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SINTESIS Y ANALISIS CONFORMACIONAL DE OLIGOSACARIDOS
ANIONICOS

Se sintetizaron y caracterizaron espectroscopicamente derivados anidnicos de metil B-
laminarabiésido, metil B-laminaratriésido y metil B-maltdsido, sustituidos en los grupos
hidroxilos primarios. Se prepararon también derivados sulfatados de laminara-oligosacaridos
(DP>5).

Se estudid la influencia de los sustituyentes anidnicos en el enlace glicosidico. Los
derivados 6,6’-di-O-sulfato (36 y 38), 6,6’-di-O-fosfato (52 y 53), 6,6’-di-O-succinato (56 y
57) del metil B-laminarabidsido (13) y metil B-maltésido (17), respectivamente, v los
correspondiente uronatos (60 y 61), asi como, el derivado neutro (5) y sulfatado (35) de
laminara-oligosacaridos se eligieron como compuestos modelo.

La conformacion de oligosacaridos anidnicos en solucion se estudié mediante técnicas
de espectroscopia de RMN y calculos de mecédnica molecular usando los campos de fuerza
MM2 (e: 78, €:1 D y modelo continuo de agua), MM3 (g: 78 D) y AMBER (g: 78 D). Las
evidencias experimentales de NOEs basadas en experimentos de NOESY y ROESY fueron
comparadas con los resultados obtenidos por calculos de mecéanica molecular. Los derivados
anidnicos se compararon con el compuesto neutro de partida.

Las mayores diferencias se observaron para los derivados fosfatados y sulfatados,
tanto en maltdsidos como laminarabiésidos. Resultados cualitativos sugieren para laminara-

oligosacaridos mayor restriccién de movimientos internos para los derivados sulfatados.

Palabras claves: sintesis de oligosacaridos anidnicos; cédlculos de mecanica y dindmica

molecular; RMN; analisis conformacional.



SYNTHESIS AND CONFORMATIONAL ANALYSIS OF ANIONIC
OLIGOSACCHARIDES

Anionic derivatives of methyl (B-laminarabioside, methyl B-laminaratrioside and
methyl B-maltoside, substituted in the primary hydroxyl groups, were synthesized and
characterized spectroscopically. Sulfated laminara-oligosaccharides (DP>5) were also
prepared.

The influence of anionic substituents on the glicosidic linkage was studied 6,6’-di-O-
sulfated (36 and 38), 6,6’-di-O-phosphated (52 and 53), 6,6’-di-O-succinilated (56 and 57)
derivatives of metil B-laminarabioside (13) and metil B-maltoside (17) and the corresponding
uronates (60 and 61), as well as unsulfated (5) and sulfated (35) derivatives of laminara-
oligosaccharides were chosen as oligosaccharides models.

The solution conformation of anionic oligosaccharides has been studied through NMR
spectroscopy and molecular mechanics calculations using the MM2 (e: 78, e: 1 D and
continuum water model), MM3 (e: 78 D) and AMBER (g: 78 D) force fields. All the
experimental evidences from the NOEs based on NOESY and ROESY experiments have
been assisted with molecular mechanics calculations. The anionic derivatives, were compared
with the parent compounds

Mayor differences were found for fosfated and sulfated derivatives, both in maltosides
and laminarabiosides. Qualitative results for laminara-oligosaccharides suggest internal

motion mayor restriction for sulfated derivatives.

Keywords: synthesis of anionic oligosaccharides; molecular mechanics and dynamics

calculations ; NMR; conformational analysis.
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Introduccion

Los hidratos de carbono, una de las biomoléculas mas abundante en la naturaleza,
existen en forma de oligo- y polisacaridos complejos, unidos covalentemente a
lipidos y proteinas, tanto en la superficie de las células, como en los fluidos biol6gicos. Hasta
fines de los afios 60 se pensaba que los hidratos de carbono desempefiaban, de manera
exclusiva, funciones estructurales (como la celulosa o la quitina) o energéticas (como la
glucosa o el almidén). Sin embargo, en los ultimos afios, el papel que ha tenido mayor interés
es el que ejercen como marcadores del reconocimiento celularl®'“©™!. Participan en procesos
tales como la eliminacién de glicoproteinas y células del sistema circulatorio, la fagocitosis
no inmune, el desarrollo embrionario, los procesos de adhesién microbiana, el
reconocimiento de antigenos, la metastasis celular, la fertilizacion, etc!®LCl 14 capacidad de
supervivencia de un organismo infectado por una bacteria se basa, en gran medida, en la
respuesta inmunolégica a los polisacdridos de la pared celular bacteriana, que actian como
punto de anclaje del organismo invasor. Por lo general, mas del 70% de los anticuerpos
obtenidos frente a células enteras presenta reaccion frente a estructuras oligosacaridicas.

La longitud de estos polisacaridos implicados en procesos de reconocimiento
esenciales para la vida, en la mayoria de los casos, es inferior a las 20 unidades. Sin embargo,
las distintas posibilidades de configuracién anomérica, de puntos de unién, de estados de
oxidacion o reduccion y de sustitucion, dan lugar a un gran abanico de topologias que la
naturaleza utiliza como un amplio y sofisticado vocabulario. Los azicares tienen una gran
capacidad de almacenar informacidn.

En particular, los polisacaridos anidénicos son agentes antitromboéticos y antilipémicos,
ademds afectan el crecimiento celular y tienen actividad antitumor inmunosupresora, y
actividad anti-VIH. Entre los polisacaridos sulfatados naturales podemos citar la agarosa
sulfato, toda la familia de carragenanos y la de glicosaminoglicuronanos (heparina, condroitin

[6ZPCI&] encontrd que la actividad de la

sulfato, dermatan sulfato, etc.). En 1936, Bergstrom
heparina estaba relacionada con la presencia de los grupos sulfatos en la cadena glicosidica.
En 1958, Gerber®*™5% reporté que los polisacaridos sulfatados inhibian la replicacién viral.
En 1986, De Clercq[“JMC'“'] anticipé que los compuestos polianidnicos tales como el
dextran sulfato o polisacaridos sulfatados serian posibles drogas contra el sindrome de
inmunodeficiencia adquirido (SIDA). Debido a la importancia farmacolégica y/o industrial
que revisten, han sido y son extensamente estudiados. En bibliografia, se describe la
preparacion de derivados sulfatados de dextrano, chintino, xilofurananos, ribofurananos,

curdlanos, alquil Jaminara-oligosacéridos y alquil malto-oligosacaridos, obteniéndose
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derivados con importante actividad anti-VIHP7MAY24 98CARS2T] Er particular, el curdlano y
los alquil laminara-oligosacaridos y malto-oligosacaridos sulfatados presentan ventajas
terapéuticas debido a su baja actividad anticoagulante®7C1164 94CARS1, 9TMA3224]

Las interacciones idnicas entre macromoléculas bioldgicas cargadas han sido
analizadas, por ejemplo, la heparina con la antitrombina III(3B%826] |5 carga negativa del
pentasacérido activo de la heparina reaccionaria con la zona helicoidal de la antitrombina III
que posee 3 residuos de lisinas cargados en una posicion espacial apropiada para la

interaccion. Mas recientemente, Uryu y colaboradores(?2BF2385. 9TMAI997]

proponen que el
efecto inhibidor del curdlano sulfatado en la infeccién de VIH puede deberse a la interaccion
de la carga positiva de la glicoproteina (gpl20) del virus con la carga negativa del
polisacérido sulfatado. Esta interaccidon probablemente cause cambios en la conformacién de
la glicoproteina y estos cambios inhibirian la unién de gp120 con los receptores CD4 de los
linfocitos T89'11149, 94V73s]

Los hidratos de carbono son moléculas bastante flexibles y existen en solucién como

(93CO%1 " Un conocimiento del rol de los

una mezcla compleja de distintos conférmeros
hidratos de carbono en los sistemas bioldgicos requiere del analisis de la distribucién en el
equilibrio de los conférmeros en solucién acuosa.

La estructura tridimensional juega un papel fundamental. En la actualidad existen
diferentes técnicas que pueden permitir el conocimiento de dicha estructura:

- La difraccion de rayos X constituye uno de los métodos mas utilizados en la
determinacién de la estructura de biomoléculas. El analisis del patrén de rayos X proporciona
una informacién extremadamente detallada de la conformacién adoptada en estado sélido.
Desafortunadamente, el entorno de la biomolécula en un cristal es bastante distinto al entorno
de dicha molécula en el medio biolégico y, por lo tanto, la estructura determinada por
difraccion de rayos X puede presentar desviaciones considerables con respecto a la estructura
tridimensional en solucién. Por otra parte, el empaquetarse para formar un cristal, el azicar
tiende a adoptar conformaciones nicas. Sélo cristaliza uno de los conférmeros presentes en
solucion y se pierde toda la informacidn relativa a la flexibilidad molecular. Un problema
adicional radica en la carencia de informacion sobre hidratos de carbono que actualmente
existe en los bancos de datos de estructuras cristalograficas.

- El conocimiento de la estructura tridimensional del oligosacarido en solucién, sélo
puede obtenerse mediante técnicas de resonancia magnética nuclear, basadas
fundamentalmente en las medidas de efecto nuclear Overhauser®**®). En general, la ausencia

relativa de restricciones experimentales (escasos nimeros de NOEs), asi como la flexibilidad
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de determinadas uniones glicosidicas, hacen imprescindible la utilizacién de calculos tedricos
de mecéanica y dinimica molecular para interpretar los datos experimentales*ACS! 14
fiabilidad de dichos célculos se apoya, fundamentalmente, en la validez de los pardmetros
utilizados por la superficie de potencial empirica (campo de fuerza). Un problema en este tipo
de célculos es la ausencia, hasta la fecha, de un conjunto de parametros de validez general,
suficientemente acorde con los datos experimentales. El problema en los hidratos de carbono
es que hasta 1990 no existia ningin campo de fuerzas especialmente parametrizado para
tratar con estas biomoléculas. A pesar de estos problemas, la combinacién de estudios de
resonancia magnética nuclear con calculos tedricos proporciona, en la mayoria de los casos,
una informacién extraordinariamente valiosa sobre la estructura de los hidratos de carbono en
solucion.

La interaccion idnica de polisacéridos aniénicos con proteinas es responsable de

2 . . )
(83/BCS8 6], como fuera mencionado anteriormente. Su estudio

diferentes actividades bioldgicas
requiere, en primer lugar, del andlisis de la estructura tridimensional de los oligosacaridos
libres en solucion. Estos datos permitirian estudiar la interacciéon proteina-carbohidrato,
analizando el oligosacérido asociado a la proteina por técnicas de RMN. Este estudio podria
dar respuesta a interrogantes tales como: cémo se obtiene la especificidad; como se
complementan las zonas polares y no polares del hidrato de carbono y la superficie de la
proteina; si es posible aplicar el modelo llave cerradura inicialmente propuesto por Fisher;
hasta qué grado son flexibles los oligosacaridos en solucién y, si lo son, como pueden
reconocerse con tan gran especificidad; cudl es el papel del solvente.

En estudios previos en nuestro laboratorio sobre P-(1—3)-glucanos con actividad
antitumor (anti sarcoma 180), se ha encontrado que por sulfatacién la actividad disminuye,
fundamentalmente por el cambio conformacional inducido por la presencia de grupos
cargados. Sin embargo, si se varian las condiciones de sulfatacion, los glucanos sulfatados
obtenidos retienen Ja actividad antitumoral, con la ventaja adicional de que los derivados
anidnicos son solubles en agua, mientras que el polisacarido nativo no lo es, lo que mejora su

[89CAR329, 91JP256]

aplicabilidad terapéutica . Por otra parte, los derivados sulfatados de alquil

oligosacaridos con uniones glicosidicas B-(1—3) y o-(1—>4) presentan potente actividad anti-

VIH[94MA6695, 94CARS1, 95SMA6697] [97TMAI1997, 9TMA3224]

, equivalente al curdlano sulfatado , como se

mencionara anteriormente.



Introduccion

Debido a la importancia biolégica que presentan los oligosacaridos anidnicos con uniones
glicosidicas B-(1—>3) y a-(1—4), result6 de interés estudiar la conformacién en solucién de
estas moléculas.

El objetivo de la presente tesis fue la sintesis y el estudio conformacional de
oligosacaridos anidnicos con uniones glicosidicas B-(1->3) y a-(1—->4).

En la etapa sintética, se desarrollé una metodologia estandar, que permitié la obtencion de
derivados a través de una secuencia sintética en comun. Esta secuencia para la derivatizacién
regioselectiva en el hidroxilo primario (sulfatacion, fosfatacion, succinilacion y oxidacion a
acidos urdnicos) se bas6 en métodos tradicionales: tritilacion, bencilacién, destritilacion,
derivatizacion y hidrogendlisis. La derivatizacién directa, que es preferencial en el hidroxilo
primario, se ensayd sélo para la sulfatacion de metil B-maltdsido, metil B-laminarabidsido y
laminara-oligosacaridos.

El estudio de la estructura tridimensional en solucién de los derivados anidnicos de
laminarabiosa, laminara-oligosacaridos y maltosa, se realizé en forma sistematica mediante
resonancia magnética nuclear, asistida por calculos de mecanica y dinamica molecular,
habiéndose utilizado distintos campos de fuerzas para los disacaridos. En los oligosacaridos,
se analizaron los datos de relajacion heteronuclear para detectar la presencia de movimientos
internos.

Los resultados obtenidos pueden servir de base para el estudio de interacciones

carbohidrato-proteina, implicadas en procesos biolégicos.
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Sintesis de oligosacdridos anionicos

2.1 Introduccion:

El objetivo primario de la etapa sintética fue la obtencién de derivados ani6nicos de
maltosa, laminarabiosa y oligosacaridos relacionados, para lo cual se desarrollé una
metodologia estiandar que permiti6 la obtencién de los diversos derivados a partir de una
secuencia sintética en comun.

Se utiliz6 la maltosa de origen comercial, mientras que laminarabiosa y oligosacaridos
superiores se prepararon por acetolisis del curdlano. Esta via degradativa resulté mas eficiente
que la sintesis por condensacién de derivados de glucosa convenientemente protegidos.

En todos los casos se obtuvieron los derivados peracetilados que sirvieron de sustratos
en la sintesis de los respectivos metil glicésidos a través de reacciones de Koenigs-Knorr. El
bloqueo de los centros anoméricos de los extremos reductores tuvo por finalidad la sintesis de
compuestos con mayor estabilidad y diastereoméricamente puros.

Los metil glicdsidos acetilados fueron total o parcialmente desacetilados con el objeto
de introducir los grupos funcionales anidénicos. La remocién total de grupos acetilos proveyé
sustratos que sirvieron para investigar la introduccién regioselectiva de grupos sulfatos en
oligosacaridos (ensayadas sobre metil maltosido, laminarabidsido y laminara-oligosacaridos);
mientras que la desacetilacion parcial tuvo por finalidad investigar la remocién selectiva de
grupos acetatos, para después funcionalizar el grupo hidroxilo libre.

Cuando se pretende transformar selectivamente un determinado grupo funcional en un
compuesto que es polifuncionalizado, los demas sitios reactivos deben ser temporalmente
bloqueados, salvo que el reactivo empleado reaccione selectivamente con dicho grupo con
buen rendimiento. Como antecedente puede mencionarse que diversos agentes sulfatantes
reaccionan con hexosas (o derivados) para dar inicialmente 6-O-sulfatos, aunque pueden
obtenerse compuestos de mayor grado de sulfatacién. No se encontraron diferencias
significativas en la selectividad de varios reactivos (CISO;H/Py; SO3.Py/Py 6 DMF), aunque
con SO;.Py en DMF la polisulfatacion de la glucosa fue minimizada/®"’°¢'?*®]. Durante el
presente trabajo de tesis, se logro la sulfatacién selectiva de los grupos hidroxilos primarios
en metil maltésido, laminarabiésido y laminara-oligosacaridos; sin embargo, la separacion del
producto de reaccion se logré en forma parcial y con dificultades, por esto, los métodos
directos se discontinuaron como metodologia preparativa.

Al ser Jos sustratos empleados compuestos polihidroxilados, la via més eficaz para la

derivatizacion regioselectiva (sulfatacion, fosfatacion, succinilacidon y oxidacién a &cidos
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urénicos) se bas6 en las diferencias de reactividad de los grupos hidroxilos frente a
determinados grupos protectores. De este modo se empled la secuencia: tritilaciéon de los
hidroxilos primarios, bencilacion, destritilacion, derivatizaciéon en los grupos hidroxilos
primarios y desbencilacion. Esta metodologia no sélo permitié la derivatizacion selectiva,
sino que permitié la purificacién y aislamiento de los productos en forma sencilla. En forma
analoga, la O-sulfatacién regioselectiva de los grupos hidroxilos C-2, C-2’ y C-3’ de
laminarabiosa, se logré luego de bloquear los grupos hidroxilos C-4 y C-6 con bencilidén

acetal, el cual fue finalmente removido.

2.2 Descripcion y discusion de los resultados obtenidos:

2.2.1 Preparacion de derivados de laminara-oligosacaridos y de maltosa:
La preparacion de sustratos convenientemente protegidos permitié la sintesis
regioselectiva de los derivados anidnicos (sulfatos, fosfatos, succinatos y uronatos) de

laminara-oligosacéridos y de maltosa.

2.2.1.a Obtencion de metil glicosidos:

Los metil glicosidos de la serie de laminara-oligosacaridos se obtuvieron a través de la
secuencia acetolisis del curdlano, posterior glicosidacién por el método de Koenigs-Knorr y
desacetilacion. El metil B-maltédsido a partir de D-maltosa comercial a través de la secuencia
peracetilacion, glicosidacion y desacetilacion. Las secuencias de obtencién de metil B-
laminara-oligosacaridos y metil B-maltésido pueden observarse en las figuras | y 2

respectivamente.
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2.2.1.a.1 Acetolisis del curdlano:

Laminarabiosa (1), a-laminarabiosa octaacetato (2), ct-laminaratriosa peracetilada (3),
o-laminaratetraosa peracetilada (4) y laminara-oligosacaridos (5) pueden ser obtenidos por
sintesis o por degradacién quimica o enzimatica a partir de polisacaridos que posean uniones
B-(1—> 3)-glucosidicas.

Los métodos sintéticos no superan rendimientos del 45 al 60% en la reaccién de

condensacién de acetobromoglucosa con 2-0-bencil-4,6-0O-bencilidén-a-D-

[90AJC665] {79CAR245,

glucopiranésido o de 2-O-benzoil-4,6-O-bencilidén-a-D-glucopiranésido

521CS12243)  nara obtener un derivado de laminarabiosa. La obtencién de laminara-

oligosacaridos requiere de mas pasos y los rendim’entos son pobres!®*CAR8!],

La serie de laminara-oligosacaridos acetilados puede obtenerse por acetdlisis de

[91CAR133, 94MA6695] [773C305) (96BMC1849]

curdlano , laminarano, pachymano y escleroglucano con

rendimientos entre 23 y 30% para el disacarido. También pueden obtenerse por acetilacion de

los oligosacaridos provenientes de la hidrélisis 4cida de laminarano!®*MCC328)

[62MCC330] [94MA6695])

pachymano y curdlano con rendimientos de ~10% o hidrdlisis enzimatica

de curdlano en la cual se reportan los rendimientos mas elevados (50%)®!¢AR133],
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De los posibles métodos se eligié la acetélisis, ya que es particularmente simple,
permite obtener en una sola reaccion y por posterior purificacién la familia de laminara-
oligosacaridos y se dispuso de curdlano comercial. En cambio la sintesis de enlaces
glicosidicos insumen mayor tiempo y se obtienen, en general, bajos rendimientos. Por tltimo,
los métodos enzimaticos, si bien son mas eficientes, tienen como desventaja la disponibilidad
de la enzima.

Por acetdlisis del curdlano con anhidrido acético:acido acético:acido sulfurico
(2:2:0.1) durante 5:30 h, a 80°C se obtuvol®’“AR!) o _laminarabiosa octaacetato (2) con un 24%
de rendimiento y 15% de a-D-glucopiranosido pentaacetilado (1), 18% de a-laminaratriosa
undecaacetato (3), 8% o-laminaratetraosa peracetato (4), 10% de laminara-oligosacaridos de
aproximadamente 5 a 10 unidades de glucosa (5) (este rendimiento aumenta al 40% si la
reaccion se realiza a temperatura ambiente por 24 h) y un 25% de oligosacaridos de mayor
peso molecular, Los rendimientos son similares a los reportados en bibliografial®'“AR!133,
Ademas, se modificaron las condiciones de reacciéon para obtener mayor rendimiento de
oligosacaridos de mayor peso molecular, ya que eran necesarios para nuestro estudio. De

[77JC305, 91CAR133, 94MA6695]

acuerdo con bibliografia se obtienen los acetatos anoméricos d.

En la mezcla de laminara-oligosacaridos el numero de unidades de glucosa es igual 6
mayor que 5 unidades ya que en la obtencion de la misma se separaron puros hasta
laminaratetraosa y las fracciones posteriores se utilizaron como mezcla de oligosacaridos.

Los puntos de fusidn y poderes rotatorios de los productos 1(63MCC2IT 5 (77)C305)

3(79CB1046)

y
se correspondieron con los publicados en bibliografia.

Los espectros de RMN-'H y '>C para laminarabiosa peracetilada 2 son acordes con los
publicados!’*“®'%), [ os espectros de la serie de laminara-oligosacaridos peracetilados 3, 4 y

5 se asignaron por comparacién con el precursor de la serie de oligosacaridos acetilados 2.
2.2.1.a.2 Acetilacion de la maltosa:

La 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosil-(1>4)-1,2,3,6-tetra-O-acetil-o-D-
glucopiranosa (6) fue obtenida a partir de maltosa comercial, de acuerdo con técnicas de
bibliograﬁa[62MCC326‘ 62MCC211, 49IA3IT3] Qe trat6 D-maltosa en presencia de exceso de anhidrido
acético-piridina durante un dia a temperatura ambiente obteniéndose en estas condiciones
mayoritariamente el anémero a. El compuesto cristalino se caracterizé como 2,3,4,6-tetra-O-

acetil-a-D-glucopiranosil-(1—>4)-1,2,3,6-tetra-O-acetil-D-glucopiranosa  (octa-O-acetil a-

11
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maltosa) (6) con un rendimiento del 80%. Las propiedades fisicas del compuesto 6 coinciden

con las reportadas en bibliografial'*A!27¢,

2.2.1.a.3 Glicosidaciones:

El extremo reductor fue glicosidado para evitar la mezcla de anémeros permitiendo el
uso de sustratos diastereoisoméricamente homogéneos, ademds de protegerlo en las
posteriores etapas de modificacién del resto de la molécula.

Los metil glicdsidos peracetilados de laminarabiosa, laminaratriosa, laminaratetraosa,
laminara-oligosacaridos y maltosa 7-11 fueron obtenidos empleando el método de Koenigs
Knort”B1%467) 1 activacion del extremo reductor se llevé a cabo sintetizando el bromuro de
glicosilo a partir de los derivados de maltosa y laminara-oligosacéridos peracetilados 2-6, con
HBr 30% en 4cido acético glacial y en 1,2-dicloroetano. Los productos formados poseian el
atomo de bromo en la posicion axial, fuertemente favorecida por efecto

7 . . . . '
[6510C3387) 1,05 bromuros obtenidos se emplearon sin posterior purificacién y

endoanomérico
por tratamiento con metanol en presencia de Ag,CO; fueron transformados en los B-metil
glicésidos 7-11 con rendimientos del 85, 80, 75, 89 y 90%, respectivamente. La
estereoespecificidad observada en la glicosidacién se correlaciona con la formacién del i6n
acetiloxonio para dar 1,2 trans glicdsidos. Para los compuestos 7 y 11 se obtuvieron
rendimientos superiores a los descriptos en bibliografia (80% en ambos  metil
glicosidosPHCS1243: 741CS88)y  Los metil glicosidos 8 y 9 fueron obtenidos con altos

[3CAR8L] se reporta la sintesis quimica

rendimientos en dos pasos de reaccion. En bibliografia
de dichos compuestos con més pasos de reaccién y con menor rendimiento. La mezcla 10
compuesta por metil laminara-oligosacaridos se caracterizé por comparacién de su espectro
de RMN-'C con los correspondientes a laminara-oligosacaridos peracetilados y los metil B-
glicésidos 8 y 9. Los carbonos anoméricos aparecen aproximadamente a 89 ppm en los
compuestos peracetilados 2, 3,4 y 5, y a 100 ppm aproximadamente en los metil glicésidos.
Por otra parte, se observé la sefial de OCH3 a 56 ppm.

Las propiedades fisicas (punto de fusién y poder rotatorio) de los compuestos

7[52JCS 1243} 8[93CAR8 1] 9[93CAR8!] 1[66JOC2227]

yl se correspondieron con las publicadas.
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En la secciéon experimental 2.3.5.a.1.3 se muestran las asignaciones espectrales
(RMN-'H y '*C) para los compuestos 7097/CS2383] gI3CAR8I] gI93CARBI] o 4 (741CS88, 77CAR299]

que coinciden con los datos de bibliografia.

2.2.1.a.4 Desacetilaciones:

Se utiliz6 un procedimiento desarrollado en nuestro laboratorio®'“!*). La reaccién se
llevé a cabo empleando metanol-amina terciaria (trietilamina o N-metilpirrolidina) a
temperatura ambiente para desacetilar la mezcla de laminara-oligosacaridos peracetilados (5)
y los metil glicésidos peracetilados 7-11. La metodologia es ventajosa ya que los reactivos y
subproductos son eliminados por simple evaporacién, pudiéndose emplear el producto sin
posterior purificacion. Asi, se obtuvieron cuantitativamente laminara-oligosacaridos (12) y
los metil B-glicésidos de laminarabiosa, laminaratriosa, laminaratetraosa, laminara-

[P3CAR8I] se describe la obtencion de 13, 14 y

oligosacaridos y maltosa (13-17). En bibliografia
15 empleando NaOMe/MeOH con aitos rendimientos pero resulta mas tedioso el aislamiento
debido a que la interrupcién de la reaccién requiere del agregado de acido y un posterior
proceso de purificacién con Bio Gel P-2.

En la seccidn experimental (2.3.5.a.1.4) se describen las propiedades fisicas y los
espectros de RMN-'H y/o C que se corresponden con los publicados para los compuestos

13[52.IC51243. 93CAR8I]) 14[93CAR81] 15[93CAR811 17[521CSI243, 77CAR299] La asignacién de los

y
espectros correspondientes a laminara-oligosacédridos (12) y metil B-laminara-oligosacaridos

(16) se realiz6 por comparacidn con los correspondientes a los compuestos 13-15.

2.2.1.b Obtencion de oligosacdridos con grupos hidroxilos primarios libres:

Se sintetizaron derivados de laminarabiosa, laminaratriosa y maltosa con sus grupos
hidroxilos primarios libres, que posteriormente fueron esterificados con grupos aniénicos u
oxidados. Este método indirecto es mas laborioso pero tiene la ventaja que es posible
derivatizar los hidroxilos primarios sin emplear reacciones quimioselectivas, ni utilizar
cantidades estequiométricas de reactivo. Por otra parte, se aumenta la solubilidad en solventes
organicos facilitando la purificacién.

Entre las posibles secuencias descriptas en bibliografia para obtener derivados con

hidroxilos primarios libres, con procesos sencillos y altos rendimientos, se pueden mencionar:

13
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En la seccion experimental 2.3.5.a.1.3 se muestran las asignaciones espectrales
(RMN-'H y 3C) para los compuestos 717/C52383] gI3CAR8I] g[S3CARSI] 1 1 [741CS88, 77CAR299]

que coinciden con los datos de bibliografia.
2.2.1.a.4 Desacetilaciones:

Se utiliz un procedimiento desarrollado en nuestro laboratorio®>“!?!. La reaccion se
llevd a cabo empleando metanol-amina terciaria (trietilamina o N-metilpirrolidina) a
temperatura ambiente para desacetilar la mezcla de laminara-oligosacéaridos peracetilados (5)
y los metil glicésidos peracetilados 7-11. La metodologia es ventajosa ya que los reactivos y
subproductos son eliminados por simple evaporacién, pudiéndose emplear el producto sin
posterior purificacion. Asi, se obtuvieron cuantitativamente laminara-oligosacaridos (12) y
los metil PB-glicésidos de laminarabiosa, laminaratriosa, laminaratetraosa, laminara-

[P3CAR81] se describe la obtencion de 13, 14 y

oligosacaridos y maltosa (13-17). En bibliografia
15 empleando NaOMe/MeOH con altos rendimientos pero resulta mas tedioso el aislamiento
debido a que la interrupcién de la reaccion requiere del agregado de acido y un posterior
proceso de purificacién con Bio Gel P-2.

En la seccién experimental (2.3.5.a.1.4) se describen las propiedades fisicas y los
espectros de RMN-'H y/o *C que se corresponden con los publicados para los compuestos

13052Cs1243, 93CAR31], 1 4[93CAR81], 15193CARSI] 71521CS1243, TICAR299] | o asignacion de los

y 1
espectros correspondientes a laminara-oligosacaridos (12) y metil B-laminara-oligosacaridos

(16) se realizé por comparacidn con los correspondientes a los compuestos 13-15.

2.2.1.b Obtencion de oligosacdridos con grupos hidroxilos primarios libres:

Se sintetizaron derivados de laminarabiosa, laminaratriosa y maltosa con sus grupos
hidroxilos primarios libres, que posteriormente fueron esterificados con grupos aniénicos u
oxidados. Este método indirecto es mas laborioso pero tiene la ventaja que es posible
derivatizar los hidroxilos primarios sin emplear reacciones quimioselectivas, ni utilizar
cantidades estequiométricas de reactivo. Por otra parte, se aumenta la solubilidad en solventes
organicos facilitando la purificacién.

Entre las posibles secuencias descriptas en bibliografia para obtener derivados con

hidroxilos primarios libres, con procesos sencillos y altos rendimientos, se pueden mencionar:

13
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-Tritilacién, esterificacion (acetatos o benzoatos), destritilacion [8!CAR!7. $3MCCIE8]

-Tritilaci6n, eterificacién (bencilos), destritilacion®®<534%],

Cuando los grupos protectores son ésteres, en la etapa de destritilacion se han
obtenido frecuentemente productos de migracion de dichos sustituyentes8#CC311, 631CS3970]
Son conocidas las migraciones de acetatos o benzoatos hacia los hidroxilos primarios, en
medio basico u acido; que estan favorecidas por la ayuda anquimérica de los grupos vecinos.
El remplazo de los grupos ésteres por éteres evitan la migracion. Entonces, se siguié la
metodologia de tritilacién, bencilacién y destritilacion. Se eligid el grupo bencilo ya que se
puede clivar facilmente por hidrogendlisis.

Esta secuencia de reacciones se realizé con metil B-laminarabidsido (13), metil -
laminaratridsido (14) y metil $-maltésido (17) como puede observarse en las figuras 3,4 y 5,
respectivamente.

Esta secuencia de protecciones y desprotecciones, en la cual los grupos cargados son

introducidos hacia el final de la preparacion, emplea compuestos solubles en solventes

organicos, facilmente purificables por cromatografia en columna de silica gel.
OR

OH OH
TrCVPy 0
HO 0 HO
- OMe o OMe
OH o
13 R' R
18 Tr Tr
BnBr/DMF/NaH 18a Tr H
18a' H Tr
EtOH:CHCl, (10:2) v
OR’ OR  PyHCI OR' OR
-
0 O Bno 0] BnO O BnO 0
1o o OMe BnO o OMe
OBn OBn OBn OBn
Rl R R' R
24 H H 21 Tr Tr
242 H Bn 2l1a Tr Bn
24a' Bn H 21a' Bn Tr
Figura 3
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OH OR'
HO 0 TrClPy HO 0
HO OH — > HO OR
HO O 0 HO O 0
HO OMe HO OMe
1 OH OH
R R
BaBr/DMF/NaH » T T
20a Tr H
OR' EtOH:CHCl3 (10:2) OR'
nO 0 _ PyHC BnO 0
BnO OR = BnO OR
BnOQ 0 BnOg 0]
BnO OMe BnO OMe
OBn OBn
R’ R R R
26 H H 22 Tr Tr
26a H Bn 23 Tr Bn
Figura 5

2.2.1.b.1 Tritilaciones:

Una eterificacion selectiva muy conocida es la formacién de tritil-éter, en la cual, un
grupo hidroxilo primario es mucho mas reactivo que uno secundario. En la maltosa los dos
grupos hidroxilos primarios muestran diferente reactividad, como ejemplifica la mono-
tritilacion  de B-maltosa“”ocsss] o bencil PB-maltésidol®3ANNI®l  1og que rinden
mayoritariamente el 6’-O-tritil derivado. La gran diferencia de reactividad de los hidroxilos
primarios de la maltosa y sus derivados ha sido atribuido a que el ambiente estereoelectronico
de cada hidroxilo es diferente!®““!®¥ Modelos moleculares de la maltosa y de su metil
glicésido indican que las posiciones 2°, 3 y 6 presentan mayor impedimento estéricol7%/A%834]
En bibliografia, se reporta la tritilacion del metil B-laminarabiésido con 1.1 equivalente de
cloruro de tritilo y obtuvieron una mezcla del 6-O-tritil y 6’-O-tritil derivado de muy dificil
separacion(®!CARIY7],

Se tritilaron metil B-laminarabidsido (13), metil B-laminaratriésido (14) y metil B-
maltésido (17) con 2 equivalentes de cloruro de tritilo por hidroxilo primario en piridina. El
empleo de agua para destruir el exceso de cloruro de tritilo y extraer las sales fue mucho

menos eficiente que cuando se empleé metanol (formacién de TrOMe) seguido de la
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eliminacién de sales 4cidas con resina de intercambio idnico y purificacion cromatografica

HUZCS4T701 o TEA para evitar destritilacon. Los disacéridos

(silica gel) en presencia de NH40
tritilados resultaron sélidos amorfos caracterizados por espectroscopia como 6,6’-di-O-tritil
derivado de laminarabiosa (18) y maltosa (20) con rendimientos de 70 y 54%,
respectivamente (entrada 1 y 4 tabla 2.2.1.b), que mostraron actividad dptica ([o]p=+5,5° y
+38,6 ° respectivamente). Solo forzando las condiciones de reaccién (excesos de TrCl y
varios dias de reaccién) se lograba tritilacion completa; pero bajo las condiciones empleadas
se obtuvieron, con bajos rendimientos, derivados monotritilados: para laminarabiosa se
obtuvo 7% de la mezcla 6-O-tritil (18a’) y 6’-O-tritil (18a) (relacion 1:4,8), mientras que en
la maltosa se obtuvo un 9% del derivado 6’-O-tritil (20a) ([a]p=+34,8°), caracterizados por
espectroscopia. Puede observarse una mayor diferencia de reactividad de los hidroxilos
primarios de la maltosa respecto de laminarabiosa; en ambos azucares la posicién 6’ es la mas
libre de impedimento y la mas reactiva, mientras que la posicion 6 en el metil B-
laminarabiésido se encuentra menos impedida que en el metil B-maltésido, de acuerdo con
resultados de bibliograﬁammm' 81CARIST] L os rendimientos aumentaron cuando se bencilé el
derivado tritilado sin purificacién cromatografica.

