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CAPITULO 1I:

LA D-GALACTOFURANOSA

EN LA NATURALEZA.



Introduccién

La D-galactosa es uno de los pocos hidratos de carbono,
ademas de D-glucosa, que se encuentra ampliamente distribuido
en la naturaleza tanto en el reino animal como vegetal. Sin embar-
go, Su presencia en la configuracidén furanédsica solo se restringe
a microorganismos, en los cuales forma parte de importantes compo-
nentes estructurales de 1la célula. Las primeras referencias a
galactosa furanédésica en productos naturales, datan de los afos
607 rr2,  cuando ya se contaba con técnicas analiticas ventatosas
como la cromatografia y 1la electroforésis. El hecho de que el
analisis por metilacidén e hidrélisis conduce a los mismos deri-
vados para la galactosa piranédsica sustituida en 0-4 y para la
furanésica sustituida en 0-3, y otros factores, han hecho gque en
muchos ejemplos de afos anteriores vy posteriores no se hayan
detectado o se hayan asignado estructuras errdneas, las que
reexaminadas a la 1luz de los avances tecnoldgicos se han podido
corregir.

La presencia de galactosa furandsica se ha descripto en gli-
coconjugados de numerosas familias de hongos, liquenes, protozoa-
rios y bacterias, y en muchos casos se ha demostrado que este
azdcar es el responsable de importantes funciones biolégicas de

esos glicoconjugados.



I

D—-Galactofuranosa en Hongos

La D-galactofuranosa se ha encontrado en hongos como compo-—
nente de gJgalactanos, galactomananos, fosfogalactomananos y otros
heteropolisacaridos=, que forman parte a su vez, de glicoconju-
gados de distinto tipo.

En 1959, Gorin y Spencer? aislaron un polisacarido produ-

cido por Fenicillium charlesii, 1lamado galactocarolosa, cuyo a-

nalisis estructural sugeria 1la presencia de cadenas de nueve o
diez unidades de galactosa en configuracidén (—furandésica, y obtu-
vieron el disacarido 5-0-(3i—-D-galactofuranosil-D—galactofurano-
sa (1) como un producto de hidrélisis parcial del polisacarido.
Fosteriormente, Gander y col.® describieron un glicopéptido

exocelular de F. charlesii formado por un polisacarido (un fosfo-

galactomanano) vy varios oligosacaridos de manosa de bajo peso mo-
lecular, unidos todos O-glicosidicamente al péptido. El1 fosfoga-—
lactomanano consiste en un "core" de manopiranosas sustituidas
con grupos fosfatos y ramificado por ocho o diez cadenas de lon-

gitud variable de f-D—galactofuranosas, sustituidas (1-:>3) en-

. )
cHiOH
cnzou 0 é;xo
OCHz oc)qz
cnzou
cuzon CHPO
6 811
) /)Péptido
{ mono~ y oligosacaridos * }

Figura 1.Esquema del glicopéptido exocelular de Fenicillium

charlesii.



tre si y conectadas al 0-3 de las manosas del "core". Fosiblemen-—
te 1la galactocarolasa sea un producto de degradacién de este gli-
copéptido.

También se ha aislado de F. _charlesii, el nucledtido
UDF-x—D-galactofurandsido (2) Y se ha comprobado que esta
involucrado en 1la biosintesis del fosfogalactomanano. Se postula
para esta y otras especies, que la galactosa furandsica se trans-

fiere al glicopéptido a tavés de 2%,

0
OH

g—O—E—URID INA
OH OH ('B
H.,OH

2
2

El P. charlesii libera al medio de crecimiento una

exo—x—D-manosidasa” Y una exo—fA-D-galactofuranosidasa®
que son responsables de 1la variacién de las proporciones de a-

zllcares presentes en los cultivos de distinta edad. S5i bien no se

conoce con exactitud que papel desempefan estas enzimas, se con-

sidera que el peptidofosfogalactomanano en combinacidn con las en-

zimas serian una fuente de energia importante para el Fenicillium

en su habitat natural.

En muchas otras especies de Fenicillium, como F. chry-

sogenum” y F. citrinium®® la galactosa también se encuentra

como Galf (1->3)6alf y desempernando funciones bioldgicamente

importantes. Como se verad posteriormente, se ha demostrado gque



existe reaccion cruzada entre las distintas especies de este géne-—
ro1,
Varios grupos de investigacién han estudiado la estructura

de polisacaridos de Aspergillus fumigatus, el agente mas coman de

las micosis profundas en el mundo moderno. El interés en un galac-

tomanano que presenta galactosa furandsica, ha aumentado desde

que se detectd que el suero antigénico de animales®?® y pacien-

tes infectados®™ con Aspergillus estd constituido mayoritaria-—

mente por este galactomanano. Barreto-Bertger y col.®4 y Eennet

y col.®® coincidieron en que el polisacarido estd formado por

un '"core" de x—-D-manopiranosas con cadenas laterales de cua-
tro a seis uwnidades de (A-D-galactofuranosas interglicosidadas

en forma (1-:>3) y unidas al '"core" por el 0-6 de manosa.

Bardayale vy Nordin®® aislaron de Aspergillus niger un ga-

lactomanano biolégicamente activo y lo caracterizaron como un
"core" de manosas ramificado por cadenas de tres o cuatro D-ga-
lactosas donde solamente la unidad terminal se encuentra en confi-
guracidn A-furandsica vy el resto en la configuracidén pirandsica,
y unidas (1->4) entre si. Estas cadenas se conectan al "core" por
el 0-2 de las manosas.

Galactosa furanédsica terminal se ha descripto en galactoma-
nanos estructuralmente similares de pared celular de muchos
hongos®» 17— v ge ha identificado como un determinante anti-
génico primario=e-=1, lo cual se explicaria por su posicidén ex-—

puesta en la superficie celular. Los extremos no reductores fura-



a

nésicos servirian como sefal para que termine la elongacidén de la
cadena durante la sintesis del polimero, controlando asi su tama-
Ao y su forma, o bien, podrian constituir una barrera para el ata
que encimatico de exogliconasas ambientales que requieren al sus-—
trato en configuracidn piranésica®e.

BRarreto-Bertger vy Travassos®=, en cambio, caracterizaron
al galactomanano de A. niger como un "core' manopiranosidico rami-
ficado por cadenas cortas de manosas (3) y de galactofuranosas
(4). Estas dltimas se conectan entre si en forma A(1-33) y se u—-
nen al 0-6 de las manosas del "core", aunque no se sabe si se u-—-
nen a las cadenas manopiranosidicas laterales, a la principal o a

ambas.

a-D-Manp B-D-Galf
5 ‘; m=0-2
(a~g—Mz1mn) n ( B_Q_f?l ) n=3
2
—6) -a-D-Manp (1—6)- —6)-a-D-Manp-(1—6) -
3

La longitud promedio de las cadenas laterales de galactosa fu-
randsica se estimd en base a las Areas de los picos de c.g.1l. de
los productos obtenidos en el estudio por metilacidén, y a las in-
tensidades relativas de las sefales de C-1 en el espectro de
R.M.N.—-*®C de 1los residuos de Galf unidos ((1-:5) (§ 108,4)
Yy la de 1los residuos unidos al "core" o—D-manopiranosidico
(§ 109,22 v 107,4).

La discrepancia con la estructura propuesta por Bardayale y



Nordin'®, que atribuyeron a las cadenas laterales de galactosa
configuracion pirandsica, salvo para la unidad terminal, podria
deberse a una subestimacién de las condiciones de "hidrélisis sua

ve (1]

necesarias para liberar los residuos furanésicos*®.
También se aislaron galactomananos bioldégicamente activos de

A. terreus, A. flavus y A. nidulans®< y se compararon sus espec-—

tros de R.M.N.-*=C con el del polisacarido de A. fumigatus, ob-
servandose como caracteristica comin tres sefales correspondien-
tes a 1los C-1 de unidades o-manopiranosidicas (103,6, 102,2 vy
99,9 p.p.-m.) vy serales caracteristicas de C-1 de galactosa fura-
ndsica a 108,4, 109,2 yv 107,4 p.p.m., y de C-2 yv 4 a 82,9 y 83,5
pP.p.m. Esto permitid inferir una similitud estructural entre dis-
tintas especies de Agpergillus.
En el género Aspergillus también se ha observado que los re-

siduos de galactosa Ffurandsica son inmunodominantes!® y se ha

demostrado que existe reaccidén cruzada con el género

Fenicillium?*?t. Notermans vy col.** y Bennet vy col.'® qobser-
varon qgue el metil @(-D—galactofurandsido (35) interfiere en
los inmunoensayos para la deteccién de polisacdridos de varias es-—

pecies de Asperqgillus y Fenicillium, mientras que el mismo azicar

en configuracidn pirandsica, o el metil x—D-manopiranésido
no muestran actividad inhibitoria.

Fosteriormente, para determinar mas especificamente la es-
tructura inmunodominante de polisacdaridos de Asperwgillus probaron

la inhibicién a la reaccidén antigeno—anticuerpo producida por oli-



gosacaridos sintéticos de galactosa g-furandsicaZ=., El metil
f-D-galactofurandésido (3) y 1los di, tri vy tetrasacaridos de
galactosa furandsica unidos ((1->%) entre si, interfieren con ve-—
locidad creciente en la reaccidn entre el polisacarido antigénico

y los anticuerpos de F. digitatum y F. cyclopium. Los penta, hexa

y heptasacaridos analogos también producen una inhibicidén crecien-—
te pero en menor grado. For otro lado, los dimeros de galactaosa
f—furandsica (1->2), (1-33) y (1-%6) mostraron un poder similar
al del metil glicésido S. De estos experimentos se deriva, no
s6lo que las cadenas de galactosa furandsica ((1->5) son la parte
inmunodominante del polisacarido, sino también que el tamafo del
paratopo presente en la Ig 6 del polisacdrido, es de cuatro unida-
des. Este tetramero, sin embargo, no produce inhibicién completa,
lo gque significa que hay otras partes inmunoldégicamente activas,
aunque en menor grado, que aun no se han podido detectar. Noter-
mans habia observado que las inmunoglobulinas anti-exopolisa-

caridos de P. digitatum vy FP. cyclopium reaccionaban con los

fluidos de cultivo de casi todas las especies de Fenicillium y
Aspergillus ensayadas=<%. El estudio posterior de inhibicién por
oligosacAdridos de galactosa furanésica demuestra que estos anti-—
cuerpos son verdaderamente activos para la misma estructura, es
decir para la unidad Galf(Af1->35)Gal+f (1)==,

La deteccidén especifica de anticuerpos, por ejemplo anticuer-—
pos de A. fumigatus, el agente mas comin de aspergillosis en el

hombre, representa una importantisima herramienta de diag-



nésis=s, Sin embargo, el hecho de que presentan reaccidn cruza-
da, lo que deriva de una estrecha similitud estructural entre los
D—galacto-D—-mananos de las distintos especies, impediria, en
principio, el uso de estos antigenos para la deteccidn especifica
de cada uno de ellos.

El hongo Helminthosporium sacchari, parasito de la cafa de

azlucar, produce una toxina, el helminthosporésido (&), que se
ha caracterizado como una estructura sin precedentes en la natu-—
raleza: un bis-fA—-digalactofuranésido de sesquiterpenoide, donde

la unidn entre las unidades de galactosa también es (f(1-3:3) =&,

n

o

Del medio de cultivo del hongo se ha aislado una exo—f—-D-
galactofuranosidasa®” que actlla con un mecanismo similar a la

de F. charlesii® y es la responsable del control de los niveles

de la toxina en el huesped.
Residuos de D-galactofuranosas unidos 3(1-3:3) también se
encuentran en un proteoheteroglicano (FHG) de la pared celular de

Neurospora crassa formando parte de cadenas N- y O-glicosidi-

casz®-27:
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Figura 2. Estructura de la porcién glicosidica de un proteohete-

rojlicano de Neurospora crassa.

La presencia de galactosas furandsicas unidas 1->2 entre si
es menos frecuente, pero sin embargo se ha descripto en algunos
hongos. El1 F. wvarians produce un glucogalactano exocelular, for-

mado en gran parte por la siguiente unidad repetitiva~ec:

—-6)-3-2-G1}£—(1—-5)—5—2—Ga1£—(L-

1
a-Q—GlcR—(l——Z)—a—Q—Ga1£

La presencia simultanea de x— y (-D-galf es inusual
y éste es uno de los pocos casos donde se describe la configura-

cién o—furandsica. En F. ochrochloron y F. eritromellis se des-

cribe solo en forma (A(1->2)%* y en Gibberella fujikuroi, 1->2 y

1->6, sin determinarse la configuracidin==,

De la pared celular de Taloromyces helicus se aisld un po-—-
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lisacarido formado predominantemente por un esqueleto de galacto-
furanosas unidas 1->2 entre si y ramificadas en 0-6. Este contie-
ne también galf(1->3) y galp(1-->4)==,

Lederkremer y col.®4%, aislaron un glicopéptido de Asco-

bolus furfuraceus cuyas cadenas N-glicosidicas estan sustituidas

por (-galactofuranosa vy algunas unidades de Galf(A1->2)Galf uni-
das al 0-2 de las manosas.

En Cordyceps cicadae, un hongo que se ha usado en la medi-

cina china, se encontré un galactomanano altamente ramificado for-—
mado por un "core" de manosas, algunas de las cuales estan susti-
tuidas en 0-2 y O0-6 por residuos terminales de x 6 (3-D-Galf
Yy x—D—-Manp \% potr cadenas cortas de D-Galf unidas
A(1->2)F=«=4, En un galactomanano de Cordyceps sinensis, en cam-—
bio. galactosas unidas entre si en forma (1-:3), (1->5) y (1-36)-
D-Galf y (1->4)-D-Galp ramifican al '"core" de manosas~7

La unién Galf(Al->6)Galf es bastante mas frecuente. Se ha

descripto en un polisacarido del Auobasidium (Fulullaria)

pullulans, donde una cadena principal de manosas esta ramificada
por residuos deD—-glucopiranosas, cadenas cortas de D—galacto-
furanosa uwnidas (A(1->6) y cadenas de D—-galactofuranosa con aci-

do D—-glucourdnico como unidad terminal~=®:
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Folisacaridos de Sporothrix schenkii y Ceratocystis steno-—

ceras estan estructuralmente relacionados y ptresentan cadenas la-—
terales de D-galactofuranosa unidas A(1-*6) entre si y conecta-
das, al menos en parte, al 0-2 de las manosas de un '"core"=7,
La reaccidén seroldgica cruzada gque ocurre entre S. schenkii,

Ceratocystis spp y otros microorganismos se habia atribuido a ca-

denas laterales de ramnosa comunes a polisacaridos de esas espe-
cies“?®. El hallazgo posterior de estos galactomananos, explicé
la reaccidén cruzada que se habia observado con A. fumigatus,

Cladosporium_ wernekiii vy Trichophyton rubrum4?*, cuyos polisa-

caridos contienen D-Galf vy no contienen ramnosa. Esto ha influ-

ido en la diagnésis del parasito §. schenkii ya que en las prepa-—

raciones antigénicas debe controlarse el contenido de polisacari-
dos con galactosa ademas del de ramnomananos, que son los espe-
cificos para ese hongo.

Un grupo de compuestos que pueden clasificarse aparte son
los (R-galactofurandsidos de alditoles, que se han identificado
entre los hidratos de carbono de bajo peso molecular de algunos

liquenes. De Umbilicaria pustulata vy otros liquenes del 6rden




Gymnocappeno se aisld y caracterizd 2-0-f—-D-galactofuranosil-

D-arabinitol?® (7) y de FPeltigera aphtosa, I-0-f-D—-galacto-

furanosil—-D-manitol (8)4%=,

R
HO—CH
0 — CH
QH HC—OH
. o He—oH
H,OH
CH.,OH
2
R=CH,,OH
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D—-Gal actofuranosa en protozoarios

En la familia de protozoarios Trypanosomatidae, muchos de
los cuales son causantes de enfermedades endémicas de paises en
desarrollo, se han identificado glicoconjugados que presentan
D—gjalactofuranosa. Resulta interesante que varios géneros de
estos protozoarios actlan como parasitos de mamiferos, en los cua-—
les la galactosa se encuentra exclusivamente en configuracidn pi-
randsica. Esto haria suponer que los oligosacaridos de protozoa-—
rios con Galf debieran ser altamente inmunogénicos en células de
mamiferos.

En protozoarios, la galactosa furanésica forma parte de es-—
tructuras bastante diferentes y se puede generalizar que en aque-
llas especies que solo intfectan insectos y no a mamiferos (Lepto-

monas __samueli, Herpetomonas samuelpesoai, Crithidia fasciculata y

Crithidia harmosa ) se encuentra en oligosacaridos N-glicosidicos
de glicoproteinas del tipo "alta manosa"”, y unida directamente a
manosa en el wtremo mno reductor del oligosacarido4=-<<, For e-—
jemplo, en L. samueli“®™® se caracterizaron oligosacaridos de com-
posicién:

Galfi1i—-=—Man»-GlcNAc=
y Galfi-Man-.e—-GlcNAc

y en Crithidia fasciculata®*¥, bGalfi—-Mane—{51cNAcC.

En especies infectantes tanlto de insectos como de mamiferos

(Trypanosoma cru=zi, Trypanosoma conorhini, Irypanosoma dionisii,
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Leishmania mexicana, Leishmania donovani, etc.), la galactosa fu-
randsica no se ha encontrado en oligosacaridos tipo "alta mano-—

sa" 4%k AF7. En Leishmania donovani se ha caracterizado un lipo-

fosfoglicano (LFG) que actia de ancla de un polisacarido a la mem-—
brana del parasito. En el "core" se ha identificado galactosa fu-
randésica de configuraciéon =« y unida al 0-3 de manosa®*® (Figu-
ra 3). Este es uno de los pocos ejemplos en los cuales la Galf se

encuentra en la parte interna de un polisacarido.

/
\ Gal—BO—g—O _"cal.f“_"iMan“‘/
\\

H /
\ {

»
i

[ D1SACARIDO REPETITIVO |— CORE SACARIDICO |— LIPIDO |
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r-—-- . | P --..__---—-—----;
! t
' 1 1 1 1 1 1,4 1,4
'—O—E—O——Gcalgcalg—’a-cal_f_(i—’éM?na—’%Man(}—’:iManq—-GlcNa '
" 0
HO—P=0

ou

Figura 3. Estructura del lipofosfoglicano (LFG) de Leishmania

donovani .

En T. cru=si, agente del mal de Chagas, se encuentra en un
componente de 1la membrana plasmatica llamado lipopéptidofosfo—
glicano (LFFG)“2”. |l.os componentes de la membrana de este pa-
rasito han sido exhaustivamente estudiados buscando esclarecer
los mecanismos involucrados en la respuesta inmunolégica al proto-
zoario y en la penetracién del parasito a las células del hospe-

dando. El1 LFFG contiene en la porcidén sacaridica aproximadamente



diez unidades de azucar con extremos reductores de Galf (25%4),
Manp (774), vy Galp (6%4) y los residuos (3-D-galactofuranosidicos
se encuentran unidos principalmente al 0-2 de manosas®<:»S1,

Estos polisacaridos identificados en T.ctruzi no sé6lo son muy
similares a 1los polisacaridos de hongos estructuralmente, sino
que en ellos también las cadenas laterales de (-D-6Galf son anti-—
génicas. Los estudios inmunoldgicos indican un reconocimiento es-—
pecifico de los anticuerpos de T. cruzi epimastigotes por el epi-
topo A—-D-Gal f-(1-3>3) —x—D—-Manp Yy senalan a los residuos
—galactofurandsicos como los Gnicos determinantes antigénicos vy
como los responsables de la reaccidén cruzada con anticuerpos para

varios hongos (Aspergillus spp., Dactylium dendroides )®=,




16

D—-Galactofuranosa en Bacterias

En glicoconjugados de bacterias no es muy frecuente la pre-
sencia de galactosa furandsica. Sin embargo, en la literatura se
citan algunos ejemplos que son interesantes debido a que el a-
zucar forma parte de organizaciones bastante diferentes de las de
hongos y protozoarios. Mas aun, la primer referencia a un galacto-
furanésido natural corresponde a 1-glicerol-(A-D—galactofura-
ndsido, como un producto de hidrdlisis parcial de un glicolipido

de Bacteroides symbiosus=.

Los glicosildiacilglicéridos son constituyentes importantes
de muchas bacterias®=. En particular, en algunas de ellas se ha

detectado galactofuranosildiacilglicerol. En Bifidobacterium

bifidum__var pennsylvanicus se han caracterizado varios galacto-

lipidos de este tipo como 1°’,2°-di-0-acil-3-0-[2,3-0-diacil-fi—
D—galactofuranosill-sn—glicerol (?), 1°,2"-di-0~-acil -3-0-L3-
0- acil -A-D-galactofuranosill-sn—glicerol (10) y 1°,2°-di-0-
acil-="-0-[3-0-acil-pB-D-~galactofuranosil—-(1->2)—-fA-D-galactofu-

ranosil J-sn—glicerol (11), donde 1los restos acilo son acidos
grasos®e?. Galactofuranosildiacilglicéridos también se han des-

cripto en Mycoplasma mycoides®® y en algunas especies de

Butyrivibrig®e.

1
Ry /%= actlo

2 11 R= acile
Ry R'® acllo, R =N

I"' o

CIIZOII



El Butyrvibrio SZ2 produce en presencia de acido palmitico,

glicolipidos complejos que responden a la fdarmula general f-galac-—
tofuranosilalquenilacilglicéridos vy gue son anAlogos de los f-ga-—
lactosildiacilglicéridos antes descriptos. Fara los lipidos "14"
y "11" se propusieron®” las estructuras 12 y 13, respecti-
vamente, en las cuales la ubicacién de los grupos butiroilo no se
ha determinado con precisién debido a la facilidad con gue éstos

migran entre hidroxilos vecinos de una misma molécula.

0 —Cll, 0 H, CH 0 —~0- - =
e - 2 I 3 I 3 2 ?HZ 0-CH-ClI—(Cli,) {5CH, RO £,
3ty (l:u—o-c—(cnz)l—3 H— u—(cnz)ﬁc—o—fu oH HG-ON
oy Ou  CHzO-GH=Cli=(Clly) 50N, City-0- ocl,,
H,0 0
CH,,0H

.

12 R= C3H7C0 "Lipido 14"

13 R= palmitoflo "Lipido 11"

Una hipdétesis acerca de la funcidn de estos lipidos es que
el microorganismo presenta poderosas fosfolipasas y glicolipasas
en la membrana plasmatica®® y que estructuras de este tipo inhi-—
birian la autodigestidén de los lipidos de la membrana.

En el género Klebsiella. la galactosa se encontré en otro ti-

po de estructuras. De klebsiella serotipo K-41 se aisld un polisa-—

carido capsular que contiene residuos galactofuranosidicos 2,3-

di-0O-sustituidos®”. En Klebsiella 0, grupos B y 9, forma parte

de lipopolisacaridos en los cuales la cadena O-glicosidica esta
constituida Wnicamente por D—galactosa, 7ZI-0-sustituida cuando

la configuracidén es furandsica. Lindberyg y col.®®-®1, propusie-
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ron las estructuras 14 vy 15 para las unidades repetitivas del
grupo B8 vy 9 respeclivamente, donde la mayor parte de las uniones
glicosidicas son x y las lineas punteadas indican que el susti-—

tuyente no esta presente en todas las unidades repetitivas.

OAc Ac QAc

i 2,6 b2 2,6
—~3)-D-Galp-(l—=3)-D-Galf-(1—=3)-D-Galp- (1~

)

14

OAc OAc OAc QAc

i 2,6 6 i 2,6

i 6
~3)-D-Galf- (1—3)-D-Calp- (1—3)-D-balf-(1—2)-D-alp- (1~

AcO-----D-Galp

De Diplococcus pneumoniae, tipo 31, se aisld un polisacari-
do capsular lineal, S 31, en el cual la galactosa furandsica tam-
bién se encuentra sustituida en 0-3F y probablemente en configura-
cidn x®=,

La pleuroneumonia bovina contagiosa ha sido un problema se-
rio para la ganaderia mundial y el agente causante es el Mycoplas-
ma mycoides. Este produce un polisacarido inmunolégicamente espe-
cifico que contiene galactosa furanédsica, para el cual se postu-
lan uniones @3(1->4), en base al aislamiento de 4&-0-(3i-D—galacto-
furanosil-D-galactosa (16) como un producto de hidrdélisis par-

cial del polisacarido®=,

La pared celular de la mayoria de las micobacterias esta
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constituida en aproximadamente wn 35% p/p por arabinogalactanos
que se unen covalentemente y en forma simultanea al péptidogli-
cano Yy a los acidos micédlicos ramificados de alto peso molecular.
Estos arab}nogalactanos serian los principales componentes inmuno-—
dominantes de 1a&a célula. Las micobacterias y sus metabolitos han
sido objeto de investigacidn por varias generaciones en busca de
paliativos para grandes azotes de la humanidad: la tuberculosis y
la lepra. Misaki y col.®? demostraron que el polisacarido de

Mycobacterium tuberculosis estaba formado exclusivamente por D-

arabinosa y D-galactosa vy propusieron una estructura donde laos
residuos de arabinosa se encontraban predominantemente en configu-—
racién furandsica y la galactosa en configuracidén pirandsica. Sin
embargo, Vilkas y col.®® aislaron 6-0-f-D—galactofuranosil-
D-galactosa (16) como uwun producto de degradaciédn del arabino-
galactano, con lo que se demostrd que la galactosa se encontraba,
al menos en parte, en configuracidén furanésica y unida al 0-6 de
otra unidad de galactosa. Fosteriormente, Mc Neil y col.®® de-
mostraron gue todos los residuos de galactosa en arabinogalacta-

nos de Mycobacterium leprae y tuberculosis se encuentran en con-

figuracidén Ffurandsica y sustituidos en posicidén 3 y/o 6. La es—
tructura total del polisacarido aun no se conoce, pero se espera
encontrar en ella uwuna respuesta quimica a la antigenicidad de

varias micobacterias.



CAPITULO I1I:

METODOS DE SINTESIS DE

GLICOSIDOS Y DISACARIDOS

DE AZUCARES FURANOSICOS.
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El desarrollo de métodos de preparacidén de glicédsidos y oli-
gosacaridos ha sido objeto de investigacién desde hace varios a-
fos, cuando se reconocid el significado bionldgico que los hidra-
tos de carbono tienen en 1los polisacaridos y glicoconjugados
naturales, y como un medio para profundizar el conocimiento de
las funciones que desemperan.

La sintesis de este tipo de estructuras involucra en general
varios pasos vy los obstaculos principales son la formacién de la
unién gJlicosidica en si, su estereoquimica y la necesidad de que
dicha unién resista las condiciones de las reacciones posterio-
res. Se requiere ademas un profundo analisis del tamano, confor-—
macioén, estabilidad vy factores estereoelectrénicos que operan en
las moléculas que participan en la formacidn de dicha unién, vy
las coésideraciones mecanisticas que permitan lograr el control
estereoselectivo de 1la reaccidn. Todo ésto hace que la prepara-
cién de cada glicésido u oligosacarido implique una estrategia
particular y que no se puedan desarrollar condiciones siste-
maticas generales.

Fara la obtencidn de glicésidos furandsicos se han utilizado
técnicas clasicas, como extensidén de las aplicadas en los andlo—
gos pirandsicos, como por ejemplo el método de alcohdlisis de
Fisher®”, el método de Fkoenigs—knorre®, la preparacién a par-—
tir de ditioacetales®™, etc. La necesidad de mayor efic;encia

en términos de control estérico y rendimiento, ha llevado a desa-

rrollar un gran niamero de modificaciones y principalmente de nue-



vas alternativas sintéticas, algunas de las cuales se describen

en este capitulo.

