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Sintesis de Oligosacaridos de Galactofuranosa, Componentes de

Glicoconjugados de Tripanosomatidos

La glicobiologia de la galactofuranosa es un tema de interés creciente. La
galactosa en configuracién furandésica es componente de bacterias, hongos vy
protozoarios patégenos mientras que en mamiferos sélo se encuentra galactopiranosa.
En particular, se describieron glicoproteinas de T. cruzi con oligosacaridos de distinto
tamano en los cuales se determiné un “core” comun de B-D-Galf-(1—54)-GIcNAc (9). Esta
resulté un tipo de unién no descripta previamente. El disacarido se ramifica con numeros
diferentes de B-Galp convirtiendo a la cadena de azucar en aceptora de acido sialico en la
reaccion de trans-sialidacion relacionada con la infectividad de T. cruzi. El oligosacarido
aceptor de sidlico mas pequeno es (-D-Galf-(1—>4)-[B-D-Galp-(1—-6)]-GlcNAc (23). Es
interesante que la presencia de unidades de B-D-Galf en los oligosacaridos depende de la
cepa. En esta tesis se sintetizaron por primera vez el disacarido 9, el trisacarido 23 y los
alditoles correspondientes, que son la forma en que se obtienen en la reaccién de f3-
eliminacion de las glicoproteinas.

Por otra parte, en especies de Leishmania, Galf se encuentra interna en el “core”
del lipofosfoglicano como a-D-Galp-(1—3)-D-Galf. El sintén para el disacarido se sintetizé
por glicosidacién del derivado de Galp 52 con la 5,6-isopropilidén-2-O-pivaloil-D-
galactono-1,4-lactona (40). El método del tricloroacetamidato utilizado mostré ser efectivo
cuando el aceptor es una aldonolactona, precursora en este caso de la Galf.

Los oligosacaridos sintéticos que contienen galactofuranosa son utiles para la
identificacion de cepas, para relacionar la presencia de la misma con la infectividad y para

estudios de biosintesis.

Palabras Clave: Galactofuranosa, oligosacaridos, Trypanosoma cruzi, aldono-1,4-

lactona, tricloroacetamidato.



Synthesis of Galactofuranose-containing Oligosaccharides,

Glycoconjugate Components of Trypanosomatids

The glycobiology of galactofuranose is a topic of increasing interest. Galactose in
furanose configuration is found in infectious bacteria, protozoa and fungi, while in
mammals galactopyranose is present. In particular, glycoproteins from T. cruzi with O-
glycosidically linked oligosaccharides of different size were reported. They share the core
B-D-Galf-(1—>4)-GlcNAc (9). This unique type of linkage was not previously described. The
disaccharide is further branched by different numbers of B-Galp units turning the sugar
chain in an acceptor of sialic acid, in a trans-sialidase reaction related to the infectivity of
the parasite. The minor oligosaccharide acceptor of sialic acid is B-D-Galf-(1—4)-[B-D-
Galp-(1-6)]-GlcNAc (23). Interestingly, the presence of p-D-Galf units in these
oligosaccharides is dependent on the strain. In this Thesis, disaccharide 9 trisaccharide 23
and the corresponding alditols were synthesized for the first time. Alditols are obtained in
the B-elimination reaction from the glycoproteins.

On the other hand, internal Galf is found in the lipophosphoglycan core of
Leishmania species as a-D-Galp-(1-53)-D-Galf. The synton for the disaccharide was
synthesized by glycosidaton of the Galp derivative 52 with 5,6-O-isopropilidene-2-O-
pivaloyl-D-galactono-1,4-lactone (40). The trichloroacetamidate method proved to be
effective using an aldonolactone as acceptor, in our case, D-galactono-1,4-lactone as
precursor of Galf.

The synthetic galactofuranose-containing oligosaccharides are useful for the
identification of strains, for relating its presence with infectivity and for biosynthetic

studies.

Key Words : Galactofuranose, oligosaccharides, Trypanosoma cruzi, aldono-1,4-

lactone, trichloroacetamidate.



iNDICE

INTRODUCCION

Capitulo 1 : Galactofuranosa en tripanosomatidos
A. Galactofuranosa en glicoproteinas

B. Galactofuranosa en glicoinositolfosfolipidos (GIPLs)

Capitulo 2 : Sintesis de glicosidos. Método de tricloroacetamidato
A. Activacion a través de intercambio de O-anomérico

B. Activacion con retencion de O-anomérico

RESULTADOS Y DISCUSION

Capitulo 3 : Sintesis de p-D-Galf-(1—-4)-GIcNAc
Proteccidn selectiva de bencil N-acetilglucosamina. Obtencién de
bencil 2-acetamido-3,6-di-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (3)
Glicosidacion. Obtencion de bencil (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-
B-D-galactofuranosil)-(1—4)-2-acetamido-3,6-di- O-benzoil-2-desoxi-

a-D-glucopiranésido (6)

Capitulo 4 : Sintesis de p-D-Galf-(1—4)-[3-D-Galp-(1—6)]}-GIcNAc
Glicosidacion selectiva. Obtencion de bencil (2,3,4,6-tetra-O-
benzoil-p-D-galactopiranosil-(1—6)-2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-

glucopiranésido (16)
Obtencién de bencil (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil)-
(1—>4)-[2,3,4,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-

3-0O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranosido (19)

10
10
15

23

24

30

40

45

49



Obtencién de 4,6-di-O-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil)-
2-acetamido-3-0O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopirandsido (20) 53
Obtencién de bencil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-
(1-6)-2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (21) 54
Obtencién de bencil (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil)-

(1-4)-[2,3,4,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-

3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopirandsido (19) en un solo paso 54
Capitulo 5: Pivaloilacion selectiva de aldono-1,4-lactonas 68
D-Galactono-1,4-lactona 69
D-Gulono-1,4-lactona 74
L-Manono-1,4-lactona 77
Capitulo 6 : Sintones para la introducion de Galf en oligosacaridos 82
Sintesis del sinton de p-D-Galp-(1—3)-D-Galf 82
Sintesis del sintén de a-D-Galp-(1—-3)-D-Galf 105

Sintesis de p-D-Galf-(1—3)-D-Gal-1,4-lactona, precursor del sintén
de B-D-Galf-(1—3)-D-Galf 115

PARTE EXPERIMENTAL

Capitulo 7 123
Instrumental y métodos generales 123
Reactivos generales 124
Purificacién de solventes 125
Detalles Experimentales 127
RESUMEN 171

BIBLIOGRAFIA 180



ABREVIATURAS

Ac
AcOH
Anal.
Bn
BnOH
Bz

c

ccd
DMF
EtOAc
EtOH
Galf
Galp
GIPL
GlcNAC
lit.

LPG
Man
MeOH
NaOMe
pf

Piv
ppm

Ry

RMN
sol. sat.
THF
TMSOTf

acetilo

acido acético

analisis elemental
bencilo

alcohol bencilico
benzoilo
concentracion
cromatografia en capa delgada
N,N-dimetilformamida
acetato de etilo
etanol
galactofuranosa
galactopiranosa
glicoinositolfosfolipido
N-acetilglucosamina
literatura
lipofosfoglicano
manosa

metanol

metdxido de sodio
punto de fusion
pivaloilo

partes por millén
relacién de frente
resonancia magnética nuclear
solucién saturada
tetrahidrofurano

triflato de trimetilsililo



INTRODUCCION

CAPITULO 1



Galactofuranosa en tripanosomatidos 1

Galactofuranosa en tripanosomatidos

La D-galactosa se encuentra ampliamente distribuida en la Naturaleza. Es
interesante que en mamiferos se encuentra en la configuracién piranésica mientras
que la presencia de galactofuranosa se restringe a bacterias (McNeil et al., 1987;
Gerwig et al; 1993 Richards et al.,1983), protozoos (Lederkremer et al., 1980;
Mendelzon & Parodi, 1986; Moraes et al, 1988; Mc Conville et al, 1990, 1993;
Previato et al., 1992; Turco & Descoteaux, 1992) y hongos (Lee & Lloyd, 1975;
Barreto-Bergter et al., 1980, Mendoga-Previato et al., 1980; Groisman &
Lederkremer, 1987; Notermans et al., 1988; Unkefer & Gander, 1990).

Como el mamifero huésped no biosintetiza Galf, genera anticuerpos contra
esta unidad. Por esta razén, la glicobiologia de la galactofuranosa es un tema de
creciente interés. No se conoce aun el mecanismo metabdlico por el cual la
galactofuranosa se incorpora o se remueve de los glicoconjugados que la contienen.
En este capitulo se describen glicoconjugados que contiene Galf dentro de la familia
de tripanosomatidos (Lederkremer & Colli, 1995). Algunas especies de esta familia
son infecciosas para el mamifero y en particular para el hombre, por ejemplo,

Trypanosoma cruzi, agente del Mal de Chagas.

A. Galactofuranosa en glicoproteinas

En tripanosomatidos inferiores como Cnthidia fasciculata y Crithidia harmosa
(Mendelzon & Parodi, 1986), Leptomonas samueli y Herpetomonas samuelpessoai
(Moraes et al., 1988) la galactofuranosa se encuentra en oligosacaridos N-
glicosidicos de alta manosa y unida directamente a la manosa en el extremo terminal

no reductor del oligosacarido. La galactofuranosa puede ser liberada por la B-
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galactofuranosidasa de Penicillium charlesii, sin embargo, en algunos casos no se ha
determinado a que posicion de la manosa esta unida. Por ejemplo, en L. samuelii, se
han caracterizado oligosacaridos de composicion Galf{1—>3)MangGIcNAc; vy
Galf(1—>?)Man; gGIcNAc; y en Crithidia fasciculata Galf{1—>?)MangGIcNAC.

Se han detectado residuos de galactofuranosa en cadenas N-glicosidicas de
glicoproteinas de 80-90 kDa del estadio infectante tripomastigote de T. cruzi (De
Arruda et al., 1989). Sin embargo, no se determinaron las uniones glicosidicas en las
mismas.

Recientemente, se han identificado oligosacaridos de distinto tamafo que son
liberados como alditoles por pB-eliminacién, en la glicoproteina anclada de 3843 kDa
de la superficie celular de Trypanosoma cruzi (cepa G)(Previato et al.,1994; Acosta
Serrano et al., 1995, Esquema 1). Estos oligosacaridos, a diferencia de los
anteriores, se encuentran unidos O-glicosidicamente a la proteina a través de
GicNAc. Este tipo de glicoproteinas se denominaron “mucinas” en analogia con las
mucinas de animales donde los oligosacaridos se unen O-glicosidicamente a los
residuos de treonina o serina de la proteina, pero a través de GalNAc. En mamiferos,
se ha encontrado GIcNAc como azucar Unico en unidon O-glicosidica en
glicoproteinas nucleares y citoplasmaticas (Hart et al., 1989; Kearse & Hart, 1991).
En organismos parasitarios como Trypanosoma brucei (Haltiwanger et al., 1992),
Schistosoma mansoni (Nyame et al., 1987) y Plasmodium falciparum (Dieckman-
Schuppert et al., 1993) también se han encontrado glicoproteinas que contienen una
unica O-GlcNAc.

En el caso de las glicoproteinas de T. cruzi (cepa G), la GIcNAc esta
sustituida en la posicion 4 por una Galf. Todos estos oligosacaridos presentan este
disacarido particular B-Galfi1—>4)GIcNAc, y ademas la GIcNAc puede estar
nuevamente sustituida en 6 por una unidad de Galp y continuar la cadena en forma

lineal o ramificada. Solo en uno de los oligosacaridos la Galf se encuentra sustituida
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por otra Galp (Esquema 1). Es de sefalar que todas estas constituyen estructuras
nuevas tanto en glicoproteinas, como desde el punto de vista de sintesis. Su
caracterizacion se habia realizado por espectroscopia de RMN 'H de alta resolucién
de los oligosacaridos alditoles obtenidos en la reaccién de B-eliminacion reductiva

(Esquema 1).

Esquema 1. Estructuras de oligosacaridos alditoles aislados de glicoproteinas de
T. cruzi (Cepa G) por B-eliminacién reductiva.

BGalf-(1-4)
GIcNAc-ol monosacarido-alditol
BGalf-(1-4)
GIcNAc-ol disacarido-alditol
BGalp-(1-6)
BGalf-(1-4)
BGalp-(1-3) GlcNAc-ol trisacarido-alditol
BGalp-(1-6)
BGalf-(1-4)
BGaip-(1-3) \ % GlcNAc-ol tetrasacarido-alditol
BGalp-(1-6)

BGalp-(1-2)

BGalp-(1-2)-pGalf-(1-4)
BGalp-(1-3) N p GIcNAc-ol pentasacarido-alditol
BGalp-(1-6)
BGalp-(1-2)
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De las glicoproteinas de 4045 kDa de la cepa Y de T. cruzi (Previato et al.,
1995), también se han aislado oligosacaridos unidos a través de O-GIcNAc. Sin
embargo, difieren de los de la cepa G recién mencionados pues son mas cortos y no
contienen galactofuranosa. Por B-eliminaciéon se encontraron dos series de mono, di
y trisacaridos alditoles donde se mantiene el core BGalp(1—>6)GIcNAc pero la
segunda ramificacién de la GIcNAc ocurre en la posicién 3 o 4, generando asi dos

series de mono, di y trisacaridos alditoles (Esquema 2).

Esquema 2. Estructuras de oligosacaridos alditoles aislados de glicoproteinas

de T. cruzi (Cepa Y) por B-eliminacién reductiva.

BGalp-(1-4)-GlcNAc-ol

monosacarido-alditoles
BGalp-(1->3)-GIcNAc-ol

BGalp-(1-4)
GIcNAc-ol
BGalp-(1-6)
disacarido-alditoles
BGalp-(1-3
GlcNAc-ol
BGalp-(1-6)
BGalp-(1-4)
GIcNAc-ol
BGalp-(1-2)-pGalp-(1-6
trisacarido-alditoles
BGalp-(1-4)
GIcNAc-ol

BGalp-(1-2)-BGalp-(1—-6
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T. cruzi no biosintetiza acido sialico pero expresa una trans-sialidasa que
transfiere acido sialico de glicoproteinas y glicoconjugados del mamifero huésped a
la posicion 3 de residuos de Galp terminal de aceptores en la superficie del parasito
(Colli, 1993; Cross & Takle, 1993; Schenkman et al., 1994). Tanto las glicoproteinas
de ambas cepas recién mencionadas, como sus oligosacaridos alditoles aislados
(Acosta-Serrano et al., 1995) son aceptores de acido sidlico, aunque no se han
realizado estudios comparativos entre los oligosacaridos. El acido sidlico es
imprescindible para la entrada del parasito a la célula de mamiferos por medio de
procesos de adhesion (Piras et al., 1987, Schenkman et al., 1991).

La presencia de pGalf en las glicoproteinas de T. cruzi (cepa G) constituye un
importante sitio de reconocimiento de anticuerpos como se demostré previamente
en otro glicoconjugado de T. cruzi llamado lipopéptidofosfoglicano (LPPG) utilizando
suero de conejo (Mendocga-Previato et al,, 1983) y humano (Schnaidman et al.,

1986).

B. Galactofuranosa en glicoinositolfosfolipidos (GIPLs)

En los ultimos anos los GIPLs han despertado gran interés pues actian como
anclas de proteinas de membrana de células eucariéticas (Cross, 1990; McConville
& Ferguson, 1993) y de un fosfosacarido en especies de Leishmania (Turco &
Descoteaux, 1992). Se han descripto GIPLs libres que no se encuentran unidos a
proteina, que contienen galactofuranosa en T. cruzi (Lederkremer et al., 1980, 1991,
1993; Previato et al., 1990), Leishmania (McConville et al., 1990, 1993), Leptomonas
samueli (Previato et al., 1992) y en Endotrypanum schaudinni (Wait et al., 1994).
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Lipopeptidofosfoglicano (LPPG)
El LPPG de T. cruzi fue el primer glicoconjugado con una estructura de GIPL
aislado de un tripanosomatideo (Lederkremer et al., 1976, 1980) y donde se

encontr6 por primera vez galactofuranosa en protozoarios.

Esquema 3. Estructura del LPPG de T. cruzi

AIEP

6
BGalf-(1-3)-aMan-(1-2)-aMan-(1-2)-aMan-(1-6)-aMan-(1-4)-aGIcN-(1-6)-myoino1-P-cer
3

* (65 %)
BGalf

AIEP

6
BGalf-(1-3)-aMan-(1-2)-aMan-(1-2)-aMan-(1-6)-aMan-(1-4)-aGIcN-(1-6)-mioino1-P-cer
(20 %)

AlEP

6
BGalf-(1-3)-aMan-(1-2)-aMan-(1-6)-aMan-(1-4)-aGlcN-(1-6)-mioino1-P-cer

(15 %)
(cer: ceramida; AEP: acido aminoetilfosfonico)

Se elucid6 completamente la estructura del glicano del LPPG que presenta
microheterogeneidad (Lederkremer et al.,,1991; Esquema 3). Los tres oligosacaridos
caracterizados poseen una cadena de tres o cuatro a-manosas y la galactofuranosa
se encuentra como el extremo no reductor unida B a la posicién 3 de la manosa (-

Galf-(1—>3)-a-Man).

Lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania
El LPG es un polisacarido heterogéneo lipidico caracteristico de Leishmania

que junto con los GIPLs libres juegan un rol muy importante en la patogénesis de la
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leishmaniasis (Turco & Descoteaux, 1992). Las cepas deficientes en LPG no
sobreviven en el mosquito vector (Schiein et al.,1990) y no pueden infectar a los
macréfagos de mamiferos (Handman et al,, 1986; Elhay et al., 1990; McNeely &
Turco, 1990). Estas dos funciones se reestablecen parcialmente por insercion
exdgena de LPG en la membrana plasmatica.

El LPG consta de cuatro regiones: a) el ancla lipidica de fosfatidilinositol, b) un
core fosfohexasacarido, c) una regién de fosfoglicano disperso que tiene unidades
repetitivas y d) una cubierta (cap) de oligosacaridos pequenos (Esquema 4).

En particular, el core glicosidico consiste en glucosamina, dos manosas,
galactosa-6-fosfato, galactopiranosa y galactofuranosa. A semejanza con el LPPG la
galactofuranosa esta unida a la posicion 3 de la manosa (BGalf-(1—3)-aMan), pero
en Leishmania se encuentra interna y no como extremo terminal no reductor . Una a-

Galp sustituye la posicion 3 de la Galf (aGalp-(1—>3)-pGalf).

Esquema 4. Estructura del LPG de Leishmania
BF‘
[BGalp-(1->4)-aMan1-PO 4-]n
\‘ {’I'

[Cubierta}{ Disacarido repetitivcﬂ—(Core oligosacarido )—ﬁnositolfosfolipidcﬂ

’

“Ry-aMan1PO. ; '

6-aGalp-(1-6)-aGalp-(1-3)-pGalf-(1-3)-aMan-(1-3)-aMan-(1 -»4)-aGIcN-(1

Ry=H, Glc, Gal o un oligosacarido corto.
R, = aMan-(1-2) o un oligosacarido corto

Una linea celular mutante de Leishmania donovani no podia biosintetizar LPG

porque no adicionaba Galf (Huang & Turco, 1993). La identidad de la actividad
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enzimatica que esta ausente en la mutante no se conoce aun, pero se ha

determinado el gen que codifica para esta proteina (Ryan et al., 1993).

Glicoinositolfosfolipidos (GIPLs) libres en Leishmania

Los GIPLs libres son muy abundantes en la membrana plasmatica de
Leishmania. Se han identificado tres lineas distintas de GIPLs que varian
marcadamente en distintas especies y estadios de desarrolio (McConville &
Ferguson, 1993). Los GIPLs del tipo 1 y 2 contienen parte del core del LPG. En
particular los GIPLs del tipo 2 de la especies L. majory L. mexicana son altamente
inmunogénicos (McConville & Bacic, 1989; McConville et al., 1990b) y contienen la
unidad aGalp-(1-3)-pGalf-(1—-3)-aMan en donde la Galf se encuentra interna
(Esquema 5). Es interesante observar que los GIPLs de L. donovani no contienen

Galf (McConville & Blackwell, 1991).

Esquema 5. GIPLs de tipo 2 de especies de Leishmania

R-BGalf-(1-3)-aMan-(1-3)-aMan-(1-4)-aGIcN-(1-6)-myoindcPOCH,
|

CHOACcil

|
CH,OAlquil

R GIPL Parasito
H GIPL-1 L. major
aGalp-(1-3) GIPL-2 L. majory L. mexicana

aGalp-(1-6)-aGalp-(1-3) GIPL-3 L. major y L. mexicana
BGalp-(1-3)-aGalp-(1-3) GIPL-A L. major
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Glicoinositolfosfoceramida (GIPC) en otros protozoarios

Se han caracterizado GIPCs de Leptomonas samueli (Previato et al., 1992;
Esquema 6) cuyo oligosacarido contiene parte del core de LPG de Leishmania
(BGalf-(1-3)-aMan-(1->3)-aMan-(1-54)-GIcN) y tanto en este caso como en el
LPPG de T. cruzi, la Galf se encuentra como extremo terminal no reductor. En
cambio en Endotrypanum schaudinni (Wait et al., 1994), la Galf se encuentra interna
y su posicion 3 esta sustituida por una Galp cuya configuracién anomérica no se ha

establecido.

Esquema 6. GIPLs que contienen Galf de Leptomonas samueli y Endotrypanum
schaudinni

R2® R{P
! :
Ri-BGalf-(1-3)-aMan-(1-3)- aMan-(1-4)-aGIlcN-(1 -+6)-ino1@ceramida
Leptomonas samueli Ri=H
Rz = HzN-CHz-CHz'

Endotrypanum schaudinni  R= aArap-(1-2)-BGalp-(1-3)-Galp-(1-3)
R2 = HzN'CHz'CHz'O
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Sintesis de glicésidos.

Meétodo del tricloroacetamidato.

Los métodos existentes para la formacién del enlace glicosidico consisten,
generalmente, en la activacién del centro anomérico (paso de activacion) y luego, en
presencia de un promotor o catalizador, estas especies liberan el donor de glicosilo
para formar con el aceptor el enlace glicosidico (paso de activacién). En principio, se
distinguen dos enfoques diferentes para el paso de activacion:

A. Activacion a través de reacciones que involucran el intercambio del
oxigeno anomeérico

B. Activacion con retencién del oxigeno anomérico.

A. Activacion a través de intercambio de O-anomeérico

Meétodo de Fischer-Helfench

Es el procedimiento de glicosilacién mas simple que existe (Esquema 7, A).
Los O-glicésidos se obtienen a partir de hemiacetales y alcoholes por medio de una
reaccion catalizada por acido como variante de la reaccién de formacion de acetales
(Wulff & Rohle, 1974). Este método resulta muy util y de preferencia en la sintesis de
alquil glicésidos utilizados como material de partida para la sintesis de oligosacaridos
y sintones quirales (Hanessian, 1983). Se emplea un exceso de aceptor (alcohol)
inhibiendo la autocondensacién de las unidades de azlicares que no estan
protegidos y actuando a la vez como solvente de reaccion. Sin embargo, debido al
medio acido, al exceso de aceptor requerido y a la reversibilidad del método, no es
conveniente para la sintesis de oligosacaridos y glicoconjugados. Para este fin, se

requieren métodos irreversibles que consisten en la preactivacion del O-anomérico
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generando un donor de glicosilo cuando se encuentra en presencia de promotores o

catalizadores.

Método de Kéenigs-Knorr

El intercambio del hidroxilo anomérico por bromo o cloro conduce a un donor
de glicosilo con fuertes propiedades donoras de la especie activada (Esquema 7, B).
El a-haloéter generado es activado en el paso de glicosidacién por promotores
halofilicos, por ejemplo, sales de metales pesados y asi el donor se transfiere al
aceptor irreversiblemente. Este método ha sido de suma importancia para la sintesis
de oligosacaridos complejos y glicoconjugados, y ha sido tratado extensamente
(Paulsen, 1982 y 1990). Ademas, se continia desarrollandolo y se aplica
ampliamente para la sintesis de glicosidos 1,2-trans por el método triflato de plata -
trimetilurea (Hanessian & Banoub, 1977a, 1980). A pesar de la generalidad de este
método, el requerimiento de por lo menos un equivalente del promotor y por
consiguiente, los problemas para la eliminacion de este material, son los factores
limitantes para llevar a cabo preparaciones a gran escala resultando de interés

procedimientos alternativos.

Meétodos relacionados con Kéenigs-Knorr

Se han investigado extensamente otras reacciones de intercambio de O-
anomeérico en el paso de activacioén. Por ejemplo, la introduccién de fluor (Esquema
7, B; X = F) como grupo saliente genera donores de glicosilo intermediarios mas
estables debido al enlace C-F (Kunz, 1987; Mukaiyama et al., 1981; Hashimoto et al.,
1984; Nicolaou et al., 1984; Kunz & Sager, 1985). Debido a la diferencia de
halofilicidad de flior comparada con las del bromo y cloro, se encontraron, ademas
de las sales de platas, otros promotores utiles para el paso de glicosidacion. Sin

embargo, los fluoruros de glicosilo poseen propiedades donoras pobres y también
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requieren de un equivalente de promotor, por lo que estos intermediarios no
muestran ventajas reales sobre los bromuros o cloruros de glicosilo.

Los tioglicésidos, donde el O-anomérico se reemplaza por grupos tioalquil o
tioaril, también se utilizan como donores de glicosilo (Paulsen, 1990; Flgedi et al.,
1987; Norberg & Walding, 1988) y presentan la ventaja que se pueden efectuar
transformaciones sobre el donor de glicosilo sin afectar el centro anomérico
(Esquema 7, B; X = SR). Las sales de metales pesados se han empleado como
promotores de la glicosidacion sin embargo, existen otras alternativas. Los iones
bromonio y cloronio son altamente tiofilicos, pero con contraiones como cloruro o
bromuro, se genera el haluro de glicosilo y la reaccion es del tipo Kéenigs-Knorr. Se
requiere de un contraion que sea poco nucleofilico como la N-bromosuccinimida y
que permita una reaccion directa con el aceptor como nucledfilo. De todas maneras,
debido a que los tioglicésidos necesitan una fuerte activacion se obtienen bajas
selectividades o/p cuando no se ven involucrados grupos participantes (Hanessian et
al., 1987; Nicolaou et al., 1983) y especialmente con azucares con propiedades
donoras pobres. Debido la nucleofilicidad del atomo de azufre se ha empleado
también triflato de metilo para la activaciéon de los tioglicosidos (Lénn, 1985), pero se
obtuvo baja estereoselectividad, y teniendo en cuenta que se requiere al menos de
un equivalente de este peligroso reactivo que ademas conduce a subproductos de
metilacién y ataca a otros centros nucleofilicos, se ha cambiado por el triflato de
dimetil metiltiosulfonio (DMTST) obteniéndose mejores resultados (Fugedi et al.,

1987)

Metodo de activacion por SnCl,
Dentro de los métodos generales es interesante mencionar el de activacion
por SnCl4 pues es de gran utilidad para la sintesis de glicésidos de galactofuranosa y

en particular, es uno de los métodos de glicosidacion que se utilizan en este trabajo.
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Hanessian y Banoub (1977b) describieron la preparacion de glicésidos 1,2-
trans a partir de azucares peracilados, promovida por SnCls. El derivado acilado
forma, en este medio de reaccién, un intermediario 1,2-aciloxonio muy estabilizado
por el contraion que el promotor forma por asociacién con el grupo saliente del C-
anomérico (Esquema 8). El ataque nucleofilico ocurre necesariamente por la cara
opuesta a la del sustituyente en C-2, y en eso se basa la estereoselectividad de este
método. Por otra parte, también es posible que la reaccién transcurra a través de la
formacion inicial de un ortoéster bajo control cinético, el que en presencia de SnCl,

sufre un reordenamiento al glicésido de configuracién 1,2-trans (Esquema 8).

Esquema 8

o
0. OAc O. [SnCl40AC] o
SnCl R'OH
0 ’ ;\r 0
OYR O{R 1w
R
© lR'OH /

o OR'
o R
T
o

Este acido de Lewis resulta muy util para la activacién del centro anomérico
de galactofuranosas peraciladas (Marino et al., 1989; Lederkremer et al., 1990). El
procedimiento tiene como ventaja que el precursor de la parte no reductora del

disacarido es una galactofuranosa peracilada y no un haluro de galactofuranosiio



Sintesis de glicésidos. Método del tricloroacetamidato. 15

muy inestable que es empleado en la condensacion de Kdéenigs-Knorr (Haynes &

Newth, 1955) y ademas involucra un solo paso de reaccion.

B. Activacion con retencion del O-anomérico

Para que la sintesis de glicésidos sea efectiva, tanto el rendimiento como la
estereoselectividad deben ser altos, y debe poder lievarse a cabo a gran escala y por
consiguiente, la cantidad de productos a eliminar debe ser minima. Esto ultimo se
cumple si el proceso de glicosidaciéon es catalitico. Los métodos mencionados
anteriormente no cumplen con todos estos requerimientos, aunque la estrategia
general para la formacion del enlace glicosidico resulta conveniente.

Conclusién:

1. El primer paso debe consistir en la activacién del centro anomérico para

formar un donor de glicosilo estable (paso de activacion).

2. EI segundo paso (paso de glicosidacién) debe consistir en una
transferencia de glicosilo al aceptor de tal manera que se obtengan aitos
rendimientos, y donde la diastereoselectividad esté controlada por la
configuracion anomérica del donor de glicosilo (tanto por inversion o
retencioén), por asistencia anquimérica, por influencia del solvente, etc.

Para el paso de activacion, se decidi6 investigar la activacion por bases, en

vez de la activacion por acidos que se utiliza en los métodos anteriores.

Meétodo del tncloroacetamidato

Me referiré a este método mas extensamente pues fue utilizado en este
trabajo de tesis y por primera vez en el laboratorio.

Cuando un azulcar protegido que presenta el O-anomérico libre se trata con

una base, se forma un 6xido anomérico. Este puede utilizarse para generar un donor
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de glicosilo por adicién a un sistema de triple enlace A=B. Los métodos mas
convenientes que se desarrollaron son el de tricloroacetamidato (Esquema 7, C;
A=BH : C(CCi3)=NH) (Schmidt, 1986, 1991; Schmidt & Kinzy, 1994) y el de formacion
de fosfato y fosfito (A=BH: PO(OR);, P(OR);) (Martin & Schmidt, 1992). Lo
interesante de estos procedimientos es que la naturaleza tiene el mismo mecanismo
para la generacion de donores glicosidicos, como es la formacién de fosfatos de
glicosilo para el paso de activacién y catalisis acida para el paso de glicosidacion.
Como se detallara mas adelante, el paso de activacion del método del
tricloroacetamidato consiste en una adicion del O-anomérico al tricloroacetonitrilo
catalizada por base y el paso de glicosidacién requiere solo de cantidades cataliticas

de un acido de Lewis.

1. Formacién de tricloroacetamidato (Paso de activacion)

Los nitrilos deficientes en electrones como, por ejemplo, tricloroacetonitrilo o
trifluoroacetonitriio pueden adicionar alcoholes al triple enlace por catdlisis basica
reversiblemente para dar O-alquil tricloroacetamidatos (Nef, 1895; Schmidt, 1986).
Se puede transformar el O-anomérico en un buen grupo saliente por adiciéon de
tricloroacetonitrilo en presencia de base, pero debe tenerse en cuenta la
anomerizaciébn para controlar la adicibn estereoselectivamente. Debido a Ia
reversibilidad de este paso, tanto por control termodinamico como cinético, es
posible obtener uno u otro anémero. En un estudio detallado de adicion de
tricloroacetonitrilo a 2,3,4,6-tetra-O-bencil-D-glucopiranosa (Schmidt & Michel, 1984)
se observa que a partir de una mezcla de a y B-6xido utilizando K,CO3; como base,
se obtiene preferenciaimente el B-tricloroacetamidato ecuatorial (Esquema 9). Este
producto se anomeriza lentamente al a-tricloroacetamidato, en donde el grupo
atractor de electrones se encuentra en una disposicion axial mas estable

termodinamicamente, por efecto anomeérico. El producto de anomerizacion a se
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genera a través de retrorreaccién, anomerizacién al ion 1-6xido a y posterior adicién
de tricloroacetonitrilo, y la velocidad de reaccion puede aumentar utilizando una base
mas fuerte. De esta manera, se obtienen uno u otro anémero O-activados con altos

rendimientos dependiendo de la base empleada (K,CO3, CaCO3, NaH, DBU).

Esquema 9. Formacion de tricloroacetamidato

OBn
BnO =
BnO OH
BnO
CI3CN, base I
OBn OBn
0]
BnO BnO O
BnO BrO Bng%o\fw
BnO
6] NH CC|3
CClI
o 3
base = NaH base = K2CO3

La alta nucleofilicidad del ion B-6xido se atribuye a factores estéricos y
estereoelectronicos, este ultimo proviene de repulsiones de par de electrones y
dipolo-dipolo (Esquema 10, Efecto anomérico cinético). Este efecto se encuentra
mucho mas pronunciado en iones B-0xidos que en azucares B-piranésicos, pues el

ion negativo presenta un par adicional de electrones libres.

La O-activacibn anomérica estereoselectiva de azlucares a través de
tricloroacetamidatos de O-glicosilo es extensiva a todas las hexosas de importancia
(Glc, Gal, Man, Fuc, Rha, GIcN, GalN) tanto como a acidos glucurdnicos, muramico y

oligosacaridos (Schmidt & Kinzy, 1994).
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Esquema 10. Nucleofilicidad pronunciada de p-6xidos
(Efecto anomérico cinético)

Interaccion Dipolo-Dipolo

o,
°)

Interaccion de pares de electrones libres

0 0
0 C® O
°9
0

@O

2. Reaccion de glicosidacion (paso de glicosidacién)

La formacién del intermediario anomérico activado por catalisis basica,
requiere un sistema diferente de catalisis para generar la propiedad donora de
glicosilo en el paso de activacidon. Se necesita de una catalisis acida suave en
presencia del aceptor y asi obtener el glicésido irreversiblemente bajo las
condiciones de reaccion. La funcion tricloroacetamidato es excelente grupo saliente

pues se libera como molécula de tricloroacetonitrilo. El agua que se libera cuando se

forma el glicésido se transfiere en dos pasos a las especies activantes A=B

CCIsCN formandose tricloroacetamida que es estable y no basica (O=A-BH,
CCI;CONHy,) siendo ésta la fuerza propulsora de la reaccion (Esquema 7, C). Como

consecuencia, el acido actia como un verdadero catalizador. La importancia de los
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tricloroacetamidatos de O-glicosilo reside en que actian como donores fuertes bajo

catalisis acida suave.
Selectividad o/

La facilidad para formar los diferentes enlaces anoméricos depende
mayormente de la fuerza del efecto anomérico, que es mayor en los azlcares del
tipo a-mano que en los a-gluco, y en la participacion o no del grupo protector en C-2
(participacién anquimérica o de grupo vecino). Por consiguiente, la dificultad para
construir dicha unién aumenta desde azucares del tipo a-mano > B-gluco >> a-gluco

>> B-mano (Esquema 11).

Esquema 11
1,2 - trans 1,2 -cis
OR OR OR OR
o 0 0]
RO 5 RO , O RO/&/ .
OR' RO OR'

Sintesis de Glicosidos:
Aumento de dificultad

tipo gluco: D-Glc,D-GIcNAc, MurAc, D-Gal, D-GalNAc, L-Fuc

tipo mano: D-Man, D-ManNAc, L-Rha

La participacion de grupos protectores como 2-O-acil (o 2-N-acil) en el método
del tricloroacetamidato es fundamental en la estereoselectividad de la glicosidacion,
obteniéndose glicésidos del tipo a-mano y B-gluco. En ausencia de grupos
participantes, cuando el solvente de reaccién es no polar, a bajas temperaturas y en

presencia de acidos de Lewis relativamente suaves (BF3.OEt;) como catalizador, las
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reacciones siguen un mecanismo del tipo Sy2 y asi B-tricloroacetamidatos conducen

a glicésidos a y veceversa (Esquema 12).