El metil 6,6’,6’-tri-O-tritil-B-laminaratriésido (19) fue empleado sin purificacién en
la posterior etapa de bencilacién.

El andlisis elemental de los compuestos 18, 20 y 20a se corresponden con su formula
molecular.

Los espectros de RMN-'H y '>C se determinaron en comparacién con el metil
glicésido precursor y metil 6-O-tritil glucopirandsido. La asignacion completa de los

espectros se describe en la parte experimental.
2.2.1.b.2 Bencilaciones:

Los derivados bencilados se obtuvieron por tratamiento de los sustratos correspondientes con
bromuro de bencilé en presencia de hidruro de sodio®4TH4303],

La bencilacién de metil 6,6’-di-O-tritil-B-maltésido (20) permitié la obtencién del
correspondiente 6,6’-di-O-tritil-pentabencil derivado (23) con 80% de rendimiento luego de
purificacion cromatografica (entrada 1, tabla 2.2.1.b) y un rendimiento global del 43% luego
de la secuencia tritilacion-bencilacién, que sélo se mejord ligeramente (48%) cuando el

derivado tritilado 20 fue bencilado sin purificacion previa (entrada 2, tabla 2.2.1.3.b). En este
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ultimo caso se obtuvo ademads el metil 6’-O-tritil-hexabencil-B-maltésido (23a) con 8% de
rendimiento global.

El metil 6,6’-di-O-tritil-B-laminarabiésido pentabencilado (21) se obtuvo por
bencilacién de su precursor 18 y fue empleado sin purificacién en la posterior etapa de
destritilacion.

Por tdltimo, por bencilacién de metil 6,6’,6’ -tri-O-tritil-B-laminaratriésido (19) se
obtuvo metil 2,3,4-tri;0-bencil-6-O-tritil-B-D-glucopiranosil-(l—>3)-2,4-di-0—bencil-6-0~
tritil-B-D-glucopiranosil-(1—-3)-2,4-di-O-bencil-6-O-tritil-B-D-glucopiranésido (22)
cristalino, con 72% de rendimiento (a partir del metil B-laminaratriésido (14)).

El analisis elemental de los compuestos 22 y 23 fue satisfactorio.

Los espectros de RMN-'H y/o '>C de los compuestos 22 y 23, 23a fueron asignados
en comparacién con los sustratos de partida correspondientes, y se describen en la parte

experimental.
2.2.1.5.3 Destritilaciones:

Se llevaron a cabo por solvélisis (reflujo de etanol) catalizada por clorhidrato de
piridina. Esta metodologia fue desarrollada en nuestro laboratorio®’ ™). Este método se
aplicd a los derivados protegidos de laminaratriosa (22) y maltosa (23) obteniéndose en
ambos casos con 80% de rendimiento los compuestos destritilados, caracterizados por
espectroscopia de RMN como metil 2,3,4-tri-O-bencil-p-D-glucopiranosil-(1—3)-2,4-di-O-
bencil-B-D-glucopiranosil-(1—3)-2,4-di-O-bencil-B-D-glucopiranésido (25) (entrada 6 tabla
2.2.1.b, rendimiento total de 57,6%) y metil 2,3,4-tri-O-bencil-a-D-glucopiranosil-(1—>4)-2,3-
di-O-bencil-B-p-glucopirandsido (26) (entrada 1 tabla 2.2.1.b), respectivamente.

Como se menciond anteriormente para los metil B-glicésidos de laminarabiosa (13) y
maltosa (17) se ensayd la secuencia tritilacion, bencilacién y destritilacién con un unico paso
de purificacion cromatografica al final. De este modo, se obtuvieron metil 2,3,4-tri-O-bencil-
B-D-glucopiranosil-(1—3)-2,4-di-O-bencil-B-D-glucopiranésido (24, 60%) y un 7% de la
mezcla de metil 2,3,4-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—3)-2,4,6-tri-O-bencil-p-D-
glucopirandsido (24a) y metil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—3)-2,4-di-O-
bencil-B-p-glucopiranésido (24a’) y para los derivados de maltosa se obtuvo un 42% del

compuesto 26 y metil 2,3,4-tri-O-bencil-a-D-glucopiranosil-(1—4)-2,3,6-tri-O-bencil-pB-D-
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glucopiranésido (26a, 6%) caracterizados por espectroscopia de RMN. El rendimiento global

de los compuestos 24 y 26 fueron de 60 y 42%, respectivamente (entrada 5 y 3, tabla 2.2.1.b).

reaccion.

la sefial ancha a 3560 cm™ que indicaba la presencia del grupo hidroxilo.

analisis elementales de los compuestos 24, 25, 26 y 26a.

Los mejores rendimientos se obtuvieron cuando se purificé en el ultimo paso de
En los espectros de IR de los compuestos 24 (24a y 24a’), 25 y 26 (26a) se distinguian
En la seccién experimental se informan los correspondientes poderes rotatorios y

Los espectros de RMN-'H y/o '*C de los compuestos 24 (24a y 24a’), 25 y 26 (26a)

se asignaron por comparacion con los sustratos tritilados y bencilados correspondiente y se

describen en la parte experimental.

Tabla 2.2.1.b. Rendimiento de las reacciones de tritilacién, bencilacion y destritilacion.

En Tritilacién Bencilacién R% Destritilacién R%
tra R% R% Parcial R% Global
da 6,6'-di- 6 y/lo 6’- R% 6,6'- 6 ylo R% 6,6° 6ylo6’-
O-tritil  O-tritil Tritila di-O- 6’-O-  bencila OH OH
cién  tritil tritil cién
1 17 54 9 63 80 - 80 43 80 - 34,5
(20) (20a) (23) (23) (23) (26) (26)
2 17 - - - 48 8 56 48 80 - 38
23) (23a) (23) (26) (26)
317 - - - - - - - 42 6 42
(26) (26a) (26)
4 13 70 7 77 - - - - - - -
18) (18a,a”)
5 13 - - - - - - - 60 7 60
(24) (24a,a) 24)
6 14 - - - 72 - 72 72 80 - 57.6
(22) (22) 22) (25 (25)

En la entrada 6 se considera los hidroxilos de las posiciones 6, 6’ y 6”".
R%: rendimiento en %
() nimero de compuesto.

2.2.1.c Obtencidn de derivados con grupos hidroxilos secundarios libres:
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2.2.1.c.1 Derivados del metil B-laminarabidsido:

El objetivo fue sintetizar un derivado del metil B-laminarabidsido con hidroxilos
secundarios libres para luego esterificarlos con sustituyentes anidnicos. La secuencia utilizada

fue preparacidn de bencilidén derivado, acetilacion y desacetilacion (figura 6).

OH OH
HO O Ho o
HO o} OMe
OH OH

13 i) a,a-dimetoxitolueno/DMF/pTsOH

it) Ac;O/Py
Ph 8] Ph 0
/VO/ o/vo 0
AcO 0) OMe
OAc OAc
27
MeOH/Et;N
Ph o} Ph
BRSNS 0
o—
HO o OMe
OH OH
28
Figura 6

Por tratamiento de metil B-laminarabiésido (13) con o,c-dimetoxitolueno y &cido p-
toluensulfénico en dimetilformamida, se observé por ccd la formaciéon de un componente

(14CC349] por agregado

mayoritario. Posteriormente se acetilé en el mismo medio de reaccion
de anhidrido acético-piridina durante de 24 h a tempertura ambiente; Luego de aislar el
producto y purificarlo por columna cromatografica, se obtuvo un derivado que pudo ser
recristalizado con un rendimiento del 80% y se caracterizé espectroscopicamente por RMN
como metil 2,3-di-O-acetil-(R)-4,6-O-benciliden-p-D-glucopiranosil-(1—3)-2-acetil-(R)-4,6-

O-benciliden-B-D-glucopirandsido (27).
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Para que la reaccion de formacion del bencilidén derivado evolucionara era necesario
concentrar el sistema evacuando el solvente con vacio a 60°C. Sélo se pudo aislar el producto

con alto rendimiento cuando se acetilé (de acuerdo con bibliografial’?cB!%46l)

El compuesto 27 se desacetilé con metanol anhidro-trietilaminal®*c!?!

a temperatura
ambiente y en el transcurso de 24 h precipité un sélido blanco, se filtré y se recristalizo,
obteniéndose con 90% de rendimiento un producto caracterizado como metil (R)-4,6-O-
benciliden-B-D-glucopiranosil-(1-—3)-(R)-4,6-O-benciliden-B-D-glucopirandésido  (28) en

[75CBI04S]  Este compuesto se empled como

comparacién con el analogo bencil derivado
sustrato en reacciones de sulfatacion.

El analisis elemental se correspondia con la féormula molecular para los compuestos
cristalinos 27 y 28. Se determinaron poderes rotatorios y puntos de fusién.

Los espectros de RMN-'Hy '*C de 27 y 28 se asignaron en comparacion con el metil
(R)-4,6-0O-bencilidén-B-D-glucopiranésido diacetilado y libre, con el espectro de RMN-'H del
bencil 2,3-di-O-acetil-(R)-4,6-O-bencilidén-p-D-glucopiranosil-(1—3)-2-O-acetil-(R)-4,6-O-

[75CB1046) v con el producto de partida 13. Dichos espectros

bencilidén-B-D-glucopirandsido
muestran sefiales caracteristicas de bencilidén derivado y en el compuesto 27 ademas seiiales

de acetato. Se describen en la parte experimental.

2.2.1.c.2 Estudios de desacilacion parcial:

(BICCI3] para desacilacién total

El método desarrollado en nuestro laboratorio
utilizando NMP en metanol anhidro es util para la remocién de grupos acetilo en derivados de
hidratos de carbono con fines sintéticos. Sin embargo, los derivados benzoilados reaccionan
lentamente acumulandose durante el transcurso de la reaccién una variedad de intermediarios
parcialmente esterificados. Este hecho experimental sirvié como base para suponer que
podrian obtenerse selectivamente glicésidos parcialmente protegidos. Asi, el objetivo era
encontrar condiciones que permitieran la desacilacién parcial y selectiva con el fin de
disponer de hidratos de carbono con un unico hidroxilo secundario libre (ya que es conocido
que los grupos acilos migran en medio 4cido o basico hacia el hidroxilo primario) para
obtener derivados anidnicos sustituidos en dicho hidroxilo.

Trabajos previos de Capek y colaboradorest®*CCC1039. 85CCC2I91 gegeriben reacciones en

fase heterogénea para la desacilacion parcial de octa-O-acetato de sacarosa, donde obtienen

derivados de sacarosa con diferente grado de acilacién, trabajando con sistemas
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K>2COs/aliimina basica. Se ensayd esta metodologia sobre metil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
glucopirandsido (30) y sobre los disacéridos peracilados de metil B-laminarabiésido (7) y
metil B-maltosido (11), pero en todos los casos los intermediarios parcialmente acetilados se
encontraban en muy baja proporcién, obteniéndose mayoritariamente el sustrato de partida sin
modificaciones y el producto de desacetilacion completa.

Se ensayaron entonces reacciones de transesterificacion (figura 7), utilizindose como
modelo el metil a-D-glucopiranésido (29) comercial como aceptor de grupo acilo y su
derivado peracetilado (30) como donor. Como solvente se utilizé dimetilformamida y
catalisis basica de DBU que resulté mas eficiente que la catdlisis nucleofilica. Este método

fue desarrollado en nuestro laboratorio!’AQ4%7],

OH OAc
HO O AcO 0
HO AcO
HO OMe AcO OMe
29 30
DMF/DBU
OAc \l OAc OAc
HO o) ACO o AcO 0
AcO HO AcO
A
O SMe AO L HO OMe
31 32 33
42% 32%
Figura 7

La mezcla se dejé evolucionar hasta que la migracién de grupos acilos intra e
intermolecular llegara al equilibrio, que se alcanz6 después de 28 h a 40°C (no se observaron
cambios por ccd). Luego de la extraccién y purificaciéon por columna cromatografica se

aislaron los productos, que fueron caracterizados por espectroscopia como metil 2,3,6-tri-O-
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-a-D-glucopiranosido (31, [a]p=+102,9°) con 42% y la mezcla metil 2,4,6-tri-O-o-D-
glucopiranosido (32) y metil 3,4,6-tri-O-a.-D-glucopiranosido (33) con 32% de rendimiento.
Los espectros del compuesto 31 (RMN-'H y 13C) fueron reasignados sobre la base de

[93CAR2295]

reportes previos de bibliografia y experiencias de 2D-COSY. Se asigné por RMN

'H la mezcla de 32 y 33.

[97AQA37], se obtuvieron

En metil a-D-glicésidos de glucosa, manosa y galactosa
derivados acetilados con el hidroxilo de C-4 libre con rendimientos mayores que el 40 %
después de la purificacién cromatografica. La menor reactividad del grupo hidroxilo de C-4
en la serie gluco y mano es atribuida a la interaccion gauche entre el hidroximetilo de C-5 y el
grupo hidroxilo (o acetoxi) de C-3 generando una congestion estérica en el hidroxilo de C-
4U8ACC] " Ademas en bibliografial®’““*"*! se reporta que en una solucién de metil 2,3,6-tri-O-
acetil-o-D-glucopirandsido en agua /piridina la migracién se produce con alto rendimiento de
0-4 a O-6.

También se ensayon estas reacciones en disacaridos, en el metil B-laminarabidsido
(13) y en el metil B-maltésido (17), pero no resultaron satisfactorias ya que se obtuvieron
mezclas complejas.

A pesar que esta metodologia no resultd satisfactoria en los disacaridos, cabe
mencionarla ya que es de gran utilidad en monosacéridos. Es un método simple y mas
economico que los métodos de acetilacion regioselectiva que se describen en bibliografia (el
método de estannilacion en monosacaridost®! 72363, 93CAR2255) y polialcholes[ssw‘]]). Emplea el
mismo glicésido no protegido como aceptor de acetilo y en un solo paso de reaccién permitié

obtener derivados de aziicares parcialmente protegidos.

2.2.2 Preparacion de derivados anionicos de laminara-oligosacdridos y de

maltosa:

El objetivo sintético fue la preparacién de disacaridos anidénicos 6 o 6’-mono-O-
sustituidos y 6,6’-di-O-sustituidos de metil B-laminarabidsido y metil f-maltésido; asi como,
la preparacion de derivados de metil P-laminarabiésidos sulfatados en los hidroxilos
secundarios (C-2, C-2’ y/o C-3°) y también la obtencién de laminara-oligosacéaridos
sulfatados. Estos compuestos fueron utilizados para estudios conformacionales por

espectroscopia de RMN y célculos de modelado molecular.
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La sustitucién en los hidroxilos primarios puede obtenerse por reaccion directa y
regioselectiva sobre los metil glicésidos o sobre sustratos convenientemente protegidos con
sus hidroxilos primarios libres.

El método directo tiene la ventaja que emplea un sélo paso de reaccion, pero se
obtiene generalmente una mezcla de productos de dificil separacidn.

En el método de protecciones y desprotecciones, se bloquean todos los grupos
hidroxilos secundarios, pero esta metodologia necesita tres pasos de reaccién como minimo
para obtener los hidroxilos primarios libres y luego dos pasos més para obtener el derivado
deseado, de modo que es mas laborioso y disminuye el rendimiento global.

En nuestro estudio se eligieron ambos procedimientos, como se resumen en las figuras
8-15.

Se realizaron sulfataciones directas de laminara-oligosacaridos y los metil f-

glicésidos de laminarabiosa, laminara-oligosacéridos y maltosa (figuras 8-11).

OH OH OH
O |u O |H Q
12
H ~vOH
OH OH 0 OH
n>3

sulfatacién
O;Na SO;Na SO;Na
H Q [H O |H Q 35
Hi o) o) OH
OH OH OH

n

Figura 8. Sulfatacion directa de laminara-oligosacdrido (12).
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OH OH
H Q H Q
H o OMe
OH OH
13
sulfatacion
0SO;Na 0SO;Na v 0SO;Na OH
0 u Q + H 0 H )
OMe H OMe
OH OH OH OH
36 36a

Figura 9. Sulfatacion directa de metil B-laminarabiésido (13).

OH OH OH
0 I O | H Q
H ° OMe
OH OH OH
n
14 n23
sulfataciéon
SO;N SO;Na SO;Na
Hi O I|H O |H Q
H 0 OMe
OH OH OH
n
n>3
17

Figura 10. Sulfatacion directa de metil laminara-oligosacdridos (14).
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OH
H 0]
H OH
Hi 0]
17 HO OMe
OH
sulfatacion
OSO;Na OR’
H Q 0
OSO;N: H
H 3INa Hi OR
0 +
HOH oM HO o)
€ Hi OMe
H
38 38ay 382’ H
acetilacién R R
38a SO;Na H
OS0;Na OR 38 H SONa
O O
Ac A
OSO;Na ¢
Ac Oy Ac OR
AcO 0 + AcO 0
Ac OMe Ac OMe
ACO ACO
34 34a y 342’
! R
34a SO3Na H

34a H SO3Na

Figura 11. Sulfatacién directa de metil f-maltésido (17).

También se obtuvieron los derivados anidnicos (sulfato, fosfato, succinato y uronato)
a través de protecciones y desprotecciones; empleando benciléter como grupo protector

(figura 12-14).
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R
CH,0S0y"
CH,OPO(OPh),
CH,0CO(CH,),CO0"
COOBn

R
CH,0S0y"
CH,0PO(OPh),
CH,0PO;>
CH,OCO(CH,),CO0°
00"

Figura 12. Derivatizacién de metil f-laminarabiésido pentabencilado (24).
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OH OH OH
Bn Q Bn Q Bn Q
Bn (o) OMe
OBn OBn OBn
25
sulfataciéon
OSO;Na OSO;Na OSO;Na
Bn Q Bn Q Bn Q
Bn OMe
OBn OBn OBn
40
hidrogenélisis
OSO;Na OSO;Na OSO;Na
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OH OH OH
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Figura 13. Sulfatacién de metil f-laminaratriésido heptabencilado (25).
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OH
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derivatizacién

R

OMe 55 CH,0CO(CHy),COO"

BnO. 41 CH,0S0y
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hidrogendélisis
R
38 CH,0S805°
OMe 51 CHZOPO(?Ph)z
OH 53 CH,0P0y“

57  CH,OCO(CH,),COO
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Figura 14. Derivatizacion de metil f-maltésido pentabencilado (26).

La sulfatacion en los grupos hidroxilos C-2 y/o C-3, requirié la proteccién previa de

los grupos hidroxilos C-4 y C-6, como muestra la figura 15.
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Figura 15. Sulfatacion de metil B-laminarabiésido 4,6-4°,6'-O-dibencilidén (28).

2.2.2.a Derivados sulfatados:

Los reactivos usuales de sulfatacion/®A“C'®) de aziicares son HSO;Cl en piridina o

complejos formados por SOs3-amina terciaria (SO3-Py, SO;3-NEts, etc.) y los solventes usuales

son Py o DMF. Estos reactivos se encuentran en suspension en el medio de reaccion®>¢AR423],

Entre otros reactivos, se puede mencionar piperidina-N-acido sulfénico en DMSO empleado

en polisacéridos, ya que brinda un medio homogéneo de reaccign{’2CAR#20. SOMAITIT] pyepido a

que los reativos de sulfatacién son ineficientes, no es posible trabajar con cantidades

estequiométricas y es necesario agregar exceso de los mismos para sulfatar{"6CARI7S, 79BJ387,

92CAR245)

El HSO;Cl tiene como desventaja que libera iones cloruro en la mezcla de reaccion,

pero da mezclas de azucares sulfatos menos complejas que el complejo SO;-Pyl$ACCIS3]

Como ejemplos de sulfatacién en 3-(1—3)-glucanos, se pueden mencionar: la derivatizacion

(55CIC1097) y la

de laminarina empleando HSO;Cl sobre el glucano disuelto en piridina
sulfatacion de curdlano, aunque con este reactivo se requiere un gran exceso del mismo para
obtener alto grado de sulfataciéon, debido a que, probablemente el medio heterogéneo de la

reaccion hace que se retenga la estructura de hélice (P°CAR%3),
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El complejo SO3-Py en Py en general se utiliza para obtener monosulfatacion, aunque

. 60BJ47 . -
da mezclas complejas de separar! 8, 601CS4761, 7981387, 92CAR245) También es utilizado exceso

[92CAR245)

de este complejo en polisacaridos para obtener aziicares polisulfatados y se obtienen

asi, derivados con alto grado de sulfatacion sin degradaciéon de las cadenas

glicosidicas[95 MAG697]

El complejo SO;-NEt; en DMF es utilizado para la polisulfataciéon en la sintesis de

7 ., IS . s e N
B7CARIIS} ¢ también en la sulfatacién de disacaridos convenientemente

[91CAR261,

analogos de heparina
. . . 91CAR279] .

protegidos analogos del chondroitin sulfato . Los complejos de SO; son

relativamente estables.

Como se menciond anteriormente, piperidina-N-acido sulfonico en DMSO brinda un
medio homogéneo en la sulfatacion de polisacaridos y permite obtener una distribucién
homogénea de los grupos sulfatos!72CAR420],

Como ejemplos de sulfatacién en a-(1-4) y B-(1-3)-glucanos se puede mencionar:

[93CAR425] epleando el complejo SO3-Py que da igual resultado que

la sulfatacion de curdlano
empleando HSO;Cl; la sulfatacion del curdlano en medio homogéneo empleando el complejo
SO;-Py en DMSQP™MAS24] piperidina-N-4cido sulfénico en DMSQPMASTLY, 95CAR"ZS]; la

polisulfatacién de alquil laminara- y malto-oligosacaridos de 5 a 9 unidades de

(92BP2385, 95MA6697) [92CAR245)

glucosa y la monosulfatacién de tetraalquil B-maltdsido empleando

el complejo SO;-Py. La sulfatacion de B-(1—3)-glucanos de Cyttaria harioti Fischer se
realizé en nuestro laboratorio utilizando HSO;Cl -Py(89CAR329, 911P256]

Como solvente de la sulfatacién, la Py no es eficiente para azucares simples
sulfatados y puede ser dificultosa su remocion de los productos de reaccion. La DMF es un
buen solvente para azlcares y sus derivados incluyendo los sulfatados{6*ACC!83],

La sulfatacion directa de aziicares permite obtener los productos en un sélo paso de
reaccion pero forma una mezcla de compuestos que en general son de dificil separacién. La
preparacion de un isémero en particular por sulfatacién directa sobre metil glicosidos
presenta dificultades, ya que debido a la ineficiencia del reactivo es necesario agregar exceso
de reactivo para completar la reaccion.

Las propiedades que determinan la reactividad de un grupo hidroxilo son la acidez, la
nucleofilicidad (ambas dependen, a su vez de factores electrénicos, como proximidad al
centro anomérico, tipo de sustituyentes vecinales y posibilidad de formacién de puente
hidrogeno) y los factores estéricos (si es primario, secundario o terciario; si es axial o

ecuatorial y su relacion espacial cis o frans con sustituyentes vecinos). Estos factores
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dependen, ademas, de la estructura (constitucién, configuracion y conformacién) del aziicar
en cuestioén por lo que no existe un orden de reactividad en comun a todos los azicares.

Los métodos descriptos en bibliografia, para la separacién de mezclas de productos
sulfatados, son:

1- Solubilidad y precipitacién fraccionada: en general precipitan mezclas, estos
métodos se describen para oligo y polisacaridos sulfatados como la obtencién del curdlano

[90MA3717) [94CARS1, 94MAG6695]

sulfatado y laminara y malto-oligosacaridos sulfatados

que
precipitan de acetona.
2- Filtracién en geles: es utilizado para determinar la masa molecular relativa de

B2BP2385)  Bio-Gel P-2 es utilizado para separar sales

laminara-oligosacaridos sulfatados
inorgénicas que impurifiquen la mezcla de productos sulfatados.

3- Intercambio idnico: entre las resinas comerciales mas empleadas en la separacién
de aziicares sulfatados pueden mencionarse: Dowex 1-X8U?3%7); Amberlite CG400[63ACC183].
S-Shepharosa (Na")P!CARZEL SICARZL. DE AR Celulosal’®““R1™3) El Dionex-Pad permite
separar con alta selectividad hidratos de carbono débilmente 4cidos; minimiza la preparacién
de la muestra ya que permite la inyeccién directa de la muestra y los componentes de la
matriz pueden ser neutros o basicos y si ellos se degradan eluyen con el volumen muerto.

4- CLAR: la cromatografia liquida de alta resolucién permite separar aziicares
sulfatados. Un ejemplo, es la separacién de dodecil a- y B-glucésido monosulfatados y
tetradecil B-maltésido monosulfato, que fueron separados en columnas de fase reversa de
silicagel RP-2 y Nucleosil 100 RP-2; los grupos alquilos disminuyen la polaridad del
compuesto por lo que incrementan la interaccion con la fase. Los dodecil B-glucésidos
disulfatados fueron acetilados y posteriormente purificados por CLARP?CAR243],

5- Electroforesis: con electroforesis en papel se pueden separar azicares mono y
disulfatados, pero la cantidad que puede separarse por éste método puede ser limitada y
deberian emplearse columnas electroforéticas!®Ac¢'#) La electroforesis por zona en columna
de celulosa permite la separacién de aziicares mono, disulfatados y el azicar libre, pero este

método es muy laborioso y no separa isémeros monosulfatados(6>A¢C183],

6- Cromatografia en columna abierta: se han empleado columnas de celulosal®CAR!7

6SACCI8] e silica gel(?ICAR26L OICARZS]
En general, los métodos de cromatografia en columna pueden ser usados si las
mezclas a separar son relativamente simples. Las mezclas méas complejas requieren una

separacion fina, que puede ser realizada en CLAR o Dionex-Pad. Es frecuentemente mas
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conveniente el uso de métodos sintéticos de proteccidn y desprotecccion para obtener luego

un isémero en particular.

2.2.2.a.1 Diferentes procedimientos empleados en reacciones de sulfatacion:

Se ensayd en primer lugar la sulfatacién directa ya que involucrd un sélo paso de
reaccion. La dificultad que presentaba era la ineficiencia del reactivo que implicaba usar un
exceso del mismo y como consecuencia rindié una mezcla de azicares sulfatados que hizo
necesaria su separacion.

Debido a diversas metodologias de sulfatacion descriptas en bibliografial®°8*"®

83CARISS, BTAQALS, 92CAR243] <o realizaron estudios preliminares de sulfatacion selectiva de los
hidroxilos primarios sobre metil 3-maltésido (17) para encontrar las mejores condiciones de
reaccion y luego se ensay6 sobre metil B-laminaribiésido (13).

La preparacion se realizé disolviendo el azucar en el solvente anhidro y posterior
agregado del reactivo sulfatante, bajo atmdsfera de nitrogeno. Las diferentes variables
ensayadas fueron:

a) el solvente (Py; DMF),

b) el reactivo (SO3-Py; SO3-NEt;; HSO3Cl),

c) la relacion reactivo : sustrato (3:1; 3,5:1; 4:1),

d) el orden de agregado de los reactivos,

e) la temperatura de mezcla de reactivos (-78°C, 10°C, 0°C, t.a.), luego se dejé evolucionar la
reaccién a temperatura ambiente.

f) El tiempo de reaccién (5 h a 4 dias)

En la tabla descripta en la seccién experimental (2.3.5.b.1.1) se resumen los ensayos
realizados, tendientes a ajustar las mejores condiciones de obtencion de derivados sulfatados
de 13 y 17. La elecciéon de una condicién en particular se basé en el grado de conversion
lograda (deteccion o no de material de pariida por ccd y espectroscopia) y en la limpieza del
material crudo sintetizado, evaluada fundamentalmente por la calidad de los espectros
obtenidos. Se observd que en ausencia completa de piridina la reaccidon era demasiado lenta
(entrada 1), pero cuando se us6 SO;-Py (entrada 2) 6 bien el solvente era piridina, la reaccion
se completaba en 24 h (entrada 2-4), por lo tanto, el sistema reactivo/solvente elegido fue

[60JCS4761, 92CAR245]

SO;-Py/Py, condiciones usuales en la monosulfatacion Cuando los

reactivos se mezclaron a ~78°C se lograron productos de reaccién mas limpios (entrada 4-7),
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mientras que la relacién Optima de reactivo sulfatante fue de 3.5 mmol por mmol de
disacérido; con menor cantidad se detectaba material de partida sin reaccionar y una mayor
relacion incrementaba la formaciéon de subproductos de mayor grado de sulfatacién. Sin
embargo las mejores condiciones halladas para 17 y 13 (entradas 10 y 11) fueron aun
mejoradas cuando se llevaron a cabo en presencia de HSO3;Cl como reactivo sulfatante
(entradas 12 y 13).

Bajo estas condiciones, el producto bruto de la reaccién mostré por ccd de silicagel la
formacién de un componente mayoritario junto con una mancha de mayor movilidad y que
luego de la purificacion fueron caracterizados espectroscopicamente como los derivados 6,6’-
di-O-sulfatados y los regioisémeros 6 y/o 6’-mono-O-sulfatados.

Se ensayaron diferentes formas de interrumpir la reaccién tendientes a lograr la
eliminacién de impurezas (sales) que interferian en los espectros de RMN:

Se acetil6 el producto bruto de reaccién con el fin de facilitar su aislamiento, purificacion
cromatografica y permitir ademds la obtencién de espectros con seiiales menos
superpuestas, de acuerdo con bibliograﬁalg"zc"m"s ],
Se neutraliz6 el exceso de reactivo sulfatante con MeOH, Na(OH) o Ba(OH), de acuerdo
con bibliografial7?8/387, 92CAR24s]
Cuando se interrumpié la reacciéon con Ba(OH),, posterior eliminacién del BaSO,
evaporacion de la piridina y finalmente se disolvi6 en metanol-agua y se eliminé el exceso

de Ba®* con CO; (se separ6 BaCOs) y se evapord del solvente, la mezcla de reaccién

mostrd espectros sin sefiales espireas, a diferencia de las anteriores metodologias.

Se ensayaron distintas condiciones de purificacidn publicadas en bibliografia:

Se utilizd cromatografia de filtraciéon en geles: Bio-Gel P-2 fue empleado para separar
sales inorganicas que de la mezcla de azicares sulfatados; sin embargo, por
espectroscopia de RMN 13C se observaban sefiales correspondientes a sales de piridonio.

Columna o placa preparativa de silicagel: la mezcla bruta de reaccién derivada de los
compuestos 13 y 17 mostré por ccd de silicagel desarrollada con EtOAc:MeOH la
formacién de un componente mayoritario, junto con una mancha de mayor movilidad que
el componente mayoritario pero menor que la del producto de partida. Cuando se realizé
la separacion en escala preparativa en columna o placa preparativa s6lo se pudo separar el

compuesto de partida de la mezcla de productos sulfatados. Cuando el compuesto metil -
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maltdsido (17) se sulfaté, se acetild y se purificé empleando esta metodologia se obtuvo la
separacién de los derivados 6,6’-O-disulfato pentaacetilado (34) y la mezcla de los
regioisdmeros 6 y 6’-O-monosulfatados (34a y 34a’) que fueron caracterizados por

espectroscopia de RMN 13,

El compuesto 34 mostré por RMN 13C las sefiales de C-6 y 6’ desplazadas a campos
bajos, como es caracteristico en el C-6-sulfato, comparada con C-6 y 6’ del compuesto metil
B-maltésido peracetilado (11). Se observé el mismo comportamiento en la mezcla de isémeros
34a y 34a’. Los espectros se resumen en la tabla 2.2.2.a.1.1.

Los resultados de la purificacion no fueron reproducibles y se obtuvieron bajos

rendimientos.

Tabla 2.2.2.a.1.1. 4signacion de espectros de RMN-"C de 11 y 34 y la mezcla 34a y 34a’.

C-1 c-1’r C-2,C-3,C4,C-5,C-2,C- C-6, OCH; C=0 OCH;
3,C-4,C-5 C-6’
34 101,75 96,21  75,60; 74,72; 73,21; 71,21; 66,48 58,18 171,41- 21,11-
69,22; 68,71 169,30 20,04
34a 342’ 101,63 95,84 75,16; 73,81; 72,82; 72,29; 66,81 58,03; 170,79- 20,81-
101,12 9529 72,08; 71,35; 70,45; 70,10; 63,47 57,87 169,72 20,55
69,59; 68,72; 68,50; 68,12 62,01
11 101,09 95,55 75,43; 72,78 ; 72,14; 70,02, 62,83 56,94 170,41- 20,80-
69,38, 68,50; 68,07 61,57 169,35 20,53

Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR): acorde a datos de bibliografia de
separacion de alquil glucésidos disulfatados y acetilados utilizando CLARPXCARZ®] - oo
busco separar la mezcla de isomeros 34a y 34a’ en columnas de fase reversa, fase amino y
fase nitrilo pero no se logré la separacion de dichos isémeros.

Columna de celulosa: se ensaydé en ccd de celulosa y se encontraron los solventes
adecuados para la separacion de los productos de sulfatacién del compuesto 17 pero luego
no se pudieron reproducir las condiciones en columna de celulosa.

Cromatografia de intercambio i6énico: los productos de sulfatacién del compuesto 17

fueron purificados en columna de DEAE-Sephacel (forma HO") y luego DEAE-Sephacel
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(forma borato)!76CARI 7] aunque solo se logrd separar el producto de partida sin reaccionar
de la mezcla de productos sulfatados.

Columna de silicagel con solventes tipicos de cromatografia de particidn: se realizé una
metodologia simple para separar los componentes monosulfatados y disulfatados, aunque
no pudo lograrse la separacion de isémeros monosulfatados. Se separaron los productos
de sulfatacion del compuesto 13 y 17 en silicagel y se utilizé como solventes
EtOAc:HOAc:H,0=3:2:1, los productos obtenidos se caracterizaron
espectroscopicamente como los derivados 6,6’-di-O-sulfato y 6’-mono-O-sulfato de metil
B-laminaribiésido y los derivados 6,6’-di-O-sulfato y la mezcla de isdmeros 6 y 6’-mono-
O-sulfato de metil B-maltésido (estos compuestos son caracterizados en la siguiente

seccion).
2.2.2.a.2 Reacciones de sulfatacion directa:

Las mejores condiciones para la sulfatacion de metil f-laminarabidsido (13) y metil B-
maltésido (17) en funcidn de los diversos ensayos realizados se obtuvieron cuando se empled
HSO;Cl (reactivo sulfatante:hidroxilo primario: 1,75:1) en Py a -78°C y luego de 24 h a
temperatura ambiente se neutralizé el exceso de reactivo con Ba(OH),. Entre los diversos
ensayos de purificacion, el mejor método result6 la purificacién en columna cromatografica
de silicagel desarrollada con AcOEt:AcOH:H,0=3:2:1.