Sintesis de Glicofuranésidos por el Método de Koenigs—Knorr

El método de Koenigs-knorr ha sido extensamente aplicado a
la sintesis de glicésidos y disacdridos piranédsicos. Involucra la
reaccidén de un halogenuro de glicosilo totalmente protegido con
un alcohol, catalizada por un agente halofilico como sales de pla-

ta o de mercurio, en presencia de un aceptor de Acido:

' A,B [} +
X 4+ R'OH —— OR' 4+ XA + BH
OR OR

Se han desarrollado numerosas variantes que implican distin-
tos catalizadores vy distintas condiciones de reaccidn®®. En tér-
minos generales, cuando el HO-2 esta protegido con un grupo "par-
ticipante", capaz de estabilizar anquiméricamente al carbocatidn
de C-1, como por ejemplo acetatos o benzoatos, la reaccidn condu-—
ce a dglicésidos de configuraciéon 1,Z2-trans (18). En este caso
se postula la existencia de intermediarios aciloxonio del tipo
1,2-dioxolano (17)y cuya orientacién esta determinada por la
configuracién de C-2. El anillo dioxolano bloguea una de las ca-
ras de la molécula y dirige el ataque del nucleéfilo sobre el car-—

bono anomérico por la otra cara. Una reaccidn competitiva es la



formacidn de ortoésteres (19) que resultan del ataque nucleo-

filico del alcohol sobre el C-2 del anillo dioxolano:

|

x —
0
+5 »,
CR - 0:( &
X R
17
- 0
O_i;vR
19 OR'

.Cantrolando las condiciones experimentales de reaccidén (tipo
de solvente, catalizadores, etc. ), se pueden preparar selectiva-—
mente glicdsidos u ortoésteres®®.7?,

Cuando el HO-2 esta protegido por un grupo que no puede esta-
bilizar especies 1ié6nicas intermedias, o grupo "no participante",
la estereoquimica del producto de reaccién depende de factores es-
tereoelectrénicos y de las caracteristicas del nucleéfilo y del
solvente, pero bajo determinadas condiciones pueden obtenerse los
glicésidos de configuracién 1,2-cis con alto grado de estereose-
lectividade®®-7°,

Esta reaccidn también se ha utilizado para la sintesis de
glicésidos furanésicos y la tendencia segin el HO-Z esté prote-—
gido por un grupo "participante" o "no participante” es la misma

que para glicésidos piranésico, pero en general la estereoselec—



tividad y el rendimiento son menores.

Cuando el sustituyente de HO-Z puede participar anquimérica-
mente se forma uwn intermediario idénico tipo 1,2-dioxolano (20),
anadlogo al que se forma en la reaccidén con azlcares en configura—
cidén pirandsica (17), a partir del cual por ataque nucleofilico
del alcohol sobre el C-anomérico o sobre el C-2 del anillo dioxo-
lano, se forman el glicédésido 1,2-trans (21) o el ortoéster

(22), respectivamente:

El intermediario idénico 20 resulta mas estable que su a-
nalogo piranédsico 17, en parte por la estereoquimica cis que
presentan los enlaces C-0 de los C-1 y C-2 en anillos de cinco
miembros”* y también por la flexibilidad de los mismos que per-—
miten cambios de conformacién de baja energia para satisfacer los
requisitos estéricos del nuevo anillo de cinco miembros formado.
Estos factores también favorecen la velocidad de formacidém de io—
nes tipo 20, qgque ocurre mas rapidamente que la de los analogos

piranésicos (17)7=, Ademds se ha esteblecido que un anillo de



cinco miembros se estabiliza cuando se fusiona con otro anillo
del mismo tamafo”=. La mayor estabilidad del intermediario 20
se traduce en que la formacidn del ortoéster (22) ocurre en ma-
yor proporcién que en el caso de piranosas. Sin embargo, se obser-
va . que cuando el nucleéfilo es muy voluminoso, como en la sinte-—
sis de disacaridos, la reaccidn es mas regioespecifica, ya que el
C-2 del anillo dioxolano se encuentra estéricamente mas impedido
que el C-anomérico”!., For ejemplo, el bromuro de Z-O-acetil-
Z,9-di-0-benzoil-x-L-arabinofuranosilo 23, pot reaccidn
con metanol en presencia de é6xido de plata, conduce mayoritaria-
mente al metil ortoacetato 24, y con 1,2,3,4-tetra-0-acetil-g-
D—glucopiranosa (25), en cambio, el producto principal es el

glicésido x (26) y trazas del (7%,

0—CH
O T 25,Agy0 2
@ _C_HJ_OMO Bz ._—ﬁ_. Bz OAc
BzOCH,) 0 BzOCH,) @ BzOCH) Ac
°\$L —cil Ofc A0
3
3 Ac

OCH

CH3
24 23 26

Por otro lado, la sintesis estereoselectiva de glicdésidos fu-
ranésicos de configuracidén 1,2-cis, se realiza a partir de haloge-
nuos de glicofuranosilo protegidos con un grupo "no participan-—
te" en C-2, y reacciones que suelen ser menos eficientes que para
sus analogos pirandsicos. Fletcher y col.”9 observaron gue cuan-
do dichos halogenuros furandsicos presentan una configuracién

1,2-trans dan predominantemente productos con inversidén de la con-
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figuracién en C-1, es decir glicdsidos 1,2-cis, a pesar de que la

reaccion se rige por uwun mecanismo tipo Sw~i, y cuando se parte
de halogenuros 1,2-cis, también se obtienen, aunque mas lentamen-
te, glicdésidos 1,2-cis, es decir que la reaccidn ocurre con reten-
cién de la configuracién. Asi, por ejemplo, una mezcla anomérica
de bromuro de 2,Z,5-tri-0-bencil-D-ribofuranosilo, por trata-—-
miento con metanol en presencia de carbonato de plata conduce es-—

tereoselectivamente al metil glicésido x (27)79,

BnOCH 0

CH
Bn Bn

27
Este hecho se atribuyd a que en el estado de transicién de
la reaccidn esta involucrado un par iénico y que aquel de confi-
guracidén 1,2-tans (2B) es mas estable que el de configuracién
1,2-cis (31) debido a la repulsidén electroestatica de los dipo-
los C-2--0 y C-1--Br que opera en este dltimo. Si se parte del ha-
luro de glicosilo 1,2-cis (30) el intermediario 31 inicialmen-

te formado, anometrizaria en el medio de reaccidén, al intermedia—

rio 28 mAas estable, conduciendo asi, al glicédsido 1,Z2-—cis

(29) , independientemente de la configuracidén del halogenuro de
partida. La anomerizacidéon se veria favorecida por la presencia de

ién bromuro en el medio de reaccidn”?.
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Esta reaccidn se ha aplicado recientemente, y en algunos ca-

sos, con buenos resultados. For ejemplo, el cloruro de 2,3,5-tri-—

O-bencil-x-D-arabinofuranosilo (32) conduce, por trata-
miento con metanol vy 6xido de plata dnicamente al andmero R
(33)7#. En otros casos, en cambio, 1la estereoselectividad no

es tan buena.

BnOCH 0 BnOCH 0 CH
B Ag70/MeOH Bn 3
Cl
Bn OBn
32 33

Los ejemplos anteriores muestran que en la sintesis de gli-
césidos vy disacaridos furandsicos por el método de Koenigs—Knorr
es dificil el control de 1la estereoselectividad (x ¢ ) y los
rendimientos son generalmente bajos, debido a la competencia con
reacciones laterales (formacién de ortoésteres ) y, fundamental-
mente, a la sensibilidad de los halogenuros de glicofuranosilo a
la hidrdélisis y a la descomposicién térmica””. A estos inconve-

nientes, se suman otros mas generales de la treaccidn, como los re-



lacionados con el uso de metales pesados, téxicos y costosos, co-
mo catalizadores. Estos hechos han promovido el desarrollo de o-
tras alternativas para la sintesis de glicdédsidos y oligosacaridos
en general”®-7¥, y para el caso particular de los furanésicos
se ha establecido como una premisa la necesidad de métodos que in-
volucren compuestos de partida mas estables que los haluros de
glicosilo, Yy condiciones de reaccidn mucho mas suaves, dado que
estos glicédsidos furandsicos son apreciablemente mas sencibles a

la hidrélisis que sus analogos pirandsicos.

SINTESIS DE GLICOFURANOSIDOS DE CONFIGURACION 1,2-TRANS

—-A partir de 1,2-ortoésteres

El método de glicosidacidén a partir de 1,2-ortoésteres es al-
tamente eficiente en términos de esterevespecificidad y trendimien-
to, Yy clasicamente se han usado sales de 2,6—di—metil Yy 334,6-
tri—-metil piridinio como catalizadores y clorobenceno como solven-
te. Gorin vy col.®°'®1 gptimizaron las condiciones de reaccidn
para preparar glicésidos furandésicos. Encontraron que los mejores
resultados se obtenian usando bromuro mercirico como catalizador,
en nitrobenceno a reflujo, y en presencia de tamices moleculares
para capturar el agua y los alcoholes de bajo peso molecular que

se liberan al reordenar el ortoéster. Aplicaron este método para
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sintetizar estructuras del tipo mono ¢ disacarido-lipido espacia-
dor-proteina, en los que la porcién sacaridica presenta actividad

antigénica respecto a la infeccidn con Trypanosama cruzi. Estas

estructuras inmovilizadas en un soporte sélido servirian para ais-
lar anticuerpos del suero de animales y pacientes infectados®?.
For tratamiento del cloruro de 2,3%,5,6—-tetra-0O-acetil-fi-D—galac-
tofuranosilo (34) con metanol y 2.6-dimetilpiridina se obtuvo
Z,9,6-tri-0-acetil-1,2-0-(1"-metoxietilidén)-x—D-galactofura-

nosa (33). Este ortoéster se glicosidd con B-metoxicarbonilocta-
nol (36) Yy 8-metoxicarboniloctil 4,6-bencilidén—x—D-manopi-
randsido (37) para dar, por posterior desproteccidén el glicési-

do 38 y el disacarido 39, respectivamente®?.

0 (CHZ%COOCH

1 .
Ac — - u Of
H_OH
Ac 1 2 38
A : 29
c L,
H20Ac H OAc CH3

0 H.,OH
34 33 H iJL_o

ol
1 g (CHZ%pOOCH

3

i:2,6-dimetilpiridina, MeOH H 3

ii:1)HgBr,, 2)NaMeo CH,OH

2’ 39

Las complicaciones posibles son, la formacién del alquil gli-
césido a partir del alquil ortoéster, en lugar de la condensacion
con el alcohol (en el ortoéster 35 corresponderia a la forma-

cién del metil glicédsido ) y la formacidn del ortoéster del nuevo



alcohol, es decir el intercambio de ortoéster. El primer inconve-—
niente se evita eliminando del medio de reaccién, por destila-
cién, el alcohol que inicialmente formaba el ortoéster®; y el
intercambio de ortoéster, que normalmente ocurre reversiblemente,
ain en ausencia de catalizador, se inhibe por la presencia de
HgBr=, que en solventes polares origina un anién complejo tipo
[HyBr=]1- el cual forma un par idénico fuertemente asociado con
el catidn dioxolano intermediario (tipo 20), dirigiendo el ata-
que del nucledfilo al C-anomérico®=. Asi, el método del ortoés-
ter que surgid como una alternativa interesante para la sintesis
de 9glicésidos pirandésicos®?*, resulta particularmente ventajosa

para la preparacidn de glicdsidos y disacaridos furandsicos.

—A partir de 1,2-0-(1”>-ciancetilidén) derivados

Los derivados 1,2-(1°—ciancetilidén) de hexopiranosas han si-
do ampliamente usados como intermediarios para la sintesis de oli-
JO Yy polisacaridos, los cuales se obtienen por la apertura del a-
nillo 1,2-dioxolano catalizada por perclorato de tritilo, en pre-

sencia de un aceptor de glicosilo tritilado®™:

- + —O__9R
+ TroR —1f + TrCN

OLCN 8cn

3
CH3

\\\\
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El procedimiento clasico para obtener estos derivados es el
tratamiento del bromuro de glicosilo acetilado, con cianuro de
sodio o potasio en acetonitrilo a temperatura ambiente, o por re-
flujo en xileno con cianuro de plata, lo cual en el caso de fura-
nosas es una desventaja dada la inestabilidad térmica de los deri-
vados halogenados”?. De las Heras y col.®<4 ogbtuvieron por tra-
tamiento de 1,2,3,5-tetra-0-acetil—-A-D-ribofuranosa (40) con
cianuwro de trimetilsililo y un acido de Lewis, el derivado 1,2-
(1’ —-cianoetilidén) correspondiente en sus dos formas diastero-
méricas (exo—-ciano, 4la vy endo-ciano, 41b) vy posteriormente
Kochetkov y col.®® optimizaron el método vy lo aplicaron a la
preparacién de varios derivados furandsicos de este tipo. La aper-
tura de éstos se realiza en las mismas condiciones que las de los
andlogos pirandsicos, conduciendo ambos diasteroisémeros 41a vy

41b, estereocespecificamente al glicésido 1,2-trans (42).

AcOCH AcOCH, _o AcOCHy _O R
2\\\R1

OAc OAc AcO 2 Ac Ac
40 sia R =cN, R*=cH, 42
41b RY 2

R =CH3, R"=CN

i:(CH3%SiCN, SnC1l
11:TrOR, TrClO

4
4

De este modo se sintetizaron glicofuranédsidos de L-arabino-
Sa, D-galactosa y D-glucosa, y en el caso de que el donor de

glicosilo fuera un azdcar mono tritilado, se obtuvieron disacari-—
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dos con buen rendimiento®®, l.La secuencia se muestra en el si-

guiente esquema:

Ac

11, 2)11 cu

2 Ac
Ac Ac Ac

AcOCH Ac AcOCH, Ac

i:(CH3)3$1CN, SnCl4

3
s TrClOA

—A partir de derivados peracilados, catalizada por SnCl4

Hanessian y Banoub describieron la preparacidén de glicédsidos
1,2-trans a partir de aziucares peracilados, catalizada por cloru-
ro de estafo (SnCla)®e, El1 derivado acilado forma en ese me-—
dio de reaccidn un intermediario 1,Z-aciloxonio, analogo al des-
cripto anteriormente (20), vy muy estabilizado por el contra ién
que el catalizador forma por asociacidén con el grupo saliente del
C-anomérico. El1 ataque del nucledédfilo ocurre necesariamente por
la cara opuesta a la del sustituyente en C-2, como se ha visto en
otras reacciones que implican intermediarios de este tipo, y en

lo que se basa la estereoselectividad de este método. For otra
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+» también es posible que la reaccién transcurra a través de
ormacion inicial de un ortoéster (22), bajo control ci-
o, el que en presencia de SnCla sufre un reordenamiento al

sido de configuracidén 1,2-trans (21):

Ac [(SnC1 OAC] 11 ::: 0O R
L | i&z

'||\0R '

R
20 22 21

4,ii:R'0H

Estas condiciones de reaccidén son sumamente suaves y han per-—
o la preparacién de glicédsidos piranésicos®” y furandsi-
inclusive con agliconas con sensibilidad térmica o hidro-
a, comp por ejemplo para la sintesis del (-D-ribofurandsi-

carbazol ((43)°®7;

Una alternativa para la reaccién catalizada por SnCla, es
el aceptor de glicosilo sea el dialquil acetal de una amida,
ejemplo de la formamida (44), o acetales ciclicos de ami-

como el caso particular del metil 3Z,4-0-(l-(dimetilamino)me-

Rl
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tilén)-2~-0O-metansulfonil—-BG-D—arabinofuranésido (43) que ha

permitido obtener el compuesto 46, como un precursor de un disa-

carido®®?:

0~_ QAc R R
+ Me,NCH(OR"),

H 2
44
Bz Bz - Bz Bz

+ OMe
Me Ms
BzOCH OAc . Me 1 z s i1 H@
+ ° BzOCll BzOCH;
Bz Bz
Mef?i\

i:SnCl

Bz Bz Bz Bz

CLZCH 0°,1i:NaHCO

4° 2° 3

La reaccidn transcurre por el mismo mecanismo que cuando el
aceptor de glicosilo es un alcohol, pero en condiciones de reac-—
cién alun mas suaves, ya que el acido de Lewis y el acetal de la

amida forman en conjunto un reactivo escencialmente neutro que e-

vita todo tipo de degradaciones.

SINTESIS DE GLICOSIDOS DE CONFIGURACION 1,2-CIS

La preparacidén de glicédsidos de configuracidén 1,2-cis ge-
neralmente presenta dificultades. En el caso de azltcares fura-
nésicos, donde el problema estad asociado a ejemplos de interés
bioquimico, como la sintesis de nucledésidos, practicamente no se

conocen métodos eficientes, y solo se han desarrollado determina-



das condiciones de reaccién que dan buenos resultados en casos
particulares, pero bhbasta el momento no se ha descripto un método
que pueda aplicarse en forma general y sistematica a la sintesis
de este tipo de gjlicésidos.

El control estérico en la sustitucidén de halogenuros de gli-
cosilo debido a ‘'grupos participantes", también puede lograrse
con grupos nucleofilicos en otras porciones de la molécula, dis-—
tinta de C-2. En el caso de la D-ribofuranosa con una funcioén
éster en C-5, opera un efecto "x-director" Asi, el metil
1-bromo-2,3-0-isopropilidén—3i-D-ribofuranosidouronato (47)
conduce por tratamiento con metanol en condiciones de Koenigs—
Knorr, al derivado 49 con 0% de estereoselectividad y comn buen
rendimiento, lo cual se atribuye a la formacidn de un intermedia-—
rio 1idnico tipo dioxonorbornenoc (48) que dirige el ataque nucle-

ofilico por la cara opuesta al grupo carboxilato¥?:

Este ejemplo es particularmente interesante para la sintesis
de oligo ribofuranésidos, pues el producto de una primera conden-—

sacién (49) reducido con LiAlHa genera un alcohol que puede



funcionar como fuente de aglicona en una nueva condensacidén con
47.

En la 1-0-alquilacidén directa de azicares con el HO-anoméri-
co libre se puede controlar la estereoselectividad mediante la
presencia de grupos voluminosos que bloqueen una cara de la mo-
lécula. Asi, la 2,3-0-isopropilidén—-D-ribosa (950) en presen-
cia de una base fuerte como un alcéxido o un hidruro metalico
(MH) y metil 2,3-0O-isopropilidén-5-0-trifluorometansulfonil-D-
ribosa (S1), s@ 1-0-alquila para dar el disacarido £ (52), pe-
ro si se parte del andlogo tritilado en el HO-5 (53), conduce

al disacarido x (354).

H Tf0 OCH I 0 0~_QCH,
H + I MH
X 0 Q ~
CH3 cu3 cﬂ3c113 CH3 CH3 Cu3 (:H3
50 51 52
Tr TrO
S 1 M OCH,
x 5
\\~ \\\
CH, CH, CH, Cil, X
CH} CH,
53 54

Se ha postulado que este efecto no se debe solo al impedimen-

to estérico que ocasiona el grupo tritiloxi en si, sino también a
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que se forman distintos complejos intramolecul ares entre el al-
coxido y el metal, como por ejemplo 35, si el HO-5 esta libre,

0 96 si se encuentra sustituido”®.

En el caso de D-manosa, el control estérico de la 1-0-al-
quilacién también se ha atribuido a un complejo intramolecular
con iones metalicos. For reaccidén de la sal de sodio de 57 en
benceno y en presencia de un nucledéfilo fuerte (ROTFf) se forma se—
lectivamente el glicdsido de configuracidén ¢ (59). Esto se debe-
ria a que el alcéxido intermediario adopta preferencialmente la
configuracidan (¢ (58) vya que de ese modo tiene una geometria del
tipo "éter corona" y compleja al sodio eficientemente. En un me-—
dio que compite por los iones metalicos, por ejemplo en presencia
de dibenzoll1B8lcrown & (CE), se favorece la formacidn del alcédxido
de configuracién x (60), mas estable estérica y electrénica-

mente, conduciendo asii al glicésido 3997,
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Otra estrategia para obtener glicésidos f-manofuranésicos se
basa en la sustitucidén nucleofilica de un derivado 1,2-trans, ba-
jo condiciones de inversion neta de la configuracidn del centro
anoméricao. Asi, el bromuwo de 22,3:5,6-di-0O-etilboranodiil-—-x-
D-manufuranosilo (62) reacciona con el derivado organobdrico
63, el cual actia como uwun nucledfilo Ffuerte en una reacciodn
Sn=z, para dar el disacarido no reductor 64, con un centro a-
nomérico en configuracién 1,2-cis y el otro 1,2-trans. For otra
parte, el uso de un nucleéfilo que ya tenga la configuracidén 1,2-
cis, como el complejo SB antes descripto, conduce al disacarido

635, con ambos centros anoméricos en configuraciéon 1,2-cis. Este



altimo (65) no se habia podido sintetizar por medio de técnicas

mas convencionales®=,

HO—
EtB )BE(;: EtB 0 E('; HO—
4115E2j;1 + _ Na' —= —= —= HO —
r BEt3 HO—
H OH
62 63 64

=]
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ANTECEDENTES DE LA SINTESIS DE DISACARIDOS RELACIONADOS CON ESTA

TESIS

6—-0—-B3-D—-Galactofuranosil-D—qgalactopiranosa (16):

Jaquinet y Sinay”™ desarrollaron la sintesis del disacari-

do Galf(pl-x6)Galp (16), que se habia aislado de un hidrolizado

de arabinogalactanos de Mycobacterium tuberculosis®~ y M.

leprae®®, empleando como estrategia de glicosidaciéon el método
del ortoéster®=, Fara ello, prepararon el metil glicdsido S5 a
partir de D-galactosa dietil ditioacetal (85) segun el método
que se describirda en el Capitulo III®”., For acetilacidn de S
y posterior acetdlisis obtuvieron la 1,2,3,5,6-penta-0-acetil-f-
D-galactofuranosa (66) , la cual tratada con Cl=Al condujo
al halogenuro de glicosilo 34. A partir de 34 se prepard el
ortoéster 35, como se describidé anteriormente, con un rendimien-
to global del 78% a partir de 83 (Figura 4).

Como agente glicosidante, sinteticaron el bencil 2,3,4-tri-
O-bencil-«—-D—-galactopirandésido (70) utilizando una complica-
da secuencia de reacciones que involucraba al derivado 6—-0-alil-
1,2:3,4-di-0-isopropilidén-x—D—-galactopirandésido (67) , su
transformacién en el bencil 6-0-alil-2,3%,4-tri-0-bencil~-x-D-
galactopirandsido (&68), y luego isomerizacidén al andlogo 6-0-
(1°—propenil)éter 69, e hidrélisis del grupo protector del

HO-6; 1o cual condujo al derivado 70 con 20% de rendimiento to-
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0 CH, . .. 0 Ac . 0 1 0
H 3.1,11,3 OAc ——“111 Ac e Ac
Ac ’+—0CH
wo O one A€ Ac orc ey,
CHZOH CHZOAC llZOAC CHZOAC
5 66 34 35
1,0 H,0 H,O0H
v,vi Bn vii Bn vii Bn
OBn Bn Bn
Bn Bn OBn
Bn Bn OBn
68 69 70
0. 0
Hz l%
Ac 1 H
35 + 70 X Bn e H
Ac Bn H H H
Ac OBn H
CHZOAc OBn HZOH H
il 16
CH
Ac 2
AcO 0
Ac
Ac Ac Ac
CH,OAc Ac
72

i ACZO/Py, ACZO/ACOH, 1ii C13A1/C13CH,iv MeOH/Py,v BnOH,ClH,vi BnCl,NaH,vii t-BuOK,
DMSO,viii HgClz,ix NOZMe,HgBrz,x MeOH-TEA, xi Hz.Pd/C

Figura 4. Ruta sintética para la obtencién de 6-0-f-D—-galacto-

furanosil-D-galactopiranosa (16) 7=,

tal”=, La condensacién del ortoéster 335 con 70 catalizada

por HgBr=, condujo al bencil 2,3,4-tri-O-bencil-6-0-(2,3,5,6-te-
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tra-0O-acetil-(-D-galactofuranosil)-~x-D-galactopiranésido

(71) con 51%Z de rendimiento. For desproteccién total de 71,
obtuvieron el disacarido 16 con 7% de rendimiento total, y por
desbencilacién vy posterior acetilacidon, el derivado octa—-O-aceti-

lado 72 (Figura 4).

S5-0-f-D—galactofuranosil-D—-galactosa (1):

La sintesis del disacarido Galf(A1-3*3)6alf (1) ha desperta-

do gran interés a partir del reconocimiento de estructuras de ese

tipo en varias especies de Fenicillium™ vy Aspergillus*@-7 y

de 1la necesidad de contar con ese producto para ensayos inmuno-
légicost®*=°2 (Capitulo I). En 1la literatura se han descripto
tres caminos sintéticos para 1. Dos de ellos implican la prepa-
racion de dos precursores selectivamente protegidos, seguida de
una estrategia de condensacidén estereoselectiva 74979, y el ter-—
cero es un caso particular de la sintesis de aligosacaridos en
fase heterogénea”e®,

Vliegenthart vy col.¥% obtuvieron el disacarido 1 utili-
zando el método del ortoéster (Capitulo II). A partir de D—-ga-
lactosa dietil ditioacetal (83) prepararon el bencil x,03-
D—galactofurandésido (73) el cual por tratamiento con N,N-dime-
til benzamida dimetil acetal didé el IF,6—-0-dimetilamino-bencilidén

derivado (74) como uwuna mezcla diasteromérica. La acetilacidn de



74 y posterior apertura regioselectiva en medio acido, condujo
al bencil 24 3—di-0-acetil-6-0-benzoil —x, 3i-D-galactofuranési-
do (73), precursor adecuado del extremo reductor de 1 (Figura

9).

For condensacidén del 1,2-(metilortoacetato) 35, obtenido
en forma similar a la vya descripta, con 75. en presencia de
HgBr=, vy posterior desacilacién, obtuvieron el bencil S-0-(3-D-
galactofuranosil-D—galactofurandésido (76), el cual por hidroge-
nacioén condujo al disacarido 1 con un rendimiento total del 5%,

a partir de 85 y 35 (Figura 9).

H Bn i Bn ii,iid
on OH O>'%Ph
HZOH CH20 NMe2
73 24 75
75 OBn H H
iv,v 0 0 vi H
Ac H
H H
H,0Ac OMe OH OH
35 76 1

i PhCN(OMe)ZMeZ, ii ACZO/Py,iii AcOH/HZO,iv HgBrz,NOZMe,v NaMeO/MeOH,vi H,,Pd/C

Figura 5. Ruta sintética para la preparacion de 5-0-f-D-galac-

tofuranosil—-D-galactofuranosa (1)74,



En otra sintesis alternativa de 1 se usd el método de
koenigs—Knorr para la condensacién”®, wutilizando como agente
glicocidante el alil 2,3,6-tri-0-bencil-@3-D—-galactofurandésido
(80), el cual se sintetizd a partir del cloruro de tetra-0O-ace-
til-p-D-galactofuranésilo (34), en una secuencia que involu-
cra la preparaciéon del alil 2,3,5,6-tetra-0-acetil-fA-D-galacto-
furanésida (77). For desacilacién de 77 y posterior tratamien-
to con acetona en medio Acido, se obtuvo el isopropilidén deriva-—
do 78. La bencilacién de 78, seguida de hidrélisis acida con-
dujo al derivado 79, el cual, a través de bencilacidn regiose-
lectiva via estanilacidén”® condujo al glicbésido B8O con 427 de
rendimiento a partir de 25. For condensacién de 34 con BO
catalizada por HgBrz= se obtuvo el derivado Bl, y por despro-
teccién total de ¢éste, el disacarido 1, con un rendimiento to-

tal del 157 a partir de 34 (Figura 6).

a4 7, vl d
- 1,11 " 114,1v - v, "
H an H OBn
A Of€ O\C/Me . CH.OB
' OH n
CH,0Ac CH0”" \Me 2 2
77 78 79 80
Va4
Bn .
80 vii 1,viid 1
+ - Bn
Ac OBn
Ac Ac
OAC 81

+
1 NaMeO/MeOH,11 acetona/H ,1il BnBr/Nall,iv AcOH,v (BuJSn)ZO,vi BuANBr/BnBr
vii IlgBrzltamiz molecular vil Hz,[’d/c

Figura &. Ruta sintética para la preparacién de (1)75.
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El disacarido 1 y oligosacaridos de Galf unidas ((1->5) se
sintetizaron en fase heterogénea, utilizando como fase sdélida
L-homoserina convenientemente protegida vy unida a través de una
funcidén éster a una matriz polimérica. For glicosidacién del gru-
po hidroxilo de 1la L-homoserina con cloruro de 2,3-di-0-ben-
z0il-5-0-levulinoil—-6-0-pivaloil--D-galactofuranosilo (82,
en presencia de HZ(CN)=/HgBr=z, se obtuvo el derivado mono-
mérico inmovilizado en la matriz sdélida (83, n=0, figura ), vy
por remocidn selectiva del grupo protector de HO-5 y un nuevo
acoplamiento a otra molécula de 82, se obtuvo el derivado del
disacarido 1 unido a 1la matriz (83, n=1). Repitiendo este pro-
ceso de "crecimiento" del polimero, se sintetizaron varios deriva-
dos de oligosacaridos, bhasta el heptamero (n=é). For desprotec-

ciéon de estas unidades, se obtuvieron los oligosacaridos libres

0
B 7 KOR \\V//\\r/ﬂ\\o——POLIMERo

Nll2

(R=R’=H) 7=,

OR
OR'
HO R
OR'

: Jn

83 R=Bz, R'=Me3cg, n=0

84 R=Bz, R'=Me3Cg, n=1l

Figura 7. Oligosacaridos D-Galf inmovilizados en una matriz

polimérica”e.
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Este es uno de los pocos ejemplos citados en la literatura
en el cual el método de sintesis en fase heterogénea resulta efi-
ciente para la preparacidn de azlcares furandésicos, ya que en ge-—
neral tiene el inconveniente de partir de los inestables haluros
de glicofuranosilo. S5in embargo, pese a que en este caso el disa-
carido 1 se obtiene, segin los autores, con muy buen rendimien-
to (77%4), el calculo esta realizado a partir del sistema L—-homo-
serina + matriz ya constituido, el cual se obtiene por un proceso
bastante largo y tedioso. Este método pareciera justificarse mas,
entonces, para la obtencién de oligosacaridos mayores que para la
del disacarido.