En cambio, acidos de Lewis mas fuertes (TMSOTf) y a mayores temperaturas
en solventes mas polares, favorecen la formacién del producto mas estable
termodinamicamente. El tricloroacetamidato de O-glicosilo se transforma en un
oxonio que se encuentra como semisilla (Esquema 12), y por razones
estereoelectronicas el ataque se produce por la cara axial a conduciendo al producto
a que es el termodinamicamente mas estable. Por consiguiente, bajo condiciones
del tipo Sy1 se forman preferentemente los glicésidos del tipo a-mano y a-gluco. En
particular, si el solvente es éter, se genera con participacion de este solvente un ion
oxonio ecuatorial por efecto anomérico reverso (Lemieux, 1971) favoreciendo la

formacion del producto a axial, termodinamicamente mas estable.

Bajo estas mismas condiciones y con nitrilos como solvente se obtienen
glicésidos P independientemente de la configuracion anomérica del donor. Se
postula que la reaccién estd controlada por la formaciéon de un intermediario
conjugado nitrilo-nitrilio. En presencia de TMSOTf como catalizador y a bajas
temperaturas (-80 °C), se genera el ion oxonio, que es atacado por moléculas de
nitrilo preferencialmente por la cara axial a para formar conjugados a-nitrilio-nitrilo
axiales conduciendo al producto ecuatorial . Sin embargo, el conjugado B-nitrilio-
nitrilo es termodinamicamente mas estable por el efecto anomérico reverso y
favoreceria la formacion del producto . Este equilibrio seria mucho mas lento para
solventes como nitrilos que para éteres, obteniéndose casi exclusivamente el
producto B. Este procedimiento es muy importante pues permite construcciones

glicosidicas dificiles como es la del tipo B-mano (Schmidt et al., 1990).
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Conclusion

Este método reine todos los requerimientos para que una glicosidaciéon sea

eficiente.

Las caracteristicas del paso de activacién son: (1) formacion de
tricloroacetamidato catalizada por base; (2) obtencién de los donores a o
controlada por la eleccion de la base; (3) estabilidad térmica de los

tricloroacetamidatos o y p a temperatura ambiente.

Las caracteristicas del paso de glicosidacién son : (1) catalisis por un acido de
Lewis bajo condiciones suaves; (2) reaccién irreversible; (3) no se afectan otros
enlaces glicosidicos; (4) generalmente el rendimiento es alto; (5) Ila
estereoselectividad del enlace formado es buena a excelente: (a) grupos
participantes dan glicopiranosidos 1,2-trans, es decir, glicésidos 3 de Glc, GIcN, Mur,
Gal, GalN y glicosidos o de Man y Rha; (b) con grupos no participantes, BF3.OEt;
como catalizador en solventes no polares a bajas temperaturas se favorece la
inversion de la configuracién anomérica; (c) el éter favorece bajo condiciones del tipo

Sn1 la formacion de a-glicosidos, y los nitrilos los B-glicésidos.



RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO 3
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Sintesis de p-D-Galf-(1—>4)-GIcNAc (9)

Por B-eliminacién de glicoproteinas de T. cruzi, se han aislado recientemente
oligosacaridos de distinto tamarno que estan unidos O-glicosidicamente por la unidad
B-D-Galf~(1—>4)GIcNAc a la proteina (Previato et al., 1994; Acosta Serrano et al.,
1995). Este tipo de unién es novedosa pues los oligosacaridos de proteinas de
membrana se encuentran normalmente unidos a la proteina por GalNAc. Ademas, la
presencia de Galf podria estar relacionada con la antigenicidad de la glicoproteina
(De Arruda et al., 1989). Dicho disacarido (9) aparece ramificado con un numero
variable de unidades de Galp, que convierten a la cadena de azucares en aceptora
de acido sidlico. La glicosidacién con este acido es catalizada por una trans-
sialidasa, que habia sido caracterizada en T. cruzi (Ferrero-Garcia et al,, 1993,
Vandekerckhove et al., 1993). Esta reaccién esta relacionada con la infectividad del
parasito (Piras et al., 1987; Schenkman et al., 1991, Franchin et al., 1997).

La presencia de Galf en estas glicoproteinas de T. cruzi, aceptoras de acido
sialico, depende de la cepa. Por ejemplo, los oligosacaridos de la superficie celular
de la cepa Y no contienen Galf (Previato et al., 1995).

Debido a que los oligosacaridos que contienen Galf podrian ser utiles tanto
para la identificacion de cepas como también en estudios de la biosintesis de estas
cadenas O-glicosidicas, y considerando que la preparacion del disacarido 9 no

estaba descripta, se llevé a cabo su sintesis.

Para la sintesis de 9, era necesario partir de un derivado de N-
acetilglucosamina convenientemente protegido, y con el OH4 libre. Este aceptor

seria luego glicosidado con un derivado adecuado de Galf. Para ello, se necesitaba
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obtener el derivado OH-4 libre de la N-acetilglucosamina en el menor numero de

pasos posibles, y estos grupos deberian ser luego eliminados faciimente.

Proteccion selectiva de bencil N-acetilglucosamina. Obtencién de bencil 2-
acetamido-3,6-di-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranosido (3)

Benzoilaciones selectivas, bajo distintas condiciones, de metil a-D-
glucopiranésido (Ogawa & Matsui, 1981; Williamson & Richardson, 1967), indicaban
una menor reactividad para el OH-4. Williamson & Richardson (1967) obtuvieron
metil 2,3,6-tri-O-benzoil-a-D-glucopiranésido con un 67 % de rendimiento por
tratamiento de metil a-D-glucopiranésido con cloruro de benzoilo en piridina a -40 °C.
Ademas se encontré que en esterificaciones selectivas de D-glucosa (Batey et al.,
1975), 6-desoxi-D-glucosa (Kondo et al., 1973) y 2-desoxi-D-arabino-hexosa (Fiandor
& De Las Heras, 1986), el OH-4 presentaba una menor reactividad.

Por otra parte, para la acilacién parcial de azucares, no solamente se han
utilizado cloruros de acido o anhidridos sino también otros derivados de acidos como
los N-acilimidazoles (Haines, 1976). La quimica de los N-acilimidazoles ha sido
desarrollada por Staab (1962). Se ha descripto la acilacion de metil a-D-
glucopiranésido con N-(tri-O-metilgaloil)imidazol (Birkofer & Idel, 1974) y, en
particular, cuando la relacion de glicésido-acilante era 1:4, se obtenia el 2,3,6-triéster
con un 65% de rendimiento.

La mayor selectividad en la acilacion de hidratos de carbono de los N-
acilimidazoles comparados con los haluros de acido en piridina podria deberse a que
los primeros son menos reactivos, requiriendo varias horas a temperaturas mayores
de 60 °C para completar la reaccion, en contraste con la acilacion en piridina que
puede llevarse a cabo a bajas temperaturas.

Por otra parte, entre los distintos N-acilimidazoles, el N-benzoilimidazol habia

resultado mas efectivo para la proteccion selectiva de distintos azucares (Horton et
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al., 1985; Carey & Hodgson, 1970). En nuestro laboratorio, se encontré que la
benzoilacion parcial con N-benzoilimidazol en acetonitrilo a reflujo de metil a-D-
glucopiranésido daba como producto mayoritario el 2,3,6-tri-O-benzoato (71 % de
rendimiento) y como productos minoritarios el 2,4,6-tri-O-benzoato (2,7 %), el
perbenzoato (10,6 %) y el 2,6-di-O-benzoato (13,2 %). Estos resultados indicaban
que el orden prioritario de sustitucion de los OH era OH-6 > OH-2 > OH-3 >> OH-4
(Varela et al., 1989).

Se eligi6é trabajar con el a-bencil glicésido de N-acetilglucosamina, debido a
que, en principio, podria ser benzoilado selectivamente por las razones antes
descriptas y ademas el bencilo podria ser eliminado faciimente al concluir la
glicosilacién, por hidrogenacion catalitica. El tratamiento de N-acetilglucosamina (1,
2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa) con alcohol bencilico saturado con HCl a 150
°C, condujo al bencil 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (2, Esquema 13)
Este compuesto se obtuvo facilmente en escala multigramo siguiendo el
procedimiento de Kuhn & Baer (1958) y presentd las mismas caracteristicas fisicas

que el descripto.

Esquema 13.
OH
HO O _a_Ho b Ho + BzO
HO OH HO BzO BzO
AcHN ACHN ACHN AcHN
1 2 3 (70%) 4 (9,4%)

Reactivos: a) BnOH, HCI (43 %); b) N-benzoilimidazol, CH;CN, reflujo
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El compuesto 2 se sometié a proteccion parcial por tratamiento con 2,4 equivalentes
de N-benzoilimidazol en acetonitrilo a reflujo (Esquema 13). Se obtuvo una mezcla
de derivados benzoilados que se separaron por cromatografia en columna de silica
gel. El producto principal de la reaccion fue el bencil 2-acetamido-3,6-di-O-benzoil-2-
desoxi-a-D-glucopiranésido (3) que se obtuvo con 70% de rendimiento. También,
como producto minoritario se aisl6 el perbenzoato 4 con un 9,4 % de rendimiento
confirmando la menor reactividad de OH-4 frente a N-benzoilimidazol.

Un experimento de correlacion homonuclear permitié asignar el espectro de
RMN 'H de 3 que no se encontraba descripto en literatura (Figura 1 y 2). La
estructura de 3 se establecié por comparaciéon de sus datos espectroscopicos con
los del perbenzoato 4. Asi, la sefial del H4 (5 3,85) en 3 se desplazaba ~1,9 ppm a
campos bajos por benzoilacion del OH-4. Las senales de los protones vecinos H-3 y
H-5 aparecian a campos mas bajos, en menos de 0,5 ppm, en el compuesto
perbenzoilado, indicando también que el OH4 de 3 se encontraba libre. Este
resultado también se confirmé por RMN '3C. Como se observa en distintos derivados
de azucares parcialmente benzoilados (Bock & Pedersen, 1983), la benzoilacién de
un dado grupo hidroxilo causa un desplazamiento para el C-a (generalmente a
campos bajos) y un desplazamiento a campos altos para el C-B; es decir, los C-p a
un hidroxilo resuenan a campos mas bajos que los C-f a un benzoilo.

La senal del C4 de 4 (Figura 3, Tabla 1) se desplaz6 0,4 ppm a campos mas
bajos con respecto al C-4 de 3 que habia sido identificado por un experimento 2D-
COSY heteronuclear. Ademas, las sefales correspondientes al C-3 y C-5 de 4
aparecieron a campos mas altos (2,9 ppm y 1,5 ppm) comparados con las mismas
sefales de 3 (Figura 3, Tabla 1). Estos desplazamientos se justificaban si la

benzoilacién del OH-libre de 3 correspondia al que se ubica en el C-4.
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Glicosidacion. Obtencién de bencil (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-f-D-galactofuranosil)-
(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (6)

Teniendo el aceptor 3, era necesario efectuar la glicosidacién con un derivado
de galactofuranosa. La formacién de enlaces glicosidicos a partir de penta-O-
benzoil-a,B-galactofuranosa catalizada por SnCl; resultaba un procedimiento
conveniente. Hannessian y Banoub (1977b) describieron el uso de SnCl, como
promotor en la preparacion de glicésidos 1,2-trans a partir de azucares peracilados.

Las condiciones suaves de reaccidon han permitido la preparacién de
glicésidos piranésicos (Du Mortier et al., 1989) y furandsicos (Jeroncic et al., 1987;
Varela et al., 1986), inclusive con agliconas con sensibilidad térmica o hidrolitica
como es el caso de los B-ribofuranésidos del carbazol (Wanner et al, 1986).
Posteriormente se demostro la utilidad de este acido de Lewis en la activacién del
centro anomérico de galactofuranosas peraciladas (Marino et al., 1989; Lederkremer
et al., 1990), conduciendo a la formacion del enlace glicosidico con configuraciéon
1,2-trans, utilizando como aceptores derivados de galactono-1,4-lactona.

La alta estereoselectividad encontrada en la glicosidacion puede atribuirse a
la participacion anquimérica del sustituyente en C-2 en la estabilizaciéon de la carga
positiva en C-1, generada por fragmentacién del enlace del sustituyente anomérico
por el acido de Lewis. El cation aciloxonio resultante (o bien un intermediario
ortoéster) (Hanessian & Banoub, 1977b) bloquea una de las caras del C-1 e induce
el ataque del aceptor glicosidico por el lado no impedido, conduciendo asi a un
glicésido de configuracion 1,2-trans.

Este procedimiento tiene como ventaja adicional que el precursor de la parte
no reductora del disacarido es una galactofuranosa peracilada y no un derivado
inestable de galactofuranosa, como por ejemplo un haluro, que es empleado en las

condensaciones de Koenigs-Knorr (Haynes & Newth, 1955). Ademas, la utilizacién
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de galactofuranosa peracilada constituye un método sencillo que involucra un solo
paso de reaccidén en comparacion con la preparacioén de haluros de glicosilo.

En este trabajo se empleé como agente glicosidante perbenzoil-a,B-D-
galactofuranosa (5) que se obtuvo faciimente y en escala multigramo por
benzoilaciéon de galactosa en piridina a alta temperatura (D'Accorso et al., 1983).

La condensacion de 3 con 5 promovida por SnCly; condujo
estereoselectivamente al bencil (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil)-(1—>4)-
2-acetamido-3,6-di-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (6) con 85% de
rendimiento (Esquema 14). El espectro de RMN 3C de este disacarido (Figura 4)
presentaba sefiales que confirmaban la presencia de la unidad GIcNAc y de Galf. Asi
por ejemplo, los C-2 y C-1 de la GIcNAc resonaban a 52,2 ppm y 96,7 ppm,
respectivamente. Con respecto a la unidad furanésica, el C-1' resonaba a campos
bajos (6 107,0) similar a los observados para el carbono anomérico de p-
galactofuranésidos, indicando una configuraciéon B para el C-1'. Ademas, las sefiales
a 83,3 y 82,7 ppm correspondientes al C4' y C-2’, son también caracteristicas de f-
galactofuranésidos. Adicionalmente, la configuraciéon anomeérica de la unidad
furanosica se confirmé como B, debido a que, en el espectro de RMN 1H, el H-1'
aparecia como un singulete ancho a 5,46 ppm (J¢ 5 < 1Hz) indicando una relacion
trans entre H-1' y H-2' (Figura 4). Un experimento de correlacion homonuclear

(COSY) permitié asignar parcialmente las sefales del espectro proténico (Figura 5) .

Obtencion de (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-f-D-galactofuranosil)-(1—4)-2-acetamido-3, 6-
di-O-benzoil-2-desoxi-a, f-D-glucopiranosa (7)

A efectos de obtener el disacarido libre, se procedié a eliminar los grupos
protectores. Primeramente, se intenté eliminar el grupo bencilo por hidrogenacion
catalitica bajo distintas condiciones, tanto a presion atmosférica como a 3 atm, en

presencia de Pd/C, pero en todos los casos la reaccion era extremadamente lenta.
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El mejor resultado se obtuvo cuando se utilizé como catalizador hidréxido de paladio
seguido de Pd/C 10% y la hidrogenacion se llevaba a cabo a presion atmosférica por
10 dias. Sin embargo, sélo se lograba hidrogendlisis parcial, ya que luego de separar
por columna cromatografica, se obtenia (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-3-D-
galactofuranosil)-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzoil-2-desoxi-a, B-D-glucopiranosa
(7) con rendimiento de ~77 % y se recuperaba un 11 % de 6 sin reaccionar
(Esquema 14).

El espectro de RMN 13C de 7 (Tabla 1, Figura 6) presentaba la sefal
correspondiente al C-1 a 97,7 ppm, lo cual indicaba que se encontraba en la
configuracibn a piranosa y se confimd la ausencia de bencilo ya que no se

observaron las sefiales caracteristicas a ~137 y ~70 ppm.

Obtenciébn  de  bencil  f-D-galactofuranosil-(1—4)-2-acetamido-2-desoxi-a-D-
glucopirandsido (8)

Para obtener 9 libre se sometié 7 a la O-desbenzoilacién con NaMeO en
MeOH. Sin embargo este procedimiento, incluso a baja temperatura, producia
descomposicion del material de partida. Por ello, se decidié desarrollar el camino
inverso. Asi, por desbenzoilacién con NaMeO en MeOH de 6, se obtuvo el bencil -
D-galactofuranosil-(1—4)-2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (8) como un
producto cristalino con 97% de rendimiento. El compuesto 8 present6 en su espectro
de RMN 13C (Tabla 1, Figura 6) una sefal a 108,7 ppm que correspondia al C-1'
confirmando la configuracon P furanésica, y en la zona de carbonilo solo se observé
sefial a 175,1 ppm correspondiente al N-acetilo, y resultaba evidente que la

desbenzoilacion habia sido total.



Sintesis de p-D-Galf-(1—-4)-GIlcNAc 33

Esquema 14

Bn

10,R=H
OR ¢ !
OR l—_’11,R=Ac

Reactivos: a) SnCl,, Cl,.CH, (85 %); b) H, (1 atm), 10 % Pd(OH),/C y 10 % Pd/C, EtOAc (77
%), ¢) NaOMe en MeOH 0,55 M (97 %); d) HCO.NH,, 10 % Pd/C, MeOH, 65 C (98 %); e)
NaBH, (100%); f) (AcO),0, CsHsN (96 %)
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Figura 4. Espectros de RMN 'H y "°C del compuesto 6




000000000000 00000000000O
0900000000000 000000600000

Sintesis de p-D-Galf-(1—4)-GlcNAc 35

OBz
0]
0. /BzO
Bz AcHN
OBn
OBz
OBz
OBz
6
i
.~ t 2.50
L 3.00
2 50
P
ﬁ B4’
1, L e, 5¢(
so?" H-2
H-6b
e 20
) “I' 2 H-2'
Yy L PO — —1 B3
%- s,gy— —_——————— % NH -
L e.0
L €.5
| 7.00
i .50
L .0C
1 D:«q

Figura 5. Espectro de correlacion homonuclear (COSY) del compuesto 6




Sintesis de p-D-Galf-(1—4)-GIlcNAc 36

'e 0
170 160 150 .0 130 ‘20 e 100 gg'. 11 70 60 s ‘0 3 20

OH

(0]
o} HO i
H AcHN

R OBn
OH
OH
8

OH

c-1' Hy
-3
(o \
c-1 c-2' |G c-6

L 120 186 186 140 130 120 e 100 ° " 70 (13 1] 40 30

Figura 6. Espectros de RMN "°C de los compuestos 7 (ClsCD) y 8 (D,0).




Sintesis de p-D-Galf-(1—4)-GIcNAc 37

Tabla 1. Desplazamientos quimicos de RMN 13C de los compuestos 2-4,
6-11.

8 (ppm)

Compuesto C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6 CH2Ph
23 96,7 545 71,7 70,9* 729 61,4 70,5*
3b 96,8 5176 746 689 699 634 70,7
4b 96,7 52,3 71,7 693 684 62,9 70,2
6P GIcNACc 96,7 52,2 72,3 747 69,5 62,7 70,0
Galf 107,0 823 77,1 82,7 70,1 63,4

7b GicNAc 91,7 526 721 748 69,0 62,7

Galf 106,9 82,2 771 827 70,1 634

82 GIcNAc 96,6 545 71,8 77,0 71,3* 60,8 70,2
Galf 108,7 81,9 783 836 70,6 63,6

92 GIcNAc® 91,5(a);95,8(B) 54,9 71,3* 77,0 71,3* 60,9

Galf 108,6 81,9 78,5 835 70,00 63,6

102 GIcNAc-ol 61,8 536 694 788 72,1* 62,9

Galf 109,0 82,1 77,2 838 71,4 63,8

11b GIcNAc-ol 61,6 47,9 70,4# 75,4* 69,5# 62,3

Galf 106,9 80,9 75,9* 81,6 69,8# 62,7

a Do, b CDCI3, “anémero a_* : # Las sefales pueden ser intercambiadas.

Obtencién de f-D-galactofuranosil- (1—»4)-2-acetamido-2-desoxi-a,}-D-glucopiranosa
9)

Asi como habia ocurrido con 6, la hidrogenacion catalitica de 8, tanto en
presencia de Pd/C o Pd(OH); resultaba incompleta y en este caso, la separacién del
producto bencilado y el disacarido libre era dificultosa, por lo cual el procedimiento

era poco viable.
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En la literatura se describia un método alternativo para la desbencilacion de
nucledsidos o compuestos que contienen N, el cual consistia en la hidrogendlisis
catalitica heterogénea de transferencia. Utilizando el método descripto por Beaupere
et al. (1988) levemente modificado, el tratamiento de 8 con formiato de amonio en
presencia de Pd/C 10 % en MeOH a 65°C, condujo al disacarido pB-D-
galactofuranosil-(1—>4)-2-acetamido-2-desoxi-a,-D-glucopiranosa (9) con un
excelente rendimiento y en corto tiempo. Este compuesto cristalizé6 lentamente de
MeOH. Su espectro de RMN 13C (Tabla 1, Figura 7) mostro los carbonos anoméricos
de Galf (108,6 ppm) y GIcNAc (915 y 958 ppm para el anbmero a y B
respectivamente).

El disacarido 9 constituye el “core” de los oligosacaridos con Galp unidos a
serina o treonina en las glicoproteinas de T. cruzi de 38/43 kDa (Previato et al., 1994,

Acosta-Serrano et al., 1995).

Reduccion. Obtencion de f-Galf(1—-4)GIcNAc-ol (10)

Considerando que en la reaccién de p-eliminacion/reduccion de las
glicoproteinas se obtienen los alditoles de los oligosacaridos, se procedié a reducir 9
con borohidruro de sodio. Se obtuvo el alditol cristalino p-Galf(1—+4)GIcNAc-ol (10)
que mostrd en su espectro de RMN 13C (Tabla 1, Figura 7) las sefiales diagnésticas
similares a las informadas para el “alditol disacarido" (Previato et al.,1994) aislado
por B-eliminacién de las proteinas de T. cruzi : C-anomérico 109,0 ppm; C-1y C4 de
GicNAc-0l1 61,8 y 78,8 ppm.

Por protecciéon de 10 con anhidrido acético en piridina se obtuvo 2,3,5,6-tetra-
O-acetil-B-D-galactofuranosil-(1—4)-2-acetamido-1,3,5,6-tetra-O-acetil-2-desoxi-D-
glucitol (11) al cual se le realizaron los espectros de RMN 'H y "°C (Tabla 1).

Con esta sintesis, se confiirm6 la estructura del disacarido natural

interesante desde el punto de vista biolégico B-Galf(1—-4)GIcNAc (9) cuya sintesis no
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se habia descripto anteriormente. El rendimiento total de esta ruta sintética fue del

55 % a partir de 2.
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Sintesis de p-D-Galf{1—4)[3-D-Galp(1—6)]GIcNAc (23)

Una vez sintetizado el disacarido B-D-Galfi1—4)GIcNAc (9), resultaba
interesante la sintesis del trisacarido B-D-Galf(1—4)[p-D-Galp(1—->6)]GIcNAc (23)
que representa el oligosacarido mas simple que puede ser aceptor de acido sialico
(NANA), en la reaccion de trans-sialidacion (Ferrero-Garcia et al, 1993,
Vandekerckhove et al., 1993) que tiene lugar en Trypanosoma cruzi (Figura 8).
Como se menciond, dicho trisacarido se encontré por primera vez en unién O-
glicosidica en las glicoproteinas del parasito y se liber6 como alditol en una
reaccion de [-eliminaciéon reductiva utilizada habitualmente en el estudio de
estructuras de glicoproteinas (Dell et al., 1993). El trisacarido 23 o su alditol no han

sido sintetizados previamente.

BGalf-(1-4)

GIlcNAc-ol + DONOR-NANA trans-sialidasa

[
L

BGalp-(1-6)

BGalf-(1-4)

GlcNAc-ol
aNANA(2-3)pGalp-(1-6

Figura 8. Reaccién de trans-sialidacion

Como precursor para la sintesis de B-D-Galf(1—-4)[3-D-Galp(1—6)]GIcNAc

(23) podria partirse de un derivado de GIcNAc, convenientemente protegido con los

OH-6 y OH+4 libres. Se estudiaria luego la posibilidad de efectuar una glicosidacién
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selectiva del OH-6 con un derivado de Galp, para luego glicosidar el hidroxilo

restante con un derivado de galactofuranosa.

Obtencion de bencil 2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (14)

Para ensayar la ruta propuesta se empled el bencil 2-acetamido-3-O-benzoil-
2-desoxi-a-D-glucopiranésido (14), el cual habia sido preparado por Kuhn & Baer
(1958) a partir del bencil 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (2) con un
rendimiento total del 36 % (Esquema 15). En el presente trabajo, se desarrollé6 un
método alternativo que aumentd considerablemente el rendimiento (68 %). Para ello,
se realizd la bencilidenaciéon de 2 de acuerdo a Evans (1972). El compuesto 2 se
tratd con a,a-dimetoxitolueno en DMF, en presencia de trazas de acido p-
toluensulfénico como catalizador a 60 °C, mientras se eliminaba el MeOH formado
por destilacién al vacio. Se obtuvo asi el bencil 2-acetamido 4,6-O-bencilidén-2-
desoxi-a-D-glucopiranésido (12) con 88 % de rendimiento. Este compuesto habia
sido preparado convencionalmente (Kuhn & Baer, 1958) empleando benzaldehido y
ZnCl,.

Los espectros de RMN 'H y 3C de 12 no se encontraban descriptos. El
espectro de RMN 'H mostré entre otras sefales, un singulete (& 5,58) que
correspondia al H acetalico confirmando la presencia del bencilidén. En la zona
anomérica del espectro de RMN 3c (alrededor de 100 ppm) resonaban ademas del
C-1 (97,3 ppm) el carbono acetalico (100,5 ppm). Por otra parte, las sefiales a 82,0y
67,7 ppm se atribuyeron al C4 y C-6 (Tabla 2), respectivamente, teniendo en cuenta
que la formacién de un anillo 1,3-dioxolano produce un corrimiento a campos mas
bajos de hasta 10 ppm para dichos carbonos (Bock et al., 1984).

Por benzoilacion de 12 en piridina, se obtuvo el bencil 2-acetamido 4,6-O-
bencilidén-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido  (13) como un producto

cristalino con 95% de rendimiento. El espectro de RMN 'H de 13 mostré que el H-3
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resonaba a 5,64 ppm, y que se habia desplazado a campos bajos (~1,3 ppm)
respecto de la misma sefal en 12, confirmando que la benzoilacién habia ocurrido
sobre el OH-3. El espectro de RMN *C de 13 se pudo asignar totalmente
comparando con el espectro de 12 y teniendo en cuenta el efecto desprotector para
el C-a y protector para los C-B, ocasionados por la benzoilacién de un grupo OH
como se discutié anteriormente. En particular, la sefal a 70,8 ppm que correspondia
al C-3, se encontraba mas desprotegida (2,3 ppm) que el mismo nucleo en 12; y las
senales de los C-2 y C4 se corrieron a campos mas altos (1,9 y 2,7 ppm,

respectivamente) (Tabla 2).

Esquema 15
OH OH
o _a P2 O _c._ HO 0
HO — 0 —>
HO RO AcHN 520 AcHN
C C
AcHN | OBn OBn
12,R=H 1
2 b l: 4
13,R=Bz

Reactivos: a) a,a-dimetoxitolueno, acido p-toluensulfénico, DMF, 60 °C (88 %);
b) C¢HsCOCI, CsHsN (95 %); ¢) AcOH-H,0,100 °C (81 %).

Por hidrolisis de 13 con acido acético acuoso, se obtuvo en forma cristalina el
bencil 2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (14) con 81% de
rendimiento. Los espectros de RMN >C y 'H de 14 no se encontraban descriptos en
literatura y eran de importancia para la comparacién en el seguimiento de la sintesis
del trisacarido blanco.

Al comparar el espectro de RMN '°C de 14 con el 3,6-di-O-benzoato 3, se

observé que la benzoilacion en C-6 de 14 provoca, como era de esperar, un
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corrimiento del C-6 a campos bajos (1,4 ppm) y un desplazamiento del C-5 (2,2 ppm)

a campos altos (Tabla 2).

Obtencién de penta-O-benzoil--D-galactopiranosa (15).

Dado que el aceptor de glicosilo 14 se pudo obtener por una ruta directa y
simple , y con buen rendimiento, se procedié a preparar las unidades de galactosa,
convenientemente derivatizadas para la glicosidacion. Como se mencion6
anteriormente, la penta-O-benzoil-D-galactofuranosa se obtenia facilmente por
benzoilacion de D-galactosa a alta temperatura (D'Accorso et al., 1983). El producto
crudo de la reaccion se trataba con EtOH caliente cristalizando la mezcla de
anémeros de per-O-benzoil-D-galactofuranosa. Sin embargo, se encontré que si se
dejaban las aguas madres de la cristalizacién por mas de 10 dias a temperatura
ambiente, se obtenia una segunda cosecha de cristales de un compuesto que no
estaba descripto y que se identific6 como penta-O-benzoil-B-D-galactopiranosa (15)

(Esquema 16).

Esquema 16
o)
0Bz Bz 0Bz
CgHsCO,CI
D-Galactosa — "2~ , + B’é‘z_&&/OBz
CSHSN- 6C C OBz BzO
OBz
OBz 15
5

En el espectro RMN'C de 15, el C-1 resonaba a 93,1 ppm y ademas no se
observaron sefales en la region de resonancia de los C-2 y C4 (75-85 ppm) de las

galactofuranosas benzoiladas (Figura 9).
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En el espectro de RMN 'H se observé un doblete correspondiente al H-1 con
un valor alto de su constante de acoplamiento (J; ; 8,3 Hz) que indicaba una relacién
1,2-trans para esos H y por ende, una configuracion B-piranésica (Figura 9). En
concordancia con esta, se observo también un alto valor de J,3 (10,2 Hz), debido
una disposicion anti entre H-2 y H-3. Las sefales en el espectro de RMN '°C de 15
se asignaron por comparacién con las del correspondiente compuesto acetilado

(Bock & Pedersen, 1983).

Glicosidacion  selectiva.  Obtencién del bencil (2,3,4,6-tetra-O-benzoil-f-D-
galactopiranosil-(1—6)-2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (16).
El compuesto 14 tiene dos grupos hidroxilos libres, OH-6 y OH-4, que pueden
diferenciarse quimicamente por ser primario y secundario, respectivamente.
Considerando que el precursor del disacarido 10, bencil 2-acetamido-4,6-di-O-
benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido, habia resultado estable a las condiciones de
glicosidacion con SnCl;, se procedié a glicosidar 14 con per-O-benzoil-B-D-
galactopiranosa utilizando el mismo promotor. Por tratamiento de 14 con 1,2
equivalentes de 15 en presencia de SnCi, como promotor, se obtuvo el bencil
(2,3,4,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactopiranosil-(1—»6)-2-acetamido-3-O-benzoil-2-
desoxi-a-D-glucopiranosido (16) que se aisl6 faciimente por cristalizaciéon del crudo
de reaccion con 80 % de rendimiento (Esquema 17). Esta reaccion resulté altamente
regio y estereoselectiva. El espectro de RMN 3C de 16 presentaba sefiales que
confirmaban la presencia de la unidad GlcNAc como serel C-2a 51,2 ppmyel C-1a
96,4 ppm. La sefal a § 102,2 correspondia a la resonancia del C-1'de la unidad de
Galp. La senal del C-6 de 16 se encontraba desplazada (~ 6 ppm) a campos mas
bajos respecto de la misma sefal en 14, confimando que el OH-6 se habia

glicosidado regioselectivamente. El espectro de RMN 'H mostré un doblete para el
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H-1'con una constante de acoplamiento alta (J,, 7,8 Hz) que indicaba una

configuracion B para el nuevo centro anomeérico formado (Figura 10).

Esquema 17
RO _OR HO _OH
RO 0 c . HO 0
HO S-S RO - HO
BzO o o
AcHN HO HO
OBn RO HO OH

AcHN AcHN
OBn

16, R = Bz 18
b
|:17,R=H

Reactivos: a) SnCl,, CI,CH, (80 %); b) NaOMe en MeOH 0,5 M (98 %); d) HCO,NH,, 10 %
Pd/C, MeOH, 65 C (96 %)

14

La estructura de 16 se confirmo univocamente por desproteccién para obtener
el disacarido libre B-D-Galp(1—6)GIcNAc (18) que habia sido sintetizado
anteriormente (Khun et al., 1955). La desproteccion de 16 se llevo a cabo segun la
secuencia antes desarrollada para el disacarido 9. Por desbenzoilacién con NaOMe
en MeOH, se obtuvo el bencil glicésido 17 cristalino con 98 % de rendimiento. En su
espectro de RMN 3C, se observd una sola sefal en la regién de carbonilo que
correspondia al N-acetilo indicando que la desbenzoilacién habia sido total. Las
senales se asignaron comparando con el metil B-galactopiranésido y 2, teniendo en
cuenta que el C-6 se desplaz6 a campos bajos por glicosidacién con respecto a la
misma senal en 2 (Figura 11, Tabla 2).

Por hidrogendlisis catalitica heterogénea de 17 con formiato de amonio y Pd/C
10 % en metanol caliente, se obtuvo B-D-galactopiranosil-(1—6)-2-acetamido-2-

desoxi-a,B-D-glucopiranosa (18). Este disacarido present6 el mismo [a]p que el
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Figura 10. Espectros de RMN 'H y 3C del compuesto 16.
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descripto (Kuhn et al., 1955) pero en este caso cristalizé lentamente de una mezcla
EtOH-MeOH. En el espectro de RMN 3C, se observo la seral (5 104,2)
correspondiente al C-1'de la unidad de Galp y las senales a 91,8 y 955 ppm
correspondian a los anémeros o y B del C-1, respectivamente, en una relacién de
intensidades ~2,5 :1 (Figura 11, Tabla 2). El espectro de RMN 'H mostré una
composicién similar de acuerdo a la integracion de las senales del H-1 del anémero

a (J12 3,4 Hz) y del anémero B (J12 7,4 Hz).

Glicosidacién. Obtencion de bencil (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil)-
(1-4)-[2,3,4,6-tetra-O-benzoil-f-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-3-O-benzoil-
2-desoxi-a-D-glucopiranésido 19

Como se ha mencionado, la alta regioselectividad encontrada en la
glicosidacion del OH-6 de 14 era esperable ya que el OH-6 primario se encuentra
menos impedido estéricamente que el OH-4. Por otra parte, resulta interesante
destacar que cuando se tratd tanto 16 como 14 con un exceso de perbenzoil--D-
galactopiranosa (15) en presencia de SnCl,, el OH-4 no pudo ser glicosilado. Sin
embargo, cuando se trat6 16 con un exceso de penta-O-benzoil-a,p-D-
galactofuranosa (5) en SnCl,, se obtuvo como producto principal el bencil (2,3,5,6-
tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil)-(1—-4)-[2,3,4,6-tetra-O-benzoil-p-D-
galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopirandsido 19
como un sélido amorfo con 41 % de rendimiento (Esquema 18).

El espectro de RMN °C de 19 presentaba las sefales anoméricas
caracteristicas de las unidades de GIcNAc (5 96,4) y de Galp (§ 101,7). La sefnal a
107,0 ppm se atribuyé a la resonancia del C-1 de la unidad furanésica en la
configuracién B, similar a la observada para el mismo carbono en el disacarido 6.
Ademas, las sefales a campos bajos (80,9 y 82,5 ppm ) eran caracteristicas de las

resonancias de C-2 y C4 de B-galactofuranésidos. El resto de las sefales se
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asignaron comparando con el disacarido 6 y el disacarido 16, teniendo en cuenta
que la senal del C4 en 19 se desplazé a campos mas bajos respecto de la misma
senal en 16 debido a la glicosilacion del OH-4 (Figura 13).