Cuando soluciones de laminara-oligosacaridos (12) o metil B-laminarabidsido (13),
laminara-oligosacaridos (16) o maltésido (17) se disolvieron en piridina anhidra y se trataron
a -78°C con HSO;Cl y se dejo reaccionar a temperatura ambiente por 24 h, se observé la
formacion de dos fases que, luego de agregar agua, se homogeneizaron y se ajust6 el pH con
Ba(OH), (pH:8-9). Luego de la purificacion en columna cromatografica de los disacaridos y
precipitacion en acetona de los oligosacaridos y posterior tratamiento con resina de
intercambio catidnica Bio-Rex 70 (forma sodio) en MeOH, filtracién y evaporacion se
obtuvieron soélidos blancos caracterizados espectroscopicamente como: laminara-
oligosacarido sulfatado (35); metil B-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-B-D-
glucopirandsido 6-sulfato de sodio (36) y metil B-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-
B-D-glucopiranésido (36a); metil laminara-oligosacarido sulfatado (37); metil o-D-

glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—4)-B-D-glucopiranésido 6-sulfato de sodio (38), metil



Sintesis de oligosacdridos aniénicos

a-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—>4)-B-D-glucopiranésido (38a) y metil o-D-
glucopiranosil-(1—4)-B-D-glucopirandsido 6-sulfato de sodio (38a’) respectivamente.

Los regioisdémeros monosulfatados fueron determinados por experiencias de RMN
mono y bidimensionales (TOCSY, COSY, etc). Se pudieron caracterizar los derivados 6 y
6’-mono-O-sulfato en el metil B-maltésido (38a y 38a’) y 6’-mono-O-sulfato en el metil B-
laminarabiésido (36a).

Cuando laminara-oligosacaridos fueron sulfatados, se obtuvo la mezcla 35. El
contenido de azufre fue determinado colorimétricamente por un método descripto en
bibliografial’'*B*’) y dio un grado de sustitucién de 0,92. El espectro de RMN-"C mostr6
seflales caracteristicas de grupo sulfato en C-6, el cual aparece a campos mas bajos
comparado con el correspondiente al del oligosacérido libre (diferencia de 6,5 ppm);

[P2CAR2S, 95CAR423) para curdlano y curdlano sulfatado,

comparable con datos de bibliografia
donde el C-6 sulfatado aparece desplazado 6-8 ppm respecto del grupo hidroximetilo. Este
dato sumado al grado de sustitucioén cercano a uno es indicativo que sélo se sulfato C-6. La
comparacién del espectro de RMN-">C del laminara-oligosacarido (12) y el derivado
sulfatado 35 se presenta en la tabla 2.2.2.a.2.1.

En el curdlano la mayor reactividad del grupo hidroxilo del C-6 se explica por

disponerse hacia el exterior de la estructura helicoidal mientras que el hidroxilo de C-2 se

dispone hacia el interior formando uniones hidrégeno y quedar poco expuestos®2¢AR%].
Tabla 2.2.2.a.2.1. 4signacion de espectros de RMN- “’C de laminara-oligosacdrido (12) 'y laminara-
oligosacdrido sulfatado (35).
C-1,C-1n C-3,C-3n-1 C-2,C-4,C-5,C-2n,C-3n,C-4n,C-5n  C-6,C-6n
35 103,77, 103,55 85,46 76,60; 74,36; 74,11; 68,87 68,21
12 103,40 85,51 76,89; 76,52; 74,42; 74,16; 70,55; 69,06 61,67

Los compuestos metil [-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-B-D-
glucopiranésido 6-sulfato de sodio (36) y metil B-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-
B-D-glucopirandsido (36a), se obtuvieron, luego de purificacién cromatografica, como sélidos
blancos, Opticamente activos, y el andlisis elemental se correspondié con la férmula
molecular de los derivados. Los rendimientos obtenidos fueron del 35% para el 6,6’-di-O-
sulfato y del 28% para el 6’-mono-O-sulfato. Los bajos rendimientos pueden atribuirse a la

retencion de los compuestos en la columna. Se obtuvo un inico regioisdmero monosulfatado.
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En la tabla 2.2.2.a.2.11 se muestra las asignaciones espectrales (RMN-'’C) de los
compuestos 36, 36a y la comparaciéon con el espectro correspondiente a metil p-
laminarabi6sido (13). El espectro de RMN-">C mostré sefiales caracteristicas de grupo
sulfato en C-6, desplazadas aproximadamente en 6 ppm respecto del grupo hidroxilo en C-6
libre. Se observa mayor variacion de los carbonos correspondientes a los hidroxilos
secundarios en el compuesto disulfatado 36 que en el monosulfatado 36a respecto de 13. El
espectro de RMN-'H se describe en la parte experimental (seccion 2.3.5.b.1.2) y se discute en
el capitulo de analisis conformacional (seccidon 3.3.5).

En el espectro de IR se destinguian las bandas a 1253 cm™ (S=0)y 833 cm™ (C-0-S)
del grupo sulfato y una sefial ancha a 3475 cm™ que indica la presencia del grupo hidroxilo.

Ademas la estructura fue confirmada realizando espectros de FABMS para iones

positivos.

Tabla 2.2.2.a.2.I1. dsignacién de los espectros de RMN-"C de metil f-laminarabissido 13, metil f-

laminarabicsido 6,6 -di-O-sulfato 36 y metil f-laminarabiésido 6 ’-mono-O-sulfato 36a.

C-1,C-I’ C-3 C-2,C4,C5,C-2,C-3,C-4,C-5 C-6, C-6’ OCH,
36 103,91; 103,76 85,50  76,26; 74,70; 74,27, 73,54; 70,04; 68,72 67,91 58,23
36a 104,21;103,82 85,60 76,89; 76,46; 74,60; 73,90; 70,48; 70,13 67,85;61,64 58,18
13 103,72; 103,69 85,61 76,90 (C-5°); 76,45 (C-5; C-3°); 74,39 (C- 61,64 58,08

2’); 73,63 (C-2); 70,50 (C4’); 69,10 (C4)

La sulfataciéon de metil laminara-oligosacdrido rindi6 la mezcla 37 con similares
resultados a los obtenidos con laminara-oligosacarido sulfatado 35. El grado de sustitucion en
este caso fue de 0,89. El espectro de RMN-">C mostr6 sefiales caracteristicas de grupo
sulfato en C-6, el cual aparece a campos mas bajos comparado con el oligosacérido libre
(diferencia de 6,7 ppm). Estos datos indican que sélo se sulfaté C-6. La comparacién del

espectro de RMN-"C del metil laminari-oligosacarido 16 y el derivado sulfatado 37 se

presenta en la tabla 2.2.2.a.2.1II.



Sintesis de oligosacdridos aniénicos

Tabla 2.2.2.a.2.II1. Asignacion de espectros de RMN-""C de metil laminara-oligosacdrido 16 y metil

laminara-oligosacdrido sulfatado 37.

C-,C-In C-3,C-3n-1 C-2,C-4, C-5, C-2n, C-3n, C-4n, C-5n C-6,C-6n OCH,
37 103,77 85,68 76.,8; 74,55; 72,82; 71,00; 69,54 68,38 58,65
16 103,72; 85,30 76,88 (C-5,); 76,51 (C-3,, C-5, C-5,.)); 74,42 61,66 58,09
103,41 (C-2,); 74,15 (C-2,, C-2,.)); 73,67 (C-2);

70,53 (C4,); 69,08 (C4, C4,.));

Cuando el metil B-maltésido (17) fue sulfatado se obtuvieron, luego de la purificacion
cromatografica, dos fracciones, una minoritaria (25%) correspondiente al derivado 6,6’-di-O-
sulfatado (38) y otra, con 30% de rendimiento, y que correspondié a la mezcla de isdmeros
monosulfatados metil a-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1-—>4)-B-D-glucopirandsido
(38a) y metil a-D-glucopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranésido 6-sulfato de sodio (38a’). El
compuesto 38 se obtuvo como un sélido blanco, dpticamente activo, y cuyo analisis elemental
fue satisfactorio.

En la tabla 2.2.2.a2.IV se muestra las asignaciones espectrales (RMN-">C) de los
compuestos 38, 38a, 38a’ y la comparacién con el espectro del compuesto 17. EI C-6 se
encuentra a campos mas bajos (~ 6 ppm) respecto de hidroxilo en C-6 libre. El espectro de
RMN-'H se describe en la parte experimental (seccion 2.3.5.b.1.2) y se discute en el capitulo
de analisis conformacional (seccién3.2.4). Los protones H-6 dan sefiales a campos bajos (0,4

a 0,6 ppm) que cuando el hidroxilo de C-6 esta libre.

Tabla 2.2.2.2.2.1V. 4signacion de espectros de RMN-"C de metil f-maltésido 17, metil f-maltésido 6,6 -
di-O-sulfato 38 y metil f~-maltosido 6 y 6'-mono-O-sulfato 38a y 38a’.
C-1 C-r’ C-4 C-2,C-3,C-5,C-2n,C-3n,C-4n,C-5n  C-6,C-6n OCH,

38 104,00 99,93 77,16 76,36; 73,83; 73,49; 73,26, 72,38; 6791;67.36 S58.18
71,46, 69,52
38a38a° 103,97 100,68 78,20 77,08, 75,40; 73,76; 73,62; 73,51; 68,0,67.96; 58.11;
100,30 72,59; 72,44; 71,68; 70,07 61,63;61,13 58,08
17 104,59 101,09 78,36 77,78 (C-3); 76,09 (C-5); 74,52 (C-2); 62,31,62,07 58,70
74,42 (C-3%); 74,24 (C-2°); 73,22 (C-5’);
70,91(C4")

En las reacciones de sulfatacion los grupos hidroxilos primarios presentan diferente

reactividad en los derivados de maltosa y laminarabiosa. En el metil B-malt6sido se obtuvo la
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mezcla de los regioisémeros monosulfatados 38a y 382’ en relacion 1:1 determinada por
RMN-'H; sin embargo, al tritilar se identific solamente el 6’-O-tritil. Podria concluirse que
la posicion C-6 estd més impedida estéricamente que la posicién C-6’, pero estas posiciones
presentan el mismo entorno estereoelectronico frente a la sulfatacién. En los productos de
sulfatacién del metil B-laminarabi6sido se identificé un tnico derivado monosulfatado (en la
posicién C-6); mientras que en la tritilacién se obtuvieron ambos derivados monotritilados
(en las posiciones C-6 y C-6’). Este hecho indica que las posiciones C-6 y C-6’ presentan

diferentes efectos estereoelectrénicos frente a la sulfatacion y a la tritilacién.
2.2.2.a.3 Reacciones de sulfatacion sobre sustratos convenientemente protegidos:

Continuando con la secuencia de la sulfatacién de oligosacaridos se sintetizé metil p-
laminaratriésido 6,6°,6"’-tri-O-sulfato. Debido a que la sulfatacion directa forma una mezcla
de compuestos de dificil separacion y procede con bajos rendimientos, la sintesis se realiz a
través de la secuencia tritilacién-bencilacion-destritilacion-sulfatacién y desbencilacion
(figuras 13). También se aplicd esta secuencia en los disacaridos de laminarabiosa y maltosa y
como permitié obtener derivados mds puros, esta modalidad fue luego empleada en la
obtencion de derivados fosfatados, succinilados y uronatos (figura 12 y 14).

También se obtuvieron derivados sulfatados en los hidroxilos secundarios de metil -
laminarabiésido, utilizando para ello el 4,6- y 4’,6° -O-bencilidén derivado (figura 15). En
este caso, se trabajé con la mezcla de derivados sulfatados ya que para el estudio
conformacional s6lo se querian obtener resultados cualitativos (debido a que los hidroxilos
secundarios del polisacarido estan sulfatados en una muy baja proporcion); ademas cada
compuesto podia ser estudiado particularmente a través de secuencias de RMN (TOCSY y

NOESY), eximiendo en parte la purificacion.
Procedimiento general:

Los derivados bencilados 24, 25 y 26 con los hidroxilos primarios libres, provenientes
del metil B-laminarabidsido, laminaratriésido y maltésido se sulfataron con cinco
equivalentes molares del complejo SO3-Py. Se obtuvieron luego de purificacién por placa
preparativa metil 2,3,4-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-2,4-di-O-

bencil-B-D-glucopiranosido  6-sulfato de sodio (39), metil 2,3,4-tri-O-bencil-B-D-
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glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-2,4-di-O-bencil-B-D-glucopiranosil 6-sulfato de
sodio-(1—3)-2,4-di-O-bencil-B-D-glucopiranésido 6-sulfato e sodio (40) y metil 2,3,4-tri-O-
bencil-a-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—4)-2,3-di-O-bencil-B-D-glucopirandsido 6-
sulfato de sodio (41), que fueron caracterizados espectroscopicamente y los rendimientos
fueron 80, 86 y 79%, respectivamente.

El metil (R)-4,6-O-benciliden-B-D-glucopiranosil-(1-3)-(R)-4,6-O-benciliden-B-p-
glucopiranési-do (28) se sulfaté por el mismo procedimiento obteniéndose una mezcla de
productos sulfatados 42 (figura 15).

Los espectros de IR de los compuestos 39, 40, 41 y 42 mostraban absorciones a 1248
(S=0) y 820 (C-S-0) cm’! correspondiente al grupo sulfato.

La estructura de los compuestos 39 y 41 también fue confirmada por FABMS iones
positivos y dieron como i6n principal [M+Na]. Para el compuesto 40 el andlisis elemental
estaba de acuerdo con la estructura propuesta.

En la tabla 2.2.2.a.3.1 se muestran las asignaciones espectrales realizadas para los
espectros de RMN-'>C de los compuestos 39 y 41. Los espectros de RMN-'>C de los
compuestos 40 y la mezcla 42 se describen en la parte experimental. Los espectros de RMN-
13C de los compuestos 39, 40 y 41 presentaron sefiales caracteristicas del grupo sulfato en C-6
desplazadas a campos bajos (4 a 6 ppm) respecto del grupo hidroximetilo libre. El espectro de
42 mostré6 una mezcla de compuestos di- y tri- sulfatados y no se observaron derivados

monosulfatados por espectroscopia.

Tabla 2.2.2.a.3.1. 4signacion de espectros de RMN- "°C de los compuestos 39 y 41.

c-1, C1' C-2,C-3,C4,C-5, C-6, CH,Ph OCH;  Cijiico
c-2’,C-3,C-4,C-5  C-6
39 104,1y 102,84 84,62; 83,12, 82,45, 6638, 74,84; 74,65 5645 129,79 - 127,21
80,47, 77,64, 7565, 659  74,40;74,07

73,74

41 10445 98,69 84,18, 819, 81,69; 67,36, 74,96; 74,45, 56,53 139,90 - 139,00
80,45, 79,02; 78,00; 66,68 74,18; 72,60 128,38 - 127,08
70,90 :

4]
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2.2.2.a.4 Diferentes procedimientos en reacciones de hidrogendlisis:

El esquema sintético se completa con la remocion de los grupos bencilos y bencilidén

por reduccién catalitica en presencia de pa.ladio['mRTC“m

o hidréxido de paladio para obtener
el derivado anidnico deseado. Esta metodologia tiene la ventaja que los subproductos y
reactivos de la reaccion se separan por simple evaporacion y no es necesario una purificacion
posterior. Si bien, los compuestos preparados son compatibles con la hidrogendlisis, existen
ejemplos donde los grupos sulfatos interfieren en la reaccién. Por ejemplo la destritilacion de
metil 2,3-di-O-bencil-6-O-tritil-B-D-galactopiranésido  4-sulfato usando paladio como

(620CS2119) Krocede sélo parcialmente.

catalizador

Se ensayaron diferentes procedimientos:

-Una solucién de metil B-maltésido pentabencilado 6,6’-di-O-sulfato (41) en MeOH
se trat6 con H; bajo una presion de 350 kPa (medida a temperatura ambiente), en presencia de
Pd 10%/C o Pd(OH), 20%/C con agitacién enérgica en un equipo Parr para baja presiones. Al
cabo de 24 y 12 h, respectivamente, cualquiera sea el catalizador no se observaron cambios
por ccd.

-Los compuestos 39 (derivados de metil B-laminarabidsido) y 41 en solucién
metandlica se trataron con Pd(OH), 20% bajo una presiéon de 3500 kPa, con agitacion
enérgica, en un equipo para altas presiones. Al cabo de 5 h a temperatura ambiente se observé
por ccd la formacion de dos manchas y no se detectd producto de partida. Luego de aislar la
mezcla de productos de reaccién se caracterizaron espectroscopicamente y se observd que
estaba compuesta por derivados mono y disulfatados de metil B-laminarabidsido y metil -
maltoésido, respectivamente. Estas condiciones producian desulfatacion parcial.

-Una soluciéon del compuesto 41 en MeOH:HOAc (1:2) se traté6 con H, bajo una
presion de 350 kPa, en presencia de Pd(OH); 20%/C como catalizador, con agitacién enérgica
en un equipo Parr para baja presiones, a temperatura ambiente. Al cabo de 6 h, se observo un
tinico producto por ccd y no se detecté compuesto de partida. Luego de filtracién del
catalizador y evaporacion, el producto se caracterizd como metil B-maltésido 6,6’-di-O-
sulfato (38) por espectroscopia y el analisis elemental se correspondié con la férmula
molecular del derivado. Los rendimientos fueron cuantitativos.

Esta tdltima metodologia de hidrogendlisis se ensay6 también en los compuestos 39,
metil B-laminaratriésido heptabencilados 6,6’,6”’-tri-O-sulfato (40) y la mezcla metil (-

laminarabiésido dibencilidéen sulfatado (42). Se obtuvieron cuantitativamente los productos
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que se caracterizaron espectroscépicamente como metil B-laminarabiésido 6,6’-di-O-sulfato
(36), metil B-laminaratriésido 6,6’,6’’-tri-O-sulfato (43) y la meé;:la de derivados di- o tri-
sulfatado del metil B-laminarabiésido (44) en las posiciones C2, C2’ ylo C3’,
respectivamente. Los andlisis elementales de 36 y 43 se correspondieron con las férmulas
moleculares de los respectivos derivados.

En los espectros de IR de 43 y 44 se distinguian bandas a 1253 (S=0) y 833 cm™ (C-
O-S) del grupo.sulfato y una banda ancha a 3480 cm™ que indica la presencia del grupo
hidroxilo.

En parte experimental se detalla la asignacion de espectros de RMN->C del
compuesto 43 y la mezcla 44. El compuesto 43, opticamente activo, presenté sefiales
caracteristicas del grupo sulfato en C-6 desplazada a campos bajos (~ 6 ppm). El espectro de
RMN-'H de 44 se describe y discute en el capitulo de anélisis conformacional (seccién 3.3.5)
y el compuesto 43 se describe en la parte experimental.

Utilizando la metodologia de protecciones y desprotecciones el rendimiento global en
la obtencion de 36 y 38 fue de 48 y 33 % respectivamente, significativamente mayor que la

metodologia de sulfatacién directa. Para el trisacarido 43 el rendimiento global fue de 49%.

2.2.2.b Derivados fosfatados:

Entre los ésteres inorganicos de hidratos de carbono, los de fosfato son los mas
importantes por estar vinculados con el metabélismo de azicares. Su importancia como
componentes de acidos nucléicos y varias coenzimas ha inducido al estudio de los aziicares

fosfatados tanto desde el punto de vista de la preparacion como de sus propiedades. También,

[96CIM392]

resulta importante mencionar los estudios de propiedades inmunobiolégicas y

estructurales de glucanos solubles en agua como los glucanos fosfatados con uniones
glicosidicas [3-(1—)3)[98(:ARS 59 Estos estudios han involucrado la preparacién de derivados O-
fosfatados de mono, disacaridos y polisacaridos. Se han descrito diferentes metodologias de

preparacion de derivados fosfatados, como por ejemplo:

. o e qe 7
-oxicloruro de fosforo en pmdma[”cAR 1,

~cloruro de difeniloxifosforilo®2CAR263],

) . . 382, 92CAR
-cloruro de dibenciloxifosforilo*¥¢* 631,
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La fosfatacién directa de aziicares da una mezcla muy dificil de separar, por lo que, se
obtuvieron los derivados fosfatados a través de la secuencia de protecciones y
desprotecciones.

Se ensayaron diferentes reactivos de fosfatacion utilizando como sustrato de prueba el

metil a-D-glucopirandsido. Se procedié a la fosfatacion de los derivados bencilados de metil

B-laminarabi6sido (24) y metil -maltésido (26).
2.2.2.b.1 Diferentes procedimientos en reacciones de fosfatacion:

Se ensayaron diferentes reacciones de esterificacion del metil a-glucopirandsido con
los tres reactivos de fosfatacion mencionados anteriormente. En el caso del cloruro de
dibenciloxifosforilo s6lo se observé producto de partida por ccd luego de 20 h y utilizando
oxicloruro de fosforo o cloruro de difeniloxifosforilo se obtuvo una mezcla de productos
fosfatados i6nicos o protegidos con el grupo fenilo, respectivamente. Se eligié el cloruro de

difeniloxifosforilo porque permite una purificacion mas simple debido a su menor polaridad.

2.2.2.b.2 Reacciones de fosfatacion sobre sustratos convenientemente protegidos:

La preparaciéon se realizd por tratamiento de un equivalente de los derivados
bencilados de metil B-laminarabiésido (24) o maltdsido (26) en CH,Cl; y en presencia de
TEA y DMAP y dos equivalentes de (OPh);P(O)Cl, de acuerdo con las condiciones
empleadas en bibliograﬁa[92CAR263]. Luego de 12 h a temperatura ambiente no se detectd
material de partida por ccd. Las mezclas de reaccion fueron purificadas por cromatografia en
capa delgada de silicagel, se aislaron los productos y a través de evidencias espectrales
(RMN-'H y 13C) se caracterizaron como metil 2,3,4-tri-O-bencil-6-O-difenilfosfonato-B-D-
glucopiranosil-(1—3)-2,4-di-O-bencil-6-O-difenilfosfonato-B-D-glucopiranésido (48) y metil
2,3,4-tri-O-bencil-6-O-difenilfosfonato-a-D-glucopiranosil-(1 >4)-2,3-di-O-bencil-6-O-
difenilfosfonato-B-D-glucopiranésido (49), con 80 y 91% de rendimiento, respectivamente.

En los espectros de IR de 48 y 49 se distinguian bandas 1189 y 1190 (P=0) y 1069 y
1072 cm™ (C-O-P), correspondientes al grupo fosfato.

La estructura de los compuestos 48 y 49 también fue confirmada por FABMS de iones
positivos, donde el i6n principal fue [M+Na].
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Las asignaciones espectrales (RMN-'?C) de los compuestos 48 y 49 se muestran en la
tabla 2.2.2.b.2.1. En los espectros de RMN-'>C se observé la sefial del C-6 desplazada 5-6
ppm hacia campos mas bajos respecto de las correspondientes a los precursores 24 y 26,
acorde con la fosforilacion en dicho centro. Ademas los C-6 y C-5 aparecieron como dobletes
debido a los acoplamientos Bc.ol'py Bc-c-0-'p respectivamente["a“m. Los espectros

de RMN-'H se describen en la parte experimental (seccién 2.3.5.b.2.1)

Tabla 2.2.2.b.2.1. 4signacién de espectros de RMN- "’C de los compuestos 48 y 49.
C-1 C-1’ C-2,C3,C4,C- C5¢C» C-6, CH,Ph  OCH; Ci,ilico
2,C-3,C4 C-¢6’
48 104,20, 102,50 84,77; 82,99; 73,74; 73,28 68,26; 75,73; 57,04 150,60 -
82,84; 80,23; 77,38 d Jcp=7,7 67,74 d 75,23; 120,22
Jer=69  75,00;
74,64
49 104,13 96,57 84,28, 81,85; 73,13; 67,87, 75,55; 56,67 150,65 -
81,63;79,21; 72,44; 67,64 75,22; 120,11
77,04; 73,15; 70,83; 70,68 d; Jcp= 74,56;
72,56; 70,70 d; Jcp=4,07 4,07 73,76;
73,42

2.2.2.b.3 Reacciones de hidrogendlisis:

[56A1655, 561A2336) para hidrogendlisis de grupos

Los métodos descriptos en bibliografia
fenilo emplean PtO, como catalizador. Se consider6 mas conveniente la remocion secuencial
de grupos bencilo y fenilo, por lo que se procedié primero a clivar los grupos bencilos con

Pd(OH), y posteriormente los grupos fenilos con PtO,.

Hidrogendlisis de grupos bencilo:

Los compuestos pentabencilados 6,6’-di-O-difenilfosfato de metil B-laminarabidsido
(48) y metil B-maltésido (49) se hidrogenaron (bajo una presion inicial de 210 kPa) en
presencia de Pd(OH),. Luego de 12 h a temperatura ambiente con agitacion mecanica se
obtuvo desbencilacion parcial, por lo que se dejé reaccionar luego en un reactor de alta

presion (3400 kPa de H,) obteniéndose un unico producto mayoritario (cuantitativo) en cada
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caso. Por RMN-"C los productos se caracterizaron como 6,6’-di-O-fosfato de fenilo de metil
B-laminarabiésido (50) y de metil B-maltésido (S1).

En la tabla 2.2.2.b.3.] se muestran las asignaciones de espectros de RMN- 13C de los
compuestos 50 y 51 donde puede observarse que las seiiales correspondientes al C-6 y C-6" se
desplazan a campos mas bajos (2-4 ppm) respecto de los metil B-glicésidos desprotegidos 13

y 17. En este caso solo el compuesto 51 present6 acoplamiento vecinal 13c.0-'p.

Tabla 2.2.2.b.3.1. 4signacién de espectros de RMN- C de los compuestos 50 y 51.
C-1, C-I' C-2,C-3,C4, C5,C-2, C-6,C-6& OCH; Ci,iico
C-3, C-4, C-5’
50 103,73 85,84; 76,32; 74,34; 73,43; 65,86 58,12 150,80; 130,72;
70,08; 68,86 125,2; 121,08
51 103,84 9994 77,11;76,89; 74,13; 73,84; 66,04; 65,32d; 58,07 150,90; 130,66;
73,42; 72,49; 69,53 Jep=2,0 125,13; 121,03

Hidrogendlisis de grupos fenilo:

Por ultimo se procedié a la hidrogendlisis del fenilo. Es conocido el uso de
P, 6/A16%9. 36JA2336] 3o catalizador en la hidrogendlisis de fosfato de fenilo.

La hidrogendlisis de los compuestos 50 y 51 en solucién metanélica con PtO; como
catalizador (H,, 350Kpa, temperatura ambiente) y resina forma sédica no fue efectiva.
Cuando los sustratos se disolvieron en MeOH:HOAc= 1:1 en las mismas condiciones
anteriores y sin resina sodica la reaccién se completd en 5 h (ccd). Luego de su aislamiento se
convirtieron en las respectivas sales sddicas, por tratamiento con resina. Después de aislados
mostraron poderes rotatorios levo y dextrorotarorio respectivamente. Por espectroscopia de
RMN-'H y "*C se caracterizaron como los derivados de 6,6’-di-O-fosfato de sodio de metil f-
laminarabiésido (52) y de metil B-maltésido (53). Los rendimientos fueron cuantitativos.

Los espectros infrarrojos mostraban una sefial ancha e intensa a 3400 cm
correspondiente a los grupos OH, mientras que los grupos fosforilo (P=0) se caracterizaban
por las sefiales a 1119y 981 cm™ en el compuesto 52 y 1150 y 990cm™ en el compuesto 53.

Los espectros de RMN-"C de los compuestos 52 y 53 mostraron un corrimiento de

las sefiales de C-6 de 1,8 y 1,2 ppm a campos mads bajos comparados con los correspondientes

metil B-glicésidos, de acuerdo con bibliografial®?cAR!: 5CART (1ap1a 2 2 2 b.3.1).
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Por otra parte, los espectros de RMN-'H resultaron més simples que sus
correspondientes metil B-glicdsidos y la asignacion completa se encuentra detallada en la
parte experimental (seccién 2.3.5.2.3) y se discute en el capitulo de analisis conformacional

(seccion 3.2.4 y 3.3.5).

Los espectros FABMS iones positivos de los compuestos 52 y 53 dieron como ion
principal [M+Na].

El andlisis elemental de los compuestos 52 y 53 coincidié con el calculado para

C13H2,0,7P2Na,.

Tabla 2.2.2.b.3.11. 4signacién de espectros de RMN- "°C de los compuestos 52 y 53.
C-1 C-r C-3 C-2, C-4, C-5,C-2n, C-3n, C-4n, C-5n C-6,C-6n OCH;
52 103,47 104,06 84,17 75,93;74,57; 73,97, 69,80; 68,43 63,47 58,31
53 103,97 98,84 76,77; 75,93; 74,50; 74,05; 73,86; 73,23; 72,67, 69,66 63,31 58,29

2.2.2.c Derivados succinilados:

Los polisacaridos succinilados se emplean industrialmente como agentes espesantes,
agentes para la suspensién de sélidos en solucién, como vehiculizante de drogas y se han
estudiado sus propiedades reologicas, B6MAC1Z3, S0IMBIS3, S0IBM201]

Los derivados O-succinilados se preparan empleando anhidrido succinico bajo
diversas condiciones expen’mentales[“MAClZS].

Catalizadores de acilacion: piridina, DMAP o 1-metil-imidazol.
Solventes: DMF, DMSO, Py.

Son conocidas las propiedades de la DMAP!7OTt1521]

como catalizador de acilacién. En
las reacciones de succinilacién descriptas en bibliografial®*MAC1%] e} sistema DMF/DMAP
resulté ser el mas eficiente, por lo tanto los derivados succinilados se prepararon con
anhidrido succinico, DMAP y DMF de acuerdo con la técnica descripta por Vermeersch y

Schacht[8eMAC! 23],
2.2.2.c.1 Reacciones de succinilacion sobre sustratos convenientemente protegidos:

La succinilaciéon de los derivados parcialmente bencilados metil B-laminarabidsido

(24) y maltésido (26) con anhidrido succinico y DMAP en DMF condujo luego del
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aislamiento como sal sdédica a metil 2,3,4-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil 6-succinato de
sodio-(1—>3)-2,4-di-O-bencil-B-D-glucopirandésido 6-succinato de sodio (54, 85% de
rendimiento) y metil 2,3,4-tri-O-bencil-a-D-glucopiranosil 6-succinato de sodio-(1—4)-2,3-
di-O-bencil-B-D-glucopirandsido 6-succinato de sodio (55, 82% de rendimiento).

En los espectros infrarrojos de los compuestos 54 y 55 se distinguian sefiales del
carbonilo del grupo éster a 1740 y 1736 cm™ y carbonilo del grupo carboxilato 1610 y 1608
cm’.

Los espectros de FAB masa para iones positivos presentaban como ion principal
[M+Na]".

La asignacién de los espectros de RMN-"C de los compuestos 54 y 55 se hizo por
simple comparacién con los correspondientes a los espectros de los sustratos de la reaccién.

Puede observarse las sefiales de C-carbonilico de éster y C-carbonilico de acido. La

asignacién completa se encuentra en la tabla 2.2.2.c.1.I.

Tabla 2.2.2.c.1.1. 4signacién de espectros de RMN- "°C de los compuestos 54 y 55.
C-1, C-1' C(C-2,C-3,C4, C-6, CH,Ph OCH; C,, C.ritico C-
C-5, C-2’, C- C-¢ ester
3,C-4,C-5 CoO’

54 105,68; 102,95 8530-7042 62,60 73,80-7327 5524  29,16- 13820- 174,80
28,71 126,43 171,85

171,63

55 102,95 96,38 82,82; 80,65, 62,58, 73,81; 73,40; 55,00 29,16- 138,14- 174,83
80,35; 78,61; 62,16  72,69; 72,68; 28,71 125,69 174,81

76,70, 75,11, 71,64 171,97

68,96 171,74

2.2.2.c.2 Reacciones de hidrogendlisis:

Cuando soluciones de 54 y 55 en HOAc (glc) :MeOH= 4:3 se trataron con H; bajo
una presion inicial de 210 kPa en presencia de Pd(OH), /C se obtuvieron productos de
desbencilacion parcial. Sin embargo, un posterior tratamiento en un equipo para altas
presiones (40atm) por 6 h produjo desbencilacion total. El producto de reaccién fue tratado
con resina Dowex (forma H") y luego de eliminar el HOAc el residuo sélido se convirti6 en la

correspondiente sal sddica por tratamiento con resina de intercambio idnico. Se obtuvieron
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cuantitativamente los compuestos caracterizados por espectroscopia de RMN-"C como los
derivados dpticamente activos 6,6’-di-O-succinato de sodio de metil B-laminarabidsido (56) y
maltdsido (57), respectivamente.

Los andlisis elementales coincidieron con los calculados para los productos de
hidrogendlisis.

Los espectros de absorcién infrarroja mostraban una banda caracteristica del carbonilo
del ester a 1740 y 1736 cm™ para 56 y 57 respectivamente y de carbonilo de} a carboxilato
1571 y 1439 cm™ (56) y 1580 y 1441 cm™ (57), ademas de una banda ancha a ~3400 cm™
correspondiente a los grupos OH.

Los espectros de FAB masa de iones positivos dieron como i6n principal [M+Na]”
para el compuesto 56 y [M+H-2Na]" para el compuesto 57.

En la tabla 2.2.2.c.2.] se muestran las asignaciones de los espectros de RMN-"C de
los compuestos 56 y 57. Los correspondientes espectros de RMN-'H se describen en la parte
experimental (seccion 2.3.5.b.3.2) y se discuten en el capitulo se analisis conformacional
(seccion 3.2.4 y 3.3.5). Los espectros de RMN-'H y BC fueron muy similares a los
correspondientes de los metil B-glicésidos precursores. Presentaron las sefiales caracteristicas
de éster y carboxilato del grupo succinato de C-6 en el espectro de carbono y en el espectro

prétonico los hidrégenos metilénicos de la cadena alquilica.

Tabla 2.2.2.¢.2.1. 4signacion de espectros de RMN- "C de los compuestos 56 y 57.
C-1 C-r C-2,C3,C4,C5,C2, C-6, OCH; C, C-ester
c-3,C-4,C-5» C-¢’ COO
56 103,86 85,63 (C-3); 76,86; 76,46; 61,62 58,14 35,08; 32,86; 182,29; 181,94;
74,02; 73,66; 70,54; 69,09 31,29; 31,28 178,20; 177,80
57 103,91 100,95 78,75; 76,89; 75,29; 73,89; 61,45 5727 32,48; 30,72 182,50; 181,99;
73,66; 73,52; 72,68; 70,33 61,18 178,25, 177,90

2.2.2.d Derivados de dcidos uronicos:

Los policarboxilatos naturales®7CAR!17] (alginatos, pectinas) son usados en varios
procesos industriales por sus propiedades espesantes, gelificantes y secuestrantes de metales.
Entre los métodos de oxidacién selectiva de los grupos hidroxilos primarios en

hidratos de carbono, se pueden citar:
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Hipoclorito de sodio; utilizando como catalizador el radical TEMPO (2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxil) y bromuro de sodio®*AR®) En algunos polisacaridos, se
necesitan tiempos prolongados de reaccién con la consiguiente descomposicion, debido a
la B-eliminacién y a degradacion oxidativa.

Oxidos de nitrégenol® “AR117) [ a reaccion no es completamente selectiva y los hidroxilos
secundarios pueden oxidarse.

