R 2R, 58R)-{+)-2-hidmxi-3-pinanona

On

~
X
N

Se afiadid trietilamina (EtaN) (80,2 mi; 0,58 maol) a una solucién de (1R, 2R, 38, BR)}-{(-}-pinanodicl {24,5 ¢; 143,89 mmol}
an una mezola de disolventes de sulfdxide de dimetilo/clorure de metiieno {154 my; ‘E/‘E: a 10 °C. A continuacién, se
afiadid 8Os - piridina (88,7 g; 0,43 mel) en porciones durante 30 minutos .-..ent'as la temperatura se mantenia nar
debajo de 20 °C. La mezcla de reaccidn se agité durante 2 horas a 10 °C y, a continuacién, se diluyé con acetato de
atilo (300 mi). La capa organica se lave con HCI 0,5 N (250 mi), salmuerc. {150 mi} y, a continuacidn, se secd sobre
MaSO4 v se filtré. Los disolventes se eliminaron al vacic para dar un aceite marrdn. El producte bruto se purificd
mediante cromatografia =;:tra"répid? en gel de silice (metilciclohexano-acateto de etilo: 9/1) para dar el compuesto del
titulo, (1R, 2R, 5R)}-{(+)-2-hidroxi-3-pinanona, como aceite (19,2 g; 53% en dos etapas).

CG tr= ”.Q,Q min;

Destilacién: p. eb. = 100-104 °C {3-4 mmHg) {d oncm b mim H
HRMN (400 MHz, CDClsy 0,00 (s, 3H), 1,3C (s, .) 1,45
1 HY 2,50 {m, 1 HY, 2,60 {s ancho, 2H).

g=1 ay)
(s, 3 H}' 1,704, 1 H, =120 Hz), 2,10 (my, 2 HY; 2,30 (s,

Etapa 3: clorhidraio de D-eritro-esfingosing

Etapa 3.1 (IR, 2R, 5R)-etil<{{2-hidroxipinan-3-ilenc) amino) acelaiv

- OH Q
N On A
S Of

51




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3017 659 T3

Se burbujed NHa gaseose a través de una suspension de clorhidrato de eliiglicinato (18,86 g, 0,13 mol} en tolueno (100
mi) durante 1 h. El cloruro de amoenic formade se separd por filfracion y se afiadic (1R, 2R, 5R}-{+}-2-hidroxi-3-
pinanona {Etapa 2.2) (10,0 g, 0,58 mol} a la solucion de etilglicinato de base libre con unas gotas de BF3-OEt. A
sentinuacidn, la mezola de reaccidn se calentd a reflujo durante 5 horas con un aparato Dean-Stark. Una vez
completada la reaccidn, s& evaporaron los disolventas. El productc resultants se purificd mediante cromatografia
ultrarrépida en gel de silice impregnado con EtN (8 % en éter) v el compueste del titulo, (1R, 2R, SR}-etil-{({2-
hidroxipinan-3-ilen)aminojacetato. | se eluys con EL,C.
Rf = 0,35 {ciclohexano - acetato de olilo: 1/1)
HRMN {CDCls) 0,88 (s, 3H, CH 3);, 1,30 (t, 3H, CHa, J = 7,0 Hz), 1,34 (5 3H, CHa), 1,53(s, 3H, CH3Y, 1,57 (d, 1+
J*1G’3'~|2)'707/m 2 HY, 2,36 {tdy, 1H, J= 10,0 Hz, Jd = 86,0 Hz; J"’! 3 HZ), 2b’)(r* )H Jd=1, bﬁ? J=1,0Hz), 2
s, 1 H, OH); 4,17 (s, 2H, = N-CHy); 4”*4(& 9P CH.CHs, J = /CH*)
RMN g {CDCB} 3 (ppmy 1800 {éster cuat. C-1); 17(‘2 {amida cuat. C-1;, 76,5 {C-2' cualemnaric), 80,9 {(CHb-
CHz); 52,6 (C-2); 50,4 (C-3');, 38,8 {C quat);, 38,3 (C-8), 33,7 (C-8), 28,2 {CHa); 28,1 {C-4"), 27 3 (CHs), 22,8 {CH3); 14,2
{CHz-CHs).

b’i

3 !

Etapa 3.2 3-hidroxi-2-({E-{{18 28 &£8)-2Z-hidrexi-2 6 S-trimetibicicio [3.1.1] heptan-3-dideniaminnicectadec-4-enoatn
de (28, 3R Ei-etilo v 3-hidroxi-2-{{E}-{{(18 28, 58}-2-hidroxi-2 6 8-trimetilbicicio [3.1.1] heplan-3-iideniaming) octadec-
4-enoato de (28, 3R, El-isoprapilo _ _

oH , COR

N “*} R Et
LA . R x Py

— CasHyr

Una solucion de triisopropoxido de clorotitanio (5,2 g; 0,02 mel) en clorure de metilens (15 ml), una solucién de 2<E)
-Hexadecen-1-al (4,35 g; 0,0018) en clorure de metileno (& mi) y trietilamina (8,1 mi; 0,044 mol) se afiadieron a una
solucion de {1R, 2R, 5R}-afil-{{2-hidroxipinan-3-ilenjaminclacetato (5,0 g; 0,020 mei} en cloruro de metilenc {8,8 mi)
bajo argdn a € “C. Despuéds de agitar la mezZola de reaccion durante 4 h a 0°C, a continuacidn se inactivé con salmuera
{25 mi). La capa acucsa se extrajc con acetato de atilo v se sacd sohre \/iq\‘"h los disoiventes se eliminaron al vacin
para dar lugar a un aceite de color amarilio anaranjade (8,7 g), mezcla de los ésteres i\OplOp!lhﬂ etilico 73/27, 3-
hidroxd-2-((E-{{1S, 29, 58)-2-hidroxi-2,8,6-trimetiibicicio [3.1.1} heptan-3-iliden}aminc)octadec-4-encato de (28, UR
E)-Etilo y 3-hidroxi-Z2-{E}-{1S, 28, 58}-2-hidroxi-2,6,68-trimetilbicicio [3.1.1] heptan-3-lidenaminnioctadec-4- enoatn
de {28, 3R, El-isopropilc.

Rf = 0,7 (ciclohexano - acetato de etilor 1/1)

"H RMN {CDCa} & (ppmy: 0,88 (&, 3H, J = 6,5 Hz) 1,50-1,10 (m, 28H, (CHaly + 2CHs): 1,50 (5, 3H, CHs); 1,53 (d, 1
HY 2,13 (q, 2 My 2,18-1,95 (m, 2 Hy 2,34 (dtd, 1 H): 2,51 {rm, 1 H) 3,25 (s, 1 H): 3,75 (s, 1 H); 4,15{d, 1 H. J =867
Hz) 4,20 (ot 1H, J= 7,0 Hz; J = 4o+sz,,4h«< 1t 4 = 6.7 Hz), 5.06 (hept, 14, 4 = 6.3 Hz, CH (CHa), 5.56 (dd. 1

HJ”‘IV&@H“J"/?H?",/K)((ﬁt,‘H b*l“'i?’J buH?)

Etapa 3 f_-ammo— 3-hidroxicctadec-4-ancate de (2R, 3R, E)-etilo v Z-amino-3-hidroxioctadec-4-encate de (2R, 3R,

N0l
RG, f»f-\_\(.«*\"x\.mfﬁisﬁ:a?
5 OH

Se afiadib gota a gota HCH 1,2 M (203 ml} a la mezcla bruts de los ésteres isopropilico y etilico, 3-hidraxdi-2-({E-{{1S,
3, 58)-2-hidroxi-2,6,8 tnmctilbiucio 117 heptan-3-ilidenjamino)octadac-4-enoato de {25, 3R, E)-Etlle vy 3-hidroxi-2
--((E)-—((1S, 28, \t;\ 2-hidroxi-2 8 8,6-tr im“t biciclo {3.1.1} heptan-{%-—iiiden)aminc)octadec—-4-—emoato de (28, 3R, E)
isopropilo, de la etapa antancr (‘M, g 0,030 mal',‘- en tetrahidrofuranc (51 mi). A cenfinuacién, la mezcla se agitd
durante 72 h a temperatura ambiente. Se evapord el fetrahidrofuranc y, a continuacion, se extrajo ia capa acuocsa con
acetato de etilo. La capa orgédnica contenifa, despuss de la eliminacion de los disniventes, vy (+)-2-hidroxi-3-pinanocna
{8,8 g). La capa acunsa se secd para dar lugar a 2-amino-3-hidroxioctadec-d-encate de (2R, 3K, E)-atilo y Z-amine-3-
htdrox octadec-4-ancato de (2R, 3R, E)-isopropilo come sus sales de clorhidrato (5,7 ¢)
Rf = 0,45 (Et:O-MeOH: 95/4)

Etapa 3.4 clothidrato de D-erifro-esfingosina
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Nk, HOY
HO oo R Lpatar

QH

Se afadid borshidruro de sodio (4,40 g, 0,12 mal) a8 una suspension del clorhidrate de amincéster de la elapa anterior
(2,2 g, 0,00568 muoles) en 40 mi de una mezcla da disolventes de EIOH/H0 (3/1). La mezcla se agitd durante 72 ha
°C antes de agregar una solucién saturada de NH4CI (40 mi). La capa acuosa se extrajn con clorure de metilene (4
x 100 mi), se lave con salmuera, se secd sobre MgSQO, v se filtrs. Los disolventes se eliminaron al vacic para dar Eucar
al compuesic del titulg, clorhidrato de Drerifro-esfingosing, como un sélide blancs (1,5 g; 86 %),

Rf = 0,3 (CHCI-M 90H HaO0 1378113

H RMN (CDCHEY 8 (ppm) 6,90 {t, 3H, J = 8,5 Hz); 1, o()—. 20 (1, 22H, (CH2)12); 2,00 (g
CHY), 3,70 (m, 4 H), 430 (s, 1 H, \)H} 5,40 {dd, 1H, 4 = 1b5 Hz; J EE‘o Hz}, 5,80 (dt, 1
{s ancho, 3H).