For otra parte, por hidrdlisis alcalina de la unidén de la ho-
moserina a la matriz se liberan los oligosacaridos pero siempre u-

nidos al aminoadcido, lo cual no siempre es deseable.
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Sintesis de Metil @#-D-Galactofurandésido

Los glicdsidos de galactofuranosa se han empleado en estu-—
dios de actividad enzimatica de @A-D-galactofuranosidasas®-=7
y en la determinacién de estructuras inmunodominantes de polisa-
caridos biolégicamente activos gue contienen residuos @A-furandsi-
cos de galactosal?!r19-2F (Capitulo I). Dado que en la literatu-
ra no se describian procedimientos sintéticos sencillos para la
obtencidn de galactofurandsidos., se decidid investigar métodos de
sintesis que padrian eventualmente extenderse a la obtencidn de
disacaridos. También los glicdsidos simples servirian como "mo-
delos furandsicos" que facilitarian el analisis espectral de esas
estructuras mas complejas.

El mas sencillo era, obviamente, el metil A-D—galactofura-
ndsido (3). Este compuesto se habia usado como sustrato de una

galactofuranosidasa presente en Fenicillium charlesii® y en en-

sayos de inhibicidén de polisacaridos antigénicos de varias espe-
cies de Fenicillium vy Aspergillus*?*»19.2F, Gin embargo, los
métodos de sintesis de S resultaban bastante ineficientes en
términos de especificidad y rendimiento. Los primeros intentos
datan de 1924, cuando Haworth y col.®7, utilizando el procedimien-

to de Fisher, obtuvieron una mezcla de reaccidén con preponderan-
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cia de los derivados furandsicos. La reaccién se llevd a cabo con
D-galactosa en metanol conteniendo acido clorhidrico o sul-
firico y a temperatura ambiente. Fosteriormente, Augestad y Ber-—
ner (1934) optimizaron las condiciones para obtener metil glicési-
dos furandsicos, los cuales se forman por reflujo de soluciones
metandlicas de aziucares libres, en presencia de una concentraciadn
muy baja de HCl (“3,7x10~= N). No obstante, el producto de reac-
cidén era una mezcla compleja de glicésidos piranédsicos y furandsi-
cos, de 1la cual el isémero fAi—-furandésico 5 se aislaba por croma-
tografia en columna de celulosa, con 33% de rendimiento®®,

Green y Facsu (19328) describieron también la preparacidén de
S5, a partir de D-galactosa dietil ditioacetal (85), el cual
por tratamiento con metanol en presencia de cloruro y 6xido mer-—
curicos, a temperatura ambiente, condujo al compuesto S5 con 2Z20%

de rendimiento®®-77;

H(SEt)2

H CH.,0li, HgO, HgC1

3 2

H

@
wv
[

En la literatura no se encuentran descriptos otros procedi-
mientos para 1la preparacidén de 35, y aun en trabajos muy poste-
riores sobre la sintesis de derivados furandsicos, como por ejem-—

plo Se6-di-0-metil-D—-galactofuranosa (86), se utilizé como
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compuesto de partida y precursor del anillo de cinco miembros, al
glicdésido S, obtenido segun la técnica de Augestad y Ber-
ner®®, con las consecuentes complicaciones de la purificacién
en columna de celulosa y el bajo rendimiento®”. Consideramos
pues, que el desarrollo de un procedimiento mas efectivo para la
preparaciodén de S, constituiria un aporte interesante.

Una sintesis sencilla de 35 involucraria la preparacién de
un intermediario furanédésico de galactosa, derivatizado adecuada-—
mente, y susceptible de una posterior glicosidacién estereoselec-—
tiva. En primera 1instancia, consideramos que la D-galactono-
l1,4-lactona (87) seria un compuesto de partida conveniente pues
permitiria preparar, mediante una secuencia de proteccién de los
grupos hidroxilo y posterior reduccidn del grupo lactdédnico al lac—
tol, un derivado furanésico de galactosa, cuyo HO-anomérico libre
podria ser glicosidado. Fara ello se realizd la benzoilacidn de

87 con cloruro de benzoilo en piridina, a 0°C, que condujo a la

3]

2y Syb6-tetra-0O-benzoil -D—galactono-1,4-1actona (88) , idén—
tica a la descripta por Lederkremer y col.<?, Fara la reduc-
cién al lactol de 688 y de otras lactonas, se utilizé el método
del bis(Z-metil-2-butil)borano o diisoamilborano (DSR)*<®* Qgue
habia resultado efectivo para 1la reduccidn de aldono lactonas
peraciladas en este®7-®98, 102, 1035, 104 y otros laborato-
riost®1.19=¥, Agiji, a partir de 88 se obtuvo Z2,3,5,6-tetra-0-
benzoil—-f-D-galactofuranosa (89) con 8172 de rendimiento a

partir de D-galactono-1,4-lactona (87) comercial.
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La primera aproximacion sintética al metil @A-D—galactofura-
nésido (3) se basdé en la alquilacidén de 89 con diazometano ca-
talizada por F=B:0Et=179, reaccién que condujo al metil 2,
3, Qsb6-tetra-0-benzoil—-pA-D-galactofurandsido (90) . Sin embar -
go, la metilacidn no era completa alin después de varios tratamien-—
tos sucesivos con diazometano., y luego de purificar por cromato—

grafia en columna, 90 se obtuvo con S52% de rendimiento.

0 0 1 0 cH
N S Bz AL Bz S ¥ § S Bz 3
i i B2 Bz B2 Bz Bz OBz
2
89

llZOII HZOBZ Cil,,0Bz CHZOBZ

87 88 90

i:BzCl/Py,ii:DSB,THF,iii:anNleJB:OEtz

El espectro de R.M.N.—-*H de 90 (Figura 8) mostraba la se-
fal del OMe como un Unico singulete a § Z,47., lo cual confirma-—
ba la obtencién estereoselectiva de un solo anémero, y la de H-1
como un singulete ancho, Ji,.,= <1,0 Hz, valor que sugierel®?*
un anillo de cinco miembros con configuracidn 1,2-trans y por
ende una configuracidén A para el C-1. Los valores de las constan-
tes de acoplamiento de los otros protones del anillo furandsico
(Jz.,= 1,1 vy J=,a 5,4 Hz) indicarian segin los criterios
tradicionales, una conformacidén preferencial Eo(D), coincidente
con la propuesta para otros (-D-galactofurandsidos'®”. En es-—
ta conformacidén el grupo metoxilo se ubica en una posicién cua-—
si—axial, lo cual satisface los requerimientos estereocelectréni-

cos del oxigeno del anillo (efecto anomérico); la cadena lateral
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Figura 8. Espectros de R.M.N.-*H y R.M.N.-*>C del metil 2,

J,9y6-tetra-0O-benzoil-fA-D-galactofurandsido

(20).




se dispone cuasi-ecuatorialmente, y ademd&s no existen interaccio-
nes de eclipsamiento entre los sustituyentes de C-2 y C-3, ya que
éstos se encuentran en una configuracién trans*©?. Sin embargo,
estos datos experimentales permitieron realizar un analisis con-
formacional con otro enfoque, segin se describira en el Capitulo

VI.

El espectro de R.M.N.-*3C de 90 (Figura 8) mostraba en-
tre otras, la seral de C-1 a 106,7 p.p.m. y dos seffales a campos
bajos (§ 82,0 y Bl,1) correspondientes a C-2 y C-4, caracteris-—
ticas de sistemas furandsicos con configuraciéon 1,2-trans.

El bajo rendimiento de 90 nos llevd a explorar otros proce-
dimientos para la preparacién de glicédsidos. Una alternativa posi-
ble, empleada principalmente en azlcares piranésicos, era partir
de derivados totalmente acilados, los cuales experimentan glicosi-
dacidén por tratamiento con alcoholes y en presencia de un acido
de Lewis. El1 SnCla ya habia sido empleado por Lemieux vy
col.*™®® en 19533, para preparar el fenil 2,3,4,6-tetra-0-A-D-
Jlucopirandsido a partir de penta—d—acetiI—G—D—glucopiranosa,
en benceno a reflujo con el fenol y cantidades equimolecul ares de

SnCl a. Ingle y Bose (19270)1°?, utilizaron 1la misma técnica
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para obtener varios glicopirandsidos simples y en todos los casos
los rendimientos eran de aproximadamente S0%. Hanessian vy
Banoub®® encontraron gque trabajando en solucién de ClzCH= a
temperatura ambiente o menor, mejoran notablemente los rendimien-—
tos de dichos glicopirandsidos (B0O%). Sometiendo a esas mismas
condiciones de reaccidén a la 1-0-acetil-2,3,5-tri-0-benzoil-A-
D-ribofuranosa obtuvieron varios glicofurandsidos de configu-—
racion 1,2-trans. Como se discutid anteriormente, la alta estereo—
selectividad de la reaccién se debe a la formacidn de un idn acil-—
oxonio intermediario (20) que dirige el ataque nucleofilico del
alcohol al C-1, por la cara opuesta a la del sustituyente de C-Z2
(Capitulo II).

Como se disponia del compuesto parcialmente benzoilado 89,
y para la reaccién de glicosidacidén se requeria el derivado pera-—
cilado, se procedié6 a benzoilar el HO-1 de 89, con RzCl/Fy, ob-
teniéndose 1.2,3,5,6-penta-0-benzoil-D-galactofuranaosa (21)
de configuracién A, como un producto cristalino con 72%4 de rendi-—
miento. Las constantes fisicas y propiedades espectroscépicas de
Q91 eran idénticas a las descriptas en la literatura*®, Alter-—
nativamente, el intermediario 91 podia obtenerse por tratamien-—
to de D-galactosa con BzCl/Fy a alta temperatura (100°C)11ie,
En efecto, por benzoilacién de D-galactosa en esas condiciones
se obtuvo uma mezcla anomérica (x-f 1:1) cristalina de %1,
con 6B7Z de rendimiento. S5i bien por repetidas recristalizaciones

de etanol era posible obtener el andmero # puro, se comprobd que



en las reacciones de glicosidacidn en las cuales se partia del de-
rivado totalmente acilado, se pueden utilizar indistintamente
cualquiera de los andmeros o una mezcla de ambos y obtener selec—
tivamente el glicdsido A. For esta razén, y dada la sencillez con
que se obtenia la mezcla 91 a partir de D—-galactosa en un so-—
lo paso, esta técnica fue la mas utilizada para la obtencién de
glicésidos y disacaridos sintetizados en este trabajo de tesis.
Asi, la mezcla anomérica de P91 en solucidén de Cl=CH=
tratada con metanol vy en presencia de SnCla, condujo al deriva-

do cristalino 90 con 85%4 de rendimiento.

H
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Bz UB? 0 snCl,, CL,CH, O~ _OCH4
Bz Bz — 3 £ 4. C 0Bz
CH_OBz
2
8 Bz Bz Bz Bz
0
ey Cit, 01 CH, 0Bz
D-GALACTOSA ~ %% 9l 90

Con la finalidad de obtener el metil @-D—-galactofurandsido
(3) se 1llevd &a cabo la O-desbenzoilacidén de 90 por tratamien-
to con una solucidn O,1N de metdénido de sodio en metanol y agitan—
do a 0°C hasta desaparicién del compuesto de partida. For poste-
rior neutralizacidén con resina Dowex 3S0W (H*) se aobtuvo el
metil glicdsido S5 como un jarabe incoloro (?1%4), gque presentaba
el mismo poder rotatorio y propiedades espectroscépicas idénticas

a las descriptas en la literatura®”--7%se.2>7v,
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En el espectro de R.M.N.—-*¥C de 3 (Figura %9) se observa-

ba la senal de C-1 a 1092,0 p.p.m., considerablemente mads desprote—
gida que la sefal de C-1 del analogo (A-pirandsico (104,35 p.p.m.)
y las sefales de C-2 y C-4 a Bl1,6 y 87,8 p.p.m. Este grupo de se-
fales es diagndstico de la configuracidn fi-galactofuranosidica;

en particular la senfnal de C-Z, que aparece desplazada a § *80.
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Figura 9. Espectro de R.M.N.-*C (D=z0) del metil galactofu-

ranésido (3).
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Este hecho se observa solamente en compuestos furanédsicos, cuyo
sustituyente de C-2 esta en relacién trans con los sustituyentes
de C-1 y C-Z. For ejemplo, el metil @A-D-glucofurandsido (9228)
Yy el x—L—-arabinofurandsido (?3x) , presentan la seral de
C-2 a & 80,6 y 81,8 p.p.m. respectivamente, mientras que en
los correspondientes andmeros ?2x Yy 3R esta senal se
observa a & 80 p.p.m. For otro lado, en ambos andmeros de
D-manosa, 94 o 44, o de D-alosa, S5a o 9583,
se observa la proteccidén que C—-1 y/o C-Z en relacién cis a C-2,

ejercen sobre ésteti?:
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£l metil (A-D—-3alactofuranésido (3) se aobtuvo con muy
buen rendimiento, mediante una secuencia breve de reacciones y
utilizando técnicas de purificacidn sencillas. Los puntos claves
de esta preparacidéon son la facilidad de obtencién de un interme-—
diario furanésico peracilado 91, en un solo paso, y la glicosi-
dacién estereoselectiva promovida por SnCla. Este procedimiento
aventaja a los descriptos anteriormente®®r?®.%9 y geria aplica-
ble no solo a la sintesis de 5, sino también en estrategias sin-
téticas que involucren intermediarios en la configuracidn fura—
nésica, como es el caso de la sintesis de 5,6-di-0-metil-D-ga-

lactofuranosa (86)°7.

Sintesis de p—-Nitrofenil @B-D-Galactofurandsido (27)

Los p—nitrofenilglicédsidos se utilizan en estudios de activi-—
dad y cinética enzimatica, pues las evaluaciones se pueden basar
en la deteccidén espectrofotométrica del p-nitrofenol gue libera
la enzima, obviandose asi métodos tediosos de cuantificacidn de
azlicares. Ademas, la reduccidén del grupo nitro a amino genera gli-—
c6sidos que se pueden unir a proteinas para dar productos de va-
lor inmunoldgico.

El p-nitrofenil (-D-galactofuranédésido (97) seria un sus-—
trato cromogénico 4til para evaluar la actividad de dicha enzima,
y dado que no se encontraba descripto en la literatura, se deci-

did llevar a cabo una sintesis conveniente de (97).
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Los arilglicopiranésidos pueden prepararse por fusidn del
fenol con el derivado per-0-acetilado del azicar en presencia de
cloruro de cinc anhidro, para obtener el anémero x, o de acido
p-toluensulfénico, para obtener el andmero (*2*Z, Si bien se han
introducido muchas modificaciones para mejorar la preparacioén de
estos glicé6sidos, particularmente los p-nitrofenil derivados sue-
len obtenerse con bajos rendimientos. Un método mas ventajoso con—
siste en transferir el derivado fendlico desde una resina, a la
cual se encontraba inicialmente unido, a un halogenuro de glicosi-—-
lo**=, El1 inconveniente de este procedimiento, si se desea apli-
car a la sintesis de glicédsidos furandsicos, es que los halogenu-
ros furandsicos peracilados son, como ya se menciond, derivados
muy inestables””. Sin embargo, se han descripto buenos rendi-
mientos en la obtencidén de fenil y p—-nitrofenil furandsidos de
D- vy L-arabinosa, a partir de 1los correspondientes cloruros
perbencilados vy realizando la condensacidén con el fenol en solu-
cién de cloruro de metileno y en presencia de tamices moleculares
(MS), que atrapan el HCl liberado. La desventaja en estas prepara-—
ciones es que no se obtienen andémeros puros, sino mezclas anoméri-
cas, lo cual es de esperar dado que el grupo protector de C-2 no
ejerce ningun factor de estereoselectividad?®*@-119,

La sintesis del p-nitrofenilglicdsido 97 podia realizarse
mediante uwna secuencia de reacciones analoga a la utilizada para
la obtencidén del metil glicédsido S, ésto es, la glicosidacidn

estereoselectiva de perbenzoato 91, gque conduciria al p-nitrofe-



nil 243, 9.6~tetra-0-benzoil—~-fA-D—galactofuranésido (96), vy su

posterior O-desbezoilacién:
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La glicosidacidn de 91 con p-nitrofenol se realizé con dos
catalizadores distintos: acido p-toluensulfénico y SnCla. Fara
que la reaccion con acido p-toluensulfénico fuera efectiva, fue
necesario llevarla a cabo en un solvente anmhidro de alto punto de
ebullicidén. Asi, por reflujo de una solucién de 21 en tolueno,
exceso de p-nitrofenol y acido p-toluensulfénico en cantidades
cataliticas, el derivado 96 se obtuvo con buen rendimiento
(867%) cuando se implementd al sistema de reflujo una trampa tipo
Deam-Stark, para realizar la reaccién en condiciones estrictamen-—
te anhidras. El1 acido p-toluensulfdénico promoveria la formacidn
de un intermediario idnico estabilizado por la participacidn an-—
quimérica del grupo benzoiloxi de C-2, del tipo 20, e induciria

la entrada del nucleéfilo por la cara opuesta al sustituyente de

En el espectro de R.N.M.-*H de 96 (Figura 10, Tabla I ),
se observa el efecto desprotector del p-nitrofenilo como aglico-

na, gque produce el desplazamiento de las sefiales de H-1 y H-2 ha-



cia campos bajos, si se compara con el analogo 1-O-metilado 90.
El H-1 aparece como un singulete ancho (Ji,.=z <1,0 Hz) lo cual

indica una configuracidén (3 para C-11<e,

Tabla I. Datos de R.M.N.-*H de metil (20) y p-nitrofenil

(96) 2,3,5,6-tetra-0-benzoil-f3-D—galactofuranosidos.

Comp H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H=6,6"
90 5,20 S,46 5,62 4,65 b,06 4,77
96 6,04 5,75 S.75 4,76 6,06 4,76

En el espectro de R.M.N.—-*=C de 96 (Figura 10, Tabla II)
se observa el desplazamiento hacia campos altos de C-1 por efecto
del grupo fenilo y, caracteristico de anillos A-furanésicos, las

sefnales de C-2 y C—-4 aparecen a 235 >*BO p.p.m.

Tabla II. Datos de R.M.N-*=C de metil (90) y p—-nitrofenil

(96) 2,3,5,6-tetra-0-benzoil—-A-D—galactofurandsidos.

Comp C-1 cC-2 C-= C-4 C-5 C-6

90 106,7 81,1 77.6 82,0 70,2 63, 4

96 103,7 81,8 77.2 83,0 70,5 63,0
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Figura 10. Espectros de R.M.N.-*H y R.M.N.-**C del p-nitro-

fenil 2,3,5,6~-tetra~-0-benzoil-A-D-galactofurandésido (96).
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£l SnCla se habia utilizado como catalizador para obtener
los p-nitrofenil x-glicopirandédsidos de D-manosa y L-ramno-
Sa. a partir de 1los correspondientes precursores peracetilados
98 y 99, respectivamente. Los rendimientos de glicdsidos 1,2-
trans fueron de aproximadamente 70%Z, pero la formacidén de los gli-

césidos 1,2-cis era significativa'?®. Fosiblemente, la estereo-

selectividad se ve afectada porque la formacidn del idén aciloxo-—
nio intermediario, como 17, es mas 1lenta por la disposicidn
inicial axial-ecuatorial de los grupos acetiloxi de C-1 vy

C_27’1 . 7’2.

CH,O0Ac

Ac Ac CH3 0 Ac

Ac Ac AcO
OAc

OAc
98 99

En nuestro caso, el tratamiento de 91 con SnCla en solu-
cién de ClzCH=z y posterior agregado de p-nitrofenol, conduijo
al derivado 96 con 217% de rendimiento y no se detectd la forma-—
cién del andémero . Este hecho, es una evidencia mas de que la
formacidn de iones aciloxonio intermediarios (101) esta favore-—
cida en especies furandsicas, 1lo cual podria deberse a gque los
sustituyentes de C-1 vy C-2 facilmente pueden adoptar posiciones
eclipsadas y satisfacer 1los requisitos estéricos para formar el
nuevo anillo de cinco miembros (capitulo II). Esto hace que el

intermediario 101 se forme rapidamente vy que no haya sustitu-



cién sobre el ién 100, precursor de ambos anémeros, 1,2-cis vy

1,2-trans.

0 p=~NO_Ph
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CHZOB? ClIZOBz
91 96

For O-desbenzoilacién de 926 con NaMeO/Me0OH y posterior neu-
tralizacidn con resina Dowex SOW (H*) se obtuvo el p-nitrofenil
i-D—gal actofurandésido (97) como un producto cristalino vy con
777% de rendimiento. El glicésido 97 didé un analisis elemental
correcto y mostré actividad éptica, [xdp —-203° (c 1, meta-
nol).

En el espectro de R.M.N.-*H de 97 (Figura 11) se observd
la seRal anomérica a § 6,21 (Ji.2z 2,2 Hz), y las seffales del
anillo aromatico a § 8,14 (H-3,5, p—-nitrofenilo) y 7,20 (H-2,6
p-nitrofenilo).

En el espectro de R.M.N.-2%C de 97 (Figura 11,Tabla III)
se observé nuevamente el efecto protector de la aglicona aromati-
ca sobre el C—anomérico, que desplaza la seral 3 p.p.m. a campos
altos respecto de la misma sefal para el metil (-D-galactofura-
nésido (3), vy las serales de C-2 y C-4 a & »80 p.p.m, confir—-
man la configuracion l1,2-trans. Fara los C-aromaticos se observa-
ron sefales a&a & 161,8 (C-0, p-nitrofenilo), 141,2 (C-NO=, p-—
nitrofenilo), 125,55 (C-2,6, p—-nitrofenilo), 116,4 (C-3,5, p-nitro-

fenilo).
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Figura 11. Espectros

(C=D&S0)

del p-nitrofenil 3-D-galactofurandsido

de R.M.N.—-*H (CoDwmN) y R.M.N.=*=C

(97)
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Tabla III. Datos R.M.N.-*¥FC de metil (&) Yy p-nitrofenil

(97) (-D—galactofurandsidos.

Comp c-1 Cc-2 C~-3 c-4 C-5 Cc-6
S 109,0 81,6 77,5 B3, 8 71,8 63,6
97 106,0 81,6 75.8 B83.5 69,9 62, =

Fara verificar la estructura furanésica de un glicésido se
puede oxidar el mismo con metaperiodato de sodio. en condiciones
suficientemente suaves como para provocar tnicamente la ruptura
de la uwnidén Co—-Ce, exociclica, Yy obtener después de la reduc-—
cidn con borohidruro de potasio e hidrélisis acida, la pentosa
correspondiente<”, Fara confirmar quimicamente la estructura de
97.este se sometid a dicho tratamiento. Como era de esperar, el pro-
ducto de esta secuencia presentd por cromatografia en papel el
mismo Re que la arabinosa. For reduccidén y acetilacidn del pro-
ducto se obtuvo el derivado acetilado del alditol, gque mostrdé por

c.g.1l. 1 mismo t~ que el arabinitol acetato.

0 - Op-NO.,Ph 0
. p—NO,Ph 1y g p-NO, 114 - o
H CH.OH On HZOH H
H )
11,01
2 97 g—arabinosa
{:NaloO, ,11:KBH,,i11:C1lH

4’ 4’
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El procedimiento aqui descripto para la sintesis de glicofu-
ranésidos involucra una secuencia de reacciones sencillas, estére-
oselectivas Yy que no requiere derivados halogenados furanésicos.
Los glicbsidos S y 97 se obtuvieron con excelentes rendimien-
tos. Debido a estos resultados consideramos que las condensacio-
nes con SnCla podrian ser eficaces para la sintesis de disa-

cAdridos furandésicos.



CAPITULO IV:

SINTESIS DE DISACARIDOS

DE GALACTOSA FURANOSICA
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La galactosa furandsica se ha identificado en numerosos gli-
coconjugados y polisacaridos naturales y en muchos casos se ha de-
mostrado que es responsable de la actividad bioldégica de esas ma-—
cromol éculas (Capitulo I). La disponibilidad de oligosacaridos de
galactosa furandsica de distintas estructuras y, en particular,
con distintos tipos de uniones interglicosidica, resulta indispen-
sable para determinar las caracteristicas de las estructuras inmu-—
nodominantes, ya sea por comparacidn especlroscépica o por reac-—
ciones de tipo antigeno—anticuerpo.

Con el fin de incursionar en la sintesis de ese tipo de sus-—
tancias, se decidid comenzar por la preparacidn del disacarido
con la uwunién glicosidica en configuracidon (A, gque es la mas fre-
cuente en la naturaleza®. Ademas dado que el hidroxilo primario
de uwun azdcar es mas reactivo que cualquiera de los secundarios,
era conveniente preparar en primer lugar un disacarido con enlace
glicosidico 1-»4. Se llevd a cabo pues, la sintesis de la 6-0-f-
D-galactofuranosil-D—-gal actosa (16). Este disacarido se ha-
bia aislado como un producto de hidrdélisis parcial de arabinoga-—

lactanos altamente inmunogénicos de Mycoplasma micoides®™ vy

Mycobacterium tuberculosis®®, vy en este ultimo constituyé la

primera evidencia de la presencia de galactosa furandsica, ya que
anteriormente se 1le habia asignado la configuracidn pirandsica

(Capitulo I).



&7

Sintesis de 6-0—-fA-D—-Galactofuranosil—D—Galactosa (16)

La extension del método de glicosidacdn de penta-0O-benzoil-
D—-galactofuranasa (1) catalizada por 8nCla, a la sintesis
de disacAridos de galactosa furandsica, significaba utilizar como
agente glicosidante un derivado furanésico de D—galactosa conve-
nientemente protegido. En nuestro laboratorio, las aldono-—-i,4-lac-
tonas se han utilizado como precursores de azlcares furandési-—
costP?=.19=,  y en particular se ha comprobado®” que la conden-—
sacién de derivados selectivamente protegidos de D—galactono-
l1,4-lactona con azicares piranésicos per—0-acilados, permite obte-—
ner wglicopiranosil aldono-1,4-lactonas, a partir de las cuales
pueden prepararse disacaridos con el extremo reductor en configu-
racién furanésica. Asi, por monotritilacién de D—-galactono-1,4-
lactona (B7) vy posterior benzoilacidén se obtuvo la 2,3%,5-tri-0-
benzoil—-6-0-tritil-D-galactono-1,4-lactona (102)*17, 1la
cual por tratamiento con BF=:0Etz condujo a 1la 2,3,5-tri-0-
benzoil-D-galactono—-1,4-1lactona (103) . For condensacidn de
i02 o 103 con 1,2,2,4,6-penta-0-benzoil-D—glucopiranosa
(104) en presencia de SnCla, se obtuvo la glucopiranosil aldo-

no-1,4-lactona 105 con muy buen rendimiento®”:

0
SnCl, Bz OBz
Bz 0o + CllOAc
Ac 2
@ I
Bz Ac
B; AcO N—
CH,,0
102 R=Tr 104 105

103 R=Oll
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Desde el punto de vista de la obtencidn de disacaridos con
el extremo reductor furanédésico, este método tiene la ventaja de
que durante la etapa de glicosidacidén el C-anomérico de dicho ex-
tremo se mantiene virtualmente protegido a través de la funcidn
lactona, evitandaose cualquier tipo de isomerizacidn en ese sitio
de la molécula.