BICARITS] oomo catalizador.

Oxigeno molecular, utilizando platino sobre carbén
Una metodologia particularmente conveniente es el empleo del reactivo de Jones en la
oxidacion del grupo hidroximetilo de derivados convenientemente protegidos en los grupos
hidroxilos secundarios. Luego de la bencilacion del acido resultante, la purificacion se

[8310C4404, 8310C1469, 87BCIIS29]  pota yiitima alternativa fue adoptada

simplifica sustancialmente
en el presente trabajo de tesis, ya que los derivados convenientemente protegidos estaban

preparados.
2.2.2.d.1 Reacciones de oxidacion sobre sustratos convenientemente protegidos:

Los derivados parcialmente bencilados de metil B-laminarabidsido (24) y metil B-
maltésido (26) en acetona se ftrataron con el reactivo de Jones durante 4 h a temperatura
ambiente. Se prepararon los correspondientes ésteres bencilicos por tratamiento con bromuro
de bencilo en DMF en presencia de K;CO; y nBuyNI. Se obtuvieron el (2,3,4-tri-O-bencil-f-
D-glucopiranosil)uronato de bencilo-(1—>3)-(metil 2,4-di-O-bencil-B-D-
glucopiranosil)uronato de bencilo (58, 70% de rendimiento) y (2,3,4-tri-O-bencil-a-D-
glucopiranosil)uronate de bencilo-(1—4)-(metil 2,3-di-O-bencil-B-D-glucopiranosil)uronato
de bencilo (59, 75% de rendimiento).

Los espectros de IR presentaban bandas de carbonilo del ester a 1750 cm™.

Los espectros de FAB masa para iones positivos presentaron como i6n principal el de
relacién m/z igual a 1038 [M+Na]".

Los espectros de RMN-'?>C mostraban las sefiales tipicas de éster en 170-168ppm. La

asignacion completa se encuentra en la tabla 2.2.2.d.1.1.
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Tabla 2.2.2.d.1.1. 4signacién de espectros de RMN- "°C de los compuestos 58 y 59.

C-1 C-1’ C-2,C-3,C-4,C-5,C-2", OCH; PhCH,COO C,ic COOBn
C-¥, C-4’, C-5’, CH,Ph’

58 104,67y 102,99 83,98; 82,47; 82,25; 59,29  67,34;67,05 138,26- 168,50;
80,08; 79,67;75,73; 127,64 168,15
75,24; 75,10; 74,94;
74,65; 74,48

59 104,81 97,82 83,36; 81,42; 80,96; 57,28  67,65; 67,42 138,68 - 169,55;
80,01; 78,80; 76,57, 127,09 168,30

75,70%; 75,12*; 74,88;
74,65%; 73,30%; 71,31

2.2.2.d.2 Reacciones de hidrogendlisis

La hidrogenolisis de los compuestos 58 y 59 en HOAc (glc) se realizé a temperatura
ambiente en presencia de Pd(OH), 20%/C (presién inicial 340kPa de H,). La reaccién se
monitore6 por ccd. Cuando no se observé producto de partida, se separ6 el catalizador y los
productos se convirtieron en las correspondientes sales sdédicas. Se obtuvieron con
rendimiento cuantitativo los productos caracterizados como (B-D-glucopiranosil)uronato de
sodio-(1—3)-(metil B-D-glucopiranosil)uronato de sodio (60) y (a-D-glucopiranosil)uronato
de sodio-(1—>4)-(metil B-D-glucopiranosil)uronato de sodio (61). El analisis elemetal de los
compuestos coincidi6 con el calculado para esa estructura.

Se observé al i6n [M+Na]" como el principal por espectroscopia FAB masa para iones
positivos.

Los espectros de infrarrojo mostraban una sefial ancha correspondiente al HO a ~3450
cm’! ademas de la sefial de C=0 a 1560 cm™ del carboxilato.

La asignacion de los espectros de RMN-">C se encuentran en las tablas 2.2.2.d.1.I.
Los espectros presentaron las sefiales caracteristicas del grupo carboxilato. El espectro de
RMN-'H se encuentra descripto en la parte experimental (seccién 2.3.5.b.4.2) y se discute en

el capitulo de analisis conformacional (seccién 3.2.4 y 3.3.5).
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Tabla 2.2.2.d.1.1. 4signacion de espectros de RMN- "’C de los compuestos 60y 61.

C-1, C-1’ C-2,C-3,C4,C-5,C-2,C- OCH;, COoO’
¥,C-4,C-5
60 103,76; 103,16 84,36, 77,02; 76,59; 76,22; 58,16 176,64; 176,37
74,15;73,72; 72,60; 71,14
61 104,02 9858 77,26, 77,07, 76,88, 73,95; 58,19 177,76, 175,94
73,25, 72,87; 72,25

2.3 Parte experimental

2.3.1 Consideraciones Generales

Los puntos de fusién se determinaron con un aparato Fisher-Johns y no fueron
corregidos.

Los poderes rotatorios se midieron en un polarimetro Perkin Elmer model 341,
341LC, empleando una fuente a 589 nm; en microceldas de 1,00 dm de longitud, a
temperatura ambiente, en solventes y concentraciones indicadas en cada caso.

Los espectros de absorcién ultravioleta (UV) fueron realizados en un espectrometro
Jasco modelo 7850 con celdas de cuarzo y empleando el solvente indicado en cada caso.

Los espectros de absorcién infrarroja (IR) fueron realizados en un espectrometro
Nicolet Magna 550 en film o en pastilla de KBr.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN-'H) y de nucleos de
e (RMN-BC) se realizaron con espectrometros Bruker AC 200, VarianXL-300 y Varian
Unity 500, segun se indica en cada caso; todos los espectros de RMN-"3C se obtuvieron
totalmente desacoplados por irradiacién simultinea de los niicleos de 'H.

En ambos casos los desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por millon
(ppm) respecto del tetrametilsilano (TMS). En la mayoria de los casos se us6 TMS como
referencia interma o cuando el solvente empleado no contenia TMS se empled la sefial del
solvente como referencia o la calibracion propia del equipo para cada solvente.

En todos los casos las mediciones se efectuaron usando tubos de 5 mm, a 30 °C
aproximadamente y trabajando en el modo FT.

Las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz y sus valores se midieron

considerando a los multipletes como si fueran de primer orden. Las abreviaturas usadas en la
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descripcién de los espectros son: s (singulete); d (doblete); t (triplete); dd (doble doblete); ddd
(doble doble doblete); dt (doble triplete); o (octeto) y m (multiplete).

Los espectros de resonancia magnética nuclear en dos dimensiones (RMN-2D) de
correlacién homonuclear (COSY y NOESY) y heteronuclear (HETCOSY) fueron realizados a
las frecuencias indicadas empleando el software estdndar del equipo correspondiente.

Los espectros de masas FAB se realizaron en un espectrometro ZAB-SEQ (BEqQ)
(VG Analytical) utilizando el tercer detector de tercera regién libre de campo (LANAIS,
CONICET, UBA). Se utilizaron matrices de TIO-TEA (tioglicerol-trietanolamina).

Los andlisis elementales fueron efectuados por la Lic. Marta Marcote (UMYMFOR,
CONICET), por personal técnico del INQUIMAE (CONICET) y en el Departamento de
Analisis y Técnicas Instrumentales del Instituto de Quimica Orgénica General (CSIC), y se
expresan en tanto por ciento.

Las muestras para microandlisis se secaron previamente a presion reducida
(aproximadamente 0,02 kPa) en presencia de P,Os y a temperaturas entre 40 °C y 110 °C de
acuerdo al punto de fusién, estado fisico y estabilidad de las mismas.

Todos los solventes fueron purificados por destilacién fraccionada. Las evaporaciones
se realizaron a presion reducida a temperaturas menores de 45 °C, salvo en los casos
especificamente indicados. Los extractos de solventes organicos fueron previamente secados
sobre sulfato de magnesio 6 de sodio anhidros. Las mezclas de solventes estan expresadas en

relaciones de volumenes (V/V).

2.3.2 Métodos cromatogrdficos

2.3.2.a Cromatografia en capa delgada (ccd)

En todos los casos se utilizé la técnica ascendente en placas de aluminio o de vidrio
(en el caso de placas de alta resolucidon) (Merck) cubiertas con silicagel 60 PF 254 de 0,1 mm
de espesor y 6.6 cm de longitud. Los solventes de desarrollo se indican en cada caso. Las
placas se visualizaron por iluminacién con luz ultravioleta (254 nm) y luego por inmersion en
una solucion de H,SO4 5 % v/v en etanol y posterior calefaccidon a 150 °C, o por exposicion a

vapores de [,.

2.3.2.b_ Cromatografia en columna (cc)
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a- Se utilizaron los siguientes rellenos para las cromatografias en columna: silicagel
60, malla 230-400 (Merck); silicagel H (Merck); tamafio de particula 10-40. Los solventes de
desarrollo se indican en cada caso.

b- En todos los casos se utilizo la técnica ascendente en placas de aluminio cubiertas
con celulosa F. Los solventes de elucién se indican en cada caso. Como reactivo de revelado
se utiliz6 nitrato de plata / hidréxido de sodio: una solucién saturada de nitrato de plata (0,1
ml) se agregd a 20 ml de acetona. El precipitado de nitrato de plata obtenido se redisolvié por
agregado de la minima cantidad de agua. Los cromatogramas se pulverizaron con la solucion
anterior y se secaron a temperatura ambiente. Después de 3 6 4 min se pulverizaron con una
solucién de hidréxido de sodio 0,5 M en etanol 50 %. Los azicares reductores y polialcoholes
revelan como manchas color marrén oscuro, que se fijan en una solucién acuosa de tiosulfato
de sodio 5 %. La cantidad minima detectada de azicares reductores es de 2 a 20 pg. También

se utilizd I; como revelador.

2.3.2.c Cromatografia en capa preparativa

Se realizaron en cromatoplacas preparadas con silica gel 60 GFis4 como fase
estacionaria de Imm de espesor (Kieselgel 60 GF;s4), tamafio 20 x 20 y observandola luego
de su desarrollo con luz ultravioleta a 254 nm. Los solventes de desarrollo y desorcion se

indican en cada caso.

2.3.2.d Cromatografia en geles

DEAE-Shephacel Pharmacia: (forma HO"), eluyendo con una solucién de NH;OH 1
M; (forma borato), eluyendo con buffer borato 0,1 M (pH 10).

Bio-Gel P-2 Fine 45-90 um comercial (BIO-RAP), eluyendo con H,O. La presencia

de azucar se determiné por ccd.

2.3.2.e Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

La cromatografia liquida de alta resolucidn se realiz6 con los siguientes equipos

a. Analiticas: cromatdgrafo liquido LKB Pharmacia modelo LCC 2252, de dos
bombas LKB 2150 con mezclado de solventes a alta presion.

b. Semipreparativas: cromatografo liquido Knauer 64.

En ambos casos se emplearon como detectores (segin se indique) los siguientes

equipos:
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Detector UV variable LKB Pharmacia modelo VWM 2141
Refractémetro diferencial Knauer semipreparativo

Los cromatogramas fueron registrados simultdneamente con:
Integrador automatico LKB Pharmacia 2221

Registrador Knauer.

Cuando corresponda se indican los sistemas cromatograficos empleados.

2.3.3 Solventes

Los solventes anhidros fueron preparados de la siguiente manera:

El diclorometano; el cloroformo y el 1,2-dicloroetano se secaron por reflujo sobre
P,0:s, destilaron y guardaron sobre tamices moleculares de 4 A, salvo el cloroformo que se
guard6 sobre alimina basica (Woelm, grado 1).

El metanol se refluj6 sobre torneaduras de magnesio en presencia de I, durante cuatro
horas, luego se destilé y se guardé sobre tamices moleculares de 3 A.

La piridina (Py) fue reflujada sobre CaH;, bajo atmdsfera de N, seco, destilada y
guardada sobre tamices moleculares de 4 A.

El tetrahidrofurano (THF), el éter etilico, el benceno, el tolueno y el n-hexano
(previamente desolefinado por destilacion sobre acido sulfurico concentrado, neutralizacién
con solucién saturada en bicarbonato de sodio y posterior destilacién simple) se reflujaron
primero sobre hidréxido de sodio en lentejas y luego sobre cintas de sodio en presencia de
benzofenona bajo atmdsfera de N seco, finalmente fueron destilados justo antes de ser
usados.

La dimetilformamida (DMF) y el dimetilsulféxido (DMSO) empleados se adquirieron
comercialmente con grado analitico ¢ anhidros y se trataron con sucesivos lechos de tamices
moleculares de 3 A (previamente activados) durante una semana y guardaron sobre el mismo
desecante.

El 4cido acético glacial se obtuvo a partir del producto comercial (grado analitico) por

cristalizacion, filtrado y usado inmediatamente luego de fundir.

2.3.4 Reactivos generales

El alcohol bencilico se trat6 con 0,2 % p/v de sodio metalico y se destild bajo presion

reducida.
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El anhidrido acético (reactivo comercial, grado analitico) se traté con exceso de CaCl,
bajo atmdsfera de N seco, a temperatura ambiente y agitacién vigorosa durante 12 h, se
separé por decantacion y se destilé en atmoésfera de N seco.

El cloruro de benzoilo (reactivo comercial, Aldrich, pureza superior al 99 %) se
guard6 bajo N, seco y fue usado sin destilar.

El carbonato de plata se prepar6 a partir del mezclado de soluciones acuosas saturadas
de 62,0 g de nitrato de plata y 31,0 g de bicarbonato de sodio. El precipitado amarillo se filtré
rapidamente lavando con agua y finalmente con acetona y se guardé en desecador de vacio en
oscuridad por no mas de una hora previo a su uso.

La N-metilpirrolinina y la trietilamina fueron reflujadas sobre hidréxido de potasio
durante 6 h y luego se destil6 sobre hidréxido de potasio; finalmente se destilé en atmdsfera
de nitrégeno en presencia de 2 % de fenilisocianato. El destilado se guardd bajo atmoésfera de
nitrégeno sobre tamices moleculares de 4 A.

Los tamices moleculares (en pellets o en polvo) fueron activados en mufla a 320 °C
durante seis horas, enfriados en desecador y guardados bajo atmdsfera de N seco.

El curdlano (reactivo comercial, Wako Pure Chemical Industrries, Ltd), maltosa
(reactivo comercial, Sigma) y metil a-D-glucopirandsido (reactivo comercial, Aldrich) se
usaron sin tratamiento previo.

El metil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranésido fue obtenido acorde a los métodos
publicados en bibliografial®2MCC326. 62MCC211]

El SO;:Py se prepar6 agregando gota a gota 4,1 ml (62 mmoles) de é&cido
clorosulfénico a 10 ml (124 mmoles) de piridina anhidra con agitacién vigorosa enfriando
exteriormente con hielo-NaCl (-10 a -15°C), acorde a métodos publicados en la
bibliograﬁamCAR'”].

Para la sintesis del complejo SO;:NEt; se sigui6é el procedimiento desarrollado en

[870PP466] - Sobre una solucién de 60,6 g de trietilamina en 200 ml de

bibliografia
diclorometano, se agregd gota a gota y agitando desde una ampolla de decantacién una
solucién de 34,8 g de 4cido clorosulfénico en 100 ml de diclorometano a 0 °C; la adicién durd
1 h. Se observo la separacion de un precipitado de clorhidrato de trietilamina y una reaccién
vigorosa; se interrumpi¢ la reaccioén volcando la mezcla sobre agua helada (150 ml). La fase
orgénica se separé y se lavé con agua, se secé con Na;SO4 anhidro, se filtr6 y se evapord a
presion reducida. El sélido obtenido se recristalizé de de diclorometano:hexano (1:1 v/v).

P.F.: 91-92°C (35,14 g). (bibliografia #8124 p £.:91,5°C).
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El reactivo de Jones: se prepard agregando a 3 ml de una solucién 3,5 M de H,SO; se
le agreg6 a 0 °C, 682 mg de Cr,0,.
El (PhO),P(O)Cl (reactivo comercial Aldrich) se usé sin tratamiento previo.

2.3.5 Sintesis de oligosacdridos anionicos

2.3.5.a Preparacion de derivados de laminara-oligosacdridos y de maltosa

2.3.5.a.1 Obtencion de metil glicosidos

2.3.5.a.1.1 Acetdlisis del curdlano

Se adaptaron las técnicas descriptas en literatural"7c305. S1CARI33 - A yyng suspension de
curdlano (90%, 1,00 g.) en anhidrido acético (6 ml) se agregd acido acético glacial (6 ml) y
acido sulfurico (¢) (0,3 ml) manteniendo la temperatura en 25 °C y con agitacién magnética.
Se calent6 la mezcla a 80 °C durante 5,5 h. Se neutralizé por agregado de piridina (15 ml)a 0
°C y posterior agregado de metanol, manteniendo la agitacion durante 10 min. Se concentro la
solucion codestilando la piridina con tolueno. El residuo resultante se disolvid en
diclorometano y se lavé sucesivamente con KHSO4 10 % p/v; NaHCO; (ss) y NaCl 10 % p/v;
luego de secar (Na,SQ,), filtrar y concentrar bajo presion reducida se purificé en columna
cromatografica de silica gel desarrollada con tolueno:acetona (9:1 v/v). Se productos
obtenidos e identificados fueron:
1,2,3,4,6-Penta-0-acetil-o-D-glucopiranosa (1).
154 mg (15%). Sélido blanco.
Punto de Fusién: 112-113° (etanol), (bibliografia (©*M2!! 5 £:112-113°C).
[a]p : +101.5° (c:1, CHCLs), (bibliografial®™c2!!! [o]p : +102° (CHCI5)).

2,3,4,6-Tetra-0-acetil-B-D-glucopiranosil-(1—3)-1,2,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosa
(octa-0-acetil a-laminarabiosa) (2).

240 mg (24%). Sélido blanco.

Punto de Fusién: 82-83 °C (iPr,0), (bibliografia ""'*%] p f.: 82,5 °C).

[a]p: +22° (c:1, CHCL), (bibliografia’ ") [a]p : +21.9° (c:1, CHCl3)).
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RMN-C (50,1 MHz; CDCls); & (ppm): 170,75-168,73 (C=0, acetatos); 100,92 (C-1"); 89,29
(C-1); 77,84 (C-3); 73,02; 71,76; 71,49; 71,38; 70,06, 68,24; 67,61 (C-2, C-4, C-5, C-2’, C-
3’,C-4’,C-5%); 61,85 (C-6, C-6’); 22,97-20,68 (CH;CO, acetilo).

RMN-'H (200,1 MHz; CDCl3); & (ppm): Acorde con datos de bibliografial”?“B!%¢) 6 21 (d;
1H; J, 2= 3,7 Hz, H-1); 5,10 (t; 1H; J3-5» = 9,0 Hz; J3- 4= 9,1 Hz; H-3’); 5,06 (m; 3 H; H-2,
H-4, H-4’); 4,86 (t; 1H; J;- 2 = 8,2 Hz; H-2’); 4,63 (d; 1H; H-1"); 4,35 (dd; 1H; J ¢ 5+ = 4,0
Hz, J ¢v¢a= 12.5 Hz; H-6’b); 4,15-3,99 (m; 5 H; H-3, H-5, H-6a, H-6b, H-6"a); 3,70 (m; 1H;
H-5%); 2,15-1,90 (7s; 3Hc/u; acetiloxi).
2,3,4,6-Tetra-0-acetil-3-p-glucopiranosil-(1—3)-2,4,6-tri-O-acetil-B-b-glucopiranosil-
(1-3)-1,2,4,6-tetra-0O-acetil-a-b-glucopiranosa (undeca-0O-acetil a-laminaratriosa) (3).
180 mg (18 %). Soélido cristalino.

Punto de Fusién: 104-105 °C (EtOH), (bibliografia "*“B'%8] p f.: 105 °C).

[a]p: -5,2° (c:1, CHCl3), (bibliografial"B'®é) [o]p : -5.4° (c:1, CH,Cly)).

RMN-"C (50,1 MHz; CDCl;); & (ppm): 170,74-169,41 (C=0, acetatos); 101,19; 101,18 (C-
1’, C-1""); 89,36 (C-1); 79,02; 75,77 (C-3, C-3°); 73,03; 71,75; 71,13; 70,17; 68,35 (C-2, C-
2’, C-2,C-37,C4, C4,C47, C-5, C-5°, C-5""); 62,68; 61,92 (C-6, C-6’, C-6"); 23,01 -
20,75 (CH;CO, acetilo).

RMN-'H (200,1 MHz; CDCl); & (ppm): 6,21 (d; 1H; J;, 2= 3.6 Hz; H-1); 5.10 (d; 1H; J;- >~
= 8,4 Hz; H-1°*); 4,49 (d; 1H; J-2» = 8,0 Hz; H-1"*); 5,02 - 3,59 (m; 18 H; H-2,2’,2”, H-
3,3’,3”, H4, 4,4, H-5,5,5", H-6a,6’a,6’’a, H-6b, 6’b,67’b); 1,90 - 2,32 (11s; 33 H;
acetiloxi).

*sefiales pueden intercambiarse.

Tetradeca-O-acetil a-laminaratetraosa (4).

80 mg (8%). Sélido amorfo.

RMN-"2C (50,1 Mhz; CDCL); & (ppm): 170,75-169,31 (C=0, acetatos), 101,37; 100,91;
100,89 (C-1°, C-1°, C-1""); 89,90 (C-1); 79,30; 75,80 (C-3, C-3°, C-3"); 73,12; 71,82,
71,10; 70,12; 68,41; 67,80 (C-2, C-2°, C-2’,C-2"",C-3’,C-4°,C-4,C-4’, C-5, C-5°, C-
5, C-57); 62,23; 61,95; 61,75; 61,65 (C-6, C-6°, C-6"°, C-6"""); 23,01-20,75 (CH;CO,
acetilo).

Laminara-oligosacaridos peracetilados (5).

Se obtuvieron dos fracciones luego de la separacion por cromatografia en columna de silica
gel desarrollada con tolueno:acetona (9:1 v/v).:

a) oligosacaridos con 5 o mas unidades de glucosa.
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100 mg (10%). Sélido amorfo.

RMN-C (50,1 MHz; CDCls); § (ppm): 170,81; 170,36 (C=O, acetatos);100,97 (C-1, C-1,);
89,26 (C-1), 78,89; 72,13; 70,52; 69,06; 68,81 (C-2, C-2,, C-3, C-3,, C-4, C-4,, C-5, C-5,);
61,65 (C-6, C-6,); 21,48 (CH;CO, acetilo).

b) Oligosacaridos de mayor peso molecular. Se obtuvieron con un 25% de rendimiento.

Las condiciones de acetdlisis pueden variarse para obtener mayores rendimientos de
los oligosacaridos de mayor peso molecular. Cuando se hizo la reaccién a temperatura
ambiente por 24 h se obtuvieron laminara-oligosacaridos peracetilados (5) con un 40% de
rendimiento.

Los rendimientos de la reaccion de acetdlisis se calcularon tomando como masa

molecular al compuesto 1 como es usual en la bibliografia de bibliograﬁamc"‘mo5 » 79CB1046]

2.3.5.a.1.2 Acetilacion de la maltosa

Se realiz6 segun técnicas de la bibliografial62MCC326. 62MCC211, 49IA3175] - A yupa solucién
de D-maltosa comercial (3,00 g, 8,76 mmoles) en 80 ml de piridina anhidra se agregaron
lentamente, bajo atmdsfera de N, seco, con agitacidén y manteniendo la temperatura en -5 °C
(hielo-sal), 26,4 ml de anhidrido acético. Luego de reaccionar durante 2 h a -5 °C y durante
22 h a temperatura ambiente, se destruyd el exceso de reactivo acilante por agregado (a 0 °C)
de 30 ml de metanol. Después de 20 min se concentr6 bajo presion reducida codestilando la
piridina con exceso de tolueno; el residuo se disolvid en diclorometano y se lavd
sucesivamente con KHSO4 15 % p/v; NaHCO; (ss) y finalmente con H;O; se secé con
Na,;SO;4 y se concentrd en evaporador rotatorio.
2,3,4,6-Tetra-0O-acetil-a-p-glucopiranosil-(1-—4)-1,2,3,6-tetra-O-acetil-n-glucopiranosa
(octa-O-acetil a-maltosa) (6).

4.8 g (80%). Sélido cristalino blanco.

Punto de Fusién: 126-127 °C (iPr,0), (bibliografia ['*4127¢! p £ 125 °C).

[a]p: +122° (c:1, CHCly), (bibliografial' 1?78 [o]p : +122.8° (c:1, CHCly)).

IR: v max = 1740 cm™ (C=0 acetato).

2.3.5.a.1.3 Glicosidaciones
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Procedimiento general para las reacciones de glicosidacion

Se adapt6 una técnica descripta en bibliografial”?“®'*¢!. A una solucién del compuesto
206 (lg., 1.47 mmoles) o0 3, 4 0 5 (100 mg), en 1,2 dicloroetano seco (2.44 ml) y 4cido
acético glacial (4.87 ml), se agregaron bajo atmoésfera de N, seco, a 0 °C y al resguardo de la
luz, 1.5 ml de solucion de HBr 30% en 4cido acético glacial. Luego de 1 h de reaccién a
temperatura ambiente, se volcd la mezcla de reaccidén sobre hielo-H,O y se extrajo con
cloroformo; se lavé con NaHCO; (ss) y con H,0; se sec6 sobre Na,SO4 anhidro. Al
concentrar en evaporador rotatorio se obtuvo un sélido cristalino blanco. Sin purificar, el
bromuro de glicosilo se disolvid tolueno anhidro (8ml), se agregé metanol anhidro (60
mmoles) y Ag,CO; (550 mg), se dejé con agitacidn a temperatura ambiente, bajo atmoésfera
de N> y en la oscuridad. Luego de 1 h de reaccion se filtraron las sales de plata y se concentrd
en evaporador rotatorio; el residuo obtenido se disolvid en etanol. Se obtuvieron los
compuestos 7-11.
Metil 2,3,4,6-tetra-0O-acetil-B-p-glucopiranosil-(1—3)-2,4,6-tri-O-acetil-B-p-
glucopiranésido (7).
812 mg (85%). Sélido blanco.
Punto de Fusién: 163-164 °C (EtOH), (bibliografia®¥<>'23 pf:164-165 °C,
bibliografia®”’“##) p £.:165 °C).
[a]p: -44° (c:1, CHCL3), (bibliografia®?<3'?#]  [a]p : -45,5° (c:1, CHCI;), bibliografia
BTCSB8N [4]p : -42,8° (c:1, CHCL3),).
RMN-"C (50,1 MHz; CDCls); & (ppm):170,71; 170,41; 170,28; 169,36; 169,21; 168,85
(C=0, acetatos); 101,47 (C-1’); 100,88 (C-1); 78,88 (C-3); 72,91; 72,53; 71,80; 71,66; 71,01,
68,29; 68,07 (C-2, C-4, C-5, C-2’, C-3’, C-4°, C-5’); 62,10; 61,69 (C-6, C-6"); 56,56 (OCH3);
20,90; 20,68; 20,56; 20,45, 20,28 (CH3;CO, acetilo).Acorde con datos de
bibliografial?7c52383],
RMN-'H (200,1 MHz; CDCl;); & (ppm): 5,05 (t; 1H; J32» = 9,1 Hz; J3 4= 9,2 Hz; H-3");
4,97 (t; 1H; J4 5= 9,5 Hz, J43 = 9,5 Hz; H-4); 4,90 (dd; 1H; J,; = 8,1 Hz, J,3= 9,5 Hz; H-2),
4,87 (t; 1H; Jo 5»= 9,8 Hz; H-4’); 4.81 (t; 1H; J;-»» = 8,3 Hz; H-2°); 4,52 (d; 1H; H-17); 4,30
(dd; 1H; J ¢b 5> = 4,4 Hz, J ¢b6a= 12.5 Hz; H-6'b); 4,22 (d; 1H; H-1); 4,11 (m; 2H; H-6a,
6b); 3,97 (dd; 1H; J ¢a5» = 2,3 Hz; H-6a); 3,79 (t; 1H; H-3); 3,58 (m; 2 H; H-5, 5°); 3,38 (s;
3H; OCHs); 2,05; 2,00; 1,99; 1,95; 1,93; 1,92; 1,89 (7s; 3Hc/u; acetiloxi). Acorde con datos
de bibliografial®’’c5283],
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Metil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-p-glucopiranosil-(1—-3)-2,4,6-tri-O-acetil-p-p-
glucopiranosil-(1-3)- 2,4,6-tri-O-acetil-B-p-glucopiranosa (8).

78 mg (80%), sélido amorfo.

[a]p: -50° (c:1,9; CHCly). (bibliografia®“AR8!) (], : -51° (¢:1,2; CHCI3)).

RMN-'2C (50,1 MHz; CDCl3); & (ppm): 170,81; 170,32; 170,20; 169,45; 169,31; 168,87
(C=0, acetatos); 101,43; 100,99; 100,73 (C-1, C-1°, C-1""); 79,10; 78,47 (C-3, C-3°); 72,90;
72,59; 71,87; 71,71, 70,95; 68,41; 68,09 (C-2, C-2’, C-2’, C-3"°,C-4, C-4’, C-4”", C-5, C-5’,
C-5%); 62,26; 62,02; 61,71(C-6, C-6°, C-6""); 56,58 (OCH3); 21,38; 21,00; 20,65; 20,57,
20,44 (CH;CO, acetilo). Acorde con datos bibliograficos!>>¢AR8!].

Metil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-p-glucopiranosil-(1—3)-bis[2,4,6-tri-O-acetil--p-
glucopiranosil-(1-3)]- 2,4,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosa (9).

73 mg (75%), s6lido amorfo.

[a]p: -56° (c:1,9; CHCly), (bibliografia®“AR8!) (o], : -57° (¢:1,1; CHCl3)).

RMN-C (50,1 MHz; CDCl;); & (ppm): 170,61; 170,53; 170,25; 169,35; 169,80; 168,97
(C=0, acetatos); 101,37; 100,91; 100,89; 100,81 (C-1, C-1’, C-1"°, C-1"""); 79,01; 78,44 (2C)
(C-3, C-3°,C-3); 72,82; 71,75; 71,61; 70,90; 68,35; 67,99 (C-2, C-2°, C-2°, C-2*, C-3""",
C-4,C-4’,C-4”,C-4>, C-5,C-5, C-5, C-5"%); 62,23; 62,02; 61,95; 61,66 (C-6, C-6’, C-
6; C-6"""); 56,58 (OCHj;); 21,38; 21,00; 20,65; 20,57; 20,44 (CH3CO, acetilo). Acorde con
datos bibliogréﬁcos[”CARs”.

Maetil laminara-oligosacaridos peracetilados (10).

80 mg (rendimiento promedio 89%). Sélido blanco.

RMN-PC (50,1 MHz; CDCl3); 6 (ppm): 170,32; 168,90; 168,66 (C=0, acetatos); 100,50 (C-
1, C-1,); 78,13 (C-3, C-3,.1); 72,70; 71,58; 70,31; 67,92 (C-2, C-2,, C-3,, C-4, C-4,, C-5, C-
50); 61,84 (C-6, C-6,); 56,09 (OCH3); 20,46; 20,24 (CH3CO, acetilo).

Metil 2,3,4,6-tetra-0-acetil-a-p-glucopiranosil-(1—4)-2,3,6-tri-O-acetil-3-D-
glucopiranésido (11).

860 mg (90%). Sélido cristalino blanco.

Punto de Fusién: 121-123 °C (etanol), (bibliografial®#'°“??*"1 p £.: 122-124 °C).

[a]p: +54° (c:1, CHCl3), (bibliografial®®%“?7 [q]p : +53° (c:1, CHCly)).

RMN-*C (50,1 MHz; CDCl;); & (ppm): 170,41; 170,10; 169,89; 169,58; 169,35 (C=0,
acetatos); 101,09 (C-1); 95,55 (C-17); 75,43 (C-4°); 72,78 ; 72,14; 70,02; 69,38; 68,50; 68,07
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(C-2, C-3, C-4, C-5, C-2°, C-3°, C-57) ; 62,83 (C-6); 61,57 (C-6); 56,94 (OCH3); 20,80;
20,53 (CH;CO, acetilo). Acorde con datos de bibliograﬁamcm”].

RMN-'H (200,1 MHz; CDCl3); & (ppm): 5,33 (d; 1H; J1»»»=3,8 Hz; H-1"); 5,29 (t; 1H; J 53- =
10,4 Hz; J3- 4= 9,6 Hz; H-3"); 5,28 (t; 1H; J32 =8,9 Hz; J34=9,0 Hz H-3); 4,97 (t; 1H; J4 5
9,8 Hz; H-4°); 4,79 (dd; 1H; H-2); 4,74 (dd; 1H; J,, =7,8 Hz; H-2); 4,43 (dd; 1H; J ¢,5 =
2,8Hz, Ja6p = 12.0 Hz; H-6a); 4,38 (d; 1H; H-1); 4,17 (dd; 1H; J ¢'asb=12,1 Hz , J ga5=2,6
Hz; H-6’a); 4,11 (dd; 1H; Jebs= 1.7 Hz, H-6b); 4,01-3,89 (m; 3H; H-4, 5°, 6’b); 3.62 (mi, 1H,

H-5); 3,41 (s; 3H; OCHj;); 2,06; 2,04; 2,02; 2,00; 1,96; 1,94; 1,92 (7s; 3Hc/u; acetiloxi).
(74JCS88)

Acorde con datos de bibliografia
2.3.5.a.1.4 Desacetilaciones

Procedimiento general para reacciones de desacetilacion

Se siguié un procedimiento desarrollado en nuestro laboratorio®’““'3). A soluciones
de los compuestos 5, 7, 8,9, 10 o 11 (1 mmol) en 5 ml de metanol anhidro, se agregé 0,5 ml
(5 mmol) M-metilpirrolidina o trietilamina, se agitdé la mezcla en atmoésfera de nitrégeno a
temperatura ambiente y se siguid el curso de la reaccién por ccd. Luego de 24 h la mezcla de
reaccion se concentré en evaporador rotatorio y los productos cristalinos obtenidos fueron,
respectivamente, 12, 13, 14, 15, 16 y 17. Los rendimientos fueron cuantitativos.
Laminara-oligosacaridos (12).
Este compuesto contiene 5 o mas unidades de glucosa.
Sélido blanco.
RMN-"C (50,1 MHz; HDO); & (ppm): 103,40 (C-1, C-1y); 85,31 (C-3, C-34.1); 76,89; 76,52;
74,42, 74,16; 70,55; 69,06 (C-2, C-2,, C-3,, C-4, C-4;, C-5, C-5y); 61,67 (C-6, C-64).
Maetil B-p-glucopiranosil-(1—>3)-B-p-glucopiranésido (13).
Sélido blanco.
Punto de Fusion: 166 °C (etanol), (bibliografial®>“!24¥ 5 f.:165-166 °C).
[a]o: -29° (c:1, H,0), (bibliografial®>®1243! [q]p : -28° (c: 2,5; H,0).
RMN-"2C (50,1 MHz; D(OH)); & (ppm): 103,72; 103,69 (C-1; C-1°); 85,61 (C-3); 76,90 (C-
5);76,45 (C-5; C-3%); 74,39 (C-2’); 73,63 (C-2); 70,50 (C-4’); 69,10 (C-4); 61,64 (C-6; C-
6”); 58,08 (OCH3). Acorde con datos bibliograficos!®*“AR8!,
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RMN-'H (200,1 MHz; D,0); & (ppm): 4,72 (d; 1H; Ji2=7,9 Hz; H-17); 4,42 (d; 1H; J, 2=8,0
Hz; H-1); 3.96 (m; 2H; H-6a, 6’a); 3,77 (m; 3H; H-3, 6b, 6’b); 3,59 (s; 3H; OMe); 3,54-3,37
(m; 7H, H-2, 4, 5,2°,3°, 4", 5). Acorde a los datos bibliograficos!’*CAR105]

Metil 3-p-glucopiranosil-(1—3)-B-p-glucopiranosil-(1—3)-B-p-glucopiranésido (metil p-
laminaratriosa) (14).