2H,J=78Hz) 315 (s, 1 H
=15 } i -

q, 15
HJ=155Hz J=78Hz) 84

N

Eilapa 4: N-Paimitoil-D-eritro-esfingosinag
L&

R
3
3
3

{:! :5&3{« ' ?;ﬁ“i
**Gx,~«-"\rx»\\_w{:§\x \

OH

Se afiadieron sucesivamente acido paimitice (1,9 g; 0,074 mol) y una solucién de D-eritro-esfingosina (2,2 g; 0,074
mol} en tetrahidrofuranc {89 ml) a una suspensidén de O-{benzotrazek1-il-N NN N-hexafluorofosfato de
tetrametifuronic (3,1 g; &1 mmel) en dimetifformamida (15 mi). La suspensidn blanca obtenida se enfrid a 0 °C vy se
afladid trietilamina (2,5 mi; 0,018 mmeci). La mezcla de reaccién se agitd durante 12 h a temperatura ambiente. A
continuacion, se afladié una solucidén de acide citrico al 5 % {400 ml) v se filtrd 1z suspensién. El sdlido blanco se

rmezcid con agua (80 mi} a temperatiura ambiente, se fillrd v se lavd con agua. A continuacion, se secd al vacic a 40
SC para dar of compuesto del titulo, N-Paimitet D—"m‘ o-asfingosina (3,5 g; 80%).

HHORMN (CDCLY 0,97 (8 H, ), 1,10-1,40 (m, 46H), 1,62 (2 H, m}; 2,04 (2 H, m, CH.CHY, 2,27 (4, /H 4= 82 Hz,
CHYCONHY, 2,71 {(m, 2 H); 3,68 (m, 1 H); 3,80-4,00 (m, 2 H), 4,28 {m, 1H, CH (Ohi‘ CHj; 5,52 /ddt H, 4=15 4 Hz; J
=8 4Hz = 1,0 Hz, CH{OH)CH), 5,77 (dtd, 1H, J= 154 Hz; J = 8,7 Hz; J=11 Hz, CHC H) 68,22(d, 1 H J=68Hz,
N

Eitapa 5: N-Palmitoil-3-0-benzeil-D-eritro-esfingosina

Etapa 5.1 N-Paimitoil-1-O-ritil-D-erifro-esfingosing

Cygthy ”“\«*’I\- o
oMo o N
o

Se calentd una suspension de N-palmitoil-D-eriro-esfingosina {0,858 g, 1,08 mmol), trigtilamina (1,2 mi), 4-
dimetilaminopiridina (5 mg) y cloerure de tritilo (0,45 ¢, 1,82 mmol} en cloruro de metileno {14 mi} a reflujo durante 80
h. Los matenales voldtiles se avaporaron, &l residuo se volvid a disolver en acelato de atilo v la mezcla se lave
sucesivamente con 4cide clorhidrice 1 M, NaHCQOs ac. y salmuera. La fase orgénica se secd sobre Mg80.y se
avaporé. El residuo se cromatografid sobre gel de silice en heptanc/acetato de etilo {7: 3) para producir N-paimitoii-1-
O-triti-D-eritro-esfingosing (0,39 g, 48 %) come un sdélido ceroso,

Rf= 0,49 (CHCl/acetato de elilo/EiN: 97/3/0,1)

HRMN { (CDCHK) 8 0,88 (6K, 1), 1,40-1,15 (46H, my, ’ib4 {2H, m}, 1.¢ “:( 2H, mj, 2,20 (2H, t,J 8,2
JZQ,GHZ,U~4,O!—-Z},34O’% 35 (2H, *Y': 404( H 4‘!/(1% *Y'} 5, 4(14 dd J=154Hz, J
dt, J=154 Hz, J =86 Hz), 8,08 (1H, d, J =75 Hz, “\H, 7.35-720(8H, m), 7 357,45 {8 H m}

1 \1

 Hz), '3
5,2

Etapa 5.2 N-Palmitoi-1-C-tritil-3-O-henzoi-D-enfro-esfingosina
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Se afiadieron 4-dimetilaminopiridina (10 mg) y cloruro de benzoilo (0,1 ml, 0,85 mmol) a una solucién de N-Palmitoil-
1-O-tritil-D-eritro-esfingosina (0,39 g, 0,50 mmol) en piridina (5 ml) bajo nitrégeno y la mezcla se agité durante 20 h. El
disolvente se eliminé a presion reducida y e residuc se repartié entre NaHCO3 ac. v acetato de otilo. La fase orgdnica
se lavd con salmuera, se secd (MgBQa) v se evapord vy el residuc se cromatografid en gel de silice en heptano/acetato
de etilo-hexano (851 “' a 1:1) para dar el compuesic del titule, N-palmitoil-1-O-trifii-3-C-benzoil-D-erifro-esfingosina
{207 mg, 80%), come un solido ceroso.

forss

HRMN (CDCK) 8 0,88 (8K, 1), 1,31-1,23 (48H, m), 1,56 (2H, m)y, 1,89 (2H, m), 208 (2H, 1), 317 {iH, dd, J= 7,4 Hz
J = 39 Hz, CH(F )OH: 3, ALJ {1H, dd, J = 9,7 Hz, 3,8 Hz, CHHYOH], 4,47 (AH, m, THA N“-K CF Q)) 543[1H, dd, J =
15,3 Hz, J = 7,3 Hz, "H(O"O“h)CHZ], §,75-5,60 [2H, m, NH, CH(OLO"’h)], f= B8 (TH, dt, J =183 Hz, J = 7,8 Hz,
CHoCH=), 725-710(0H, m), 740-7 30 (S H, m), 784 (T H , J= 75 Hx), 7,92 (2 H, 4, d=73 Hz).

Etapa 5.3; N-Paimiteil-3-O-benzoil-D-enfro-esfingosina

Chix

Se agitd una solucion de Abpalmiteil-1-C-riti-3-O-benzoil-O-eritro-esfingosina {1,10 ¢, 1,24 mmol} v monohidraie de
acido telueno-p-sulfdnico (0,23 g, 1,36 mmol} en clorure de metileno (18 mit} y metanct (18 mi) baje nitrégenc durante
3 h. El discivente se evaporé ¥ &l residuo se repartié entre NaHCG; ac. v acetato de efile. La fase orgénica se lavd
con saimuera, se sech sobre MgSQOs vy se evapors hasta sequedad. El residuo se cromatografid sobre gel de silice v
se eluyé con heptanofacetate de etile (1.1} para dar el compuesto del titulo, N-palmitoil-3-C-penzoi-D-eritro-
asfingosing (0,64 g; 80%).

H RMN (PWCI‘/LD‘,OW 8 0,87 (6H, 1), 1,30-1,10 (46H, m), 1,54 (2H, m), 1,86 (2H, m), 2,14 2K, m), 2,77 (2H s
ancho), 3,71 (2H, m, CHyD}, 4,24 (1H, m, f‘HI\.) 5,60-8,40 {ZH m, CHCC Ph)f‘H 1, 5,79 {(1H, dt, J =150 Hz, J =
8,8 Hz, CH2CH=), 818 (1H, d, J =86 Hz, NH), 7,38 (2H, dd, J =76 Hz, J =7 2 Hz), 7,52 (‘:H, dd, J=78,J=786Hz)
7,95 (1H,d, d=7,2Hz)

Eitapa 8 N-Palmitoil-D-eritro-esfingomieiina
{?i 0.8 e
N "
SN T |
{:“ﬁ g f\‘» Q° \{} s AN

Se enfrid una solucién de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina (0,2 g, 0,31 mmol) y tetrametiletilendiamina
(TMEDA) (51 I, 0,53 mmol) en tolueno seco (5 ml) a aproximadamente 8 °C. A esta solucién se le afiadié gota a gota
2-cloro-2-oxo0-1,3,2-dioxafosfolano (82 mg, 0,57 mmol) en 0,1 ml de acetonitrilo. A continuacién, la mezcla se calenté
a temperatura ambiente y se agité durante 4 h. Se afiadié acetonitrilo (5 ml), seguido de trimetilamina anhidra. El
matraz se calentd a 65-70 °C durante 14 horas. A continuacién, el sistema se enfrié hasta temperatura ambiente y se
abrié el matraz. Los disolventes se extrajeron a presion reducida.

El producto resultante, A-palmiteil-3-O-benzoii-D-erffro-esfingomieling, se disolvid en metancl (1,5 mi). Se afadid
metéxido de sodio (al 30% en metanol, 15 ul) a la solucién. Después de agitar duranie la noche, se afiadieron cloruro
de metilenc v agua. Se ajustd el pH v se evaporé la capa organica hasta sequedad. El material crudc 88 pu rificd
madiante ¢ ornatooiafla en columna para dar el compuesto del tiulo, Abpalmiteil-DO-erifro-esfingomieling (68 mg, 30 %
en 3 stapas).