Por otra parte, los valores de las constantes de acoplamiento (J, ;) de los H-1
de las tres unidades constituyentes del trisacarido 19 confirmaron sus
configuraciones anomeéricas. Asi, el H-1 presentaba J;, 3,6 Hz indicando la
configuracién a y para el H-1' (Jy-2 7,7 Hz) la configuracion B. La presencia de un
singulete ancho a 5,08 ppm (J;-2- <1Hz) confirmé la configuracién B de la unidad
furandsica. También se pudieron distinguir otras sefales correspondientes a la
unidad furanésica como ser el multiplete caracteristico del H-5" y el doblete
correpondiente al H-2" (J» 3 ~1Hz). Un experimento 2D-COSY permitié asignar las

senales parcialmente (Figuras 13 y 14).

Esquema 18

OBz
BzO _OBz
a BzO 0) 0Bz
BzO o 14
OBz AcHN OBz AcHN
OBz OBz
OBz OBz

(41% a partir de 16) (20% a partir de 16)
(34% a partir de 14) (28% a partir de 14)

Reactivos: a) §, SnCl,, 0 °C —» 20°C, 37 h; b) 15, SnCl,,18 h, luego 5, SnCl,, 24 h.
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En la glicosidacion de 16 con penta-O-benzoil-a,p-galactofuranosa utilizando
SnCl, como promotor, se obtuvo ademas de 19, un producto secundario que se aisld
por columna cromatografica con 20 % de rendimiento (Esquema 18). Este
compuesto presentaba en su espectro de RMN °C (Figura 15), una senal a 97,0
ppm que correspondia al C-1 de la unidad de GIcNAc y dos senales a 106,4 y 105,3
ppm que sugerian la presencia de dos unidades de Galf. Ademas, se observaron
cuatro sefales en la zona donde resuenan los C-2 y C4 de B-galactofuranésidos
(~80ppm), confirmando que nos encontrabamos ante un producto de
transglicosidacion: 4,6-di-O-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil)-2-
acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (20). En su espectro de RMN
'H se distinguieron las resonancias del H-1 como un doblete (5 5,43) y del H-5" como
un multiplete muy desprotegido (8 6,11 ). Los dos singuletes a 5,46 y 5,27 ppm
correspondian a las resonancias de los H-1'y H-1"de las unidades de Galf y el
doblete centrado a 5,43 ppm (J;2 1,2 Hz) a uno de los H-2 de las unidades

furandsicas.

Glicosidacion. Obtencién de 4,6-di-O-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil)-
2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (20) como producto principal.

Asimismo, se confirmé la estructura de 20 por una sintesis directa e
independiente (Esquema 19). Por glicosidacion de 14 con 5 utilizando SnCl, como
promotor, se obtuvo 20 como producto principal que se purificé por cromatografia en
columna (63 % de rendimiento). Este producto present6 las mismas caracteristicas
fisicas y espectroscopicas que el producto previamente obtenido como producto
secundario por transglicosidacion. También se aisl6 un compuesto (21) de menor
movilidad cromatografica con 27 % de rendimiento. En su espectro de RMN *°C,
ademas de las sefales de GIcNAc, se podian distinguir las sefales a 106,5; 81,2 y

82,5 ppm que correspondian a los C-1, C-2 y C4 de una unidad B-D-Galf (Figura
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15). Teniendo en cuenta que ademas el C-6 se encontraba desprotegido (5 ppm)
con respecto a la misma senal en 14, se confirmd que el OH-6 de 14 se habia
glicosilado y que nos encontrabamos ante el producto de monoglicosilacion: bencil
2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil(1—6)-2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-
a-D-glucopiranodsido (21). El pequefio valor encontrado para la constante de
acoplamiento del H-1'(Jy2< 1 Hz) confirmé la configuraciéon B para la unidad
furanésica.

La estructura del disacarido 21 también se confirmé por sintesis. Asi, el
tratamiento de 14 con 1,1 equivalentes de 5 permiti6 obtener 21 con 66 % de

rendimiento con las mismas propiedades que el descripto anteriormente (Esquema

19).
Esquema 19
)] O e}
HO
snCl,, Cl,CH (2 / B0
14 + 5 e M2 2, 20 + AcHN
Bn
OBz
0Bz
0Bz 21
1eq 22eq 63 % 27 %
1eq. 1.1eq 4% 66 %

Obtenciéon de bencil (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-f-D-galactofuranosil)-(1—4)-[2,3,4,6-
tetra-O-benzoil-f-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-
glucopiranésido 19 en un solo paso (“one pot’)

Como resultado de estos trabajos se concluy6 que tanto la conversién de 14

al disacarido 16 y de 16 al trisacarido 19 eran promovidas por SnCl, en las mismas
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condiciones de reaccion y que ademas el OH-4 de 16 no podia ser glicosidado por
15. Estos dos hechos sugirieron que la sintesis de 19 podia ser simplificada
mediante un procedimiento en un solo paso (“one-pot”). Para ello era necesario
controlar meticulosamente el desarrollo de la reaccién por ccd, ya que si quedara
algo de 14 sin reaccionar, una vez agregado 5, se incrementaria la cantidad de 20.

De esta manera, 14 se tratd con 1,1 equivalentes de penta-O-benzoil-p-D-
galactopiranosa (15) en presencia de SnCl,. Una vez que 14 se habia consumido
segun el seguimiento por ccd (~18h), se agregd una solucién de penta-O-benzoil-
a,B-D-galactofuranosa (5) activada con SnCl, en Cl,CH, (Esquema 18). Luego de 27
h de reaccion se aislé el trisacarido 19 con un rendimiento (34 %) comparable con el
de la sintesis de pasos sucesivos.

Este procedimiento, a pesar de que no signific6 un aumento en el rendimiento
total de 19, resulta directo y sencillo, ya que conduce a 19 utilizando galactosas
perbenzoiladas como precursores, evitando la purificacion de los productos
intermedios. Otra ventaja es que las galactosas perbenzoiladas, 5 y 15, se obtienen
de manera sencilla por cristalizacion fraccionada y en la misma reaccion de

benzoilacion.

Obtencion de bencil p-D-galactofuranosil-(1—4)-[3-D-galactopiranosil-(1-»-6)]-2-
acetamido-2-desoxi-a-D-glucopirandésido (22)

A efectos de obtener el trisacarido libre B-D-Galf(1—4)[p-D-
Galp(1—6)]GIcNAc (23), objetivo de la sintesis, se procedié a eliminar los grupos
protectores teniendo en cuenta, que para la desproteccion del disacarido, se habia
encontrado que convenia primero desbenzoilar y luego desbencilar.

Se procedio, pues, a tratar 19 con NaOMe en MeOH, reaccién que condujo al

bencil B-D-galactofuranosil-(1—4)-[B-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-2-
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desoxi-a-D-glucopiranésido (22) como un compuesto cristalino con 99 % de
rendimiento (Esquema 20).

En el espectro de RMN '*C de 22 se observo una Unica sefal en la zona de
resonancia de C-carbonilicos que correspondia al N-acetilo. Los carbonos
anomeéricos resonaban a 108,5; 104,1; y 96,7 correspondientes a las unidades de p-
Galf, B-Galp y a-GlcNAc, respectivamente (Figura 16). En el espectro de RMN 'H se
observaron las resonancias de los tres hidrégenos anoméricos cuyos valores de J
confirmaron la configuracion a para el H-1 (J; 2 2,1 Hz), B-pirandsico para H-1' (J; »

7,2 Hz) y B-furanésico para el H-1"(J;- - < 1 Hz).

Esquema 20

Hogl/ H@l/
19 &ﬁ —»" ﬁ
HO
AcHN OH

AcHN
OH OH
OH 22 OH 23
OH OH

Hogl/
c /ﬁ
—_—> CH,OH

AcHN

OH
OH 24

OH

Reactivos: a) NaOMe en MeOH 0,5 M (99 %) b) HCO,NH,, 10 % Pd/C, MeOH, 65 °C (99 %);
c) NaBH, (97 %)
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Tabla 2. Desplazamientos quimicos de RMN 13C de los compuestos 12-24.

d (ppm)
Compuesto C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6 CHoPh CHPh
12¢ GIcNAc 97,3 546 685* 820 631 677 693 1015
13 GIcNAc 97,5 52,7 70,8 793 634 689 702* 1016
14b GIcNAc 96,9 5199 750 693" 721 62,0 70,0*
15 Galp 93,1 688 716 680 725 618
16° GIcNAc 96,4 51,3 754 694" 698" 681 709"
Galp 102,2 69,4* 715* 694" 715" 62,0
172 GIcNAc 96,8 545 717+ 70,7 720" 69,2# 707
Galp 104,3 71,7+ 736 696# 760 619
182 GIcNAc® 91,8(a),959(B) 54,9 71,3* 715" 729" 695
Galp 104,2 716* 736 708 76,0 619
19 GIcNAc 964 52,0 69,9* 759 714# 6741 699"
Galp 101,7 69,5* 715# 6811t 726# 61,9
Galf 107,0 809 764 825 69,7* 629
202 GIcNAc 97,0 526 726 739 704* 646 700"
Galf 106,4 822 770 828 704" 635
Galf 105,3 81,3 771 825 702* 639
212 GIcNAc 96,8 51,8 751 693 712* 670 698"
Galf 106,5 812 773 825 702* 635
22b GIcNAc 96,7 544 696* 780 703" 683" 708"
Galp 104,1 715* 736 706* 76,0 619
Galf 108,5 819 769 835 714" 637
233 GIcNAce 91,6(x),95,9(3) 548 69,5+ 781 70,1* 68,6*
Galp 104,0 714+ 735 70,1 76,0 618
Galf 108,5 81,7 768 835 714 636
242 GIcNAc-ol 61,6 535 691 786 706 712
Galp 104,1 71,7 735 695 760 619
Galf 108,9 82,1 771 835 714 638

ap,0, b cDCI3, © dg-DMSO. * . *TLas sefiales pueden estar intercambiadas.
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Obtencion de p-D-galactofuranosil-(1—4)-[p-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-
2-desoxi-a,-D-glucopiranosa (23)

Por hidrogendlisis del grupo bencilo de 22 con formiato de amonio - 10 %
Pd/C en metanol caliente, se obtuvo el trisacarido libre B-D-galactofuranosil-(1—4)-
[B-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-2-desoxi-a,3-D-glucopiranosa (23) como
so6lido amorfo con 99 % de rendimiento.

El espectro de RMN 3C de 23 presentaba las resonancias de C-1 de Galf
(108,5 ppm); Galp (104,0 ppm) y GIcNAc (91,6 y 95,9 ppm), estos ultimos valores
correspondientes a los anémeros a y  respectivamente (Figura 17). El trisacarido 23
representa una nueva estructura de oligosacaridos unidos a la proteina por residuos

de treonina o serina, encontrados Unicamente en glicoproteinas de T. cruzi.
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Figura 16. Espectro de RMN 3C del compuesto 22 (D,0).
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Figura 17. Espectro de RMN °C de los compuestos 23 y 24 (D;0).
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Obtencion de p-D-Galf-(1—4)-[}-D-Galp(1—6)]GIcNAc-ol (24)

La reduccion de 23 con borohidruro de sodio condujo al alditol B-D-Galf-
(1—>4)-[p-D-Galp(1—>6)]GIcNAc-ol (24) con 97 % rendimiento. Los espectros de 'H y
3C (Figura 17, Tabla 2) de 24 obtenido sintéticamente, resultaron idénticos a los
informados para el alditol disustituido liberado de mucinas de T. cruzi de la cepa G

por B-eliminacion reductiva (Previato et al.,(1994 ; Acosta-Serrano, 1995).

Obtencion de bencil 4,6-di-O-p-D-galactofuranosil-2-acetamido-2-desoxi-a-D-
glucopiranésido  (25), 4,6-di-O-p-D-galactofuranosil-2-acetamido-2-desoxi-a,}-D-
glucopiranosa (26) y 4,6-di-O-p-D-galactofuranosil-2-acetamido-2-desoxi-D-glucitol
(27).

Dado que el tipo de unién a proteina por GIcNAc y la presencia de Galf
resultaban novedosos y teniendo en cuenta que se obtuvieron por sintesis los
productos secundarios 20 y 21, resultaba interesante su conversion a los alditoles
correspondientes pues resultaban atiles en estudios sobre la influencia de la Galf en
la cromatografia liquida de intercambio ani6nico (Dionex).

Se procedio6 a la desbenzoilacién de 20 con NaOMe en MeOH, obteniéndose
el Dbencil 4,6-di-O-p-D-galactofuranosil-2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido
(25) como producto cristalino con 98 % rendimiento. En su espectro de RMN 3C se
diferenciaban claramente las sefales correspondientes a las unidades Galf y
GIcNAc. El C-1 resonaba a 96,7 ppm y las sefales a 108,8 y 108,5 ppm se
atribuyeron a los C-1'y C-1" de las galactosas con configuracién B-furanédsica.
Muchas sefnales de las unidades furanésicas aparecian superpuestas salvo los C-3'
y 3"y los C-5' y 5" (Figura 18, Tabla 3). El espectro de RMN 'H corrobor6 las
configuraciones de los H anoméricos, ya que se observaron dos singuletes anchos (J
< 1 Hz) correspondientes a los H-1'y 1", y un doblete (J;2 2,9 Hz) para el H-1 con

configuracién a.
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Por desbencilacion de 25 con formiato de amonio-10% Pd/C en metanol
caliente se obtuvo 4,6-di-O-B-D-galactofuranosil-2-acetamido-2-desoxi-a.,3-D-
glucopiranosa (26) como una mezcla de anémeros a, segun indicaban las sefales
a 959y 91,6 ppm en el espectro de RMN 3c (Figura 18). Los C-1 de las unidades
furandsicas resonaban a 108,8 y 108,6 ppm. En el espectro de RMN 'H, los valores
de las constantes de acoplamiento de los H-1" y 1" (J < 1 Hz) confirmaron la
configuracion B-furanésica y, respecto de la parte reductora del trisacarido, solo se
distinguia la sefal para el anémero a que integraba para 0,7 H. La senal del
anoémero f3 se encontraba solapada con la de DHO.

La reduccién de 26 con borohidruro de sodio condujo al 4,6-di-O-3-D-
galactofuranosil-2-acetamido-2-desoxi- D-glucitol (27), cromatograficamente puro con
98 % de rendimiento. En el espectro de RMN '*C, se observaban solo dos sefiales
anomeéricas (5 109,1 y 108,3) correspondientes a los C-1'y 1" en la configuracion p-
furanésica. EI C-1 primario resonaba a 61,8 ppm. En la region anomérica del
espectro de RMN 'H solo aparecian dos singuletes (J < 1 Hz) que indicaban la
resonancia de los H-1' y 1" en una configuracién p-furanoésica, y ademas, que la

reduccion habia sido total.

Obtencion  de  bencil  [-D-galactofuranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-a-D-
glucopirano¢sido (28), [-D-galactofuranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-D-
glucopiransa (29) y f-D-galactofuranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucitol (30)
Se procedié a desbenzoilar el disacarido 21, por tratamiento con NaOMe en
MeOH, obteniéndose el bencil B-D-galactofuranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-a-D-
glucopiranésido (28) cristalino con 99 % rendimiento. En el espectro de RMN 3¢, las
resonancias a 96,8 y 108,8 ppm correspondian a los C-1 y C-1' respectivamente

(Figura 19, Tabla 3). En la zona de los carbonilos se observé una sola sefal que
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Figura 18. Espectros de RMN '3C de los compuestos 25 y 26 (D,0).
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correspondia al N-Ac, lo que indicaba que la desbenzoilacién habia sido total. En la
zona anomeérica del espectro de RMN 'H se observaron un singulete a 6 4,98 (J < 1
Hz) confirmando una configuracién f§ para la unidad de Galfy un doblete (Js2 3,2 Hz)

que indicaba una configuracién a para la GIcNAc.

Tabla 3. Desplazamientos quimicos de RMN 13C de los compuestos 25-30 (D,0).

8 (ppm)
Compuesto C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6 CHoPh
25 GlcNAc 96,7 544 709* 784 70,7 66,7 703"
Galf 108,8 819 775 834 713 637
Galf 108,5 819 769 834 715 637
26 GIcNAc® 91,6(x);959(8) 548 70,1 785 70,1 67,2
Galf 108,8 81,7 776 836 717 637
Galf 108,6 817 76,7 835 713 637
27 GIcNAc-ol 61,8 536 69,1* 789 69,1 713"
Galf 109,1 820 77,7 838 713" 637
Galf 108,3 820 772 834 717 637
28 GIcNAc 96,8 545 71,7* T709# 72,0 676 70,7#
Galf 108,8 819 776 836 717" 637
29 GlcNAc®  91,8(a);959(8) 549 716" 712 71,5 68,0
Galf 108,9 819 77,7 837 71,7 637
30 GIcNAc-ol 61,8 546 70,8* 70,0 71,7* 693"
Galf 108,7 819 776 838 717 637

@ anomero o, *, # Las sefiales pueden ser intercambiadas.

La hidrogenolisis de 28 con formiato de amonio condujo al disacarido libre p-
D-galactofuranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiransa (29) que cristalizo de
MeOH. Las seiales a 91,8 y 95,9 ppm en el espectro de RMN 3C indicaban una
mezcla de anémeros o y B en la unidad de GIcNAc y la seial a 108,9 ppm

correspondia al C-1'caracteristico de una configuracién p-galactofuranésica (Figura
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20, Tabla 3). En el espectro de RMN 'H también se podian distinguir las resonancias
del H-1" (6 4,96; Jy > 1Hz) y del H-1 en la configuracion o piranésica (6 5,11; Ji2 3,3
Hz) que integraba para 0,7 H. La sefal correspondiente anédmero  se encontraba
solapada por la sefial de DHO.

Por reduccién de 29 con borohidruro de sodio, se obtuvo B-D-galactofuranosil-
(1-6)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucitol (30) con 99 % de rendimiento. En la zona
anomeérica del espectro de RMN 'H se observd una sola sefal (6 5,02)
correspondiente al H-1" (Jy'2 < 1 Hz) en la configuracion B furandsica. En el espectro
de RMN de "°C , se observaron, entre otras sefales, el C-anomérico a 108,9 ppm, y

el C-1 primario de la unidad de GIcNAc que resonaba a 61,8 ppm (Figura 20, Tabla
3).

OH 28

Figura 19. Espectro de RMN 3C del compuesto 28 (D;0).
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Pivaloilacion selectiva de aldono-1,4-lactonas

Hasta ahora, se ha descripto la sintesis de di y trisacaridos que contienen
galactofuranosas terminales, en un extremo no reductor, como es el caso de los
glicoconjugados de T. cruzi mencionados anteriormente. Sin embargo, se han
encontrado oligosacaridos en distintos tripanosomatidos y bacterias, que también
contienen galactofuranosa, pero no terminal, sino interna unida a distintas unidades
de azucar.

En particular, se han aislado oligosacaridos que contienen la unidad o-D-Galp-
(1-3)-D-Galf en el lipofosfoglicano (Turco & Descoteaux, 1992) y en los
glicoinositolfosfolipipos (McConville et al., 1990b, McConville & Ferguson, 1993) de
Leishmania y la unidad B-D-Galp-(1—3)-D-Galf en el polisacarido de la bacteria
Streptococcus pneumoniae serotipo 35A (Beynon et al., 1997).

Para la introduccién de una Galf interna, una metodologia interesante consiste
en construir el bloque requerido utilizando D-galactono-1,4-lactona, pues luego, esta
puede reducirse al azucar furanésico de interés. El primer objetivo para la sintesis de
compuestos que contengan galactofuranosa sustituida en el OH-3 involucra la
obtencién un derivado de galactono-1,4-lactona con el OH-3 libre. Teniendo en
cuenta que los grupos acilos son muy estables a las condiciones de glicosidacion
generales, y que seria conveniente obtener este derivado en un solo paso de
reaccion, se procedié a estudiar la acilacién parcial de la D-galactono-1,4-lactona con
cloruro de pivaloilo.

La D-galactono-1,4-lactona se encuentra tanto en solucion (Horton &
Walaszek, 1982) como en estado cristalino (Jeffrey et al, 1967) en una
conformacion E3(D) (Figura 21), donde el OH-3 se encuentra ecuatorial y en una
relacion trans respecto del OH-2 y de la cadena lateral en el C4. Era de esperar

para la acilacién parcial, en principio, una pobre selectividad debido a la
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estereoquimica relativa del OH-3. Por ejemplo, por benzoilacion parcial de esta
lactona con 3,3 equivalentes de cloruro de benzoilo en piridina a 0 °C, se obtuvieron
los productos 2,3,5,6-tetra-O-benzoil; 2,5,6- y 2,3,6-tri-O-benzoil y 2,6-di-O-benzoil-D-
galactono-1,4-lactona con 47 %, 16,4 %, 8 % y 14 % respectivamente (Jeroncic,
1988), demostrando poca selectividad en favor del derivado con el OH-3 libre. Sin
embargo, dado que el grupo pivaloilo es muy voluminoso y que rendimientos bajos
pero en un solo paso de reaccion constituyen una ventaja en la sintesis del producto

de partida, se estudi6 la pivaloilacién parcial de esta lactona.

Figura 21.

Se procedié inicialmente a preparar el 2,3,5,6-tetra-O-pivaloil y el 2,6-di-O-
pivaloil derivados para ser utilizados, posteriormente, como testigos.

Asi, por tratamiento de D-galactono-1,4-lactona con un exceso de cloruro de
pivaloilo en piridina, se obtuvo 2,3,5,6-tetra-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (31)
como un producto cristalino con 82 % de rendimiento (Esquema 22). Las senales en
el espectro de RMN 3C de 31 se asignaron por comparacion con el espectro de su
analogo peracetilado (Bock et al., 1981). Asi, la sefial a 167,8 ppm correspondia a la
resonancia del C-1 lacténico. Del resto de las sefales del azucar, el C-4 resonaba a
campos mas bajos (8 77,3) y las sefales mas protegidas a 68,1 y 61,8 ppm se
atribuyeron al C-5 por ser secundario fuera del ciclo y al C-6 por ser primario. Las

resonancias de los C-2 y C-3 aparecian superpuestas a 71,9 ppm (Tabla 4). En
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cuanto a las resonancias del grupo protector, los carbonilos de los pivaloilos
resonaban entre 176,65 y 177,5, los carbonos cuaternarios a ~38,8 ppm y los
carbonos de acetilo a ~27,0 ppm. Estas sefales caracteristicas de pivaloilos, se
observaran siempre en estos derivados, y en adelante no se mencionaran.

En el espectro de RMN 'H de 31 se observé primeramente cuatro senales
(~1,2 ppm) que integraban para 36 H correspondientes a los metilos de los pivaloilos
y ademas la ausencia de OH, indicaban que 31 se encontraba perpivaloilado. La
sefial mas desprotegida aparecia como un doblete con J,3 7,5 Hz y se asigné al H-2.
También aparecian desprotegidos el H-3 y el H-5 como dd (5 5,39) y ddd (5 5,31),

respectivamente. Por ultimo, se observaron resueltos el H-4 y los H-6 y 6’ (Tabla 5).

Esquema 22
(o) (0] 0]
OH »—O OH o OH o
(CH3),CCOCI
CgHeN + +
OH 58 OPiv OPiv
OH OH OPiv
OH OPiv OPiv
32 34 33 31
acilante
8eq. 82 %
24 eq. 79 %
3,6 eq. 30% 9,7% 26 % 216 %

Los hidroxilos mas reactivos de la D-galactono-1,4-lactona son el OH-6 por ser
primario y el OH-2 que se encuentra activado por efecto inductivo del grupo lacténico
vecino. Lederkremer et al. (1990) habian obtenido la 2,6-di-O-benzoil-D-galactono-
1,4-lactona tratando la lactona con 2,2 equivalentes de cloruro de benzoilo a -23 °C

con 67 % de rendimiento. Siguiendo un procedimiento similar, el tratamiento de la D-
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galactono-1,4-lactona con 2,2 equivalentes de cloruro de pivaloilo en las mismas
condiciones de reaccion, condujo a la 2,6-di-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (32)
que cristalizé de hexano del crudo de reaccion con 79 % de rendimiento.

El espectro de RMN °C de 32 presentaba la sefial del C-1 lactonico a 168,8
ppm. Las sefales a campos mas altos (64,9 y 68.2 ppm) se atribuyeron al C-6 y C-5,
respectivamente. Por otra parte, la sefal mas desprotegida (80,7 ppm) correspondia
al C4. Por irradiacion del H-2 a 533 cps, se observd que la seial a 76,3 aumentaba
en intensidad por efecto nuclear Overhauser, confirmando que se trataba del C-2 y
por ende, la sefal restante a 72,4 ppm se atribuy6é al C-3. Si se comparan los
espectros de RMN 3¢ del derivado perpivaloilado (31) y 2,6-di-O-pivaloilado (32), al
acilar los C-3 y C-5, se produce un desplazamiento hacia campos mas altos de los
C-2,C4yC-6(44, 3,4;y 3,1 ppm, respectivamente)(Tabla 4).

El espectro de RMN 'H de 32 (Figura 22) indicaba que se trataba de un
compuesto dipivaloilado debido a la integracion de las sefales de metilos (18 H) y a
la presencia de dos singuletes anchos que se intercambiaban con D,O (5 3,66 y
2,70). Ademas, las sefales correspondientes al H-3 y H-5 se habian desplazado
hacia campos altos (0,8 y 1,2 ppm, respectivamente) con respecto a las mismas
sefales en el derivado perpivaloilado (31), indicando que el compuesto 32 estaba
2,6-di-O-sustituido. Su espectro de RMN 'H se asigné completamente (Tabla 5).

Una vez sintetizados los dos testigos 31 y 32, se procedié a realizar la
proteccion parcial de la D-galactono-1,4-lactona con el fin de obtener el derivado con
el OH-3 libre. Para ello, se traté la lactona con 3,3 equivalentes de cloruro de
pivaloilo en piridina a -20 °C, dando lugar a una mezcla de productos con R 0,57;
0,45; 0,41 y 0,25 (hexano-EtOAc 2:1) segun el monitoreo por ccd (Esquema 22). Las
manchas de mayor y menor movilidad presentaban el mismo Ry que testigos de 31 y
32. Dado que en la sintesis de 32, este se purificaba directamente por cristalizacion

de hexano, se agreg6 este solvente al crudo de reaccion y cristalizé el compuesto
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mas polar que tenia las mismas caracteristicas fisicas y espectroscépicas que 2,6-di-
O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (32) con 30 % de rendimiento. Las aguas madres
se concentraron y la mezcla resultante se separd por cromatografia en columna.
Primero eluyé la 2,3,5,6-tetra-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (31, R, 0,57) que se
obtuvo con 21,6 % de rendimiento y presenté las mismas propiedades fisicas que la
muestra obtenida anteriormente. Luego se aislaron sucesivamente los compuestos
tripivaloilados: 33 y 34 (R;0,45 y 0,41) cuyas estructuras se establecieron segun sus
datos espectroscopicos.

En el espectro de RMN 'H del compuesto tripivaloilado menos polar (R 0,45),
la sefal del H-5 aparecia desplazada a campos mas altos (1,3 ppm) respecto de la
misma sefal en el derivado perpivaloilado 31, indicando que el OH-5 se encontraba
libre (Tabla 5). Ademas, la resonancia del H-3 se corri6 a campos mas bajos (1,05
ppm) respecto de la misma senal en el derivado 2,6-di-O-pivaloilado (32), indicando
que el OH-3 se encontraba pivaloilado. Este compuesto se identificd, entonces,
como 2,3,6-tri-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (33) y se obtuvo cristalino con 2,6
% de rendimiento.

Por otra parte, al comparar el espectro de RMN *C de 33 con el 2,6-di-O-
pivaloil derivado (32), se observd que las senales de los C-2 y C-4 sufrieron
desplazamientos a campos altos (3,7 y 1,5 ppm, respectivamente), confirmando que
el OH-3 se habia protegido, en cambio, no hubo desplazamientos sustanciales en C-
6 o C-5 (Tabla 4).

El siguiente tri-O-pivaloil-derivado (R 0,41) se identific6 como 2,5,6-tri-O-
pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (34) y se obtuvo cristalino con 9,6 % de rendimiento.
La estructura de 34 se determindé univocamente por comparacion de sus datos
espectroscopicos con los per y 2,6-di-O derivados 31 y 32. Asi, en el espectro de
RMN 'H de 34, el H-3 resonaba a campos mas altos (1,2 ppm) con respecto a la

misma resonancia del derivado perpivaloilado 31, indicando que el OH-3 se
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encontraba libre (Figura 22). Por otra parte, la sefal del H-5 de 34 aparecia
desprotegida (1,28 ppm) respecto de la misma senal en el derivado 2,6-di-O-
pivaloilado (32), confirmando que el OH-5 de 34 se encontraba acilado (Tabla 5).

El espectro de RMN BC se asigno totalmente (Tabla 4). La senal a 62,2 ppm
se atribuy6 al C-6 y se encontraba protegida (2,7 ppm) respecto del derivado 2,6 di-
O-pivaloilado (32), confirmando que el OH-5 se habia pivaloilado. Las sefales a 68,8
y 79,3 ppm se asignaron al C-5 y C4 respectivamente. Al irradiar a 533 cps
(resonancias del H-2 y H-5), se observd que las sefales de 68,8 y 75,9 aumentaron
en intensidad y por ende, se trataba del C-5 y C-2, respectivamente, permitiendo
asignar la senal restante (72,9 ppm) al C-3.

Los bajos rendimientos obtenidos en la sintesis de 2,5,6-tri-O-pivaloil-D-
galactono-1,4-lactona (34), sumado a su tediosa purificaciéon demostraron que este
método de proteccion parcial no resultaba conveniente para obtener el derivado de
galactono-1,4-lactona con el 3-OH libre y que era necesario desarrollar una ruta
alternativa, como se vera mas adelante.

Sin embargo, resuitaba interesante continuar el estudio de la pivaloilacion
parcial de lactonas, en particular para ver la influencia de la relaciéon estereoquimica
entre OH-2 y OH-3. Se estudi6é entonces la reaccion para D-gulono-1,4-lactona y D-
manono-1,4-lactona donde sus OH-3 y OH-2 se encuentran en relacién cis.

La benzoilaciéon parcial de la D-gulono-1,4-lactona (Jeroncic, 1988) con 3,3
equivalentes de cloruro de benzoilo en piridina conducia a 2,5,6-tri-O-benzoil-D-
gulono-1,4-lactona con 79 % de rendimiento y ademas al derivado perbenzoilado
como producto secundario (4,5 %).

En este caso, la pivaloilacién de D-gulono-1,4-lactona con 3,6 equivalentes de
cloruro de pivaloilo también resuité altamente regioselectiva, obteniéndose 2,5,6-tri-

O-pivaloil-D-gulono-1,4-lactona (35) que cristalizé de la mezcla de reaccion con 85 %
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de rendimiento. También se aislé el derivado perpivaloilado 36 como producto

minoritario (2,6 %) (Esquema 23).

Esquema 23
o) o)
O (CH3);CCOCI (36 eq.) 0
CsHsN " +
OH OH OH OPiv
OH OPiv
OH OPiv
35 (85%) 36 (2,6 %)

Los espectros de RMN 'H de 35 y 36 confirmaron sus estructuras y se
resolvieron en su totalidad (Tabla 5). Por ejemplo, el H-3 de 35 resonaba a campos
mas altos (1,1 ppm) que la misma sefial del derivado perpivaloilado 36, indicando
que el OH-3 de 35 se encontraba libre (Figura 23).

En el espectro de RMN de '*C de 36, el C4 resonaba a 76,5 ppm (76,2 ppm
para el analogo peracetilado (Bock et al., 1981) y el C-6 a 60,7 ppm. De las tres
senales restantes (68,4, 69,2 y 69,0 ppm) se asigné la resonancia del C-2 a 68,4
ppm por comparacion con el derivado analogo perbenzoilado (Jeroncic, 1988) (Tabla
4).

Asimismo, el C4 y el C-6 de 35 resonaban a 78,5 y 61,9 ppm. Por
comparacion con el espectro del derivado perpivaloilado 36, se pudo asignar las
senales restantes de 35. Por ejemplo, el C-2 y el C4 debian aparecer a campos mas
bajos ya que el OH-3 estaba libre. Esto se comprob6 para el C-4 que experimentd un
desplazamiento a campos mas bajos (2 ppm) y permitié asignar al C-2 que en este
caso resonaba a 70 ppm, y también se corri6 a campos mas bajos (1,8 ppm) al

encontrarse libre el C-3 vecino. Sin embargo, debido a la proximidad de esta Gitima
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sefal con la del C-5, dichas asignaciones podian estar intercambiadas. El C-3 de 35,
se asignoé por comparacion con el derivado 2,5,6-tri-O-benzoilado cuyos valores de §
eran similares a los encontrados para 35 (Tabla 4).

La baja reactividad del OH-3 tanto en la benzoilacién como en la pivaloilacién
de D-gulono-1,4-lactona, puede atribuirse a las interacciones de tipo gauche entre el
OH-3 y OH-2, y el OH-3 y la cadena lateral en C4. Esta lactona se encuentra casi
exclusivamente en una conformacion E;(D) tanto en solucion (Horton & Walaszek,
1982) como en estado cristalino (Berman et al., 1971), en donde el OH-3 se
encuentra en una disposicion axial o pseudoaxial (Figura 24) y de esta manera, es

menor su reactividad (Haines, 1976).

Figura 24

Las mismas interacciones gauche entre OH-3 y OH-2 y entre OH-3 y la
cadena lateral en C4 sumada a la disposicién axial del OH-3, se observan en L-
manono-1,4-lactona en su conformaciéon preferencial E3(L) (Horton & Walaszek,
1982). Se encuentra descripto (Fernandez Cirelli et al,, 1983) que la benzoilacion
parcial de D-manono-1,4-lactona conducia, luego de separacién cromatografica, al
2,5,6-tri-O-benzoato y al perbenzoato en 60 y 25 % de rendimiento, respectivamente.

En este caso, la pivaloilacién parcial de L-manono-1,4-lactona con 3,6
equivalentes de cloruro de pivaloilo en piridina a 0 °C condujo a 2,5,6-tri-O-pivaloil-L-

manono-1,4-lactona (37) que cristalizé del crudo de reacciébn con 50% de
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rendimiento (Esquema 24). La ccd reveld que las aguas madres de cristalizacién aun
contenian 37 mayoritariamente. Sin embargo, no se logré recuperar por
cromatografia en columna el resto de 37 pues se descomponia. Solo se pudo aislar

una pequena cantidad de 2,3,5,6-tetra-O-pivaloil-L-manono-1,4-lactona (38).

Esquema 24
(0] (@]
0 (CH3)3CCOCI (36 eq.) 0 o
> +
OH OH OH OPiv "OPiv
HO PivO PivO
OH OPiv OPiv
37 (50 %) 38 (6,5 %)

Tabla 4. Desplazamientos quimicos de RMN 13C de los compuestos 31-38

Compuesto C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6
31° 167,8 71,9 71,9 77,3 68,1 61,8
32" 168,8 76,3 72,4 80,7 68,2 64,9
33° 168,4 72,6* 72,0 79,2 68,2 64,4
34° 168, 1 75,9 72,9 79,3 68,8 62,2
35° 170,0 70,2* 68,2 78,5 70,0* 61,9
36° 168,8 68,4 69,2* 76,5 69,0* 60,7
37° a 70,1 67.9 76,8 67,8 62,1
3g° a 68,5 68,5 74,6 66,9 61,3

a.Sefal no observada en las condiciones del espectro, b. 100 MHz, ¢. 200 MHz
* Las sefiales pueden intercambiarse
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Tabla 5. Datos espectroscopicos de RMN 'H de los compuestos 31-38.