Sélido blanco.

Punto de Fusién: 239-241 °C (etanol), (bibliografial®>*R8! p £.:240-242 °C).

[a]p: -29,5° (c:1, H,0). (bibliografia®“AR8! ()5 : -29° (c: 1,1; H,0).

RMN-"C (50,1 MHz; D(OH)); § (ppm): 103,76; 103,73 (C-1; C-1""); 103,44 (C-1°); 85,70;
85,49 (C-3; C-3"); 76,86 (C-5""); 76,51 (C-5; C-5°, C-3""); 74,39 (C-2""); 74,04 (C-2°); 73,63
(C-2); 70,53 (C-4""); 69,10 (C-4; C-4’); 61,70 (C-6; C-6"; C-6""); 58,04 (OCH3). Acorde con
datos bibliograiﬁcos[93 CARSI)

Metil B-p-glucopiranosil-(1—3)-bis[B-D-glucopiranosil-(1—3)]-B-D-glucopiranésido
(metil B-laminaratetrosa) (15).

Soélido amorfo.

[a]p: -26,5° (c:1, H20), (bibliografia® AR [q]p : -27° (c: 1,5; H,0); bibliografial®”’c533%]
[alp : -33° (c: 0,8; H;0)) .

RMN-"C (50,1 MHz; D(OH)); & (ppm): 103,76; 103,73 (C-1, C-1°""); 103,50; 103,44 (C-1°,
C-17’); 85,70 (C-3); 85,49 (C-3"); 85,45 (C-3"); 76,86 (C-5""");76,53 (C-5; C-5’; C-5°"; C-
3°7); 74,38 (C-2""); 74,04 (C-27; C-2""); 73,60 (C-2); 70,53 (C-4’"’); 69,10 (C-4; C-4", C-
4’); 61,70 (C-6; C-6’, C-6"*; C-6"""); 58,04 (OCH3). Acorde con datos bibliograficos!®>“AR81]
Maetil B-laminara-oligosacaridos (16).

Este compuesto contiene 5 o mas unidades de glucosa.

Sélido amorfo.

RMN-'2C (50,1 MHz; D(OH)); & (ppm): 103,72; 103,41 (C-1, C-1,); 85,30 (C-3, C-3p.1);
76,88 (C-54); 76,51 (C-3p, C-5, C-5n.1); 74,42 (C-2,); 74,15 (C-23, C-24.1); 73,67 (C-2); 70,53
(C-4,); 69,08 (C-4, C-4,.1); 61,66 (C-6, C-6,); 58,09 (OCH3).

Metil a-p-glucopiranosil-(1—>4)-pB-b-glucopiranésido (17).

Solido cristalino.

Punto de Fusién: 107-109 °C (etanol), (bibliografial®*“3'?*3 p f.: 108-109 °C).

[adp: +79° (¢:1.0, H,0), (bibliografia®?32¥) [q]p, : +78° (c:1.0 ;H,0)).
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RMN-"C (50,1 MHz; D(OH)); & (ppm): 104,59 (C-1); 101,09 (C-1°); 78,36 (C-4); 77,78 (C-
3); 76,09 (C-5); 74,52 (C-2%*); 74,42 (C-3’*); 74,24 (C-2’); 73,22 (C-57); 70,91 (C-4); 62,31,
62,07 (C-6; C-6'); 58,70 (OCH3). Acorde a los datos bibliograficos!’’CAR?%: 731C52425]
RMN-'H (200,1 MHz; D;0); & (ppm): 5,35 (d; 1H; Ji-»=2,6 Hz; H-1"); 4,42 (d; 1H;, J, ,=7,5
Hz; H-1); 3,95 (dd; 1H; H-6a); 3,87 (dd; 1H; H-6’a); 3,78 (m; 1H; H-6b); 3,77 (m; 1H; H-
6’b);. 3,59 (s; 3H; OMe); 4,00 - 3,30 (m; 12 H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, 2°, 3, 4°, 5°, 6’a, 6’b).
[77CAR299)

Acorde con datos bibliograficos

*pueden intercambiarse.
2.3.5.a.2 Obtencion de oligosacdridos con los grupos hidroxilos primarios libres
2.3.5.a.2.1 Tritilaciones

Procedimiento general para reacciones de tritilacion

Se adapté una técnica descripta en bibliografial’*™). Una solucién de 13, 14 o 17
(0.42 mmoles) y cloruro de tritilo (2 mmoles/HO primario) en 20 ml piridina anhidra se dejé
reaccionar a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno seco con agitacion durante
dos dias. Se monitored por ccd (silicagel, acetato de etilo:metanol (3:1 v/v)). El exceso de
reactivo se destruyé por agregado de 1 ml de metanol seco. Luego se agregd resina de
intercambio i6nico Bio-Rex 70 (tipo carboxilica, forma sodio), se filtrdé y se concentré en
evaporador rotatorio. Los productos obtenidos fueron 18, 19 y 20, ademas de los
subproductos monotritilados 18a, 18a y 20a, luego de purificacién por cromatografia en
columna desarrollada con gradientes de acetato de etilo-metanol. Se observé ademas que la
purificaciéon cromatografica disminuia el rendimiento; con lo cual los productos de la
tritilacion de los compuestos 13, 14 y 17 fueron también utilizados sin purificar en la reaccion
de bencilacién.
Metil 6-O-tritil-B-p-glucopiranosil-(1—3)-6-O-tritil-B-p-glucopiranésido (18), metil 6-O-
tritil-B-p-glucopiranosil-(1—3)-B-p-glucopiranésido (18a) y metil B-p-glucopiranosil-
(1->3)-6-O-tritil-B-p-glucopiranésido (18a’).
247 mg (70 %) de 18. Solido amorfo
[a]p 18: +5,5° (c:1,1; MeOH).
RMN-"C (50,1 MHz; Me,CO-d®) del8; & (ppm): 144,67; 144,26 (C-1arico); 128,97; 128,03;
127,26; 127,24 (Caniico); 104,61; 103,86 (C-1, C-17); 89,18 (C-3); 87,00; 86,50 (Ph;CO);
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76,57; 75,94, 75,46, 74,10, 72,69; 70,62; 69.56 (C-2; C-4; C-5; C-2’; C-3’; C-4’ y C-5),
63,99; 63,77 (C-6 y C-67), 56.25 (OMe).
RMN-'H (200,1 MHz; Me,CO-d®) de 18; & (ppm): 7,5-7,0 (m, 30 H, Hasiicos); 4,53 ( d; 1H;
J112=8,0 Hz; H-1"); 4,47 (d; 1H; J, ,=8,0 Hz; H-1); 4,20- 4,10 (m; 12 H; H-2, 3, 4, 5, 6a,b, 2’,
3’,4°,5%,6’a,b); 3,60 (s; 3 H; OMe).
Analisis elemental calculado para 18: Cs5;Hs;04y: %C: 72,84; %H: 6,23

encontrado: %C: 73,22; %H: 6,12
17,6 mg (7 %) correspondiente a 18a y 18a’ (relacién 4,8:1 respectivamente, medidas por
areas de los H-1" en RMN-'H).
RMN-'2C (50,1 MHz; Me,CO-d®) para 18a y 18a’; & (ppm): 145,00; 144,60 (C-1aiico),
129,06; 128,86; 128,27; 128,06; 127,88; 127,34; 127,26; 127,16 (Carilico); 103,94; 103,65 (C-
laya’, C-1’ay a’); 88,00; 82.00 (Ph;CO); 87,06 (C-3a y a’); 76,97; 76,49; 76,30; 74,26;
73,10; 70,44; 69,46 y 69,08 (C-2; C-4; C-5; C-2’;C-3’; C-4’yC-5’ ay a’); 61,57, 63,99 (C-
6aya’ yC-6’a’ya); 56,81(OMeaya’).
RMN-'H (200,1 MHz; MeZCO-d(’) para 18a y 18a’; 6 (ppm): 7.50-7.00 (m, 15 H, Harilicos):
4,65;4.62 (2d; 2 H; H-1'ay a’); 4,32 (d; 2 H; H-lay a’); 4,10-3,00 (m; 24 H; H-2, 3, 4, 5,
6a,b,2’,3°,4,5,6’a,b aya’);3,55(s; 6 H;OMe ay a’).
Metil 6-O-tritil-p-p-glucopiranosil-(1—3)-6-O-tritil-B-p-glucopiranosil-(1—3)-6-O-tritil-
B-p-glucopiranésido (19).
Se aislé el compuesto y sin purificacion cromatografica se utilizd en la reaccion de
bencilacion.
Metil 6-O-tritil-a-D-glucopiranosil-(1—4)-6-O-tritil -B-D-glucopiranésido (20) y metil 6-
O-tritil-a-D-glucopiranosil-(1—>4)-B-p-glucopirandsido (20a).
191 mg (54 %) de 20. Sé6lido amorfo.
[a]p 20: +38,6° (c: 1,1 ; MeOH).
RMN-"2C (50,13 MHz, CCl;D) para 20; & (ppm): 143,82; 143,75 (C-laitico); 128,57; 127,81;
127,62; 127,02; 126,82 (Cailico); 103,14 (C-1); 100,98 (C-1°); 86,71; 86,43 (Ph;CO); 80,17
(C-4); 76,36; 74,41; 73,35, 72,64; 70,99 (C-2; C-3; C-5; C-2’; C-3’; C-4’; C-57); 63,17 (C-6;
C-6’); 56,52 (OMe).
RMN-'H (200,1 MHz, CC13D) para 20; & (ppm): 7,54 -7,12 (m; 30 H; Hasilicos); 5,03 (d; 1H;
Jp2=2,2 Hz; H-1°); 4,30 (d; 1 H; J,2=7,0 Hz; H-1); 3,70 - 3,2 (m; 12 H; H-2, 3, 4, 5, 6a,b,
2’,3,4, 5, 6’a,b); 3,62 (s; 3 H; OMe).
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Analisis elemental calculado para 20: Cs5;Hs,0,,: %C: 72,84; %H: 6,23

encontrado: %C: 72,72; %H: 6,17.
23 mg (9 %) de 20a. Sélido amorfo.
[a]p 20a: +34,8° (c: 0.4; MeOH).
RMN-'C (50,1 MHz, Pyds) de 20a; & (ppm): 144,85 (C-laiico); 129,24; 128,03; 127,09
(Carilico); 105,25 (C-1); 103,04 (C-17); 86,84 (Ph;CO); 81,62 (C-4); 77,52; 76;81; 75;11;
74,37, 74,15; 73.85; 71.83 (C-2; C-3; C-5; C-2’; C-3; C-4’; C-5); 65,26 (C-6’); 62,00 (C-6);
56,59 (OMe).
RMN-'H (200,13MHz, Pyds) de 20a; 6 (ppm): 7,50 -7,18 (m; 15 H; Harilicos); 5,87 (d; 1 H;
J112=3,0 Hz; H-1°); 4,50 (d; 1; J;2=8,0 Hz; H-1); 4,70 - 3,69 (m; 12 H; H-2, 3, 4, 5, 6a,b, 2,
3’,4°,5,6%a,b); 3,59 (s; 3 H; OMe).
Anilisis elemental calculado para 20a: C3;Hs30O: %C: 64,20 ; %H: 6,40.

encontrado: %C: 64,14; %H: 6,41.

2.3.5.a.2.2 Bencilaciones

Procedimiento general para reacciones de bencilacion

Se realizé acorde a una técnica de la bibliograﬁa[37TL43°3]. A una solucién de 18 o 20
(0.72 mmoles) en 10 ml de DMF anhidra, se agregd bajo atmosfera de nitrégeno seco, con
agitacion, bromuro de bencilo (1,3 mmoles/HO libre); manteniendo la temperatura a 0 °C se
adicion6 ademas NaH (1,3 mmoles/HO libre). La reaccién se monitoreé por ccd desarrollada
con ciclohexano:acetato de etilo (1:9 v/v). Luego de reaccionar 8 h a temperatura ambiente se
destruyoé el exceso de reactivos por agregado de 15 ml de MeOH a 0 °C. Después de 20 min
se concentrd bajo presion reducida; el residuo se disolvio en diclorometano y se lavo con
KHSO4 al 10% p/v y con H;O; se secé con Na,SOq; se filtré y se concentrd en evaporador
rotatorio; obteniéndose respectivamente 21 y 23. El compuesto 23 se purificé en columna
cromatografica de silicagel desarrollada en ciclohexano:acetato de etilo (9:1 v/v).

Esta metodologia de bencilacién se aplicé también a los compuestos 13, 14 y 17 que
se tritilararon y sin purificacién cromatografica se bencilaron; obteniéndose respectivamente
los compuestos 21 (21a y 21a’); 22 y 23 (23a). EI compuesto 23 (23a) se purificé por
columna cromatografica de silicagel desarrollada con ciclohexano:acetato de etilo (9:1 v/v).
El compuesto 22 precipité al destruir el exceso de reactivo con metanol; se filtré y se

recristalizé de metanol.
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Metil 2,3,4-tri-O-bencil-6-O-tritil-p-D-glucopiranosil-(1—3)-2,4-di-O-bencil-6-O-tritil-B-
D-glucopiranésido (21), metil 2,3,4-tri-O-bencil-6-O-tritil-B-D-glucopiranosil-(1—3)-
2,4,6-tri-O-bencil-3-p-glucopiranésido (21a) y metil 2,3,4,6-tetra-O-bencil -B-p-
glucopiranosil-(1—3)-2,4-di-O-bencil-6-O-tritil-B-p-glucopiranésido (21a°).
Estos derivados no fueron purificados y se procedio a la destritilacion de la mezcla.
Metil 2,3,4-tri-O-bencil-6-O-tritil-B-D-glucopiranosil-(1—3)-2,4-di-O-bencil-6-O-tritil-3-
p-glucopiranosil-(1—3)-2,4-di-O-bencil-6-O-tritil-3-D-glucopirandésido (22).
581 mg (72%); el rendimiento esta referido al compuesto 14. Sélido amorfo.
[a]p: +10,8° (¢:1,3; CHCL,).
RMN-">C (50,1 MHz; CDCls); & (ppm): 144,19; 144,18; 143,81 (C-laiicotritilo); 139,15;
138,35; 138,32; 138,11 (C-laiicobencilo); 128,95; 128,35; 128,24; 128,02; 127,81; 127,02,
126,91 (Carilico); 104,32; 102,30; 101,65 (C-1; C-1’; C-17"); 86,57; 86,43 (2C) (Ph;CO);
84,97, 84,32; 83,63; 79,07; 78,06, 76,02; 75,01; 74,53; 74,33 (C-2, C-2’, C-2”’, C-3, C-3’, C-
37, C-4,C-4,C-4", C-5, C-5°, C-5, CHy-bencilo), 63,62; 62,77 (C-6; C-6’; C-6""), 56.70
(OMe).
RMN-'H (200,1 Mhz; CDCl;); 8 (ppm): 7,5-6,8 (m, 80 H, Harilicos); 5,29-3,28 (m; 21 H; H-1,
2,3,4,5,6ab,1°,2°,3°,4°,5,6%a,b,17°,2°°,37,4°, 5, 6”a,b); 3,56 (s; 3 H; OMe).
Analisis elemental calculado: Ci25H;180,6: %C: 80,02; %H: 6,34.

encontrado: %C: 80,50; %H: 6,81.
Metil 2,3,4-tri-O-bencil-6-O-tritil-a-D-glucopiranosil-(1—4)-2,3-di-O-bencil-6-O-tritil-3-
D-glucopiranésido (23) y metil 2,3,4-tri-O-bencil-6-O-tritil-a-D-glucopiranosil-(1—>4)-
2,3,6-tri-O-bencil-p-p-glucopiranésido (23a).
744 mg (80%) de 23 a partir del compuesto 20 puro.
El compuesto 17 fue tritilado y bencilado y luego se purificé; rindé 260 mg (48 %) de 23 y
8 % de 23a.
23 so6lido amorfo.
[a]p 23: +26,7° (¢:3,3; CHCl3).
RMN-"C (50,13 MHz, CCl;D) de 23; & (ppm): 144,32; 144,10 (C-laiicotritilo); 139,07;
138,77; 138,55; 138,50; 138,29 (C-laicobencilo); 130,11-126,25 (Cariico); 104,79 (C-1);
94,95 (C-17); 86,67; 86,40 (Ph;CO) , 85,42; 82,58; 82,11; 79,99; 78,23; 74,49; 71,17, 70,91
(C-2,C-3,C4,C-5,C-2°,C-3°,C-4’, C-5); 75,95; 75,19; 74,68, 73,27; 72,98 (CH,-bencilo);
64,09; 62.28 (C-6, C-6"), 56.81 (OMe).
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RMN-'H (200,13MHz, CCL;3D) de 23; & (ppm): 7,5-7,0 (m, 55 H, Hajilicos); 5,94 (d; 1 H;
Jir2=2,0 Hz; H-1"); 4,38 (d; 1 H; J,,=7,5 Hz; H-1); 5,20-3,43 (m; 12 H; H-2, 3, 4, 5, 6a,b, 2,
3,4,5,6%a,b); 3,61 (s; 3 H; OMe).
Analisis elemental calculado 23: CggH3,01,: %C: 79,97; %H: 6,40.

encontrado: %C:79,53 ; %H: 6,18 .
23a sélido amorfo.
[a]p23a: +24,5° (c: 1,5; CHCI;).
RMN-"C (50,13 MHz, CCl;D) de 23a; & (ppm): 143,89 (C-laiiicotritilo),138,91; 138,64;
138,42; 138,21; 138,06, 138,10 (C-lasiicobencilo); 128,76-126,70 (Cuarilico); 104,46 (C-1);
96,10 (C-1); 86,25 (Ph;CO); 84,74; 82,14; 80,11; 78,20; 74,85; 71,38 (C-2, C-3, C-4, C-5,
C-2°, C-3°, C-4’, C-5%); 75,88; 75,08; 74,63; 73,69; 73,37, 73,16 (CH, bencilo); 62,49 (C-
6,C-6"); 56,75 (OMe).
RMN-'H (200,13MHz, CCI;D) de 23a; § (ppm): 7,46-6,80 (m; 55 H; Harilicos); 5,60 (d; 1 H;
J1r2=3,5 Hz; H-1"); 4,96-3,46 (m; 13 H; H-1, 2, 3, 4, 5, 6a,b, 2°, 3°, 4°, 5°, 6’a,b); 3,55 (s; 3
H; OMe).

2.3.5.a.2.3 Destritilaciones

Procedimiento general para reacciones de destritilacion

Se siguié un procedimiento desarrollado en nuestro laboratorio®’™%%) A soluciones
de 22 y 23 (0,60 mmoles) en 10 ml de etanol:cloroformo (10:2 v/v), se agregd 0.5 ml de
cloruro de piridonio a temperatura ambiente; luego de reaccionar 18 horas a reflyjo, se
concentré en evaporador rotatorio. Se diluyé con acetato de etilo y se filtr6. Luego de
purificar en columna de silicagel con gadientes de hexano: acetato de etilo se obtuvieron los
compuestos 25 y 26 respectivamente.

Esta metodologia de destritilacion se aplicé también a los compuestos 13, 14 y 17 que
fueron tritilados, bencilados y sin purificacién cromatografica se destritilaron; obteniéndose
respectivamente los compuestos 24 (24a y 24a’), 25 y 26 (26a). Se purificaron en columna de
silicagel con gradientes de hexano: acetato de etilo.

Metil 2,3,4-tri-O-bencil-B-p-glucopiranosil-(1—3)-2,4-di-O-bencil-B-p-glucopiranésido
24), metil 2,3,4-tri-O-bencil-B-p-glucopiranosil-(1—-3)-2,4,6-tri-O-bencil-p-p-
glucopiranésido (24a) y metil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-B-p-glucopiranosil-(1—-3)-2,4-di-O-

bencil-B-p-glucopiranésido(24a’).
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El compuesto 13 fue tritilado, bencilado y destritilado; se purificé en el dltimo paso rindiendo
203 mg (60 %) de 24 y 19 mg (7 %) de 24ay a’.
24 solido amorfo.
[a]p 24: +24,6° (c:1,5; CHCL,).
IR. 24: Vmax KBr(cm™): 3563 (HO).
RMN-'3C (50.1 MHz, Me,CO-d°) de 24; & (ppm): 139,87; 139,80; 139,69; 139,56; 139,51
(C-lailico); 129,48; 129,17; 128.82; 128,52; 128,34; 128,13; 128,02 (Carilico); 105,10; 103,43
(C-1, C-17); 85,62; 84,24; 83,80, 81,25; 79,12; 77,19; 76,77, 76,38 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-2’,
C-3°, C-4°, C-57); 75,94; 75,55; 75,25; 75,20; 75,04 (CH; bencilo); 62,37 (C-6, C-6"); 57,05
(OMe).
RMN-'H (200.1 MHz, MeZCO-d‘S) de 24; § (ppm): 7,51-7.31 (m; 25 H; Harilicos); 5,10 (d; 1 H;
J1r2=7,5 Hz; H-1"); 5,09-3,25 (m; 13 H; H-1, 2, 3, 4, 5, 6a,b, 2°, 3°, 4°, 5°, 6’a,b); 3,52 (s; 3
H; OMe).
Analisis elemental calculado 24: C4gHs540;;: %C: 71,45; %H: 6,74.

encontrado: %C: 71,12; %H: 6,53.
Los compuestos 24a y 24a’ no fueron fraccionados. Se recuperaron como una mezcla sélida
blanca.
IR. 24a, a’: vma KBr(cm™): 3560 (HO).
RMN-"3C (50.1 MHz, Me,CO-d®) de 24a, a’; & (ppm): 139,85 - 138,57 (C-1arico); 128,99 -
126,51 (Carilico); 104,79; 102,92 (C-1, C-1); 86,84 - 59,66 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-2°, C-
3’, C-4°, C-5°, C-6’; CH; bencilo); 56,77; 56,80 (OMe).
RMN-'H (200.1 MHz, Me,CO-d®) de 24a, a’; § (ppm): 7,60-7.31 (m; Harilicos); 5,56-3,36 (m;
14 H; H-1,2,3,4,5,6ab, 1°,2°,3°,4°,5°, 6’a,b); 3,60; 3,52 (s; 3 H c/uno; OMe).
Metil  2,3,4-tri-O-bencil-B-p-glucopiranosil-(1-—3)-2,4-di-O-bencil-B-p-glucopiranosil-
(1-3)-2,4-di-O-bencil-B-p-glucopiranésido (25).
566 mg (80%), el rendimiento esta referido al compuesto 22. Sélido amorfo.
[a]p: +23,5° (c:1,2; CHCl3).
IR.: Vmax KBr(cm™): 3560 (HO).
RMN-C (50.1 MHz, CCI3D); & (ppm): 138,61-138,33 (C-laniico); 128,52; 128,38; 128,26;
127,91; 127,66; 127,55 (Camiico); 104,57; 102,76; 102,36 (C-1, C-1°, C-1°°); 84,70; 83,57,
83,22; 83,14, 80,77, 80,55; 78,10; 75,79; 75,75; 75,16, 74,81 (C-2, C-3, C-4, C-5,C-2’, C-3’,
Cc4’,C-5,C-2,C-3,C-4", C-5; CH2 bencilo); 61,98 (C-6, C-6’, C-6""); 57,26 (OMe).
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RMN-'H (200.1 MHz, CCl3D); & (ppm): 7,41-7.27 (m; 35 H; Hasilicos); 3,30-3,22 (m; 21 H; H-
1,2,3,4,5,6ab,1°,2°,3°,4’,5,6’a,b,1”°,2°°,3,4, 5, 6"’a,b); 3,61 (s; 3 H; OMe).
Analisis elemental calculado : C¢gH760,¢: %C: 71,06; %H: 6,60.

encontrado: %C: 70,95; %H: 6,70.
Metil  2,3,4-tri-O-bencil-o-D-glucopiranosil-(1—>4)-2,3-di-O-bencil-B-D-glucopiranésido
(26) y metil 2,3,4-tri-O-bencil-o-D-glucopiranosil-(1—4)-2,3,6-tri-O-bencil-p-p-
glucopiranédsido (26a).
El compuesto 17 fue tritilado, bencilado y destritilado; se purificé en el dltimo paso rindiendo
142 mg (42 %) de 26 y 23 mg (6 %) de 26a.
Cuando se efectué la destritilacion de 23 se obtuvo 26 con 80 % de rendimiento.
26 so6lido amorfo.
[a]p de 26: +24,7° (¢:5,8; CHCL,).
IR. 26: Vmax KBr(cm™): 3560 (HO).
RMN-'2C (50.1 MHz, CCl;D) de 26; & (ppm): 138,99; 138,82; 138,43; 138,20; 138,08 (C-
laritico), 128,61; 128,47; 128,41; 128,27; 128,03; 127,86; 127,77, 127,27; 126,62 (Cailico),
104,87 (C-1); 96,95 (C-1"); 84,89; 82,47, 82,06; 79,54, 78,40; 74,90; 72,51; 71,76 (C-2, C-3,
C-4, C-5, C-2’, C-3°, C-4’, C-5"); 75,62; 75,27, 74,73; 73,99; 73,52 (CH; bencilo); 62,18;
61,36 (C-6, C-6"); 57,33 (OMe).
RMN-'H (200.1 MHz, CCI;D) de 26; & (ppm): 7,39-7,24 (m; 25 H; Hasilicos); 5,86 (d; 1 H;
J1-2=3,8 Hz; H-1"); 4,50 (d; 1 H; J,2=7,7 Hz; H-1); 5,00-3,52 (m; 12 H; H-2, 3, 4, 5, 6a,b, 2,
3’,4,5, 6’a,b); 3,65 (s; 3 H; OMe).
Analisis elemental calculado 26: C4gHs40,;: %C: 71,45; %H: 6,74.

encontrado: %C: 71,03; %H: 6,42.
26a Soélido amorfo.
[a]pde 26a: 23,4° (¢:7; CHCl;).
IR.26a: vmsx KBr (cm™): 3560 (HO).
RMN-"C (50.1 MHz, Me;CO-d®) de 26a; & (ppm): 140,03; 140,00; 139,87; 139,49; 139,38
(C-laitico); 129,30; 128,95; 128,90; 128,55; 128,48; 128,31; 128,17;127,77; 127,66; 127,53
(Carilico); 105,12 (C-1); 97,10 (C-1°); 85,52; 83,01; 82,42; 80,69; 78,66; 75,36; 73,36 (C-2, C-
3, C4, C-5, C-2°, C-3°, C-4°, C-5°); 75,29; 74,65; 74,51; 73,66; 73,60; 73,36 (CH; bencilo);
61,58; 59,87 (C-6, C-6’); 56,78 (OMe).

70



Sintesis de oligosacdridos anidnicos

RMN-'H (200.1 MHz, Me;CO-d°) de 26a; & (ppm): 7,47-7,27 (m; 30 H; Harilicos); 5,66 (d; 1
H; J;-2=3,1 Hz; H-1"); 4,60 (d; 1 H; J, ,=8,0 Hz; H-1); 4,90-3,40 (m; 12 H; H-2, 3, 4, 5, 6a,b,
2°,3,4", 5, 6’a,b); 3,54 (s; 3 H; OMe).
Analisis elemental calculado 26a: CssHgoO41: %C: 73,64; %H: 6,74.

encontrado: %C: 73,20; %H: 6,60.

2.3.5.a.3 Obtencion de derivados con los grupos hidroxilos secundarios libres
2.3.5.a.3.1 Derivados del metil -laminarabiosido

Obtencion de bencilidén derivados triacetilado

Se adapt6 la técnica descripta en bibliograﬁaw”CCM”. Una solucién de 13 ( 215 mg,
0,6 mmoles) en 3 ml de DMF anhidra, se tratdé con o,a-dimetoxitolueno (0,23 ml, 1,5
mmoles) y 0, 35 mg de acido p-toluensulfénico. con agitaciéon bajo atmosfera de nitrogeno.
La solucidn se llevo a 60 °C y se hizo vacio. Luego de 4 h se evaporé el solvente y por ccd
desarrollada con acetato de etilo:metanol (3:1 (v/v)) se observd un componente mayoritario.
Se disolvi6 en 2 ml de piridina anhidra y se agregaron lentamente, bajo atmédsfera de
nitrégeno seco, con agitacion y manteniendo la temperatura en -5 °C (hielo-sal) 6 ml de
anhidrido acético. Luego de reaccionar durante 2 h a -5 °C y durante 24 h a temperatura
ambiente, se destruy6 el exceso de reactivo acilante por agregado (a 0 °C) de 20 ml de
metanol. Después de 20 min se concentr6 bajo presion reducida codestilando la piridina con
exceso de tolueno. Los componentes de la mezcla bruta de reaccion se aislaron por
purificacion en columna cromatogréfica de silicagel desarrollada con tolueno: acetato de
etilo: 9:1 (v/v) para dar el compuesto cristalino 27.
Metil 2,3-di-O-acetil-(R)-4,6-O-benciliden-p-D-glucopiranosil-(1—3)-2-acetil-(R)-4,6-O-
benciliden-B-D-glucopiranédsido (27).
316 mg (80 %). Sélido blanco.
Punto de Fusion: 65-67 °C.
[a]p: -62,2° (c: 1,1; CHCI5).
RMN-C (50,1 MHz; CDCls); & (ppm): 169,95; 169,44; 168,94 (C=0, acetatos); 137,07,
136,68 (C-1ariico); 128,98;128,88; 128,03; 126,03; 125,91; 125,16 (Caiico); 102,16; 101,21;
100,99; 100,61 (C-1, C-1°, 2 PhCH); 78,78; 78,24, 77,83; 72,69; 72,42; 71,96; 66,38; 66,08
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(C-2, C-3,C4, C-5,C-2’, C-3°, C-4’, C-57); 68,38 (C-6, C-6’); 56,69 (OMe); 20,71, 20,58;
20,38 (CH3CO, acetilo).
RMN-'H (200,1 MHz; CDCl3); & (ppm): 7,52 - 7,16 (m, 10 H, Harilicos); 5,54; 5,36 (s; 1 H c/u;
PhCH); 5,20 (t; 1 H; J3 2=J3-4=9,14 Hz; H-3"); 5,02 (m; 2 H; H-2, H-2"); 4,81 (d; 1 H;
J12=7,34 Hz; H-1"); 4,40 (d; 1 H; J,,=7,9 Hz; H-1); 4,32 (m; 2 H; H-6a, H-6’a); 4,00 (t; 1
H; J52=J34=9,0 Hz; H-3); 3,75 (m; 2 H; H-4’, H-6’b); 3,67 (m; 2 H; H-4, H-6b); 3,49 (s; 3 H;
OMe); 3,43 (m, 2H, H-5; H-5’); 2,09; 2,08; 2,04 (3s; 9 H; acetiloxi).
Analisis elemental calculado: C33H330,4: %C: 60,18; %H: 5,82.

encontrado: %C: 60.52; %H: 5,85

Desacetilacion

(93ICC13] A na

Se sigui6 un procedimiento desarrollado en nuestro laboratorio
solucién del compuesto 27 (300 mg, 0,46 mmoles) en 5 ml de metanol anhidro, se agregé 0,5
ml (5 mmol) trietilamina, se agité6 la mezcla en atmdsfera de nitrdgeno a temperatura
ambiente. En el transcurso de 24 h precipitd un sélido blanco; se filtrd y se lavé con metanol
y se caracteriz6 como:

Metil (R)-4,6-0-benciliden-B-p-glucopiranosil-(1—3)-(R)-4,6-0-benciliden-p-D-
glucopiranésido (28).
220 mg (90 %). Sélido blanco.
Punto de Fusién: 166-168 °C (metanol).
[a]p: -82,9° (c: 0.3; Py).
RMN-"2C (50,1 MHz; Pyd’); & (ppm): 138,40 (C-laiiico); 128,88; 128,77; 128,11; 128,02;
126,83; 126,48 (Cailico); 106,32; 105,35 (PhCH); 101,77; 100,72 (C-1, C-17); 83,56; 82,01,
79,56; 76,65; 74,79; 74,03; 66,99, 66,73 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-2’, C-3’, C-4’, C-5°); 69,00,
68,72 (C-6, C-6); 56,77 (OMe).
RMN-'H (200,1 MHz; Pyd’); & (ppm): 7,81-7,18 (m, 10 H, Harilicos); 5,62; 5,56 (s; 2 H;
PhCH); 5,34 (d; 1 H; J;-2=7,19 Hz; H-1"); 4,70 (d; 1 H; J,,=7,44 Hz; H-1); 4,60-3,50 (m; 12
H; H-2,3,4,5,6ab,2’,3",4’,5, 6’a,b); 3,56 (s; 3 H; OMe).
Analisis elemental calculado: C,7H3,04;: %C: 60,88; %H: 6,06.

encontrado: %C: 61,22; %H: 6,08.

2.3.5.a.3.2 Estudios de desacilacion parcial. Obtencion de derivados

convenientemente protegidos
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[97AQAST] o 1o

Se siguid un procedimiento desarrollado en nuestro laboratorio
solucién de metil a-D-glucopiranédsido (29) (112 mg, 0.58 mmoles) y metil 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-a-D-glucopiranésido (30) (420 mg, 1.16 mmoles) en 10 ml de DMF anhidra, se agregd,
bajo atmosfera de nitrégeno seco y con agitacion, 94 pl de DBU. Se colocé la mezcla a 40 °C.
La reaccion se monitored por ccd (hexano:acetato de etilo 1:1). Se dejé evolucionar hasta que
no se observaron mas cambios por ccd (28 h). Se diluyé con acetato de etilo y se lavd
sucesivamente con KHSO4 10 % p/v; NaCl 10 % p/v y H,0. Luego de secar (MgSO,) y filtrar
la fase organica, se concentraron por separado ambas fases y se purificaron por columna
cromatografica de silicagel desarrollada con hexano:acetato de etilo (3:2 v/v) separandose el
sustrato de partida y los productos. Se obtuvieron 31 y la mezcla 32 y 33.

Metil 2,3,6-tri-O-acetil-a-D-glucopirandsido (31).

234 mg (42%). Sélido amorfo.