HRMN (CDCI/CDs0D) 8: 0,80 ¢, J = 7,1 Hz, 8 H), 1,26 (m, 46 H), 1,56 (m, {C=0)CHCHz, 2H), 1,98 (m, CH=CHCH;,
2H), 2,14 {, (C=O)CH3, 2H), 3,24 (s, N(Ch)d, U-ﬂ;,) 3,88 (m, F’QCH_LHQI\ ZH), 3,01 (m, POCHCH, 2H), 404 {t,
CHQ, 4H, d =7.7 Hz), 4,14 {m, CHN, 2H), 4,28 (m, POCH CH:N, ZH), 5,44 (ddt, 15,4 Hz, J =76 Hz, J= 1,5 Hz, 2H),
5,71 Gdt 1%4?52 J= 66+lz Jz=05Hz 1 H)
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Ejemplo 2: Sintesis a escala de laboratorio de Nepalmitoil-D-erffro-esfingomisalina

Eitapa 1 N-palmitoil-D-arilro-esfingosina

Acido palmitico Oa-CrsHa
M NH,

HOMCISHZV — H NH
" HBTU. NEt3 HOMCHHZT

HG H z
HO H

D-enifro-esfingosina N-palmitoil-D-eritro-esfingosina

Se afadieron acido palmitice (17,12 g, 86,8 mmol) v D-entro-esiingosina (20 ¢, 66,8 mmol) en tetrahidrofuranc (880
mi) @ una suspansion de O-Beanzotriazol-N, N, N' N'tetrametiluronio-haxaflucrofesfato (27,84 g, 73,4 mmaol) en 140 mi
de dimetilformamida. La suspensién blanca obtenida se enfrié a -5 °C, se afiadieren 22,5 mi (180,7 mmol) de
trietilamina en el transcurso de 30-60 min v 1a mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 12 h. Despuéds de este
tiernpo, el andlisis de cromatografie en capa fina (CCF} indicd une conversidn > 99% en A-paimitol-D-aifro-
asfingosina. Se afladié dcido citrico al 5 % {400 mi}, la mezcla se agitd durante 30 min a 0-5 °C vy la suspensién
obtenide se filtré. La torta bianca se suspendid en agua (600 mi} a temperatura ambiente. La suspension se filtrd v se
lavd con agua. El secado durante 12 horas a presién reducida a 40 °C die 32 4 g {rendimientc del 80 %) de N-palmitoil-
D-arifro-esfingosina. La pureza mediante HPLC fue del 88,1 % y mediante HFTLC del 99,2 %.
HRMN (ppm &, CDCl) 0,87 (BH, 1), 1,1-1,4 (468H, my), 1,82 (2H, m), 2,04 (2H, m, CHCH), 2,21 (2H,
CHOCONH), 2,71 (2H, m), 3,69 {1H, m), 3,8-4,0 (2H, m), 4,28 (1H, m, CH{OHCH), 5,52 {1H, ddt, J 15,4,
CH(OHYCH), 5,77 (1H, did, J 15,4, 8,7, 1,1 Hz, CH:CH), 6,22 (1H, d, d 6,6 Hz, NH).

t, J &2 Hz,
6.4, 1,0 Hz,

' (X

Eiapa 2: N-Palmiioil-3-0O-Benzoil-D-eritro-esfingosina

Tt
RN - : ‘
piriding

H N

STty

e O dritih
D-agntro-esfingosing

m*:-xg/

N-palmitoll-1-0-trith-3-C- N-palmitall-3-0-benzod-O-
benzad-D-eritro- ritrc-asfingosing
exfingosing

Etapa 2.1 N-palmitcil-1-C-triti-D-eritro-esfingosina
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Una suspension de N-palmitoil-D-efifro-esfingosina (16,30 g, 30,3 mmol), piridina (250 mi), y clorure de tritile (10,15 g,
36,4 mmaol} en toiuenc (150 mi) se calentd a 52 °C durante 12 h. El analisis de CCF des pués de fas 12 horas indicd
una conversidn superior al 80 % en Alpaimitoil-1-O-triti-D-enfro-asfingosina, con apraximadamente un 5 % de N-
palmitoil-D-effro-esfingosina sin reaccionar y aproximadamente un 2-5 % N-palmiteil-1-O-ritil-3-O-tritil-D-sritro-
esfingosina. La suspensidn se enfrié a 0-5 °C y se fillrd para eliminar algunas sales.

Etapa 2.2, N-Paimifoil- 1-O-4riti-3-0-benzoil- D-eritro-esfingosing

Se afiadi6é 4-dimetilaminopiridina (560 mg, 4,54 mmol) y cloruro de benzoilo (5,8 ml, 50 mmol) a una solucién de los
productos de reaccién en bruto de la etapa anterior y la mezcla se agitdé a 0-5 °C durante 15 h. Después de 15 horas,
el analisis de CCF indicé una conversién superior al 97% en N-palmitoil-1-O-tritil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina. La
mezcia de raaccidn sa reparlic entre agua {130 mi) y acetato de efile (530 mi). La fase orgénica s& lavd 4 vaces con
agua (160 mi) para alcanzar pH 7. La fase orgénica se evapord a presién reducida y el residuo amarillo aceitoso
resultante (34 g) se disolvid en cloruro de metileno (300 mi) y metanol (300 mi) a 5 °C y se utilizo directamente para la
siguiante etapa de destritilacion.

Etapa 2.3 N-palmiteil-3-O-benzoil-D-entro-esfingosing

Se afiadié acido toluanec-p-suifénico menchidratado (2,88 g, 15,15 mmei) a ia solucidn anterior de N-paimitoil-1-O-tritil-
3-O-benzoil-D-erifro-esfingosina en clorurc de metileno/metanol. La m;zcla se agitd a 18-22 “C durante 3 h. Después
de 3 horas, ef anadlisis de CCF indicd una conversidn superior al 97 % en A-palmiteil-3-O-benzoil-D-eritro-
esfingosina. La mezcla de reaccién se neutralizé a 0-5 °C con 2,58 mi de trietilamina v el clorire de metileno se
evapord (40 °C/340 mbar). El residuo obtenide se agitd a 0-5 °C durante 1 h. La suspension se separd por filtracidn,
se lavd con metanol y se secd a 35 °C durante 12 1, dando 21,9 ¢ (113%} de preducte brute (N-paimitoil-3-O-benzoil-
D-eritro-esfingosina).

La recristalizacion se realizé con metano! (500 mil} v clorure de metilens (6 miya 42 °C, la solucién se agité a2 206-22 °C
durante 1 hora v, a continuacion, se enfrié a 0-5 °C durante 1 hora. Dmspues de la ﬂitracmn ia torta resultante se lavd
son matanaol {2 x 50 mi) y se secd durante 12 ha 35 °C a presién reducida proeduciendo 1'* 8 ¢ de N-palmitoil-3-O-
benzoi-D-ghfro-esfingosina contaminada con 13 % de N-palmitoil-D-srifre-esfingosina desprotegida. Bl material
cristalizado se purificé adicionalmente mediante cromatografia en columna en 185 g de gel de silice. Se eluyd con 2,2
litros de hexano/acetato de etilo 5/1, 2,2 litros de hexano/acetato de etile 3/1 y finalmente 4,4 litros de hexanofacetato
de atilo 2/1. Las fracciones que contenian el productn se combinaron y se evaporaren hasta sequedad a 40 °C dando
SGMo r‘csuﬁtado 12,1 g (rendimienic del 62%) de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-grfro-esfingosina. La pureza mediante
HPLC fue del 87,7 % y mediants HPTLC del 9C}

H RMN ppmﬁ CDCLY 0,87 (8H, 1), 1,1-1,3 {48H, m}, 1,54 (2H, nmy), 1,06 (2H, m}, 2,14 (2H, m), 2,77 { 2H, s ancho),
3,71 (2H, m, CH0), 444 {(1H, m, CH“\J\ 54-58 ¢ ’” i, m, CH{OCOPHCH=), 5,78 (1H, dt, J 15,0, 6,8 Hz, CF‘ZCH*;,
6,18 (1H, d, J 9,8 Hz, NHj, 7,38 IZH, dd, J 75,72 Hz\ TH2UH, dd, 7.8, 7B HHz), 7,86 (1H, d , J 7,2 Hz)

Eitapa 3: N-Palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingmiciing

CisHsy GYC!5H31
H, NH cop o H, NH
HOMC1i3H27 . [ %0 X CeaHar
B20 H oY B0 H
N-paimitoil 3-O-benzoil-D- N-palmitoil 3-O-benzoll-D-eritro-1-C-
eritro-esfingosina {2-oxo-1,3,2-dioxafosfolan}-
esfingosina
NME"Q

OYCTEHCH

M NH
M@jN*‘NO\ :OMCT‘?HZ?
- ‘@ 820 H

N-palmitoil 3-C-benzoil-D-eritro-esfingomielina

Etapa 3.1 N-Palmifeil-3-O-benzoil-D-erfro-1-0-(2-0x0-1, 3. 2-dioxafosician)-esfingosina
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Se disolvid casi completamente N-paimitoll-3-O-benzoil-D-eritro-asfingosing (0,48 g, 14,8 mmm) en tolueno 200 mi) y
se c‘drgo en un reactor a presidon. Se afadio tetrameliletilendiamina (2,4 mi, 15,8 mmol} & ia mezcia. La mazola se
enfric a 7 °C seguido de la adicién de una solucion de 2-clore-2-oxe-1,3,2-dioxafosfolane (CCP',‘- (3,90 g, 27,3 mmol)
en acetonitrile (5 mi). Después de dos horas a 7 °C, 1a reaccidn se calentd a 21 °C duranie dos horas. El andlisis de

CCF indict una conversidn supetior al 97 % de A- v)dlmitoﬂ 3-O-benzoli-D-erifro-esfingosing al intermedio N-palmitoil-
3-O-benzoll-D-eftfro-1-0-{2-0ox0-1, 3, 2-dioxafosfolan j-esfingosina.