Comp. H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b OH
(J23) (J34) (Ja5) (Je ) (Jse) (Jss')

31° 5,62 5,39 4,57 5,31 440 4,18
(7.5) (7,2) (3.2) (4.9) 6,7) (11,8)

32° 5,28 4,57 4,28 4,08 4,37 4,23 3,66, 2,70
(7.8) (7.6) (2,5) (6,3) (4.4) (11,9)

33® 5,62 4,38 4,04 434 419 2,64
(6,7) (2,2) (6,4) (5,0) (11,6)
34° 5,27 4,17 4,43 5,36 4,40 425 3,55
(7.6) (7.8) (3,7) (4,4) (7,0 (11,9)
35t 5,52 4,72 4,63 5,50 457 4,30 3,00
(4.,8) (2,8) (8,8) (2,5) (3.9)  (12,5)
36° ~5,81 4,80 5,46 457 3,89
(2,2) (9,4) (2,5) (3.8) (12,7
37’ 5,44 4,49 442 5,30 4,67 4,24 3,32
(4,4) (2,5) (9,2) (2,2) (4,6) (12,5)
38° 5,81 573 4,78 5,23 473 415

(4,5) (2,7) (9.8) (2,3) (3.2) (12,7)

a. 100 MHz, b. 300 MHz, c. 200 MHz

Los espectros de RMN 'H de 37 y 38 se asignaron totaimente (Tabla 5, Figura
25) y en particular, la sefal del H-3 del 2,5,6-tri-O-pivaloil derivado 37 se desplazo a
campos mas altos (1,2 ppm) compada con la misma sefal de 38, indicando que el
OH-3 estaba sin sustituir.

Las senales del espectro de RMN 3C de 37 se asignaron mediante un
experimento 2D-COSY heteronuclear. Como era de esperar, las sefiales a 76,8 y
62,1 ppm correspondian a las resonancias del C4 y C-6, respectivamente. La sefnal

a 70,1 ppm correlacionaba con el H-2 (8 5,44) y correspondia a la resonancia del C-2
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Las senales a 67,9 y 67,8 ppm correlacionaban con el H-5 (6 5,30) y H-3 (6 4,49)
confirmando que se trataba de las resonancias del C-5 y C-3, respectivamente

Teniendo en cuenta estos datos y el efecto protector en el C-f de la acilacion,
y ademas considerando el espectro de RMN 3C de la perbenzoil-D-manono-1,4-
lactona que habia sido asignado (Fernandez Cirelli et al., 1983), se logr6 asignar el
espectro de RMN 3C del perpivaloil derivado (38) (Tabla 4). Asi, la sefial a 61,3 ppm
correspondia al C-6. A 66,9 ppm resonaba el C-5y a 74,6 ppm el C4. En esta
ultimas senal se observa un desplazamiento a campos mas altos (2,2 ppm) por
pivaloilacién en OH-3. La senal a 68,5 ppm correspondia a las resonancias de los C-
2 y C-3 superpuestas. Como se observa, el C-2 se desplazé a campos mas altos
(1,6 ppm) por la acilaciéon del OH-3 respecto de la misma sefal de 37.

Como resultado de estos estudios de tri-O-pivaloilaciones selectivas de D-
gulono, L-manono y D-galactono-1,4-lactona, se concluyé que se pueden obtener
derivados tri-O-pivaloilados con el 3-OH libre a partir de aquellas lactonas que
posean configuraciones gulo y mano, con altos rendimientos y en forma cristalina.
Sin embargo, como se menciond anteriormente, este método no es conveniente para
el caso de la D-galactono-1,4-lactona ya que se obtiene grandes cantidades de los
derivados di y per pivaloilados, y el 2,5,6-tri-O-pivaloato se recupera, después de una

ardua separacion cromatografica con bajos rendimientos.
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CAPITULO 6
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Sintones para la introduccion de Galf en la sintesis de oligosacaridos

Sintesis del sintén de p-D-Galp(1—3)-D-Galf

Aunque la galactofuranosa se encuentra generalmente como extremo
terminal, se ha identificado una serie de glicolipidos en tripanosomatidos vy
polisacaridos en bacterias, en donde la Galf se encuentra interna y no en el extremo
no reductor como en el caso de los compuestos 9 y 23 ya sintetizados en este
trabajo.

Por ejemplo la unidad a-D-Galp-(1->3)-D-Galf esta presente en el
lipofosfoglicano  (Esquema 4, Turco & Descoteaux, 1992) vy en
glicoinositolfosfolipidos (Esquema 5, McConville et al., 1990b, McConville &
Ferguson, 1993) aislados de Leishmania y la unidad p-D-Galp-(1—>3)-D-Galf en
polisacaridos capsulares de Streptococcus pneumonia (Beynon et al., 1997).

Resultaba interesante estudiar la sintesis de los disacaridos B-D-Galp-(1—3)-
D-Galf y a-D-Galp(1—3)-D-Galf convenientemente protegidos como sintones para la
introduccién de Galf interna en la construccion de los oligosacaridos mencionados.

Las aldono-1,4-lactonas convenientemente protegidas se han utilizado como
precursores de los azlcares furanédsicos (Varela et al., 1979, 1980). Particularmente,
se ha descripto la condensaciéon de derivados de D-galactonolactona tanto con
azUcares piranésicos peracilados (Du Mortier et al, 1989) como con azlcares
furanosicos peracilados (Marino et al., 1989; Lederkremer et al., 1990) utilizando en
estos casos SnCls como promotor.

Este método tiene la ventaja que durante la etapa de glicosidacion, el C-
anomeérico del extremo reductor se encuentra como la lactona precursora del anillo

furandsico. Una vez formado el enlace glicosidico, la reduccion de la lactona
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conduce al disacarido con el OH anomérico libre y asi se transforma en un sinton

para la construccion de un posterior oligosacarido.

Obtencién de 5,6-0-isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (40)

Para obtener los disacaridos blanco, se necesitaba un derivado de D-
galactono-1,4-lactona con el OH-3 libre, que luego seria glicosidado con un derivado
conveniente de Galp. Considerando que la acilacion selectiva de D-galactono-1,4-
lactona conducia al 2,5,6-tri-O-acil derivado con bajo rendimiento, se analizé una
estrategia alternativa. Si se partiera de un derivado con los OH-5 y OH-6 protegidos
como, por ejemplo, la 5,6-O-isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (Copeland & Stick,
1978), podria luego acilarse selectivamente el OH-2 frente al OH-3, debido a la gran
reactividad que presenta el OH-2 por efecto inductivo del carbonilo.

Por tratamiento de D-galactono-1,4-lactona con acetona y H,SO, (c) como
catalizador, por 24 h y posterior purificacion por cromatografia, se obtuvo la 5,6-O-
isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (39) con 81 % de rendimiento cuyo op era
similar al descripto (Copeland & Stick, 1978). Por pivaloilacién parcial de 39 con 1,3
equivalentes de cloruro de pivaloilo en piridina a temperatura ambiente, se obtuvo
5,6-O-isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (40) que cristalizé de la
mezcla de reaccién con 79 % de rendimiento (Esquema 25).

El espectro de RMN 'H de 40 mostré dos singuletes (6 1,44 y 1,39) que
integraban cada uno para 3H que correspondian a las resonancias de los metilos del
isopropilidén y un singulete (6 1,29) que integraba para 9H que correspondia a los
metilos del pivaloilo, indicando que se trataba de un producto de monopivaloilacion
(Figura 26). A & 3,50 resonaba el OH como un doblete y estaba acoplado con la
sefal a & 4,42 que correspondia al H-3. Si se comparan las resonancias de los H-5 y
H 6 y 6' de 40 con las del derivado 2,5,6-tri-O-pivaloilado (34) se observa que se

encuentran mas protegidos en 40 por efecto del anillo isopropilidén.
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Esquema 25
OH o) OH o)
aob c OH O
—_— —_—
OH OH i

OPiv

o o< >

OH o) o

39 40

Reactivos: a) (CH,);CO, H,SO, (trazas), 24 h, 81 %; b) 2,2-dimetoxipropano-(CH,);CO, H,SO,

(trazas), 0,5 h; c) (CH;3);CCOCI (1,3 eq.), CsHsN, 79 %

Por otra parte, la seial del H-2 de 40 se desplazd a campos mas bajos (~ 0,8
ppm) respecto de la misma sefal en el 5,6-O-isopropilidén derivado 39 (Fleet & Son,
1988) indicando que el OH-2 se habia pivaloilado.

Los valores altos de Jo3y J34 (7,4 y 7,3 Hz, respectivamente) de 40, similares
a los de los derivados pivaloilados de la lactona (31, 32 y 34), indicaban una
conformacién del tipo E3(D).

En la zona de resonancia de carbonilo en el espectro de RMN C de 40
(Tabla 6, Figura 26) se observaron dos sefales correspondientes a la lactona (172,4
ppm) y al pivaloilo (179,4 ppm) mas desprotegido. La presencia del isopropilidén se
confirmé por la sefial del carbono acetalico (110,4 ppm) y sus metilos (26,0 y 25,5
ppm). El carbono cuaternario del grupo pivaloilo resonaba a 38,9 ppm, asi como sus
metilos equivalentes a 27,0 ppm. El resto de las sefiales se asignaron por
comparacién con el derivado 2,5,6-tri-O-pivaloilado 34. Asi, el C4 y el C-2
resonaban a 79,8 y 76,8 ppm. EI C-6 (65,0 ppm) se encontraba desprotegido (3,2
ppm) por la incorporacion del anillo acetalico y el C-5 también debia sufrir
desproteccioén y se asigné a la sefial a 74,1 ppm. La sefal de C-3 restante (73,4

ppm), no sufriria mucha variacién con respecto al compuesto 34.



Sintesis del sintén de f-D-Galp(1—3)-D-Galf 85

H-2 H-6
- f
gl

OPiv

0]
40

S.o00 4.50 4.00 . 3.50 3.[00 2.50 .l !

(CH,)4€

c-5 (CHy) €

Figura 26. Espectros de RMN 'Hy "*C del compuesto 40.
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Dado que los tiempos de la acetonidaciéon eran largos y que, ademas, no se
llegaba a consumir ia lactona de partida, se llevé a cabo un método alternativo para
obtener el isopropilidén 39 y su posterior acilacién evitando la purificacion de 39.
Para ello, se traté D-galactono-1,4-lactona con una mezcla de 2,2-dimetoxipropano -
acetona 1:5 en presencia de trazas de H,SO,. Después de 30 min, una ccd mostré
que la lactona de partida se habia consumido totalmente y se habia formado un solo
producto con la misma movilidad que 39. Luego de neutralizar y filtrar la solucion, se
evaporo a seco y se tratdé con 1,3 equivalentes de cloruro de pivaloilo en piridina,
obteniéndose 40 con 67 % de rendimiento luego de cristalizacién De esta manera,

se simplifico el procedimiento que permitié obtener 40 en escala multigramo.

Glicosidacion. Obtenciéon de 2,3,4,6-tetra-O-acetil--D-galactopiranosil-(1-3)-5,6-0O-
isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (44)

Una vez obtenido el aceptor deseado 40, era necesario efectuar Ila
glicosidacion con un derivado de galactosa piranésica. Dada la labilidad del
isopropilidén frente al SnCls, y teniendo en cuenta que se querian obtener los
enlaces glicosidicos en las configuraciones o y B, se decidié utilizar el procedimiento
del tricloroacetamidato para la activacion del oxigeno anomérico de la galactosa
convenientemente protegida (Schmidt, 1986,1991; Schmidt & Kinzy, 1994).

Como primer intento, se decidié obtener el disacarido derivado de B-D-Gaip-
(1>3)-D-Galf. Se podia partir de galactosa peracetiada ya que, una vez
transformada en el tricloroacetamidato correspondiente, su glicosidacion con el
aceptor 40 en presencia del catalizador (un acido de Lewis) daria lugar al glicésido f
por efecto del grupo participante en el O-2, como se discutié en la introduccion. En
este caso, no era necesario partir de un determinado tricloroacetamidato a o B, sino

que podria ser una mezcla de ambos.
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Con el fin de obtener el derivado de galactosa acilada con el anomérico libre,
primeramente se ensayé la hidrélisis del acetilo anomérico de la pentaacetil-p-D-
galactopiranosa en presencia de SnCly y H;O. Luego de la separacién
cromatografica, se obtuvo 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a,3-D-galactopiranosa (41) con 55 %
de rendimiento. Este procedimiento era sencillo, pero el rendimiento era moderado e
involucraba una separaciéon cromatografica, por lo que se decidié llevar a cabo la
sintesis tradicional (Allen, 1962) que consiste en la formacion del bromuro de
glicosilo y su posterior hidrélisis con la ayuda de sales de Ag. De esta manera, por
tratamiento de pentaacetil-B-D-galactopiranosa con 32 % HBr en AcOH, se obtuvo el
bromuro de tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosilo cristalino (42). La hidrélisis de 42 en
presencia de Ag,CO; condujo a 41 con 99 % de rendimiento (Esquema 26).

Una vez obtenido 41, era necesario convertirlo al derivado tricloroacetamidato
utilizando tricloroacetonitrilo y una base. Se encontraba descripto que si se utilizaba
NaH como base y luego de 5 h de reaccion, conducia a mezclas anoméricas a/p en
una relacion 39:45 (Schmidt & Stumpp, 1983; Amwam-Zollo & Sinay, 1986) que
podian separarse por cromatografia en columna. Como se mencioné anteriormente,
la utilizacién de mezclas anoméricas de tricloroacetamidatos de galactopiranosilo
acetilados conduciria al glicésido 8 por asistencia anquimérica del acetilo en O-2. Sin
embargo, actualmente se estd empleando DBU como base que conduce a -
tricloroacetamidatos en tiempos muy cortos de reaccién debido a que acelera
notablemente el equilibrio hacia el anémero termodinamicamente mas estable
(Schmidt & Kinzy, 1994). Como se mencion6 en la introduccién, el control
diastereomérico en la formacion de tricloroacetamidato B ecuatorial, se basa en la
elevada nucleofilicidad del atomo de oxigeno ecuatorial debido tanto a efectos
estéricos como estereoelectronicos (efecto anomérico cinético). La reaccion de
adicion es rapida y reversible, y el producto se anomeriza lentamente en una

reaccion catalizada por base, que puede hacerse mas rapida utilizando bases mas
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fuertes, a través de una retroreaccién, anomerizacién del 1-6xido y adicién de
tricloroacetonitrilo parar formar el a-tricloroacetamidato axial, termodinamicamente
mas estable.

Se tratd, entonces, el compuesto 41 con Cl3CCN y un equivalente de DBU por
30 minutos. Luego de extraccién y filtrado por silica, se obtuvo el tricloroacetamidato
de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosilo (43) como un compuesto cristalino con

80% de rendimiento (Esquema 26).

Esquema 26
AcO _OAc AcO _OAc AcO _OAc
0 2 . o _b 0
AcO OAc AcO AcO OH
AcO AcO AcO
Br
42 41
C
AcO _OAc
q 0]
—_— AcO
AcO 0 H
43  cci

Reactivos: a) 32 % HBr/AcOH; b) AgCO,, (CH3)3C0O-H,0, 99 %; c) SnCl,, H,0, 55 %; d) DBU CI;CCN,
0.5h, 80 %

El espectro de RMN 'H de 43 se encontraba descripto en literatura (Amwam-
Zollo & Sinay, 1986) con un campo menor y por ende, no estaba resuelto. El

espectro proténico a 200 MHz, mostré una sefial a campos muy bajos (5 8,65)
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correspondiente al H del acetamidato. La sefal del H-1 se encontraba muy
desprotegida (6 6,55) con una Js2 3,1 Hz, que indicaba una configuracion anomérica
a. Las senales restantes se asignaron facilmente por la correlacion de sus
constantes de acoplamiento.

En el espectro de RMN '3C de 43 se distinguieron, ademas de los carbonilos
de los acetilos, la sefal del C-sp2 del acetamidato a 160,8 ppm. Las sefiales a 93,5y
93, 4 ppm correspondian al C-1 y al CCl3 y podian estar intercambiadas. También se
pudieron asignar el C-6 (61,1 ppm) y los metilos de acetilos (20,4 ppm).

Para formar el enlace glicosidico B, se condensé el aceptor 40 con el
tricloroacetamidato 43, utilizando triflato de trimetilsililo (TMSOTf) como catalizador y
se obtuvo 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-isopropilidén-2-O-

pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (44) como un sélido amorfo con 84 % de rendimiento

(Esquema 27).
Esquema 27
AcO _OAc AcO _OAc
0 o 0 0
40 + 43 —» AcO © O_b5_ Ao S OH
AcO AcO
OPiv OPiv
O>< 0] ><
0] o)
44 45

Reactivos:a) TMSOTf, CI,CH,, -20 °C, 84 %; b) diisamilborano, THF, 92 %.

En el espectro de RMN 3C de 44 (Figura 27) se distinguieron las resonancias
de los C de los grupos protectores. En la zona de resonancia de carbono

carbonilicos, se observaron cinco sefales que correspondian al carbonilo del



Sintesis del sintén de f-D-Galp(1—3)-D-Galf 90

pivaloilo (176,7 ppm), de la lactona (170,1 ppm) y de los acetilos (169,9-168,7 ppm).
El carbono cuaternario del isopropilidén resonaba a 110,2 ppm y sus metilos a 25,8 y
25,6 ppm. Asi también las sefales a 38,7 y 26,9 ppm indicaban la presencia de
pivaloilo. Los metilos de acetilo de la unidad galactopiranosa resonaban a 20,5 ppm.
La senal del C-1' aparecia a 100,9 ppm e indicaba una configuracion p-piranésica si
se compara con los metilglicésidos acetilados relacionados. Por ejemplo, el carbono
anomérico del metil tetra-O-acetil-B-D-galactopiranésido resuena a 101,5 ppm,
mientras que el C-1 del glicésido o resuena a 96,5 ppm, es decir, 5 ppm mas
protegido (Bock & Pedersen, 1983). Por comparacién con el metil 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-B-D-galactopiranésido, se asignaron las sefales de la unidad Galp de 44
(Tabla 6). El resto de las sefales se asignaron por comparacién con la lactona de
partida (40). Asi, el C-6 resonaba a 65,0 ppm y el C-5 a 73,6 ppm debido al
isopropilidén. EI C-4 se encontraba desprotegido a 79,2 ppm. De las dos senales
restantes, la sefial mas desprotegida ( 73,0 ppm) se asigné al C-3 y la sefial a 71,0

ppm al C-2 que se desplaz6 a campos altos.

Tabla 6. Desplazamientos quimicos de RMN 3¢ de los compuestos 40 y 44.

Compuesto C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6

Me tetra-Ac-B-Galp 101,56 68,5 70,2 66,8 70,6 61,0
40 1724 76,8 73,5 79,8 741* 65,0

44 Gal-1,4-lactona 170,11 71,0 73,0 79,2 73,6 65,0
Galp 1009 68,3 70,5 66,8 70,5 61,1
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Figura 27. Espectros de RMN 'Hy 3C del compuesto 44.
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En el espectro de RMN 'H de 44 (Figura 27), ademas de las resonancias de
los H de los metilos del isopropilidén, pivaloil y acetilos, se distinguié un doblete
desprotegido (5 5,49) correspondiente al H-2 de la unidad lactonica. Por otra parte, la
constante de acoplamiento del H-1'(5 4,59) tenia un valor de 7,8 Hz, con lo que se
confirmé la configuracion p-piranosica del centro anomérico. El doble doblete
observado para la resonancia del H-2', también confirmé esta configuracién. Se
observaron senales caracteristicas de la unidad B-galctopiranésica como ser el H-4'
(865,39), el H-2' (5 5,18 ) y el H-3' (6 4,97).

Estos resultados indicaron que la condensacién de 40 con 43 para obtener el
disacarido lacténico fue altamente diastereoselectiva en favor del anomero B. Por
primera vez, se comprobo que los derivados de lactonas son buenos aceptores en
las reacciones de glicosidacion utilizando el método del tricloroacetamidato para la

activacion del O-anomérico.

Reduccién. Obtencién del sintén 2,3,4,6-tetra-O-acetil-galactopiranosil-£-(1—3)-5,6-
O-isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactofuranosa (45)

Se procedié a reducir 44 con el fin de obtener el disacarido para utilizarlo
como sintdbn para la introduccion de Galf interna en una futura sintesis de
oligosacaridos. Por tratamiento de 44 con disiamilborano, se obtuvo 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-galactopiranosil-p-(1—3)-5,6-O-isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactofuranosa
(45) como un soélido amorfo con 92 % de rendimiento (Esquema 27).

El espectro de RMN ** C de 45 mostré que se trataba de una mezcla de
anomeros en el extremo reductor (Figura 28). En la zona nomérica,resonaba el C-1'
de la unidad BGalp a 100,8 ppm, mientras que el C-1 de la unidad furanésica p
resonaba a 99,7 ppm y el C-1a a 94,5 pppm, en una relacion de intensidades de
3,4:1. Como era de esperar, las sefales correspondientes a los metilos del

isopropilidén y de! pivaloilo se veian duplicadas. Por comparacién con el metil
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2,3,4 6-tetra-O-acetil-p-D-galactopiranésido, se asignaron las sefales de la unidad
de Galp de 45, sin embargo, debido a la complejidad del espectro de la mezcla
anomeérica, sélo se pudieron asignar de la unidad B-furanésica el C-6 (65,4 ppm) y
los C4 (83,8 ppm)y C-2y C-3 (81,4 y 82,5 ppm) que pueden estar intercambiados.
E! C-3 se encuentra desprotegido por estar glicosilado. El rendimiento total del sintén

de Galf interna 45, objeto de sintesis fue del 55 %.

Obtencion de 2,3,5,6-tetra-O-acetil-p-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-pivaloil-D-
galactosa (46), acetilacion y obtencién del sintén p-D-Galp(1—-3)Galp.

Debido a que la ruta desarrollada para la obtencién de 45 era simple y
teniendo en cuenta que la remocion de su isopropilidén permitiria la isomerizacion al
derivado en la configuracién piranésica, se esboz6 la posibilidad de que 45 fuera
precursor de B-D-Galp-(1—3)-D-Galp y de esta manera, obtener los dos sintones por
una misma ruta sintética. Por hidrélisis de 45 con AcOH acuoso, se obtuvo 2,3,5,6-
tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-pivaloil-D-galactosa (46) como un
solido amorfo con 94 % de rendimiento (Esquema 28). El espectro de RMN BC de
46 era complejo, pero se observé la ausencia de la sefal del C cuaternario del
isopropilidén (~110 ppm) asi como las de sus metilos (~26 ppm). La zona anomérica
presentaba varias sefiales a 90,1 ppm resonaba el C-1 en la configuracion o-
piranésica; a 93,7 ppm el C-1 B-piranosico; a 96,0 el C-1 a-furanésico, y a 100,2 ppm
el C-1 p-furanésico con una relacion de intensidades 4:1:1,8:1,2 y al llegar al
equilibrio estas intensidades habian variado a 3: 1,5:1,5:1 (Figura 28).

Se peracetil6 la mezcla 46 con anhidrido acético en piridina a 5 °C (Esquema
28). Al crudo de reaccion, que mostraba 3 manchas por ccd de R, 0,59; 0,53 y 0,42,
se le hizo un espectro de RMN 3C. En la zona anomérica, se observaron las sefiales
a 100,8 y 100,5 ppm que correspondian a las resonancias de los C-1' de la unidad

Galp y cuatro seflales mas (99,0; 93,4; 91,8 y 89,0 ppm) que correspondian, en
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principio a los C-1 en las configuraciones B-furanésica, a-furandsica, p-pirandsica y
a-piranodsica, respectivamente. También se realiz6 un espectro protonico de la
mezcla que se analizd posteriormente, luego de la identificacion de los productos

como se detalla mas adelante.

Esquema 28
AcQ ORC AcO _OAc HO OH
AcOH AcO O o
45 H,O ¢ + AcO o) OH
i AcO PivO
OP|v
46 (94 %)
OH
(CH,4C0),0
CsHsN
AcO  Ohc AcO _OAc
OPiv OPiv
OAc OAc
OAc OAc
47 a8
+ +
AcO _OAc AcO _OAc AcO _OAc AcO _OAc
OAc Aco&g/ &ﬁ
ACO&A/ PivO PivO
49 50

47:48:49:50 = 12:8:33:47
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Figura 28. Espectros de RMN '*C de los compuestos 45 y 46.
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El crudo de reacciéon se separ6 parcialmente por cromatografia en columna.
Se obtuvo el producto de Ry 0,59 (14 %), una mezcla de productos de R, 0,59 y 0,53
(6 %), un producto de R, 0,53 (23 %), una mezcla de productos de R;0,53 y 0,42 (13
%) y finalmente, el producto de Ry 0,42 (30 %). El rendimiento total de la acetilacién
fue del 86 %.

El espectro de RMN '°C del producto de mayor movilidad (47, R 0,59)
mostraba en la zona anomérica una senal a 101,0 ppm que correspondia al C-1' de
la unidad de Galp y otra sefal mas a 99,1 ppm (Figura 29, Tabla 7). Comparando
este valor con los valores de resonancia de los C-1 de las galactosas piranésicas y
furanésicas aciladas (Bock & Pedersen, 1983 ;D'Accorso et al., 1983), se observé
que la galactosa en el extremo reductor se encuentra en la configuraciéon f
furanodsica y ademas, es consistente con las resonancias observadas para los C-2 y
C-4 a 3 > 80 ppm, caracteristicas de esta configuracién; por lo tanto se trataba de
2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-1,5,6-tri-O-acetil-2-O-pivaloil-B-D-
galactofuranosa (47). El espectro de 47 se asigné por comparaciéon con las sefales
del metil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranésido y de la per-benzoii-B-D-
galactofuranosa, teniendo en cuenta que el C-3 de esta ultima unidad apareceria a
campos mas bajos debido a la glicosidacién sobre este carbono (Tabla 7).

La resonancia del H-1 anomérico en el espectro de RMN 'H de 47 confirmé
esta configuracién, pues aparecia como un singulete ancho (Ji2 < 1 Hz)
desprotegido (6 6,13) por encontrarse el OH-1 acetilado (Figura 29). También se
observaron sefales caracteristicas de esta configuracién, como ser el H-2 (6 4,95 J, 3
1,1 Hz), y el multiplete correspondiente al H-5 (5 5,40). La sefal del H-1' presentaba
una Jy 2 7,7 Hz, indicando una configuracion B-pirandsica de la unidad Galp y los
valores de las constantes de acoplamiento de los H-2, H-3 e H-4 confirmaban esta

configuracion
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Figura 29. Espectros de RMN 'Hy "*C del compuesto 47.
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos de RMN 3C de 47 comparado con galactosas
peraciladas en las cuatro configuraciones (Bock & Pedersen, 1983; D'Accorso et al.,

1983)

C-1 C-2 C-3 c4 C-5 C-6

per-O-Ac-a-Galp 89,5 67,2 67,2 66,2 68,5 61,0
per-O-Ac-B-Galp 91,8 67,8 70,6 66,8 71,5 61,0
per-O-Bz-a-Galf 94,2 76,2 74,1 79,7 70,5 63,1
per-O-Bz-B-Galf 99,8 81,0 77,3 84,2 70,3 63,5

Me tetra-O-Ac-B-Galp 101,5 685 702 66,8 70,6 61,0

47 Galf 99,1 81,6 82,8 83,5 69,6# 630
Galp 101,0 68,6 70,7# 67,0 70,9# 61,0

# Las sefnales pueden estar intercambiadas.

Luego se analizé espectroscopicamente la fraccion de Ry 0,53. El espectro de
RMN *3C en su zona anomérica mostré una sefial a 101,0 ppm correspondiente al C-
1', una sefal a 93,2 ppm de baja intensidad y otra sefal a 92,0 ppm que triplicaba la
intensidad de la anterior. Ademas, las sefales comrespondientes a los carbonos del
pivaloilo aparecian dobles (38,8 y 38,6 ppm el carbono cuaternario; 27,1 y 27,0 ppm
los metilos). Se trataba, entonces de una mezcla de productos. Las sefales de muy
baja intensidad a & > 77 ppm (zona de resonancia de C-2 y C4 de o-furanosas
peraciladas) sugerian que el compuesto de menor proporcion se encontraba en una
configuracién o-furanésica y podia tratarse de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-

galactopiranosil-(1—3)-1,5,6-tri-O-acetil-2-O-pivaloil-a-D-galactofuranosa (48). E! otro
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compuesto podria estar en una configuraciéon B-piranodsica segun el bajo valor del &
del C-1 pero esto debia ser confirmado por RMN 'H. Efectivamente, en la zona de
resonancia de los H anoméricos del extremo reductor (desprotegidos por
encontrarse acetilados), se observaron dos dobietes en relacion 1,5:4 segin sus
integraciones. El primero (8 6,30) presentaba una J;, 4,6 Hz y estaba de acuerdo
con la configuracién a-furandsica. El segundo doblete aparecia a § 5,65 con J;, 8,2
Hz que confirmaba la configuracion B-pirandsica. Por recristalizacion lenta de EtOH-
H.0O, se logré aislar y caracterizar el compuesto mayoritario: 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-
D-galactopiranosil-(1—3)-1,5,6-tri-O-acetil-2-O-pivaloil-B-D-galactopiranosa (49). El
espectro de RMN *c presentaba las sefnales anoméricas correspondientes al C-1' y
C-1a101,0y 92,0 ppm. Se asignaron ademas los C-6y 6' (61,8 y 61,0 ppm)yel C-3
(74, 6 ppm) por ser la sefial mas desprotegida al estar glicosidado en esta posicion.
El resto de las senales se encontraban muy préximas (Figura 30).

En el espectro de RMN 'H de 49 se observaron los dobletes correspondientes
al H-1 y H-1' (5 5,65 y 5,35) cuyos altos valores de las constantes de acoplamiento
(J12 84 Hz y Jy 2 7,8 Hz) confirmaban las configuracion B-piranésica para las dos
unidades de azucar constituyentes de este disacarido (Figura 30).

La dltima fraccion de Ry 0,42 resultd ser un compuesto cristalino que se
caracteriz6 como 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-1,5,6-tri-O-acetil-
2-O-pivaloil-a-D-galactopiranosa (50). En la zona de resonancia de C anoméricos en
su espectro de RMN 3C se observaron las sefales a 100,6 ppm correspondiente al
C-1'y la senal a 89,2 ppm correspondiente al C-1 en la configuracion o-piranésica.
Como se observa al comparar con los derivados peracilados de galactosa, el C-1 en
la configuracion a-piranosica es el que resuena a campos mas bajos (Tabla 7). Por
comparaciéon con peracetil-a-D-galactopiranosa y metil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-
galactopirandsido, se asigné parcialmente las sefiales de RMN 3C de 50: C-6 y C-6'
(61,9 y 60,9 ppm), C-4 (66,5 ppm) y el grupo de sefiales mas desprotegidas se
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asignaron al C-5'y C-3' y al C-3 que es de esperar que se desplace a campos mas
bajos por estar glicosidado (Figura 31).

E! valor de la constante de acoplamiento (J;2 3,8 Hz) del H-1 (5 6,33) en el
espectro de RMN 'H de 50 confirmé la configuracion a-piranésica para el extremo
reductor acetilado, consistente con la sefal del H-2. El H-1' aparecia como un
doblete con Jy »» 7,7 Hz que indicaba una configuracion B-piranésica (Figura 31).

Una vez que se identificaron los compuestos de la reaccion de acetilacion de
46, se procedid a calcular su composicion en base a las sefales de los H
anomeéricos del crudo de reaccion. Las integrales de estas sefiales indicaban que la
mezcla consistia en una relacién 12:8:33:47 de los derivados B-furanosicos (47), a-
furanésicos (48); B-piranosicos (49) y a-piranésicos (50), respectivamente.

Dado que por hidrélisis del isopropilidén de 45 y posterior acetilaciéon se
obtuvo la mezcia de disacaridos 47,48, 49 y 50 en un 80 % en favor de la
configuracién pirandsica, esta mezcla podria utilizarse sin purificar como sintén para
la introduccion de pB-D-Galp(1—3)-D-Galp en sintesis de oligosacaridos o
glicoconjugados. En particular, debido a su simplicidad, este procedimiento seria una
ventaja con respecto a los métodos existentes dado que estos involucran acilaciones
parciales con formacion de productos de dificil separacién. Por ejemplo, a partir de
1,6-anhidro-galactosa se obtienen mezclas de 2,3- y 2,4-di-O-acetil derivados. Este
ultimo es el aceptor en condensaciones de Koéenigs-Knorr (Chacon-Fuentes &
Martin-Lomas, 1975), en donde no se ha obtenido aita estereoselectividad en la
glicosidacion. Por otra parte, esta descripto el uso de alil 4,6-O-bencilidén-2-O-
acetil-B-D-galactopiranosido como aceptor en condensaciones de Koéenigs-Knorr.
Nuevamente, este aceptor se obtiene por acilacion parcial del bencilidén derivado,

conduciendo a mezclas de dificil separacion (Lee & Lee, 1994).
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Obtencion de (-D-galactopiranosil-(1—»3)-D-galactitol (51)

Por otra parte, el compuesto 46 se redujo con NaBH, y por posterior agregado
de NaOMe en MeOH, se obtuvo el B-D-galactopiranosil-(1—3)-D-galactitol (51) como
un soélido cristalino con 98 % de rendimiento (Esquema 29). En el espectro de RMN
3C se observo una unica sefial anomérica correspondiente al C-1'de la unidad de j-
D-Galp cuyo valor era idéntico al correspondiente de metil B-D-galactopiranésido y
demostraba que el compuesto se habia reducido totaimente. Las demas sefiales se
asignaron por comparaciéon con el metil p-D-galactopiranésido y galactitol teniendo
en cuenta que el C-3 aparece a campos mas bajos con respecto a la misma senal
del galactitol por encontrarse glicosilado (Tabla 8, Figura 32). El espectro de RMN 'H
mostré en la zona anomérica, un doblete (& 4,46) con un valor de J;2 7,3 Hz que

confirmaba la configuracién B-piranésica de la unidad de Galp.

Esquema 29

OH OH
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NaBHgs HO OH
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Tabla 8. Desplazamientos quimicos de RMN "*C de 51 (D,0).

c1 ©€2 G©€63 ©64 C5 C#6
Galactitol 645 715 707 70,7 715 645
Me B-Galp 1045 71,7 738 697 760 62,0
51 Gal-ol 63,8* 714# 782 69,7# 704# 631
B-Galp 104,8 72,0 733 693# 759 61,9

* # Las senales pueden intercambiarse

OH OH
HO/\/\/‘\/OH

HO O

_C-2,4,54"

HO OH
0]
C-6' HO
I

HO 51

Figura 32. Espectro de RMN 'H del compuesto 51 (D;0).
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Sintesis del sintéon de a-D-Galp-(1—3)-D-Galf

La contruccion del precursor de pB-D-Galp(1—3)-D-Galf, ademas de la
importante utilidad como sintén, sirvid para adquirir experiencia en el uso de
tricloroacetamidatos como activantes del C-anomérico ya que esta técnica no habia
sido utilizada previamente en nuestro laboratorio. En cuanto a |la
diastereoselectividad de la formacién del enlace glicosidico en la reaccion de 40 con
43, esta debia resultar alta, pues por asistencia anquimérica se obtenia el glicésido
B.