Los resultados obtenidos en la preparacién de la glicopirano-
sil aldono-1,4-lactona 105, nos sugirieron que la lactona 103
también podria utilizarse para la preparacidn de glicofuranosil
aldono-1,4-lactonas, precursoras de disacaridos con las dos

unidades de azucar en configuracidn furanésica. Asi, por trata-

miento de ?1 con 6SnCla y posterior agregado de 103, se
obtuvo la 2,3,5-tri-0-benzoil-6-0-(2,3,5,6—~tetra-0-benzoil-A-D-
galactofuranosil)-D—-galactono-1,4-1lactona (106) con L% de

rendimiento:

+ Bz 0

OBz Bz
H.,OR

91 102 R=Tr

103 R=0H

Un experimento de R.M.N-*H bidimensional de correlacidén ho-
monuclear (COSY) de 106 permitié interpretar completamente el

espectro (Figura 12). Las sefales de la unidad lactdnica se asig-—
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naron en base a las conectividades, comenzando por el doblete
facilmente identificable del H-2 a 5,92 p.p.m. Las senales de los
protones de la unidad galactofuranosidica se asignaron por compa-—
racién con las sefales del metil glicésido 90, y se confirmaron
por sus conectividades, comenzando por el multiplete localizado a
campos mas bajos (6,08 p.p.m.) correspondiente a H-3°. En la Ta-
bla IV, se puede observar que el espectro proténico de 106 re-
sulta de 1la superposicién de los espectros del glicésido 90 y
la lactona 103, con pequeifas diferencias debidas a la presencia
de un sustituyente voluminoso en C-17. Asi, la sefal de H-1" a
S.41 p.p.m. esta ligeramente desprotegida respecto de la sefal
analoga de 90, y el valor de Ji,z <1,0 Hz también sugiere una
configuracidén @B-furandsica 4. |las sefales de H-5 y H-6a,b
se desplazan hacia campos bajos por efecto de la glicosidacidon en
C-6. Las constantes de acoplamiento entre los protones del anillo
furanésico H-27, H-3" vy H-4" son también similares a las de los
monosacaridos de referencia, por lo cual se podria inferir que la
tendencia conformacional también se mantiene. Una particularidad
del espectro es que las sefales de H-6a y b se resuelven como dos
cuartetos, mientras que en las lactonas 102 o 103 o en 1la
2,%,5,6-tetra-0-benzoil-D-galactono-1,4-1lactona (88) aparecen
superpuestas formando un multiplete complejo?®”. Este hecho po-
dria deberse a que en la glicosil lactona 106 los H-6a,b estan
préximos al centro anomérico, lo cual causa diferenciacidn de pro-
tones equivalentes, como se ha observado para los protones del me-

tileno de etil glicdsidos **°,
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Figura 12. Espectro de R.M.N.-'H (2D~CO8Y) de 2,3,5-tri-0-
benzoil-6-0-(2,73,5,6-tetra~0-benzoil-A~-D-gal actofuranosil)-D—

galactono—-1,4~-lactona (106).
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TABLA IV: Espectros de R.M.N-*H de metil 2,3,5,6-tetra-0-ben-

zoil—-f3-D—galactofurandsido (90), 2,3,9-tri-0-benzoil-D-
galactono-1,4-1actona (103) y 2,3,5-tri-0-benzoil-6-0-(2,3,5,6-

al g

tetra-0-benzoil-fA-D-galactofuranosil)-D—galactono-1i,4-1actona

(106)

Comp. s, ppm. J, Nz
H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a,b  H-1'  W-2'  H-3'  H-4' W-5'  H-6'a,b
(Jp,3) Ug,) Uy,s) g ea) Ugep)  Gpg) Qo) Ggy)

103 6,08 5,88 5,10 5,65  4,04"
(5,8) (5,5 (2,5)

90 5,20 5,46 5,62 4,65 6,06 4,772

(<1,0)  (1,1)  (5,4)
106 5,93 5,85 5,10 5,84 4,12-4,07 5,41 5,46 5,61 4,72-4,80 6,08 4&,72-4,80

(6,00 (5,6) (2,5 (7,7) (6,0) (<1,0)  (1,0) (4,8)

®E1 valor de & corresponde al centro del multiplete.

En el espectro de R.M.N-*7C de 106 (Figura 13), la senal
desplazada & campos mas bajos se asigné al carbonilo lactdnico
(§ 168,5, C-1) y la sedal de C-1° se observéd a § 103,3. Co-
mo ya se discutid para 1los glicésidos simples, este valor de §
para C-1° y el & >80 p.p.m. para C-2° y 47, confirman la confi-

guracién @ para el anillo galactofurandsico.
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Figura 13. Espectro de R.M.N.-**C de 2,3,5-tri-0O-benzoil-6&6-
0-(2,%,5,6~tetra~-0-benzoil-A-D-galactofuranosil)-D-galactono-
l,4-lactona (106).

Freviamente se habia observado en este laboratorio®”, gque
el 6nCla catalizaba eficientemente la condensacidon cuando el
grupo  hidroxilo del agente glicosidante gque participa en la for—
macioén del enlace glicosidico, se encontraba derivatizado como un
éter de trifenilmetano (tritilo), ya que en el medio de reaccidn
ocurre la destritilacidon y condensacion. For ello, se repitid la
preparacidén de la glicosil lactona 106, partiendo del perbenzoa-
to 91 y de la lactona 102, observandose que aungue la reac-—
cidon transcurria mas lentamente y era necesaria una mayor canti-—
dad de catalizador, @l compuesto 106 se obtenia con muy buen
rendimiento (835%).

La condensacion de 91 con 102 o 103 ocurria pues, este-—

reoselectivamente, para dar el andmero A de la glicosil lactona



106, a través del HO-6 de la unidad lacténica. Fara confirmar
quimicamente la estructura de 106, se prepard el glicosil aldi-
tol 107. Por reduccidn con borohidruro de sodio del carboxilato
lacténico de 106 al alcohol, y posterior desacilacidn con
NaMeO/MeOH se obtuvo el 6~-0-fi—-D-galactofuranosil-D—-galactitol

(107) con 767 de rendimiento:

1 )NBBHQ/MGOH
2)NaMeO/MeOH

107

En el espectro R.M.N.-*C de 107 (Figura 14) las se-
fales de los carbonos del anillo furandsico se encontraban a cam-—
pos mas bajos respecto de las restantes. El C—-anomérico (C-17) a-
parecia a & 108,6, similar al desplazamiento de C-1" del metil
glicésido S (109,00 p.p.m.). l.Las sefales de (C-4° y 2, a &
83,6 vy 81,8, respectivamente, confirmaban la estereoquimica de la
unidn glicosidica. Los carbonos de la cadena abierta del alditol
mostraban resonancias a campos mas altos (71,9-69,6 p.p.m.), dis—
tinguiéndose las sefales de los primarios (C-1 y C-67) a 64,2 vy
63,6 p.p-m. La ausencia de una tercera sefal en esta zona, que co-
rresponderia a C-6, confirma que el enlace glicosidico involucra
al HO-6, por lo cual se produce un desplazamiento a campos bajos

de la seral de C-6.
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Figura 14. Espectro de R.M.N.-**C  (D=0-H=0) de &-0-03-D-

galactofuranoisl—-D—galactitol (107).

Finalmente, se prepard el derivado trimetilsililado (TMS)
del alditol 107, por tratamiento con Tri-8il (FPierce) en piri-
dina anhidra y se realizd el espectro de masa , el cual coincidia
con el descripto para el TMS-derivado del alditol obtenido a
partir del disacarido 6—-0-f-D—-gal actofuranosil ~-D-gal actosa

(16) , aislado como un producto de hidrélisis parcial de Mycobac—

terium tuberculosis®® (Capitulo I). Se observaron los iones ca-—
racteristicos de trimetilsilil derivados de alditoles de disacari-
dos**7, los cuales se producen de acuerdo a las fragmentaciones
primarias que se sefalan en la Figura 153. Los picos a m/=z 525
(617) . 451 (6774 y Z61 (6Z74) son comunes a todos los alditoles de
disacaridos de hexosas simples*®® y corresponden, los dos prime-
ros a las fragmentaciones en torno a la unidn glicosidica y el

tercero a la pérdida de TMSOH a partir de 451. El pico base del

espectro es el idén m/z 219 correspondiente a [409-TMS0HI1. Un pico
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caracteristico de TMS-éteres es m/z 217 (71%) y se ha asignado a
(TMS-CH=CH-CH-0TMS)* *2¢_, |La abundancia relativa de los iones
m/z 205 (95%4) y 204 (677%4) es indicativa de la presencia de una
unidad furanésica. En el caso de un alditol de un disacarido con
una uwnidn interglicosidica 1-*6 y con el anillo en configuracién
pirandsica, estos picos se forman dnicamente por la ruptura entre
C-2 y C-3 de la porcidén del alditol y la relacidn entre los iones
m/z 217 y 204 es caracteristicamente mucho menor que la unidad.
En a=zdcares furanédsicos, en cambio, dicha relacidén es mayor debi-
do a la contribucidén a los iones m/z 204 y 205 de la cadena late-

ral del extremo no reductor (ruptura entre C-47 vy

. #09(1%)
i 525(61%)}
= { OTMS; OTMS

451(67%)

OTMS; OTMS

1103(75%)
i 307(65%)
i 308(54%)

Figura 15. Fragmentaciones primarias y abundancias relativas ob-

servadas en el espectro de masas del TMS-derivado de 6-0-fi-D—-ga-

lactofuranosil-D—-galactitol (107).

El paso siguiente de sintesis de (-D-Galf-(1-x6)-D-Gal
(16), consistié en la reduccidn del grupo lacténico de 106 al
lactol. Fara este tipo de reaccidén, como ya se menciond anterior-—

mente, se utilizdé el diisoamilborano?®! como agente reductor vy
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THF como solvente, obteniéndose la 2,3,5-tri-O-benzoil-6-0-(2,3,
S,6-tetra-0-benzoil-fi-D-galactofuranosil)-D—galactofuranosa
(108) con 887 de rendimiento, mayoritariamente en configuracidén

A seglin su espectro de R.M.N.-*=(C.

DSB/THF 0
Bz ol
Bz
o OBz
CHZ
Bz
Bz
Bz
CHZOBZ HZOBZ
106 108

El espectro de R.M.N.-'H de 108 resultaba muy complejo
debido a 1la aparicién de las sefiales de las dos unidades de a-
ziicar en uwun rango de & muy estrecho, ademas de la superposi-
cién con las serales del andmero x minoritario. El1 H-1° mostra-
ba un singulete ancho a § 5,36 (Jai-,=2- 41,0 H=z), wvalor
similar al observado para el H-anomérico de 106, y la seffal a
§ 5,77 (Ja,= 1,0 Hz), se atribuydé al H-1 del anémero 4.

En el espectro de R.M.N-*%C de 108 (Figura 16) se identi-
ficaron para el andémero (A la seral de C-1° a § 104,7, similar
al valor observado en 106, y 1la de C-1 a § 100,7, coinciden-—
te con el desplazamiento observado en furanosas andlogas de confi-
guracidén @3!?. La sedal a 95,9 p.p.m. se asignd al C-1 del a-
némero x Yy en base a la relacidn de intensidades de ésta y la

sefnal a & 100,7 se estimdé una composiciéon A/« en la unidad
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reductora de aproximadamente 7:3. Fara el andémero mayoritario las

sefales de C-2,2",4 y 4° ge observaron a § 83,2, 81,8, Bl1,6 y

80,6 confirmando la configuracion A-galactofurandsica, y las sefa—

les del resto de los carbonos aparecian agrupadas de a pares

(C-2,3"y, C£-9,5" y C-6,6") lo cual ponia de manifiesto la simili-

tud  entre las dos unidades del disacarido. Fara el andmerox
o )

se identificaron, entre otras, las sefales a & 82,2, 69,0,

63,7 y 63,5.

Bz

Bz

anonz

U

1 1 1 1 1 1 -
1;0 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

Figura 16. Espectro de R.M.N.-**C de 2,2%,0-tri-0O-benzoil-6-
0-(2,3,9,6~tetra-0-benzoil—-A-D-galactofuranosil) -D-gal actofu-

ranosa (108).

La O-desbenzoilacidn de 108 con NaMeO/MeOH conduciria di-
rectamente al disacarido 16. Sin embargo, se observd por c.c.d.
D-galactosa que se formaba en la etapa de neutralizacidn del
NaMel con resina Dowex SO0W  (H*Y) . La hidrdolisis era importante

atn  cuando se utilizaba una resina mixta (Amberlite MEBE-3) en lu-—
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jar de una Acida, o hielo seco (CO=). For c.l.a.r., utilizando
una fase tipo amino (condiciones a) vy CH=CN-H=0, 4:1, como
solvente, se obtuvo el disacAdrido 16 puro. Su comportamiento
cromatografico y su poder rotatorio, [xIo -21°2(c 0,4, agua),
eran coincidentes con los observados para los disacaridos natura-

les aislados de M. mycoides®® y M. tuberculosis®®, y para el

disacarido sintetizado por Jaquinet y Sinay®=.

OBz

Ac

CH,OAc
Bz 2

Bz
HZOBz
108 16 72

i:NaMeO/MeOH,ii:AcZO/Py

Con el objeto de obviar la purificacién por c.l.a.r. del di-
sacarido 16, el producto de O-desbenzoilacién se tratéd, inmedia-
tamente después de la neutralizacién de 1la base (CO=), con
Acz0/Fy vy el crudo de dicha acetilacién se purificéd por columna
de silica gel, obteniéndose 1la 1,2,3,4-tetra-0-acetil-6-0-(2,3,5,
6—tetra-O-acetil—-fA-D-galactofuranosil)-D—galactopiranosa
(72) con S5B8%Z de rendimiento a partir de 108, mayoritariamente
como andémero 3, en base a sus espectros de R.M.N.-H vy 1=C,
El disacarido peracetilado 72 mostré wun [xJp -13°(c 1, clo-
roformo), Y el analisis elemental de C e H estaba de acuerdo con

la estructura propuesta.
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Figura 17. Espectro de R.M.N.-*H 2D-C0SY de 1,2,3,4-tetra-0-
acetil—-6-0-(2,3,5, 6~tetra-0-acetil-@A-D~gal actofuranosil)-D—-ga-

lactopiranosa (72).

ZhL-H |
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Un experimento bidimensional de correlacién homonuclear
(COSY) permitid asignar totalmente el espectro de R.M.N.-1H de
72 (Figura 17) que no se encontraba descripto en la literatura.
El doblete mas desplazado a campos bajos, 5,69 p.p.m. correspon-
dia a H-1 y el wvalor grande de la constante de acoplamiento
(J1,2 8,3 Hz), sugeria una configuracidn ( para el centro ano-
mérico. Ademas, no se observd ninguna seral correspondiente al
anémero a—galactopiranosidico. lLos valores de & bajos para
H-6a vy H-6b (3,69 vy 3,58 p.p.m.) confirmaban que el HO-6 de 1la
unidad galactopiranosidica estaba involucrado en la unidn glico-
sidica. La sefal de H-1° a 5,01 p.p.m. mostraba una constante de
acoplamiento (Ja-r,=" 0,9 Hz) caracteristica de la configura-
cidén fi-galactofuranosidica®e

En el espectro de R.M.N-13C de 72 (Figura 18), la seral
correspodiente a C-1 se observé a 22,1 p.p.m., valor muy similar
al observado para el C-1 de penta-0-acetil-f3-D—galactopirano-—
sat*?, La otra serfal detectada en la regidn anomérica a §
105,595, se asignd a C-1° vy coincide con la sefal analoga del
disacdrido lacténico 106. Del resto de las serales se distin-
Juen, a campos mAs bajos, & 81,2 y B0O,7, las de C-2° y 47, y a
campos mayores, d 64,1 vy 62,7, las senales de los carbonos pri-

marios, C-6 y 6°.
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Figura 18. Espectro de R.M.N.*¥C de 1,2,3,4-tetra-0-acetil—6b-
0-(2,3,59,6-tetra~0~acetil-A~D-galactofuranosiil)-D-galactopi-

ranosa (72).

El espectro de masa de 72 también era coincidente con el
obtenido a partir del acetato del disacarido aislado de M. tuber-—
culosis®™. En la Figura 19 se observan las rupturas que condu-—
cen a los iones mas caracteristicos, siendo muy importantes los
iones de m/=z 331 (817) . que suwrge de la ruptura en torno a la
unidén glicosidica, y el de m/z S35 (8%4) que corresponde a la pér—
dida de la cadena lateral del extremo no reductor, y que es diag-
néstico de la presencia de un anillo furandésico. El pico base del
espectro, m/z 169, se ha atribuido a la pérdida de dos moléculas
de Aacido acético vy una de cetena del idn m/z 317*=*, y el pico
a m/z 317 (&%) provendria de m/z 537 por pérdida del fragmento de

masa =216.
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Figqura 19. Fragmentaciones primarias y abundancias relativas:obser

vadas en el E.M. de 72.

La ruta sintética aqui desarrollada para la preparacidén del disa-
carido 16 , resulta considerablemente mas sencilla que la des-

cripta por Jaquinet vy Sinay®™s, mediante el método del ortoés-

ter, y que se describiera en el Capitulo II.



Sintesis de Metil 6-0-f-D-Galactofuranosil-—-@f-D-Galactofurandsido

(112).

La 2,3,5-tri-0O-benzoil-6-0-(2,3,.5,6-tetra-0-benzoil-g-D-
jalactofuranosil)—-D—-gal actofuranosa (108) es un intermediario
til para la sintesis de un glicésido con dos unidades de galacto-
furanosa. Dado que por O-desbenzoilacidén de 108 se obtiene el
disacarido R-D-Galf-(1-»6)-D-Gal (16), cuyo extremo reduc-
tor se encuentra en configuracidn pirandsica, si se desea obtener
un disacarido libre difuranésico, seria necesario glicosidar el
C-1 de 108 antes de la O-desbenzoilacidén, para conservar la con-
figuracién de los dos anillos. La sintesis de un disacarido
f(1-*6) con dos unidades de D—galactofuranosa, seria un modelo
interesante, ya que en los glicoconjugados de donde se aisléd el
disacarido 16%=-4P, e] extremo reductor probablemente se en-
contraba en configuracidén furandsica, y al liberarlo se reordend
al anillo de seis miembros. Mas aun, Mc Neil y col.®® demostra-

ron que en los arabinogalactanos de Micobacterium tuberculosis vy

M. Leprae 1la D—-galactosa se encuentra exclusivamente en configu-
racidén furandsica.

Dado que SnCla promueve eficientemente la formacién de en-
laces glicesidicos, se considerd que también seria de utilidad pa-
ra metilar el HO-1 de 108. Como para esta reaccidn se requeria
un derivado peracilado del aziucar, se acetild dicho hidroxilo por

tratamiento con Ac=0/Fy. La 1-0-acetil-2,%,5-tri-0O-benzoil-6-0-
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(

)

ydyo—tri—-0-benzoil-A-D-galactofuranosil)-D-galactofuranosa

(109) asi obtenida, se encontraba mayoritariamente en configura-
cién (3, de acuerdo a su espectro de R.M.N.-*H. Fara el H-1 se
observaron dos sefales en relacidén 3:1, un singulete ancho a 6,48
P-p.m. (J1,=2 1,0 Hz) que se asignd al andmero ., y un doblete

a § 6,60 (Ja.z 1,2 Hz) correspondiente al andémero x. La

senal de H-1" se observd a campos mas altos, § 5,392 (Ja-r,=-

1,0 Hz).
0 0
Bz OH Ac,0/Py Bz OAc
OBz Bz Bz
H
Bz 2
Bz
Bz
HZOBz
108

En el espectro de R.M.N.-*=C de 1092 (Fig 20) se observa-
ron, para el andémero 3, las sefales de C-1" y C-1 a 105,55 y 99.4
p-p.m., respectivamente. El resto de las sehales, como ya se des-—

cribié para 108, aparecen en cuatro grupos, correspondientes a

[

1]

274,47, C-3,3", C-5,5" y C-6,6", dada la similitud entre las
dos unidades del disacarido. E1 C-1 del andémero x aparecia a
93,95 p.p.m., y al igual gque el valor del andédmero (i, concuerda con
los desplazaminetos observados para derivados per-0-banzoil ados

de D-Galf (x: 94,3 p.p.m., (3 99,8 p.p.m. 11°¢),
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Figura 20. Espectro de R.M.N.-**C de 1-O-acetil-2,3,5-tetra-0
-benzoil-6-0-(2,3,5-tri~0-benzoil-A-D-galactofuranosil) -D-ga-

lactofuranosa (109).

Cuando wuna solucidn de 102 en Cl=z=CH=z anhidro se traté
con  8SnCla®®, a 0°C, posteriormente se agregd MeOH y se conti-
nud  la agitacidn a temperatura ambiente, se detectd la formacidn
inicial de un producto de mayor movilidad (Re 0,46, sv 2) gque
el compuesto de partida (Re 0,42). Sin embargo., antes de que la
reaccion se completara, se observaba por c.c.d. la formacidn de
varios productos, uno de los cuales tenia la misma movilidad gque
un  testigo del metil glicdsido Q0 (Re 0,32) y cuya proporcidon
aumentaba con el tiempo. Del mismo modo al intentar preparar el
p-nitrofenil derivado de 108 (111), se observaba la formacidn
del glicdsido 96. Evidentemante el &nCla promovia la hidrdli-

sis de la unidén glicosidica. Manteniendo la temperatura a 0°,y
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controlando estrictamente el tiempo de la reaccibtn, aiun a expen-
sas de que gquedara compuesto de partida sin reaccionar, se laogra-
ba disminuir la formacién de los glicdsidos 90 y 96, pero lue-—
Jo de purificar por cromatografia en columna el producto crudo de
las condensaciones, los glicédsidos del disacarido 108 se obte-

nian con un rendimiento inferior al 10%.

0
BZ Ac BZ R R
Bz
on, OB SnC1, ,ROH pz OBZ + g
yA
CH Pea N Bz
2 Bz CH,OBz
2
By Bz Bz 0Bz
CH.,0Bz
CH, 0Bz 109 2 110 R=Cil, 90 R=CH,
1 R=p—N02Ph 96 R=p—N02Ph

Este resultado nos llevd a probar otros procedimientos de
glicosidacién. Una alternativa posible era la metilacidén del HO-1
de 108 con diazometano catalizada por BF=z=:0Et=*°®, que se
habia utilizado previamente para 1la preparaciéon de 90. Asi, a
una solucién de 108 en la minima cantidad de Cl=CH= vy en
presencia de trazas de BF=:0Et=, se agregaron sucesivas a-
licuotas de CH=Nz/Cl1=2CH= hasta que por c.c.d. se verificé
la desaparicion del compuesto de partida. For cromatografia en co-
lumna se aislé el producto de Re 0,46 (sv X)), el cual se carac-
terizéd, en base a sus propiedades fisicas y espectroscdépicas, co-

mo metil 24%,9-tri-0-benzoil-6-0-(2,3,5,6-tetra-0-benzoil-A-D-
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galactofuranosil)-D—galactofuranésido (110) con 77% de rendi-
mieto. Los espectros de R.M.N.-'H vy '*C mostraron que se tra-
taba de wuna mezcla anomérica (/x en relacién 2,5:1, que no pu-

do separarse por cromatografia en columna.

0 0
OBz OH Bz OCH3
CHZNZ’BBF'EtZO
Bz OBz
Bz
O~ g
CH2
Bz
Bz OBz
CHZOBZ
108 B/a 2,5:1

El espectro de R.M.N.—-*H de 110 (Figura 21) resulté simi-
lar a los de 108 y 10?9. La seial de H-1 (& 5,13) era analo-
Jga a la observada para 90, y 1la de H-17 a § 5,42 se corres-—
pondia con la sefal anomérica del disacario lacténico 108, y
presentaban en ambos casos, constantes de acoplamiento (Ji.="
Ji-,=2- €1,0 Hz) consistentes con 1la configuracidén @224, Los
H-6a,6b se encuentran mas protegidos que los H-6"a,6°b y formando
parte de un sistema mas resuelto, como se habia observado para
108, debido a que el C-6 esta involucrado en la unidn glicosidi-
ca. El CHs0 resonaba a %,41 p.p.m.

En el espectro de R.M.N.-*=C 110 (Figura 2Z21) el andémero
A mostré las sefales de C-1 y C-1" a 106,88 y 105,8 p.p.m., valo-
res similares a los de C-1 de 920 y C-1° de 108. Fara el antme-—

ro x, el C-17 aparecia en la misma regidn ( 105,22 p.p.m.) vy
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Figura 21.

Espectros de R.M.N.~-*H y R.M.N.=*>C del metil

(110) .

2,3,9-tri~-0-benzoil ~6-0~-(2,32,5,6~tetra~0-benzoil~-A~-D-gal actofu-

ranosil) -D-galactofurandsido
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el C-1 se desplazaba hacia campos mas altos (100,9 p.p.m.), compa-
rable con el valor observado para x—galactofuranédsidosta?,
Las sefales del CH=0 de cada anémero aparecian bien difetrencia-
das a § 55,9 en el x y 54,9 en el §.

La O-desbenzoilacién de 110 conduciria al metil glicésido
del disacarido con las dos unidades de galactosa en configuracidén
furanédsica. For tratamiento de 110 con NaMeO/MeOH se observaba,
en la etapa de neutralizacién con resina acida, la formacidn de
galactosa por hidrélisis parcial de la unidn glicosidica, como ya
se describidé para el disacarido 16. Esta degradacidn se atribu-
y6 a 1la resina coloidal que quedaria aun después la filtracidn.
Se decidid entonces, utilizar un método de desacilacidén Que obvia-
ra el tratamiento con resinas. Fara la hidrdélisis de los benzoa-
tos se empled uwuna solucidn de MeOH-H=0-TEA (5:2:1) y a modo de
ensayo, se aplicé la reaccidén al glicdésido 90, el cual se reflu-—
j6 en dicha mezcla durante 1 h, obteniéndose el metil (A-D-galac-
tofurandsido (3) con buen rendimiento. Fara la desbenzoilacidn
de 110 se prefirié realizar el tratamiento en un recipiente ce-
rrado y calentar sdélo esporadicamente para favorecer la disolu-
cién. Luego de aproximadamente 10 h el compuesto de partida se ha-
bia consumido totalmente vy por c.c.d. se observaron dos manchas
que se atribuyeron a los andmeros x y (3 del metil 6-0-((3-D-
galactofuranosil)-D-galactofuranédésido (112), que did un a-
nalisis elemental de C e H correcto. En el espectro de
R.M.N.—-1=C (Fiyg 22{ de la mezcla anomérica de 112 se observa-

ron para el anoméro @, las sefales de C-1 y C-1’ a § 109,7 vy
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109,4, y la del CH=0 a S6,6 p.p-m.. Entre estas sefrales se ubi-
can todas las restantes, agrupandose o superponiéndose, en algu-
nos casos, agquellas de los carbonos anadlogos de cada anillo fura-—
nésico (Tabla V). Fara el andmero 112«, la sefal de C-1° se
superpone con una de las seffales anoméricas de 1128 y la de C-1
aparece a 10Z,6 p.p.m. Esta seral, al igual que la de los restan-~
tes carbonos de la unidad de configuracidn x, coincide con los
valores asignados al metil x—-D-gal actofuranédsido
(Sx) + 22 (Tabla V). For cromatografia flash en columna de
silica gel, se aislé el componente mayoritario de la mezcla de
O-desbenzoilacidén de 110, que wse caracterizé como el andmero (3
(112 B, Cxlo —Q0° (C. 0,9, agjua) . El espectro de
R.M.N.-*H de 1128 en D=0 mostré para los H-anoméricos, dos

singuletes anchos a 5,08 y 4,95 p.p.m.

c-1B8,C-1'ayB C-4,4°
- ' -
C-2,2}c_3 3:C-5

cs6"1°
W%WMWM L AT Y

120 110 100 920 80 70 60 50 40 30

Figura 22. Espectro de R.M.N.—-1C de 112.
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Tabla V. Datos de R.M.N.-*3C de 1los andmeros de metil D-ga-
lactofuranésido (SR Yy Soo) Yy metil 6-0-(A-D—-gal actofura-

nosil)-D-galactofurandésido (11268 y 112«).