Etapa 3.2. N-palmiteil-3-O-benzoil-D-entro-esfingomiglina

Se infrodujo acetonitrile {200 mi) en el reacior seguido de trimetilamina gasecsa hasta gue se slcanzd una presién
constanie de 0,5 - 0,7 bar. Durante &l calentamiento a 87 °C, 1a presidn s& elevd a 1,8 - 2,0 bar. Daspués de 14 horas,
el andlisis de CCF indicé una reaccidn casi completa del intermedio N-Palmitoii-2- La—z)anzml—weiitro 1-0-{2-0x0-1,3,2-
dioxafosfolan)-esfingosina. Después de enfriar a -5 °C, se filtrd la suspensidn. La 3-O-benzoil-N-paimitoii-D-eritro-
esfingomieiing bruta se secd a 35 °C, pfoducic*ndm 8,1 g {(78%). El material bruto se punficd adicionaimente mediante
sromatografia en columna sobre 90 g de gel de silice. Se eluyd con 1,1 litros de clorure de metilena/metans! 8/1; 1,1
{itros de cloruro de metileno/metano! 4/1; v finalmente 4,3 lifros de clorire de metileno/metanc! 3/, Las fraucaanes gue
contenfan producic se combinaron y se evaporaron hasta seguedad a 35 °C dando come resultado 8,0 g (rendimiento
del 88 %) de 3-C-Benzoil-N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina. La pureza por HPLC fue del 84,8 %.

Etapa 4: N-Palmitoil-D-eritro-esiingomielina

On ~CasHay Ogy-Crshhay
H, NH H JSJH
M83N+mo‘pfg S -CraMHey Na@h‘te‘ ME§N+N - - 2 CrsHar
<% &dh - ’Q‘ #O H
3-O-benzoil-N-paimitoil-D-eritro-esfingomielina N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina

Se disoivid 3-O-benzail- '\!—pai-‘v‘-itoiﬁ -D-erifro-esfingomielina (8,0 g, 8,9 mmol} en metanol (40 mi). Se afadid matdxido
de sodic (al 30 % &n metanol, 5,4 M, 367 i, 2,0 mmol} a la sciucion para dar como resulfado un pH de 11 Después
de agitar durante la noche, el anaiss;s por CCF indicd una reaccién casi completa del éster de benzoflo. Se afladid
cloruro de metileno {80 ml) seguido de 38 mi de agua v el pH se ajustd a 6-7 con 1,8 mi de &cido clorhidrico 1M, La
capa inferior se evapord haste sequedad @ 35 °C v el residuc se recogid en 8,5 ml de metanoly 85 mi de clorure da
metileno. Se afladio acetona (35 mi) a la solucidn transparente. La suspensidn se agitd a 0 °C durante algunas horas
y se filtrd. Elresiduo resullante se secd a 30 °C, dande 4,3 g del producte del tituilo, N-Palmitoil-D-eritro-esfingomielina,
{52%). La pureza por HPLC fue del 98,8%.

H RMN (& ppm, CDCL/CDLODY: 0,88 (6H, {, 2 x CHa}, 1,25 (46H, m, 23 x CHb), 1,58 (2H, m, {C=C)CHCH>), 1,88
{(2H, m, CH=CHCH-), 2,14 (2H, t, (C=0)CHg), 3,24 (8H, s ancho, N{CHa}s), 3,88 (2H, m, FOCHCHNY, 3,91 (2H,
PQ(JHQC H}, 4,04 (H, t, CHO, J 7,7 Hz), 4,14 (1H, m, CHN}, 4,28 (2H, m, POCHCHuN} |, 5,42 b 46 {2H, dd
CHCH=CHCH,, J 15,3, 7,4 Hz), 5,65-570 (1H, di, CHCH=CHCH,, 4 14,6, 7,2 Hz)

Ejemplo 3: Sintesis a escala piloto de palmitoil esfingomielina
Eifapa 1 Boe-L-Ser-Ole

Se ak.apmnd eron 32,2 kg L-Ser-OMe » HCI (206,97 mol) en 288 kg de acetalo de etilo en un recipiente de 630 litros v
se enfrié a 2 °C. Se afadid trietilaming liquida a aproximadamente 2 °C (24,1 Kg, 238,17 moi, 1,15 eg.) seguido de
una solucidn de BoC.O (51,8 kg, 237,80 mol, 1,15 ed .} en 24 kg de acetato de etilo. La mezcla de reaccidn se calentd
a 22 *C y se agité durante la noche. El analisis de CCF mostré un contenido de L-Ser-OMe » HCl de menos del 1 %. Se
ahadieron 114 fitros de agua purificada y se separaron las fases. El lavado se repitid dos veces con 114 litros de agua
purificada. Las tres fases acucsas se combinaron v extrajeron con 102 kg de acelain de etile. Bl andlisis de CCF indicd
ausencia de productn en la fase acuosa. Las dos fases O'Qsan-'“a% se compinaron y se avapvaron hasta sequedad a
30 °C. Se afladiercn 88 kg de toluenc al rasiduo v se destiié a 80 °C. Este procedimientc se repitié. La pureza del Boce-
L-Ser-OMe crudo fue del 85-87 % mediante andlisis de CCF.

Efapa 2: Estor metifico def dcido (8)-2(terc-butoxicarbonil)-2, 2-dimetif-4-oxazolidincarboxifico

Se disolvié Boc-L-Ser-OMe crudo {aproximadamente 45,4 kg, 208,97 mol) en 256 kg de tetrahidrofuranc a 22 °C en

un recipiente de 830 iitros. Se afladieron 71,8 kg de 2,2—dimet0><ipr0pano (688,38 mol, 3,33 eq.) seguidc de una

solucion de 3,3 kg de écido bencenosulfdnico {20,86 mol, 0,10 2q.) en 20 kg de tetrahidrofurano v se lavo con 20 kg

de tetrahidy of\ ranc. La mezola de reaccidn se calenté a reflujo, se separaron por destilacién 210 litros de
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tetrahidrofuranc en tres horas. El andlisis de CCF mostrd un contenido de Boo-L-Ser-OMe del 1-2%. La neutralizacion
a pH 8,5 sa realizé con 1,0 kg de trietilamina (8,88 mol, 0,05 eq) a 22°C. La mezcla de reaccidn se evapord hasta
sequedad a 80 °C, sequide de la adicidn de 82 kg de hexano y 26 litros de agua purificada a 25 °C. La fase organica
se lavé con 45 litros de agua purificada. £l andlisis de CCF indicd ausencia de producto en las fases acuesas. La fase
organica se evapord hasta sequedad a 680 °C. Se afiadid tolueno (88 kg) al residuc y se destilé a 60 °C dos veces. El
producto, éstar metilico del doido {8)-3-(terc-butoxicarbonil}-2, 2-dimatil-4-oxazolidincarboxilico, (48,88 kg, 188,55 moi,
91% de rendinviento de L-Sar-OMe « HCI), se aisld como un liguide amarille. S& encontrd que la pureza fue del 87%
mediante analisis de CCF. La pérdida por secado fue del 4,2 % vy ef contenido de agua del 6,1 %. La identidad fue
confirmada por MS y 1H RMS.

Etapa 3: (8)-3-(teve-butoxicarbonil)-4-{2-(dimetoxitostorii} -1-oxo-otif)-2, 2-dimetiloxazofidina

Se acondiciond un recipiente de 100 litros con 15 kg de tetrahidrofuranc y se secd al vacie a 50 °C. Se introdujo
metiifosfonato de dimetiio (4,6 kg, 37,07 mol, 2,00 eq) en el recipiente y se disolvid en 28 kg de tetrahidrofurano. La
mezcla se enfrid a -75 °C y se afiadieron 5,4 kg de una scolucidn de n-butil litio al 25 % en heptano (2,34 kg de n-butil
fitic, 36,58 mol, 1,98 eq) durante dos horas mieniras la mezcla se mantenia de -70 °C a -75 °C, seguide de lavade con
& litos de heptanc. Después de agitar durante una hora, se afiadio una sohicién de 4,8 kg de éster metilico del acido
{S)y3-{terc-butoxicarbonil)-2, 2-dimetil-4-oxazolidincarboxilico bruto (18,51 mol) en 4 kg de tetrahidrofuranc durante una
hora mientras se agitaba durante una hora. La mezcla se mantuve de -70 3 -75 °C, seguido de lavado con S litros de
tetrahidrofurano. La mezcla de reaccidn se calentd a 0 °C durante 40 minutos vy se agitd durante 30 minutes.

El andlisis por CCF mostré un contenido de éster metilico del acids (8)-3-(terc-butoxicarbonil)-2, 2-dimetil-4-
oxazolidincarboxilico del 10-15 %. El enfriamiento se realizé con una solucidn de S00 ml de agua purificada en 4,8 kg
de tetrahidrofurano por debajo de 20 °C. El pH se ajustd a 86-7 con 13 iitros de una solucidn de acido citricn
menohidratade al 20 % en agua purificada por debajo de 20 °C. Después de la adicidén de 10 litros de acetato de elile,
se separaron las fases. La fase acuosa se extraje con 13 kg de acetato de efile. El andlisis de CCF indicd ausancia da
productc en la fase acuosa. Las dos fases organicas se combinaron y se evaporarcn hasta un volumen de 20 litros a
&0 °C. El secado final en un evaporador rotatorio a 40 °C produjo 7,2 kg (20,49 mol, 111 %) del compuesto del titule,
{8 }-3-{terc-butoxicarbonil}-4-(2-{dimatoxifesforil}-1-oxo-etil}-2, 2-dimetiloxazoiidina, come un aceite amarillo. La pureza
fue aproximadamente dei 70 % por andlisis de CCF. La pérdida por desecacion fue del 14,4 % y af contenide de agua
del 1,4 %. La identidad fue confirmada por MS.