[a]p: +102,9° (c:0,8; CHCl). (bibliografia®““*™ [a]p  +100,8° (c:3,08, CHCls),
bibliografial®®“ARé7 [a]p : +104° (¢:2,3, CHCL3) ).

RMN-"C (50,1 MHz; CDCl;); & (ppm): 171,40; 171,20; 170,10 (C=0, acetatos); 96,80 (C-
1); 72,80 (C-3); 70,60 (C-2); 69,60 (C-5); 69,20 (C-4); 62,80 (C-6); 55,10 (OMe); 20,72,
20,62 (CH;CO, acetilo).

RMN-'H (200,1 MHz; CDCl;, COSY); & (ppm):'5,23 (dd; 1 H; J,3=9,8, J34=9,2 Hz; H-3);
4,83 (d; 1 H; J;,=3,7 Hz; H-1); 4,78 (dd; 1 H; H-2); 4,36 (dd; | H; Jea5=4,5, Jsasb=12,1 Hz;
H-6a); 4,30 (dd; Jevs=2,4 Hz; H-6b); 3,77 (m; 1 H; J54=9,9 Hz; H-5); 3,50 (m; 1 H; J404=4,8
Hz; H-4); 3,34 (s; 3 H; OCH,); 3,16 (d; 1 H; OH); 2,05; 2,02; 2,01 (s; 3 H; acetiloxi).

Acorde a los datos de bibliografia®*cARé7],

Metil 2,4,6-tri-O-acetil-a-D-glucopiranésido (32) y metil 3,4,6-tri-O-acetil-a-p-
glucopiranésido (33).

178 mg (32%) de la mezcla de 32 y 33.

RMN-'H (200,1 Mhz; CDClIs) de la mezcla de 32 y 33; & (ppm): 5,16 (t; 1 H; H-3 (33)); 4,98
- 4,82 (m; 3 H; H-4 (33), H-1, H-4 (32)); 4,76 - 4,69 (m; 2 H; H-1 (33), H-2 (32)); 4,25 - 4,16
(m; 2 H; H-6°(33), H-6’(32)); 4,11 - 3,81 (m; 5 H; H-6, H-5 (33), H-3, H-5, H-6 (32)); 3,61
(m; 1 H; H-2 (33)); 3,41 (s; 3 H; OCHj3; (33)); 3,34 (s; 3 H; OCHj; (32)); 2,61 (m; 1 H; OH);
2,08-1,96 (6s; 3 H c/u; acetiloxi).
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2.3.5.b Preparacion de derivados anionicos de laminara-oligosacdridos y de maltosa

2.3.5.b.1 Derivados sulfatados

2.3.5.b.1.1 Diferentes procedimientos empleados en reacciones de sulfatacion
Se adaptaron técnicas descriptas en bibliografial$?8478 83CARI99. 7AQAI3, 92CAR245]

A soluciones de 13 y 17 (1 mmol) en 4 ml de solvente anhidro, bajo atmosfera de
nitrégeno, en bafio de hielo (0 °C), hielo-sal (-10 °C), acetona-CO, (-78 °C) o temperatura
ambiente y con agitacion se agreg6 el complejo SOs/amina terciaria (piridina o trietilamina) o
acido clorosulfénico (3; 3,5 o 4 mmoles). También se ensayo el agregado del sustrato disuelto
en el solvente anhidro al reactivo sulfatante. Luego se dejo a temperatura ambiente. Las

condiciones de reaccién fueron:

entrada sustrato Solvente reactivo relacién Temp. Tiempo (h)
sulfatante sust:react.

1 17 DMF SO;/NEt; 1:4 0°C 96
2 17 DMF SOs/Py 1:4 0°C 24

17 Py SO,/ NEt; 1:4 0°C 24
4 17 Py SO4/Py 1:4 0°C 24
5 17 Py SO,/Py 1:4 ta. 24
6 17 Py SOy/Py 1:4 -10°C 24
7 17 Py SO,/Py 1:4 -78°C 24
8 13 Py SO,/Py 1:4 -78°C 5
9 17 Py SO,/Py 1:3 -78 °C 72
10 17 Py SO,/Py 1:3,5 -718 °C 21
11 13 Py SO,/Py 1:3,5 -78 °C 5
12 17 Py HSO,C1 1:3,5 -78°C 24
13 13 Py HSO,C1 1:3,5 -78 °C 5

Se siguié el curso de la reaccién por ccd (AcOEt:MeOH 3:1, AcOEt:Py:H,0O 3:2:1 y
AcOEt:AcOH:H,O 3:2:1). En las condiciones descriptas en la entrada 1 no se observd
reaccion por ccd luego de 96 h; en la entrada 2-13 se observ6 un producto mayoritario por
ccd. Los mejores resultados se obtuvieron en las condiciones descriptas en las entradas 10,
11,12y 13.

La reaccion se interrumpi6 de diferentes formas:
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a-Agregado de metanol.

b-Acetilacion (con Py y Ac;0) seguido de agregado de metanol.

c-Neutralizacién con NaOH 1 M hasta pH: 8-9, dilucién con agua y metanol y luego
concentracion en evaporador rotatorio.

d-Neutralizacion con Ba(OH); hasta pH: 9, precipitacion del exceso de bario con CO,
(s), filtracion y concentracion en evaporador rotatorio.

e-Neutralizacién con Ba(OH), hasta pH: 9, se separ6 el BaSO4 por centrifugacion y
decantacidn, se concentr6 en evaporador rotatorio. Se disolvié en agua y se agregd CO, (s),
se filtr6 el BaCO; y de concentr6 nuevamente.

En cada caso se realizé espectroscopia de RMN-'H y 13C donde se observaron sefiales
tipicas de azucares sulfatados. Se observé principalmente la senal de C-6 ya que al sulfatarese
de desplaza a campos bajos en 3 a 7 ppm respecto del compuesto sin sulfatar.

Al interrumpir la reaccién acorde al item e la mezcla bruta de reaccién dio un espectro con
menos impurezas por RMN-"C.
Se ensayaron diferentes purificaciones:

- Bio-Gel P-2: el compuesto 17 sulfatado acorde a la tabla (entrada 12); se
interrumpio la reaccion acorde al item c, se realiz6 un desalado parcial con el gel Bio-Gel P-2
eluyendo con H,O.

- Columna o placa preparativa de silicagel : los compuestos 13 y 17 sulfatados segtn
las condiciones de entrada 13 y 12 respectivamente ¢ iterrumpiendo la reaccidn acorde al
item a y posterior purificaciéon en columna de silicagel desarrollada con gradiente de
EtOAc:MeOH o placa preparativa en EtOAc:MeOH (3:1 v/v). No se obtuvo separacion de
los aziicares con distinto grado de sulfatacion. Solo se pudo separar el compuesto de partida
inalterado de la mezcla de productos sulfatados.

El compuesto 17 fue sulfatado bajo las condiciones indicadas en la entrada 12 de la
tabla y se interrumpio la reaccion acorde al item b, se purificé en columna o placa preparativa
de silicagel desarrollada con gradiente de EtOAc:MeOH o EtOAc:MeOH (3:1 v/v)
respectivamente. Se obtuvo la separacion de 34 y la mezcla de 34a y 34a’ caracterizados por
espectroscopia de RMN-"C.

-CLAR: Se adaptaron procedimientos descriptos en bibliografia para azicares
sulfatados®>AR24) 1 a mezcla 34a y 34a’ se cromatografié empleando una columna de fase
amino Nucleosil NH; (Knauer, 5 mm, 200 x 4 um) con gradientes de CH;CN:H,O; columna
de fase nitrilo Econosphere CN (Alltech, 250 x 4,6 mm) con gradientes de AcOEt:MeOH y
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columna fase ODS C-18 silicagel (5 pm, 250 x 4 mm) con gradiente de H,O:MeOH. No se
logré la separacion de la mezcla de isomeros monosulfatados.

-Columna celulosa: el compuesto 17 se sulfaté acorde a la entrada 12 de la tabla e
interrumpiendo la reaccién acorde al item ¢. En ccd de celulosa, el solvente que di6 mejores
resultados fue butanol:etanol:H,O 3:1:2 (v/v). Sin embargo, en columna de celulosa
desarrollada con dicho solvente no se logro separacion.

-Cromatografia de intercambio iénico: Se adaptaron procedimientos descriptos en

bibliografia para monosacaridos sulfatados!”*“**'"5], E] compuesto 17 fue sulfatado segun las
condiciones de la entrada 12 de la tabla y se interrumpid la reaccién acorde al item e. Luego
de percolar los productos a través de una columna de DEAE-Sephacel (forma HO") eluyendo
con solucion de NH4(OH) 1M, se obtuvieron 100 fracciones de 5 ml y se analizaron por UV a
260 nm. Luego por una columna de DEAE-Sephacel (forma borato) eluida con buffer borato
0,1M (pH 10), de donde se obtuvieron 50 fracciones de 1ml que se analizaron por UV a 260
nm y lugo se cromatografiaron por ccd (AcOEt:Py:AcOH:H,0 4:2,5:0,5:2 v/v). Nuevamente

el sistema cromatografico resulté ineficaz.

-Columna de silicagel con solventes tipicos de cromatografia de particién: Los
compuestos 13 y 17 se sulfataron bajo las condiciones de entrada 13 y 12 respectivamente y

se interrumpié la reaccion acorde al item e. Se purificacaron en columna de silicagel eluida
con EtOAc:HOAc:H,O 3:2:1 y se obtuvo la separacion de los azicares monosulfatados y
disulfatados. La mezcla de isomeros monosulfatados fue acetilada y purificada en las mismas

condiciones anteriores, pero no se logro separarlas.

En todos los casos un primer criterio de pureza de las fracciones obtenidas fue
mediante espectros de RMN 'Hy 13¢c.
Metil 2,3,4-tri-O-acetil-a-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—4)-2,3-di-O-acetil-3-p-
glucopiranésido 6-sulfato de sodio (34), metil 2,3,4-tri-O-acetil-a-D-glucopirano-sil 6-
sulfato de sodio-(1—>4)-2,3,6-tri-0O-acetil 3-p-glucopiranésido (34a) y metil 2,3,4,6-tetra-
O-acetil-a-D-glucopiranosil-(1>4)-2,3-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranésido 6-sulfato de
sodio (342’).
RMN-"2C (50,1 MHz; D,0) de 34 y de 34a y 34a’: se describen la parte de resultados y

discusion (seccion 2.2.2.a.1, tabla 2.2.2.a.1.1).

2.3.5.5.1.2 Reacciones de sulfatacion directa
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Procedimiento general para las reacciones de sulfatacion

A soluciones de 12, 13, 16 y 17 (Immol) en piridina anhidra (10ml), se agregé bajo
atmosfera de nitrégeno seco, con agitacion a -78 °C, HSOsCl (1,75 mmoles por grupo HO
primario). Se form¢é un sélido blanco que se disolvié a temperatura ambiente. La reaccion se
dej6 evolucionar a temperatura ambiente por 24 h y se observaron dos fases. Se sigui6 el
curso de la reaccién por ccd (EtOAc:HOAc:H,O 3:2:1). Se adicioné | ml de H,O y se formé
una solucién homogénea. Luego se ajusté la soluciéon a pH: 8-9 con Ba(OH), y se procedi6
acorde al item e; se obtuvo 35, 36 (36a), 37 y 38 (38a y 38a’) respectivamente. Los laminara-
oligosacaridos precipitaron de acetona. Los productos crudos 36 (36a) y 38 (38a y 38a’)
fueron purificados a través de una columna cromatografica (silicagel, EtOAc:HOAc:H,0
3:2:1) obteniéndose la separacion de los disacaridos monosulfatados y disulfatados; se obtuvo
36 y 36a para el derivado de laminarabiosa; 39 y la mezcla 39a y 39a’ para el derivado de
maltosa. Los productos se disolvieron en H,O y se trataron con exceso de resina de
intercambio idnico Bio-Rex 70 (tipo carboxilica, forma sodio), se filtr6 y se concentrd en
evaporador rotatorio.
Laminara-oligosacarido sulfatado (sal de sodio) (35).
RMN-"3C (50,1 MHz; D(OH)); & (ppm): 103,77; 103,55 (C-1, C-1n); 85,46; 76,60; 74,36;
74,11; 68,87 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-2n, C-3n, C-4n, C-5n); 68,21* (C-6, C-6n).
*aparece con fase invertida en la secuencia DEPT 135.
En el capitulo de analisis conformacional se muestra el espectro de RMN-"C de la mezcla 35
a 500MHz.
Metil B-p-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-B-D-glucopiranésido 6-sulfato de
sodio (36) y metil B-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-B-D-glucopiranésido
(36a).
196,14 mg (35%) de 36. Sélido cristalino blanco.
[a]p de 36: -7,5° (c: 0,8; MeOH).
IR. 36: vmsx KBr (cm™): 3475 (HO); 1253 (S=0); 833 (C-0-S).
RMN-"3C (50,1 MHz; D(OH)) de 36; & (ppm): 103,91; 103,76 (C-1’ y C-1); 85,50 (C-3);
76,26; 74,70; 74,27, 73,54; 70,04 (C-2, C-2°, C-3°, C-5 y C-57); 68,72 (C-4, C-4’); 67,91*
(C-6y C-6); 58,23 (OMe).
RMN-'H (500 MHz; D,0) de 36; & (ppm): 4,77 (d; 1 H; H-1); 4,45 (d; 1 H; H-1); 4,38 (m; 2
H, H-6a, 6a’); 4,24 (m; 2 H; H-6b, 6b’); 3,78 (t; 1 H; H-3); 3,72 (m; 1 H; H-5); 3,70 (m; 1 H;
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H-5%); 3,60 (s; 3 H; OMe); 3,58 (t; 1 H; H-4); 3,56 (t; 1 H; H-3"); 3,52 (t; 1 H; H-4"); 3,50 (t;
1 H; H-2); 3,40 (t; 1 H; H-2").
EMBR (m/z) de 36: fab de iones positivos (matriz tio-tea) 539 [M-Na+2H]", 459 [M-
Na+2H-SO;]".
Analisis elemental de 36, calculado: C;3H2,017Na,S,: %C: 27,86; %H: 3,96.

encontrado: %C: 27,51; %H: 3,45.
128 mg (28%) de 36a. Soélido cristalino blanco.
[a]p de 36a: 18,7° (c: 0,9; H>0).
IR. 36a: vimsx KBr(cm™): 3475 (HO); 1253 (S=0); 833 (C-0O-S).
RMN-"C (50,1 MHz; D(OH)) de 36a; & (ppm): 104,21; 103,82 (C-1, C-1°); 85,60 (C-3);
76,89; 76,46; 74,60; 73,90 (C-2, C-2°, C-3°, C-5 y C-5°); 70,48; 70,13 (C-4, C-4’); 67,85*
(C-6’); 61,64* (C-6); 58,18 (OMe).
RMN-'H (500 MHz; D,0) de 36a; & (ppm): 4,75 (d; 1 H; H-1"); 4,44 (d; 1 H; H-1); 4,02 (dd;
1 H; H-6a); 4,35 (dd; 1 H; H-6’a); 4,23 (dd; 1 H; H6’b); 3,77 (t; 1 H; H-3); 3,74 (dd; 1 H;
H-6b); 3,69 (m; 1 H; H-5°); 3,59 (s; 3 H; OMe); 3,57 (t; 1 H; H-4); 3,55 (t; 1 H; H-3"), 3,53
(m; | H; H-5); 3,50 (m; 2 H; H-2 y H-4"); 3,39 (t; 1 H; H-2").
Analisis elemental de 36a, calculado: C3H23014N2,S;: %C: 34,07; %H: 5,06.

encontrado: %C: 33,95; %H: 5,01.
*aparecen con fase invertida en la secuencia DEPT 135.
Metil laminara-oligosacarido sulfatado (sal de sodio) (37).
(70%) de 37, precipita de acetona. Mezcla solida blanco.
RMN-13C (50,1 MHz; D(OH)); & (ppm): 103,77 (C-1, C-1n); 85,68; 76,8; 74,55; 72,82;
71,00, 69,54 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-2n, C-3n, C-4n, C-5n); 68,38 (C-6, C-6n); 58,65
(OCH3).
Metil o-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—>4)-pB-D-glucopiranésido 6-sulfato de
sodio (38), metil a-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—4)-3-D-glucopiranésido (38a)
y metil a-D-glucopiranosil-(1—4)-B-D-glucopirandsido 6-sulfato de sodio (38a’).
140,1 mg (25%) de 38. Sélido cristalino blanco.
[a]p de 38: +28,6° (c: 1,0; MeOH).
IR. 38: vmsx KBr(cm™): 3475 (HO); 1253 (S=0); 833 (C-O-S).
RMN-"3C (50,1 MHz; D(OH)) de 38; & (ppm): 104,00 (C-1); 99,93 (C-1°); 77,16 (C-4 );
76,36; 73,83; 73,49; 73,26; 72,38; 71,46; 69,52 (C-2, C-3, C-5, C-2’, C-3°, C-4°, C-5);
67,91*; 67.36* (C-6, C-6’); 58.18 (OMe).
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RMN-'H (500 MHz; D,0) de 38; & (ppm): 5,53 (d; 1 H; H-1°); 4,41 (d; 1 H; H-1); 4,40 (dd;

1 H; H-6a); 4,39 (dd; 1 H; H-6’a); 4,33 (dd; 1 H; H-6’b); 4,24 (dd; 1 H; H-6b); 3,94 (m; 1 H;

H-5"); 3,84 (m; 2 H; H-3 y H-5); 3,80 (t; 1 H; H-4°); 3,75 (t; 1 H; H-4); 3,63 (m; 2 H; H-2’ y

H-3); 3,61 (s; 3 H; OMe); 3,37 (t; 1 H; H-2).

EMBR (m/z) de 38: fab de iones positivos (matriz tio-tea) 583 [M+Na]", 459 [M-Na+2H-

SOs]".

Analisis elemental de 38, calculado: C;3H3,0,7Na;S;: %C: 27,86; %H: 3,96; %S: 11,44.
encontrado: %C: 27,47; %H: 3,60.

Sélido cristalino blanco.

(30%) de 38a y 38a’. Relacion 38a a 38a’ es 1:1 medidas por areas de los H1’ en RMN-'H.

IR. 382 y 382’: Vs KBr (cm™): 3475 (HO); 1253 (S=0); 833 (C-0-S).

RMN-"C (50,1 MHz; D(OH)) de 38a y 38a’;  (ppm): 103,97 (C-1 38a y 38a’); 100,68;

100,30 (C-1’ 38a y 38a’); 78,20; 77,08; 75,40; 73,76; 73,62; 73,51, 72,59; 72,44; 71,68;

70,07 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-27, C-3’, C-4’ y C-5’ 38a y 38a’); 68,01*; 67.96* (C-6, C-6’

38ay 38a’); 61,63*; 61,13* (C-6°, C-6 38a y 38a’); 58.11; 58,08 (OMe 38ay 38a’).

RMN-'H (500 MHz; D,0) de 38a y 38a’; & (ppm): 5,42 (d; 1 H; H-1° 38a’); 5,34 (d; 1 H; H-

1’ 38a); 4,39 (m; 2 H; H-1 38a y a’); 4,38 (dd; 1 H; H-6a 38a’); 4,28 (dd; 1 H; H-6’a 38a);

4,20 (dd; 1 H; H-6’b 38a); 4,18 (dd; 1 H; H-6b 382’); 3,96 (dd; 1 H; H-6a 38a); 3,86 (dd; 1

H; H-6’a 38a’); 3,77 (m; 2 H; H-6b 38a y H-6’b 38a’); 3,56 (s; 6 H; OMe 38ay a’).

EMBR (m/z, %) de 38a y 38a’: fab de iones positivos (matriz tio-tea) 573 [M], se realiz6 el

fab de sobre la mezcla de producto conteniendo bario como contraion.

*aparecen con fase invertida en la secuencia DEPT 135.
2.3.5.5.1.3 Reacciones de sulfatacion sobre sustratos convenientemente protegidos

Procedimiento general para las reacciones de sulfatacion

En un vial cénico de 10 ml se agregd, bajo atmdsfera de nitrégeno, con agitacion, 2
ml de piridina anhidra, se adicioné a -30 °C HSOsCl (relacion CISO3H:HO 5:1). Se formé un
sélido blanco que se disolvid a temperatura ambiente. Luego de 40 min se agregaron
soluciones de 24, 25, 26 o 28 (0,160 mmoles) en 2 ml de piridina anhidra. Después de 12 h de
reaccién a temperatura ambiente se formaron dos fases. Se agregaron 2 ml de agua
formandose una soluciéon homogénea y se concentrdé en evaporador rotatorio codestilando la

piridina con exceso de tolueno; el residuo se disolvié en metanol y se traté con exceso de
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resina de intercambio i6nico Bio-Rex 70 (tipo carboxilica, forma sodio), se filtrd y se
concentr6 en evaporador rotatorio. Se obtuvieron 39, 40, 41 y 42 respectivamente. Los
compuestos 39, 40 y 41 se purificaron en placa preparativa desarrollado con acetato de
etilo:metanol (3:1) y se desorbi6 con gradientes de acetona:metanol.
Metil 2,3,4-tri-O-bencil-B-p-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-2,4-di-O-bencil-B-p-
glucopiranésido 6-sulfato de sodio (39).
129,41 mg (80%). Sélido blanco.
[a]p: -12,5° (c: 0,4; MeOH).
IR.: Vmax KBr (cm™): 1248 (S=0); 820 (C-O-S).
RMN-"C (50,1 MHz; secuencia DEPT 135; Pyds): este espectro se describe en la seccion de
resultados y discusién (seccidn 2.2.2.a.3)
RMN-'H (200,1 MHz; Pyds); & (ppm): 7,55-6,90 (m; 25 H; Hasilicos); 4,92 (d; 1H; J;-2=7,5
Hz; H-1°); 4,24 - 3,23 (m; 13 H; H-1, 2, 3, 4, 5, 6a,b, 2°, 3°, 4°, 5°, 6’a,b); 3,50 (s; 3H; OMe).
EMBR (m/z): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 1033 [M+Na]*, 931 [M+Na-NaSOs+H]",
829 [M+Na-2NaSO;+2H]".
Metil 2,3,4-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-2,4-di-O-bencil-3-b-
glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-2,4-di-O-bencil-B-D-glucopiranésido 6-sulfato e
sodio (40).
204 mg (86%). Sélido blanco.
[a]p: +1,6° (c: 1,3; MeOH).
IR.: Vmsx KBr (cm™): 1248 (S=0); 820 (C-O-S).
RMN-2C (50,1 MHz; secuencia DEPT 135; Pyds); & (ppm): 129,41-128,34 (Casilico); 103,15;
102,94 (C-1, C-1’ y C-1"); 83,38 - 73,62 (C-2, C-4, C-3, C-5, C-2’°, C-3°, C-4’, C-5’, C-27,
C-3",C-4 y C-5""); 74,90 - 74,10 (CH; bencilo); 67,35 (C-6, C-6°, C-6"); 56,95 (OMe).
Analisis elemental, calculado: CggH73025Na3S3: %C: 56,12; %H: 5,06.

encontrado: %C: 56,15; %H: 5,01.
Metil 2,3,4-tri-O-bencil-a-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—4)-2,3-di-O-bencil-p-D-
glucopiranésido 6-sulfato de sodio (41).
128 mg (79%). Sélido blanco.
[a]p: +24,1° (¢c: 0,6; MeOH).
IR.: Vmax KBr (cm™): 1248 (S=0); 820 (C-0O-S).
RMN-"C (50,1 MHz; Pyds): este espectro se describe en la seccién de resultados y discusién
(seccion 2.2.2.a.3).
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RMN-'H (200,1 MHz; Pyds); & (ppm): 7,61-7,23 (m; 25 H; Harilicos); 5,12-3,48 (m; 14 H; H-1,
2,3,4,5,6ab, 1’,2°,3°,4",5°, 6’a,b); 3,48 (s; 3H; OMe).

EMBR (m/z): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 1033 [M+Na]*, 931 [M+Na-NaSO;+H]",
829 [M+Na-2NaSO;+2H]".

Metil (R)-4,6-0O-benciliden-B-D-glucopiranosil-(1—3)-(R)-4,6-0-benciliden-B-D-
glucopiranésido x-sulfato(42).

Sélido blanco. Se trabajé con la mezcla de compuestos sulfatados.

IR.: Vmax KBr (cm™): 1248 (S=0); 820 (C-O-S).

RMN-"C (50,1 Mhz; D(OH)); § (ppm) mezcla de productos sulfatados: 139,06 (C-1aiico);
129,76;129,13; 128,99; 128,79 (Cuaritico); 105,81; 105,57; 105,41; 105,06 (PhCH); 104,84;
104,29; 102,97; 100,96 (C-1, C-1); 86,27; 82,79; 82,22; 81,47; 81,28; 80,99; 79,85; 78,97;
77,91, 77,59; 74,70, 73;95; 71,12, 70,55 (C-2, C-3, C-4, C-2°, C-3’, C-4’); 68,58; 68,07 (C-6,
C-6); 66,34 (C-5, C-5"); 58,51; 58,30 (OMe).

2.3.5.b.1.4 Diferentes procedimientos en reacciones de hidrogendlisis

A soluciones de 39 o 41 (0,15 mmoles) en 20 ml de solvente (metanol y/o acido
acético (glc)) fueron tratadas con H, (350 kPa o 3500 kPa; aproximadamente 3,4 o 34
atmosferas respectivamente) en presencia del catalizador (Pd 10% o Pd(OH);, 20% sobre
carbdn). La reaccion se dejé con agitacidn a temperatura ambiente. El curso de la reaccion se
sigui6 por ccd (acetato de etilo:metanol 3:1). Luego se separo el catalizador por filtracién y se
concentré el filtrado en evaporador rotatorio. Los resultados se analizaron por RMN 'H y 1C.

En el cuadro se detallan las diferentes condiciones ensayadas:

Entrad Sustrato  catalizador solvente presién Tiempo de Resultados

a (atm) reaccion

1 41 Pd 10%/C MeOH 34 24 h no hubo reaccién

2 41 Pd(OH), 20%/C MeOH 34 12h no hubo reaccion

3 41 Pd(OH), 20%/C MeOH 34 5h se obtuvo mezcla de
mono y disulfato

4 39 Pd(OH), 20%/C MeOH 34 5h se obtuvo mezcla de
mono y disulfato

5 41 Pd(OH), 20%/C MeOH:HOAc 34 6h Se obtuvo 38

1:2
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Se utilizaron la condiciones de reaccion descriptas en la entrada 5 para las reacciones

de hidrogendlisis.

Procedimiento general para las reacciones de hidrogendlisis

A 150 mg de Pd(OH), 20% sobre carbdn se suspendieron en 10 ml de HOAc glacial y
se agité la mezcla durante 30 min bajo 210 kPa (aproximadamente 2,1 atm) de Hs; luego se
agregaron soluciones de 39, 40, 41 y 42 (0,15 mmoles) en 8 ml de metanol:HOAc (3:1). Se
dejé reaccionar en un reactor Parr bajo 340 kPa (3,4 atm.) de H; a temperatura ambiente, con
agitacion mecanica durante 5 h, luego de los cuales no se observé producto de partida por ccd
(silicagel, EtOAc:MeOH 3:1). Se separd el catalizador por filtraciéon (embudo de vidrio
sinterizado) y se concentré el filtrado en evaporador rotatorio codestilando el HOAc con
tolueno. Se obtuvieron 36, 43, 38 y 44 respectivamente. Los rendimientos fueron
cuantitativos.
Metil B-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-B-D-glucopiranésido 6-sulfato de
sodio (36).
Sélido blanco. El compuesto 36 esta descripto en la seccion 2.3.5.b.1.2.
Maetil B-p-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-B-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-
(1->3)-B-p-glucopiranésido 6-sulfato de sodio (43).
Sélido blanco.
[a]p: -5,7° (c: 0,6; MeOH).
IR.: Vmax KBr (cm™): 3480 (HO); 1253 (S=0); 833 (C-0O-S).
RMN-"C (50,1 MHz; D(OH)); & (ppm): 103,79; 103,66; 103,42 (C-1, C-1’ y C-1""); 85,41;
85,12 (C-3, C-3%); 76,28, 74,58; 74,24, 73,95; 73,51 (C-2, C-2°, C-2*, C-3”’, C-§, C-5°, C-
5°%); 70,05; 68,7 (C-4, C-4°, C-4"’); 67,90 (C-6,C-6’ y C-6’"); 58,20 (OMe).
RMN-'H (200,1 Mhz; D,0); & (ppm): 4,71 (d; 1 H; J,»2+=3,5 Hz; H-1""); 4,36 -3,26 (m; 20
H; H-1,2,3,4,5,6a,b,1°,2’,3°,4°,5°,6’a,b,2"°,3°,4,5,6’a,b); 3,49 (s; 3 H; OMe).
Analisis elemental de , calculado: C,9H3,025Na3S;: %C: 27,68; %H: 3,79.

encontrado: %C: 28,15; %H: 3,98.

Metil a-p-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—>4)-B-D-glucopiranésido 6-sulfato de
sodio (38).
Sélido blanco. El compuesto 38 se encuentra descripto en la seccion 2.3.5.b.1.2.
Metil B-p-glucopiranosil-(1—3)-B-D-glucopiranésido sulfatado (44).

Sélido blanco. Mezcla de azucares sulfatados en las posiciones 2, 3’y 3°..
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IR.: Vmax KBr (cm™): 3480 (HO); 1253 (S=0); 833 (C-O-S).

RMN-C (50,1 MHz; D(OH)); & (ppm): 103,69; 102,87; 102,61(C-1" y C-1); 84,63; 84,51;
84,39; 82,42; 81,42; 79,81; 78,38; 78,28; 76,42; 76,27; 76,09; 72,95; 69,64; 69,43; 69,31;
68,66 (C-2, C-3,C-4, C-5,C-2’,C-3°,C-4’, C-5); 61,55 (C-6 y C-6"); 58,31 (OMe).
RMN-'H (200,1 Mhz; D,0): se describe y discute en el capitulo de analisis conformacional
(seccién 3.3.5).

EMBR (m/z): fab de iones positivos (matriz tio): rindié el [M+Na]" correspondiente al
derivado di (583 [M+Na]") y trisulfatado (662 [M+Na]").

2.3.5.b.1.5 Determinacion de sulfato total

Se determino el contenido de sulfato en las muestras 35 y 37.

Se hidrolizoé el grupo sulfato en los compuestos analizados (HC1 4N; 16 h; 100°C) y
se determin6 sulfato por el método colorimétrico descripto en la bibliografial’'AB4"!l Se
empled buffer de cloruro de bario y solucién de rodizonato de sodio.

Reactivos: Buffer de cloruro de bario:10 ml de acido acético 2 M, 2 ml de cloruro de
bario 0,005M y 8 ml de bicarbonato de sodio 0,02 M se llevan a 100 ml con etanol absoluto.
Solucién de rodizonato: 5 mg de rodizonato de sodio se disuelven en 20 ml de agua, se
agregon 100 mg de acido L-ascdrbico agitando hasta disolucién y se lleva a 100 ml con
etanol.

Procedimiento: A 0,5 ml de una solucion conteniendo 2 y 12 pg de sulfato (testigo
sulfato de sodio) se agregaron 2,0 ml de etanol; 1,0 ml de buffer de cloruro de bario y 1,5 ml
de solucidon de rodizonato. Se agitd bien y se dejé reposar 10 min. en la oscuridad a
temperatura ambiente. Se leyd la absorbancia a 520 nm, determinandose la masa de sulfato
total (mso4) en las muestras por referencia a una curva patron preparada simultaneamente
(solucion patrén de sulfato de sodio, 1 mg/ml). El color rojo es estable durante 30 min.. Se
determind sulfato en las muestras 35 y 37 sin hidrolizar y se resté del valor encontrado
después de la hidrolisis (sulfato inorganico).

El porcentaje de azufre se calculd por la siguiente expresion:

% S = mgosx 32 x 100 x (masa de muestra x 142)'l

El grado de sustitucudn se calculé por la siguiente ecuacion :

G.S.=162x %S (3200-103x % S)"
Los G. S. fueron: muestra 35: G. S.:0,92 y muestra 37: G. S.:0,89.

2.3.5.b.2 Derivados fosfatados
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2.3.5.b.2.1 Diferentes procedimientos en reacciones de fosfatacion

Se ensayaron diferentes condiciones utilizando como sustrato modelo metil o-D-
glucopirandsido (45):

P(O)Cl;/Py:
Meétodo a: Se adapto la técnica descripta en bibliografial®“**"!) En un balén de 50 ml se
agregaron 0,14 ml de oxicloruro de fosforo (1.5 mmoles), 3,24 ml de agua y 30 ml de
piridina a 0 °C con agitacion. Luego de 5 min se agregd una soluciones de 45 (870 mg; 4,5
mmoles) en 5 ml de MeCN.
Método b: Se ensayo la reaccion disolviendo 45 (4,5 mmoles) en 30 ml de piridina y se
agregaron 0,14 ml de oxicloruro de fosforo a 0 °C.

En ambos casos la reaccion procedi6 por 2 h a 0 °C y luego a temperatura
ambiente,monitoreandosé por ccd. Luego de 12 h no se detecté producto de partida y se
agregaron 10 ml de metanol. Se concentraron en evaporador rotatorio. Se purificd en
columna de silicagel (AcOEt:AcOH:H,0 3:2:1). Por RMN 13C se observaron mezclas de
productos fosfatados (46).

Metil a-D-glucopiranésido fosfatado (46).
RMN-"C (50,1 MHz; D,0:H;0:1:1); § (ppm): 100,00; 98,39; 97,80 (C-1); 76,78; 73,45;
69,98 (C-2, C-3, C-4, C-5); 66,88 (C-6*); 55,86, 55,09; 55,01 (OMe).

*aparecen con fase invertida en la secuencia DEPT 135.

- (PhCH,0),P(O)Cl1 /Py:
Reactivo: en un tubo de hidrélisis de 10 ml se agregaron 5 ml de piridina y 0,65 ml de

P(0)Cl; (7,2 mmoles) a 0 °C. Luego de 10 min se agregé 1,8 ml de BnOH. Se dejo con
agitacion 1 h a temperatura ambiente. Se corroboré la formacién del reactivo por RMN de
13C (PhCH20P).

A una solucién de 45 (1,43 mmoles) en 10 ml de piridina a 0 °C se agregé el reativo. Luego

de 48 con agitacién a temperatura ambiente solo se observé producto de partida.

- (PhO),P(O)CI /NEt3/DMAP/Py:

Se adapté un método descripto en bibliograﬁa[mARZ&]. A una solucién de 45 (930 mg; 4,8
mmoles) y 0,005 g (0,41 mmoles) DMAP en 40 ml de piridina anhidra, bajo atmdsfera de
nitrégeno seco, se agregaron 2,2 ml de TEA y 0,99 ml (4,8 mmoles) de CIP(O)(OPh),. Se

dej6 con agitacién a temperatura ambiente. Se siguid el curso de la reacciéon por ccd
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(AcOEt:MeOH 3:1) observandose una tnica mancha de Rf mayor que el producto de partida
luego de 3 dias de reaccion. Se agreg6 1 ml de agua; se concentr6 en evaporador rotatorio y
se purificé en columna de silicagel con gradientes de AcOEt:MeOH. Por RMN de "°C se
obtuvo una mezcla de productos fosfatados 47.