Comp. 8, ppm
c-1,1' c-2,2' c-3,3"' Cc-4,4' C-5,5' Cc-6,6' £H3O
58 109,9 81,6 77,5 83,8 71,8 63,6 55,8
a 103,8 78,2 76,2 83,1 74,5 64,1 57,2
1128  109,4 82,7 78,5 84,7 71,3 64,4 56,6
109,7 82,4 78,4 84,6 72,5 70,7
112a  103,6 78,0 76,1 83,0 73,2 70,1 56,8
109,4

El espectro de masa del trimetilsilil derivado de 112 tam-
bién avalaba la estructura propuesta. A valores de m/z menores se
observaron los iones caracteristicos de este tipo de derivados:
m/z 217 (90,6%), 103 (43%4) y 73 (597Z)2r17.1=22.123, En la Figura
27 se observan las principales rupturas primarias y las intensida-
des relativas. A partir del ién m/z 451 y por pérdida de una o
dos moléculas de TMSOH se forman respectivamente los iones Z61
(127%) y 271 (73%). En disacaridos con el extremo reductor en con-
figuracién Furandésica, el i6n m/z 5B8Z es muy significativo. En

nuestro caso, no se pudieron observar iones mayores que m/z S550.

La ogran intensidad del ién 205 (704) confirma la presencia de al



menos un anillo furandsico. El ién m/z 319 (100%Z) se ha postula-
do*=* que proviene de TMSO-CH=CH-CH(QOTMS)-CH-OTMS y también es
caracteristico de especies furandsicas y el de m/z 332 (&7%) se

PP Py

formaria a partir de m/z 422 por pérdida de TMSOH?* =2,

205(70%)

Figura 23. Fragmentaciones primarias y abundancias relativas ob-

servadas en el E.M. del TMS-derivado de 112.

El metil glicésido 112, constituye un andalogo sintético
de 1la unidad terminal de los arabinogalactanos inmunogénicos de

Mycobacterium tuberculosis vy M. leprae®=+*®, por lo gque consi-

deramos que su caracterizacidn espectroscépica y su disponibili-
dad a través de una ruta sencilla como la que hemos desarrollado,
constituyen wn aporte para la investigacidén de los mecanismos de

infeccidn.
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Obtencidn de @B-D-Galactofuranosil-(1->1)-f-D—-6Galactofuranésido

(114)

En la reaccidén de condensacidén de penta—-O0-bencoil-D-galac-
tofuranosa (91) con las lactonas 102 o 103, catalizada por
SnCla, se observéd 1la formacidén de un producto secundario cuya
proporcidén aumentaba cuando el medio de reaccidn no era estricta-
mente anhidrb. Esto sugeria que probablemente se hidrolizaba el
benzoato anomérico y se formaba la 2,3,9.6-tetra-0-benzoil-D-
galactofuranosa (892). Sin embargo, el espectro de R.M.N.-H
(Fig 24) del subproducto (113), que era similar al del metil
glicdédsido 90 (Tabla Vi), mostraba uwuna senal anomérica ad
9,77 (Ja,=2 1,0 Hz), y ésta junto con las constantes de acopla-
miento del resto de 1los protones, indicaban la presencia de un
sistema furandsico de configuracidon @Ar*°%. Aparentemente el
C-anomérico se encontraba glicosidado, ya que no se observaba la
sefnal del HO-1. Se supuso entonces, que se habia formado un disa-
carido no reductor, por condensacidén de dos unidades de 89 a
través de una unidn RB,A°(1->1"). En efecto, el producto se carac-—
terizé en base a su espectro de R.M.N.* C y al analisis elemen-—
tal de C e H, como 2,3,3,6-tetra-0-benzoil-(2,3,5,6—-tetra-0-ben-—

zoil—-f3-D—-galactofuranosil)—-@A-D—galactofurandésido (113).
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Figura 24. Espectros de R.M.N.-*H vy RKR.M.N.=-**C de 2,3,5,6-

tetra-0O-benzoil—-(2,3,5, 6~tetra~0-benzoil-A~D-galactofuranosil) -

=D-gal actofurandsido (113).



Tabla VI. Datos de R.M.N.-*H del metil D4 6-tetra-0-ben-

R v =
Lelig Ty

zoil—-@3-D—galactofurandésido (20) Yy 2,3,9.6-tetra-0-benzoil-

-3 -

2,3,5,6-tetra-0-benzoil-fA-D-galactofuranosil)—-(1->1)—-f-D-ga-

lactofurandésido (113).

Comp s p.p.m. J, H=
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6

0 5,20 S,46 5,62 4,65 6,06 4,77
(£1,0) (1,1) (5,4)

113 S5.77 5,56 S,73 4,92 6,10 4,78
(£1,0) (1,0) (4,9)

El espectro de R.M.N.-*=C de 113 (Fig 24) era similar
al del metil glicésido 90 (Tabla VII) y la dnica seral que se
modificaba era 1la de los C—anoméricos? desplazada en 5,8 p.p.m.
hacia campos mas altos (5§ 100,9). Este valor es similar al que
se habia encontrado para disacaridos analogos*©®. For otra par-
te, la observacién de solamente seis sefales correspondientes a

carbonos del aziucar, era una indicacidn de la simetria del produc-

to.

]
Euhn y Wartburg®24 describieron la glicosidacidén de azlca-
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res pirandsicos con el HO-1 libre y alcoholes secundarios o ben-—
cilicos en presencia de BEF=:0Etz. Dyong y col.'®® ggtudia-
ron detalladamente la reaccién, y encontraron que cuando se apli-
caba a furanosas acetiladas se obtenia el glicésido correspondien-—
te a la expansién del anillo, y en ausencia del precursor de la
aglicona, se formaban disacaridos del tipo 1-*1 piranésicos. Je-
roncic, Cirelli vy Lederkremer®s describieron la dimerizacidn
de 2,5,6,7;tetra—0—benzoi1—3—desoxi—ﬂ—D—gluco—heptofuranosa ca-
talizada por BF=:0Etz o por SnCla, qgque conducia al producto
de configuracidén furandsica f,f°(1->1"), y el hecho de que no hu-
biera expansidén del anillo se atribuyd a la menor tendencia del
grupo benzoilo a migrar.

En nuestro caso, el disacarido 113 se formaria a partir
del perbenzoato 91, via 89, resultante de 1la hidrélisis del
grupo benzoilo de C-1 de @1. For condensacidén de 89 con el
ién benzooxonio 101 formado por accidén del SnCla a partir de

otra molécula de 91, se obtendria 113.

SnC140Bz_
Bz Bz SnCl4 Bz HZO
0
+
Bz Bz Bz wkph
CHZOBz CHZOBZ
90 101

Bz
SnCl 0
101 + §2 4 Bz Bz
0Bz Bz Bz
HZOBz HZOBZ

113
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Fara verificar la hipétesis, el perbenzoato 91 se tratsd
con 5nCla en Cl=CHz anhidro y posteriormente se agregé una
cantidad equimolecular de agua. Luego de 3 h de agitacién a tem-—
peratura ambiente, se obtuvo el disacarido 113 como un producto
cristalino, con 887% de rendimiento.

La O-desbenzoilacidén de 113 con NaMeO/MeOH, condujo al (-
D-galactofuranosil—-(1-*1)—-fA-D—galactofurandésido (114), cris-—
talino (p.f. é06—208°C), no descripto previamente, con 787 de ren-
dimiento. Este producto era dpticamente activo ([xlo -—-150°(c

1, agua) pero no mutarrotaba adn después de varias horas en solu-

cién acuosa.

Bz i
0 0 0
Bz NaMeO I H
)
Bz H i H
HZOBz 'uzou ‘HZOH

113 114

El espectro de R.M.N.—-*H de 114 presentaba una unica se-
nal para los H-anoméricos a § 5,20 (Ji.= <1,0 Hz), lo cual
indicaba una estructura f-galactofuranosidica. El1 espectro de
R.M.N.-*=C de 114 (Fig 25, Tabla VII) mostraba solamente seis
senales, como era de esperar para un disacarido simétrico. La
senal del C-anomérico aparecia a & 104,8, valor muy similar al
informado para el disacarido analogo Z—-desoxi-(3-D-gluco-heptofu-
ranosil—-(i->»1)-3-desoxi-fA-D-gluco-heptafurandésido. Este efecto

protector es semejante al que se observa al comparar los espec-—

tros del (3-D-Glcp—-(1-31)-(3-D-Glcp y el metil 3-D-Glcpr*?2?2,
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Tabla VII. Datos de R.M.N.-**H de metil 2,3,5,6-tetra-0-ben-
zoil-fA-D-galactofuranésido (90) y 2,F.95,6-tetra-0-benzoil-(2,
I,9,6-tetra-0O-benzoil-A-D-galactofuranosil)—-(1->1)-@A-D-galac-

tofurandsido (113) y 1los correspodientes glicésidos libres S

y 114,
Comp Sy p.p.m. J, H=z

cC-1 c-2 cC-3 cC-4 C-5 C-6
90 106,7 81,1 77,6 82,0 70,2 63,4
113 100,9 B2, 3% 773 82, 4% 70,2 63,6
S 109,0 81,6 77,5 83,8 71,8 63,6
114 104,8 82,4 78,1 84,6 72,1 64,0

X Las sefales pueden estar intercambiadas.

C‘S " " "
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Figura 25. Espectro de R.M.N.-*=C (D=0-H=0) de 114.
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La hidrdlisis Aacida de 114 constituye una comprobacién
adicional de su estructura. En efecto, cuando se tratdé 114 con
DC1 2Z2M en D=0 a temperatura ambiente y se siguié la reaccién
por R.M.N.-*H, se abservé 1la disminucidn gradual de la seral a
§ 5,20 y la aparicién de dos dobletes a § 5,22 (Ja.=z 3,0
Hz) vy 4,56 (Ji,=2 7,6 Hz) correspondientes a las formas x vy
f-pirandsicas de la D—-galactosat=7.

En 1; Figura 25 se esquematizan las reacciones que permi-
tieron obtener 1los disacaridos 16, 112, 114 y sus corres-—

pondientes derivados.
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Figura 26. Ruta sintética para l1a obtencién de los disacaridos

16, 112 y 114,
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Sintesis de

5—-0—-f3-D-6Galactofuranosil—-D-Galactofuranosa (1).

Residuos de galactosa furandédsica unidas en forma ((1-:5) en-
tre si, se han descripto en numerosos glicoconjugjados de hongos,

por ejemplo en Neurospora crassaZ®-Z7, Helminthosporium saccha-—

ri*® vy en varias especies de Fenicillium y Aspergillus=®2., En
muchos casos se ha determinado que dichas unidades de galactosa
son inmunodarhinantes**-“’-23 0o desempefan otras funciones de
defensa del parasito=®7, como se describidé en el Capitulo I.

For estos motivos, y continuando con nuestro proyecto de
sintesis de disacaridos, resultaba interesante el desarrollo de
una estrategia eficiente para la preparacién del disacarido 5-0-

i—-D-Gal f-D-Galf (1):

H OH

| —

Si bien en la literatura se encuentran descriptos tres méto-
dos para la preparacién de 1 (Capitulo II), éstas presentan co-
mo desventaja comin, la de utilizar como precursores del disacari-
do a compuestos que se abtienen a partir de varios pasos de sinte-
sis, involucrando grupos protectores selectivos que perjudican el
rendimiento global vy hacen que la obtencidén de 1 sea larga y te-

diosa.
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La aplicacidn de la metodologia descripta para la sintesis
del disacarido 112 (31-*6), a 1la obtencién del disacarido 1,
involucraria la preparacién de un disacarido lacténico precursor,
por condensacién del perbenzoato 91 con un derivado conveniente-
mente sustituido de D-galactono-1,4-lactona (87) con el HO-S
libre.

En este laboratorio se habia estudiado*®=® la benzoilacidn

-

selectiva de 87. Cuando se usaron .= Q. molares cloruro de
benzoilo en piridina, a 0O°C, se obtuvo una mezcla compleja, cuyo
producto mayoritario era la 2,3,5,6-tetra-0-benzoil-D-galacto-
no-1,4-lactona (88, 47%), aislandose también 2,35,6-tri-0-ben-
zoil-D—-galactono-1,4-1lactona (115, 247y, 2,2,6-tri-0O-benzoil-

D—-galactono-1,4-1actona (116, 157) y 2,6-di-0-benzoil-D-ga-

lactono—-1,4-lactona (117, 147, Figura 27).

0 0 0] 0 0
BzCl/P
H _z_/_y- Bz + H + Bz + H
H H Bz Bz B2 Bz u OBz H Bz
CHZOH HZOBZ HZOBz HZOBz HZOBZ
87 §§ 115 116 117

BzCl(eq.) T(°C)
3,3 0 47% 24% 15% 147

2,2 ~23 177 6% 47 73%

Figura 27. Benzoilacidén parcial de D-galactono-1l,4-lactona.
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Aunque 117 era un producto minoritario tenia la ventaja de
que se aislaba cristalino del producto crudo de reaccidén por adi-
cidéon de éter etilico, mientras que el aislamiento de los otras
componentes de la mezcla requerian purificaciones cromatograficas
tediosas. Consideramos que 117 seria un intermediario adecuado
para obtener, por condensacidn con el perbenzoato 91, una gli-
cosil lactona precursora del disacarido 1. 8i bien 117 tenia
dos hidroxiloé libres, HO-F y HO-S, era de esperar que la glicosi-—
dacidén tuviera 1lugar preferentemente por el HO-S, exociclico y

por lo tanto menos impedido.

OH

3
5 -OH

CHZOBZ

Bz

11

e

Fara que la sintesis de 1 resultara efectiva era necesario
mejorar el rendimiento de 117, variando las condiciones de ben-
zoilacién. Dado que este producto provenia de la acilacidn de los
dos hidroxilos mas reactivos de 87, el HO-6 primario, y el HO-2
activado por el efecto inductivo del grupo lacténico vecino, se
realizé 1la benzoilacién de 87 con 2,2 eq. de cloruro de benzo-
ilo en piridina a -23°C (bafro CO=/ClaC). Luego de 4 h. de agi-
tacidn, la mezcla se volcd sobre agua-hielo y el jarabe resultan-—
te se disolvid en acetona y se evapord con tolueno para eliminar

el agua y 1la piridina. Una nueva adicidén de tolueno condujo a
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un producto cristalino, el cual se filtrdé (0,87 g, 60%) y mostrd
por c.c.d. el mismo Re (0,14, sv 4) que una muestra auténtica
del dibenzoato 117. Después de recristalizar de etanol, también
eran coincidentes las propiedades fisicas y espectroscépicas. La
precipitacidén con tolueno era un procedimiento alternativeo al tra-
tamiento con éter que se habia utilizado anteriormente *=® para
el aislamiento de 117.

For evgporacién de las aguas madres de tolueno, se obtuvo un
jarabe que por c.c.d. mostrd cuatro productos principales de Re
0,59, 0,43, 0,39 vy 0,14 y trazas de un producto de Re 0,62 cuya
proporcién aumentaba con el tiempo. Los productos de Re 0,59 vy
0,14 se correspondian con 1los testigos del tetrabenzoato 88 y
el dibenzoato 117, y 1los de movilidad intermedia corresponde-
rian entonces a los productos tribenzoilados 115 y 116. El
compuesto de Re 0,62 seria probablemente un producto de elimina-
cion .

El espectro de R.M.N.-1=C de la mezcla en acetona-de per-
mitid cuantificar aproximadamente su composicién por integracion
de las sefales correspondientes al C-4 de cada lactona®®¥, pues
se habia comprobado que esto llevaba a resultados certeros =9,
Asi la relacidén aproximada de 88:115:116:117 (§c-a 78,9,
79,7, 80,4 y 81,3 respectivamente) era 19:12:16:62. Teniendo en
cuenta 1la masa de 117 separada por cristalizacién de tolueno, vy
la masa del jarabe obtenido por evaporacidén de las aguas madres,
se estimé que la mezcla de reaccién contenia 174 de 88, &% de

115, 4% de 116 y 73% de 117 (Figura 27). Este calculo se re-
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aliz¢ suponiendo que 1la lactona de partida 87 habia reaccionado
totalmente y que no se habian formado productos monobenzoilados.

La obtencién del producto parcialmente sustituido 117 con
buen rendimiento, en un solo paso de reaccidén, sin mas purifica-
cién que uwuna cristalizacidén fraccionada, hacian de éste un buen
compuesto de partida para la sintesis de 1.

For condensacidén de 91 con cantidades equimolecul ares de

117, catalizada por SnCla, empleando Cl=CH=-CH=CN 1:1
como solvente para mantener disuelto al dibenzoato 117, se ob-
servd por c.c.d. la Fformacidén de un producto principal de Re
0,22 y otro minoritario de Re 0,43 (sv Z). Este dltimo, se ais-
16 por cromatografia en columna con I% de rendimiento y se lo i-—
dentificd como el producto de glicosidacidén de los dos hidroxilos
libres de 117, o sea la 2,6-di-0-benzoil-%,5-di-0-(2,3,5,6-te-
tra-0O-benzoil—-A-D—galactofuranosil)-D—galactono-1,4-1lactona
(119) que se describira posteriormente, dado que modificando
las condiciones de reaccidén, se lo obtuvo como producto principal

de la condensacidén.

0
Bz
0 c1,,Cl.CH 0
+ ol SnCly Sy 2 1 + B20 Bz N 0
OBz BzO
H Bz Bz Bz OB2 oBa Bz
H,0Bz BzO B
2 z Bz
Bz OBz
Bz
91 117 118 Ll
1 2 70% 3%
2 1 237% 477

Figura 28. Condensacidén de 91 con 117, mediada por SnCla.
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Otro producto muy minoritario de la reaccidn era, al igual
que en la preparacién de la glicosil lactona 106, el disacaArido
(1->1) 113. También aqui se logrdé minimizar su formacidén mante-
niendo el medio de reaccidn estrictamente anhidro.

Realizando la condensacidén de 91 con 2,0 equivalentes de
117 se incrementaba considerablemente la formacidén del producto
de menor movilidad (Re 0,22), el cual se aislé por cromatogra-
fia en columna con 70% de rendimiento. Este producto se caracteri-
zé6 como 2,6-di-0-benzoil-5-0-(2,3%,5,6-tetra-0-benzoil-fA-D-galac-
tofuranosil)-D—-galactono-1,4-lactona (118), en base & sus pro-
piedades espectroscdépicas y al andlisis elemental de C e H.

El espectro de R.M.N.—-'H (250 MH:z) de 118 (Figura 29, Ta-
bla VIII), se interpreté en base a una serie de irradiaciones se-
lectivas homonucleares. Sin embargo la zona del espectro que invo-
lucraba a 1los H-1",2,27 y 3 resultaba muy compleja y fue necesa-—
rio recurrir a una serie de desacoples heteronucleares, como se
describe 1luego. For comparacién con el disacarido 1lacténico
(1-x6) 106, se observd similitud en las sefiales correspondien-—
tes a la unidad furandésica, por ejemplo la sefal de H-1" aparecia
también en este caso mas protegida (§ S5,70) que la sefal analo-
ga del metil glicésido 90, y el valor de Ja-,=- 0,9 Hz indi-
caba una configuracién ( para el enlace glicosidico®®, En la
unidad lacténica de 118, la ausencia del grupo benzoiloxi en
C-Z, provoca un desplazamiento a campos altos del H-ZF y también

de H-2 y H-4, respecto de las mismas sefiales de 106. La sefal
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Figura 29. Espectros de R.M.N.-*H (250 MH=z) y R.M.N.-**C de
2yb6-di-0-benzoil ~-5-0-(2,3,5,6-tetra~-0-benzoil ~A-D—galactofurano-

sil)-D-galactono-1,4-1lactona (118).
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de H-5 (§ 4,32) es similar a la de la lactona de partida 117
pero resuena a campos mas altos respecto del H-5 de 106, por el
efecto del benzoato en C-5 en ésta altima. El fendmeno inverso se
observa al comparar las sefales de los H-6 de los mismos compues—

tos.

En el espectro de R.M.N.-*>C de 118 (Figura 29, Tabla
IX) la seral de C-1" aparecia a 103,5 p.p.m., siendo ésta y las
demas seﬁalés de la unidad furandsica, similares a las del metil
glicésido 90. La comparacidén de las sefiales de la unidad lac-
ténica de 118, con las de 1la lactona precursora 117, indica
que la glicosidacidén ocurrid a través del HD-JF, pues mientras que
la senal de C-3 presenta § similares en ambos compuestos, la
de C-5% se desplaza 4,5 p.p.m. a campos mas bajos y las de C-4 vy
C-6 & campos mas altos en 118, lo cual concuerda con lo observa-
do para la glicosidacién de un dado hidroxilo de un monosacarido.
Mediante un experimento de desacoples heteronucleares fue posible

-

asignar las sefales de los H-17,2,27 y 2. Cuando se irradid a Sé64
C.P.S.y se intensificaron las sefales de C-17 (& 105,5), C-2°
(8§ 81,8) y C-=° & 77,3 (Tabla 1IX), lo qgque pemitid, junto
con la informacidn obtenida a través de los desacoples homonuclea-
res, asignar las sefales a § 59,70, 5,64 y 5,56 a H-1°,%" y 2,
respectivamente. Al irradiar a 574 c.p.s., se intensificaron las
senales de C-1° y de C-2 (5§ 75,6) por lo cual, el doblete a

5,75 p.p.m. se asignd a H-2.

Con el objeto de contar con una confirmacidén espectroscoédpica
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adicional del sitio de glicosidacién (HO-Z o HO-5) se realizé la
benzoilacién del HO-F de 118 con BzCl/Fy en Cl=CH=z obtenién-
dose casi cuantitativamente la 2,3,6-tri-0O-benzoil-5-0-(2,3,5,6—
tetra-0-benzoil-f-D—galactofuranosil)-D—galactono—-1,4-1actona

(120), como un producto cristalino (p.f. 87-88°C).

Bz 0
0 0 B
z
OBZ BZ
BzO
Bz
Bz
120

El espectro de R.M.N.—-*H (200 MHz) de 120 (Figura 30, Ta-
bla VIII) se pudo interpretar en base a un experimento bidimensio-
nal de correlacidén homonuclear (COSY). El desplazamiento de la se-
fal de H-Z de 120 hacia campos bajos (§ 6,21), respecto del
H-Z de 118 refleja 1la benzoilacidén de HO-Z y confirma que la
glicosidacidén habia ocurrido en el HO-5.

En el espectro de R.M.N.-*%C de 120 (Figura 3F0,Tabla IX)
también se observa el efecto de la benzoilacién *'* de HO-3Z en
el desplazamiento de la sedal de C-3F hacia campos mas bajos (&
72,9) y las de 1los carbonos # (C-2 y 4) hacia campos mas altos

respecto de dichas senales en 118.
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Figura 30. Espectros de R.M.N.-*H (200 MHz) vy R.M.N.-*C de
2y Iyb-tri-O-benzoil-5-0~(2,3,5,6~tetra-0-benzoil—~A-D-galactofu-

ranosil) -D—gal actofuranosa (120).
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Tabla VIII. Datos de R.M.N.-H de 1los compuestos 90, 106,
117, 118, 120,
Comp. §, ppm. J, liz
H-1' H-2' n-3' H-4' H-5' 11-6"ab H-2 H-3 H-4 H-5 H-6ab
’ (Jr’f) (Jf,y) (Jy’w)
90 5,20 5,46 5,62 4,65 6,06 4,76
(<1,0) (1,1) (5,4)
117 6,06 4,94 4,65 4,37 4,58°
106 5,41 5,46 5,61 -4,76® 6,08 4,76 5,93 5,85 5,10 5,84 4,12
a a a a
118 5,70 5,56 5,64 4,69 5,97 4,69 5,75 4,69" 4,55 4,32 4,69
(<0,5) (<0,5) (4,4)
120  5,77*% 5,64* 5,74 507 6,08 4,77 6,10 6,21 4,87 6,08 4,77°
8E1 valor de 6 corresponde al centro del multiplete. *Las seifiales pueden estar inter
cambiadas.
Tabla IX. Datos de R.M.N.-*=C de 1los compuestos 90, 117,
118, 1220.
Comp. §, ppm.
c-1' c-2' c-3' c-4' c-5"' c-6' C-2 c-3 C-4 Cc-5 Cc-6
90 106,7 81,1 77,6 82,0 70,2 63,4
117 76,2 71,8 81,3 67,3 66,1
118 t05,5> 81,8 77,5 83,7 70,5 63,4* 75,6~ 71,5 79,5 71,8 62,8%
120 105,7 81,9 77,4 83,5 70,6 63,7% 72,8% 72,5% 78,8 72,4 63,l*

*Las seflales pueden estar intercambiadas.



La condensacidn de 91 con 117 para dar la glicosil lacto-
na 118 ocurridé estereoselectivamente, formandose el enlace gli-
cosidico de configuracidn (3, y regioselectivamente, a través del
HO-5 de 117. Fara confirmar quimicamente estos resultados se
prepardé el alditol derivado de 118. For reduccién de 118 con
NaBHa y posterior tratamiento con NaMeO/MeOH, se obtuvo el 5-0-
3—-D-galactofuranosil--D—galactitol (121) como un producto
cristalino cbn las mismas propiedades fisicas que las del alditol
resultante de 1la reduccidén del disacarido 1 natural“® y del ob-

tenido por sintesis¥4.

OH
H
1,ii OH
O_ 0 T H
OBz

lug

H

BzO0 OH

118 121

i:NaBHA,ii:NaMeO

El espectro de R.M.N.—-*H de 121 en D=0 mostré en la re-
gidén anomérica una Gnica sedal a § 5,3F correspondiente al
H-1", cuyo valor de Ji-,=- 1.8 Hz, indicaba una configuraciodn
fi—galactofurandésica*<e,

En el espectro de R.M.N.—-*=C de 121 (Figura Z1) se obser-
vé la sefal anomérica a 109,2 p.p.m. vy lade los C-2'y 4 a §
*80, confirmando nuevamente la configuracidn 1,2-trans. El resto
de las sefales se encontraban desplazadas a campos mas altos, dis-
tinguiéndose las de los tres hidroximetilenos presentes en la mo-

lécula a § 65,0, 64,5 y 63,4 (C-1,6,67).
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Figura 31. Espectro de Ra Mo Mo~ (D=20-H=0) del 5-0-A-

D-galactofuranosil-D—-galactitol (121).

El siguiente paso de sintesis de la S-0-A-D-galactofurano-—
sil—-D-gal actofuranosa (1) consistia en la reduccidn con diiso—
amilborano (DSE) del grupo lactdnico de la glicosil lactona 118
o 120 al lactol correspondiente. Dado que los alcoholes se com-—
plejan con los boranos, el compuesto 118 con el HO-3 libre po-
dria consumir parte del reactivo, por lo cual la reduccidon se rea-—
lizé a partir del perbenzoato 120. ASi, por tratamiento de
120 con DSE en THF se obtuvo la 2,3,6-tri-0-benzoil ~5-0-(2,3,5,
b-—tetra-O-benzoil-A-~D~gal actofuranosil)-D-gal actofuranosa
(122) con 8774 de rendiniento, como una mezcla anomérica (i

en relacidon 1,8:1, estimada en base al espectro de R.M.N.-*=C.
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El espectro de R.M.N.-*H de 122 resultd como en el analo-
go 1->6 (1oé), muy complejo debido & la superposicién de serna-
les de ambos andémeros. La sefial correspondiente al H-1 del andéme-—
ro ( aparecia a § 5,72 (Jai,= < 1,0 Hz), similar al desplaza-
miento quimico del H-1 de 108.

Los espectros de R.M.N.-*=C de 108 y 122 eran también
similares. Las sefales anoméricas de 122 aparecian a & 105,3
(C-1") vy 100,6 (C-1) para el andmero B, vy a § 105,92 (C-17) vy
95, (C-1) para el anémero . En la regidn comprendida entre
80,9 y 82,7 p.p.m. se ocbservaban las seXales correspondientes a
C-2°" y 4° de ambos anémeros, a C-2 y 4 del # y C-4 del x. La
sepal a & 70,4, se asignd a los C-5 y S°de ambos anémeros y
las senales muy proéximas comprendidas entre 64,4 y 63,6 p.p.m a
los C-6 y 67.

La O-desbenzoilacién de 122 con una solucién de MeOH-
H=0-TEA, S5:2:1, a temperatura ambiente, condujo, sin degrada-
cioén apreciable, a la S5-0-ff-D-galactofuranosil-D—galactofu-
ranosa (1), como una mezcla B:x, 5:4, seglhn su espectro de

R.M.N.-*=C. El1 comportamiento cromatografico de este producto y
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su actividad éptica, [xlo -64°(c 1, agua) , estaban de acuer-—
do con 1los datos descriptos para el disaca&rido natural aislado

del hidrolizado de un polisacarido de Fenicillium charlesii<®, y

para el disacarido obtenido por sintesis”?-?®(Capitulo II).