Etapa 4: {§}-3-{terc-butoxicarbonil}-4-{i-oxo-hexadec-2-enii} -2, 2-dimetifoxazoliding

Se afladen (S)-3-(terc-butoxicarbonil}-4-{ 2-{dimetoxifosforil)-1-oxo-atil)-2, 2-dimetiloxazolidina (21,6 kg, 51,48 mol} v
17.0 kg de carbonate de potasio {123,0 mol, 2,00 eq.} a 238 kg de acetonitriio a 22 °C en un recipiente de 250 {itros,
mientras se agita. Se afladieron 1-tetradecanal (6,53 kg, 30,75 mol, 0,50 eqg) v 3,1 litros de agua purificada para dar
un pH de 8 0. Después de dejar gue la reaccidn prosiguiera durante ia noche, el andlisis de CCF mostré un contenido
de 1-tetradecanal del & al 10 % y de fostonato del 2 %. Las sales se filiraron v se lavaron con 270 litros de hexano en
porciones. Las fases orgénicas combinadas se evaporaron hasta sequedad a 80 °C. El residuc se disolvid en 48 kg
de hexano y se lavd dos veces con una solucidn de 0.9 kg de clorurc de sodic en 18 litros de agua purificada. El
analisis de CCF indicd ausencia de producto en las fases acuosas. La fase organica se evapord hasta sequedad a2 80
°C y se discivid en 75 kg de hexano. &l secado final en un evaporador rotatorio a 40 °C produjo 16,3 kg (38,61 mal,
83 % basado en fosfonato) del compuestce del fitho, (SR3-(lerc-butdicarbonil)-4-{1-oxo-hexades-2-ani)-2,2-
dirmetiloxazolidina, come un aceite marrdn. La pureza fue aproximadamente del 50-86 % mediante CCF dependiendo
del procedimiento de deteccion y 81 % por analisis de HPLC. La pérdida por secado fue del 2,2 % v el contenido de
agua del 0,05 %. La identidad fue confirmada por M8,

Etapa §: (28, 3R, 4E)-3-{terc-buloxicarbonii}-4-(i-hidroxi-hexadec-2-enil)- 2, 2-dimetiloxazolidina

Se agitaron (S)-3-{terc-butoxicarbonil}-4-{ 1-oxo-hexadec-2-enil)-2, Z2-dimetiloxazolidina en bruto (16,9 kg, 38,61 moly
15,8 kg de cloruro de cerio heptahidratado {42, 49 mol, 1,10 eq.) en 305 kg de metanci en un recipiante de 1000 litros
y se enfriaron @ -18 °C. Se enfrio una sciucidn de 2,18 kg de borohidrure de sodic (57,89 mel, 1,50 eq.) y 58 g de sosa
caustica al 30% (0,44 mol} en 8,8 lifros de agua purificada (que da como resultado sosa céustica al 0,2 %) se enfrid a
0 °C y, a continuacion, se afadié a la cetona durante cinco horas. Después de 30 minutos adicionales de agitacidn, el
andiisis de CCF mostié un contenida de celona de menos del 1 %, Bl exceso de borohidruro de sodio se desactivd
salentandoe la mezcia de reaccion a 22 °C durante dos horas, seguido de agitacidn durante una hora. Se dastiid metanol
{320 iitros) a 60 °C. Las sales precipitadas se filtraron y lavaren con 44 kg de tolueno en dos porcicnes. El filtrado se
separd en dos fases y la fase acuosa se exiraje dos veces con 33 kg de tolueno. El analisis de CCF indict la ausencia
de producto en ia fase acunsa y el residuo del filtro. Las fases organicas combinadas se diluyeron con 77 litros de
acetato de etilo v se lavaron con una mezcla de 39 litros de agua punificada, 3.8 kg de EDTA y 1,9 litros de sosa
causiica al 30 %, seguide de 1,8 Kg de clorure de sadio en 39 lifros de agua purificada. El andlisis de CCF indicd
ausencia de preducto en las fases acucsas. La fase organica se evaporé hasta sequedad a €0 °C y se disoivid en 18
kg de tolueno. El secado final en un evaporador rotatorio a 60 °C produjo 15,85 Kg (38,28 mal, 84 %) del compuesto
del titulo, (28, 3R, 4E)-3-(terc-butoxicarbonil)-4-(1-hidrexi-hexadec-2-enil)-2 2-dimetiioxazoliding, como un acaita
amarille. La puraza fue aproximadamente del 73-80 % mediante CCF dependiendo del procadimiento de dateccidn y
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del 90 % mediante analisis de HPLC. La pérdida por secado fue del 5,2 % v o contenido de agua dei 0,05 %. La
identidad fue confirmada por M3,

Etapa 8: D-eritro-esfingosina

5 7 e 11 13 15 17

D-eritro-esfingosina

En un recipiente de 80 litros se enfriaron 24 kg de metanocl a § °C. En el transcurso de 30 minutes se introdujeron 5,689

kg de cloruro de acetilo (72,48 mol, 2,00 eq.). A eslo le siguid el calentamiento a 22 °C para producir una solucidn de

clorhidrate metandlico. Se  disohvié (28, 3R, 4E)}-3-{lerc-butoxicarbonil}-4-{1-hidroxi-hexadec-2-enil)-2,2-
dimeatiloxazolidina bruta (15,95 kg, 36,28 mol} en 31 kf} de metancl en un racipiente de 160 lifres & 22 °C. La solucidn
de clorhidratoc metanélice se afiadid durante 30 minutos. Después de siefe horas, &l analisis de CCF mestré menos
del 1 % del material de partida. La reaccidn se neutralizé con una solucidn de 7,34 kg de trietilamina (72,54 moi, 2,00
eq.) en 10 kg de metanol La mezola de reaccidn se evapord hasta sequedad a 00 °C vy se disolvié an 105 kg de clorure
de metilenn, 31 kg de 2-propancit y 40 litros de agua purificada. Después de la separacidn de fases, la fase organica
se lavo con 40 itros de agua purificada y posteriormente con 40 fifros de agua desmineralizada v 7 kg de 2-propanct El
analisis de CCF indicé ausencia de producto en ias dos primeras fases acuosas, pero producto en la tercera fase
acuosa. El producto se exirajo con 40 litros de cloruro de metileno. Las fases organicas combinadas se evaporaren
hasta sequedad a 80 °C. El residuo se suspendid en 33 kg de acatato de elile v de nuevo se evapord @ saquedad. La
cristalizacion se realizd a partir de una mezcla de 36 litros de acetale de etilo y 7,2 litros de hexano a - CIO °C. El séhido
resiitante se fitrd vy se lavd en porciones con una mezela de 7,21 EEIE‘OS de acetato de stilo y 1,4 litros de hexano seguido
de 7,2 litros de acetate de etifo puro. Después de secar g 30 °C, ios 6,45 kg resultantes se recristalizaron en una
mezcla de 24 litros de acetalo de efilo y 8 litros de hexano a -20 °C. El séiido se filtré vy se lavé en porciones con una
mezcia de 4,8 hitres de acetatn de etilo y 1,6 litros de hexano, seguidn de € 4 iitres de asetato de etilo pure. Daspués
de sacar a 30 °C, s 5,80 kg resuitantes s recristalizaron de nuevo en una mezcla de 16 litros de acetato de elile y
16 litros de hexano a -20 °C. El solido se filtrd v se lavd en porciones con una mezeia de 3 2 litros de geetato de atilo
¥ 3,2 litros de hexano, seguido de 6.4 litros de acetato de etilo purc. El secado final a 30 ° C produjo 5,60 kg (18,71
mm, 52 %) del compuesto del titulo, D-entro-asfingosina, come un sdlide marrén. La pureza fua del 89, 2 % por }--PLC
y del 85,5 % por analisis de HPLC con Ltres-esfingosina al 8,81%. La pérdida por secado fue del 0,4 % vy &l contenido
de agua del 0,8 %. La identidad fue confirmada por MS y 1H RMN.

"H RMN {800 MHz, ppm 8, CDCls), posicién: 0,88 (3H, 1) 18, ’i,..a 1,3 (20H, m} 8, 9, 10, 11,12, 15, 14, 16, 18, 17; 1,37
2H,m 7, 204 2H m CHXLH) 6, 317 (1 H m, f‘HI\.Hg)A 3772 H, m, CHaOH} 1, 4341 H m, CH(O‘-{ CH\,3, 546
{(1H, ddt, J 15,4, 8,4, 1,0 Hz, \,ri(‘f?H)\,H)) 4, 5,79 (H, dtg, J 15,4, 6,7, 1,1 Hz, CH.CH) 5.