La facilidad al construir las diferentes uniones glicosidicas depende
mayoritariamente de la fuerza del efecto anomérico que es mayor en los azucares
del tipo a-mano que en los del tipo a-gluco y en la posible participacién del grupo
protector en C-2. En la sintesis de glicésidos, la dificultad en la contruccién de estos
enlaces aumenta desde los azucares del tipo a-mano, B-gluco, hacia a-gluco y
finalmente B-mano.

La construccion del precursor a-D-Galp(1—3)Galf involucra la formaciéon de un
enlace de tipo a-gluco, 1,2 cis. Es decir, se debe elegir un derivado de
galactopiranosa que posea un grupo no participante en C-2. Ademas, cuando se
utilizan solventes no polares y bajas temperaturas, las reacciones de glicosidacion
utilizando el método del tricloroacetamidato, transcurren por un mecanismo del tipo
SN2, es decir, a partir de un tricloroacetamidato de a-glicosilo se obtiene el glicésido
B y viceversa (Schmidt & Kinzy, 1994).

Por otra parte, el uso de acidos fuertes como catalizadores (p.ej. triflato de
trimetilsililo) a temperaturas algo mayores y en solventes mas polares, conduce a la
formacién del producto termodinamicamente mas estable, como son los glicosidos

del tipo oa-gluco y a-mano. Se forma un ion carbonio que, por razones
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estereoelectronicas, es atacado preferentemente por la cara axial o y conduce
cinéticamente al anémero a que presenta una configuracién que es también la
favorecida termodinamicamente. Asi, bajo condiciones de reacciéon del tipo Sn1,
tanto por consideraciones cinéticas como termodinamicas, se forma el glicésido del
tipo a-mano o a-gluco.

En particular, la influencia del éter, a través del efecto anomeérico reverso
resulta en la generacién de un ion oxonio ecuatorial que nuevamente favorece la
formacioén del producto o axial mas estable termodinamicamente.

Se obtuvieron buenos resultados para la construccién de la unién a-D-
Galp(1—>  dtilizando  tricloroacetamidato  de 0-2,3,4,6-tetra-O-bencil-B-D-
galactopiranosilo (6§2) como donor y catalizada por triflato de trimetilsiliio (TMSOTf) a
baja temperatura (Wegman & Schmidt, 1987; Schaubach et al., 1991). El precursor
52 se obtuvo siguiendo el procedimiento de Wegman & Schmidt (1987). Se traté
2,3,4,6-tetra-O-bencil-D-galactopiranosa con CI3CCN utilizando K,CO3 como base
por 5 h, obteniendose 52 con 69 % de rendimiento después de recristalizacién

(Esquema 30).

Esquema 30

BnO _OBn BnO _OBn
o) a O
BnO BnO cCly

52

Reactivos: a) CI;CCN, K,CO;(anh), 5 h, 69 %.
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El producto de partida posee el OH anomérico libre y se encuentra en
equilibrio de sus 2 configuraciones piranésicas. Sin embargo, el oxigeno ecuatorial
(configuracién B) es mas nucleofilico favoreciendo cinéticamente la formacion del p-
tricloroacetamidato y dado que la base utilizada no es tan fuerte, la anomerizacion al
producto termodinamicamente mas estable (a) se produce lentamente.

El espectro proténico de 52 resulté idéntico al descripto en literatura. En
particular, el alto valor de la constante de acoplamiento de H-1 (J;2 7,9 Hz) indicaba
una configuracién B para el centro anomérico. El espectro de RMN °C de 52, que no
se hallaba descripto, mostré dos senales a 161,5 y 98,7 ppm que correspondian al
C-sp2 y al C-sp3 del acetamidato, respectivamente, mientras que el carbono

anomérico resonaba a 82,2 ppm, confirmando que se habia formado el acetamidato.

Glicosidacion. Obtencion de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-0O-
isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (53).

Se ensayd, luego, la glicosidacion de la lactona 40 con el B-
tricloroacetamidato 52 utilizando triflato de trimetilsililo como catalizador y éter como
solvente a 0° C ya que a menor temperatura, precipitaban los compuestos de
partida. Luego de 2 hs de reaccién, se observé por ccd la aparicidon de un compuesto
mayoritario que se aislé por cromatografia en columna como un sélido amorfo 53
con 74 % de rendimiento (Esquema 31). En su espectro de RMN 'H se distinguieron
pocas sefiales. El doblete a § 5,61 correspondia a la resonancia del H-2 indicando la
presencia de la unidad lacténica. Ademas se observaron las sefales
correspondientes a los grupos protectores de esta unidad. Los singuletes a 6 1,47 y
1,40 que integraban ambos para 3H correspondian a los metilos no equivalentes del
isopropilidén y el singulete a 6 1,26 que integraba para 9 H correspondia a los
metilos del pivaloilo. Por otra parte, el multiplete en la zona aromatica integraba para

20 H indicando la presencia de los cuatro grupos bencilo. Era de esperar una gran
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complejidad del espectro proténico pues los 8 H sobre el C-sp3 de los bencilos
resuenan superpuestos a los H del azicar y en especial sobre el H-1'y H-2' que son
las senales diagnosticas para decidir sobre la estereoselectividad de la reaccion de

glicosidacion.

Esquema 31

40 + 52

OPiv

OAc

54
Reactivos: TMSOTH, éter etilico, 0 °C, 2 h, 74 %, b) diisiamiborano, 88 %; c) H,, 10 % Pd/C, d) AcOH-

H,0, 50 °C, 20 min, e) (CH3C0)20, CsHsN.

El uso de bencilos como grupos protectores también complica Ia

interpretacion del espectro de RMN c pues los C-sp3 de estos grupos resuenan
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alrededor de 70 ppm superponiéndose con los C de los azucares. En el espectro de
RMN de °C de 53, se distinguieron las resonancias caracteristicas de los grupos
protectores de la lactona que se utilizaron en este trabajo (Figura 33). Asi las sefales
a 259; 254 y 110,2 ppm correspondian a los C del isopropilidén y las senales a
26,9; 38,6 y 176,7 ppm a los C del pivaloilo como se discutié anteriormente. Ademas,
a 169,1 ppm resonaba el C-1 lactdénico y junto con la sehfal a 64,9 ppm
correspondiente al C-6, indicaban la presencia de la unidad lactonica. Por otra parte,
en la zona aromatica (6 138,5-127,3) aparecian sefnales que correspondian a los C
aromaticos de los bencilos de la unidad de Galp. Ademas el C-1' de esta unidad
resonaba a 99,3 ppm y, en principio, indica una configuracion o para la unidad de
galactopiranosa bencilada. Los C-1 de los glicosidos de galactopiranosa bencilada
en la configuracion B resuenan a § > 102, 5 ppm (Wegman & Schmidt, 1987). Estos
datos indicaban que el compuesto 53 podria ser 2,34 6-tetra-O-bencil-a-D-

galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona.

Figura 33. Espectro de RMN '°C del compuesto 53.
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Sin embargo, con el fin de confirmar la configuracion anomérica del disacarido
lactonico, era necesario desbencilar 83 y asi, en ausencia de grupos bencilos, se
podrian distinguir los H-1'y H-2' en el espectro proténico. De esta manera, por
hidrogenacion catalitica de 53, tratamiento con acido acético acuoso y posterior
acetilacion con anhidrido acético en piridina, se obtuvo 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
galactopiranosil-(1—3)-5,6-di-O-acetil-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (54),
(Esquema 31). La ausencia de sefial a ~110 ppm en el espectro de RMN '°C de 54
senalb que el isopropilidén se habia hidrolizado (Figura 34). El C-1’ resonaba a 98,3
ppm y estaba de acuerdo con una configuracidon a-piranésica de la unidad de
galactopiranosa acetilada. A 79,2 ppm resonaba el C4 de la unidad lacténica y del
resto de las senales, la mas desprotegida (73,4 ppm) se asigné al C-3 por
encontrarse glicosidado. Las senales a 61,9 y 60,7 ppm correspondian alos C-6y 6'.
Entre 68,3 y 66,9 ppm aparecian el resto de las sefales, C-2 y C-5ylos C-2',3'4' y
5', estas ultimas en concordancia con las mismas senales del metil 2,3,4,6-tetra-O-

acetil-a-D-galactopiranosido (Tabla 9).

Tabla 9. Desplazamientos quimicos de RMN 3¢ del compuesto 54.

C1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6

Me tetra-O-Ac-a-Galp 96,5 67,6 67,6 67,0 65,7 61,2

54 Gal-1,4-lactona 170,3 68,3* 734 79,2 68,1* 61,9
a-Galp 98,3 674# 67 7# 67.4# 66,9 60,7

* # Las senales pueden intercambiarse.
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Las sefales de los H-1' y H-2' en el espectro de RMN'H de 54 confirmaron
inequivocamente la configuracién o de la unidad de galactopiranosa (Figura 34). Asi,
el H-1' aparecia como un doblete (5 5,08) con una constante de acoplamiento (J;: 2
3,6 Hz) que evidenciaba una disposicion de hidrégenos ecuatorial-axial con el H-2'
que aparecia como un doble doblete (5 5,14). También se asignaron los H4' y H-
3'de esta unidad. Con respecto a la unidad lactonica, el H-2 aparecia como un
doblete (J12 7,9 Hz). También se asignaron el H4 y el multiplete caracteristico
correspondiente al H-5 que se encontraba parcialmente superpuesto con el H-3'

(Tabla 10)

Tabla 10. Datos espectroscopicos de RMN 'H del compuesto 54.

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b
(V12)  (V23)  (J34) (Jas)  (Jsseb) (Jsea)  (Jeaeb)
54 Gal-1,4- 5,41 429417 451 5,38-5,30 4 38 429417
lactona (7,9) (7,9) (2,7) (5,4) (11,6)

a-Galp 5,08 514 5,30 545 429417 4,07 4,00
(36) (10,7) (3,2) (<1) (7.5) (6,2) (10,9)

Reduccion de 53. Obtencién del sintén de a-Galp(1—-3)Galf (55)

Una vez comprobada la alta diastereoselectividad de la glicosidacion que
condujo al disacarido lacténico o §3, se procedi6é a reducir la funcioén lactona y asi
obtener el sintdn objeto de sintesis. Por tratamiento de §3 con diisoamilborano se
obtuvo 2,3,4 6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-isopropilidén-2-O-
pivaloil-D-galactofuranosa (65) como un sélido amorfo con 88 % de rendimiento

(Esquema 31).
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Figura 34. Espectros de RMN 'H y "*C del compuesto 54.
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El espectro de RMN 'H de 55 era muy complejo ya que se trataba de una
mezcla de anomeros o, en el extremo reductor. Con respecto a los grupos
protectores, mientras que los metilos no equivalentes del isopropilidén aparecian
como 2 singuletes (5 1,45 y 1,38), la resonancia de los H de los metilos del pivaloilo
aparecian como dos singuletes (5 1,20 y 1,21) y estaba de acuerdo con la presencia
de una mezcla de anémeros. Por otra parte, por agregado de D,0, el doble doblete
deformado y desprotegido (5 5,46) se simplificaba a un doblete con J;> 4,5 Hz
indicando que esta sefal correspondia al H-1 de la conformacién a-furanésica. La
senal a & 5,23 aparecia como un singulete e indicaba que se trataba de la
resonancia del H-1 en la conformacién p-furanésica y esto estaba avalado por un
singulete ancho contiguo a esta senal (5 5,19) que es caracteristico del H-2 de
derivados B furanosicos. Por integracién de los H anoméricos, esta mezcla se
encontraba en relacién aproximada 1:1 de sus anémeros a y B.

El espectro de RMN "°C de 55 confirmé la presencia de una mezcla de
anémeros a y B furandsicos, pues las senales de los grupos protectores aparecian
dobles y también en una relacién aproximada 1:1 (Figura 35). Por ejemplo, a 38,6 y
38,5 ppm resonaban los C cuaternarios del pivaloilo y a 27,0 y 27,1 ppm los C de los
metilos equivalentes del pivaloilo. Los metilos del isopropilidén aparecian como
cuatro sefiales. En la zona anomérica se observaron cuatro sefales. La mas
desprotegida correspondia al C-1 en la configuracién p-furanésica y la mas protegida
(8 95,2) al C-1 en la configuracién a-furanésica. Las dos sefiales restantes (98,1 y
97,2 ppm) se debian a las resonancias del C-1' de la unidad a-Galp bencilada. Asi
mismo, las sefiales a 6 > 80 ppm confirmaban la presencia de unidades furandsicas.
Por ejemplo, el C-4p resuena a 83,4 ppm y los C-2p y C-3p resuenan a 81,8y 81,4
ppm, estas ultimas pueden estar intercambiadas debido a su proximidad.

De esta manera, se sintetizé el sinton a-D-Galp(1-3)-D-Galf (65) que se

encuentra presente en el lipopeptidofosfoglicano (LPG, Esquema 4, Turco &
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Descoteaux, 1992) y glicoinositolfosfolipidos (Esquema 5, McConville et al., 1990b,
McConville & Ferguson, 1993) aislados de Leishmania. Es interesante que en
mutantes defectuosas en la introduccién de Galf no se expresa el LPG. Las cepas
deficientes en LPG no sobreviven en el mosquito vector ni pueden infectar a los
macréfagos de los mamiferos. EI compuesto 55 podria ser utilizado para la
construccién de los oligosacaridos del LPG y de los GIPLs y para el estudio de su

importancia en las propiedades bioldgicas de los glicoconjugados.

Figura 35. Espectro de RMN 3C del compuesto 55.
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Sintesis de p-D-Galfi1—3)-D-Gal-1,4-lactona, precursor del sinton de -D-
Galfi1—-3)-D-Galf.

La obtencién de disacarido lacténico 44 (Esquema 27) no se pudo realizar
utilizando SnCls como promotor pues en el caso de los azucares piranésicos la
activacion por formacion del oxonio es mucho mas lenta que en el caso de los
azucares furanésicos, y se produce la eliminaciéon del grupo isopropilidén antes que
tenga lugar la condensacion en O-3. Por esta razén, se obtienen mezclas dificiles de
separar y tuvo que llevarse a cabo la condensacion por el método de
tricloroacetamidato. Sin embargo, la condensacién del perbenzoato furanésico § con
el mismo derivado 40 en presencia de SnCls tuvo lugar exitosamente como se

describe a continuacion.

Obtencion de 2,3,5,6-tetra-O-benzoil--D-galactofuranosil-(1—3)-2-O-pivaloil-D-
galactono-1,4-lactona (56)

Cuando se tratdé el derivado de D-galactono-1,4-lactona 40 con 1,2
equivalentes de penta-O-benzoil-a,p-galactofuranosa (5) en presencia de SnCl; a 0
°C, al cabo de 6 h de reaccion se observo por ccd una mancha principal de mucha
menor movilidad que la lactona de partida y que ademas revelaba al UV. Este hecho
sugeria que si la glicosidacién habia ocurrido, el isopropilidén habia sido removido,
pues el compuesto por ser mas polar que 40 deberia tener al menos algun OH libre
mas. Luego de cromatografia en columna, se aislé el compuesto 56 cristalino con 58
% de rendimiento y cuya estructura se determin por espectroscopia y protecion del
mismo como se vera a continuacion (Esquema 32).

El espectro de RMN 3C de 56 mostré la ausencia de sefal caracteristica de
isopropilidén, es decir ~110 ppm para el C cuaternario y 2 sefiales para los metilos

no equivalentes (Figura 36). Sin embargo, se observaban las resonancias
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correspondientes a los C del pivaloilo y benzoilos. En la zona entre 60 y 110, se
encontraban 11 sefales que correspondian al esqueleto del disacarido lacténico
formado y el C-1 de la lactona aparecia a 168,7 ppm. En la zona anomérica,
aparecia una senal a 105,7 ppm que correspondia al C-1'y demostraba que la
glicosidacién habia sido pB-diastereoselectiva. Ademas, las sefales a 82,4y 82,2 ppm
eran caracteristicas de los C-4' y C-2'de B-furanésidos y la sefial a 79,9 ppm se
debia a la resonancia del C-4 lacténico. Los C-6 y 6’ resonaban a 63,1 y 63,3 y
podrian estar intercambiados (Tabla 12). Este espectro no daba informacion directa
sobre el lugar donde habia ocurrido la glicosidacion.

El espectro de RMN 'H de 56, también confirmé la ausencia de isopropilidén y
ademas mostraba un singulete ancho que integraba para 2 H y correspondia a 2 OH
libres (Figura 37). El H-2 aparecia como un doblete a § 5,64 (J12 7,9 Hz). La sefal
correspondiente al H-1' aparecia como un singulete ancho y el H-2' aparecia como
un doblete con J pequefia (J.,3 < 1Hz) confirmando la configuraciéon p-furanosica del
disacarido lactonico (Tabla 11). Las resonancias de los H-6a y 6b y H-5 aparecian a
campos altos (6 3,80; 3,73 y 4,02, respectivamente) y sugeria que tanto el OH-5
como el OH-6 de la unidad lactonica se encontrarian libres. Sin embargo esto debia

ser confirmado.

Tabla 11. Datos espectroscépicos de RMN 'H del compuesto 56.

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b
(J1.2) (J2.3) (J34) (Ja5) (Jseb)  (Jsea)  (Jsasb)

56 Gal-1,4- 5,64 4,96 448 4,02 3,80 3,73
lactona (7.9) (7.4) (2,6) (5.6) (6.2) (11.3)

B-Galf 5,44 5,49 5,67 4,75-4,60 6,01 4,82 4,70
(1.4) (5,2) (6,3) 4.6) (11,9
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Figura 36. Espectros de RMN 3C de los compuestos 56 y 57.
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Los datos indicaban que el aceptor 40 habia sido glicosidado y que el
isopropilidén habia sido removido. Si la glicosidacién ocurrié después de la remocién
del isopropilidén, se obtendria un disacarido con unién B(1—6), pues al encontrarse
libres los OH 3, 5 y 6 de la lactona, el OH-6 seria glicosilado preferencialmente por
ser primario. En cambio, si la glicosidacién es el primer paso de reaccion y luego se
remueve el isopropilidén, entonces se obtendria 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-
galactofuranosil-(1—3)-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona como producto.

Con el fin de identificar el compuesto 56 obtenido, se lo benzoild6 con un
exceso de cloruro de benzoilo en piridina, a baja temperatura para evitar posible
descomposicion del producto por B-eliminacion. De esta manera, se obtuvo el
compuesto 57 cristalino con 99 % de rendimiento (Esquema 32).

El espectro de RMN 'H de 57 (Figura 37) mostré sefales en la zona aromatica
que integraban para 30 H, indicando que el compuesto de partida 56, que
presentaba 2 OH libres, se habia benzoilado totalmente. Por otra parte, las sefales
correspondientes a H-6a y H-6b se habian desplazado a campos mas bajos (~0,9
ppm) respecto de las mismas sefales de 56. Lo mismo ocurrié con la sefal
correspondiente al H-5 que se desplazé a campos mas bajos (~1,7ppm). Estos dos
hechos confirmaron univocamente que tanto el OH-6 como el OH-5 se habian
benzoilado, por lo tanto en el compuesto de partida 56 se encontraban libres, o sea
se trataba de 2,3,56-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-2-O-pivaloil-D-
galactono-1,4-lactona (56). EI compuesto 57 se identific6 como 2,3,5,6-tetra-O-
benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-5,6-di-O-benzoil-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-
lactona.

Es decir, por tratamiento de 40 con 5 en presencia de SnCl4, primero ocurre la
glicosidacion y luego la remocion del isopropilidén. Este método resulta muy
interesante, pues se obtiene este precursor de un sinton de B-D-Galf(1—3)-D-Galf

que a su vez, al poseer la lactona el OH-6 libre, sirve como aceptor para una
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Figura 37. Espectros de RMN 'H de los compuestos 56 y 57.
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posterior  glicosidacién. Es decir, que podria transformarse en
BGalf(1—>3)[R(1—-6)]Galf, siendo R cualquier unidad de azucar. Si el OH-5 restante
estuviera libre, la reduccién de la lactona al azucar correspondiente conduciria a una
galactopiranosa en el extremo reductor del trisacarido, mientras que si el OH-5
estuviera protegido, la reduccioén de la lactona conduciria a una galactofuranosa en
el extremo reductor del trisacarido.

Los espectros de RMN de >C de 56 y 57 se asignaron por comparacion con
los de metil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranésido y de la galactono-1,4-

lactona perpivaloilada 31 (Tabla 12).

Tabla 12. Desplazamientos quimicos de RMN 3C de los compuestos 56 y 57.

C-1 C-2 C-3 c4 C-5 C-6

56 Gal-1,4-lactona 168,7 73,7 75,9 799 696" 633"
B-Galf 105,7 822# 772 824# 703" 631*

57 Gal-1,4-lactona 168,2 737 741 77,9 68,3 63,8*
B-Galf 1076 818 77,4 83,1 70,7 629"

* # Las sefales pueden intercambiarse.

Obtencién de p-D-galactofuranosil-(1—3)-D-galactitol (58)

Por tratamiento de 56 con NaBH, y posterior agregado de NaOMe en MeOH,
se obtuvo B-D-galactofuranosil-(1—3)-D-galactitol (58) como un sélido cristalino con
95 % de rendimiento (Esquema 32). La zona anomérica del espectro de RMN 'H de
58 mostré un singulete ancho (8 5,02) que correspondia a la resonancia del H-1 en la

configuraciéon p-furanésica. Esto también se confirmé segun el espectro de RMN '°C
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en donde el C-1' resonaba a 109,8 ppm, caracteristico de esta configuracion. El
resto de las sefales se asignaron por comparacion con el metil B-D-
galactofuranésido y galactitol teniendo en cuenta que el C-3 de este ultimo se

desplazd a campos bajos por encontrarse glicosidado (Figura 38, Tabla 13).

Tabla 13. Desplazamientos quimicos de RMN 3C del compuesto 58 (D,0).

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

Galactitol 64,5 715 70,7 70,7 71:5 64,5
Me B-Galf 109,0 81,6 77,5 83,8 71,8 63,6
58 Gal-ol 633 T1.3# 78,5 708# 699# 635"
B-Galf 109,8 81,9 76,8 83,5 714# 639"
(E)H ?H
HO/\./\I/\/OH
OH O
(0]
OH
OH 58
C-2,4,5,5" OH
c-1 _ OH
c-3 c-6,6,1

c-2'
c-4 \

Figura 38. Espectro de RMN "*C del compuesto 58.
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Esquema 32

Reactivos: a) SnCl,, CI,CH, 6 h, 58 %, b) C¢HsCOCI, CsHsN, 99 %; c) NaBH,, NaOMe, 95 %.
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Instrumental y Métodos Generales

Los puntos de fusion (pf) se determinaron en aparatos Thomas-Hoover o
Fisher-Johns y no estan corregidos.

Los poderes rotatorios se determinaron en polarimetros Perkin-Elmer 141 o
Perkin-Elmer 343 en microceldas de 1 dm de longitud a temperatura ambiente,
utilizando el solvente y la concentracién que se indican en cada caso.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protonica (RMN 1H) se
realizaron utilizando espectrometros Varian XL-100, Brucker AC 200 o Varian 300
Gemini; a 100, 200 o 300 MHz, respectivamente. Las constantes de acoplamiento
aparentes (expresadas en Hz) se determinaron por medicién directa de la separacion
de las lineas en el espectro de RMN TH. Los espectros de resonancia magnética
nuclear de carbono 13 (RMN 13C) se realizaron en equipos Varian XL-100 6 Brucker
AC 200, a 25,2 y 50,3 MHz respectivamente, y se adquirieron por desacoplamiento
de banda ancha. Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por millén
(ppm) respecto del tetrametilsilano (TMS). Los espectros se realizaron en CI;CD
salvo que se indique lo contrario. Los espectros de RMN 'H y RMN c presentados
se realizaron a 200 y 50,3 MHz a menos que se indique de otra manera.

En algunos casos, la asignaciéon de los de BCo espectros proténicos de los
compuestos se realizd utiizando una combinacibn de técnicas mono vy
bidimencionales, como ser experimentos de correlacion correlacion heteronuclear
(HETCOSY) y/o homonuclear (COSY-45) (Sanders & Hunter, 1993).

Las cromatografias en placa delgada (ccd) se realizaron sobre placas de
aluminio cubiertas de silica gel 60 F254 (Merck) de 0,2 mm de espesor. Las

manchas se revelaron por iluminacién con luz ultravioleta de 254 nm y/o inmersion
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en una solucion de H,SO,; 5%-anisaldehido 0,01% en EtOH vy posterior
calentamiento a 150 °C. Los solventes de desarrollo se indican en cada caso.
Las cromatografias en columna se realizaron sobre silica gel 60 A, malla 200-

400 (Aldrich) y los solventes de elucién se indican en cada caso.

Reactivos Generales

Tetracloruro de estario (SnCly): Se destild a presidn reducida sobre granallas de Sn°.

Borano (BH3.THF): Se prepar6 segun la técnica descripta por Brown (1974). A una
mezcla de borohidruro de sodio (NaBH4, 14,82 g; 0,391 mol) y de bis(2-
metoxietil)éter (diglima, 120 ml) en un balén de tres bocas, se agregé lentamente
desde una ampolla de compensacion trifluoruro de boro-etil eterato (62 ml; 0,512
mol) a temperatura ambiente y con agitacién. El agregado durd 2 h y se realiz6 bajo
corriente de nitrogeno, purificado previamente por pasaje sucesivo a través de
solucion alcalina de pirogalol, hidroxido de potasio, acido sulfurico concentrado,
hidréxido de potasio y una columna de tamices moleculares de 3 A.

El diborano generado, arrastrado por el nitrégeno, se burbuje6 a través de una
solucién diluida de NaBHg4 (0,4 g) en bis(2-metoxietil)éter (12 ml) para eliminar el
trifluoruro de boro contaminante y se recogié sobre 180 ml de THF enfriado a -20°C.
Una vez finalizado el agregado de trifluoruro de boro, el baléon se calenté a 60°C
durante 1 h para arrastrar el diborano residual.

Para determinar la molaridad de la solucién resuitante, se tomé 1,0 ml de la

solucion en 10 ml de acetona, se agregaron 10 mi de H,0 y 0,7 g de manitol. La

solucidon se tituld con hidroxido de sodio 0,1 M valorado usando fenolftaleina como
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indicador. La concentraciéon de la soluciéon de borano obtenido vari6 entre 2y 3,7 M

en distintas preparaciones.

Bis(2-butil-3-metil)borano (disiamilborano): Se preparé segun la técnica descripta
(Kohn & al, 1965).

En un balén seco se colocéd 2-metil-2-buteno (2 equivalentes) bajo atmésfera
de nitrégeno y se enfri6 en bafo de hielo-sal entre -10 y -20 °C. Se agregd
lentamente y con agitacién una solucién valorada de borano en THF (1 equivalente).
Una vez finalizado el agregado, la mezcla se agité por 6 h a 0°C y se empled para

reducir el compuesto indicado en cada caso particular.

Trifluoruro de boro-etil eterato: Se agrego éter etilico y se destilé a presidén reducida

sobre hidruro de calcio.

N-benzoilimidazol: Se prepar6 segun la técnica descripta (Staab, 1962). Se disolvié
imidazol (2 equivalentes) en cloroformo secado sobre alimina y se agregd
lentamente cloruro de benzoilo (1 equivalente). La suspension resultante se filtrd, y
el filtrado se concentré a presidn reducida. El residuo se disolvié en acetonitrilo y se

utilizé crudo en la reaccion de benzoilacion selectiva.

Tncloroacetonitrilo (CI3CCN): Se secé por reflujo sobre P20s y destilacidn.

Purificacion de solventes

Todos los solventes se purificaron por destilacion. En algunos casos
requirieron un tratamiento adicional para poder emplearios en reacciones

determinadas.
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Diclorometano (CH2Cly): Se seco por reflujo sobre P20s y destilaciéon. Se guardo

sobre tamices moleculares de 4 A.

Acetonitrilo (CH3CN): Se seco por reflujo sobre P20s5 y destilacion. Se guardé sobre

tamices moleculares de 4 A.

Piridina (CsHsN): Se reflujé sobre KOH y se destild, conservandola sobre KOH.

Metanol (CH30H): Se secd por reflujo sobre torneaduras de magnesio, se destilé y

se guardé sobre tamices moleculares de 4 A.

Eter etilico, bis(2metoxietil)éter (diglima) y tetrahidrofurano (THF): Se pasaron por
alumina, se secaron y se liberaron de oxigeno por reflujo sobre sodio-benzofenona
bajo atmosfera de nitrégeno purificado, y luego se destilaron de la solucién azul,

momentos antes de ser empleados
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Bencil 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopirandsido (2)

Se procedi6 segun la técnica de Kuhn y Baer (1958) con ligeras
modificaciones.

A una mezcla de N-acetilglucosamina (10,0 g; 45,2 mmol) en alcohol bencilico
(40 mi) enfriada a -12 °C en bario de hielo-sal, se burbujeé HCI| gaseoso por 20 min.
La suspension se calentd por 30 min a 140-150 °C hasta desaparicion del
compuesto de partida (R 0,26 y 0,32; AcOEt-EtOH-H20-NH40H 7:2:1:0,5). La
soluciéon marrén oscuro se enfrié y se agregé éter etilico (200 ml) lentamente y con
agitacion. El sélido formado se filtr6, se seco y posteriormente se recristalizd de
EtOH (60 ml) para obtener 2 (6,1 g; 43 %). Rs 0,66 (AcOEt-EtOH-H,0-NH40H
7:2:1:0,5); pf 182-184 °C (EtOH), 1it.183-184 °C (Kuhn & Baer, 1958); [a]p 168,6° (c
1, H20), 1it.168,5° (Kuhn & Baer, 1958).

RMN H (D,0): regién anomérica & 4,86 (d, 1H, J; 2 = 3,3 Hz, H-1).

RMN '°C (D,0): 6 175,1 (CONH); 137,9; 129,6-129,2 (aromaticos); 96,7 (C-1);
72,9 (C-5); 71,7 (C-3); 70,9; 70,5 (C4, CH,), 61,4 (C-6); 54,5 (C-2); 22,7 (CH,).

Bencil 2-acetamido-3,6-di-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopirandsido (3).

A una suspension de bencil 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (2; 1,5
g; 4,8 mmol) en acetonitrilo anhidro (38 ml) a reflujo, se agregd una solucion de N-
benzoilimidazol (2 g; 11,5 mmol) en acetonitrilo anhidro (10 ml) y se continué el
calentamiento por 17 h. La solucién resultante se enfrié a temperatura ambiente, se
agregd H2O (1 ml) y se agité durante 0,5 h. El solvente se evapord al vacio y el

residuo se lavoé con agua fria por decantacion (2 x 15 ml) y luego se disolvié en

CI2CH> (100 ml). La solucién se extrajo con HCI 5 %, NaCl (sol.sat.), NaHCOg3 (sol.
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sat.), Hy0, se secé (MgSO4) y concentrd. El residuo obtenido se purificé por
cromatografia en columna (silica gel) eluyendo con una mezcla de hexano-EtOAc
2:1. El compuesto de mayor movilidad (Rs 0,48; tolueno-EtAcO 2:1) se identifico
como bencil 2-acetamido-3,4,6-tri-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (4; 0,28 g;
9,4%), el cual se recristalizé de EtOH: pf 159-160 °C, [a]p +61° (c 1, CHCI3).

RMN 1H: & 8,15-7,25 (m, 20H), 5,91 (d, 1H, w2 = 9,2 Hz, NH), 5,81-5,71 (m,
2H, H-3, H4), 5,10 (d, 1H, Js2 = 3,4 Hz, H-1), 4,85 (d, 1H, Jgem = 11,7 Hz, PhCHH),
4,64-4,62 (m, 5H, H-2,5,6,6', PhCHH), 1,85 (s,3H, CH3) (Figura 1).

RMN ®C: Tabla 1, Figura 3

Anal. Calculado C3gH33NOg: %C 69,32; %H 5,34; %N 2,25. Encontrado: %C

69,01; %H 5,21; %N 2,16.

La siguiente fraccion de la columna (Ry 0,35; tolueno-EtAcO 2:1) condujo al
compuesto 3 (1,70 g; 70,3 %) como un sélido amorfo: [a]p +120° (¢ 1, CHCI3).

RMN 'H : § 8,15-7,25 (m, 15H), 5,85 (d, 1H, Jxu2 = 9,6 Hz, NH), 5,39 ( dd, 1H,
Jzs = 9,1 Hz, H-3), 498 ( d, 1H, J;2 = 3,6 Hz, H-1), 478 (d, 1H, J = 11,8 Hz,
PhCHH), 4,75 ( dd, 1H, Jse = 12,2 Hz, H-6), 4,54 (d, 1H,J = 11,8 Hz, PhCHH), 4,50
(dd, 1H, Js¢ = 2,1 Hz, H-6"), 4,47 (ddd, 1H, J23 = 10,7 Hz, H-2), 4,07 (ddd, 1H, Js¢ =
4,2 Hz, H-5), 3,85 (ddd, 1H, Jss = 9,8 Hz, H4), 3,38 (d, 1H, Joxa4 = 4,4 Hz, OH),
1,79 (s, 3H, CHa) (Figura 1).

RMN **C : Tabla 1, Figura 3.

Anal. Calculado CogH2gNOg: %C 67,03; %H 5,63; %N 2,70. Encontrado: %C

67,08; %H 5,56; %N 2,47.
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1,2,3,5,6-Penta-O-benzoil-a,B-D-galactofuranosa (5) y 1,2,3,4,6-penta-O-benzoil-

B-D-galactopiranosa (15).

Una suspensién de D-galactosa (5 g; 0,028 mol) en piridina anhidra (70 ml) se
calenté en un bafio de agua hirviendo por 2 h bajo exclusion de humedad. La mezcla
se enfrié a 60 °C y se agreg6 lentamente cloruro de benzoilo (20 ml; 0,17 mol).
Luego de agitar a 60 °C por 1,5 h, se agregbé H20 (10 ml) y la agitacion se continué
por 0,5 h a temperatura ambiente. La solucién se virtié lentamente y con agitacion
sobre un bafio de agua-hielo (500 g) para obtener un sélido amorfo. El liquido se
decanté y el solido remanente se lavo 5 veces con HoO. El producto se disolvié en
EtOH hirviendo (800 ml) y se dejé cristalizar lentamente a temperatura ambiente.
Después de dos dias, se filtré la solucidn obteniéndose cristales de 1,2,3,5,6-penta-
O-benzoil-a,B-D-galactofuranosa (5; 6,4 g; 34 %; Rr 0,60 y 0,54 tolueno-EtOAc 9:1).
Las aguas madres se dejaron a temperatura ambiente por 10 dias y se filtré una
segunda cosecha de cristales de un compuesto puro que fue caracterizado como
1,2,3,4,6-penta-O-benzoil-p-D-galactopiranosa (15; 7,2 g; 37 %; Rf 0,58 tolueno-
EtOAc 9:1). Pf 129-131 °C (EtOH); [a]p +89,8° (¢ 1, CHCI3).

RMN 1H: 5 8,15-7,15 (m, 25H), 6,33 (d, 1H, J12= 8,3 Hz, H-1), 6,12 (dd, 1H,
J23=10,2 Hz, H-2), 6,11 (d, 1H, J34 = 3,4 Hz, H4), 5,82 (dd, 1H, H-3), 4,69 (dd, 1H,
Jos = 9,4 Hz, Js5 = 6,0 Hz, H-6), 4,524,68 (m, 1H, H-5), 4,47 (dd, 1H, J = Js5 = 5,1
Hz, H-6'), Figura 9.

RMN 3C: Tabla 2, Figura 9.

Anal. Calculado para C44H32NO41: %C 70,28; %H 4,57. Encontrado: %C

70,15; %H 4,70.
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Bencil (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil)-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-

benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranosido (6).