Bz OH MeOH-H O—TEA
0
. Bz
Bz Bz —@

Bz0
Bz

OBz

En el espectro de R.M.N.-*H de 1 en D=0 se observé en
la regidén anomérica un multiplete complejo comprendido entre 5,37
y 5,20 p.p.m., correspondiente a H-1 y 1° de ambos andmeros.

En el espectro de R.M.N.-1%C de 1 (Figura 32) se asigna-
ron las serales a § 108,0 (C-17) y 102,0 (C-1) del anémero fi,
y a & 107,7 (C-17) vy 96,2 (C-1) del andmero x. Los despla-
zamientos observados para los C-1° estan de acuerdo con las sena—
les asignadas a los carbonos anoméricos involucrados en uniones
A-(1-2>3) intergalactosidicas en un D-gal acto-D-manano de

Aspervillus niger (§ 108,4)9°”, [E1 resto del espectro resultéd

muy complejo, como era de esperar, pero se distinguieron los gru-

pos de sefales que se indican en la Figura 3I2.
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Figura ;7 Espectro de RaMolNw =220 (D=20~H=0) de S5-0-@A~D-—

galactofuranosil-—-D-galactofuranosa (1).

Una ventaja importante del proceso sintético empleado para la
obtencidén del disacarido 1, es que los compuestos de partida,
el perbenzoato furandsico 1 vy la lactona parcialmente benzopi-—
lada 117, se preparan facilmente mediante una sola reaccidn a
partir de azltcares comerciales, y se purifican simplemente por
cristalizacion Ffraccionada o por recristalizacion. Las rutas de
sintesis descriptas en la literatuwra®4-%?%.%¢ (Capitulo II), en
cambio, involucran varios pasos de protecciones y desprotecciones
selectivas para obtener los precursores adecuados.

La sintesis del alditol 121 también resulta mas sencilla
que la propuesta por Vliiegenthart vy col.®?, y ademas se comple-

td su caracterizacidn mediante su descripcion espectroscopica.
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For otra parte, el compuesto 122, producto de la reducciodn
con DSE de 106, constituye un derivado adecuado de 1, para la
sintesis de productos de importancia biolédgica que lo involucren,
como por ejemplo, el helminsthosporésido, toxina producida por el

Helminsthosporium sacchari®® (Capitulo I), o para acoplar al

disacarido 1 a una matriz proteica, con fines inmunolégicos.
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Sintesis de

3,5-di—-0-3-D-Galactofuranosil—-D-Galactofuranosa (124)

Anteriormente se describid que la condensacidén del per-
benzoato 91 con la 2,6-di-0-benzoil-D—galactono-1,4-lactona
(117) catalizada por SnCla, conducia al disacarido lacténico
118 como producto principal (Ree 0,22, sv 3), y que se detec-
taba por c.e.d. la formacidén de un producto secundario de mayor
mavilidad cromatografica (Re ©0,47). Se observd, ademas, que la
proporciéon de este producto aumentaba con el tiempo de reaccidn,
y si se utilizaba exceso del compuesto ?1. Estos hechos sujge-
rian que luego de la glicosidacidén del HO-5 de 117 para dar
118, ocurria 1la sustitucidén del HO-Z, endociclico, formandose
una 3F,5-di-glicosil lactona. La condensacién de 117 con 2,0 eq.
de 91 dié como producto principal el de Re 0,47, el cual se
aisld por purificacidén del crudo de reaccidn en columna de silica
gel, con 477 de rendimiento (Figura 2Z®). Se recristalizé de eta-
nol (p.f. 20-92°C) y se caracterizé como la 2Z,6-di-0O-benzoil-3,5-
di-0-(2,3,5,6~tetra-0-benzoil—-f3-D—galactofuranosil)-D—galacto-
no-1l,4-lactona (119). El1 analisis elemental de C e H estaba de

acuerdo con la estructura propuesta.

0
Bz
BzO Bz ’f/ 0
BzO Bz
0Bz OBz
Bz 0Bz
Bz



119

El espectro de R.M.N.~-*H (250 MHz) de 119 (Figura 33) se
interpretd en base a una serie de irradiaciones selectivas homonu-
cleares. Las sefales anoméricas, H-1° y H-1"", se observaron bien
diferenciadas a 3,69 vy 5,37 p.p.m. respectivamente, con valores
de constantes de acoplamiento caracteristicos de la configuracién
free. El resto de las sefales de ambas unidades furandésicas pre-—
sentaban desplazamientos quimicos muy similares. Respecto de la
mDnD—glicosil. lactona 118, se observaba el desplazamiento hacia
campos bajos de H-Z (& 5,08) por efecto de la glicosidacidn,
lo cual también se refleja en la desproteccidén gque sufre el H-5
gue aparece en la regién de 4,82-4,5% p.p.m.

En el espectro de R.M.N.-*3C de 119 (Figura 33), la
senal correspondiente al carbonilo lactdénico se observd a 168,1
y la de los C-1" y C-1"" a 106,55 y 106,0 p.p.m., comparables con
la de C-1 del metil glicdsido 90. El efecto de la glicosidacidn
sobre el HO-Z también se manifiesta en el desplazamiento hacia
campos mas bajos (V1,5 p.p.m.) de C-3 respecto de dicha senal en
iis\. El resto de 1las sefales de 1los carbonos de las dos
unidades A-galactofuranosidicas (C-27,2°7,47,47", etc.) aparecian
a valores de & muy similares.

Se considerd la aplicacidn al trisacarido lacténico 119 de
la misma secuencia de recciones que se habia aplicado a los disa-
caridos lacténicos (106 y 118), es decir, reduccién con DSE y
posterior desacilacidn, para dar wun ‘"trisacarido ramificado"

(124), producto particularmente interesante ya que estarian pre-
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(250  MH=z) y de R.M.N.—-*=C
de

2yb6-di-0-benzoil~-3%,5-di-0-(2,3,5,6-tetra-0-benzoil~-A-D-galac-

tofuranosil)-D—galactono-1,4-lactona (119).




sentes las uniones galactofuranosidicas A(1->2) y 8(1-:5), simul-

taneamente en la misma molécula.
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Si bien la reduccidén con DSH del carbonilo lacténico de
119 al lactol correspondiente, ocurria mas lentamente que en el
caso de los disacaridos lacténicos, resultaba igualmente efecti-
va, pues después de 48 h de reaccién, se aislédé por cromatograftia
en columna un producto cristalino (p.f. 87-8%9°C) gque se caracteri-
zd como la 2,6-di-0-benzoil-3,5-di-0-(2,3,5,6-tetra-0-benzoil—-f-
D-galactofuranosil)-D—galactofuranosa (123, como una mez —
cla anomérica aproximadamente equimolecular, segin se estimaba
por su espectro de R.M.N.-17C,

El espectro de R.M.N.-*H de 123 era particularmen-
te complejo debido a la superposicidn de senales de las tres uni-
dades furandsicas de cada andmero. En el espectro de R.M.N.-*=C
de 123 se identificaron en la regién anomérica las serales a
§ 107,1, 106,8 y 106,72 correspondientes a C-1 del andmero i y
C-1" vy 17" de ambos, vy a &§ 25,7 la del C-1 del andmero x.

Si bien el analisis elemental de C e H de 123 estaba

de acuerdo con la estructura propuesta, la caracterizacidén espec—



troscdpica resultaba poco satisfactoria. For esta razdén se inten-
té la preparacion de un derivado anoméricamente puro de 123, pa-
ra lo cual se benzoild el HO-1. E1 producto crudo de la reaccidn
se purificd por cromatografia en columna, aislandose de una frac-—
cién de wmayor movilidad (Re 0,45, sv3I), un compuesto que se
identifico como 1,2,6-tri-0-benzoil-3,5-di-0-(2,3,5,6-tetra-0-
benzoil-f3-D—galactofuranosil)—-3-D-galactofuranosa (125). De
la iraccién. de menor movilidad (Re 0,41, sv3) se obtuvo el
anémero x (126). Ambos productos cristalizaron de etanol, vy
mostraron poderes rotatorios bien diferentes, [xIlo -21° (c

1, cloroformo) para 125 y [ualp +19° (c 1, cloroformo) para

126.
OBz
~ Bz
Bz . g S1B2/Py_pso Bz + B20 0Bz
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Los espectros de R.M.N.-*H de 125 y 126 se interpreta-
ron parcialmente en base a experimentos bidimensionales de corre-—
lacidén homonuclear (COSY) vy por comparacion con el trisacarido
lacténico 119. En el espectro de KR.M.N.-H 200 MHz) de 125
(Figura I4) se observd la sefial de H-1 a 6,68 p.p.m. con una cons-—
tante de acoplamiento (Ji,=2 <0,3 Hz) caracteristica de sistemas
furandsicos 1,2-trans. Se identificaron ademas las sefales de los

H-5° y 57 SUpEerEStaS a S 6!05, el H-1° a & 5,91 también



con Ji-r,=2- pequero (£0,5 Hz) vy la de H-2a & 5,53, con
Jz-,.=- 1,7 H=z. El resto de las sefales no se pudieron asignar
individualmente, debido a que se encontraban muy superpuestas.

En el espectro de R.M.N.-*"C de 125 (Figura F4) las sefa-—
les correspondientes a C-1" y C-1°°" se observaron a § 105,6 vy
105,37, y la de C-1 a 99,8 p.p.m., siendo este valor similar al
informado para C-1 de penta-0-benzoil-f-D—-galactofuranosa
(Fix) 11, EEn la regidn comprendida entre 85,9 y 80,5
p.p.m. se observaron las sernales que integraban en total para sie-
te carbonos, correspondientes a los C-2 y 4 de los tres anillos
furandsicos vy superpuesta con éstas, la seidal de C-3 de la unidad
disustituida que se desprotege respecto de la de los C-3"7 y 3°°.
El mismo efecto se observa sobre C-5, que se desplazta a campos ba-
jos respecto de C-5° y &°°.

En el espectro R.M.N.-*H (200 MHz) de 126 (Figura 3I5)
también se interpretd en base a un experimento bidimensional de
correlacidén homonuclear (COSY), en el cual se establecieron las
conectividades a partir del H-1, que aparecia como un doblete a
6,82 p.p.m., con J2,= 4,6 Hz, siendo ambos valores similares a
los descriptos para ixrie, La sefal de H-Z aparecia a
§ 95,79, conectada con el triplete a 5,17 p.p.m., correspon-
diente al H-3 ((JI=.,a 64,70 Hz). Para los H-1" y 17° se identifi-
caron los singuletes a § 5.81 vy 5,64, respectivamente, ambos
con constantes de acoplamiento (Ji-,z2-"Jar-,=2-- 0,5 Hz) ca-

racteristicas de la configuracidén (e,
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Figura 34. Espectros de R.M.N.-1H (200 MHz) Y ReM.N.=-2*3C de

”~

1,2,6-tri-0O-benzoil-3,5-di~0-(2,3,5, 6~tetra~O-benzoil-A~D-gal ac-

tofuranosil)—@-D-gal actofuranosa (125) .




En el espectro de R.M.N.—-*C de 126 (Figura I5) se obser-
varon en la regidén anomérica las sefales de C—-1" y 177 a 106,0 vy
105,7 p.p.m., y la de C-1 a 94,2 p.p.m., valor idéntico al obser-
vado para el carbono anpalogo de 91x*”., Se pueden destacar
como diferencias con el espectro del andémero 125, el desplaza-
miento de las senales de C-2 y C-3 hacia campos mas altos, carac-
teristico de la configuracién x*11,

Fara ob£ener el trisacarido libre se realizé la O-desbenzoi-
lacién de 123 por tratamiento con MeOH-Hz=0-TEA (S:2:1), como
se describid anteriormente para la desbenzoilacidn de los deriva-
dos de disacaridos. For c.c.d. se observéd un producto principal
de Re 0,22 (sv 10) vy otro minoritario de igual movilidad que
galactosa (Re 0,239). For c.l.a.r. (condiciones a) se aisld el
producto de Re 0,22 que se caracterizd como la 3,5-di-0-(3-D-
galactofuranosil)-D—-gal actofuranosa (124) , como una mezcla
anomerica f/x en relacién ~2.4:1, de acuerdo a lo estimado en
el espectro de R.M.N.-*3C del producto. El analisis elemental
de C e H confirmaba la estructura propuesta para 124, el cual
mostraba una actividad dptica levégira, [x1o -83°(c 1,
agua) .

En el espectro de R.M.N.-H de 124 en D=0, se observé
en la regidn anomérica un multiplete complejo a 5,33-5,19 p.p.m.
correspondiente a los H-1,17,1"" de ambos andmeros.

En el espectro de R.M.N.-27C de 124 (Figura I6) se obser-

varon a § 108,9, 108,8 (x2) y 108,37 las serales correspondien-
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Figura 35. Espectros de RKR.M.N.-*H (200 MHz) vy R.M.N.=-*C de

1,2,6-tri-0O-benzoil-3,5-di-0-(2,3,9,6~tetra~-0O-benzoil-A-D—3al ac-

tofuranosil) —-x-D—gal actofuranosa (126).
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tes a los C—-1" y C~-17" de ambos andmeros; a 102,4, la del C-1 del
anémero f, y a 95,4 p.p.m. la del C-1 del x. Todos estos valo-—
res estan en concordancia con  los valores informados para «— y
fi—-D—gal actofuranosa**?* v los vya descriptos para el disacarido
1. El resto del espectro era compleijo debido a la superposicidn
de sefales, aunque éstas se agrupaban presentando un patrén simi-

lar al de 1.

| | | | | |
| | [

110 100 90 80 70 60
Figura 36. Espectro de R.M.N.-**C de Z,5-di-0-fA-D-galactofu-

ranosil-D-gal actoturanosa (124).

La sintesis propuesta para el disacarido 124, presenta las
ventajas vya mencionadas para la preparacidon del disacarido 1,
es decir gque requiere como precursores derivados de monosacaridos

(1 vy 117), de Ffacil preparacion y purificacidon, y emplea una




técnica de 9glicosidacidén muy eficiente en términos de estereose-—
lectividad # y rendimiento.

Residuos de galactosa furandsica unidas ((1->3) y B(1->35),
se han identificado en la estructura inmunodominante en numeraosos
glicoconjugados de hongos**®. For otro lado en Cordyceps
sinensis se encontraron simultaneamente los dos tipos de uniones
(Capitulo I), por 10 cual la sintesis de 124 resulta interesan-
te por el aﬁorte de su caracterizaciéon espectroscépica y su even-

tual uso en inmunoensayos.



CAPITULO V:
ELIMINACION BETA EN DISACARIDOS
LACTONICOS. SINTESIS GLICOSIL

3—-DESOXI Y 3,5—-DIDESOXI LACTONAS



Eliminacién Beta en Aldono—-1,4-lactonas.

Las aldonolactonas y sus derivados experimentan procesos de
eliminacion inducidos por el carbonilo lactdénico. En el caso par-—
ticular de aldono-1,4-lactonas, desde la observacioén de Schmidt
y col. (1937-1928) de que el acido D-glucaricor*S®(127) o su
6,%-lactona*=* (128) conducian por tratamiento con exceso de
diazometano en éter, a 1la lactona insaturada 129, se han des-
cripto numerosas condiciones de reaccidén en medio alcalino que
conducen, a partir de las lactonas o sus derivados, a productos

analogost==—1=a

H QH OMe” ot
HOOC g O g o
H COOH Me00 0 HOOC 1 Of
OH OH
OMe
127 129 128

Mediante este tipo de reacciones se obtienen derivados de‘
2(SH) —furanonas también llamadas A =r®—butendlidos o 2Z-bute-
nélidos (129,130), o0 derivados de S5-ilidén-—-2(SH)-furanonas (o
4—jilidenbutendlidos) (131), cuando también se elimina el susti-

tuyente de C-6.

131

En este laboratorio, se obtuvieron lactonas insaturadas por

benzoilacidn de aldonolactonas con cloruro de benzoilo en piridi-



na a temperatura ambiente!®®:1¥%.14°, For ejemplo, a partir de
D-galactono-1,4-1lactona (87) se aisld la ZF-benzoiloxi-5-(2-
benzoiloxietilidén)-2(SH)—-furanona (132) con 36% de rendimien-
to, la cual también se obtenia por tratamiento de la correspon-
diente lactona perbenzoilada (88) con piridina durante varias
horas. El mismo producto 132 se obtenia a partir de D-glucono
(133) y D-manono (134) l,4-lactonas, 1lo cual indicaba que
no se requeria una disposicién anti del hidrégeno y del grupo que
se eliminaba, por lo cual se postuld un mecanismo ElcE para la

reaccionit=%»141

H
it
H
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H H
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El primer paso del proceso de eliminacidén beta (Figura 37),
involucraria 1la abstraccioéon por una base (piridina) del protdén de
C-2 del derivado acilado de 11la lactona (88), activado por el
grupo carbonilo. El carbanién resultante (135) estaria estabili-
zado por resonancia con el enolato 136, el cual se reordena
electrénicamente con pérdida del grupo ZF-benzoiloxi, dando la lac-

tona X, A-insaturada (137), cuya formacidén estaria favorecida



por la cojujacidén del doble enlace C-C con el grupo carbonilo. La
segunda eliminacidn de acido benzoico ocurriria de manera analoga
a la anterior, iniciandose con la abstraccidén del H-4 para dar el
carbanién 138, estabilizado por resonancia con su correspon-
diente enolato 139, el cual revierte a la forma carbonilica con
pérdida del grupo benzoiloxi de C-5, para dar el producto diin-

saturado 132.

BzO

132

Figura 37. Mecanismo propuesto para la eliminacién beta en aldo-

no-1,4-lactonas peraciladas?=%-1491,

La existencia de un carbanidén intermediario explicaria el he-
cho de que la reaccidn no sea estereoselectiva y que se obtenga
el mismo producto (132) independientemente de la orientacion

inicial de los grupos salientes.
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En la natuwraleza se encuentran ejemplos de aldono-1,4-lacto-
nas—, fi-insaturadas, las cuales forman parte de metabolitos
secundarios con variadas actividades fisiolégicast42.-14>, Degde
el punto de vista sintético los compuestos insaturados como
132, constituyen intermediarios adecuados para la sintesis de
desoxiazidcares, mediante una secuencia de hidrogenacién de los
dobles enlaces C-C vy reduccidn del grupo carbonilo lacténico al
lactol *™t-22=,  pPogr estos motivos, se investigaron variantes ex-
perimentales para mejorar la obtencién de los productos de elimi-
nacidén. Asi, en estudios sobre L-ramnono-1,4-lactonat~4<.144
(140) se observéd gque si la benzoilacién con cloruro de hen:zoilo
en piridina se tealizaba calentando a reflujo, durante 8 h, en
lugar de ser a temperatura ambiente y durante 16 h, el rendimien-
to del producto dieliminado mejoraba un poco. For otra parte., es—
te tipo de compuestos insaturados resultaban bastante inestables
por descomposicidn térmica y/o fotoquimica, de modo gque a tiempos
de reaccién prolongados prevalecian los procesos de degradacidn.
Se pensdé entonces, que si se realizaba la reaccidn de eliminacidn
con una base mas fuerte y a partir de un derivado acilado puro de
la lactona, se mejoraria el rendimiento de productos insaturados.
Efectivamente, por tratamiento de 2,3%,5-tri-0-benzoil-L-ramno-
no-1,4-1lactona (141) con una solucidn de trietilamina (TEA) al
3% en cloroformo, se obtuvao la lactona 142 con 56% de rendimien-
to, luego de 16 h de reaccién. Si la concentracidn de TEA se au-
mentaba hasta el 20%, la reaccidén se completaba en 6 h y el rendi-

miento se elevaba hasta 76%:*<¢<,
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Fara comprobar la generalidad de estas condiciones de reac-—
cién, en este trabajo de tesis se aplicaron a los derivados per-
benzoil ados de D-galactono (88) y de L-—manono (143) 1,4-
lactonas. Una solucién de 143 en dicloromentano con 20% de TEA
se agitd 2 h a O°C, al abrigo de la luz. Luego de un tratamiento
extractivo para neutralizar la base, y de purificar por cromato-
grafia en columna, se obtuvo 132 con un rendimiento considera-
blemente superior (70%4) al obtenido por benzoilacién de D—-mano-
no~1l,4-lactona (43%)4®, El1 producto 132 resultéd idéntico al
obtenido par acilacién de D—galactono—-1,4-lactona (87) con
BzCl/piridina (36%Z)*<¢, o por tratamiento del derivado perben-

zoilado 88 con 207Z TEA-Cl=CH (717%).

1 H 0 i 0
Bz — 0 -—
BzO 71% BZ°‘>2=<<:;;;E7: 70% Bz
OBz Bz 0Bz 0Bz 4Bz OB2
88

132 143

1:20% Et3N/C13CH

La optimizacién en la preparacion de derivados de 4-ilidenbu-

tendlidos (131) permitia mejorar sustancialmente el rendimiento



124

de 3,5-didesoxi-1,4-lactonas, intermediarios utiles para la sinte-
sis de desoxiazlcares o de polioles quirales. Las didesoxilacto-
nas se obtienen facilmente por hidrogenacidén catalitica de las
lactonas diinsaturadasi<c-124,117,141, 146, For ejemplo, por
hidrogenacién de 132 en presencia de Fd 10%4Z/C se obtuvo la 2,6-
di-0-benzoil-3,5-didesoxi-D,L-treg-hexono-1,4-1lactona

(146)*°° y un tratamiento anadlogo de la lactona 142, condu-
jo a la 2-0-benzoil-Z%,5,6-tri-desoxi-D,L-treoc—-hexono-1,4-1ac-

tona (147)1e4,

H HZ,IOZ pPd/C
Bz0 — Bz0

OBz OBz
132 146 (%)
/ﬁ:o i,,10% Pd/C Me "~
Me
OBz Bz
142 147 (F)

En todos los casos se abservd la formacitn de un solo diaste-
roisdmero, como un par de enantidmeros, en el cual la cadena late-
ral y el sustituyente de C-2 tienen configuracidén treo. Esta dias-
teroselectividad syn se ha atribuido*®®* a la planaridad de la
molécula de los 4-ilidenbutendlidos (131), por lo cual el hi-
drégeno podria adicionarse a los dobles enlaces por arriba o por
debajo del plano de la molécula. El enlace olefinico exociclico
(Ca—-C=) se hidrogena mas rapidamente que el endociclico

(Cz~C=), vya gue de ese modo se mantiene 1la conjugacidn del



doble enlace C=z=-C= con el grupo carbonilo*47.148, [Egtg ge
ha comprobado, pues por adicidn controlada de hidrégeno se obtu-
vieron, en algunos casos, los derivados monoinsaturados., por ejem-—
plo 144 y 145. La hidrogenacidén del enlace endociclico ocurre
estereoselectivamente por la cara menos impedida, es decir por la
cara opuesta a la del sustituyente del C-4 de 144 y 145, obte-

niéndose so0lo un par de diasteroisdmeros de los dos teéricamente

H 0 H
o "2
BzO B BzO
OBz OBz

144 146a

posibles.
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Esta diasteroselectividad syn de la hidrogenacidn de 4-ili-
denbutendlidos fue observada posteriormente por otros autores.
For ejemplo, Barrett y Shett*4%.190, por tratamiento con 1,8-
diazobiciclol5.4.0lundecén-7-eno (DEU) en THF, de 2,3,3—-tri-0-ace-
til-D-ribono-1,4-1lactona (148) obtuvieron 1la Z-acetoxi-5S-me-
tilén-2(SH) —furanona (149), la cual por hidrogenacién cataliti-
ca condujo a la 2-0-acetil-3,5-di-desoxi-D,L-treo—-pentono-
1,4-lactona (150). El compuesto 150 condujo mediante una se-

cuencia de reacciones, al (*)-ter-butil-8-0-(ter-butil-dimetilsi-
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lil)nonactano(151), precursor de un antibidético macrotetrodlido

producido por Streptomyces sp.

, 0 n,,pd/c (130 ° :
Ac DBU, THF o M ACOS=0 —m
] -20°C 1 H OR
OAc OAc OAc t-Bu0,

94%
148 149 150 151 R=TBDMS

= Ny,

Este es un ejemplo muy representativo de la utilidad de la
estrategia de doble eliminacién beta y posterior hidrogenacioén de
aldono—-1,4-lactonas, para la sintesis de productos de interés bio-

ldgico.

Eliminacidén beta en disacAridos lacténicos. Sintesis de 2-0-ben-
zoil-3,5-didesoxi -6-0-(2,3,5,6-tetra-0-benzoil-g-D-galactofurano—

il-D,L-treo-hexono-1,4-lactona (157,158).

La extensién de las reacciones de eliminacidén beta a disa-
caridos lacténicos resultaba interesante vya que conducirian a
anadlogos de productos naturales. For ejemplo, en varias plantas
de la familia Ranunculaceae se ha identificado la (-)ranunculina
(152) y se ha reconocido como la responsable de las propiedades

vesicantes de las mismas 191,102
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Ademas, la secuencia de eliminacidén beta e hidrogendlisis,
conduciria a lactonas precursoras de disacaridos con un 3,5-dide-
soxiazucar como extremo reductor, lo cual también resultaba atrac-
tivo dada 1la abundancia de los desoxiazicares en la naturaleza y
su importancia como componentes de sustancias bioldgicamente acti-
vas*®¥, Se estudidé pues 1la reaccidn de eliminacion beta con la
glicosil lactona 106, obtenida por sintesis. For tratamiento de
106 con una solucién de 204 TEA-Cl=CH=z durante 2 h, se obtu-
vo un producto de mayor movilidad cromatografica (Re 0,52, sv
) que el compuesto de partida (Re 0,50), impurificado con un
material de Re Q, atribuido a productos de polimeriza-
ciénrs4.128_ | yego de un tratamiento extractivo para neutrali-
zar la base, el producto crudo de reaccidén se purificd por una pe-—
quera columna de silica ogel, aislandose el compuesto de ReQ,32
con 707 de rendimiento, el cual se caracterizd, en base a sus pro-—
piedades espectroscépicas y al analisis elemental de C e H, como
(Z,E)-2~benzoiloxi-6-0-(2,3,5,6-tetra-0-benzoil-fi-D-galactofura-

nosil)—-2,4-hexadién—-4-6lido (153 E,Z).
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20% TEA/C1,CH i N - o
oBz 0Bz 4 H
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CH,,0B2 CH, 0Bz

106 153E 1532
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La proporcién de isémeros Z:E se estimé del espectro de
R.M.N.-**C, encontrandose una relacién aproximada Z:E, 1,5:1.
La mezcla no pudo separase por cromatografia en columna.

El espectro de R.M.N.-*H (200 MHz) de 1S3 E,Z (Figura
38) resultd bastante complejo debido a la presencia de los dos
isémeros geométricos. El H-vinilico de ambous isémeros (H-3), apa-—
recia superpuesto con los H-aromaticos debido a la intensa despro-
teccidn que provoca el carbonilo lacténico conjugado con el doble
enlace entre Cz y C='®®, For comparacién con el espectro de

los analogos 132 Z vy vy 132 E se asignaron las serales de los

H-5 de ambos isdémeros. La sefal del H-5 de 133 E (5§ 5,84) se

encontraba desplazada & campos mas bajos que la del H-5 133 Z

(& 5,62), por efecto de 1la orientacidén relativa del oxigeno

del anillo lactdénicoxr®e, Las senales correspondientes a 1la uni-—
dad galactofuranosidica concordaban con las del metil glicésido
90. La sefal a 6,05 p.p.m. se asignd al H-5° y el doblete a
S.64 p.p.m. (J=r,a- 5,25 Hz) a H-3". l.os singuletes anchos a
§ 5,32 vy 5,47 correspondian a H-1° y H-2°, respectivamente,
el wvalor de Ji-,=- (<1,0Hz) era consistente con la configura-
cién fA—furandsica*ce,

El espectro de R.M.N.-*3C de 1533 Z,E (Figura 38, Tabla
X) se interpretd por comparacidén con los espectros del metil gli-
césido 90 y de los 4-ilidenbutendlidos 132 Z y 132 E. Las

sefales de los carbonos de la unidad lacténica de cada isémero

geométrico se asignaron por comparacidn con los del (S)2,6,7-tri-

Y
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H43 y arom. Bz
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c-1 (Z,E) + PhCO

1
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Figura 38. Espectros de y R.M.N.-*=C de
(Z,E)—:—benzoi1Dxi~6~0—(2,3,5,6~tetra—0—benzoil)—6~D"ga1actofu~

ranosil) -2, 4-hexadién—4-6lido (153 Z,E).
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benzoiloxi-2,4-heptadién—-4-dlido (154) cuyos isdmeros Z y E ha-
bian sido separados por c.l.a.r. y sus respectivos espectros de
R.M.N,-**C  asignados mediante experimentos de desacoples hetero-
nucleares selectivos 129, Ll.as mayores diferencias se observaban
en las sefales de C-5 y C-6, mas desprotegidas por efecto de la
glicosidacion en (C-6. Las sefales de C-2 y C-4 no se observaron
en el espectro pues el periodo de acumulacidn, tratandose de una
mezcla, resultd insuficiente para que esos C-sp®, unidos a
oxigeno, dieran sefales apreciables.