Etapa 7 N-Palmitoli-D-eritro-esfingosina

N-paimitoil-D-eritro-esfingosina

[2)]

Se suspendieron 550 kg de D-aritro-esfingosina (18,386 mol), 4,71 kg de &cido palmitico (18,37 mel, 1,00 eg. )y 7.5
kg de O-benzotriazol-N NN N'-tetrametil-uronin-hexafiuorcfosfato (20,20 mol, 1,10 eq.) en 38 kg de dimetilfformamida
v 118 kg de tetrahidrofuranc en un recipiente de 250 litros y se enfrié a 2 °C. Se afiadid tnelilamina (5,008 kg, 50,00
mol, 2,72 eq.) en & iitros de tetrahidrofuranc dando como resultade un pH de 9,0, Después de 80 minutos, el analisis
por CCF mustre un contenide de D-antro-esfingosinag de menos del {1 % vy un contenido de 4cido pat irnitico de menos
del 1,5 %. La mezcla de reaccidn se calentd a 22 °C. Ei producto se precipitd mediante fa adicion de una solucidn de
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4,7 kg de acido cltrico en 88 kg de agua purificada. Después de una hora a 22 °C, se filtrd ia mezcla de reaceidn. El
preducte crudo se suspendid en 154 litros de agua purificada durante una hora a 22 °C. La filtracion fue sequida por
lavado con tres vaces 28 litros de agua purificada v fres veces 28 lifros de acelona. Se repitid a suspensién en 122 kg
de acetona, lavando tres veces con 28 litros de acetona. £l secado final a 35 °C produjo €,08 kg (11,31 mol, §2%) del
cornpuesto del titulo, N-palmitoil-D-eritro-esfingosina, come un sélide ligeramente amarilio. La pureza fue del 96,2%
por HPTLC y del 99 2% por andlisis de HPLC. La pérdida por secado fus del 0,2% v el contenido de agus del 0,3%. La
identidad fue confirmada por MS y 1H RMN.

H RMN (800 MHz, ppm 5, CDCls): 0,88 (BH, t) 18, 16" 1,2-1,4 (44H, m) 8, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,17, 4, &', &',
O8G0, 1, 1213, 14 A8 13T (2 K, my 7 164 (2 H o m) 3% 2,04 (2 H,om, CHaCH) 6; 2,23 (2H, t, CHCG) 25
3,71 (1H, dd, CHNH) 2; 3,83 (2H, m, CHzOH) 1, 4,31 (1 H, m, CH(CH)CH) 3, 5,53 (1H, ddt, J 15,4, 6,4, 1,0 Hz
CH{OHICH)) 4; 5,79 (1H, dtd, J 15,4, 6,7, 1,1 Hz, CHCH) 5, 8,25 (1H, d) NH.
Etapa 8: N-Palmitofi-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina
4-1
RN 5"
" g"
o7 o
1 = }/5 7 9 1 13 15 17
3
HO 4 3 \ 12 14 18 18
2 4 8' 8 £l 12 14' 18

N-paimitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina

Para la primera proteccidn, 6,08 kg de N-palmitoil-D-erifro-esfingosina (11,31 mol) se suspendiaron en 11,81 kg de
piridina y 2,5 kg de clorure de metileno en un recipients de 80 litros. Se aftadid una solusidn de clorure de tritio (3,31
kg, 11,87 mol, 1,05 eq.) en 9,5 kg de cloruro da metilenc seguido de 2,5 kg de ciorure de metileno. La mezcla de
reaccién se agitd a 25 °C duranta 56 horas. &l andlisis de CCF mostrd un contanide de A-palmitoil-O-erftro-esiingosing
del 3-5 %.

Para la segunda etapa, la mezZcla de reaccidn se enfrié a 2 °C. Se ahadieron a la mezcla N, N-dimetilaminopiridina
{0,138 kg, 1,14 mol, 0,10 eq.) v 2,38 kg de cloruro de benzoilo (16,93 mol, 1,50 eq.), seguide de 5 kg de clorure de
metilens. Después de 80 minutos a 2 °C, el analisis de CCF mostrd un contenido de intermedio Al-palmitoil-1-O-tritil
D-arifro-esfingosina de menos del 1 %. El ratamiento final se realizd con 55 kg de acetato de elilo y una solucién de
1,7 Kg de écido citrico y 3,0 kg de cloruro de sodio en 33 litros de agua purificada. La fase organica se lavd de nuevo
ooeh una solucidn de 1,7 kg de dcideo citrico y 3,0 kg de clorure de sodio en 33 litros de agua purificada v dos veces con
una solucidn de 3,5 kg de clorurn de sodio en 30 litros de agua purificada. £l andlisis de CCF indicd ausencia de
producto en ias fases acuosas. La fase crganica se evapord hasta sequedad a 50 °C. El residue gue contenia &l
producto, N-palmitoil-1-C-tritil-3-O-benzoil-D-erifro-esfingosinag, se disclvic en 27 kg de tolueno y posteriormente se
evapord hasta sequedad a 50 °C. Este procedimientc se rapitio dos veces.

Para la tercera etapa, el residuo de la reaccidn anterior se discivid en 67 kg de metancl y 161 kg de clorure de metileno
¥ se enfric 8 2 °C. El pH se ajustd a 2,5 con una sohicidn de acido para-toluenosuifénice monchidratado (6,41 moi 0,57
2g.) en 23 kg de metanol Después de calentar a 22°C y agitar durante 14 horas, el analisis de CCF mostrd un
contenide de intermedin N-paimitoil-1-O-ritil-3-O-penzoi-D-grifro-asfingosina de menos del 1 %. La adicidn de 989 g
de trietilaming (9,55 mol, 0,85 eq.} elevd el pH a 7,0. La mezcla de reaccién se evapord hasta sequedad a 50 °C. Sa
suspendié M-palmitoil-3-O-benzeoil-D-erifro-esfingosina en bruto en 59 kg de hexano a 40 °C y se enfrié hasta 0
°C. Despuéds de 40 minutos, el sdlide se aisid por filtracién v se lavd con 20 kg de hexano. El secado a 35 °C produjo
5,40 kg gue se disolvieron en 38 kg de cloruro de matilenc. Esta solucidn se purificd mediante cromatografia en 78 kg
de gol de silice que s& acondiciond con una mezcla de 175 kg de hexano y 49 kg de acetato de efilo. Se realizé la
elucion con 12 kg de cloniro de metileno, una mezcla de 502 kg de hexano v 137 kg de acetato de etilo y una mezcla
de 482 kg de hexano y 647 kg de acetato de etilo. Las fracciones recogidas no contenian producto. El producto se
eluyd con una mezcla de 451 kg de hexano y 205 kg de acetato de elilo vy una mezcla de 802 kg de hexano v 547 kg
de acetato de etiio. Los disciventes se axirajeron por destilacion a 50 “C. El residuc resultante se suspendid en 24
litros de hexano a 40 °C y se enfrid a 0 °C Despuds de 45 minutos, el producta dei titule, N-paimitoil-3-O-benzoil-D-
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arfro-esfingosing, se aislé como un sélido por filtracion v se lavd con 4,8 liros de hexano en porciones. El secado a
35 °C produjc 3,15 kg (4,81 mal, 43%) del compuestn def titule como un sélido blance. La pureza fue del 1000 %
mediante HPTLC v del 88,3% mediante andlisis de HPLC. La pérdida por sacado fue dei 0,05 % vy &l contenido de
agua del 0,2 %. La identidad fue confirmada por MS y 1H RMN.

H RMN {800 MHz, ppm &, COCly): 0,88 (8H, t) 18, 16" 1,2-1.4 (44H, m} 8, 8, 10, 11, 12, 13, 14,15, 16,17, 4", 5.6,
78,9100 1112013, 14018 135 (2 H, my 7 181 (2 H, my 35 2,05 @ H, m, CHaCHY 8, 2,18 (ZH, m, CHCO)
2371 2H, m, CHOHY 1, 427 (1 H, m, CHNH) 2; 5,54 (1H, t, CH{(OCOPRICH}} 3; 5,62 (1H, ddt, J 15,4, 6,4, 1,0 Hz,
CH{OCOPRCH)) 4; 5,88 (1H, did, J 154, 8,7, 1,1 Hz, CHCH} 5, 8,05 (1H, d) NH, 7458 (2H, dd, J 7.8, 72 Hz) 37,
8 7E9(1H,dd, J 7.6 768Hzy 4" 804 (2H, 4, J72Hzy 2", 6"

1

Etapa 9: N-Falmitoll-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomiefina

41?
3" ‘ 5‘3
2 B
-, O 0
Vs H
3

M-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina

Se disoivieron 1,80 kg de Apalmitoil-3-C-benzoil-D-arifro-esfingosina (2,50 mol) y 0,20 kg de tetrametiletiiendiamina
{TMEDA) (1,73 mol, C,88 eq.) on 38 litros de tolueno on un recipiante de 100 litros a 35 °C. Después de enfriara 6 °C,
se afadié una sclucidn de 2-cloro-2-oxn-1,3,2-dioxafosfoiane {CCP) (0,47 kg, 3,30 mol, 1,32 eq.) en 1 lire da
acetenitrile durante 15 minutos, seguido de 3 lifros de acetonilrilo. La mezcla de reaccidn se calentdé a 22 °C. Se
continué agitando durante dos horas. El analisis por CCF mostré un contenide de N-palmiteil-3-O-benzoil-D-eitro-
esfingosina de menos del 0,5 %. Después de la adicidn de 32 lifros de acelonitrilo, I3 temperatura se redujo a ~10
°C. Se enfrid trimetilamina gasecsa por debajo de su punto de ebullicidn y s introdujo la trimetilamina liguida resultante
(7,42 kg, 125,53 mol, 50,21 eq.). La siguiente etapa de reaccidn se inicié calentando a 65 °C durante 15 horas. El
analisis por CCF mostré un contenide de anillo intermedio de menoes del 0,5 %. £ producto se cristalizd enfriando a -
30 *C y se aisid por filtracidn con favado posterior con 13 litros de acetonitriio. Secando a 35 °C se obtuvieron 1,85 kg
de un solido blanguecino. La reacaoidn se repitid con 1,58 kg de N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eriro-esfingosina (2,45
maoles) produciendo otres 1,82 kg de N-paimitoil-3-O-benzoi-D-grtro-esfingomi

a an bruto, Ambos maleriales en
bruto se combinaron y disolvieron en 28 litros de clorure de metileno v 14,5 litros de matenol. Esta solucidn se purificd
mediante cromatografia en 72 kg de gel de silice que se acondiciond con una mezcla de 337 kg de clorurc de metileno
¥ 33 kg de metanol Se realizd una elucién con una mezcela de 966 kg de cloruro de metileno v 85 kg de metanol, una
mezela de 1888 kg de cloruro de metileno y 223 kg de matanol, uha mezcla de 328 kg de clorurn de metllleno y 82 kg
de matanol, una mezela de 1345 kg de clorure de metilenc y 268 kg de metanol, una mezcla de 530 kg de cloruro de
metileno y 158 kg de metanol y una mezcla de 371 kg de cloruro de metilenc y 221 kg de metancl El velumen de las
fracciones recogidas fue de 140 iitros. Los disolventes de las fracciones 17-38 se destilaron a 50 °C. El secado final
en un evaporador rotatorio a 40 °C produjo 3,38 kg (2,92 kg en base seca, 3,681 mol, 73 %) del compuesto del titulo,
N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomieling, como un sdiido ligeramenta amarifio. La pureza fue del 99,5% por
HPTLC v del 98,7% madiante andlisis de HPLC. La pérdida por secado fue del 11,5 % v el contenido de agua del 1,7
%. La identidad fue confirmada por MS v 1H RMN.