A una solucién de 1,2,3,5,6-penta-O-benzoil-a,3-D-galactofuranosa (5; 0,61 g;
0,87 mmol) en Cl2CH2 anhidro (5 ml) enfriada a 0 °C, se agregd SnCl4 (0,11 ml; 0,93
mmol). Luego de 10 min de agitacion a 0 °C, se agreg6 lentamente una solucién de
bencil 2-acetamido-3,6-di-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (3; 0,30 g; 0,578
mmol) en CloCH2 anhidro (5 ml) y se continué la agitacién por 20 h a temperatura
ambiente. La mezcla se diluyé con CI;CH; (40 ml) y se volcd lentamente y con
agitacion vigorosa sobre NaHCOg3 (sol. sat.). La fase organica se separé, y la fase
acuosa se extrajo nuevamente con ClCHz (2 x 30 mi). Los extractos organicos
combinados se lavaron con H20 hasta neutralidad, se secaron (MgSQy), se filtraron

y concentraron. El monitoreo del residuo por ccd revelé un producto principal de Ry

0,50 (tolueno-EtAcO 2:1). Este producto se aisl6 mediante una columna
cromatografica (silica gel) eluyendo primero con una mezcla de tolueno-EtOAc 9:1 y
luego tolueno-EtOAc 5:1 obteniéndose 0,54 g (85%) de un sélido amorfo que se
identific6 como  bencil (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil)-(1—-4)-2-
acetamido-3,6-di-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (6), [a]p +63° (¢ 0,9,
CHCI3).

RMN 1H : 5 8,15-7,10 (m, 35H), 5,80 (d, 1H, Jxw2 = 9,6 Hz, NH), 5,70-5,64 (m,
2H, H-3, H-5'), 5,60 (d, 1H, J3 4 = 4,8 Hz, H-3), 5,46 (s,1H, H-1'), 5,36 (d, 1H, J>3 =
0,9 Hz, H-2), 5,01 (d, 1H, Ji2 = 3,7 Hz, H-1), 4,87 (d, 1H, Jsaen = 13,1 Hz, H-6a),
4,81 (d, 1H, Jgem = 11,9 Hz, PhCHH), 4,64 (d, 1H, Jeasr = 13,1 Hz, H-6b), 4,58 (d,
1H, Jgem = 11,9 Hz, PhCHH), 4,70-4,45 (m,1H, H-2), 4,404,20 (m, 5H, H4, 5,
4’ 6a',6b'), 1,76 (s,3H, CH3)(Figura 4).

RMN '°C : Tabla 1, Figura 4.



Parte Experimental 131

Anal. Calculado para Cg3HssNO17: %C 68,91, %H 5,05, %N 1,28
Encontrado: %C 69,00; %H 5,19; %N 1,32.

(2,3,5,6-Tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil)-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-

benzoil-2-desoxi-a,3-D-glucopiranosa (7).

Una suspension de 10 % Pd(OHR),/C (0,10 g) en EtOAc (2 ml) se enfri6 a 0° C

y se hidrogen6é a 1 atm por 1 h. Se agregé luego una solucién de bencil (2,3,5,6-
tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil)-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzoil-2-desoxi-a-
D-glucopiranésido (6; 0,70 g; 0,64 mmol) en EtOAc (7 ml). La mezcla se hidrogené
por 3 dias a presién atmosférica ,cuando se observé por ccd la aparicién de 2
manchas de mayor polaridad (Rf 0,31 y 0,19; tolueno-EtAcO 1:2) y ademas que no
se habia consumido totalmente el material de partida (Ry 0,75, tolueno-EtAcO 1:2).
Se filtr6 el catalizador, se agregd 10 % Pd/C (0,10 g) al fitrado. La mezcla se
hidrogené a 1 atm por otros 7 dias y se filtr6. El fitrado se concentré y el jarabe
resultante se purificé por una columna cromatografica de silica gel, eluyendo
primeramente con tolueno-EtOAc 1:1. Se recuper6 asi el compuesto de partida 6
(0,08g; 11%; Rf0,75; tolueno-EtAcO 1:2). La siguiente fracciéon se eluyé con tolueno-
EtOAc 1:2, y después de concentrar, se obtuvieron 0,497 g (77 %) de una mezcla
de los productos de Ry 0,31 y 0,19 (tolueno-EtOAc 1:1), la cual se identificé como
(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil)-(1—>4)-2-acetamido-3,6-di- O-benzoil-2-
desoxi-a,p-D-glucopiranosa (7). Este compuesto se recristalizé de EtOH-H20 9:1, y
dio pf 199-202 °C, [a]p +46,3° (c 0,9, CHCl3).

RMN '3C : Tabla 1, Figura 6.

Anal. Calculado para CsgH4qgNO17: %C 66,73; %H 4,90, %N 1,39.

Encontrado: %C 66,98; %H 5,17; %N 1,23.
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Bencil p-D-galactofuranosil-(1—4)-2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido

(8).

A una suspension de bencil (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil)-
(1>4)-2-acetamido-3,6-di-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopirandsido (6; 1,7 g; 1,55
mmol) en MeOH anhidro (20 ml) enfriada a 0 °C, se agrego lentamente una solucién
0,65 M de MeONa en MeOH (18,6 ml). Luego de 1h de agitacién, la mezcla de
reaccion se llevé a temperatura ambiente. Se mantuvo la agitacién por 1h mas y se
agregé H2O (1 ml). La solucién se pasé a través de una columna (1,5 cm x 6 cm)
conteniendo resina BioRad AG 50W-X12 (forma H*) y la columna se lavé con
MeOH-H20 20:1 (60 ml). El solvente se evapord y el benzoato de metilo resultante
se eliminé por sucesivas coevaporaciones con H20 (5 x 5 ml) para dar 8 (0,71 g, 97
%; Rf 0,68 nPrOH-EtOH-H>0 7:1:1) como un soélido blanco cristalino, que recristalizo
de EtOAc-MeOH 2:1; pf 196,5-197,5 °C; [a]p +58° (¢ 1, H20).

RMN 1H (D20) regién anomérica & 5,03 (sa, 1H, H-1"), 4,88 (d, 1H, J;2 = 2,8
Hz, H-1).

RMN "3C (D,0): Tabla 1, Figura 6.

Anal. Calculado para C21H31NO11.H20: %C 51,32; %H 6,77, %N 2,85.
Encontrado: %C 51,77; %H 7,17; %N 2,90.

B-D-Galactofuranosil-(1—4)-2-acetamido-2-desoxi-a,-D-glucopiranosa (9).

A una solucién de bencil B-D-galactofuranosil-(1—»4)-2-acetamido-2-desoxi-o-
D-glucopiranésido (8; 0,30 g, 0,63 mmol) en MeOH (30 mL), se agregé 10 % Pd/C
(60 mg) y formiato de amonio (0,10 g; 1,59 mmol). La mezcla se calenté en un bafno

de agua a 65 °C mientras se desprendian gases. Luego de 1h de agitacion, la ccd
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mostrd la consumicion total del material de partida. Se llevo a temperatura ambiente
y se filtr6. El filtrado se concentré, el producto resultante se seco al vacio a 50 °C por
10 min. El sélido amorfo obtenido se disolvi6 en MeOH (2 mL) y la solucién se paso6
a través de una columna que contenia resina mixta BioRad AG 501-X8 La

evaporacion del solvente condujo al compuesto 9 puro (0,253 g; 98 %) que cristalizd
lentamente de MeOH. Pf 191-192 °C, [a]p -48° (¢ 1, H50), Rr 0,52 y 0,47 (nPrOH-

EtOH-H,0 7:1:1) para los andmeros a y B , respectivamente.

RMN 1H (D20) regioén anomérica & 5,15 (d, J; 2= 2,8 Hz, H-1 andmero a), 5,05
(sa, 1H, H-1'). La senal del anémero B de GIcNAc estaba solapada junto con la sefial
de DHO.

RMN '°C (D20): Tabla 1, Figura 7.

Anal. Calculado para Cq4H25NO11: %C 43,86; %H 6,57; %N 3,65.
Encontrado: %C 44,00; %H 6,45; %N 3,57.

B-D-Galactofuranosil-(1—+4)-2-Acetamido-2-desoxi-D-glucitol (10).

A una solucion de p-D-galactofuranosil-(1—»4)-2-acetamido-2-desoxi-a,-D-
glucopiranosa (9; 91,5 mg; 0,24 mmol) en una mezcla de MeOH-H>0 9:1 (10 ml) , se
agregé NaBH4 (90,2 mg; 2,34 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente
por 18 h. La solucion se descationiz6 eluyendo a través de una columna de resina
BioRad AG 50W-X12 (forma H*). El solvente se evaporo y el acido bérico se eliminéd
por sucesivas coevaporaciones con MeOH y finalmente por una columna de
cromatografia de intercambio i6nico sobre resina BioRad AG 501-X8. Por

evaporacién del solvente se obtuvieron 92 mg (100 %) de un jarabe incoloro y
homogéneo (Rf 0,34; nPrOH-EtOH-H20 7:1:1) que cristaliz6 lentamente de MeOH y
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se identifico como B-D-galactofuranosil-(1—4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucitol (10),
pf 161-162 °C; [a]p 42° (¢ 0,8, H20).

RMN 1H (D,0) regiéon anomérica § 5,21 (sa, 1H, H-1').

RMN **C (D20): Tabla 1, Figura 7.

Anal. Calculado para Cq4H27NO41: %C 43,63, %H 7,06, %N 3,63.
Encontrado: %C 43,90; %H 7,01; %N 3,77.

2,3,5,6-Tetra-O-acetil-pf-D-galactofuranosil-(1—4)-2-acetamido-1,3,5,6-tetra-O-
acetil-2-desoxi-D-glucitol (11)

A una solucién de B-D-galactofuranosil-(1—>4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucitol
(10, 10 mg, 0,026 mmol) en piridina anhidra (0,5 ml), se agregé anhidrido acético
(0,5 ml), con agitacion. Luego de 4 h a temperatura ambiente, se llevé a 0 °C, se
agregé MeOH (1 ml) y la solucidén se agité por 0,5 h mas. Se llevo a sequedad y el
residuo se coevaporé con tolueno (3 x 1 ml) y se filtré6 rapidamente sobre silica gel
(tolueno-EtOAc 1:9) para obtener el jarabe 11 (18 mg, 96 %).

RMN 1H : 55,86 (d, 1H, Unu2 = 9,5 Hz, NH), 5,33 (dt, 1H, Js6a = Js 6p = 6,8 Hz
Ja 5= 4,4 Hz, H-5'), 5,16 (sa, 1H, H-1), 5,18-5,01 (m, 4H), 4,63 (m, 1H), 4,51 (dd, 1H,
J=12,5, 3,2 Hz), 4,44-3,94 (m, 8H), 2,08-1,95 (9 s, Ac).

RMN °C : Tabla 1

Bencil 2-acetamido-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (12).

Un bal6én que contenia una suspension de bencil 2-acetamido-2-desoxi-a-D-

glucopiranésido (2; 4 g; 12,9 mmol), a,a-dimetoxitolueno (1,93 ml; 12,9 mmol) y
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acido p-toluensulfénico (6,5 mg) en DMF anhidra (10 ml) se roté al vacio a 60 °C por
2,5 h mientras reflujaba la DMF. Se llevo a seco elevando la temperatura del bafio a
100 °C y se dejo enfriar. El s6lido formado se macer6 con una solucién de NaHCO3
2% (20 ml) a temperatura ambiente y luego se calenté a 100 °C para completar la

maceraciéon. La mezcla se enfrid a 0 °C, se filtrd, y el sélido cristalino obtenido se

lavé con H,O. Se obtuvo 4,5 g del compuesto 12 puro (88 %) que recristalizd de

EtOH: pf 260-262 °C (EtOH), lit. 260-261 °C (piridina-H,O) (Khun & Baer, 1958); Ry

0,33 (EtOAC)
RMN TH : § 7,52-7,36 (m, 10H), 5,82 (d, 1H, Jxwz2 = 9,3 Hz, NH), 5,58 (s, 1H,
PhCH), 4,95 (d, 1H, J12 = 3,8 Hz, H-1), 477, 451 (d, 2H, Jgem = 11,8 Hz,
PhCHo).4,31-4,19 (m, 2H, H-2, H-3), 4,01-3,57 (m, 4H, H-6,6',4,5), 3,02 (sa, 1H, OH),
2,00 (s, 3H, CHa).
RMN '3C: Tabla 2.

Bencil 2-acetamido-3-O-benzoil-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-a-D-glucopiranésido

(13).

A una suspension de bencil 2-acetamido-4,6-O-benciliden-2-desoxi-a-D-
glucopiranésido (12; 2,0 g; 5,0 mmol) en piridina anhidra (17 ml), se agregoé
lentamente y con agitacioén cloruro de benzoilo (1,16 ml; 10 mmol). Luego de agitar 3
h a temperatura ambiente, la solucion se volcé lentamente sobre agua-hielo (200 g)
obteniéndose un precipitado blanco que se filtr6 y se lavé con H20 (2 x 30 ml). El
sélido se disolvié en CloCH2 (100 ml) y se extrajo sucesivamente con NaHCOg3 (sol.
sat.) (2 x 100 ml), H2O (2 x 100 ml), se secd (MgSOQOy) y filtr6. La evaporacion del

solvente condujo al compuesto 13 (2,4 g; 95 %), que recristalizé de EtOH para dar:
pf 233-234 °C, lit. 218-220 °C (piridina-H,O, Kuhn & Baer, 1958)
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RMN ™H: & 8,03 (d, 2H, J = 7,3 Hz), 7,60-7,28 (m, 13H), 5,90 (d, 1H, Jnnz2 =
9,2 Hz, NH), 5,64 (t, 1H, J;2 = 9,3 Hz, H-3), 5,58 (s, 1H, PhCH), 5,01 (d, 1H, J; =
3,5 Hz, H-1), 4,80 (d, 1H, Jgem = 11,8 Hz, PhCHb), 4,56 (m, 2H, PhCHa, H-2), 4,30
(dd, 1H, Je5 = 4.3, Jes = 10,1 Hz, H-6), 4,04 (dt, 1H, Jss = 4,3 Hz, Jus = 9,3 Hz, H-5),
3,91 (t, 1H, Ja3 = 9,3 Hz, H-4), 3,83 (t, 1H, Jsg = 10,1 Hz, H-6'), 1,82 (s, 3H, CHa).

RMN *C : Tabla 2

Bencil 2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (14).

Se suspendidé bencil 2-acetamido-3-O-benzoil-4,6-O-bencilidén-2-desoxi-a-D-
glucopiranésido (13; 1,5 g; 3,0 mmol) en HOAc (40 ml) y se calentd en bafo de agua

hirviendo hasta disolucion. Se agregd H,O (25 ml) lentamente y se continud el

calentamiento por 1 h. La mezcla se enfrid, se concentré y el residuo se coevaporo

con H,O (4 x 10 ml) y luego con tolueno (2 x 10 ml). El jarabe resultante se

recristalizd de tolueno para obtener 14 (1,0 g; 81 %): R; 0,33 (tolueno-EtOAc 1:3); pf
113-115 °C, lit. 95-97 °C (CgHg ,Khun & Baer, 1958).

RMN 'H: § 8,03 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 7,59-7,31 (m, 8H), 5,90 (d, 1H, Jyn2 = 9.6
Hz, NH), 5,64 (dd, 1H, J34 = 9,0 Hz, H-3), 4,95 (d, 1H,J:2 = 3,6 Hz, H-1), 4,74, 4,50
(d, 2H, Jgem = 11,8 Hz, PhCH>), 4,42 (ddd, 1H, J>3 = 10,7 Hz, H-2), 3,98 ( t, 1H, Jss=
9,0 Hz, H4), 3,85-3,79 (m, 3H, H-5,6,6"), 3,41 (sa, 1H, OH), 2,30 (sa, 1H, OH), 1,78
(s, 3H, CH3).

RMN °C : Tabla 2
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Bencil (2,3,4,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactopiranosil)-(1—6)-2-acetamido-3-O-

benzoil-2-desoxi-a-D-glucopirandsido (16)

A una solucién de 1,2,3,4,6-penta-O-benzoil-B-D-galactopiranosa (6; 1,21 g;
1,73 mmol) en Cl,CH, anhidro (12 ml) enfriada a 0 °C, se agregé SnCl4 (0,25 ml;
2,14 mmol). Luego de agitar 15 min a 0 °C, se agregé una soluciéon de bencil 2-
acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (14; 0,60 g, 1,42 mmol) en
Clh,CH, - CH3CN 1:1 (12 ml). La solucion resultante se agité a temperatura ambiente
por 16 h. El analisis por ccd mostré que no habia mas producto de partida (R; 0,33
tolueno-EtOAc 1:3) y la aparicion de un producto mayoritario (Ry 0,76). La mezcla se
diluyé con CI2CH2 (75 ml) y se volcé lentamente y con agitacion vigorosa sobre una
solucion de NaHCOg3 (sol. sat, 30 ml) y luego se extrajo. La fase acuosa se extrajo
nuevamente con CloCH2 (2 x 50 ml) y los extractos organicos combinados se lavaron
con HyO hasta pH 7, se secaron (MgSQy), filtraron y concentraron. El sélido amorfo
resultante cristalizd6 de EtOH (10 ml) para dar 1,0 g del compuesto 16 puro (70 %).
Las aguas madres se evaporaron y por cromatografia en columna de silica gel
eluyendo con tolueno-EtOAc 9:1 y luego 5:1, se pudieron separar 0,15 g adicionales
(80 % de rendimiento total). Pf 207-208 °C (EtOH); [a])p +106° (c 1, CHCI3).

RMN 1H (Figura 10): & 8,05-7,00 (m, 30H), 5,92 (d,1H, J3+ = 3,2 Hz, H4"),
578 (dd, 1H, J2>3 = 10,3 Hz, Jy2 = 7,8 Hz, H-2'), 5,71 (d, 1H, Unn2 = 9,5 Hz, NH),
5,54 (dd, 1H, J2>3 = 10,3 Hz, J3 4 = 3,2 Hz, H-3'), 5,14 (dd, 1H, J = 10,4, 9,3 Hz, H-3),
4,86 (d, 1H, Jy-» = 7,8 Hz, H-1"), 4,71 (d, 1H, J;2 = 3,6 Hz, H-1), 4,60 (dd, 1H, J =
10,6, 5,8Hz), 4,51, 4,16 (2d, 2H, Jgem = 11,8 Hz, PhCH3>), 4,40-4,20 (m,3H), 3,88-3,70
(m, 2H), 3,63 (dd, 1H, J = 9,2 Hz), 2,85 (sa, 1H, OH), 1,66 (s, 3H, CH3).

RMN '*C : Tabla 2, Figura 10.

Anal. Calculado para CsgHs51NO1g: %C 67,65, %H 5,14; %N 1,41,

Encontrado: %C 67,43; %H 5,19 ; %N 1,44.



Parte Experimental 138

Bencil p-D-galactopiranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido

(17)

A una suspensién de bencil (2,3,4,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactopiranosil)-
(1—>6)-2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (16, 0,88 g; 0,89
mmol) en MeOH anhidro (25 ml) enfriada a 0 °C, se agreg6 una soluciéon de NaOMe
en MeOH 0,5 M (10,6 ml). Luego de 0,5 h de agitacion, se llevé a temperatura
ambiente y al cabo de 1h el sélido se disolvi6 totalmente. La solucién se agité por 0,5

h mas y se comprobé la desaparicién del producto de partida por ccd. Se agrego

H,0O (2 ml), la solucién se pasé por una columna (1,5 x 6 cm) conteniendo resina
BioRad AG 50W-X12 (forma H*) y se eluyé con MeOH-H20 20:1 (20 ml). El solvente

se evaporo y el benzoato de metilo se arrastrd por sucesivas coevaporaciones con

H20 (5 x 10 ml) para dar 0,41 g de un sélido blanco cristalino que fue identificado

como 17 (98 %) y que recristalizé de EtOH, pf 234-235 °C; [a]p +117° (¢ 1, H20).

RMN 'H (D20): regidon anomérica & 4,88 (d, 1H, J;2 = 3,0 Hz, GIcNAc), 4,39
(d, 1H, Jr 2 = 7,1 Hz Galp).

RMN **C (D,0): Tabla 2, Figura 12.

Anal. Calculado para Cz1H31NO11: %C 53,27, %H 6,60; %N 2,96.

Encontrado: %C 53,08; %H 6,62; %N 3,25.

B-D-Galactopiranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa (18)

A una suspensién de bencil B-D-galactopiranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-
a-D-glucopiranésido (17, 150 mg; 0,317 mmol) en MeOH (15 ml), se agregaron Pd/C

10 % (60 mg) y formiato de amonio (60 mg; 0,951 mmol). La mezcla se calent6 en
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bafo de agua a 65 °C por 1 h, se filtr6 y se concentro. El jarabe resultante se
disolvié en MeOH (2 ml) y se paso por una columna de resina mixta BioRad AG 501-
X8. Por evaporacion del solvente se obtuvieron 116 mg del compuesto 18 puro (96
%) que cristalizo lentamente de una mezcla EtOH-MeOH: pf 144-148 °C; [a]p -30,4°
(c 1, Hy0), lit. -30,9°(c 1, H,0, Khun et al, 1955).

RMN 1H (D20): region anomérica & 5,12 (d, 0,7H, Ji2 = 3.4 Hz, a-GIcNAc),
4,37 (d, 0,3H, J12 = 7,4 Hz, B-GIcNAc), 4,34 (d, 1H, Jy-2 = 7,4 Hz, Galp).

RMN '3C (D20): Tabla 2, Figura 12.

Bencil (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil)-(1—4)-[2,3,4,6-tetra-O-
benzoil-p-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a.-D-

glucopiranésido (19)

Meétodo a) A partir de bencil (2,3,4,6-tetra-O-benzoil-}-D-galactopiranosil)-
(1-6)-2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopirandsido (16)

A una solucién de 1,2,3,5,6-penta-O-benzoil-a,p-D-galactofuranosa (5; 0,63 g;
0,90 mmol) en Cl,CH, anhidro (6 ml) enfriada a 0 °C, se agregd SnCl4 (0,13 ml; 1,08

mmol). Luego de agitar por 15 min a 0 °C, se agregd lentamente una soluciéon de 16
(0,70 g; 0,705 mmol) en Clo,CH, (4 ml) y se adicion6 CH3CN (2 ml). La mezcla se

agitdé por 16 h a temperatura ambiente y una ccd mostro la apariciéon de dos nuevas
manchas Ry 0,35 y 0,19 (tolueno-EtOAc 9:1) ademas del compuesto 16. Por otra
parte, se observd que se habia consumido 5 (R 0,60 y 0,54) totalmente, por lo que
se agregd una cantidad adicional de SnCl (0,13 ml; 1,08 mmol) y una solucién de 5
(0,8 g; 1,1 mmol) en CH3CN (10 ml), y se continud la agitacion por 21 h mas. La
mezcla se diluyé con CloCHz (100 ml) y se volcé lentamente y con agitacion

vigorosa sobre una solucion de NaHCO3 (sol. sat., 100 ml) y luego se extrajo. La
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fase acuosa se extrajo nuevamente con CloCHa (2 x 75 ml) y los extractos organicos
combinados se lavaron con HyO hasta pH 7, se secaron (MgSOy), se filtraron y
concentraron. El producto resultante se purifico mediante una columna
cromatografica (silica gel) eluyendo primeramente el exceso de compuesto 5 y
subproductos poco polares con una mezcla de tolueno-EtOAc 9:1 y luego con 5:1.
La primera fraccion con este solvente (Rf 0,35, tolueno-EtOAc 4:1) condujo a un
solido amorfo que se identific6 como bencil 4,6-di-O-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-
galactofuranosil)-2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (20, 0,2 g;
20 %). [a)p +37° (c 1, CHCIg).

RMN 1H : & 8,25-6,90 (m, 50H), 6,11 (m, 1H,), 5,85-5,58 (m, 6H), 5,46 (s, 1H),
543 (d, 1H, J = 1,2 Hz), 5,27 (s, 1H), 4,99 (d, 1H, J12 = 3,7 Hz, H-1), 493-4,73 (m,
3H), 4,76, 4,52 (2d, 2H,Jgem = 11,8 Hz, PhCH>), 4,60-4,10 (m,8H), (s, 3H, CH3).

RMN *3C : Tabla 2, Figura 15.

Anal. Calculado para CggH77NO2s: %C 68,73; %H 4,94, %N 0,89.

Encontrado: %C 68,86; %H 5,22 ; %N 0,99.

La siguiente fraccion (R 0,19; tolueno-EtOAc 4:1) condujo al compuesto 19
(0,44 g; 41 %) como un sélido amorfo: [a)p +56,2° (¢ 1, CHCI3).

RMN TH (Figura 13): & 8,15-7,00 (m, 50H), 6,03 (d, 1H, J3 4 = 3,2 Hz, H-4"),
5,88 (dd, 1H, Jy-2» = 7,7 Hz, J»3 = 10,3 Hz, H-2'), 5,70 (d, 1H, Jnn2 = 9,8 Hz, NH),
5,66-5,63 (m, 2H, H-3', H-3"), 5,56 (dd, 1H, J23 = 10,7 Hz, J34 = 8,7 Hz, H-3), §,33
(m, 1H, H-5"), 5,30 (d, 1H, J = 1 Hz, H-2"), 5,13 (d, 1H, Jy 2 = 7,7 Hz, H-1'), 5,08 (s,
1H, H-1"), 4,93 (d, 1H, J12 = 3,6 Hz, H-1), 4,74 (dd, 1H, J = 9,9, 4,3 Hz), 4,70, 4,39
(d, 2H, Jgem = 12,0 Hz, PhCH3), 4,50-4,28 (m,5H), 4,19-3,99 (m, 4H), 3,92 (t, 1H, J =
9,9 Hz, H-4), 1,76 (s, 3H, CH3).

RMN '3C : Tabla 2, Figura 13.
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Anal. Calculado para CggH77NO2s5: %C 68,73; %H 4,94, %N 0,89.
Encontrado: %C 68,70; %H 5,20 ; %N 0,88.

Método b). A partir de bencil 2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido

(14)

A una solucion de 1,2,3,4,6-penta-O-benzoil-B-D-galactopiranosa (15; 0,746 g;
1,07 mmol) en Cl,CH, anhidro (7 ml) enfriada a 0 °C, se agregé SnCl4 (0,15 ml; 1,28

mmol). Luego de agitar por 15 min a 0 °C, se agreg6 lentamente una solucion de 14
(0,385 g; 0,93 mmol) en CI,CH, (2 ml) y CH3CN (3 ml) y la solucién se agité a
temperatura ambiente. Cuando no se detecté mas compuesto 14 por ccd (Rf 0,33

tolueno-EtOAc 1:3) (alrededor de 18 h de reaccién), se agregé una solucion de 5

(1,12 g; 1,6 mmol) en Cl,CH, anhidro (6 ml) que habia sido previamente tratada con
SnCls (0,224 ml; 1,92 mmol) a 0 °C por 15 min. Luego de 24 h de agitacion a
temperatura ambiente la mezcla se tratd y separé como en el Método a) permitiendo
obtener 20 (0,41 g; 27,8 %) y 19 (0,5 g; 34 %), y 16 sin reaccionar (0,15 g; 16 %) que

presentaron las mismas caracteristicas fisicas y espectroscépicas antes descriptas.

Bencil 4,6-di-O-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil)-2-acetamido-3-O-

benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (20).

A una solucion de 1,2,3,5,6-penta-O-benzoil-a,3-D-galactofuranosa (5; 1,61 g;
2,3 mmol) en Cl,CH, anhidro (14 ml) enfriada a 0 °C, se agrego SnCl4 (0,32 ml; 2,8
mmol) . Luego de 15 min de agitacién a 0 °C, se agreg6 lentamente una solucién de
bencil 2-acetamido-3- O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (14, 0,40 g; 0,96 mmol)

en CH3CN anhidro (6 ml). La mezcla se agité por 27 h a temperatura ambiente y se
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proces6 como se describi6 antes. El jarabe resultante se purifico por columna
cromatografica (silica gel) utilizando primero una mezcla de tolueno-EtOAc 9:1 para
eluir rapidamente el exceso de 5§ y subproductos. Continuando la elucion con
tolueno-EtOAc 6:1 se aisl6 el compuesto 20 (R 0,35, tolueno-EtOAc 4:1; 0,96 g; 63
%) que mostré propiedades espectroscopicas y fisicas idénticas a las descriptas
anteriormente..

La siguiente fraccion de la columna (R 0,23 tolueno-EtOAc 4:1) condujo a
bencil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil-(1—6)-2-acetamido-3-O-benzoil-2-
desoxi-a-D-glucopiranoésido (21; 0,25 g, 27 %) como un solido amorfo : [a]p +44,1° (¢
1, CHClg).

RMN 1H: & 8,15-7,80 (m, 10H), 7,65-7,15 (m, 20 H), 6,06 (m, 1H, H-5'), 5,81
(d, 1H, Unn2= 9.6 Hz, NH), 5,70 (d, 1H, J3 4 = 5,4 Hz, H-3'), 5,51 (d, 1H, J = 1,3 Hz,
H-2", 5,40 (s, 1H, H-1'), 5,38 (m, H-3), 4,96 (d, 1H, J12 = 3,7 Hz, H-1), 4,854,71 (m,
4H), 4,53-4,42 (m, 2H), 4,12-3,85 (m, 4H), 3,12 (sa, 1H, OH), 1,82 (s, 3H, CH3).

RMN "3C : Tabla 2, Figura 15.

Anal. Calculado para CggHg51NO46: %C 67,65, %H 5,17. Encontrado: %C

67.86; %H 5,33.

Bencil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil-(1—6)-2-acetamido-3-O-

benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranédsido (21)

A una solucién de 1,2,3,5,6-penta-O-benzoil-a,p-D-galactofuranosa (5; 0,649
g; 0,92 mmol) en Cl,CH, anhidro (14 ml) enfriada a 0 °C, se agregd SnCl4 (0,107 ml;
0,93 mmol) Luego de 15 min de agitacién a 0 °C, se agregé lentamente una

solucion de bencil 2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (14; 0,35 g;

0,84 mmol) en CH3CN anhidro (1 ml). La mezcla se agit6 por 15 h a temperatura
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ambiente y se proces6 como se describid antes. El producto se purificd por columna
cromatografica (silica gel) utilizando una mezcla de tolueno-EtOAc 9:1 y tolueno-
EtOAc 6:1 que permitio aislar en la primera fraccion 60 mg (4 %) de 20 (Rf 0,35,
tolueno-EtOAc 4:1) que mostrd propiedades espectroscopicas y fisicas idénticas a
las descriptas anteriormente.

De la siguiente fraccion de la columna (Rf 0,23, tolueno-EtOAc 4:1) se
obtuvieron 550 mg de 21 (66 %) y presentaba las mismas propiedades que las

descriptas anteriormente.

Bencil p-D-galactofuranosil-(1—4)-[p-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-2-

deoxi-a-D-glucopiranésido (22)

A una suspension de bencil (2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil)-
(1>4)-[2,3,4,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-3-O-benzoil-
2-desoxi-a-D-glucopiranésido (19; 0,40 g; 0,25 mmol) en MeOH anhidro enfriada a 0
°C, se agreg6 una solucion de NaOMe en MeOH 0,5 M (5,5 ml). Luego de 1,5 h de
agitacion a temperatura ambiente, se agregd H,O (1 ml) , y la solucién resultante se
pasd por una columna (1,5 cm x 6 cm) con resina BioRad AG 50W-X12 (forma H*)
que se lavo con una soluciéon de MeOH-H20 20:1. El solvente se evapord y el
residuo se coevaporé varias veces con H2O hasta eliminacién del benzoato de metilo
formado, para obtener 0,16 g de 22 como un soélido cristalino (99 %), Ry 0,65
(nPrOH-EtOH-H,0 7:1:2). Recristalizado de MeOH dio: pf 142-144 °C; [a]p +48,5° (¢
1, H20).

RMN 1H (D20): region anomérica 8 5,07 (sa, 1H, Galf), 4,85 (d, 1H, Ji2 = 2,1
Hz, GIcNAc), 4,33 (d, 1H, Jy2 = 7,2 Hz, Galp).

RMN *3C (D,0): Tabla 2, Figura 16
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Anal. Calculado para Co7H41NO16.1H20: %C 49,61; %H 6,63, %N 2,14
Encontrado: %C 49,84; %H 6,45; %N 2,26.

B-D-Galactofuranosil-(1—4)-[3-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-2-desoxi-

D-glucopiranosa (23).

A una suspension de bencil p-D-galactofuranosil-(1—-4)-[-D-galactopiranosil-
(1—>6)]-2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopirandsido (22; 85 mg; 0,134 mmol) en
MeOH (8 ml), se agregd Pd/C 10 % (30 mg) y formiato de amonio (25 mg; 0,40
mmol) La mezcla se agitd en un bano de agua a 65 °C por 20 min hasta
desaparicion del compuesto de partida, se dejé enfriar a temperatura ambiente, se
filtré y evaporé. Luego de someter al residuo a alto vacio por 1 h, se disolvidé en
MeOH (2 ml) y se pas6é por una columna de resina mixta BioRad AG 501-X8. La
evaporacién del solvente condujo a un sélido incoloro e higroscopico que se
identific6 como la mezcla de anémeros o, de 23 (72 mg, 99 %): Ry 0,48 y 0,38
(nPrOH-EtOH-H,0 7:1:2) para los anémero a y B, [a]p -20°(c 1, H,0)

RMN 1H (D20): regi6én anomérica & 5,14 (d, 0,6H, Ji2 = 2,9 Hz, a-GlcNAc),
5,09 (s, 1H, Galf), 4,37 (d, 0,4H, J12 = 7,4 Hz, B-GlcNAc), 4,36 (d, 1H, Jr2 = 7,2 Hz,
Galp),

RMN '*C (D,0): Tabla 2, Figura 17.

Anal. Calculado para CpoH3sNO1e %C 44,02, %H 6,47. Encontrado: %C
44,16; %H 6,76.
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B-D-Galactofuranosil-(1—4)-[B-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-acetamido-2-desoxi-

D-glucitol (24).

A una solucion de B-D-galactofuranosil-(1—4)-[B-D-galactopiranosil-(1—6)]-2-
acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa (23; 70 mg; 0,128 mmol) en MeOH (7 ml), se
agregd NaBH,4 (50 mg; 1,3 mmol) y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente
durante la noche. La solucién se descationizé a través de una columna de resina
protdnica BioRad AG 50W-X12 (H* ). El solvente se evapor6 y el acido borico se
elimin6é por coevaporaciones sucesivas con MeOH, y finalmente, por cromatografia
de intercambio idnico sobre resina mixta BioRad AG 501-X8 . La evaporacién del
solvente condujo a 68 mg (97 %) de un vidrio homogéneo (Rf 0,40 nPrOH-EtOH-
H,0O 7:1:2) que fue identificado como 24 : [a]p -17° (¢ 1, H20).

RMN 1H (D20): regién anomeérica § 5,14 (s, 1H, Galf), 4,36 (d, 1H, Ji-» = 7,3
Hz, Galp).

RMN "C (D20): Tabla 2, Figura 17.

Anal. Calculado para CoH35NO16.H20: %C 42,48; %H 6,95. Encontrado: %C
42,15; %H 7,06.

Bencil 4,6-di-O-B-D-galactofuranosil-2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido

(25).