Cuando se realizd la eliminacidn de la glicosil lactona
106 utilizando DEU, en solucidn de acetonitrilo, se obtuvo un
producto (Z07) de igual movilidad cromatografica que 1533 Z,E.

Sin embargo., el espectro de R.M.N.-*=C (Figura 39, Tabla X)

reveld que se trataba exclusivamente del isdmero Z. En dicho

0. cH
Bz 0
H
B2 Bz 0Bz

T

H,0Bz

2
1532
C—3'C 5
c-1 + Phgo c_6|c_6
Cc-4
c-2
1 1 i 1 1 1
160 140 120 100 80 60

Figura 39. Espectro de R.M.N.-**C de 153 Z.
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espectro, las sefales de C-2 y C-4, gue no se habian observado en
el de la mezcla Z,E, aparecian a 138,8 y 146,7 p.p.m., respectiva-—
mente, en total concordancia con las sefales del analogo 132 Z.

El valor de Ja,es de 106 (2,5 Hz) indicaria una conforma-
cién preferencial para la cadena lateral en la cual los H-4 y 5
se encuentran en relacidén syn (153). Esta disposicidén relativa
se mantendria en el estado de transicidn cuando una base volumino-
sa como la DBU abstrae el H-4. En la conformacién 155, el H-4 y
el grupo benzoiloxi saliente de C-5 se encontrarian en una rela-

cidén anti-periplanar, favoreciendo el mecanismo EicR*=7,

H-4
H CHZO—penta—O-Bz—Ga1§
C-3 anillo O-anillo
Bz
155

Este tipo de estereoselectividad inducida por DEU, se habia
observado en reacciones de eliminacidn beta sobre derivados ben-
zoilados vy acetilados de acido 2-amino—-2-desoxi-D—glucénico, en
los cuales el isémero con el grupo aciloximetilo cis respecto del

anillo (156 Z), era el unico producto obtenido?“e.

RO 0
0

NHR
156Z R=Ac 6 Bz
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For hidrogenacidn catalilica de la mezcla 153 E,Z en solu-—
cién de acetato de etilo y con Fd/C como catalizador, se obtuvo
un producto cromatograficamente homogéneo (Re 0,76, sv I) que
se aisldéd con 8774 de rendimiento. Sin embargo, el espectro de
R.M.N.-*®C del producto purificado por columna de silica gel re-
veld que se trataba de una mezcla de dos componentes en relacién
1:1. Si bien la porcién galactofuranosidica de 133, con numero-
sos  centros asimétricos, podria inducir quiralidad en la hidroge-
nacién, el hecho de gue se haya obtenido una relacidon 157/158
1:1, indica que no bubo induccidén asimétrica y que la hidrogena-
cién de 193 ocurria de manera andloga a la descripta para 4-—-ili-
denbutendlidos simples. El1 doble enlace endociclico de 153 se
hidrogena en primer término, generando un centro asimétrico en
C-4, cuya configuracidn determina la estereoselectividad de hidro-
genacién del doble enlace endociclico, segln la orietacidon de 1la
cadena lateral de C-4. Dado que lous productos de hidrogenacidn de
la glicosil lactona 153 son diasteroisdmeros, 157 y 158,
ademas de diferenciarse espectroscépicamente podrian tambien sepa-

rarse por medio de alguna técnica cromatografica.

H,0Bz
BzO—+H -
H Hy, PA/C Bz
0 ———— OBz
CH +
0Bz 2 OBz CH,
H4-H
OBz Bz
Bz
CHy 0Bz Cll. OBz

2
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La mezcla de 137 y 158 se caracterizd en base a sus pro-
piedades espectroscopicas y al andlisis elemental de C e H como
2-0-benzoil -3, 5-di-desoxi—-6~-0-(2,3,5, b~tetra-0O-benzoil ~A-D-ga-
lactofwanosil) D, L-treo~-hexono—-1,4-1lactona (157,158).

El  espectro de R.M.N.-*H (200 MHz) de la mezcla 157,158
(Figura 40) se interpretd tomando como referencia los espectros
del metil glicdsido Q0 y de la 2-O-benzoil-3,0-di-desoxi-—-&6-0-
tritil-D,L-treo—-hexono—-1,4-1lactona (159) . Las asignaciones
s confirmaron por sus conectividades en un experimento bidimen-—
sional de correlacidn homonuclear (COSY). El comportamiento espec-—
troscépico de ambos diasteroisdmeros 157 9y 158 era muy simi-
lar, aunque la presencia de los dos compuestos hacia mas com-

plejas las sefales de H-1" y 27 v las de H-Za y Zb. Este hecho

llenz
H Bz
Bz
C"z
1
e H-4,4%,6'a,6'b L 8
Bz Y
H2!
H-2,3° H-3b,5a,5b
=
4

T
J - W

LN L L L L L L I L L B
8 7 6 5 4 3 2

Figura 40. Espectro de R.M.N.-*H (200 MHz) de 157, 15B.
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impedia medir las constantes de acoplamiento y dificultaba la de-
terminacién de 1la configuraciéon de los centros quirales de C-2 Y
C—-4 rm42,117,141 generados en la hidrogenacioén.

El espectro de R.M.N.-*"C de la mezcla 157 y 158 (Figu-
ra 41, Tabla X) resultd bastante simple debido a la similitud de
las seffiales de ambos diasteroisdmeros gque aparecieron superpues-—
tas en muchos casos, y a la analogia con las sefales de los com-—
puestos 90 vy 159. Sin embargo, se diferenciaron claramente
las sefflales correspondientes a los C-17 de cada isdémero,a &
106,1 y 105, 4.

Se realizaron otros intentos para separar la mezcla de 157
y 198, vy la c.l.a.r. resultd una alternativa satisfactoria. Uti-
lizando una columna de alta resolucién, fase RF-18 (condiciones
b) vy acetonitrilo-agua 85:15, como eluyente se separaron dos pro-—
ductos de t- 21,6 y 22,35 min, en relacidén 1:1, aproximadamente.

El compuesto de menor t~ recristalizado de etanol, dié
p.f. 64-69°C y [xIo -1°(c¢ 1, cloroformo). Su espectro de
R.M.N.-*H (Figura 42a) resultd muy similar al de la mezcla ,con
una simplificacién notable en la regidn comprendida entre 53,25 vy

x>

9.78 p.p-m., en la cual se idenficaron las sefales de H-2 y 3" a

4]
o
(]

p.p.m., de H-2" a 53,45 p.p.m. (Jz-r,=-~1,0 Hz) y de H-1" a

i
tJ

p.p.Mm. (Ja-,=2- <1,0 Hz).

£l espectro de R.M.N.-**C de este producto (Figura 41, Ta-
bla X) mostrd ademas de las sefiales de los grupos benzoilo, doce
sefales, confirmando gque se trataba de un dnico compuesto; la se-

nal de C-1’ aparecia a 106,1 p.p.m.
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Figura 41. Espectros de R.M.N.=*=C  de &) la mezcla 157,158,
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El compuesto de mayor t~ también se recristalizé de etanol
(p.f. 69-71°C) y resulté mas levorrotatorio, [x1-26° (c 1, clo-
roformo) que el de menor t-. El espectro de R.M.N.-*H (Figura
42) era muy similar al anterior, observandose las sefales de H-1°7
y de H-2° a § 5,28 y 5,41, respectivamente.

En el espectro de R.M.N.-*>C (Figura 41, Tabla X) también
se observaban el numero de sefales correspondientes a un compues-—
to puro, concordante con la estructura propuesta. La sefal corres-—
pondiente a C-1"aparecia a 105,4 p.p.m.

Las pequenas diferencias en el comportamiento espectroscédpi-
co de estas sustancias no permitieron asegurar su respectiva iden-—
tidad. For otra parte, los ptroductos no dieron cristales adecua-
dos para realizar un estudio por cristalografia de rayos X.

La separacidn de los diasteroisémeros 157 y 158 era equi-
valente a 1la resolucién de la mezcla racémica 146a y 146b por
acoplamiento con un reactivo quiral. Consideramos entonces que
157 y 138 podrian sintetizarse a partir de algiun analogo de
la mezcla racemica 144 a,b con 1,2,3,5,6-penta-O-benzoil-D-
galactofuranosa (91), empleando SnCla como catalizador. Fara
este fin resultd adecuada la 2-0-benzoil-3,5-di-desoxi-6-0-tri-
til-D,L-treo-hexono-1,4-1actona (159, que se habia sinte-
tizado en este laboratorio a partir de la 6-0-tritil lactona
102, a través de una secuencia de eliminacién beta e hidroge-

nacidén, con 947 de rendimiento total 7,
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Figura 42. Espectros de R.M.N.-*H de los compuestos 157 vy

158 separados por c.l.a.r., a) <te, b)) =te,
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For condensacién de cantidades equimoleculares de 91 y
159 en solucidn de Cl=CH=, en presencia de SnCla se
obtuvo, con 68% de rendimiento, un producto de igual movilidad
cromatografica que 1la mezcla 137,158 obtenida por hidrogena-
cién de 1533 (Figura 43). El espectro de R.M.N.-*~C de esta
mezcla, resultd idéntico al obtenmido anteriormente (Figura 41),
lo que confirma la configuracién treo de 157 y 158, ya que se
obtuvieron a partir de 1la lactona 102, de configuracidn cono-
cida. Se obsevd una relacién de 137/13538B aproximadamente 1:1,
seglin la integracdén de las sefales correspondientes a C-17.

La sintesis de 157 y 158 por cualquiera de las dos vias
propuestas (Figura 43), confirma la utilidad de las aldono-1,4-
lactonas para la sintesis de Z,5-didesoxi lactonas y la genera-
lidad del método de eliminacidn beta, seguida de hidrogenacidén
catalitica, gue ocurre con las mismas caracteristicas de selec-—
tividad en lactonas simples que en glicosil lactonas. For otra
parte 1las lactonas 157 y 158 serian los intermediarios clave
para la sintesis de disacaridos con una unidad Z,5-didesoxi—fu-

ranésica, como extremo reductor.
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Figura 43. Rutas alternativas para la sintesis de 157,138B.



Hidrogendlisis de aldono—-1,4-lactonas.Sintesis de 2,5-di-0-ben-—
z0il-3-desoxi-6-0-(2,3,5,6-tetra-0-benzoil—-B-D—galactofuranosil-—

D-xilo-hexono-1,4—-1lactona (1467).

La sintesis de Z-desoxi-azicares a partir de aldono-1,4-lac-
tonas no podria realizarse a través de una secuencia similar a la
utilizada para 1la obtencién de Z,5-didesoxiazicares, pues es muy
dificil controlar 1la eliminacidén beta y obtener el producto de
monoeliminacidn eficientemente. Una solucidén a este problema, es
la utilizacidén de derivados lacténicos con malos grupos salientes
en C-5, como tritiloxi o sililoxi, estables en medio alcalino, lo
cual desfavorece el segundo proceso de eliminacion. Asi, a partir
de 2,5-0-(ter-butildimetilsilil)-3-0-mesil—-D-ribono—-1,4-1actona
(160) se obtuvo por un proceso de eliminacidn beta., la lactona
161, precursora del azficar natural Z-desoxi-D—glicero-Z-pentu-

losa 162197,

Y TEA L
TBDMSO 0 — TBDMS Y HO 0 H

Ms TBDMS 0TBDMSO H
160 161 162
Una alternativa mas simple para la obtencidn de Z—-desox’
derivados, a partir de 1,4-lactonas aciladas consiste en la hi-
drogendélisis en medio basico. Este método se basa en que una ve:z
que ocurra la primera eliminacién beta del grupo aciloxi de C-3,

el doble enlace C=-Cx= debiera hidrogenarse a una velocidad ma-—



yor que la de la eliminacidén del sustituyente en C-5. Asi, la hi-
drogenacién catalitica a presién en condiciones de eliminacidén de
l1,4-1lactonas (TEA,AcOEt Fd/C, H=) , permitié obtener, a partir de
varias aldopentono vy aldohexono-lactonas, las correspondientes
F—desoxilactonas. For ejemplo, la 2,3,5,6-tetra-0-acetil—-D-ga-
lactono-1,4-lactona (163) condujo a la 2,5,6-tri-0-acetil-Z-de-
soxi—-D-xilo—-hexono-1,4-1lactona (164) con 297 de rendimien-—
to*®¥, y en nuestro laboratorio a partir del anadlogo 102, se

obtuvo el derivado 165 con 94% de rendimiento*t”.

- -
0 1,,10% Pd/C
2 . 0 - .
1 TEA, 3 atm. 1

H.ORZ 2 2

2 | CH,O0R | H,0R
163 R1=RZ=Ac 164 R1=R2=Ac
102 Rl=Bz,R2=Tr 165 Rl=Bz,RZ=Tr

Sélo se obtiene el producto con el sustituyente de C-2 y la
cadena lateral en configuracién cis, es decir, solo uno de los
dos diasteroisdmeros posibles. Esto implica que la adicién de hi-
drégeno syn ocurre por la cara menos impedida de la molécula, que
es la opuesta a la cadena lateral de C-4.

Esta alta selectividad diasterofacial, es similar a la que
se observa en la hidrogenacién de derivados de 4-ilidenbute-
nélidos (131), y en ambos casos constituyen una herramienta muy

nmtil para la obtencidn de sintones quirales.



Con el objeto de obtener una 3F-desoxi glicosil lactona, se
sometidé la lactona 106 a condiciones de eliminacién beta e
hidrogenélisis simultanea Una solucitn de 106 en 1:5
TEA-AcOEt, se hidrogend a presidn durante 6 h utilizando 10% Fd/C
como catalizador. Se observéd por c.c.d. la formacidén de un com-
puesto principal de Re 0,39 (sv Z) impurificado con productos
de menor movilidad. Luego del tratamiento habitual de neutraliza-
ciéon de la base, el producto de reaccidn se purificé por columna
de silica gel, obteniéndose el producto de Re 0,39 con 867 de
rendimiento, el cual se caracterizd como 2,5-di-0-benzoil-Z-deso-
®i—-6-0-(2,3F,5.6—tetra-0-benzoil-f3-D—gal actofuranosil)-D-xilo—
hexono~1,4-lactona (167). El1 comportamiento espectroscdpico vy

el analisis elemental de C e H confirmaron esta estructura.

Bz 0 0
OBz
oBz 0Bz i Bz
-CH —_— H
2 - 2
Bz Bz OBz Bz
CH_OBz CH,0Bz
2 106 -2 166 J 2 167

i: 5:1 AcOEt—TEA,HZ,lOZ Pd/C

En el espectro de R.M.N.-*H de 167 (200 MHz, Figura 44)

se identificaron claramente las sefales correspondientes a las



unidades 3I-desoxilacténica y galactofuranosidica, observandose

una concordancia con las sefales del metil glicésido 90 y la

I—-desoxi-lactona 163**7. las seffales de 1los hidrégenos meti-

lénicos H-Za y H-Fb, se observaron a § 2,91 y 2,15, respectiva-
mente, mientras que en el espectro de 165 los hidrégenos analo-—

gjos resonaban a § 2,83 y 2,127, También los valores de las
constantes de acoplamiento eran similares: Jz.za 9,6 H=z,

Jz,=s 10,2 Hz, JI=a.a 6,5 Hz, J=zs,a P,6 Hz y Jxaw.=s 13,0

Hz, 1los cuales son indicativos de una configuracion treo para los

centros quirales C-2Z2 y C(C-41°24.117,141 (para 165: J=.=za 92,1,

Jz, =0 10,0, Jzxa,a 6,2, IJ=b.,4 2,4 v Jza.=s 13,0 Hz).

El espectro de KR.M.N.-*TC de 167 (Figura 44, Tabla X)
también se asigné por comparacidn con los de los monosacaridos
91 y 165. Las mayores diferencias se observaron en las serna-
les de C-5 vy C-6 y son justificables por la presencia del grupo
tritilo en 165, gue provoca un desplac-amiento a campos altos so-—-
bre el C-x (C~6) y a campos bajos sobre el C-fi (C—5)1b°.

Una confirmacidén adicional de la estructura de 167 consis-
tiria en su obtencién por condensacién de 1,2,3,5,6-penta-0-ben-
zoil-D-galactofuranosa (91) con 2,9-di-0-benzoil-3-desoxi—-6-
O-tritil-D-xzilo—-hexono-1,4-lactonat7(165). En efecto, di-
cha reaccién promovida por SnCla condujo a un producto (66%)
con las mismas propiedades fisicas y espectroscépicas que la gli-
cosil ZI-desoxilactona 167 obtenida por hidrogendlisis de 106

(Figura 495).



Tabla X. Datos de R.M.N.-*= de 90, 132 Z,E, 153

Z,E,154,157,158, 159, 165, 167.

Comp. §, ppm
c-1' c-2' c-3' c-4' c-5' c-6' c-1 c-2 c-3 C-4 c-5 c-6 c-7
90 106,7 81,1 77,6 82,0 70,2 63,4
132 2 162,2 139,1 122,9 147,7 109,2 58,5
g 162,1 139,7 119,5 149,6 108,7 58,9
153 2 105,7 81,4 77,5 82,5 70,2 63,1 162,2 138,8 123,0 146,7 111,2 61,4
E 105,0 81,8 77,5 82,1 70,2 63,3 162,2 120,3 110,3 61,6
159 171,9 68,9 35,7 74,5 34,9 59,0
157 106,1 81,4% 77,5 82,0* 70,2 63,5 171,7 69,0 35,6% 74,1 35,2% 63,3%
158 105,4 81,5* 77,5 82,0% 70,3 63,3 171,7 69,0 35,3 74,1 35,3 62,8*
165 171,5 68,3 30,8 75,2 73,4 62,1
167 105,5 81,6 77,3 82,0 70,1 63,2« 171,0 68,0 30,2 74,4 71,5 64,6%
154 2 162,1 139,1 122,5 147,5 109,1 67,5 64,7
g 161,9 139,8 119,9 150,1 108,3 67,5 65,0

*Las sefiales pueden estar intercambiladas.

Dado que la configuracién de C-2 y C-4 en 165 era cono-
cida, la obtencién de 167 a partir de 163 brindaba una con-
firmacion adicional de la configuracidn relativa de la cadena la-
teral y el grupo benzoiloxi de C-2 en 167.

Estos resultados indican que la glicosil aldono—1,4-lactona
106 conduce al analogo 3I-desoxi 167 con la misma estereose-
lectividad que las lactonas simples, formandose unicamente el pro-
ducto de configuracién treo entre C-2 y C-4, lo cual sugiere que

el impedimento estérico de la cadena lateral es el que determina
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Figura 45. Rutas alternativas para la sintesis de 167.

la entrada de hidrégeno en la enono lactona intermediaria (166)
por la cara opuesta, y que los centros quirales de la porcién gli-
cosidica no incidirian en la selectividad diasterofacial. Debido
a la alta diasteroselectividad y al excelente rendimiento con que
ocurre la reaccidén de hidrogendlisis de aldono-1,4-lactonas, ésta
constituye una estrategia sumamente 4til para la sintesis de

S—desoxiazlcares.



CAPITULO VI:
ANALISIS CONFORMACIONAL DE METIL
2,3,5,6-TETRA—0-BENZOIL-@-D-

GALACTOFURANOSIDO (90).
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La conformacién de los anillos furandsicos tiene una inci-
dencia fundamental en la actividad biolégica de macromolécul as,
como los Aacidos nucleicos, o las proteinas que contienen prolina.
Es por eso que el analisis conformacional de compuestos furanédsi-
cos surgid como una necesidad de complementar el conocimiento de
esas mol éculas.

Los estudios conformacionales se han basado principalmente
en la medicién de las constantes de acoplamiento (SJwm.w) y su
relacién con el angulo diedro @w.n, expresada a través de la

ecuacion de EKarplusie? (ecuacidén 1) o modificaciones adecuadas

de la mismatre=2—1649,

FJr.m= A cOS= Jr.n+ B cos 2%n.n + C (1)

Sin embargo, la interpretacién de “Iw.w en anillos de
cinco miembros se complica por la flexibilidad caracteristica de
éstos, y que se debe a una baja barrera de interconversidén entre
las distintas conformaciones plegadas twist (T) o sobre (E) gue

pueden adoptar *e®,

E T

Esta interconversiotn podria ocurrir por un proceso de inver-

sién, involucrando una conformacién intermedia plana, o bien por
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el proceso de pseudorrotacidén, mediante el cual los Atomos del
anillo ocupan alternativamente posiciones fuera del plano prin-
cipal de la molécula , sin adoptar la conformacién plana, descri-—

biendo un itinerario pseudorrotacional (Figura 46)reer167

Figura 46. Itinerario pseudorrotacional.

El concepto de pseudorrotacién permite la determinacién
univoca de una dada conformacidn en términos de dos parametros:
la amplitud de plegamiento, 3&m, que es el maximo angulo de ple-
gamiento posible del anillo, y el angulo de fase de pseudorrota-
cién, F. El1 parametro F se relaciona con los angulos de torsidén
endociclicos, (8s), seglun la ecuaciébén (2) y determina la ubica-

cién exacta de una conformacién en el itinerario pseudorrotacio-—

nal 16,167

tg F = _(3=+8a) — (F1+3=) )

2 %o ( sen I6° + sen 72°)



En la ecuacidén (2), s es el angulo de torsién entre cua-
tro atomos del ciclo, exceptuando j, numerandolos a partir del he-—
teroatomo, y asignandole a éste el numero cero.

La flexibilidad del anillo furanésico se traduce en la pre-
sencia simultanea de varias conformaciones en solucién, complican-
do el enfoque experimental (R.M.N.) del analisis conformacional,
pues siendo el proceso de interconversidén mas rapido que el regque-
rido para un experimento de R.M.N., las constantes de acoplamien-
to resultan promediadas. Es por ello, que las conclusiones confor-—
macionales a partir de mediciones en R.M.N. deben realizarse con
precaucion.

Angyal *®7 predijo las conformaciones de glicésidos fura-
nésicos basandose en las constantes de acoplamiento FJIw.H ex-
perimentales vy en tres criterios que contemplan las interacciones
estéricas y los efectos estereoelectrénicos del anillo furandési-
co: a) el grupo anomérico tenderd a ocupar una posicidn pseudo-
axial (efecto anomérico)**®, b) la cadena lateral se orientara
pseudoecuatorialmente y c) los sustituyentes cis de carbonos ve-
cinos se alejaran lo mas posible entre si para evitar interaccio-
nes de eclipsamiento. Los dos ultimos criterios reflejan la ten-—
dencia a disminuir las interacciones entre grupos voluminosos. Fa-
ra el metil @-D-galactofurandsido (3) por ejemplo, de acuerdo
a los valores experimentales de Ji.=z (2,0 Hz) y J=.a (5,6 Hz)
y a los criterios a) y b) asignd la conformacidon Eeo(D). En di-

cha conformacién 1los sustituyentes de C-2 y = no introducen una
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interaccidén importante debido a la relacién trans de HO-2 y HO-3
en esa configuracidén. Teniendo en cuenta la flexibilidad de los
compuestos furandsicos que no se encuentran en una Gnica confor-
macion, sino que ocupan un segmento del itinerario pseudorrotacio-
nal, la conclusién de Angyal para 5 seria que se encuentra po-
blando el segmento E-*To~Eo-1To-1E, siendo la Eo
la conformacidn predominante o la promedio.

Este tipo de metodologia para inferir las caracteristicas
conformacionales suelen ser correctas si el compuesto se encuen-—
tra poblando un sector estrrecho del itinerario pseudorrotacional,
pero conduce a errores si ocupa dos segmentos del itinera-
rio*~7,

LLa disponibilidad de otros parametros experimentales como
®Jc.n permite obtener tendencias conformacionales con mas pre-
cisién. Serianni y co0l.*»*” sintetizaron las tetrosas y metil te-
trésidos enriquecidos con [*SC]l] y en base a 1los valores de
FIr,m Y SJec.m sugirieron los segmentos del itinerario
pseudorrotacional poblados por esos compuestos. Un estudio analo-
g0 para pentosas lropieza con la dificultad de la sintesis de los
compuestos marcados, por lo cual se infirieron tendencias confor-—
macionales para pentosas y pentédsidos furandésicos a partir de la
comparacion de “Jwm,n con los de las tetrosas homomorfas, para
las cuales ya se habia determinado la conformacidén a partir de
compuestos marcados*®”,

Serianni®?® también enfocd el andlisis conformacional de

los sistemas tetrafuranédésicos desde el punto de vista tedérico por
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medio de calculos ab initio de orbitales moleculares. Este estu-—
dio mostrdé 1la dinamica del anillo no sélo en lo referente a los
angulos de torsion sino también a las longitudes y los angulos de
enlace vy permitié estimar la diferencia de energia entre los dis-
tintos confdrmeros. Ademas, las tendencias conformacionales asi
deducidas y que se refieren al estado gaseoso, coincidieron con
las deducidas por R.M.N.'¢%, indicando que es la estructura in-
trinseca de la molécula la que determina la geometria, y que la
solvatacidén no Jjugaria un papel muy determinante. Los estudios
por orbitales moleculares para moléculas mayores como pentosas o
hexosas, resultan mas complejos y hasta el momento no se han rea-
lizado.

Si bien la ecuacidn original de Karplus (ec. 1) constituyéd
una herramienta fundamental para estudios estereoquimicos, fué
necesario introducir en la misma varias modificaciones tendientes
a mejorar la concordancia con los valores de =J experimen-—
talesre=—164, Haasnoot y Altona *7* desarrollaron una genera-—
lizacién semiempirica (ec. 2), en la cual los tres primeros térmi-—
nos representan formalmente a la ecuacidn (1) y expresan la depen-
dencia de ZJnu,n con los angulos de torsidn @n,.H, Yy los res-—
tantes consideran la dependencia de “Jw.n con la orientaciodn
relativa de los sustituyentes (541) del fragmento H-C-C-H y su

electronegatividad.
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FIk, H

Fa cos= Tri, - + F= cos T, H Fx <+ i

8+ L Fa + Fo cos® (1 . Br,m + Fa|dxa )13 3)

El parametro £i adopta los valores +1 46 -1 segln sea la o-
rientacién de cada sustituyente (5i1) respecto de su protdn gemi-
nal, vy 1la influencia de la electronegatividad se evalia a través
de 1la diferencia de electronegatividad A en la escala de
Huggins*”=, entre el sustituyente 8Si y el hidrégeno. Los valo-
res de Ax1  dependen no sé6lo de los sustituyentes directamente
unidos al +fragmento H-C-C-H (sustituyentes ), sino también de
los que se encuentran en posicidn G. (S3) que influyen en forma
opuesta a los x, resultando la siguiente expresidn:

Axa = Axmumte — P T A ymumen 4)

Los parametros Fi-F» se calcularon empiricamente*”?
por un proceso de iteracidén a partir de las constantes de acopla-
miento experimentales de un gran nuamero de compuestos, en los cua-
les los angulos de torsién se determinaron por mecanicas molecula-—
rest71,

La ecuacidén (3) asi definida, da una buena concordancia en-—
tre 1los valores de J calculados y los experimentales, lo cual
implica poder determinar con mas precisioén los angulos diedros
@1, H.