"M RMN (800 MMz, ppm &, CDCls): 0,88 (G, 1) 18, 168", 1.2a 1.3 (48H, m) 7, 8, 9, 10, 11, 12,13, 14, 15,16, 17, 4",
5,6 7,89, 10, 11,127,153, 147,15, 1,56 (2H, m) 3 1,99 (2H, m, CHCH) 6, 2,18 (2H, m, CH20 0} 27 3,21 (8H,
s, N{CTHzs) N{CHsl 3,65 (2H, m, POCH,CHaN{CHz)) CHLN; 3,97 (2 H, m, CH0P) 1,421 (2H, s anche,
POCHCHaN{CHz)s) POCH:; 4,45 (1 H, m, CHNH) 2, 550 (1 H, m, CH{OCOPh)CH)) 3; §,54 (1 H, m, CH{OCCOPRICH))
4,582 (K, dt, CHCHY 5, 738 (H, d)y NH, 743 (QH, {, J72H=) 3" 5% 785 (MH, {, J 72 HZY 4", 788 (3H, ¢, 472
Hzy2m gn.

Etapa 10: N-Palmitoil-D-eritro-esfingomisiing
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N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina

0

Se disolvieron 3,36 kg de N-palmitoii-3-O-benzoil-O-enitro-asfingomialina (2,82 kg en base seca, 3,61 mol) en 10 litros
de metanol en un evaporador rotaterio a 22 °C y se transfirieron a un recipiente de 70 litros con & fitros de metanol. Se
usaron 138 mi de una solucidn de metdxido de sodio en metanol {30 %, 0,75 mol, 0,21 eq.) para gjustar el pH a
11,5. Se comu.u() la agitacion durante 23 horas a 22 °C. El andlisis por CCF mostrd un contenido de N—paimitoil -3-O-
benzoil-D-erifro-esfingomielina de menos del 0,5 %. La separacidn de fases se produjo después de la intreduceidn de
31 litros de cloruro de metileno v 13 htros de agua purificada. La fase organica se W’Uti’df zé a pH 7,0 con 8 litros de
metanol, 8 litros de agua purificada v 55 mi de acido clorhidrice 1M. El anélisis de CCF indicé ausencia de producto
on las fases acuosas. La fase organica se evapord hasia sequedad g 35 °C. Ei re:;duc se coevapord dos veces con
€ litros de 2-propanot y dos veces con 12 htres de clorurn de metilenn. &l predusto crudo se diwlvi(} en 2.8 litros de
metanol v 2,8 iitres de cloruro de metilenc y se filtrd a través de un filtre de 0,2 umlavando con 1,2 litros de metancl y
1,2 litros de clorurc de metilenc. La cristalizacién se indujo mediante la adicion de 42 iitros de acatuna y el enfriamiento
a 0 °C. Después de 15 horas, se aisld ol precipitado y <e lavd con 24 litros de acetona en cuatro porciones. El producto
himedo se suspendid en 18 litros de acetona a 22 °C durante 2,5 horas. Despuds del aislamianto y lavado con 12
litros de acetona en cuatro porciones, &l proceso s2 fmaiazo sacando @ 30 °C durante 46 horas. Se obtuvisren 2,28 kg
3253 moles, 8C %) de N-palmitoll-D-arfro-esfingemieiina como un pobvo blenco. La pureze fue del 88,2 % medianis
H" HCy del 88,0 % rnediante anéalisis de HPLC. Ei contenido de agua fue del 0,7 %. La identidad fue confirmada por
ME vy TH RMN.
“H RMN (800 MHz, pom &, CDCig, 0,88 (6H, 1} 18, 1
]

=
v

) »

2-1,3 (46H, m) 7, 8, 8, 10, 11, 12 13 14, 15, 16,17, 4'
G

"1
&, 7 8,9 10, 1912, 13, 14, 157 1,57 (2 H, m) 3" 1:-3 (2H, m, CHaCH} 6 215 (2H, m, CHaCO) 2 © 3,23 (8H, s
N{CHis)e N(CHs)s: 365 (2H, m, POCHCHZNICHa)s) CHaN: 3.1 (2 H, m, CHaOP) 12 4.05 (1 H, 1. J 7.7 He, CH{OFCH))
34,15 (1 H, m CHNH) 2: 4,26 (2 H, m, POCHCHaN(CHs)s) POCH,: 5.45 (1H, dd, J 15,3 Hz, 7.4 Hz, CH{OH)CH)
4,589 (1 H, dt, J 14,6 Mz, 7,2 Hz, CH.CH) 5.

Latabla 1 muestra los rendimientos y las caracteristicas del intermadic/pragucte a una escala de 120 g (Ejempic 2} La
Tabla 2 muestra los resultados para una escala de 2 kg (Ejemplo 3).

Tabla i
Material de Producto de | Rendimiento HPLC HPTLC LoD KF
partida ds reaccion
reaccidn
D-eritro- N-palmitoii-D- 91,6 % 98,4 % 98,0 % 0,1% 0,2 %
asfingosina eritro-
esfingosina
N-paimitoil-0- | N-paimitoil-3- 57,3 % 87,1 % - 0.2 % 0,2 %
eritro- O-benzail-D-
asfingosina eritro~
esfingosina
N-paimitoil-3- | N- pai-"‘i'Oif G- 14,2 % 99,0 % 98,8 % 3,2 % 2,8%
C-benzoil-D- O-benzoil-
eritro- afitro-
asfingosina esfingomielina
N-palmitoil-3- | N-palmitoii-D- 53,5 % 98,8 % 98,4 % - 4.4 %
O-benzoil-D- eritro-
erifro- asfingomicling
asfingomislina
LoD = pérdida al secarse, KF = contenido de agua
Tabla 2
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Material de Producto de | Rendimienio HPLC HPTLC LoD KF
partida de reaccion
reaccidn
D-efjtro- N-palmitoii-D- 61,8 % 99,2 % 98,2 % 0,2% 0,3 %
esfingosina eritro-
asfingosina
N-paimitoil-D- | N-paimitoil-3- 43,4 % 98,3 % 100,0% 0,05% 0,2%
eritro- O-bernzail-D-
asfingosina eritro-
esfingosina
N-palmitoi-3- | N-paimitoil-3- 72,7 % 99,0 % 98,5 % 11,5 % 1,7 %
C-benzoil-D- O-benzoil-D-
sritro- aritro-
esfingosina esfingomielina
N-palmitoil-3- | N-palmitoi-0- 93,1 % 99,0 % 99,2 % » 250 ppm 0,7%
C-benzoil-D- shitro-
eritro- esfingomielina

a2sfingomisling

LoD = pérdida al secarse, KF = contenido de agua

Ejemplo 4: Confirmacion de pureza Sptica, identidad con esfingomielina de huevo de producte natural y

configuracion absoluta

Los espects o 5 de RMN se obtuvieron utiizando un espectrémetro Varian Inova, cperande a 500 MHz para "H y 125
equipadc con una sonda de rescnancia friple de 5 mm vy grad.entes de eje z. £l disolvente fue
cloroformo-d v ia temperatura de 25 °C. Los desplazamientos quimicos para 'H v '°C fueron referencia para la sefial
idual, 7,27 ppm para "My 77 ppm para C, en la escala de tetrametilsilanc.

13

MHz para ®

de disolvente res

El espectre de protén fus toma
tiempo de adquisicién fue de 5

5y &l retardo de relajacion de

puntos en el espectro, sin apodizacion.

El espectro 'H-13C gHMBCAD fue adguiride con la secuencia de pulses esténdar de Varian,
3C, y se oplimizd para una constante de acoplamients de 8 Hz. En iz dimens

4086 puntos sobre una veniana espectral de 3755 Hz, de 1,24 a 8,74 ppm vy se transform

adiabético en’

Y 8€ xroma-formaron en 4&9(9 ;\mtm usan fio una fur
relajacion fue de 1 s.

Asignacién de desplazamiantos guimicos en N-palmitoil-D-erifro-esfingomielina.

L.a asignacién d

gHMBC. Las asignaciones se presentan en el esquema XV.