Metil a-p-glucopiranésido fosfato de fenilo (47).

RMN-"C (50,1 MHz; secuencia DEPT 135; Me,CO-d%); & (ppm): 130,20; 125,81; 120,33;
120,24 (Caritico); 100,65 (C-1); 74,56; 74,34; 73,20; 72,89; 72,63; 71,24, 71,10; 70,64 (C-2, C-
3, C-4, C-5); 69,51; 69,39; 62,11(C-6); 55,10; 55,01 (OMe).

2.3.5.5.2.2 Reacciones de fosfatacion sobre sustratos convenientemente protegidos

Procedimiento general para reacciones de fosfatacion

Se emple6 como método de fosfatacion (PhO),P(O)CUNEt;/DMPA/CH,Cl,. A
soluciones de 24 o 26 (128 mg, 0,15 mmoles) en 4,3 ml de CH,Cl; se agregaron a 0 °C, bajo
atmosfera de nitrégeno seco, TEA (0,15 ml;1,1 mmoles), DMAP (3,3mg; 0,03 mmoles) y
CIP(O)(OPh); (66 ul; 0,32 mmoles). Se dejé reaccionar a temperatura ambiente con
agitacion, al resguardo de la luz y se monitore6 la reacciéon por ccd (acetato de
etilo:ciclohexano 3:2). Luego de 12 h de reaccion se agregd 0,5 ml de agua, se diluyo con
CH,Cl; (30 ml) y se lavd sucesivamente con KHSO4 al 10% p/v (30 ml), NaHCOs(ss) (30
ml) y con NaCl 10% en 1,0 p/v (2 x 20 ml); se secd con Na,SO,; se filtré y se concentrd
bajo presion reducida. Se purificé por placa preparativa con acetato de etilo:ciclohexano 1:2.
Se obtuvieron 48 y 49 respectivamente.
Metil 2,3,4-tri-O-bencil-6-0-difenilfosfonato-p-D-glucopiranosil-(1—3)-2,4-di-O-bencil-
6-0-difenilfosfonato-B-D-glucopirandsido (48).
152 mg (80%). Sélido amorfo.
[a])p: +12,5° (c: 0,8; CHCls).
IR.: Vmax KBr (cm™): 1189 ( P=0); 1069 ( P-O-C).
RMN-"2C (50,1 MHz; CCLD); & (ppm): 150,60 (Claiiico de fenilo); 138,95; 138,54; 138,43;
138,08; 137,90 (Claiico de bencilo); 129,83 (C3aiicc de fenilo); 128,90; 128,74,
128,46;128,19; 127,86; 127,17 (Cailico de bencilo); 125,41 (C4aiico de fenilo); 120,32;
120,28; 120,22 (C2aiico de fenilo); 104,20; 102,50 (C-1, C-1°); 84,77; 82,99; 82,84; 80,23,
77,38 (C-2; C-3; C-4; C-2’; C-3’; C-4’); 75,73; 75,23; 75,00; 74,64 (CH; bencilo*); 73,74;
73,28 (d; Jcp=7,7 ;C-5, C-5’); 68,26; 67,74 (d; Jc p=6,9; C-6, C-6’*); 57,04 (OMe).
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RMN-'H (200,1 MHz; CCI3D); & (ppm): 7,5- 7,0 (m; 45 H; Harticos); 5,10 (d; 1 H; J;-2=7,8
Hz; H-1°); 5,10 - 3,25 (m; 13 H; ; H-1, 2, 3, 4, 5, 6a,b, 2°, 3°, 4°, 5°, 6’a,b); 3,50 (s; 3 H;
OMe).

EMBR (m/z): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 1292 [M+Na]".

Metil 2,3,4-tri-O-bencil-6-O-difenilfosfonato-a-D-glucopiranosil-(1—4)-2,3-di-O-bencil-
6-0-difenilfosfonato-B-D-glucopiranésido (49).

173 mg (91%). Sélido amorfo.

[a]p: +33,2° (c: 0,7; CHCL,).

IR.: Vmax KBr (cm™): 1190 (P=0); 1072 (P-O-C).

RMN-C (50,1 MHz; CCl3D); & (ppm): 150,65 (Claiico de fenilo); 138,85; 138,64; 138,34;
138,04; 137,91 (Claiico de bencilo); 129,87 (C3aiiico de fenilo); 128,47; 128,06; 127,75;
127,31 (Caiico de bencilo); 126,64; 125,41 (C4amico de fenilo); 120,34; 120,25; 120,11
(C2aritico de fenilo); 104,13 (C-1); 96,57 (C-1°); 84,28; 81,85; 81,63; 79,21; 77,04; 73,15;
72,56; 70,70 (C-2, C-3, C-4, C-2°, C-3°, C-4’); 75,55; 75,22; 74,56; 73,76, 73,42 (CH,
bencilo*); 73,13; 72,44; 70,83; 70,68 (d; Jcp=4,07 y 2,71; C-5, C-5°); 67,87 y 67,64 (d; Jcp=
4,07y 2,71; C-6* y C-6’*); 56,67 (OMe).

*aparece invertido en la secuencia DEPT 135.

RMN-'H (200,1 MHz; CCLsD); & (ppm): 7,3 - 7,1 (m; 45 H; Hasiticos); 5,66 (d; 1 H; J;-2=3,6
Hz; H-1°); 4,40 (d; 1 H; J,,=7,6 Hz; H-1); 5,10 - 3,30 (m; 12 H; H-2, 3, 4, 5, 6a,b, 2°, 3°, 4°,
5’, 6’a,b); 3,57 (s; 3 H; OMe).

EMBR (m/z): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 1292 [M+Na]", 1217 [M+Na-Ph+H]".

2.3.5.b.2.3 Reacciones de hidrogendlisis

Hidrogendlisis de gupos bencilos

Pd(OH), 20% sobre carbén (200 mg) se suspendieron en 10 ml de MeOH y la mezcla
se agitd durante 30 min bajo 210 kPa (aproximadamente 2,1 atm) de Hj; luego se agregaron
soluciones de 48 y 49 (140 mg, 0,11 mmoles) en 8 ml de EtOAc. Se dejé reaccionar en un
autoclave de baja presion a 210 kPa por 12 h. Como la hidrogendlisis era parcial, luego se
colocé a alta presién bajo 3400 kPa (aproximadamente 34 atm.) de H, a temperatura
ambiente, con agitacion magnética durante 5 h; luego de los cuales no se observé producto de

partida por ccd (silicagel, EtOAc:MeOH 5:1). Se separo el catalizador por filtracion (embudo
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de placa sinterizada) y se concentré el filtrado en evaporador rotatorio. Se obtuvieron 50 y 51
respectivamente. El rendimiento para cada producto fue cuantitativo.

Metil B-D-glucopiranosil 6-fosfato de fenilo-(1—>3)-B-D-glucopirandsido 6- fosfato de
fenilo (50).

Aceite traslicido incoloro.

RMN-"C (50,1 MHz; D(OH)); 8 (ppm): 150,80 (Claugico de fenilo); 130,72 (C3aritico de
fenilo); 125,25 (C4aiiico de fenilo); 121,08 (C24ilico de fenilo); 103,73 (C-1’ y C-1); 85,84;
76,32; 74,34; 73,43, 70,08; 68,86 (C-2, C-4, C-3, C-5, C-2°, C-3°, C-4’ y C-57); 65,86 (C-6 y
C-6’%*); 58,12 (OMe).

Metil a-D-glucopiranosil 6-fosfato de fenilo-(1—4)-B-D-glucopiranésido 6-fosfato de
fenilo(S1).

Aceite traslucido incoloro.

RMN-"C (50,1 MHz; D(OH)); & (ppm): 150,90 (Cluiico de fenilo); 130,66 (C3ailico de
fenilo); 125,13 (C4ailico de fenilo); 121,03 (C2uiico de fenilo); 103,84 (C-1); 99,94 (C-1°);
77,11, 76,89; 74,13; 73,84; 73,42; 72,49; 69,53 (C-2, C-4, C-3, C-5, C-2°, C-3°, C-4’ y C-5’);
66,04; 65,32 (d; Jcp=2,0; C-6 y C-6’*); 58,07 (OMe).

*aparece invertido en la secuencia DEPT 135.

Hidrogendlisis de fenilos

Se adaptaron técnicas descriptas en bibliografial®¢/A!65%. 36/A2336]

Método a: A soluciones del compuesto 50 o S1 (90,3 mg, 0,11 mmoles) en 10 ml de metanol
se agregaron 30 mg de catalizador de Adams y 100 mg de Bio-Rex 70 (tipo carboxilica,
forma sodio). Se dejo reaccionar a una presién de 350 kPa (aproximadamente 3,4 atm.) de H,
a temperatura ambiente, con agitacion mecanica, luego de 24 h, por andlisis por ccd no se
observé reaccion (silicagel, EtOAc:MeOH 5:1).

Método b: A soluciones del compuesto 50 o 51 (90,3 mg, 0,11 mmoles) en 7 ml de HOAc y 7
ml de metanol, se agregaron 30 mg de catalizador de Adams, se dej6 reaccionar bajo una
presion de 350 kPa (aproximadamente 3,4 atm.) de H, a temperatura ambiente, con agitacion
mecanica durante 5 h, luego de los cuales no se observd producto de partida por ccd
(silicagel, EtOAc:MeOH 1:1). Se separd el catalizador por filtracién (embudo de placa
porosa) y se concentro el filtrado en evaporador rotatorio, codestilando el HOAc con tolueno.
El residuo se disolvié en metanol y se traté con exceso de resina de intercambio i6nico Bio-
Rex 70 (tipo carboxilica, forma sodio), se filtré y se concentr6é en evaporador rotatorio. Se

obtuvieron 52 y 53 respectivamente. Los rendimientos fueron cuantitativos.
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Metil B-p-glucopiranosil 6-fosfato de sodio-(1—3)-B-D-glucopiranésido 6- fosfato de
sodio (52).
Sélido blanco.
[a]p: -7,5° (¢c: 1; H0).
IR.: Vmsx KBr (cm™): 3401 (OH); 1119 ( P=0); 981 (P=0).
RMN-"C (50,1 MHz; D(OH)); & (ppm): este espectro se describe en la seccién de resultados
y discusion (seccién 2.2.2.b.3).
RMN-'H (500 MHz; D,0); & (ppm): 4,77 (d; 1 H; H-1"); 4,40 (d; 1 H; H-1); 4,01 (m; 3 H; H-
6a, H-4’, H-6’a); 3,78 (t; 1 H; H-3); 3,66 (m; 2 H; H-4, H-6b); 3,59 (t; 1 H; H-3"); 3,58 (dd;
1 H; H-6’b); 3,57 (s; 3 H; OMe); 3,50 (m; 2 H; H-2; H-57); 3,48 (m; 1 H; H-5); 3,38 (t; 1 H;
H-2%).
EMBR (m/z): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 627 [M+Na]"; 605 [M+H]".
Analisis elemental, calculado: Cy3H2»07P2Nag: %C: 25,84; %H: 3,67.

encontrado: %C: 26,32; %H: 3,80.
Metil a-D-glucopiranosil 6-fosfato de sodio-(1—4)-B-D-glucopiranésido 6-fosfato de
sodio (53).
Sélido blanco.
[a]p: +16,6° (c: 0,8; H,0).
IR.: Vmsx KBr (cm™): 3403 (OH); 1150 ( P=0); 990 (P=0).
RMN-"C (50,1 MHz; D(OH)); & (ppm): este espectro se describe en la seccion de resultados
y discusion (seccién 2.2.2.b.3).
RMN-'H (300 MHz; D,0); & (ppm): 5,48 (d; 1 H; H-1"); 4,40 (d; 1 H; H-1); 4,10 (dd; 1 H;
H-6a); 3,93 (dd; 1 H; H-6b); 3,85 (m; 3 H; H-5’, H-6’a, H-6’b); 3,8 (t; 1 H; H-3); 3,77 (; 1
H; H-3"); 3,72 (m; 2 H; H-4, H-5); 3,60 (dd; 1 H; H-2’); 3,58 (t; 1 H, H-4’); 3,58 (s; 3 H;
OMe); 3.30 (t; 1 H; H-2).
EMBR (m/z): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 627 [M+Na]*; 605 [M+H]".
Anailisis elemental, calculado: C;3H2»,0,7P2Nay: %C: 25,84; %H: 3,67.

encontrado: %C: 26,35; %H: 3,60.

2.3.5.b.3 Derivados succinilados

2.3.5.0.3.1 Reacciones de succinilacion sobre sustratos convenientemente

protegidos
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Procedimiento general para reacciones de succinilacion

Se sigui6 la técnica descripta por Vermeersch y Schacht®MAC12] Ep up vial de 5 ml
se pesaron, bajo atmédsfera de nitrégeno, 149mg (0,19 mmoles) de 24 y 26; 92.8 mg (0,93
mmoles) de anhidrido succinico y 24 mg (0.19 mmoles) de DMAP. A la mezcla sélida se le
agregd 0,7 ml de DMF, se dejé reaccionar durante 2 dias con agitaciéon a temperatura
ambiente, bajo atmdsfera de nitrégeno. La reaccidn se monitored por ccd (silicagel, MeOH).
Se diluy6 con acetato de etilo (30 ml) y se lavé con KHSO4 al 10% p/v, se sec6 con Na,SOq;
se filtr6 y se concentrd bajo presion reducida. El residuo de evaporacion se tratd con exceso
de resina de intercambio iénico Bio-Rex 70 (tipo carboxilica, forma sodio), se filtro y se
concentré en evaporador rotatorio. Se purificé en placa preparativa con MeOH. Se obtuvieron
54 y 55 respectivamente.
Metil 2,3,4-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil 6-succinato de sodio-(1-—3)-2,4-di-O-bencil-
B-D-glucopiranésido 6-succinato de sodio (54).
169 mg (85%). Sélido blanco.
[a]p: +6,1° (c: 0,4; MeOH).
IR.: Vmax KBr (cm™): 1740 (C=0 ester); 1610 (COO").
RMN-"3C (50,1 MHz; Pyds): este espectro se describe en la seccion de resultados y discusion
(seccidn 2.2.2.c.1).
EMBR (m/z): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 1073 [M+Na]"; 1051 [M+H]"; 1029 [M-
Na+2H]*; 951 [M-anh. succinico+H]"; 929 [M-Na+2H-anh. succinico]".
Metil 2,3,4-tri-O-bencil-a-D-glucopiranosil 6-succinato de sodio-(1-—>4)-2,3-di-O-bencil-
B-pD-glucopirandsido 6-succinato de sodio (55).
164 mg (82%). Sélido blanco.
[a]p: +43,8° (c: 0,4; MeOH).
IR.: Vmax KBr (cm™): 1736 (C=0 ester); 1608 (COO")
RMN-C (50,1 MHz; Pyds): este espectro se describe en la seccion de resultados y discusion
(seccion 2.2.2.c.1).
RMN-'H (200,1 MHz; Pyds); & (ppm): 7,6 - 7,2 (m; 25 H; Hariticos); 5,83 (d; 1 H; J,,=3 Hz;
H-1%); 5,25-3,50 (m; 12H; H-2, 3, 4, 5, 6a,b, 2°,3°,4°, 5’, 6’a,b); 3,57 (s; 3 H; OMe); 3,00 (8
H; Halquiticos)-
EMBR (m/z): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 1073 [M+Na]*; 1051 [M+H]"; 1029 [M-
Na+2H]"; 951 [M-anh. succinico+H]"; 929 [M-Na+2H-anh. succinico]".
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2.3.5.b.3.2 Reacciones de hidrogendlisis

Pd(OH), 20% sobre carbén (150 mg) se suspendieron en 6 ml de MeOH vy se agit6 la
mezcla durante 30 min bajo 210 kPa (aproximadamente 2,1 atm) de H»; luego se agregaron
soluciones de 54 y 55 (150 mg, 0,14 mmoles) en 8 ml de HOAc (g). Se dej6 reaccionar en
primer lugar en un equipo de bajas presiones a 240KPa después de 12 h la reaccion no se
completo, luego se colocd en un autoclave de alta presion bajo 40 atm. de H, a temperatura
ambiente, con agitacion magnética durante 6 h, luego de los cuales no se observé producto de
partida por ccd (silicagel, EtOAc:MeOH 3:1). Se separd el catalizador por filtracion (embudo
de placa porosa); se agregé resina Dowex w 50 (H"), se dejo reaccionar por 60 min.; se filtro;
se concentrd en evaporador rotatorio codestilando el HOAc con exceso de tolueno. El residuo
se tratd con exceso de resina de intercambio i6nico Bio-Rex 70 (tipo carboxilica, forma
sodio), se filtr6 y se concentrd6 en evaporador rotatorio. Se obtuvieron 56 y 57
respectivamente. Los rendimientos fueron cuantitativos.
Metil B-p-glucopiranosil 6-succinato de sodio-(1—3)-B-D-glucopiranésido 6-succinato de
sodio (56).
Sélido blanco.
[a]p: -2,9° (¢: 0,6; H,0).
IR.: vmsx KBr (cm™): 3432 (OH); 1740 (C=0 ester); 1571 (COO’); 1439 (COO)).
RMN-"C (50,1 MHz; D(OH)): este espectro se describe en la seccién de resultados y
discusidn (seccién 2.2.2.c.2).
RMN-'H (500 MHz; D,0); & (ppm): 4,73 (d; 1 H; H-1"); 4,41 (d; 1 H; H-1); 3,93 (m; 2 H; H-
6a, H6’a); 3,74 (dd; 1 H; H-6b); 3,74 (t; 1 H; H-3); 3,71 (dd; 1 H; H-6’b); 3,51 (m; 2 H; H-5’;
H-3"); 3,60 (s; 3 H; OMe); 3,47 (m; 3 H; H-2; H-4; H-5); (t; | H; H-4); 3,38 (t; 1 H; H-4");
3,37 (t; 1 H; H-2"); ); 2,50 (t; 6 H; Haguiticos); 2,60 (t; 6 H; Haguilicos)-
EMBR (m/z): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 623 [M+Na]*; 557 [M+3H-2Na]".
Analisis elemental, calculado: C;;H30017Na;z: %C: 42,01; %H: 5,04.

encontrado: %C: 41,82; %H: 4,90.

Metil a-D-glucopiranosil 6-succinato de sodio-(1—4)-p-D-glucopiranésido 6-succinato de
sodio (57).
Sélido blanco.
[a]p: +8,7° (c: 0,4; H,0).
IR.: vimax KBr (cm"): 3425 (OH);1736 (C=0 ester); 1580 (COOY); 1441 (COO").
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RMN-"C (50,1 MHz; D(OH)): este espectro se describe en la seccion de resultados y
discusidn (seccién 2.2.2.c.2).
RMN-'H (500 MHz; D,0); 8 (ppm): 5,39 (d; 1 H; H-1°); 4,39 (d; 1 H; H-1); 3,95 (dd; 1 H;
H-6a); 3,86 (dd; 1 H; H-6’a); 3,77 (dd; 1 H; H-6’b); 3,71 (dd; 1 H; H-6b); (m; 1 H; H-5);
3,79 (t; 1 H; H-3); 3,70 (m; 2 H; H-3"; H-5°); 3,63 (m; 2 H; H-4; H-5); 3.59 (t; 1 H; H-2’);
3,58 (s; 3 H; OMe); 3,31 (t; 1 H; H-2); 3,43 (t; 1 H; H-4"); 2,47 (t; 6 H; Haquilicos); 2,60 (t; 6
H; Haiquilicos)-
EMBR (m/z, %): fab de iones negativos (matriz tea) 555 [M+H-2Na]’; 277 [M -2Na}*.
Analisis elemental, calculado: C;1H300;7Na;: %C: 42,01; %H: 5,04.

encontrado: %C: 41,94; %H: 5,01.

2.3.5.b.4 Derivados de dcidos uronicos
2.3.5.b.4.1 Reacciones de oxidacion sobre sustratos convenientemente protegidos

Procedimiento general para reacciones de oxidacion
Se sigui6 la técnica descripta en la literatural®/0¢!469. 83/0C4404, 87BCJ1529]

Oxidacién: A una soluciéon de 24 o 26 (129 mg, 0,16 mmoles) en 5 ml de acetona
manteniendo la temperatura en 0 °C, se agregd gota a gota 0,37 ml de una solucién de
reactivo de Jones, preparada a partir de 83 mg (0,83 mmoles) de Cr,O3 y 0,37 ml (1,28
mmoles) de H,SO4 3,5 M. Se dejoé reaccionar a temperatura ambiente, con agitacion. Se
siguid el curso de la reaccién por ccd (CH2Cl;:MeOH 1:1). Al cabo de 4 h se volcd sobre
hielo:agua (1:1) y se extrajo con CH,Cl; (3 x 20 ml); se secé con Na,SO,, se filtro y se
concentro.

Esterificacion: El residuo se disolvié en 6 ml de DMF. Se adicioné K,CO; (139 mg; 1 mmol),
tBuyNI (295 mg, 0,8 mmoles) y bromuro de bencilo (0,06 ml, 0,48 mmoles) a temperatura
ambiente con agitacion. Al cabo de 24 h no se observé compuesto de partida ccd (cicloexano:
AcOEt 8:2). Se extrajo con CH,Cl, (3 x 20 ml); se secé con Na,SOq, se filtr6 y se concentro.
Se purificé en columna de silicagel con gradientes de cicloehexano:AcOEt. Se obtuvieron 58
y 59 respectivamente.

(2,3,4-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil)uronato de bencilo-(1—>3)-(metil 2,4-di-O-bencil-
B-p-glucopiranosil)uronato de bencilo (58).

114 mg (70%). Sélido blanco.
[a)p: -10,9° (c: 0,4; CHCL;).
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IR.: Vmax KBr (cm™): 1750 (C=0, ester)

RMN-C (50,1 MHz; CDCl;): este espectro se describe en la seccion de resultados y
discusion (seccién 2.2.2.d.1).

RMN-'H (200,1 MHz; CDCl;); & (ppm): 7,38 - 7,06 (m; 40 H; Hailicos); 5,19; 5,05 2's; 2 H
c/u; PhCH,COO); 5,01 - 4,67 (m, 10 H, PhCH,0); 4,50 (d; 1H; J;»=10 Hz; H-1"); 4,50 -
3,40 (m, 8 H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-2’, H-3’, H-4’, H-5"); 4,30 (d; 1H; J;>=8 Hz; H-1); 3,52
(s; 3H; OMe).

EMBR (m/z): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 1038 [M+Na]".
(2,3,4-tri-O-bencil-a-p-glucopiranosil)uronato de bencilo-(1—>4)-(metil 2,3-di-O-bencil-
B-D-glucopiranosil)uronato de bencilo (59).

121 mg (75%). Sélido blanco.

[a])p: +3,1° (¢c: 1,5; CHCI,).

IR.: vmax KBr (cm"): 1750 (C=0, ester).

RMN-3C (50,1 MHz; CDCl;): este espectro se describe en la secciéon de resultados y
discusidn (seccion 2.2.2.d.1).

RMN-'H (200,1 MHz; CDCl5); & (ppm): 7,41 - 7,16 (m; 40 H; Hariticos); 5,58 (d; | H; J;=3,4
Hz; H-1"); 5,16; 4,49 (2 s; 2 H c/u; PhACH,COO); 5,31 - 3,63 (m; 19 H; PhCH,O0, H-1, H-2,
H-3, H-4, H-5, H-2’, H-3’, H-4’, H-5’); 3,61 (s; 3H; OMe).

EMBR (m/z, %): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 1038 [M+Na]".

2.3.5.b.4.2 Reacciones de hidrogendlisis

Procedimiento general para reacciones de hidrogendlisis

Pd(OH); 20% sobre carbon (150 mg) se suspendieron en 5 ml de AcOH vy se agité la
mezcla durante 30 min bajo 210 kPa (aproximadamente 2,1 atm) de H,; luego se agregaron
soluciones de 58 y 59 (102 mg; 0,10 mmoles) en 10 ml de HOAc (g). Se dejo reaccionar en
un equipo Parr bajo 340 kPa (aproximadamente 3,4 atm) de H; a temperatura ambiente, con
agitacion magnética durante 14 h, luego de los cuales no se observo producto de partida por
ccd (silicagel, EtOAc:MeOH 9:1). Se separ6 el catalizador por filtracién (embudo de placa
porosa), se agrego resina Dowex w 50 (H"), se dejo reaccionar por 60 min.; se filtré y se
concentro en evaporador rotatorio codestilando el HOAc con exceso de tolueno. El residuo se

disolvié en agua y se tratd con exceso de resina de intercAmbio iénico Bio-Rex 70 (tipo
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carboxilica, forma sodio), se filtré y se concentré en evaporador rotatorio. Se obtuvieron 60 y
61 respectivamente. Los rendimientos fueron cuantitativos.
(B-D-glucopiranosil)uronato de sodio-(1—3)-(metil 3-p-glucopiranosil)uronato de sodio
(60).
Sélido blanco.
[a]p: -30,3° (c: 1; H,0).
IR.: vmax KBr (cm™): 3450 (OH), 1560 (COO).
RMN-'>C (50,1 MHz; D(OH)): este espectro se describe en la seccion de resultados y
discusion (seccion 2.2.2.d.2).
RMN-'H (500 MHz; D,0); & (ppm): 4,78 (d; 1 H; J;»=7,7 Hz; H-1°); 4,40 (d; 1 H; J;»=8,0
Hz; H-1); 3,78 (t; 1 H; H-3); 3,73 (d; 2 H; H-5; H-5"); 3,61 (t; 1 H; H-4);3,60 (s; 3 H; OMe);
3,51 (m; 2 H; H-3’; H-4"); 3,50 (t; 1 H; H-2); 3,39 (t; 1 H; H-2").
EMBR (m/z, %): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 451 [M+Na]".
Analisis elemental, calculado: C;3H,3013Nay: %C: 36,46; %H: 4,24.

encontrado: %C: 36,03; %H: 4,12.
(c-D-glucopiranosil)uronato de sodio-(1—4)-(metil B-D-glucopiranosil)uronato de sodio
(61).
Sélido blanco.
[a]p: +24,5° (c: 2; H,0).
IR.: Vmax KBr (cm™): 3448 (OH), 1560 (COO").
RMN-C (50,1 MHz; D(OH)): este espectro se describe en la seccion de resultados y
discusion (seccién 2.2.2.d.2).
RMN-'H (500 MHz; D,0); & (ppm): 5,54 (d; 1 H; J;»=3 Hz; H-1’); 4,38 (d; 1 H; J;2=7,8
Hz; H-1); 3.97 (d; 1 H; H-5°); 3,81 (t; 1 H; H-3); 3,80 (d; 1 H; H-5); 3,78 (t; 1 H; H-4); 3.72
(t; 1 H; H-3%); 3,59 (s; 3 H; OMe); 3,55 (t; 1 H; H-2’); 3.42 (t; 1 H; H4’); 3,34 (t; 1 H; H-2).
EMBR (m/z, %): fab de iones positivos (matriz tio-tea) 451 [M+Na]".
Andlisis elemental, calculado: Cy3H;3013Na;: %C: 36,46; %H: 4,24.

encontrado: %C: 35,99; %H: 4,04.
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Andlisis conformacional de oligosacdridos aniénicos

3.1 Introduccion

Los polisacaridos estan involucrados en una amplia variedad de procesos bioldgicos.
Los oligo- y polisacaridos aniénicos son agentes antitromboéticos y antilipémicos, ademas
afectan el crecimiento celular y presentan actividad antitumor e inmunosupresora;
actualmente es un tema de creciente interés, ya que inhiben la infeccién por el virus de
inmunodeficiencia humano (VIH) y podrian ser posibles drogas para el sindrome de

inmunodeficiencia adquirido (SIDA). En particular, el curdlano y los aquil laminara- y malto-

oligosacaridos sulfatados presentan actividad antj-VIH*CARS!. 94MAGES3, STMALSST. 9TMA3224]

Diferentes actividades biolégicas de polisacaridos anidnicos pueden explicarse por la

interaccion idnica del polisacarido con la proteina, como por ejemplo la interaccidn entre la

I[SJJBC9826]

heparina y la antitrombina II . El estudio de esta interaccion requiere, en primer

lugar, el analisis de la estructura tridimensional de oligosacaridos en solucién. Debido a la

importancia bioldgica que presentan los oligosacaridos anidnicos con uniones glicosidicas B-

(1-3) y a-(1—>4), resulté de interés estudiar la conformacion de estas moléculas en solucidn. .

El objetivo de la presente Tesis es la investigacion de las preferencias ***-

conformacionales en solucion de disacaridos anidnicos de glucosa con uniones glicosidicass™ "«

B-(1-3) y a-(1—>4) y su comparacion con los mismos disacaridos sin carga, y utilizar los

resultados obtenidos en los laminarabidsidos para estudiar la estructura tridimensional de j-

(1—>3)-oligosacaridos en solucion. s
[96CARI1] .

Meyer propone que las preferencias conformacionales de la maltosa pueden
explicar la estructura de la amilosa y sus propiedades fisicas y quimicas. Esta hipétesis ya
habia sido manifestada por el mismo autor para oligosacaridos sulfatados relacionados con
heparina y otros glicosaminoglicuronanos. El estudio conformacional de disacaridos
anionicos con uniones B-(1—3) y B-(1—>4) sirven como modelo de unidades repetitivas de

[93CAR225] [MGB49T] sugieren que el

chondroitin sulfato . Sin embargo, Balaji y colaboradores
estudio conformacional de oligosacaridos basado en la conformacion preferencial de
fragmentos de disacaridos no siempre es satisfactorio, en base a estudios realizados con
oligosacdridos de manosa con uniones a-(1—>3) y a-(1—-6))

Existen diferentes técnicas que se pueden utilizar para la obtencion de datos
estructurales de las moléculas en estudio. La difraccion de rayos X se utilizO ampliamente en

proteinas, acidos nucléicos y mono- y disacéridos proporcionando datos estructurales de

99



Andlisis conformacional de oligosacdridos aniénicos

mucha relevancia. Sin embargo, los oligosacaridos, bien libres o formando parte de
glicoconjugados, son dificiles de cristalizar.

La informacidn relativa a la conformacion adoptada por los hidratos de carbono en
solucién es accesible mediante el uso de técnicas de resonancia magnética nuclear®”A776%
S0BCS843, BIPACE0S, 96COTI0] ) primer paso del estudio estructural de estas biomoléculas es la
asignacion completa del espectro proténico. Debido a que en los azicares la mayor parte de
las sefiales aparecen en una region comprendida entre 3 y 4 ppm, los espectros no se pueden
asignar directamente, siendo preciso el uso de técnicas bidimensionales. Una vez completado
el proceso de asignacion, se procede al estudio de los parametros que contienen la
informacién estructural. La espectroscopia de RMN proporciona, al menos, tres parametros
que pueden usarse en el analisis conformacional de oligosacaridos:

-Los desplazamientos quimicos (8). Estos sufren la influencia de un nimero de
efectos estructurales, quimicos y magnéticos, que suelen ser dificiles de predecir®>*'*!],

-Las constantes de acoplamiento (J), tanto homo- como heteronucleares estin
relacionadas con los angulos de torsién correspondientes, mediante ecuaciones del tipo

(63142870, 80T2783] 'Ep ocasiones también se utilizan las constantes de acoplamiento

Karplus
heteronucleares a un enlace (!Jcy) para los pares C-H situados a ambos lados de los enlaces

interglicosidicospm“z”. Estas constantes se relacionan con el valor de los dngulo de torsidn

adoptados por dichos enlaces.

YERB] e corresponden, normalmente, con

-Los efectos Nuclear Overhauser (NOE
distancias interprotonicas cortas (<4.0 A). La medida de estos efectos es fundamental en el
analisis conformacional, puesto que pueden relacionarse con la proximidad de los atomos en
el espacio y, por lo tanto, con la estructura tridimensional.

El proceso de determinacion estructural se ve , sin embargo, complicada por diversos
problemas:

-La determinacién de la estructura tridimensional de proteinas y acidos nucleicos en
solucidén por RMN se basa, fundamentalmente en la asignacién de un gran nimero de NOEs
(generalmente varios cientos) que, a su vez traducidos a restricciones de distancia, se
introducen en programas de célculo (algoritmo de geometria de distancias o métodos de
dinamica molecular), que permiten generar un nimero de estructuras compatibles con los
datos experimentales. En general, el gran nimero de restricciones experimentales, permite
definir en forma inambigua, la estructura de la proteina o del 4cido nucleico. A diferencia de

las proteinas, los azucares tienden a presentar estructuras lineales o ramificadas y

generalmente s6lo se observan uno o dos NOEs entre residuos consecutivos (NOEs
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secuenciales). El nuimero de NOEs a media y larga distancia (es decir, aquellos que imponen
una restriccion mayor) es escaso, siendo nulo en ocasiones.

Por lo tanto, la estructura tridimensional completa de los hidratos de carbono ha de
definirse, en general, en base a un reducido nimero de NOEs secuenciales. Esta escasez de
restricciones experimentales, que se deriva de la propia naturaleza de las estructuras
oligosacaridicas, ha supuesto tradicionalmente un serio problema en el proceso de
determinacién estructural, y constituye una de las razones por las que la utilizacién de los
calculos teoricos (de mecanica y dindmica molecular, fundamentalmente) es esencial para la
interpretacion cuantitativa de los datos espectroscopicos. Ambas aproximaciones al estudio
de la estructura de estas biomoléculas son complementarias. El RMN nos ofrece un nimero
reducido de restricciones, insuficiente para permitir una determinacion inequivoca de la
conformacion de los hidratos de carbono. Por su parte, los célculos tedricos nos proporcionan
un conjunto de estructuras de energia similar. En principio, no podemos distinguir cudles de
ellas son realmente representativas de la estructura real de la biomolécula en solucién, dada la
limitada exactitud de las funciones empiricas de energia utilizadas en dichos calculos. Las
restricciones de distancia, derivadas del estudio por RMN, permiten excluir conférmeros de
energia similar, que no son compatibles con los datos experimentales. Los calculos de
mecanica molecular permiten excluir aquellas estructuras que siendo compatibles con los
datos de resonancia, no son razonables desde el punto de vista energético.