Se suspendié bencil 4,6-di-O-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil)-2-
acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (20; 900 mg; 0,57 mmol) en
una solucion de NaOMe en MeOH 0,5 M (11,3 ml; 5,64 mmol) enfriada a 0 °C.
Luego de 3h a temperatura ambiente, el sélido se habia solubilizado totalmente y

una ccd mostré la aparicion de un solo compuesto de R 0,59 (nPrOH-EtOH-H20
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7:1:1). Se agregd H,O (1 ml) y la solucién se pas6 por una columna de resina
proténica BioRad AG 50W-X12 que se lavo posteriormente con MeOH (3 x 10 ml). El
eluido se llevé a sequedad y se coevapor6 con tolueno (4 x 10 ml) para obtener 358
mg del compuesto 25 (98 %) que se recristalizé de MeOH : pf 173-175 °C; [a]p
+19,3° (¢ 1, H20)

RMN 1H (D,0): regién anomérica & 5,05 (s, 1H, Galf), 5,00 (s, 1H, Galf),4,91
(d, 1H, J12 = 2,9 Hz, GIcNAC).

RMN °C (D,0): Tabla 3, Figura 18.

Anal. Calculado para C27H41NO16.0,5 H2O: %C 50,31; %H 6,57. Encontrado:
%C 50,00; %H 6,74.

4,6-Di-O-p-D-galactofuranosil-2-acetamido-2-desoxi-a,-D-glucopiranosa (26).

A una suspension de bencil 4,6-di-O-B-D-galactofuranosil-2-acetamido-2-
desoxi-a-D-glucopiranésido (25; 177 mg; 0,28 mmol) en MeOH (8 ml) se agreg6 Pd/C
10 % (100 mg) y formiato de amonio (60 mg; 0,92 mmol) La mezcla se agitd
vigorosamente en bafio de agua a 65 °C por 30 min donde una ccd mostré la
desaparicion del compuesto de partida. Se dej6é alcanzar temperatura ambiente, se
filtro y el filtrado se llevo a sequedad para obtener 151 mg de 26 (100 %; Rf 0,47 y
0,34 nPrOH- MeOH-H20 7:1:1; anémeros a,B). Se recristalizé de MeOH y dio: pf
187-188 °C; [a]p -60,8° (¢ 1, H20)

RMN 1H (D20): regién anomérica & 5,21 (d, 0,7H, Ji12 = 2,9 Hz, a-GlcNAc),
5,11 (s, 1H, Galf), 5,05 (s, 1H, Galf). La sefal del anémero p estaba solapada con la

sefal de DHO.
RMN *C (D,0): Tabla 3, Figura 18.
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Anal. Calculado para CpgH3sNO46. H2O: %C 42,63; %H 6,62. Encontrado:
%C 42,50; %H 6,44.

4,6-Di-O-B-D-galactofuranosil-2-acetamido-2-desoxi-D-glucitol (27).

A una solucién de 4,6-di-O-B-D-galactofuranosil-2-acetamido-2-desoxi-a,3-D-
glucopiranosa (26; 72 mg; 0,132 mmol) en MeOH (3 ml), se agregé NaBH, (60 mg;
1,6 mmol) y se agité a temperatura ambiente. Luego de 16 h, se agregé H,0 (0,5 mi)
y se paso la solucién por una columna con resina proténica Dowex 50X8-400 (2 x 0,5
cm) y se lavd con MeOH-H,O 9:1 (3 ml). Los eluidos se concentraron y se
coevaporaron con MeOH (5 x 1 ml) para obtener 71 mg de 27 (98 %) como un sélido
(vidrio). Ry 0,35 (nPrOH-MeOH-H20 7:1:1), [a]o -62,4° (c 1, H,0)

RMN 1H (D20): regién anomérica & 5,06 (s, 1H, Galf), 4,94 (s, 1H, Galf).

RMN *C (D,0): Tabla 3.

Bencil p-D-galactofuranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranosido

(28).

A un balén que contenia 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—-6)-2-
acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (21; 450 mg; 0,45 mmol) se
agregd una solucion de NaOMe en MeOH 0,5 M (5 ml; 2,5 mmol) a temperatura
ambiente y con agitacion. Luego de 2,5 h se observ6 por ccd la aparicion de un tnico
compuesto de Ry 0,68 (nPrOH-EtOH-H20 7:1:1). Se agregé H,O (0,5 ml) y la
solucion se pasé por una columna BioRad AG 50W-X12 (1,5 x 3 cm) y se lavé la

columna varias veces con MeOH. El eluido se concentré y se coevaporé con tolueno
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(5 x 6 ml) para eliminar el benzoato de metilo, obteniendose 212 mg de 28 (99 %).
Recristalizado de una mezcla MeOH -EtOH dio: pf 107-108 °C ; [a]p +74.4° (¢ 1,
H>0)

RMN 'H (D>0): region anomérica & 4,98 (sa, 1H, Galf), 4,86 (d, 1H, J;2 = 3,2
Hz, GlcNAc)

RMN °C (D,0): Tabla 3, Figura 19.

Anal. Calculado para Co7H41NO16.0,5 H20: %C 52,28; %H 6,68. Encontrado:

%C 52,06; %H 6,60.

B-D-Galactofuranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-o,3-D-glucopiranosa (29)

A una solucién de bencil B-D-galactofuranosil-(1—-6)-2-acetamido-2-desoxi-a-
D-glucopiranésido (28, 103 mg; 0,218 mmol) en MeOH (4 ml), se agregé Pd/C 10%
(50 mg) y formiato de amonio (40 mg). La mezcla se calenté a 65 °C por 15 min y
una ccd mostré la desaparicion del producto de partida. Se llevé a temperatura
ambiente, se filtré y el filtrado se evapor6 y se secé con alto vacio. Se obtuvieron 85
mg de un sélido amorfo que se identificé como la mezcla anomérica de 29 (100 %)
que recristalizé de MeOH. Ry 0,52 y 0,40 (nPrOH-EtOH-H;0 7:1:1, anémeros a y B) ;
pf 169-160 °C ; [a]p -27,6° (c 0,6, H20).

RMN TH (D20): regién anomérica & 5,11 (d, 0,7H, J;2 = 3,3 Hz, a-GcNAC),
4,96 (sa, 1H, Galf). La senal del anémero B estaba solapada por la sefal de DHO.

RMN 3C (D,0): Tabla 3, Figura 20.

Anal. Calculado para C14H25NO11.H20: %C 41,90; %H 6,78. Encontrado: %C

42,03; %H 6,53.
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B-D-Galactofuranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucitol (30)

A una solucion de p-D-galactofuranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-a-D-
glucopiranosa (29, 42 mg; 0,11 mmol) en MeOH (2 ml), se agregé NaBH, (30 mg; 0,8
mmol) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente por 16 h. Luego de enfriar a 0
°C, se agregd H>O (0,2 ml) y la soluciéon se pasd por una columna con resina
protonica Dowex 50X8-400 (2 x 0,5 cm) y se lavé con MeOH-H,0O 9 :1 (2 mi). Los
eluidos se concentraron y se coevaporaron con MeOH (5 x 1 ml) para obtener 30 (42
mg, 99 %) como un sélido (vidrio). Ry 0,40 (nPrOH-MeOH-H,0 7:1:1), [a]o -56,6° (¢
1, H20)

RMN 1H (D20): regién anomeérica & 5,02 (s, 1H, Galf)

RMN "°C (D,0): Tabla 3, Figura 20.

2,3,5,6-Tetra-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (31)

A una mezcla de cloruro de pivaloilo (0,59 ml; 4,8 mmol) en piridina anhidra
(0,45 ml) enfriada a 0 °C, se agreg6 lentamente D-galactono-1,4-lactona (106 mg; 0,6
mmol). Luego de 2 h a 0 °C, se llevd a temperatura ambiente y se dejo agitando 1h

mas. Se volc6 sobre agua-hielo (50 g) agitando vigorosamente, y el jarabe resultante

se decanto, se lavo dos veces con agua fria y se disolvié en CH,Cl,. La solucién se
lavo sucesivamente con HCI 1 N (15 ml), H20 (20 ml), NaHCO3 (sol. sat.) (20 ml) y
H2O (2 x 20 ml), se seco (NaSO4) y se evaporé para obtener 253 mg del
compuesto 31 (82 %) que se recristalizé6 de MeOH-H,0. R, 0,57 (hexano-EtOAc 2:1);
pf 95-96 °C; [a]p -22,8° (¢ 1, CHCI3).

RMN 'H (100 MHz): Tabla 5.

RMN '3C (100 MHz): Tabla 4.
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Anal. Calculado para CogH4001g: %C 60,68; %H 8,23. Encontrado: %C 60,87,
%H 8,37.

2,6-Di-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (32)

A una solucién de D-galactono-1,4-lactona (534 mg; 3,0 mmol) en piridina
anhidra (10 ml) enfriada a -23 °C (CCl4/CO3), se agregd con agitacion cloruro de
pivaloilo (0,89 ml; 7,2 mmol) en porciones de 0,2 ml cada 0,5 h. Una vez finalizado el
agregado, se dej6 agitando por 3 h mas a -23 °C y la suspensién resultante se volcé
lentamente sobre agua-hielo (100 g). El jarabe obtenido se decantd, se lavé con HO
(3x 50 ml), se disolvié en CH,Cl, (150 ml) y se extrajo sucesivamente con NaHCO3
(sol. sat.) (60 ml) y HoO (3 x 50 ml), se seco (NaxSOy4) y se concentro. El residuo se
tratd con hexano (10 ml) y cristalizaron 820 mg (79%) de producto que se
caracteriz6 como 2,6-di-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (32) y se recristalizé de
MeOH-H20: pf 133-134 °C; [a]p -63,7° (¢ 1, CHCI3); Rr 0,25 (hexano-EtOAc 2:1).

RMN "H (300 MHz): Tabla 5.

RMN 3C (100 MHz): Tabla 4, Figura 22.

Anal. Calculado para C16H2608: %C 55,48, %H 7,57. Encontrado: %C 55,09;

%H 7,17.



Parte Experimental 151

Pivaloilacion parcial de D-galactono-1,4-lactona . Sintesis de 2,3,5,6-tetra-O-
pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (31); 2,5,6-tri-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona
(34); 2,3,6-tri-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (33) y 2,6-di-O-pivaloil-D-

galactono-1,4-lactona (32).

A una solucién de D-galactono-1,4-lactona (1,07 g; 6,0 mmol) en piridina anhidra
(20 ml) enfriada a -15 °C (etilenglicol-COy(s)), se agregé lentamente y con agitacion
cloruro de pivaloilo (2,66 ml; 21,6 mmol) en porciones de 0,3 ml durante 2 h. La

mezcla de reaccién se agitdo a 0 °C por 2 h mas y luego se volcé lentamente sobre

agua-hielo (200 g). El jarabe formado se decantd, se disolvi6 en CH5Cl, (150 ml) y
se extrajo sucesivamente con HCI 1N (75 ml), H,O (75 ml), NaHCOz3 (sol. sat.) (100
mi) y H20 (3 x 50 ml), se secé (NaSOy4) y se concentré. El residuo siruposo se tratoé
con hexano (30 ml) y cristalizaron 0,62 g de un compuesto puro que mostré
propiedades fisicas y espectroscopicas idénticas a 2,6-di-O-pivaloil-D-galactono-1,4-
lactona (32, 30%).

Las aguas madres, que mostraron por ccd (hexano-EtOAc 2:1) tres manchas
principales de R, 0,57; 0,45 y 0,41, se concentraron y se cromatografiaron por
columna de silica gel eluyendo con hexano-EtOAc 6:1. La primera fraccion contenia
2,3,5,6-tetra-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (31; 0,67 g; 21,6%).

De la segunda fraccién (R, 0,45) se aislaron 66 mg de un compuesto que se
identific6 como 2,3,6-tri-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (33; 2,6%) que recristalizd
de MeOH-H,0 y dio: pf 113-114 °C, [a]p -34,8° (¢ 1, CHCl3).

RMN 'H (300 MHz): Tabla 5

RMN *3C (100 MHz): Tabla 4

Anal. Calculado para Cp4H340g: %C 58,59; %H 7,96. Encontrado: %C 58,67,

%H 7,48.
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De la dltima fraccion (Ry 0,41) se obtuvieron 0,25 g de un compuesto que se
caracteriz6 como 2,5,6-tri-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (34; 9,7%) y que
recristalizado de MeOH-H20 dio: pf 95-96 °C, [a]p -18,9° (¢ 1, CHClI3).

RMN "H (300 MHz): Tabla 5, Figura 22.

RMN "3C (100 MHz): Tabla 4

Anal. Calculado para Co4H340g: %C 58,59; %H 7,96. Encontrado: %C 58,88;

%H 7,90.

Pivaloilacion parcial de D-gulono-1,4-lactona. Sintesis de 2,3,5,6-tetra-O-

pivaloil-D-gulono-1,4-lactona (36) y 2,5,6-tri-O-pivaloil-D-gulono-1,4-lactona (35).

A una solucion de D-gulono-1,4-lactona (0,53 g; 3,0 mmol) en piridina anhidra
(10 ml) enfriada en bafo de hielo-sal (entre -15 y -20 °C ), se agregé lentamente
cloruro de pivaloilo (1,33 mi; 10,8 mmol) en porciones de 0,2 ml durante 2 h. La
mezcla de reaccion se agité a 0 °C por 3 h y luego a temperatura ambiente por 20 h.
La mezcla se volcd lentamente sobre agua-hielo (100 g). Luego de 4 h, el jarabe
formado se decantd, se disolvid en Cl,CH> (100 ml) y se lavo sucesivamente con

HCI 1M (2 x 50 ml), NaCl (sol. sat.) (50 ml) , NaHCO3 (sol. sat.) (2 x 50 ml), H>O (50

ml),y se secod (MgSO,). Luego de concentrar, el residuo solido resultante se macerd

en hexano caliente (50 ml), y al enfriar cristalizd un sélido cromatograficamente
homogéneo (R; 0,45 hexano-EtOAc 2:1) que se caracterizé6 como 2,5,6-tri-O-pivaloil-
D-gulono-1,4-lactona (35; 1,10 g; 84,5%). que recristalizé6 de MeOH-H>0: pf 146-148
oC, [a]p -53° (¢ 1, CHCl3).

RMN 'H (300 MHz): Tabla 5, Figura 23.

RMN '°C: Tabla 4.
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Anal. Calculado para Co4H340g: %C 58,59; %H 7,96. Encontrado: %C 59,04,

%H 7,73.

Las aguas madres de la cristalizacion de hexano se concentraron (~10 ml) y
cristalizaron 40 mg de un compuesto en forma de agujas que se identific6 como
2,3,5,6-tetra-O-pivaloil-D-gulono-1,4-lactona (36; 2,6%): Rr 0,54 (hexano-EtOAc 2:1),
pf 175-177 °C, [a]p -24,2 © (¢ 1, CHCI3).

RMN 'H : Tabla 5, Figura 23.

RMN "C: Tabla 4.

Anal. Calculado para CogHg2040: %C 60,68; %H 8,23. Encontrado: %C 60,87,

%H 8,37.

Pivaloilacion parcial de L-manono-1,4-lactona. Sintesis de 2,3,5,6-tetra-O-
pivaloil-L-manono-1,4-lactona (38) y 2,5,6-tri-O-pivaloil-L-manono-1,4-lactona

(37).

A una solucién de L-manono-1,4-lactona (0,53 g; 3,0 mmol) en piridina anhidra
(10 ml) enfriada a 0 °C, se agregd lentamente cloruro de pivaloilo (1,33 ml, 10,8
mmol) en porciones de 0,2 ml durante 2 h y la mezcla de reaccion se agité a 0 °C
por 3 h. Luego de 20 h de agitacién a temperatura ambiente, la mezcla se volcd

lentamente sobre agua-hielo (100 g). El jarabe obtenido se decantd y se disolvi6 en
CloCHa (100 ml) y se lavé sucesivamente con HCI 1M (2 x 50 ml), NaCl (sol. sat.) (50
ml) , NaHCOj3 (sol. sat.) (2 x 50 ml), H2O (50 ml), se secé (MgSOy) y se evapord. Ei

residuo resultante se traté con hexano caliente y se dejé a 5°C toda la noche
mientras cristalizaba lentamente un compuesto de R; 0,54 (hexano-EtOAc 2:1 ) que

se filtré y se caracterizé6 como 2,5,6-tri-O-pivaloil-L-manono-1,4-lactona (37; 0,64 g;
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50 %). Luego de recristalizar de MeOH-H20O dio: pf 126-128 °C, [a]p -61,2° (c 1,
CHCly)

RMN 'H : Tabla 5, Figura 25.

RMN °C: Tabla 4.

Anal. Calculado para CpqH3409: %C 58,59; %H 7,96. Encontrado: %C 58,55;
%H7,96.

Las aguas madres de la cristalizaciéon de 37 se concentraron y el residuo se
cromatografi® en una columna de silica gel eluyendo con tolueno-EtOAc 19:1. Se
obtuvo 0,10 g de un compuesto de mayor movilidad (R; 0,67 hexano-EtOAc 2:1) que
se identifico como 2,3,56-tetra-O-pivaloil-L-manono-1,4-lactona (38; 6,5%) vy
recristalizé de MeOH-H20: pf 159-161 °C, [a]p -17,4° (¢ 1, CHCl3).

RMN "H ( 300 MHz): Tabla 5, Figura 25.

RMN '3C (100 MHz): Tabla 4.

Anal. Calculado para CogHg204q: %C 60,68; %H 8,23. Encontrado: %C 60,97;
%H 8,06.

No se pudieron aislar otros derivados pivaloilados de manono-1,4-lactona dado

que en contacto con la silica se descomponian.

5,6-O-Isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (39)

A una suspension de D-galactono-1,4-lactona (1,12 g; 6,3 mmol) en acetona
anhidra (30 ml), se agregd lentamente H2SO4 (c) (60 pl) con agitacién. Luego de 22
h a temperatura ambiente, se neutralizé6 agregando lentamente NH4OH vy se secé

con MgSQ4. La suspension se filtré sobre lecho de celite y se evapor6 para obtener

un jarabe que se purific6 por cromatografia en columna (silica gel) eluyendo con
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EtOAc para obtener 39 (1,12 g; 81 %), Ry 0,43 (EtOAc) [a]p -46,3° (¢ 1, acetona), lit.
-46° (¢ 1, acetona, Copeland & Stick, 1978).

5,6-O-Isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (40)

A partir de 5,6-O-isopropiliden-D-galactono-1,4-lactona (39):

A una suspension de 5,6-O-isopropilidén-D-galactono1,4-lactona (39, 1,1 g;
5,0 mmol) en piridina anhidra (20 ml) enfriada a 0°C, se agregd con agitacién cloruro
de pivaloilo (0,68 ml; 5,5 mmol) en porciones de 0,2 ml cada 20 min. Luego se llevo
a temperatura ambiente y a las 4 h de iniciada la reaccién se agregé otros 0,12 ml de
acilante y se agité 1 h mas. Se volco lentamente la mezcla sobre agua-hielo (300 g)
y se dej6 agitando por 1 h. Se extrajo con CloCH2 (2 x 50 ml) y la fase organica se
lavé sucesivamente con HCI 5%, H20, NaHCO3 (ss) y H2O. Se secod (MgSQOy4) y se
evaporé para obtener 1,2 g de 5,6-O-isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-
lactona (40) como un sélido amorfo (79 %) que se recristalizd de hexano-EtOAc, Ry
0,5 (tolueno-EtOAc 1:1); pf 127-128°C; [a]p -73,3° (¢ 1, CI3CH).

RMN "H (Figura 26): 8 5,22 (d, 1 H, J23 = 7,4 Hz; H-2); 4,42 (ddd; 1 H; J34 =
7,3 Hz; H-3); 4,38 ( ddd, 1 H, Jsg = 6,7 Hz; H-5); 4,24 (dd; 1 H; Jss = 3,3 Hz; H-4);
4,14 (dd; 1 H; Jse = 8,5 Hz; H-6); 4,02 (dd, 1 H; Jsg =6,6 Hz; H-6); 3,561 (d; 1 H; J =
2,1 Hz; OH); 1,44 (s, 3 H; CH;C); 1,39 (s, 3 H; CH;C); 1,29 (s; 9 H, CH,)3C).

RMN 'C (Figura 26, Tabla 6): & 179,4 ((CH,);CCO); 172,4 (C-1); 110
((CHs),C); 79,8 (C4); 76,8 (C-2); 74,1; 73,4 (C-3; C-5); 65,0 (C-6); 38,9 ((CH3):CCO);
27,0 ((CH3);CCO); 26,0; 25,5 ((CH,).C).

Anal. Calculado para C14H2207: %C 55,62; %H 7,33. Encontrado: %C 55,76;

%H 7,53.
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A partir de D-galactono-1,4-lactona:

A una suspension de D-galactono-1,4-lactona (5,0 g; 28,1 mmol) en una
mezcla de acetona - 2,2-dimetoxipropano 5:1 (60 ml) enfriada a 0°C, se agreg6
H2SO4 (c) (30 ml). Luego de 30 min de agitacion, la solucién resultante se llevo a pH
neutro adicionando NH4OH. La suspension se filtrd y el filtrado se evapor6 a presion
reducida. El jarabe obtenido se disolvié en piridina anhidra (25 ml) y la solucién se
enfrié a 0°C. Se agregd lentamente y con agitaciéon cloruro de pivaloilo (4,2 ml; 33,7
mmol), se llevé a temperatura ambiente por 3 h, y luego de agregar otros 0,4 ml (3

mmol) de acilante, se agité por 1 h mas. La mezcla resultante se volco sobre agua-

hielo (300 g) y se extrajo con CloCH2 (2 x 100 ml). La fase organica se lavo
sucesivamente con HCI 5% (3 x 100 ml), NaCl (ss) (2 x 100 ml), NaHCO3 (ss) (100
ml) y H2O (3 x 100 ml), se secé (MgSQy), filtré6 y se evapord para obtener 40 (5,7 g;
67 %) que fue recristalizado de hexano-EtOAc y presentd las mismas propiedades

fisicas y espectroscopicas que el descripto anteriormente.

Bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosilo (42)

A un balén seco con penta-O-acetil-B-D-galactopiranosa anhidra (1,0 g; 2,56
mmol) se agregd HBr/AcOH glacial 32 % (2,3 ml) y la suspensién se agit6 a
temperatura ambiente por 1,5 h al abrigo de la luz. La solucién se concentrd al vacio
y luego se coevapord con tolueno (5 x 5 ml). Al jarabe obtenido se le adicion6 éter
secado sobre alimina y luego hexano, precipitando un sélido blanco que se filtro
rapidamente y se lavo con éter etilico-hexano 1:4. Se sec6 rapidamente al vacio y al

abrigo de la luz y se dejo en freezer a -20°C, Ry 0,30 (tolueno-EtOAc 9:1).
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2,3,4,6-Tetra-O-acetil-D-galactopiranosa (41)

A partir de penta-O-acetil-f-D-galactopiranosa:

A una solucién de penta-O-acetil-B-D-galactopiranosa (200 mg; 0,51 mmol) en
Cl>,CH2 anhidro (5 ml) enfriada a 0°C, se agregd SnClg (71 pl, 0,61 mmol). Luego de
20 min, se agreg6 H20 (70 pl; 3,9 mmol) y se formd un precipitado que se disolvio al
agregar CH3CN (0,3 ml). La solucion se llevd a temperatura ambiente y luego de 20
h, se diluy6 con CloCHa y se agregd NaHCO3 (ss) (5 ml) y se agitd por 30 min.

La fase organica se separd y se lavé con HoO hasta pH 7. Se seco, se
evapor6 y el jarabe se purificd por columna cromatografica eluyendo con hexano-
EtOAc 3:2 para obtener 41 (97 mg, 55 %). Ry 0,31 y 0,20 (hexano-EtOAc 1:1), 0,32

y 0,45 (hexano-EtOAc 2:3) para los dos anébmeros.

A partir de bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosilo (42):

A una solucién de bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosilo (42,
1,0 g; 2,43 mmol) en acetona (3 ml), se agregé H20 (0,2 mi; 11,1 mmol) y se agit6 a
temperatura ambiente por 5 min. Se agreg6é Ag2CO3 recién preparado (600 mg; 2,18
mmol) y se agitd vigorosamente por 15 min a temperatura ambiente y luego otros 15
min a 35°C. La suspension se filtr6 sobre lecho de celite y el filtrado se evaporo para
obtener 41 (0,84 g; 99 %) con las mismas propiedades que la muestra preparada por

el método anterior.
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Tricloroacetamidato de 0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosilo) (43)

A una solucién de 2,3 4 6-tetra-O-acetil-D-galactopiranosa (41, 0,84 g; 2,41
mmol) en Ci2CH» anhidro (15 ml), enfriada a 0°C se agreg6é CI3CCN (0,73 ml; 7,28
mmol) y posteriormente, 1,8-diazabiciclo[5.4.0]lundec-7-eno (DBU; 0,36 mi; 2,41
mmol) y se dej6é agitando por 30 min. La solucién roja se diluyé con CloCHa (100 ml)
y se extrajo sucesivamente con HCl 2% (100 ml); H2O (3 x 100 ml) , se secod
(MgSOg) y se evaporé. El residuo mostré por ccd un compuesto principal de Ry 0,59
(hexano-EtOAc 1:1) levemente impurificado con otro compuesto de menor movilidad,
que no pudo ser purificado por recristalizaciéon. Por cromatografia en columna de
silica gel eluyendo con hexano-EtOAc 5:2, se aisl6 43 (0,94 g; 79 %) que cristalizé
de una mezcla de hexano-tolueno. [a]p +114,9°; lit[a]p = +115,5° (¢ 1 Cl3CH,
Amwam-Zollo & Sinay, 1986); pf 122-123 °C, lit, 122-123 °C (benceno-hexano,
Amwam-Zollo & Sinay, 1986).

RMN 'H : 88,65 (s, 1 H, NH); 6,55 (d, 1 H, J12 = 3,1 Hz; H-1); 5,51 (dd; 1 H,
Jas = 1,6 Hz; H4); 5,38 (dd, 1 H; J34 = 2,8 Hz; H-3); 5,30 (dd, 1 H; J>3 = 10,7 Hz;
H-2); 4,40 (ddd, 1 H, Jsg = 6,4 Hz; H-5); 4,13 (dd, 1 H; Jss = 11,3 Hz; H-6); 4,03 (
dd, 1 H; Jsg = 6,8 Hz; H-6"); 2,19; 1,98; 1,96 (3s, 12 H, CH;CO).

RMN '3C : § 170,1; 169,9; 169,8 (CO); 160,8 (OC=N); 93,5;93,4 (C-1, CCly);
68,9; 67,4; 67,3; 66,8; 61,1 (C-6); 20,4 (CH,)

2,3,4,6-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-isopropiliden-2-O-

pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (44)

A una solucion de 5,6-O-isopropiliden-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona

(40; 20 g; 6,6 mmol) y tricloroacetamidato de 0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
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galactopiranosilo) (43, 4,2 g; 8,5 mmol) en CloCH2 anhidro recién destilado (35 ml),
se agregaron tamices moleculares pulverizados de 4 A (2,0 g) recién activados y se
agité vigorosamente bajo atmédsfera de nitrégeno por 1 h. La suspension se enfrid a
-20°C en bano de etilenglicol-CO2(s), se agregé lentamente triflato de trimetilsililo
(0,31 ml; 1,70 mmol) y se agitd por espacio de 3 h. Luego de 16 h en freezer a
-20°C, una ccd mostré que tanto el tricloroacetamidato 43 (R 0,66, tolueno-EtOAc
1:1) como la lactona 40 (R; 0,50, tolueno-EtOAc 1:1) se habian consumido. La
suspension se neutralizé con N-diisopropiletilamina y se filtré sobre lecho de celite.
El filtrado se diluy6 con CloCHy (100 ml), se lavé con HoO, se secé (MgSQOg4) y se
evapor6. Por cromatografia en columna (7 x 4 cm, silica gel) eluyendo con tolueno-
EtOAc 5:1 se obtuvo un sélido amorfo (3,5 g; 84 %) que fue caracterizado como
2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-isopropiliden-2-O-pivaloil-D-
galactono-1,4-lactona (44), R; 0.57 (tolueno-EtOAc 1:1); [a]p-27,5° (¢ 1, CI3CH).

RMN "H (Figura 27): § 5,49 (d; 1 H; J23 = 6,0 Hz; H-2); 5,39 (d, 1 H, J34 = 3,3
Hz; H4'); 5,18 (dd, 1 H, J23 = 10,4 Hz, J;2» = 7,8 Hz; H-2'); 4,97 (dd, 1 H, Jy 3 =
10,4; J3 4 = 3,3 Hz; H-3'); 4,59, (d, 1 H, Jy-» = 7,8 Hz; H-1'); 4,54-4,51 (m, 1H), 4,43-
4,33 (m, 2 H), 4,15-3,87, (m, § H); 2,15; 2,06; 1,98 (3s, 12 H; CH;CO); 1,41; 1,38 (
2s; 6 H; (CH3),C), 1,28 (s, 9 H, (CH,);CCO)

RMN °C : Tabla 6, Figura 27.

Anal. Calculado para CpgH40016: %C 53,16; %H 6,37. Encontrado: %C

53,03; %H 6,81.
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2,3,4,6-Tetra-O-acetil-p-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-isopropiliden-2-O-

pivaloil-D-galactofuranosa (45)

A una solucion de bis(2-butil-3-metil)borano (20,5 mmol) en THF (5,5 ml)
enfriada a 0°C y bajo atmésfera de nitrégeno, se agregd una solucién de 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1-—3)-5,6-O-isopropilidén-2-O-pivaloil-D-
galactono-1,4-lactona (44, 2,6 g; 4,1 mmol) en THF anhidro (8 ml). Al cabo de 16 h
de agitacion a temperatura ambiente, una ccd revelé que 44 se habia consumido
totalmente (Rr 0,57, tolueno:EtOAc 1:1) y mostraba un anico producto de Ry 0,45
(tolueno-EtOAc 1:1). Se enfri6 la solucién a 0 °C y se dejé destapada por 15 min y se
agregé muy lentamente H2O (5 ml). A los 15 min se agregd H2O2 30 % (8 ml) en
porciones de 0,5 ml mientras se ajustaba el pH de la fase acuosa a 8 con KOH 2,5
M. Una vez finalizado el agregado, se dej6 agitando a 0 °C por 1h. Se adicioné H20
(30 ml) y se extrajo con CloCHjy (3 x 100 ml). La fase organica se lavé con H20, se
secd (MgSO4) y se concentré obteniéndose un jarabe que se coevaporé con MeOH
(5 x 20 ml) para eliminar el acido bérico. Una columna rapida de silica gel, eluyendo
con tolueno-EtOAc 4:1 permiti6 aislar 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-
(1—-3)-5,6-O-isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactofuranosa (45, 2,4 g; 92 %) como un
so6lido amorfo. [a]p-23.8° (¢ 1, CI3CH)

RMN °C (Figura 28):8 177,6 ((CH3);CCO), 170,2; 169,9; 109,9 ((CHs),C):
100,8 (C-1'); 99,7 (C-1B); 94,5 (C-1a); 83,6 (C-4p); 82,5 (C-2p); 81,4* (C-3B); 80,9;
78,8, 78,7; 75,8; 70,9; 70,7 ; 68,5 (C-2'), 67,0 (C4’), 66,8; 65,3 (C-6); 61,2 (C-6");
38,8 y 38,6 ((CH3);CCO); 27,0 y 26,9 ((CH5);CCO); 26,2; 26,1; 25,6 y 25,2 ((CH,),C);
20,5 (CH;CO).



Parte Experimental 161

2,3,4,6-Tetra-O-acetil-p-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-pivaloil-D-galactosa (46)

A una solucibn de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-
isopropiliden-2-O-pivaloil-D-galactofuranosa (45, 0,5 g, 0,79 mmol) en AcOH (4 ml)
calentada a 60 °C, se adicioné lentamente y con agitacién H.O (1 ml). Luego de 20
min de calentamiento, la ccd mostré6 que 45 habia reaccionado totalmente. La
mezcla se enfrid, se concentré y el residuo se coevapord con H;O (2 x 3 ml) y luego
con tolueno (2 x 5 ml). Luego de cromatografia en columna (tolueno-EtAcO 1:1) se
obtuvo 46 como un sélido amorfo (0,44 g, 94 %) (Rf 0,48; 0,43 y 0,32 para las
distintas configuraciones, EtAcO), [a]p 20,6° (¢ 1, CI3CH).

RMN 3c (Figura 28):6 zona anomérica 101,3; 101,0; 100,6 (C-1'); 100,2 (C-
1pf); 96,0 (C-1af); 93,7 (C-1Bp); 90,1 (C-1ap)

Anal. Calculado para CosH3g016: %C 50,50; %H 6,44. Encontrado: %C 50,60;
%H 6,54.

Peracetilacion de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-pivaloil-
D-galactosa. Sintesis de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-galactopiranosil-(1—-3)-1,5,6-
tri-O-acetil-2-O-pivaloil-p-D-galactofuranosa (47), 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-
galactopiranosil-(1—3)-1,4,6-tri-O-acetil-2-O-pivaloil-B-D-galactopiranosa  (49),
2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-1,4,6-tri-O-acetil-2-O-pivaloil-a-
D-galactopiranosa (50).

A una solucion de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-
pivaloil-D-galactosa (46, 373 mg; 0,63 mmol) en piridina anhidra (3 ml) a 0°C, se
agreg6 lentamente anhidrido acético (3 ml). Luego de 20 h a 5 °C, se enfri6 a 0 °C,

se agregéb MeOH (3 ml) y se agité6 por 30 min. Se evaporo el acetato de metilo
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formado y la mezcla se volc6 lentamente sobre agua-hielo (200 g). El sélido amorfo

resultante se decanto, se lavd con HyO, se disolvié en Clo,CH2 (30 ml), se lavé con
H20 (2 x 30 ml), se secd (MgSOg) y se evaporé. El producto de reaccidn presentaba
por ccd 3 manchas de Ry 0,42; 0,53 y 0,59 (tolueno-EtOAc 1:1). La mezcla se
separd parcialmente por cromatografia en columna eluyendo con tolueno-EtOAc 9:2
y se obtuvieron 63,5 mg (14 %) del producto de Ry 0,59; 28 mg (6%) de una mezcla
de productos de Ry 0,59 y 0,53; 106 mg (23%) del producto de Rf 0,53; 61 mg (13
%) de una mezcla de productos de Ry 0,53 y 0,42; y por ultimo 137 mg (30%) del
compuesto de Ry 0,42 (86 % rendimiento total).

El producto de R, 0,59 resulté ser un sélido amorfo que se identificé como:
2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-1,5,6-tri-O-acetil-2-O-pivaloil-B-D-
galactofuranosa (47), [a]p -26,8° (¢ 1, CI3CH)

RMN 'H (Figura 29): 6 6,13 (s, 1 H; H-1); 5, 40 (m, 1 H, H-5), 5,39 (d, 1 H; J3.4
=3,3Hz; H4'); 517 (dd, 1 H, Jy2 =7,7 Hz J>3 = 10,4 Hz; H-2') ; 5,04 (dd, 1 H;
Jya=33Hz Jr3=104Hz;H-3);495(d, 1H; J3=11Hz;H-2);469(d, 1H;
Jyrz =7,7Hz, H-1');4,38-391(m, 7H); 2,14 ;2,09 ; 2,06 ; 2,04 ; 2,01 ; 1,97 (Bs, 21
H; CH3CO); 1,22 (s, 9 H ; (CH5);CCO)

RMN *3C : Tabla 7, Figura 29.

Anal. Calculado para C31H44019: %C 51,67; %H 6,15. Encontrado: %C 51,68;

%H 6,24.

La mancha cromatografica de R¢ 0,53 resulté ser una mezcla de productos y
luego de recristalizar de EtOH-H20, se aislé 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-
galactopiranosil-(1—3)-1,4,6-tri-O-acetil-2-O-pivaloil-B-D-galactopiranosa (49): pf 81-
83 °C; [a]p 9,6° (¢ 1, CI3CH).