63

AT

do en 4 fransitorios, con un puise de 80° en una ventana espectral 18 a -1 ppm
5s. 84842 puntos en el FID se transformaron en 101612

usando un pulso

sién protdnica se adquirieron
aron en el mismo ndmero de
punto-: 2n al espcct*m pondvando con una funcién oautsiana de«niazada (o;f = O 77 gfa = (,126). En la dimensidn
speciral de 10 a 180 ppm
reldn gauss:and d\,spldzada (gf c,,ma, gfs = (,005). El retardo de

e ins desplazamientos quimices se basé en los acoplamientos *H-"H observados en los espesctros
DQCOSY v los acoplamientos 'H-"3C, un enlace vy largo alcance observados en los espectros 'H-3C gHSQC v
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Esguema XV. Asignacion de desplazamientos quimisos *Hy 0 en N-palmitcil-D-eritro-esfingomieiina en cloroformo-
da25°C

La asignacidn comenzd con el protdn & 8,80, unido a ninguna de carbono, gue tiene que ser ef protén amida. El
aspectre de gDQCOBY revels la secuencia 8,80 - 3,95 - 4,05 - 545 - 565 - 1,87, del esquelete de esfingosina. De los
tres grupos metileno observados en el espectro de gHSQC, uno tiene un carbono en 65,3 que se acopla con los
protones trimetilamino en 3,33, Sus protones, en 3,79, se acoplan con los protones en 4,27 y 4,53, Uno de los protones
del grupo metileno restante, 4,18, muestra de hecho un acoplamiento con 3,85, El carbono amida muestra un pico
cruzado con les protones en 214 vy 211,

Comparacién de la esfingemieiina de huevo vy sintética.

Con el fin de maximizar la precisién de las integrales, 105 espectros de protones para las tres muestras se tomaron én
64 transitorics, con un pulsc de 45 °) en une ventana espectral 14 a -1 ppm. Eltiempo de adquisicién fue de 5 sy &
retarde de relagjacion de 15 s 78872 puntos en el FID se transformaron en 131072 puntos en el espectro, sin
apndizacién.

Los espectios de 'H para N-paimitoil-D-erfro-esfingomielinas de husvo v sintetizadas por precedimientos de a
presents invencion se presentan an las Figs. 1-3, correspondientemente. La integral hacia referencia a la sefial del
grupe trimetilamonic a 3,33 ppm (9H). La seflal en 2,88 enla Fig. 1 v 3,00 en las Figs. 2 y 3 es agua. Las dos muesiras
sintélicas son idénticas, dentro de la precision de la integral, alrededor del 1 %. La muestra natural tiene una cadena
de alquilo promedic mas coita y algunas impurezas son holables para las sefiales de NH y algueno.

:

El esqueleto de la esfingosina tiene dos carbonos quirales, de ahi la posibilidad de 4 estereoisdomeros. Las muestras
sintélicas no muestran la duplicacién de ias sefiales esperadas para una mezcla de diasteredmeros. No se puede
hacer tal evaluacion para la esfingomiglina del huevo, ya que es una mezcla. Para confirmar ia pureza enantiomérica,
las muestras de N-paimitoil-D-erifro-esfingomielinas de huevo vy sintetizadas por los procedimientos de la invencidn se
frataron en un tubc con un excasn de acido R-metoxifeniacéiico (R-MPA), diciclohaxilcarbodiimida {DCCY v 4-
dirmetilaminopiridina {(DMAP) vy se examing la regidn 520 - 595 ppm v se presentan en las Figs. 4-6,
correspondientemente. El friplete en 5,42 (Fig. 5) es H3 (vedse la Tabla 3), el doblete de dobletes en 5,48 es Hd y el
doblete de triplates en 573 es HA. La figura 4 muestra el cracimiento de un doblete en 5,53 a medida que madura la
mezcia de reaccidn, y este doblete también es visible en la Fig 8. Otras de estas sefiales, se determind que no hay
sefales por encima del 5% de las seflales del éster, por lo fanto, se determiné gue la pureza enantiomérica de la
muesira parecia ser al menos del 85 %, es decir, gue la musesira no contiene mas de aproximadamente &l 5 % de su
correspondiente enantidmero opuesto. La configuracion absoluta de las tres muestras es la misma, ya gue las sefales
de H3-H5 en sus ésteras de R-MPA tienen los mismos desplazamientoes quimices.

y
2T

Determinacidn de la configuracion absoluia.

Con el fin de verificar la configuracién absoluta, un egquivalente de esfingomieling palmiteil de huevo fue tratado en &l
iubo de RMN con 1,2 equivalentes de una mezola racémica de dcido R-{-}-a-metoxifenilacético (R-MPA) vy acido S-
{(+)a-metoxifenilacético (S-MPA), 1,2 equivalentes de diciclohexiicarbodiimida {DCC) v una cantidad catalitica de 4-

64
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dimetiflaminopiridina (DMAP). La Fig. 7 (abajo) muestra o espectre de RMN de 'H de esta mezcla de reaccién. La
figura 7 tambidn musstra los espectros 1D-TOCIY {especiroscopia de correlacidn total 1 dimensional) gue muastran
o excitacién selectiva del pico de hidrégenn HZ2 en los ésteres R-MPA (arnba} vy S-MPA (medio} en la parte
superior. Las DARS medidas en los espectros 10-TOCSY se indican en la Tabla 3.

5
o3 8 z
£ X N
P e ef x\\_
3 ¥ U
§\ ;\‘\»f‘%\f “\
N

; b3
g {,\vw\k
¥ §\

Tabia 3. DARS en esfingomieling de huevo

o0sisién ta b 2 3 4 5 3 NH
alcohal 4,18 3,91 3,85 4,05 545 5865 1,87 6,8
R-MPA 3,85 3,45 4,21 5,39 547 5,75 1,87 7.54
3-MPA 3,97 3,97 4.3 538 526 5 44 1,82 7.4
DdRS -0,12 52 -0.09 0 0,21 0,29 0,15 0,14

10 La DdRS positiva para H4-H6 y la DARS negativa para H1a, Hlb y H2 indican que la configuracién absoluta en C3 es
R.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para sintetizar una N-acil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina, que comprende permitir que el
compuesto que tiene la férmula
=Bz

MO i i {:ﬁ Ty

-
phried 3

en la que Ac es un residuo de acido graso que tiene de 3 a 36 carbonos y de cero a seis dobles enlaces carbono-
carbono, reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano para producir un compuesto que tiene la férmula

0 ﬁ,@ £e
E_ S0 NN
g
NH&s ,
y permitir que el compuesto que tiene la formula
o Q Q"“‘WE
0‘&%{5 kS P
L Aaf xﬂﬁ,\f{mﬁ\::}“;}?
AN

reaccione con trimetilamina en condiciones eficaces para producir la N-acil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina, en la
que el acilo es Ac;
en el que el compuesto que tiene la férmula

fo\g{? ¥ .

P Mo N

L@f (},\{\/\Ni b
A

no se purifica ni se aisla.

2. Procedimiento para sintetizar una N-acil-D-eritro-esfingomielina, que comprende realizar el procedimiento, segln la
reivindicacién 1, y eliminar el grupo benzoilo de la N-acil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingomielina en condiciones que sean
eficaces para producir la N-acil-D-eritro-esfingomielina.

3. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, en el que acilo es palmitoilo.

4. Procedimiento, segln la reivindicacion 1, en el que la trimetilamina se afiade como un liquido.

5. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, en el que la trimetilamina se afiade en forma gaseosa.

6. Procedimiento, segln la reivindicacién 1, en el que

se permite reaccionar con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano en presencia de tetrametiletilendiamina.

7. Procedimiento para sintetizar N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina, que comprende:

(a) permitir que la N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano en
condiciones eficaces para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolan)-D-eritro-ceramida;

(b) permitir que la N-palmitoil-3-O-benzoil-1-O-(2-oxo-1,3,2-dioxafosfolan)-D-eritro-ceramida reaccione con
trimetilamina en condiciones eficaces para producir N-palmitoil-D-eritro-3-O-benzoil-esfingomielina; y

(c) permitir que N-palmitoil-D-eritro-3-O-benzoil-esfingomielina reaccione con metéxido de sodio en condiciones
eficaces para producir N-palmitoil-D-eritro-esfingomielina;

en el que N-palmitoil-3-O-benzoil-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolan)-D-eritro-ceramida no se purifica ni se aisla.

8. Procedimiento, segun la reivindicacién 7, en el que la trimetilamina se afiade como un liquido.
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9. Procedimiento, segun la reivindicacién 7, en el que la trimetilamina se afiade en forma gaseosa.
10. Procedimiento, segln la reivindicacion 7, en el que la etapa (c) se realiza en una escala de kilogramos.

11. Procedimiento, segun la reivindicacion 7, en el que se permite que la N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina
reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano en presencia de tetrametiletilendiamina.

12. Procedimiento para sintetizar N-palmitoil-D-eritro-3-O-benzoil-esfingomielina, que comprende:

permitir que la N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano en
condiciones eficaces para producir N-palmitoil-3-O-benzoil-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolan)-D-eritro-ceramida; y
permitir que la N-palmitoil-3-O-benzoil-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolan)-D-eritro-ceramida reaccione con trimetilamina
en condiciones eficaces para producir N-palmitoil-D-eritro-3-O-benzoil-esfingomielina;

en el que N-palmitoil-3-O-benzoil-1-O-(2-ox0-1,3,2-dioxafosfolan)-D-eritro-ceramida no se purifica ni se aisla.

13. Procedimiento, segln la reivindicacion 12, en el que la trimetilamina se afiade como un liquido.
14. Procedimiento, segln la reivindicacion 12, en el que la trimetilamina se aflade en forma gaseosa.

15. Procedimiento, segun la reivindicacién 12, en el que se permite que la N-palmitoil-3-O-benzoil-D-eritro-esfingosina
reaccione con 2-cloro-2-oxo-1,3,2-dioxafosfolano en presencia de tetrametiletilendiamina.
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