En este laboratorio y en relacidén al analisis conformacional
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de 4-tiofuranésidos?”™ se desarrolld un método para estimar
tedricamente los angulos 3m,.w de todos los hidrégenos de un ani-
llo furandsico en todas las conformaciones posibles, conocidos
los cuales, se pueden calcular todos los ®Ju,.m a lo largo del
itinerario pseudorrotacional. Esto es equivalente a expresar a
FIm,n como una funcién de los parametros de pseudorrotacién
&€m y F, de acuerdo a la siguiente ecuacién (5), deducida a par-

tir de la ecuacidén de Altona*”?1,

I, = F1 cos® [ ka + bdm cos (F+fase) + cl + F=z cos
[ka + b cos (F+fase) + ¢l + F= + i Ay {Pa + Ps cos=
[£+ (ka + b cos (P+fase) + c)+ Fafix.] 13 ()

En el caso simetria trigonal, b=1l, c=0°, a=120°, k=0 para pro-

tones cis y k=*1 para protones trans, pero en anillos de cinco
miembros los angulos de unidén difieren de sus valores tetrahédri-
cos, ocasionando desviaciones en la proyecciéon trigonal, las
cuales se corrigen mediante los parametros a, b y c. Estos parame-
tros, como asi también la amplitud de plegamiento &m, se deter-
minaron tomando como modelo al mas simple de los anillos oxigena-—
dos de cinco miembros, el tetrahidrofurano (THF), y suponiendo
que esos parametros serian los mismos para cualquier derivado. Si
bien esta aproximacidon no tiene en cuenta las distorsiones provo-
cadas por los sustituyentes ni las variaciones en las distancias

de enlace vy en los angulos de valencia a lo largo del itinerario
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pseudorrotacional, se verificé que la misma introduce errores
pequenros en los angulos (§n.w *£3°) vy por ende en los valores de
Jru.,n. A partir de la conformacién de minima energia del THF de-
terminada por mecanica molecular (FCMODEL), se calcularon &m,
a, b y c. El wvalor encontrado para @m (40,3°) cae en el rango
normalmente determinado para el anillo furandsico de nucledsidos
y nucledtidos (gm 3I5-45°), vy es también coincidente con el va-
lor estimado por cristalografia de rayos X (@m= 38,7°%) para el
metil x—D—-galactofurandsido*”4.

Conocidos F y &m y los angulos diedros &m,n en la confor-
macién de minima energia del THF (calculados por mecanica molecu-—
lar), se obtuvieron mediante una extensidn del método de cuadra-
dos minimos para funciones con dos variables, los valores de a
(122,78°), b (1,11 ) y c (1,28°).Con estos valores se podian esti-
mar los Angulos de torsidén con una diferencia cuadratica promedio
(o) de 0,31 °.

Los parametros a, b, ¢ y 8m del THF asi calculados, se in-
trodujeron en la ecuacion (5), que da la dependencia de J en fun-
cién de F, para derivados del THF. Comparando los valores experi-
mentales de J con los calculados, resulta en general un segmento
estrecho del itinerario pseudorrotacional en el cual Jai,=,
Jz,= y J=,a calculados y experimentales coinciden. Con el va-
lor de F de este segmento se infiere facilmente la conformaciodn
preferida por el compuesto en estudio.

Fara comprobar la validez del método desarrollado se aplicé
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al analisis de compuestos cuyas conformaciones se habian asignado
previamente!®”: 169,172,174, ghteniéndose resultados similares.

En lo referente a este trabajo de tesis se realizéd el anali-—
sis conformacional del metil 2,3,5,6-tetra-0-benzoil-A-D-galac-
tofurandésido (20) seglun el método descripto. La resolucidén de

la ecuacidén (3) para 20 se muestra en la Tabla XI.

Tabla XI. Valores de § y ZJw,.n esperados para 20.

Conf. P ¢H1H2 ¢H2H3 ¢H3HL’ 91,2 J2,3 I3,
*) ) ) (*) (Hz) (Hz) (Hz)
3T2 0 87,4 - 76,3 87,4 1,1 2,0 0,9
3k 18 97,4 - 78,5 81,1 1,0 1,8 0,9
37, 36 109,8 - 84,9 78,9 1,4 1,1 1,0
E, 54 123,7 - 94,8 81,1 2,5 0,5 0,9
oT, 72 137,5 -107,3 87,4 4,1 0,6 0,9
g 90 150,0 -121,1 97,4 5,7 1,6 1,1
or, 108 159,9 -134,9 109,8 6,8 3,6 2,1
E| 126 166,2 -147,4 123,7 7,4 5,7 3,8
2r, 144 168,4 -157,3 137,5 7,6 7,4 5,9
2p 162 166,2 -163,7 150,0 7,4 8,3 7,7
27, 180 159,9 -165,9 159,9 6,8 8,6 8,8
E, 198 150,0 -163,7 166,2 5,7 8,3 9,3
“Ta 216 137,5 -157,3 168,4 4,1 7,4 9,5
bg 234 123,7 -147,4 166,2 2,5 5,7 9,3
“To 252 109,8 -134,9 159,9 1,4 3,6 8,8
E, 270 97,4 -121,1 150,0 1,0 1,6 7,7
lT0 288 87,4 -107,3 137,5 1,1 0,6 5,9
1g 306 81,1 - 94,8 123,7 1,4 0,5 3,8
sz 324 78,9 - 84,9 109,8 1,6 1,1 2,1

E 342 81,1 - 78,5 97,4 1,4 1,8 1,1
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En el espectro de R.M.N.-*H de 90 (Figura 8), se obser-
varon valores muy pequefios para Ji,= (1,0 Hz) vy J=,= (1,1
Hz) . Estos valores sugieren un angulo de fase comprendido entre
282° y 3S4¢° (Tabla XI). Sin embargo, si se considera el valor de
J=,a ( 35,3 Hz), el sector se acota F= 270°-3046° siendo los valo-
res de J para F=288° (correspondiente a un *Teo ) concordantes
con los valores experimentales. Esto significa que el gliecdsido

90 se encontraria poblando el segmento Eo-*To-1E, sien—

do 'To el confdérmero predominante o la conformacién promedio.

"'5 —— 0 L4
. Bz u,co \ €-5

0Bz H

1 s 1 p EO

Figura 47. Conformaciones mas probables para 90.

Como se observa en la Figura 47, en los tres confdérmeros el
metoxilo de C-1 adopta una posicidén quasiaxial, y si bien en la
conformacidén *E la cadena lateral tiene una disposicién isocli-
nal, la interaccidén no es importante debido a que se encuentra en
relacidn trans respecto del sustituyente de C-3.

Estos resultados pueden compararse con los correspondientes
al metil @A-D-galactofurandésido libre (5)2°7 ya que se obser-

va que glicédésidos libres y sus correspondientes derivados acila-
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dos tienen comportamientos conformacionales similares*”o,
Angyal*~” habia inferido una Ee para S como la conformacioén
mas probable y por consideracién de la inhomogeneidad conforma—
cional de los compuestos furanésicos, el sector comprendido entre
“E y *E, dentro del cual también caen las conformaciones dedu-—
cidas para 90 en este trabajo. Nuestra metodologia tiene como
ventaja 1la disponibilidad de las constantes de acoplamiento a lo
largo del itinerario pseudorrotacional, de manera que se puede
acotar el sector poblado, conociendo la contribucidén de cada con-
formero a los valores promedio de dichas constantes.

Estos resultados también estan en concordancia con los de
Seriannite” para el metil x-L-arabinésido, pentosa homomor-

fa, 1o cual daria un aval adicional al método aqui descripto.



CAPITULO VII:

PARTE EXPERIMENTAL
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Instrumental y Métodos Generales

Los puntos de fusidén (p.f.) se determinaron en un aparato
Thomas—Hoover y no estan corregidos.

Los poderes trotatorios se midieron en un polarimetro Ferkin
-Elmer, modelo 141, en microceldas de 1 dm de longitud a tempera-
tura ambiente, utilizando el solvente y la concentracidén que se
indican en cada caso.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica
(R.M.N.-*H) se efectuaron a: 100,1 MHz con un espectrémetro
Varian XL-100, a 200 MHz con un Varian XL-200, a 250 Mz con un
Bruker WM-250 y a 300,132 MHz con un Bruker AM-500. Las cons-
tantes de acoplamiento aparentes (expresadas en Hz) se midieron
por medicidn directa de la separacion de las lineas en el espec-—
tro de R.M.N.-'H. Los espectros de resonancia magnética nuclear
de carbono—-13 (R.M.N.—=-2=C) se realizaron a 25,2 MHz en un
Varian XL-100-15 vy se adquirieron empleando desacoples de banda
ancha !¥®C(*H). En algunos casos, para asignar las sefales del
espectro de R.M.N.-*C se realizaron experimentos de desacople
heteronuclear selectivo, por irradiacidén de una dada sedal de
*H con una frecuencia danica de baja potencia. Los desplaza-
mientos quimicos (§) se expresan en partes por millén (p.p.m.)

respecto del tetrametilsilano (TMS). Los espectros se realizaron
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en Cl=CD, a menos que se indique lo contrario.

Los espectros de masa (E.M.) se realizaron a 70 eV en un es—
pectrémetro de masa Varian MAT CH-7A, acoplado a una camputadora
Varian MAT DAte-System 16.

En la cromatografia en capa delgada (c.c.d.) se utilizd la
técnica ascendente. en placas de alumimio (Merck) cubiertas con si-
licagel 60 PF254; 0,2 mm de espesor y S5 cm de longitud. Las man-
chas se visualizaron por iluminacidén con luz ultravioleta de 254
nm Yy luego por inmersion en una solucidén de H=S0a S% (v/v) en

etanol vy calentamiento a 140°C. Se emplearon los siguientes sol-

ventes:
l-Hexano—acetato de etilo, 2:1
2-Hexano—-acetato de etilo, 3:1

F—-Tolueno—acetato de etilo, %:1
4-Tolueno—acetato de etilo, 4:1
S—Tolueno acetato de etilo, 2:1
6-Benceno—acetato de etilo, 19:1
7—acetato de etilo-metanol, 4:1
B~acetato de etilo-metanol, %9:1
9—-n—-propanol-etanol —agua, 7:1:2

10-&cido acético—acetato de etilo-n—praopanol-agua, &6:3:8:1

Fara la cromatografia en columna se utilizd como relleno si-—-
licagel 60, malla 2Z0-400 (Merck) o silicagel H (Merck). Las colum-—

nas de silicagel H se eluyeron con presién utilizando aire compri-
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mido. Los solventes de elucidn se indican en cada caso.

Las cromatografias sobre papel se realizaron en papel
Whatman n°1l, por el método descendente. Como reactivo de revelado
se utilizd nitrato de plata-hidréxxido de sodio, preparado segun
la teécnica de Trevelyan y col.'7¢., Se utilizaron los siguientes
solventes:
li-n-Rutanol-piridina-agua, 6:4:32

12-Acetato de etilo—acido acético-agua, P:2:2

Las cromatografias gas-liquido (c.g.l.) se realizaron con un
cromatégrafo gaseoso Hewlett-Fackard 383F0A con detector de ioniza-
cién a la llama e inyeccidn directa con nitrdgeno como gas porta-
dor. Se utilizaron columnas de vidrio (180x0,2 cm), que contenian
las siguientes fases:

a) I/ ECNSS-M
b) 34 0OV-17

En cada caso se indica la temperatura de inyeccidén (Ti),
la temperatura del detector (Ta) y la temperatura de la columna
(Te), como asi también los tiempos de retencidn (t.).

Las cromatografias liquidas de alta resolucién (c.l.a.r.) se
realizaron con un cromatdégrafo liquido Micromeritics 750 equipado
con un inyector Micromeritics 771 y un detector de indice de re-
fraccién. Se trabajéd bajo las siguientes condiciones:

a) Columna Lichrosorb-NH=, solvente: acetonitrilo-agua 4:1,

-

flujo: = mL/min.
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b) Ultrasphere-0DS, FRF-18, solvente: acetonitrilo-agua, 85:15,

flujo: 2,45 ml/min.

Reactivos generales

Cloruro de estafno (SnCl4): Se destild a presidén reducida so-

bre granallas de estano, bajo atmésfera de nitrdégeno.

Diborano (BH3.THF): Se prepard segin la técnica descripta por
Brown*””7, A 14,82 g (0,391 mol) de borohidruro de sodio y 120
mL de bis(2-metoxietil) éter (diglima) contenidos en un baldén de
tres bocas, se agregaron lentamente, desde una ampolla de decanta-
cion, 62 mL (0,512 mol) de trifluoruro de boro-etil eterato, con
agitacidn y a temperatura ambiente. El agregado durd dos horas y
se realizé bajo corriente de nitrégeno, purificado previamente
por pasaje sucesivo a través de solucidn alcalina de pirogalol,
hidrésxido de potasio, &cido sulfirico concentrado, hidrdxido de
potasio y una columna de tamices moleculares = A.

El diborano generado, arrastrado por el nitrégeno, se burbu-
jeé a través de una solucién diluida de borohidruro de sodio (0,4
3) en bis(2-metoxietil) éter (12 mL) para eliminar el trifluoruro
de boro contaminante y se recogid sobre 180 ml. de THF manteniendo
la temperatura a -5°C. Una vez finalizado el agregado del trifluo-
ruro de boro, el baldén se calentd a 60° durante 1 h para arras-—

trar el diborano residual.



La concentracién de la solucidn de borano varia entre 1,6 y
2,5 M. Fara determinarla con exactitud, una alicuota de 1,0 mL de
la misma se virtid sobre 10 mL de acetona, se agregaron 10 mL de
agua vy 0,7 g de manitol. La solucidn se tituld con hidrdxido de

sodio O,1 M usando fenolftaleina como indicador.

Bis(2-butil-3—metil)borano (disiamilborano): Se prepard segun
la técnica descripta por Lerner'®!. En un baldén de dos bocas
provisto de un tubo para entrada de nitrégeno, una barra mag-
nética y wuna ampolla de decantacidn con sistema de compensacidn
de presion, se colocaron 10 mL (0,1 mol) de Z2-metil-2-buteno. E1l
recipiente se enfrid exteriormente con un baifo de ClNa-hielo
(-10°C) vy se agregaron, lentamente y con agitacidén Z0 mL de una
solucidén 2,5 M de borano en THF. Una vez finalizado el agregado,
la mezcla se agitd durante 6 h en atmésfera estatica de nitrége-
no. Se 1llevd el volumen a 40 mL por agregado de THF obteniéndose

una solucidn 1,25 M en bis(Z2-butil-Z-metil) borano.

Solucién de diazometano en diclorometano: A una mezcla de 60 ml
de diclorometano y 25 mL de solucidn acuosa al S507%Z de FOH, enfria-—
da a 0°C se le agregaron 6 g de N-nitroso-N-metilurea en porcio-
nes Yy con agitacién. Una vez finalizado el agregado se dejé unos
minutos para que se complete la reaccitdn y se transfirid la mez-—
cla a una ampolla de decantacidn. La fase organica se separd y la

fase acuosa se lavé una vez con 10 mL de diclorometano. Las solu-
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ciones de diazometano se juntaron y guardaron sobre KOH en lente-

jas a —-18°C.

Trietilamina: Se reflujé sobre KOH durante 6 h y luego se bides-—
tilé sobre KOH. Finalmente se destild en atmésfera de nitrégeno
luego de agregarle 2% de fenilisocianato. El destilado se guardd

en atmésfera de nitrdgemo sobre KOH en lentejas.

Trifluoruro de boro-etil eterato: Se le agregd éter etilico vy

se destild a presidén reducida sobre hidruro de calcio.

Purificacién de solventes

Todos los solventes se purificaron por destilacidén. En
algunos casos requirieron una purificacién especial para poder em-

plearlos en reacciones determinadas:

Diclorometano (C12CH2) : Se secd por reflujo sobre Fz=Us

y destilacidén. Se guardd sobre tamices moleculares de 4 A.

Acetonitrilo (CH3CN) : Se seco por reflujo sobre Fz0s vV

destilacion. Se guardé saobre tamices moleculares de 3 A.
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Firidina (CSHSN): Se reflujé sobre EOH vy se destiléd, conser-—

vandola sobre tamices moleculares de 4 &.

Metanol (CH3CO): Se secd por reflujo sobre torneaduras de mag-—

nesio, se destildé y se guardd sobre tamices moleculares 4 A.

Bis (2—-metoxietil) éter (diglima) y el oxolano (tetrahidrofurano,
THF): Fueron secados y liberados del oxigeno disuelto momentos
antes de ser empleados por reflujo sobre sodio-benzofenona, bajo

atmésfera de nitrdgeno purificado y luego destilados.

Métodos Computacionales

Los programas fueron ejecutados bajo Microsoft DOS 3.320 en
una computadora IBM FS/2 Z0 con procesador Intel 80846 (8 MHz), co-—
procesador matematico Intel 8087, 640 K de memoria principal, 128
2 de memoria de pantalla vy 200 K de memoria auxiliar. FCMODEL
(versidon 2,0) es una versién para I00 aAtomos del programa MODEL
(version VAX 1.1) de Still, y es un programa de modelado molecu-—
lar iterativo, cuyo campo de fuerza es una extensidn del MMZ de

Allingert7o,
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2,3,5,6-tetra-0-benzoil-D-galactono-1,4-1lactona (88).-

Se utilizd la técnica de Litter y Lederkremer*®?, con lige-
ras modificaciones.

A una mezcla de 1:1 de cloruro de benzoilo/piridina (10 mL)
enfriada a 0°C, se agregd lentamente y con agitacién D—galac-
tono-1,4-lactona (87, 1,0 g, 5,61 mmol). La mezcla de reaccidn
se agitd durante I h y se volcd sobre agua-hielo (100 mL). Se de-
canté el agua, el jarabe se lavd tres veces con agua helada por
decantacién y se extrajo sucesivamente con HC1 1N (100 mbL), agua
(80 mL), NaHCO= (ss, 80 mL) y nuevamente agua (2x80 mL). El1 ex-
tracto aorganico se concentrd y se secd a presion reducida en dese-
cador. Al dia siguiente, se disolvid el jarabe en éter etilico
(16 mbL), se Filtrd, y al filtrado se agregd un voliamen igual de
éter de petréleo, con lo cual se separd un producto que se puri-
ficd por disolucién y reprecipitacién, obteniéndose 2,90 g (B7%)
de uwun Jjarabe con iguales propiedades fisicas y espectroscépicas

que una muestra auténtica de 88, [xJo +22°.

2,3,5,6-tetra-0-benzoil-D—galactofuranosa (89).-

Se utilizd la técnica de Lerner y col.*©*, A una solucidn
de bis(2-butil-ZF-metil)borano (8.9 mmol) en &6 mL de tetrahidrofu-—
raro (THF) enfriada a -5°C y bajo atmésfera de N=, se agrego
una solucién de 88 (1,23 g, 2,07 mmol) en THF (4,0 mbL).

Luego de 20 h de agitacidn a temperatura ambiente, se obser-—

vé por c.c.d. gque el compuesto de partida (Re 0,58; sv 1) se ha-

La sintesis de los distintos productos, se describe en el mismo
orden que en los Capitulos de Resultados y Discusion.
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bia convertido totalmente en uwn producto de Re 0,41. Se enfrié
a 0°C y lentamente, con agitacién, se agregaron 0,5 mL de agua.
Luego de 0,5 h se agregd agua oxigenada (ZI0% p/p. 1 mL) mientras
se ajustaba el pH a 7-8 con NaOH I M. Se concentrd la solucién
para eliminar el THF, se agregd agua (50 mL) y se extrajo con
Cl=CH= (3x75 mL). El1 extracto organico se lavd con agua, se
secd (M3S0a) y se concentréd, obteniéndose un jarabe cromato-
graficamente homogéneo (1,15 g, ?34) que se caracterizdé como 2,3,

S,6-tetra-0-benzoil -D—galactofuranosa (89).

1,2,3,5,6—-penta-0-benzoil—-a, f-D-galactofuranosa (?21).-

a) For benzoilacién de 2,3,5,6-tetra-0-benzoil-D—-galactofura-—
nosa (89).
A una solucidén de 82 (0,20 g, 0,34 mmol) en piridina anhi-

=

dra (S mL) enfriada a 0°C, se agregd cloruro de benzoilo (0,5
mL). Luego de 2 h de agitacién, la mezcla de reaccidn se volcd so-
bre agua-hielo (100 mL), se dejd decantar y el jarabe se lavd va-—

rias veces con agua helada para eliminar la piridina. Se obtuvo

un sdélido blanco que se recristalizd de etanol (0,51 o, 72%4) vy

mostrd por c.c.d. una fnica mancha, Re 0,534 (sv X)), Re 0,50
(sv. 2), Rr0,45 (sv 6), coincidentes con el de una muestra au-
téntica de 1 243%,9,6-penta-0-benzoil-fA-D-g3alactofuranosa

(21R) y diod p.f. 159-160°C; [xlo =-25°(c 1, cloroformo);

lit**® p.f. 162-164°C, [oxlop -Z0°.
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b) For benzoilacién de D—galactosa.
Se utilizdé el procedimiento de D Accorso, Thiel vy
Schiiller**e,

Una solucidén de D-galactosa (5,0 g; 27,7 mmol) en piridina
anhidra (70 mL) se calentdé a reflujo en un bafo de agua hirvien-
te, mientras se agitaba. Después de Z h se llevd la solucidén a
60°C vy se agregd lentamente y con agitaciéon cloruro de benzoilo
(20 mL), cuidando que la temperatura no ascendiera. Se continud
el calentamiento durante 1,5 h, manteniendo el bafo de agua a
60°C, 1luego de 1lo cual se agregd agua (10 mL) y se continud la
agitacidén a temperatura ambiente durante 0,5 h. La mezcla de reac-
cién se volcéd sobre agua-hielo (S00 mL) y se tratd como en el
método a. For c.c.d. se observéd que el producto cristalino obte-
nido (1,32 g3 &6B8B%4) mostraba dos manchas de Re 0,50 y 0,54 (sv
3) de igual movilidad que los testigos auténticos de galactosa
furandésica perbenzoilada x y i, respectivamente.

El isémero  (?21) se aisld por recristalizacidon de eta-
nol, sembrando la solucidén con cristales de una muestra autén-—

tica.

Metil 2,3,5,6-tetra-0O-benzoil—-f-D—galactofuranésido (90).-

a) For metilacidén con diazometano de 2,3,5,6-tetra-0O-benzoil-

D—galactofuranosa (89).

Se aplicd la técnica descripta por Mastronardi*®®. A una
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solucidn de 89 (0,60 g3 1,00 mmol) en ClzCHz anhidro (1
mL), enfriada a =-5°C, se agregd BF=:0Et=z (0,02 mL). Se adi-
ciond gota a gota y con agitacidédn continua una solucién de diazo-

metano (CH=N=) en Cl=CH=z, hasta persistencia de 1la colo-
raciéon amarilla. Se filtré el sé6lido blanco formado en la reac-—
cién (polimetileno) vy el filtrado se lavd sucesivamente con
NaHCO= (ss, 100ml) y agua (2x50 mL), se secd (MgyS0s), se eva-—
pord y por c.c.d. se abservd un producto principal de Re 0,40
(sv 1) 1impurificado con el compuesto de partida (Re 0,31). For
cromatografia en columna de silica gel, eluyendo con hexano—-ace-
tato de etilo, 3:1, se obtuvo el producto de Re 0,40 (0,32 g,
92%4), mayoritariamente en configuracion (3, segin sus espectros de
R.M.N.- *H y *3C, For recristalizacién de etanol se obtuvo di-
cho anémero puro y se caracterizé como metil 2,3,5,6—-tetra-0-ben-
zoil-fA-D—galactofurandésido (20) , Re 0,52 (sv 3) p-f.

R0-92°C, [xlpb —-3° (¢ l1l,cloroformo).

R.M.N.-*H (Fig 8, Tabla 1I); e 8,15-7,20 (20 H-aromaticos);
6,06 (H-3); 5,62 (J=.,a 5,4 Hz, H-Z), 5,46 (J=.= 1,1 Hz,H-2,
5,20 (Jai,=2 <i,o0 Hz, H-1)3; 4,77 (H-6,6%), 4,65 (Ja,= 3,5 Hz,

H-4) y %,47 (CH=0).

R.M.N.-2>C  (Fig 8, Tabla II); &: 165,8, 165,4 (x2), 165,2
(PFhCO), 133,3-128,2 (C—aromatico), 106,7 (C-1), 82,2 (C-4), 81,1

(C-2), 77,6 (C-3), 70,2 (C-5), b63,4 (C-&6) y S4,9 (CH=0).
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Analisis. Calculado para Cz=sH=zoDio: #C:468,85 YH:4,95
Encontrado 7ZC69,16 ZH:5, 18
b) For condensacion de 1,2,3%,5,6-penta-0-benzoil-D-galactofu-

ranosa (21) con metanol, catalizada por SnCla.

A una solucidén de 21 (1,40 g, 2,0 mmol) en Cl=CH= anhi-
dro (20 mL), enfriada a 0°C, se agregd 5SnCla (0,25 mL, 2.1
mmoles). A los 10 min de agitacidén, se agregd metanol (0,2 mL,
2,6 mmoles) y se continudé la agitacién a temperatura ambiente.
Luego de 15 h, se observd por c.c.d. un producto principal (Re
0,40, sv 1) de mayor movilidad que el compuesto de partida (Re
0,320, que vya habia desaparecido casi totalmente. La mezcla de
reaccién de diluyé con Cl=CHz (40 mL) y se volcdéd lentamente vy
con buena agitacién sobre NaHCO= (ss, 75 mL). La fase acuosa se
extrajo con Cl=CH= (360 mL) vy los extractos organicos combi-
nados se lavaron con NaCl (ss), hasta neutralidad, se secaron
(MgS0a) y se concentraron. For cromatografia en columna sobre
silica gel, eluyendo con hexano-acetato de etilo, Z:1, se obtuvie-
ron 1,26 g (B85%Z) de un producto que recristalizado de etanol, dié
las mismas propiedades fisicas y espectroscépicas que el producto

descripto en a.
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Metil f3—-D—galactofuranésido (3).-

a) For desbenzoilacidén de metil 2,3,5,6-tetra-0-benzoil-A-D-
galactofuranésido (90) con NaMeO.

A una suspensién de 20 (0,32 g, 0,85 mmol) en metanol anhi-
dro (40 mL) enfriada a 0°C, se agregd una solucidn de NaMeO 0,5 M
en MeOH (10 mL).

Después de 2 h de agitacién el compuesto de partida habia
reaccionado totalmente vy sélo se detectaba por c.c.d. (sv 2) una
mancha en el origen. La mezcla de reaccidn se desionizé con resi-
na Dowex SOW (H*) y se concentré. El benzoato de metilo se eli-
mind por sucesivas evaporaciones con agua, obteniéndose un jarabe
incoloro (0,15 g, 91%), cromatograficamente homogéneo (Re

0,36, sv 7)), que no se pudo cristalizar y que se caracterizdé como

metil 3—D—gal actofuranésido (S); [xJIp —120° (c 1, meta-
nol),
Lit”® [xlo -112° (¢ T agua) , Cxlo —-140° (c 2,9, a-

gual); 1it®? [xlp —-108° (¢ 1, metanol)

R.M.N.-*=C (1:1 D=0—-H=0) (Figura ?,Tabla III); &= 109,0
(C-1), Z.8 (C-%), 81,6 (C-2), 77,5 (C-3), 71,8 (C-5), &Z,6 (C-6)

y 55.8 (CH=0).

b) For desbenzoilacién de metil 2,3,5,6-tetra-0-benzoil-Ba-D-

galactofurandésido (20) con trietilamina (TEA).
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Una suspensién de 90 (0,50 g, 0,82 mmol) en 25 mL de MeOH-

H=z0-TEA (S:2:1) se calentdé a reflujo en baRo de agua, hasta di-
solucidn total.

Luego de 1 h se concentrd la solucién y el jarabe se evapo-

ré varias veces con agua, obteniéndose un producto cromatografica-—

mente homogéneo (0,15 g, 24%), con iguales constantes fisicas vy

espectroscépicas que el producto obtenido en a.

p—Nitrofenil 2,3,5,6-tetra-0-benzoil-f-D—galactofuranésido (96)

a) Glicosidacidn catalizada por acido p-toluensulfénico.

A una solucidn de 1,2,3%,5,6-penta-0O-benzoil-D-galactofura-
nosa (2,1 g, 3,0 mmol) en tolueno anhidro (20 mL), se agregd p—-ni-
trofenol (2,1 g, 15 mmoles) y acido p—-toluensulfénico (0,02 g,
0,12 mmol). La mezcla de reacciétn se calentd a reflujo durante 2
h, eliminando el agua liberada mediante una trampa tipo Deam-
Stark. Se obtuvo una solucidén oscuwra que se concentré y el resi-—
duo se disolvié en Cl=CHz (200 mL) vy se extrajo con NaOH 2%
(2x30 mL). La fase acuosa se extrajo con Cl=CH= (3x30 mL) vy
los extractos organicos combinados se lavaron con agua hasta neu-
trralidad, se secaron (M350a) y se concentraron, obteniéndose un
residuo oscuro que por c.c.d. mostré un producto principal de
Re 0,51 (sv 6), levemente impurificado con el compuesto de par-
tida (Re ©0,45). For cromatografia en una columna peguena de

silica gel, eluyendo con tolueno—acetato de etilo, 99:1, se aisld
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