RMN 'H (Figura 30): 8 5,65 (d, 1 H; J12=8,4 Hz, H-1); 544 (d, 1 H; J34 = 3,4
Hz; H4') ;5,37 (d, 1 H; J34 = 3,6 Hz; H4),5,33 (dd, 1 H, J12 =84 Hz J,3 =9,5 Hz;
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H-2), 508 (dd, 1 H, Jy» =78 Hz J>3 = 10,6 Hz; H-2'); 487 (dd, 1 H; J34 =
34Hz Jy3=106Hz;H3);4,57(d, 1H; Jro=78Hz H-1);4,26-3,75 (m, 7 H) ;
2,18:2,08 ;2,06 ;2,02 ; 1,96 (55, 21 H ; CH,CO) ; 1,23 (s, 9 H ; (CH,)3CCO)

RMN *C (Figura 30):5 176,3 ((CH3);CCO); 170,3; 169,8; 169,2; 168,9;
101.0 (C-1) ; 92,0 (C-1) ; 74,6 (C-3); 72,4, 70,9 ; 70,5; 70,0, 68,9 ; 68,4, 66,7 ; 61,8"
(C-6") ; 61,0 (C-6) ; 38,8 ((CH3);CCO): 27,1 ((CH3)sCCO); 20,6 ; 20,5 (CH3CO).

Anal. Calculado para C31H44019: %C 51,67; %H 6,15. Encontrado: %C 51,52;
%H 6,03.

La dltima fraccion de Ry 0,42 cristalizé de EtOH y fue caracterizada como
2,3,4 6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-1,4,6-tri-O-acetil-2-O-pivaloil-a-D-
galactopiranosa (50): pf 179-181 °C; [a]p +48,5° (¢ 1, CI3CH).

RMN 'H (Figura 31): §6,33 (d, 1 H, J12 =3,8 Hz; H-1); 5,50 (d, 1 H, J34
34,H4);537 (dd; 1 H, Jyg =34, Josg =09 Hz, H4');, 5,26 (dd, 1 H, J23
104 ; J12=38Hz; H-2);508(dd; 1H; Jo3 =106, Jir2 = 7,7 Hz; H-2'); 490
(dd; 1 H, J»3 =106 ; J34 = 3,4 Hz; H-3'); 4,66 (d, 1H; Jy 2 = 7,7 Hz; H-1'); 4,35-
3,84 (m, 7 H); 2,18 ;2,17 ;2,14 ;2,06 ; 1,97 ; 1,96 (6s, 21H, CH3CO) ; 1,20 (s, 9 H,
(CH,);CCO).

RMN *C (Figura 31):8 176,9 ((CH3);CCO); 170,3; 170,0; 169,8; 1689 ;

168,6 ; 100,6 (C-1'); 89,2 (C-1), 70,8 ; 70,6 ; 70,4 ; (C-3, C-5, C-3'),; 69,3, 9.2;
68,7 ; 66,5 (C-4'); 61,9 (C-6) ; 60,6 (C-6).
Anal. Calculado para C31H44019: %C 51,67; %H 6,15. Encontrado: %C 51,69,

%H 6,13.
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B-D-Galactopiranosil-(1—3)-D-galactitol (51)

A una solucion de 2,34 6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-
pivaloil-D-galactosa (46, 240 mg; 0,40 mmol) en MeOH anhidro (4 ml) se agrego
NaBH,4 (120 mg; 3,2 mmol) a temperatura ambiente. Luego de 16 h de agitacion se
observé la precipitaciéon de un sélido. Se enfrié a 0 °C, se agregé NaOMe en MeOH
0,5 M (6 ml; 3 mmol) y se llevd a temperatura ambiente. Luego de 2 h, la mezcla se
habia solubilizado totalmente y una ccd mostré un unico producto de R 0,32 (n-
PrOH-EtOH-H,0 7:1:1). Se agreg6 H,O (1 ml), y se pasé por una columna de resina
proténica Amberlite IR-120(plus) (3 x 1,5 cm). Se concentré y el residuo se
coevapord con MeOH (3 x 3 ml) y con H,O (3 x 3 ml) para obtener un jarabe incoloro
(51; 135 mg; 98 %) que cristalizé de EtOH, pf 103-104 °C; [a]p -11,0° (¢ 1, H.0).

RMN 'H (D20O) : zona anomérica & 4,46 (d, 1H, Jy 2= 7,3 Hz, H-1')

RMN "°C (D,0) : Tabla 8, Figura 32.

Anal. Calculado para C12H24011.H20: %C 39,78; %H 7,23. Encontrado: %C
39,84; %H 7,25.

Tricloroacetamidato de O-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-f-D-galactopiranosilo) (52)

Se empleo el procedimiento de Wegmann & Schmidt (1987).

A una solucion de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-D-galactosa (400 mg; 0,74 mmol) en
CloCH2 anhidro (4 mi), se agregé K2CO3 anhidro (400 mg) y CI3CCN (0,3 ml; 3,0
mmol) y se agité vigorosamente. Al cabo de 5 h, la suspension se filtré6 sobre lecho
de celite y se lavo el lecho con Ci2CH2 (5 ml). El fitrado se evaporé y el residuo
aceitoso cristalizd de una mezcla éter de petroleo: éter 1:1 para dar

tricloroacetamidato de O-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-B-D-galactopiranosilo) (52, 350 mg,
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69%). Ry 0.40 (hexano-EtOAc 4:1), pf 87-88 °C, lit, 87 °C (Wegmann & Schmidt,
1987)

RMN 'H : 8 8,67 (s, 1H, NH), 7,36-7,28 (20 H, C¢Hs); 5,80 (d, 1H Ji2 = 7.9 Hz,
H-1); 4,98-3,53 (m, 14 H).

RMN °C: & 161,5 (O-C=N) ; 138,5-127,5 (C-aromaticos) ; 98,7 (CCl,) ; 82,2
(C-1),78,1,75,2,748,744,73,4;73,0; 68,1 (C-6).

2,3,4,6-Tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-isopropilidén-2-O-

pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (53)

Sobre una mezcla de tricloroacetamidato de O-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-p-D-
galactopiranosilo) (52, 300 mg; 0,44 mmol), 5,6-O-isopropiliden-2-O-pivaloil-D-
galactono-1,4-lactona (40, 141 mg; 0,47 mmol) y tamices moleculares en polvo de 4
A recién activados, se destilo éter anhidro (4 ml) sobre atmésfera de nitrégeno. La
suspension se agité fuertemente a 0 °C. Luego de 20 min, se agregé lentamente
triflato de trimetilsililo (25 ul, 0,14 mmol) y se continué la agitacion por2 ha 0 °C y
bajo nitrobgeno. La suspension se neutralizé con diisopropiletilamina y se filtré sobre
lecho de celite que se lavoé con CloCH2 (2 ml). El fitrado se llevo a sequedad
obteniéndose un jarabe que por ccd mostraba un compuesto mayoritario de Ry 0,34
(tolueno-EtOAc 9:1). Por columna cromatografica (silica gel) eluyendo con tolueno
EtOAc 20:1 se obtuvo 2,34, 6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-
isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (53, 269 mg, 74 %). [a]p +31,5° (c
1, CI3CH).

RMN 'H: § 7,42-7,23 (m, 20 H, CgHs); 5,61 (d, 1 H, J23 = 7,5 Hz; H-2); 5,00-
3,45 (m, 20 H); 1,47, 1,40 (2s, 6 H, (CH,),C); 1,26 (s, 9 H, ((CH5)sC)
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RMN 'C (Figura 33): § 176,7 ((CH;);CCO), 169,1 (C-1); 138.5-127,3 (C-
aromaticos) ; 110,2 ((CH,).C); 99,3 (C-1)); 78.8; 78.4; 76.2; 750; 74,4 740 ;
73.9; 735; 73,1; 72,6 ; 70,1; 67,7 (C-6)); 64,9 (C-6); 38,6 ((CH3);CCO); 26,9
((CH3);CCO); 25,9; 25,4 ((CH;),C).

2,3,4,6-Tetra-O-acetil-o-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-di-O-acetil-2-O-pivaloil-D-

galactono-1,4-lactona (54)

Una suspension de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-
isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (53, 40 mg, 0,048 mmol) y 10 %
Pd/C (30 mg) en EtAcO (2 ml) se hidrogené a 1 atm .por 24 h. Se filtré el catalizador
y el filtrado se llevé a sequedad. Se agregdé AcOH acuoso 80 % (1,5 ml) y se calento
la solucién a 50 °C por 20 min. Se evaporo el solvente, se agrego6 piridina (0,5 ml), se
enfrié la solucién a 0 °C y se agregé anhidrido acético (0,5 ml). Luego de 5 h, se
agregé MeOH y se dej6 agitando por 0,5 h mas. Se llevo a sequedad y el residuo se
purifico por cromatografia en columna para dar 23 mg de 54 (70 %) como un soélido
amorfo. [a]p 70,0° (¢ 0,3, CI3CH).

RMN 'H : Tabla 10, Figura 34

RMN '3C : Tabla 9, Figura 34.

2,3,4,6-Tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-isopropilidén-2-O-

pivaloil-D-galactofuranosa (55)

A una solucion de bis(2-butil-3-metil)borano ( 1,6 mmol) en THF anhidro (0,8

mi) enfriada a 0°C y bajo atmoésfera de nitrébgeno, se agregé una solucion de 2,3,4,6-
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tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-isopropilidén-2-O-pivaloil-D-
galactono-1,4-lactona (53, 132 mg; 0,16 mmol) en THF anhidro (1,5 ml). Luego de 20
h de agitaciéon a temperatura ambiente, una ccd mostro la desaparicién del producto

de partida (Ry 0,71 tolueno:EtOAc 5:1) y la aparicion de un unico producto (R 0,33

tolueno-EtOAc 5:1). La solucién se enfri6 a 0 °C y se agregé lentamente H20 (0,2
ml). A los 30 min de agitacion, se agregd H202 30 % (0,5 mi) mientras se ajustaba el
pH de la fase acuosa a 8 con KOH 2,5 M. Una vez finalizado el agregado, se dej6
agitando a 0°C por 1 h. Se adicion6 H20 (10 ml) y se extrajo con Clo,CHj (2 x 40 ml).
Los extractos organicos se lavaron con H20 (2 x 20 ml), se secaron (MgSOy) y se
concentraron. El jarabe resultante se coevaporé con MeOH (5 x 3 ml) para eliminar
el acido bérico. Por cromatografia en columna de silica gel, eluyendo con tolueno-
EtOAc 7:1 se aisl6 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-5,6-O-
isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactofuranosa (55, 117 mg; 88 %) como un soélido
amorfo, [a]p 43,3° (¢ 1, CI3CH).

RMN "H (Cl,CD, D;0) : 5 7,36,-7,29 (m, 20 H, C¢Hs); 5,46 (d, 0,5 H, J1,=4,5
Hz; H-1a); 5,23 (s, 0,5 H, H-1B); 5,18 (sa, 1H, H-2pB); 5,01-3,45 (m), 1,45, 1,37 (2s, 6
H, (CH,;),C); 1,21;1,20 (2s, 9 H, ((CH;3);C)

RMN c (Figura 35): & 177,2 ((CH,),CCO); 138.6-127,4 (C-aromaticos) ;
109,8 ((CH5),C); 101,0 (C-1B); 98,1; 97,2 (C-1') ; 95,2 (C-1a); 83,4 (C4p); 81,7 (C-
2pB); 81,4* (C-3p); 80,2; 79,3, 78,8, 78,6, 78,4, 76,6; 76,2, 75,5, 74,9, 74,7, 73,9, 73,8;
73,5, 72,9;70,0,69,0,68,2,656 (C-6); 386; 385 ((CH;),CCO); 27.1; 27,0
((CH;);CCO); 26,4,26,1; 25,5; 25,2 ((CH3),C).

Anal. Calculado para CsgHsgNO42: %C 69,71; %H 7,07. Encontrado: %C
69,57; %H 7,15.
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2,3,4,6-Tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil-(1—3)-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-
lactona (56)

A una solucion de perbenzoil-a,p-D-galactofuranosa (5, 0,55 g; 0,79 mmol) en
CloCH2 anhidro (4 ml) enfriada a 0 °C, se agregd SnCls (92 pl, 0,79 mmol). Se
continué la agitacién por 10 min y se agregé 5,6-O-isopropiliden-2-O-pivaloil-D-
galactono-1,4-lactona (40, 0,2 g; 0,66 mmol). Luego de 6 h de reaccién, se observo
por ccd que 40 se habia consumido totalmente y ademas mostraba una mancha
principal de mucha menor movilidad (R; 0,38, tolueno-EtOAc 3:2). La mezcla de
reaccién se diluyé con CloCH»> (20 ml) y se volco lentamente sobre NaHCO3 (ss) (50
ml). Se extrajo la fase organica, y la fase acuosa se extrajo nuevamente con CloCH»
(2 x 30 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron con NaCl (ss) y H,O
hasta neutralidad, se secaron (MgSQOg4) y se evaporaron. Por cromatografia en
columna (silica gel) eluyendo primero con tolueno-EtOAc 9:1 y luego con tolueno-
EtOAc 7:2, se obtuvo el compuesto 2,3,4,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-
(1>3)-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (56, 0,32 g; 58%) que cristalizdé de
hexano-EtOAc: pf 163-165 °C; [a]p-15,5° (c 1, CI3CH).

RMN 'H : Tabla 11, Figura 37

RMN '3C : Tabla 12, Figura 36.

Anal. Calculado para C45H44016: %C 64,28; %H 5,27. Encontrado: %C 64,00;

%H 5,24.
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2,3,4,6-Tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-5,6-di-O-benzoil-2-O-pivaloil-

D-galactono-1,4-lactona (57)

A una solucion de 2,3,4,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-2-O-
pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (56, 123 mg; 0,146 mmol) en piridina anhidra (1,5
ml) enfriada a 0 °C, se agreg6 cloruro de benzoilo (75 pl; 0,67 mmol) y se dej6é a 5°C

por 15 h. Se volcé lentamente sobre agua-hielo (50 g) y el jarabe resultante se

decantd, se lavé con agua fria (3 x 30 ml), y se disolvié en CIoCHy (20 ml). La
solucion se extrajo con NaHCO3 (ss) (20 ml), luego con H20 (3 x 30 ml), se secod
(MgSQ4) y se evapordé para obtener 2,3,4,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-
(1>3)-5,6-di-O-benzoil-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (152 mg; 99 %) que
cristaliz6 de EtOAc-EtOH: pf 159-160 °C; [a]p-22,5° (c 1, CI3CH)

RMN "H (Figura 37) : § 8,17-7,17 (m, 30 H) ; 6.03 (m, 1 H, H-5") ; 5,90 (t, 1 H ;
J=57Hz;H-5);,568(d, 1H,; Jyg =44Hz; H-3);560(d, 1H; J3 =69 Hz, H-
2);551(s;1H H2);542 (s, 1 H; H-1); 491459 (m, 7 H); 1,08 (s, 9 H;
(CH3)3C).

RMN *3C:Tabla 12, Figura 36.

Anal. Calculado para CsgHs2018: %C 67,55; %H 5,00. Encontrado: %C 67,90;

%H 5,41.

B-D-Galactofuranosil-(1—3)-D-galactitol (58)

A una suspension de 2,3,4,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-2-O-
pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (56, 168 mg ; 0,20 mmol) en MeOH anhidro (3 ml),
se agregé NaBH, (80 mg, 2,1 mmol) a temperatura ambiente y con agitacién con

disolucion de la mezcla. Luego de 20 h de agitacidn, la suspension resultante se
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enfri6 a 0 °C y se tratdé con una solucién de NaOMe en MeOH 0,5 M (2,6 ml; 1,3
mmol) y se dejé alcanzar temperatura ambiente. Luego de 3 h de agitacion, la
mezcla se habia solubilizado totalmente y una ccd mostré un unico producto de Ry
0,46 (n-PrOH-EtOH-H,0 7:1:1). Se agregé H,O (0,5 mi) y se pas6 por una columna
de resina protonica Amberlite IR-120(plus) (3 x 1,5 cm). Se concentr6 y el residuo se
coevapord con MeOH (5 x 5 ml) y luego con H,O (5 x 5 ml) para obtener un jarabe
incoloro (58; 65 mg; 95%) que cristalizé de EtOH: pf 160-162 °C; [a]p -83,6° (c 1,
H,0)

RMN 'H (D20) : 6 zona anomérica 5,02 (s, 1 H, H-1)

RMN '3C (D,0) : Tabla 13, Figura 38.

Anal. Calculado para C12H24011: %C 41.86; %H 7,03. Encontrado: %C 41,75;

%H 6,91.
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La glicobiologia de la galactofuranosa (Galf ) es un tema de creciente interés.
Dicho monosacarido es constituyente de glicoconjugados de bacterias, protozoarios
y hongos, pero el mamifero huésped aparentemente no biosintetiza glicoconjugados
con Galf . Recientemente se han identificado oligosacaridos de diferente tamanio, los
cuales se liberan de glicoproteinas de T. cruzi por reacciones de p-eliminacion.
Todos estos oligosacaridos se encuentran ligados O-glicosidicamente a la proteina a
través del disacarido p-D-Galf-(1—-4)-GIcNAc (9). Dicho disacarido aparece luego
ramificado con un numero variable de unidades de Galp, que convierten a la cadena
de azucares en aceptora de acido sialico a través de una reaccion de trans-
sialidacion. En particular, el trisacarido B-D-Galf-(1—>4)-[B-D-Galp-(1—-6)]-GlcNAc
(23) representa el oligosacarido mas simple de esta serie que puede ser aceptor de
acido sialico. Tanto 9 como 23 no habian sido sintetizados previamente y sélo se
habian obtenido como los alditoles correspondientes por p-eliminacion reductiva de
las glicoproteinas.

Por otra parte, aunque la galactofuranosa se encuentra generalmente como
extremo terminal, se ha identificado una serie de glicoconjugados en donde la Galf
se encuentra interna. Por ejemplo, el “core” del lipofosfoglicano (LPG) de especies
de Leishmania asi como los GIPLs del tipo 2 de L. major y L. mexicana presentan la
unidad o-D-Galp-(1—3)-D-Galf. Esta misma unidad es contituyente de bacterias
patégenas, mientras que la unidad p-D-Galp-(1—3)-D-Galf se encontré6 en
polisacaridos capsulares de Streptoccocus neumoniae. Sintones para la introduccién
de estos dos disacaridos no habian sido sintetizados.

En este trabajo se presentan:

1. Una revision de la distribucion de galactofuranosa en tripanosomatideos

2. Un resumen del método de glicosidacion por tricloroacetamidatos.
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3. Una descripcién detallada de las reacciones que se realizaron en este
trabajo de investigacion y la discusién de los resultados obtenidos.

4. Una descripcion del trabajo experimental desarrollado.

Para la sintesis de p-D-Galf-(1—>4)-GlcNAc (9), el compuesto de partida de la
secuencia desarrollada fue el bencil 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopirandsido (2),
el cual se benzoil6 regioselectivamente en HO-3 y HO-6 con N-benzoilimidazol para
dar 3 (70 % rendimiento). El derivado perbenzoilado 4 se obtuvo como subproducto
minoritario (9 % rendimiento). La condensacién promovida por SnCls de la penta-O-
benzoil-D-galactofuranosa (5) con 3 condujo al disacarido 6 (85 % rendimiento) con
formacién altamente diasteroselectiva del enlace anomérico (configuracion B). A
efectos de obtener el disacarido libre, se procedié a eliminar los grupos protectores.
Inicialmente, se intenté eliminar el grupo bencilo por hidrogenacién catalitica bajo
distintas condiciones y el mejor resultado se obtuvo cuando se utilizé Pd(OH), como
catalizador a 1 atmoésfera de H, por 10 dias. Se lograba asi una hidrogendlisis
parcial conduciendo a 7 con 77 % de rendimiento y se recuperaba un 11 % de 6 sin
reaccionar. Cuando se traté de desbenzoilar 7 con NaOMe en MeOH se
descomponia el material de partida por lo cual se optd por el camino inverso para la
desproteccion total de 6. Por desbenzoilacion de 6 con metdxido de sodio en
metanol se obtuvo el bencil glicosido del disacarido deseado (8) con 97 % de
rendimiento. Asi como ocurrié con 6, la desbencilacion de 8 por hidrogenacion
catalitica con Pd/C o Pd(OH)2/C como catalizadores, resuitaba extremadamente
lenta y no se conseguia completar la reaccion. Sin embargo 8 experimento
hidrogendlisis cuantitativa por transferencia catalitica heterogénea (Pd/C) de
hidrégeno, utilizando formiato de amonio en metanol caliente obteniéndose el
disacarido libre p-D-Galf(1—-4)GIcNAc (9), cristalino con excelente rendimiento (55 %

de rendimiento total a partir de 2). La reducciéon de 9 con NaBH4 condujo al alditol
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cristalino (10) que mostré senales diagnésticas (C-anomérico 109,0 ppm, C-1 y C-4
de GIcNAc 61,8 y 78,8 respectivamente) casi idénticas a las informadas para el
"disacarido alditol" aislado de glicoproteinas de T. cruzi. De esta manera se confirmé
por sintesis la estructura de este disacarido natural, interesante desde el punto de
vista biolégico.

Para la sintesis de p-D-Galf-(1—4)-[3-D-Galp-(1—-6)]-GIcNAc (23) el
compuesto de partida de la secuencia desarrollada fue el bencil 2-acetamido-3-O-
benzoil-2-desoxi-a-D-glucopiranosido (14), que se prepar6 facilmente a partir de un
procedimiento que aumenté el rendimiento total (68 %) con respecto al
anteriormente descripto (36 %). Para ello, se traté 2 con a,a-dimetoxitolueno segun
el procedimiento de Evans obteniéndose 12 con 88 % de rendimiento, que luego se
benzoilé con cloruro de benzoilo en piridina para dar 13 con 95 % de rendimiento.
La remocién del bencilidén segun la técnica descripta condujo a 14 con 81 % de
rendimiento.

Por benzoilacién de D-galactosa con cloruro de benzoilo en piridina a alta
temperatura se obtuvo la mezcla de anémeros de la perbenzoil-a,B-D-
galactofuranosa (5) informada, y ademas se aislé la perbenzoil-B-D-galactopiranosa
(15) que no habia sido descripta.

La condensacion promovida por SnCls del compuesto 14 con 1,2
equivalentes de penta-O-benzoil-B-D-galactopiranosa (15) condujo al disacarido 16
(80 % rendimiento) con formacién altamente diasteroselectiva del enlace anomérico
(configuracion B). La estructura de 16 se confimd inequivocamente por
desproteccion total. Por desbenzoilacion de 16 con NaOMe en MeOH se obtuvo el
bencil glicosido 17 cristalino (98 %). La hidrogendlisis catalitica heterogénea de 17
con formiato de amonio y 10 % Pd/C condujo al disacarido libre 18 que presenté el

mismo [a]o que el descripto en literatura y en este caso cristalino.
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La alta regioselectividad en favor del HO-6 era esperable, debido a que este
hidroxilo primario se encuentra menos impedido que el HO-4 secundario. Ademas,
se encontré que el HO-4 no podia ser glicosidado cuando se trataba tanto 14 como
16 con un exceso de 15 en presencia de SnCls. Sin embargo, la glicosidacion del
HO-4 del disacarido 16 con un exceso de penta-O-benzoil-a,-D-galactofuranosa (5)
condujo al trisacarido protegido 19 con 41 % de rendimiento. En esta reaccion
también se aislé otro compuesto correspondiente al producto de transglicosidacion,
es decir, el derivado perbenzoilado de B-D-Galf-(1—-4)-[p-D-Galf-(1—-6)]-GIcNAc
(20). La estructura de 20 se confirm6 por una sintesis directa e independiente. Por
glicosidacion de 14 con un exceso de 5 utilizando SnCl,; como promotor se obtuvo
20 con 63 % de rendimiento y presentd las mismas caracteristicas fisicas y
espectroscopicas que el producto obtenido previamente. También se aisi6 el
disacarido 21 con 27 % de rendimiento. El compuesto 21 se obtuvo con mayor
rendimiento (66 %) por tratamiento de 14 con 1,1 equivalentes de 5 en presencia de
SnCl,.

Dado que tanto la conversion de 14 al disacarido 16 y de 16 al trisacarido 19
eran promovidas por SnCls en las mismas condiciones de reaccion, se simplificé la
sintesis de 19 mediante un procedimiento en un solo paso (“one-pot”). Asi, a partir
de 14 por adicion secuencial de 15 y 5 se obtuvo 19 con formacién altamente
diasteroselectiva de los dos centros anoméricos de configuracion B con 34 % de
rendimiento.

Este procedimiento, a pesar de que no signific6 un aumento en el
rendimiento total de 19, resulta directo y sencillo, ya que conduce a 19 utilizando
galactosas perbenzoiladas como precursores, evitando la purificacion de los
productos intermedios. Otra ventaja es que las galactosas perbenzoiladas, 5 y 15,

se obtienen de manera sencilla en la misma reaccién por cristalizaciéon fraccionada.
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A efectos de obtener el trisacarido libre B-D-Galf(1—>4)[B-D-
Galp(1—-6)]GIcNAc (23), objetivo de la sintesis, se procedié a eliminar los grupos
protectores teniendo en cuenta que, para la desproteccion del disacarido 6, se habia
encontrado que convenia primero desbenzoilar y luego desbencilar. La
desbenzoilacion de 19 con NaOMe en MeOH condujo al bencil glicésido del
trisacarido deseado 22 con 99 % de rendimiento. Por hidrogendlisis del grupo
bencilo de 22 utilizando formiato de amonio-10% Pd/C en metanol caliente se
obtuvo el trisacarido libre 23 (99%). El trisacarido 23 representa una nueva
estructura de oligosacaridos unidos a proteina por residuos de treonina o serina
encontrados unicamente en glicoproteinas de T. cruzi.

La reduccién de 23 con NaBH4 condujo al alditol 24 (97 %) cuyos RMN 13C y
TH mostraron ser idénticos a los informados para el alditol disubstituido liberado por
B-eliminacion reductiva de las mucinas de la cepa G de T. cruzi .

Dado que el tipo de unién a proteina por GIcNAc y la presencia de Galf
resultaban novedosos y teniendo en cuenta que se obtuvieron por sintesis los
productos secundarios 20 y 21, resultaba interesante su conversion a los alditoles
correspondientes. Estos resultaban utiles en estudios sobre la influencia de la Galf
en la cromatografia liquida de intercambio aniénico (Dionex) que forma parte de otro
proyecto del laboratorio sobre determinacién de estructuras de mucinas de T. cruzi.

Se procedid pues a la desbenzoilacion de 20 con NaOMe en MeOH
obteniéndose 25 como producto cristalino con 98 % rendimiento. La desbencilacion
de 25 con formiato de amonio-10% Pd/C en metanol caliente condujo a 26 como
una mezcla de anémeros a,f. La reduccién de 26 con borohidruro de sodio dio 27
con 98 % de rendimiento. Siguiendo la misma secuencia de desproteccién descripta,
se obtuvieron los compuestos 28, 29 y 30.

Para realizar la primera sintesis de sintones de los disacaridos B-D-Galp-

(1-3)-D-Galf y a-D-Galp-(1—3)-D-Galf para la introduccion de Galf interna en la



Resumen 176

construccion de oligosacaridos de glicoconjugados, la estrategia fue utilizar como
precursor de galactofuranosa un derivado de D-galactono-1,4-lactona con el OH-3
libre, que luego seria glicosidado con un derivado conveniente de Galp. Teniendo en
cuenta que los grupos acilos son muy estables a las condiciones de glicosidacion
generales, y que seria conveniente obtener este derivado en un solo paso de
reaccion, se procedié a estudiar la acilaciéon parcial de la D-galactono-1,4-lactona
con cloruro de pivaloilo. Por tratamiento de esta lactona con un exceso de cloruro de
pivaloilo en piridina se obtuvo el perpivaloil derivado 31 con 82 % de rendimiento.
Asimismo, cuando se realiz6 la reaccién con 2,2 equivalentes del reactivo acilante,
se obtuvo el 2,6-di-O-pivaloil derivado 32, pues estas posiciones son las mas
reactivas debido a que el OH-6 es primario y el OH-2 se encuentra activado por
efecto inductivo del carbonilo. Una vez sintetizados los dos testigos 31 y 32, se
procedié6 a realizar la proteccién parcial de la D-galactono-1,4-lactona con 3,3
equivalentes de cloruro de pivaloilo. Se obtuvo una mezcla de 31; 2,3,6-tri-O-pivaloil
(33) y 2,5,6-tri-O-pivaloil (34) derivados; y 32 con 216; 2,6; 96 y 30 % de
rendimiento, respectivamente. La pobre selectividad en la acilacion parcial, aun con
un grupo protector voluminoso como el pivaloilo, se debe a que el OH-3 se
encuentra pseudo-ecuatorial y en una relacion trans respecto del OH-2 y de la
cadena lateral en el C-4. El bajo rendimiento obtenido para 34 sumado a la tediosa
purificacion demostraron que este método de proteccion parcial no resultaba
conveniente y era necesario desarrollar una ruta alternativa. Sin embargo, se
continud el estudio de pivaloilacién parcial de lactonas que presentaran una relacion
cis entre OH-2 y OH-3. La pivaloilacion de D-gulono-1,4-lactona con 3,6 equivalentes
de cloruro de pivaloilo resultd altamente regioselectiva en favor del 2,5,6-tri-O-
pivaloil derivado (35, 85 %) lo cual confirmaba la influencia de la configuraciéon
relativa de OH-2 y OH-3. También se aislé el perpivaloil derivado 36 como producto

minoritario (2,6 %). A partir de D-manono-1,4-lactona en las mismas condiciones de
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reaccion, cristalizé del crudo de reaccién el 2,5,6-tri-O-pivaloil derivado 37 con 50 %
de rendimiento. Se aislé ademas una pequeiia cantidad del producto perpivaloilado
38.

Considerando que la acilacién selectiva de D-galactono-1,4-lactona conducia
al 2,5,6-tri-O-acil derivado con bajo rendimiento, se pivaloilé selectivamente el OH-2
de la 5,6-O-isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (39) para obtener 5,6-O-
isopropilidén-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (40) cristalina con 79 % de
rendimiento

Una vez obtenido el aceptor deseado 40, era necesario efectuar la
glicosidacién con un derivado de galactosa piranésica. Dada la labilidad del
isopropilidén frente al SnCls, y teniendo en cuenta que se querian obtener los
enlaces glicosidicos en las configuraciones a y B, se decidié utilizar el procedimiento
del tricloroacetamidato para la activacion del oxigeno anomérico de la galactosa
convenientemente protegida.

Para la sintesis del sinton de p-D-Galp-(1—3)-D-Galf se trat6é 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-a,-D-galactopiranosa con CI3CCN y un equivalente de DBU por 30 minutos y
se obtuvo el B-tricloroacetamidato 43 como un compuesto cristalino con 80% de
rendimiento.

Para formar el enlace glicosidico B, se condens6 el aceptor 40 con el
tricloroacetamidato 43, utilizando triflato de trimetilsililo (TMSOTf) como catalizador y
se obtuvo el disacarido lacténico B 44 como un sélido amorfo con 84 % de
rendimiento. La reaccion fue altamente estereoselectiva como era de esperar debido
a la asistencia anquimérica del acilo en C-2 de 40. La reduccion de 44 con
disiamilborano condujo a 45 como un sélido amorfo con 92 % de rendimiento. El
rendimiento total del sintén de Galf interna 45, objeto de sintesis fue del 55 %.

Debido a que la ruta desarrollada para la obtencion de 45 era simple y

teniendo en cuenta que la remocion de su isopropilidén conduciria al derivado en la
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configuracién piranésica, se esbozé la posibilidad de que 45 fuera precursor también
de B-D-Galp-(1—3)-D-Galp. Por hidrolisis de 45 con AcOH acuoso, se obtuvo 46
como un sélido amorfo con 94 % de rendimiento. Se peracetilé 46 con anhidrido
acético en piridina a 5 °C , obteniéndose una mezcla de los derivados B-furanésico
47, a-furanosico 48; B-pirandsico 49 y a-piranésico §0, en relacion 12:8:33:47,
respectivamente,y un 80 % en favor de la configuracién piranésica, por lo tanto, esta
mezcla podria utilizarse sin purificar para la introduccién de p-D-Galp-(1—3)-D-Galp
en sintesis de oligosacaridos. Esta sintesis, por su simplicidad y rendimiento, se
compara favorablemente con los metodos descriptos. Se aislaron y caracterizaron
los compuestos 47, 49 y 50.

Por otra parte, el compuesto 44 se redujo con NaBHs y por posterior
agregado de NaOMe en MeOH, se obtuvo B-D-galactopiranosil-(1—3)-D-galactitol
(81) como un sélido cristalino con 98 % de rendimiento.

Para la sintesis del sinton de a-D-Galp-(1—3)-D-Galf se empled un derivado
de galactopiranosa que posee un grupo no participante en C-2 como el
tricloroacetamidato de O-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-B-D-galactopiranosilo) (62) que se
obtuvo cristalino con 69 % de rendimiento siguiendo el procedimiento descripto.

La condensacién de la lactona 40 con el B-tricloroacetamidato 52 utilizando
triflato de trimetilsililo como catalizador y éter como solvente a 0 °C condujo al
disacarido lactéonico a §3 como un sélido amorfo con 74 % de rendimiento. Por
hidrogenacién catalitica de 583, tratamiento con acido acético acuoso y posterior
acetilacion con anhidrido acético en piridina, se obtuvo 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
galactopiranosil-(1-3)-5,6-di-O-acetil-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (54)
confirmando la configuracién anomérica de su precursor §3.

Una vez comprobada la alta diastereoselectividad de la glicosidacion que

condujo al disacarido lacténico a §3, se procedio a reducir lactona y asi obtener el
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sinton objeto de sintesis. Por tratamiento de 53 con diisoamilborano se obtuvo 55
como un sélido amorfo con 88 % de rendimiento.

La obtencién del disacarido lactonico 44 no se pudo realizar utilizando SnCl,
como promotor y penta-O-benzoil-B-D-galactopiranosa (15). Sin embargo, en las
mismas condiciones, en presencia de SnCl, y penta-O-benzoil-a,p-D-
galactofuranosa, se obtuvo 56 cristalino con 58 % de rendimiento. Con el fin de
confirmar la posicion en donde ocurrié la glicosidacion, se benzoilé 56 con cloruro de
benzoilo en piridina y se obtuvo 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-
5,6-di-O-benzoil-2-O-pivaloil-D-galactono-1,4-lactona (57), confirmando la estructura
de su precursor.

Por tratamiento de 56 con NaBH, y posterior agregado de NaOMe en MeOH,
se obtuvo B-D-galactofuranosil-(1—3)-D-galactitol (68) como un soélido cristalino con
95 % de rendimiento.

En este trabajo de tesis se han sintetizado 57 compuestos, de los cuales 46
(3, 4, 6-11, 15-17, 19-38, 40, 44-47, 49-51, 53-58) no se encontraban descriptos en

literatura.

Parte de esta tesis dio lugar a las siguientes publicaciones:

“Regioselective acylations of aldono-1,4-lactones”
Carola Gallo, Lucio O. Jeroncic, Oscar Varela and Rosa M. de Lederkremer.
J. Carbohydr. Chem. 1993, 12, 841.

“First synthesis of p-D-Galf(1-4)GIcNAc, a structural unit attached O-
glycosidically in glycoproteins of Trypanosoma cruzi

Carola Gallo-Rodriguez, Oscar Varela and Rosa M. de Lederkremer

J. Org. Chem. 1996, 61, 1886-1889

“One-pot synthesis of p-D-Galf(1-4)[p-D-Galp(1—-6)]GIcNAc, a “core”
trisaccharide linked O-glicosidically in glicoproteins of Trypanosoma cruz/’
Carola Gallo-Rodriguez, Oscar Varela y Rosa M. de Lederkremer

Carb/o\hydr. Res., 1997. En prensa.
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