-La flexibilidad potencial de los oligosacaridos constituye un problema adicional. Esta
caracteristica de las uniones interglicosidicas ha sido objeto de controversia durante mucho
tiempo. Los primeros estudios sobre la conformacién de hidratos de carbono se realizaron
usando los oligosacaridos determinantes de los grupos sanguineos y se deben a Lemieux y

co|(B0CICE31, 82€]C44, BICIC2I3] - Egto5 autores propusieron estructuras rigidas dictadas por el

(B7CIC2131 T2 supuesta rigidez de estas estructuras se

controvertido efecto exo-anomérico
basaba en una interpretacion cualitativa de los desplazamientos quimicos, asi como los NOEs
medidos experimentalmente. Los calculos iniciales de mecanica molecular se basan en
considerar anillos piranésicos rigidos (método de esferas duras!®2<“*ly  dejando las torsiones
interglicosidicas como tunico grado de libertad variable. Dichos calculos predecian en la
mayoria de los casos la existencia de conformaciones unicas. De esta forma, los primeros
esfuerzos en la determinacion de la estructura del hidrato de carbono tenian, como principal
objetivo, la obtencién de una conformacién unica, compatible con todos los datos

experimentales y teéricos. Sin embargo a medida que los célculos tedricos de mecanica

molecular se fueron refinando, permitieron la relajacion de todos los grados de libertad

101



Andlisis conformacional de oligosacdridos anidnicos

existentes en la molécula durante el proceso de minimizacion(®8N/C94!. 88BPI519, 88BP1927, 89BP679,

891C0205, 89B265] vy se hizo més evidente que el espacio conformacional accesible a estas
biomoléculas era muy superior al que se habia asumido hasta el momento. La idea sobre la
flexibilidad de ciertas uniones interglicosidicas se vio apoyada por diversos estudios en los
que se demostr6 que la interpretacion de todos los datos experimentales en base a una
conformacion unica era imposible. En ocasiones la interpretaciéon de los datos de RMN

87BC6664, 93PACT63, 80BBA227 . -
't ] en general distorsionada, que

conduce a una “conformacion virtua
no coincide con ninguna de las estructuras reales existentes en solucién. Actualmente se sabe
que, en contra de las teorias inicialmente aceptadas que consideraban a los hidratos de
carbono como estructuras esencialmente rigidas, estas biomoléculas son relativamente
flexibles y, en ocasiones, existen en solucién como mezclas complejas de distintos
conférmeros. La sefial detectada en experimentos de NOE estd modulada por todos los
movimientos internos y las fluctuaciones conformacionales existentes en la molécula. Los
valores determinados experimentalmente son valores promedio para todo el conjunto de
conférmeros existente en solucién. Si aceptamos que los oligosacaridos son flexibles, el
objetivo de cualquier elucidacién estructural debe ser la obtencién de un conjunto de
diferentes conféormeros que justifiquen todos los datos experimentales. Para introducir la
flexibilidad en la interpretacion de los datos de RMN se recurre, en la mayoria de los casos, a
calculos de mecénica y dindmica molecular. Mediante dichos calculos, es posible generar
distribuciones de conférmeros, y a partir de éstos, se calculan propiedades espectroscopicas

que se comparan con las expeﬁmentales[SSNJC%l, 88BPI519, 88BP1927, 89BP679, 89JC0O205, 891JB265]

Los calculos teéricos®*RBY

permitieron paliar, en cierta medida, la ausencia de
restricciones experimentales e introducir la flexibilidad en la interpretacién de las mismas. A
continuacién se presentan las caracteristicas generales de los célculos de mecanica y
dinamica molecular:

[90RBI] ¢e considera a la molécula

-Mecdnica molecular (MM). En este tipo de célculos
como un conjunto de masas puntuales sometidas a un campo de fuerzas empirico, de tipo
conservativo, que solo depende de las coordenadas instantdneas de dichas masas puntuales.
Existen diferentes algoritmos que permiten minimizar la energia (para un campo de fuerzas
dado) de una estructura determinada, variando sistematicamente las posiciones de los atomos
hasta llegar a un minimo relativo. Sin embargo, la tarea de encontrar las estructuras de mas
baja energia es dificil en moléculas complejas como los hidratos de carbonol®"/C94!: 88BP1519,

88BP1927, 89BP679, 89)CO205, 89UUB265) &y general, las hipersuperficies de potencial para moléculas

con muchos grados de libertad se caracterizan por tener un gran nimero de minimos locales.
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Los algoritmos de minimizacién suelen converger a un minimo relativamente cercano a la
estructura de la cual se parti6. En principio no hay modo de saber si se ha llegado a un
minimo absoluto, o si, por el contrario, la estructura final es un minimo relativo de alta
energia. El resultado del calculo estd determinado por la seleccién de la estructura inicial.
Este problema se conoce habitualmente con el nombre de “problema de minimos

»[90RB1]

multiples y su solucién pasa necesariamente por la realizacion de una busqueda

conformacional lo suficientemente amplia.

10.00 B

5.00 : D

POTENTIAL ENERGY

C E
CONFORMATIONAL CHANGE —>

0.00

Figura 1. Representacién esquemdtica del problema de minimos multiples. En principio, no hay modo de
saber si se ha llegado al minimo absoluto (C) o la estructura resultante de la minimizacion es un minimo

relativo de alta energia (A).

Los métodos de busqueda conformacional pueden clasificarse en dos grandes grupos:
métodos estocasticos y métodos sistematicos. En los métodos estocasticos (tales como el
método Montecarlo) se realiza una bisqueda conformacional mediante la variacién al azar de
aquellos grados de libertad mds relevantes para las moléculas en cuestion. Las
conformaciones generadas son rechazadas o bien incluidas en el analisis siguiendo criterios
de energia. Esta aproximaciéon se ha utilizado en el andlisis conformacional de

(3CARS] v en el de macrociclos que contienen fragmentos de

oligosacaridos
disacaridos®“A1"'%8 Sin embargo, en vez de recolectar y comparar diferentes estructuras
generadas al azar , es mas util determinar como varia la energia total al cambiar, de forma
sistemdtica, uno 0 mas parametros estructurales importantes de la molécula objeto de estudio.
De este modo se genera una superficie de energia potencial. Esta metodologia se denota
habitualmente con las siglas SGS (systematic grid search). En hidratos de carbono, en
general, los parametros estructurales mas relevantes (los que suelen usarse para generar estas
superficies) son los dngulos diedros interglicosidicos, habitualmente designados con las letras
griegas ¢ y y. Se generan superficies de potencial por rotacidn sistematica de ¢ y y, entre -

180° y 180°, utilizando un incremento determinado. Si para cada punto de la superficie se
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calcula la energia, sin optimizacion de los grados de libertad, el mapa resultante se denomina
mapa rigido (ésta era la aproximacion utilizada en los primeros estudios teéricos de hidratos

[80CJCé631,

de carbono 82cicA, 37c1c:213])’ Si la variacion de ¢y yva acompaiiada de una

optimizacion del resto de los grados de libertad (manteniendo fijo en cada punto el valor de

¢ y W), €l resultado se conoce con el nombre de mapa relajado!®¥/¢%4!, 88BP1519, §8BP1927, 89BP679,

891C0O205, 89B265] - A partir de los mapas asi obtenidos pueden calcularse distribuciones de
probabilidad y, a partir de ellas, propiedades promedio, tales como los NOEs o constantes de
acoplamientol88N/C941. 88BPIS1S, B8BP1927, 89BP675, 89)C0205, 89UB265, 90RBI)
-Dindmica molecular (MD): De acuerdo con la mecanica clasica, la fuerza que actua sobre un

atomo cualquiera en la molécula viene dada por:
F=-VE (x,y,z)

Las fuerzas pueden ser sustituidas en la ecuacién de Newton e integradas
numéricamente, proporcionando una descripcion completa del movimiento de cada dtomo del
sistema en funcioén del tiempo (para un conjunto de posiciones y velocidades inicialmente
dadas). En una simulacién tipica de dindmica molecular, se selecciona una estructura inicial
(en ocasiones a partir de datos cristalograficos). A cada dtomo se le asigna una velocidad
inicial al azar de acuerdo con la distribucién de Maxwell-Boltzmann a una temperatura dada.
La integracion de la ecuacion de movimiento se realiza en forma numérica, pudiéndose
utilizar diferentes algoritmos (el mas comun es el de Verletl®PR% 87RB2ly " pl 5a55 de
integracion debe ser corto (debido a las simplificaciones asumidas en la integracion de las
ecuaciones) en relacion al movimiento atdmico mas rapido que tenga lugar en el sistema
(vibracion C-H), lo que implica que la simulacién durante un periodo de tiempo largo,
generalmente requiere un numero elevado de pasos de integraciéon. En la practica las
simulaciones no suelen sobrepasar unos pocos nanosegundos. Si la temperatura es lo
suficientemente alta, la simulacion de dinamica molecular tiene la ventaja de permitir el salto
de barreras energéticas entre zonas de baja energia y pueden usarse para realizar bisquedas
conformacionales. Este tipo de calculos permite el estudio de propiedades dependientes del
tiempo. La dindmica molecular se utiliza también para comprobar la fiabilidad de un minimo
obtenido por mecanica molecular.

La fiabilidad de los célculos de mecanica y dinamica molecular esta en funcion de la
validez de los parametros utilizados por el campo de fuerzas en cuestioén. En el caso de los

hidratos de carbono hace muy poco tiempo se empezaron a desarrollar campos de fuerzas
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parametrizados para estas biomoléculas. Este es el caso del campo de fuerzas AMBER[34/A765]
ampliado para hidratos de carbono por Homans{*%8“*!1%),

Entre los factores que determinan la estructura tridimensional de los oligosacaridos (y
que deberian ser considerados en la parametrizacion de campos de fuerzas) cabe mencionar
los controvertidos efectos anomérico y exo-anomérico”R%3. El término “efecto anomérico”

8 . .
[BOCICE31, B2CIC44, B7CIC213] para designar la mayor estabilidad de la

fue propuesto por Lemieux
orientacién axial, sobre la ecuatorial, de los sustituyentes situados en la posicién 1 de anillos
de piranosa (en contra de lo previsible en base a interacciones estéricas). De entre las
multiples explicaciones propuestas para justificar este fendmeno, la mas aceptada se basa en
efectos estereoelectronicos™ &2 91531 De acuerdo con ésta, la mayor estabilidad de las
orientaciones axiales, sobre las ecuatoriales, tienen su origen en la deslocalizacién
hiperconjugativa de un par de electrones, no enlazantes, del Os del anillo de piranosa hacia el
orbital o* del enlace C-O contiguo. Para que dicha interaccion sea posible, el Os debe tener

un par de electrones antiperiplanar a dicho enlace (lo cual es unicamente posible para la

orientacién axial del sustituyente en 1). (Figura2)

0? O

a— 00 a— 0o ()
" " 0;/ A
3 <0
:OR :

acH,
9 Josis = ;
o \-. ~ 7
° CH, 89

Figura 2. Representacion esquemdtica de las interacciones responsables de los efectos anoméricos y exo-

anomeérico.

El efecto exo-anomérico constituye la extension logica del efecto anomérico a la

porcién de la funcion acetdlica. De acuerdo con él, estarian especialmente favorecidas
aquellas orientaciones del enlace glicosidico (¢=H;-C;-O;-Cx) que permitiesen las
interacciones entre un par electrénico del O, y el orbital c* del enlace C;-Os ($=180° o 60°
para las formas B, y 60° o —60° para las formas a). Si bien la importancia real de estas
interacciones, en términos de energia, no se conoce con exactitud, la idea sobre la rigidez de

estas biomoléculas estan basadas en su existencia.
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A continuaciéon se presentan los estudios de las estructuras en solucién de los
compuestos:

-El metil B-maltésido (17) y sus derivados metil a-D-glucopiranosil 6-sulfato de
sodio-(1—4)-B-D-glucopiranésido 6-sulfato de sodio (38), metil a-D-glucopiranosil 6-sulfato
de sodio-(1—4)-B-D-glucopiranésido (38a) y metil «-D-glucopiranosil-(1—4)-B-D-
glucopirandsido 6-sulfato de sodio (38a’), metil a-D-glucopiranosil 6-fosfato de sodio-
(1->4)-B-D-glucopiranésido 6-fosfato de sodio (53), metil a-D-glucopiranosil 6-succinato de
sodio-(1—»>4)-B-D-glucopiranésido 6-succinato de sodio (57), (a-D-glucopiranosil)uronato de
sodio-(1—4)-(metil B-D-glucopiranosil)uronato de sodio (61)

-El metil B-laminarabiésido (13) y sus derivados metil B-D-glucopiranosil 6-sulfato de
sodio-(1—3)-B-D-glucopiranésido 6-sulfato de sodio (36), metil B-D-glucopiranosil 6-sulfato
de  sodio-(1—3)-B-D-glucopirandsido  (36a), metil P-D-glucopiranosil-(1—3)-B-b-
glucopirandsido 6-sulfato de sodio (36a’), metil B-D-glucopiranosil 2-sulfato de sodio-
(1-53)-B-p-glucopiranésido 44a, metil P-D-glucopiranosil-(1—3)-B-D-glucopirandsido 2-
sulfato de sodio 44b, metil B-D-glucopiranosil 6-fosfato de sodio-(1—3)-B-D-glucopirandsido
6-fosfato de sodio (52), metil B-D-glucopiranosil 6-succinato de sodio-(1—3)-B-D-
glucopiranésido 6-succinato de sodio (56) y (B-D-glucopiranosil)uronato de sodio-(1—3)-
(metil B-D-glucopiranosil)uronato de sodio (60).

-Laminara-oligosacaridos y su derivado sulfatado.

El estudio se realiz6 mediante medidas de RMN y célculos de mecanica y dinamica
molecular. Los campos de fuerza utilizados fueron MM2BACSITT MM3* (una version
modificada en el tratamiento del término electrostatico del campo de fuerzas original

MM3(89A855y y AMBERBYA™) ampliado por Homans®B!1%  para hidratos de

[951JB137] ; [90JCO440]

carbono integrados en el programa Macromodel
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3.2 Estudio de las conformaciones del metil [(-maltésido y sus derivados

anionicos en solucion

Para realizar el estudio conformacional de los derivados anidénicos del metil B-
maltdsido es necesario conocer la conformacién de este Gltimo como punto de referencia para
el estudio conformacional.

La estructura tridimensional de la maltosa ha sido objeto de interés y controversia

0l707A5834]

desde los afios 80. Su estructura cristalina se resolviéo en 197 y se refind en

19771774€2%50) Estudios estructurales posteriores en disolucién mediante RMN[B4CARI 86CARITS]

7 P67 LS
[88BP1927, 89BP679) y dinamica molecula:[93JPC958, 96CARI11]

o calculos de mecanica molecular
pusieron de manifiesto la existencia de distintas conformaciones, algunas muy distintas a las
obtenidas por rayos X. A partir de estos estudios se pusieron para la maltosa cuatro
diferentes conformaciones en equilibrio, a las que se denominan A, B, C y D, y cuyas
poblaciones varian dependiendo del solvente y método computacional utilizado en el calculo.
Las conformaciones A y B parecen las mas pobladas en disolucién acuosa, mientras que la C,
menos poblada, es similar a la conformacién encontrada en estado soélido para la

maltos a.[70.IA5834, 77AC2490]

Las conformaciones A y B se caracterizan por angulos diedros interglicosidicos, ¢
(H;-C1-04-Cy4) y y (Cy-04-C4-Hy), de valores medios -70%/-35° y ~20°/-20° respectivamente.
La conformacion B posee enlace de hidrogeno entre los hidroxilos OH3 y OHy:, mientras que
la conformacién A carece de €l. Por otro lado, la conformacion C presenta angulos ¢ y v de
aproximadamente 30°/25° respectivamente, mas parecidos a los valores encontrados en
estado solido, para ¢ y y de 4.8% 13.3°77AC24900 A jgual que en la estructura cristalina, existe

en esta conformacion un enlace de hidrégeno entre los hidroxilos OH;: y OHj.

Todos estos estudios indican que la maltosa, al igual que otros oligosacaridos, posee
una flexibilidad conformacional influenciable por la naturaleza del solvente y por otros
factores. Dependiendo de las interacciones que la rodean podria adoptar una u otra
conformacion preferente, dando a la molécula de la que forma parte una estructura
tridimensional distinta (por ejemplo B-amilosa, V-amilosa, etc).

La figura 3 muestra un mapa conformacional sefialando los minimos de energia

encontrados para el metil $-maltdsido.
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| 4
':: Valores de ¢ y y de los minimos
calculados  para el metil B-
°0 malt6sido!®CARITS)
40
20 ¢ W
(-]
‘: Minimo A -70 -40
~-60
-ooj 1 Minimo B -30 <20
o] T
~1e0 Minimo C 20 20
=180
-IBO-OO-GO-GO -20 © 2‘0 40 60 80
Minimo D -30 -160

¢

Figura 3. Mapa conformacional de metil f-maltésido calculado por mecanica molecular.

La estructura de metil B-maltdsido (17), metil a-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-
(1->4)-pB-p-glucopirandsido 6-sulfato de sodio (38), metil a-D-glucopiranosil 6-sulfato de
sodio-(1—>4)-B-D-glucopiranésido (38a) y metil  a-D-glucopiranosil-(1—-4)-B-D-
glucopirandsido 6-sulfato de sodio (38a’), metil a-D-glucopiranosil 6-fosfato de sodio-
(1>4)-B-p-glucopiranosido 6-fosfato de sodio (53), metil a-D-glucopiranosil 6-succinato de
sodio-(1—4)-B-D-glucopirandsido 6-succinato de sodio (57), (c-D-glucopiranosil)uronato de
sodio-(1—4)-(metil B-D-glucopiranosil)uronato de sodio (61) se muestran en la figura 4,

junto con los nimeros utilizados para la asignacién de los dtomos.

s O
OMe
3 2oy 1
R R’

17 CH,OH CH,OH

38 CH,0SO;Na CH,0S0;Na
38a CH,0S0O;Na CH,0H
38a’ CH,OH CH,0SO;Na

53 CH,0PO;Na, CH,0PO;Na,

57 CH,OCOCH,CH,COONa CH,OCOCH,CH,COONa

61 COONa COONa

Figura 4. Representacion esquemadtica de la estructura de los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53, 57, 61, junto

con la numeracién utilizada para designar los dtomos.
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Los indices prima designan a los atomos del residuo de glucosa “no reductor”,
mientras que el residuo de glucosa “reductor” carece de los mismos. Como se mencioné
anteriormente, uno de los mayores problemas en la aplicaciéon de célculos de mecanica
molecular en el andlisis conformacional de moléculas complejas, como los hidratos de
carbono, es la existencia de un gran nimero de minimos relativos en la hipersuperficie de
potencial. Dicho problema puede resolverse mediante la realizaciéon de una busqueda
conformacional lo mas amplia posible. En nuestro caso, hemos realizado el método
sistematico de busqueda conformacional. El protocolo es basicamente el siguiente:

a.- Geometria inicial: Se han seleccionado en principio 9 geometrias iniciales para los
compuestos 17 y 38, que difieren en la orientacion del hidroximetilo vy
sulfoniloximetilo,respectivamente, considerando una misma orientacién de todos los
hidroxilos secundarios. En principio son posibles tres orientaciones alternadas, caracterizados
por los valores de angulos diedros Os-Cs-Cs-Og de —60°, 60° y 180°. Dichas orientaciones se
designan de un modo sencillo, como gg (gauche-gauche), gt (gauche-trans) y tg (trans-
gauche) (figura 5). La primera letra hace referencia a la disposicién relativa de Og y Os, y la

segunda hace referencia a la disposicion relativa de Og y Ca.

Figura 5. Representacion de las 3 posibles orientaciones (gg, gt y tg) para el hidroximetilo de un

monosacdrido.

Puesto que tenemos 3 orientaciones alternadas posibles para cada uno de los
hidroximetilos, en principio deberia tenerse en cuenta para el analisis las 9 combinaciones
existentes. Sin embargo, de estas 9 combinaciones, no todas tienen la misma importancia
relativa desde un punto de vista energético. Para residuos de glucosa se consideran las
orientaciones gg y gt[94CAR5'3], desechandose la tg. Esta ultima orientacién del hidroximetilo
conlleva a la existencia de interacciones 1:3 diaxiales, desestabilizantes, entre el Og y O4
(efecto Hassel-Ottar)*’A“5%?], Nunca se detecté dicha orientacién en estado s6lido!"BFB6) A

su vez, las medidas de las constantes de acoplamiento entre Hs y los Hg¢ indican una
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participacion practicamente nula de esta conformaciéon en solucién. En la tabla 1, se
presentan valores tedricos de las constantes de acoplamiento calculadas para hexopiranosas.

(4ICCS jndican que la orientacion

Estudios espectroscopicos por RMN en monosacaridos
preferencial del grupo hidroximetilo depende de efectos estéricos, efectos de solvente, efectos

electronicos y efectos de enlace hidrégeno.

Tabla 1. Valores teéricos de las constantes de acoplamiento®’““*"*! del hidroximetilo calculados para

hexopiranosas.

gg® gt* tg
Jsee 09 107 5.0
Jses 28 3.1 107

a- Valores tedricos para las orientaciones gg, gt y tg del hidroximetilo en piranosas, obtenidas a partir de la

ecuacion de Haasnot-Altona®7278,

En el caso de o-maltosa se obtuvo por calculos de dinamica molecular®5CAR!!]

una
relacion gg:gt:tg de 70:23:6 para el residuo reductor y 55:38:6 para el residuo no reductor. En
literatura se describe que la sulfatacién en la posicién 6 de la glucosa no afecta la

C50I0cs02]

conformacion de Cs- . La estructura cristalina determinada por rayos X de la

sacarosa octasulfato no mostré ninguna desviacién significativa de la estructura cristalina
determinada por rayos X de la sacarosal A7,

En nuestro caso, los resultados experimentales de las constantes de acoplamiento (Hs,
Hg¢a y Hs, Hep) de los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53, 57, 61 en D,0 dieron valores bajos,
sugiriendo la orientacion gggg como mayoritaria. De esta forma, se consider6 para todos los
compuestos una unica orientacién de las 9 consideradas en un principio, que puede
designarse de un modo sencillo: gggg (las dos primeras letras se refieren al residuo no
reductor y las dos segundas, al residuo reductor).

La orientacion de cada uno de los hidroxilos secundarios también debe tenerse en
cuenta en el analisis conformacional®®®!), Si bien estos Gltimos no son determinantes en
célculos con constantes dieléctricas (€) elevadas, si juegan un papel importante
(especialmente los OH situados en las proximidades de los enlaces interglicosidicos) en
calculos in vacuo o con € baja. Puesto que para cada hidroxilo hay, en principio, tres
conformaciones alternadas posibles, el nimero de combinaciones existentes es de 3°=243.
Sin embargo, es posible simplificar, considerando unicamente aquellas orientaciones mas

representativas desde un punto de vista energético. Asi, solamente se seleccionaron aquellas
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combinaciones que dan lugar a un mayor numero de enlaces hidrégeno cooperativos (son
aquellas que resultan de la participacién simultanea de un grupo OH como donor y aceptor de
enlaces hidrégeno) alrededor de cada anillo de piranosa. Las dos orientaciones que se pueden
considerar se muestran en la figura 6 y pueden designarse como “c” (clockwise) o “r’
(reverse clockwise) segun la orientacion en la que apunten los vectores O-H de los hidroxilos
secundarios con respecto al anillo de piranosa. Por lo tanto existen cuatro posibles
orientaciones: cc, cr, rc, It. En el presente estudio, se trabajé con constante dieléctrica elevada
(e=78), por lo cual, la orientacién de los hidroxilos secundarios no es determinante en los

[951JB137]

calculos como se describe en bibliografia . Unicamente se tuvo en cuenta una

posibilidad para cada anillo (cc o rr). Por lo tanto se considero las orientaciones ggggec o

ggesrr.

Figura 6. Orientaciones de los hidroxilos secundarios consideradas para cada uno de los anillos de piranosa.

Para ambos residuos, tinicamente se consideré la conformacioén *C, de los residuos de
los anillos de piranosa en base a las medidas de constantes de acoplamiento correspondientes
a protones vecinales de cada anillo.

Por ultimo, s6lo se considerd aquella orientacién del grupo O-Me, situado en la
posicién 1 del anillo, caracterizada por un valor del dngulo diedro Me-0,-C;-Os de 60°, por
tratarse de una orientacion estable compatible con el efecto exoanomérico.

b.-Obtencién de la superficie de energia potencial. Para cada estructura inicial, se
gener6 un mapa rigido por rotacién sistematica de ¢ y v, entre -180° y 180° usando
intervalos regulares de 18°. En un segundo paso, se procedié a la obtencién de los mapas
relajados, mediante una minimizacién sistemdtica de cada una de la estructuras integrantes
del mapa rigido, manteniendo fijo, en cada caso el valor de ¢ y y (minimizacidn restringida).

[88NJC941, 88BP1519, 88BP1927, 89BP679, 89JC0O205, 891JB265]

Se obtuvieron asi los mapas relajados para cada

compuesto.
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c.- Calculo de poblaciones. A su vez, a partir del mapa relajado se calcularon las
poblaciones existentes para cada valor de ¢ y y a una temperatura de 300 K. Dichas
poblaciones se utilizaron para calcular propiedades espectroscépicas (tales como NOEs
estacionarios y NOESY), que se compararon con los valores experimentales

correspondientes.

Se investigaron las preferencias conformacionales en solucién de los derivados
anionicos del metil B-maltdsido, siguiendo el protocolo descripto. Se realiz6 también, el
analisis de metil B-maltésido sin sustituir para tener esta estructura como parametro de
comparacion, ya que en bibliografia se puso de manifiesto la existencia de distintas
conformaciones.

Este protocolo se us6é para los diferentes campos de fuerzas (MM2, AMBER) y
constante dieléctrica €=78, con la finalidad de obtener las conformaciones preferenciales de
cada compuesto en solucion. Se utiliz6 también, el campo de fuerza MM3 pero sélo para los

compuestos 17 y 61, ya que dicho campo no esta parametrizado para sulfato y fosfato.

3.2.1. Aplicacion del campo de fuerzas MM-2 y MM-3

A.-Campo de fuerza MM2 con £=78: Los mapas relajados de los compuestos 17, 38, 38a,
38a’, 53, 57, 61, obtenidos con el campo de fuerzas MM2 con €=78 se muestran en la figura
7, junto con la representacion (mediante curvas de nivel) de las distancias interprotdnicas
relevantes (acorde con los datos de NOEs), en funcién de ¢ y v, superpuestas con la
distribucion de probabilidad correspondiente. Las orientaciones de los enlaces Cs-Cg se
consideraron gggg como se menciond en la seccién anterior. Las curvas de nivel estan
dibujadas cada 1 Kcal/mol a partir del punto de minima energia en cada caso. En cada
superficie hay representadas 10 curvas de nivel, cubriéndose asi un rango de 10 Kcal/mol. De
modo general, todas las superficies se componen de una zona central, los minimos de energia
mas baja presentan geometrias analogas en todos los compuestos. La zona central se dividié
en cuatro regiones para una mejor visualizacion de los datos, en funcién de los NOE
observados para los compuestos, que se describen y discuten en la seccion de RMN. Una
regién I que se corresponde con distancias H--H, cortas (menores que 2.5 A), una regién II
con distancias Hy--H, entre 2.5 y 3 A, una regién III que se corresponde con distancias H;-H;
menores que 3 A y una tltima regién IV donde las distancias mencionadas son mayores que 3

A. Las regiones que se corresponden con las distancias Hy-Hy y Hi-H; cortas (menores 3
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A), coinciden con dos de los minimos observados para la maltosa, conocidos como los

minimos A y B.
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Figura 7. Representacion de mapas relajados de los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53, 57, 61, calculados con

el campo de fuerzas MM2 (¢=78), junto con la distribucion de probabilidad correspondiente superpuestas a las

curvas de nivel de las distancias interprotonicas relevantes. En todos los casos, ¢ se representa en el eje

horizontal y w en el eje vertical. Las curvas de nivel se disponen cada | Kcal/mol en las superficies de energia.

En la distribucion de probabilidad se muestran las curvas de nivel para poblaciones del 10%, 1% y 0.1%. En

las curvas de nivel de las distancias se disponen entre 2.5y 3 A.
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En la figura 8 se muestran los mapas relajados, obtenidos con €=78, correspondientes
a 3 estructuras inciales (gggtce, gtgtce, gtggece) consideradas para el compuesto sulfatado 38.
Puede apreciarse como las superficies presentan baja sensibilidad a la geometria inicial. Este
resultado sumado a los datos experimentales de constantes de acoplamiento de Hs y los Hg
pequeilas, validan considerar como geometria inicial la estructura gggg cuando se realizan los

célculos con ¢ altas. Por lo tanto, las estructuras gggt, gtgt y gtgg no se tuvieron en cuenta.

Para el compuesto 57, debido al alto nimero de angulos de torsiéon que presenta la
cadena sustituyente se utilizé el método estocastico para la conformacioén de minima energia
en la cadena lateral, que se obtuvo por andlisis de mecédnica molecular empleando el método

de Monte Carlo (seccion 3.2.3).

180 120 20 0 80 120 180 180 4120 80 O 80 120 180 80 120 60 O 60 120 180
180 T T T T 100 100 - T v v 180 180 v T T T T 180
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Figura 8. Representacion de mapas relajados del compuesto 38 calculadas con el campo de fuerzas MM2
(e=78). En todos los casos, ¢ se representa en el eje horizontal y y en el eje vertical. Cada mapa provienen de
estructuras con distinta orientacion del enlace Cs-Cg4 (gggtcc, gtgtce y gtggec).

En los mapas relajados de cada compuesto, en general, las zonas de baja energia
presentan valores de ¢ acordes con la operatividad del efecto exo-anomérico. A partir de
dichos mapas, se obtuvieron para cada compuesto 12 minimos locales. Estos conférmeros de
minima energia se ubicaron dentro de las cuatro regiones mencionadas anteriormente. En
cada region se consider6 el conférmero de menor energia, ya que los minimos locales de cada
region presentaron geometrias analogas al conférmero de minima energia de dicha region
(los valores de ¢y y difieren de 0° a 17°). Los valores de los dngulos diedros ¢ y y
correspondientes a los minimos globales de cada region, asi como sus energias relativas (se
consider6 para cada regioén el minimo global y el minimo local de mayor energia) y las
poblaciones de las zonas de baja energia, se indican en la tabla 2. En la figura 9 se muestran
las geometrias de tres estructuras de energia mds baja correspondiente a cada regién I, II y III,

para los compuestos 17, 38 y 57 y el minimo global para los compuestos 38a, 38a’, 53 y 61.
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Tabla 2. Energias y poblaciones para las conformaciones de minima energia de los compuestos 17, 38, 38a,

38a’, 53, 57, 61 de acuerdo con el campo de fuerzas MM2 con £=78.

RegiénI  Region Il Region Il  Regi6n IV
Conférmero 1 2 3 4
) -192-36  -36a-54 -54a-71 -71
v -19a-36 -36a-54 -54 a-71 -37
dhy -36/-36 -54/-36 -71/-54 -71/-37
17 AE 0.04.3 0.4-5.6 0.3-3.9 3.3
PPP% 35.9 24.8 342 5.1
38 AE 0.6-4.9 0.0-5.9 0.1-8.4 25
PPP% 2355 40.4 28.2 79
38a AE 0.0-5.8 0443 0.44.1 34
PPP% 34.9 27.6 326 49
38a’ AE 1.0-5.5 0.3-6.4 0.04.8 2.6
PPP% 209 394 31.7 8.0
53 AE 2.1-7.8 0.9-7.7 0.04.9 2.7
PPP% 14.5 31.0 45.7 8.8
57 AE 0-5.7 1.4-3.8 7.4
PPP% 674 >1 30.6 1.0
61 AE 1.1-8.0 0.0-5.85 0.3-6.2 1.8
PPP% 26.3 344 29.9 9.4

PPP%: porcentaje de las poblaciones promedio.

Los AE: el primer valor corresponde al conférmero de mds baja energia de cada region, el segundo valor
corresponde al minimo local de mayor energia de dicha regién.

La poblacién promedio se calculé sumando las probabilidades correspondientes a todos los puntos de los mapas
incluidos en cada una de las cuatro regiones de baja energia.

La zona central de baja energia se define por valores de ¢ comprendidos entre —-19° y

—75° y valores de y entre —19° y =70°, y supone aproximadamente el 3% del 4rea total de la

superficie de energia potencial. Estudios teéricos como experimentales, realizados sobre

maltosa indican la existencia de conformaciones mayoritarias en la zona central

correspondientes a los minimos conocidos como A y B. Pero también indican la presencia

minoritaria de conformaciones en la zona central positiva y zona sur del mapa, que no se

obtuvieron en estos calculos.
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Figura 9. Representacion de tres estructuras de minima energia (zona central) para los compuestos 17, 38 y

57, y la estructura del minimo global para los compuestos 38a, 38a’, 53 y 61 obtenidas con el campo de fuerzas
MM2.

Todos los minimos que se encuentran situados en la region I y II (zona central) del
mapa relajado, presentan enlace de hidrégeno interresiduo entre los hidroxilos 2’ y 3. El

angulo interglicosidico de la glucosa no reductora (o) adopta para todos los compuestos

valores de ¢ que estan de acuerdo con el efecto exo-anomérico. Todas las unidades de
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glucosa adoptan las conformaciones silla *C;. El metil B-maltésido (17) y los derivados
anionicos 38, 38a, 38a’, 53, 57, 61 presentan orientacion Cs-C¢ gg en cada residuo de

glucosa.

La distribucién de probabilidad correspondiente a los compuestos 17, 38, 38a, 38a’,
53,57 y 61 se muestra en la figura 7. De acuerdo con ellas, todos los compuestos presentan el
100% de la poblacién concentrada en la zona central del mapa, dividida en cuatro regiones

(tabla 2):

-regién I que se corresponde distancias H;--Hs (menores que 2.5 A), con 4ngulos
¢:-19a-36 y y: —-19a-36, la poblacion en esta zona es 35.9 % para el compuesto 17,
23.5% para 38, 34.9 % 38a, 20.9 % para 38a’, 14.5 % para 53, 67.4 % para 57, 26.3 % para
61.

-region II se corresponde con distancias Hy-Hs (entre 2.5 y 3 A), con angulos
$:-36 a =54 y y: =36 a —-54, la poblacidn en esta zona es 24.8 % para el compuesto 17, 40.4
% para 38, 27.6 % 38a, 39.4 % para 38a’, 31.0 % para 53, menor que el 1 % para 57, 34.4 %
para 61.

-regién III corresponde con distancias H,-H; (menores que 3 A), con angulos
¢: =54 a -71 y y: =54 a -71, la poblacion en esta zona 34.2 % para el compuesto 17, 28.2 %
para 38, 32.6 % 38a, 31.7 % para 38a’, 45.7 % para 53, 30.6 % para 57, 29.9 % para 61.

-region IV presenta distancias H,--Hy y H)--H3; mayores que 3 A, con angulo ¢: -71y
y: =37, la poblacién en esta zona es la poblacién en esta zona es 5.1 % para el compuesto

17, 7.9 % para 38, 4.9 % 38a, 8.0 % para 38a’, 8.8 % para 53, 1 % para 57, 9.4 % para 61.

Los valores de efecto NOE entre los protones mencionados son sensibles a las
poblaciones conformacionales existentes en dichas regiones de baja energia como se indicara

en la seccion 3.2.4.

Los minimos de energia mds baja (obtenidos por célculo) localizados en cada regién
de la zona central para los compuestos anionicos 38, 38a, 38a’, 53, 57 y 61 presentan
geometrias analogas a la descripta para el metil B-maltésido 17. Estos compuestos presentan
diferentes porcentajes de poblacion promedio en cada regién (tabla 2). Puede observarse que
la region que se corresponde con distancias H;--Hj, en todos los casos, presenta interseccion
con el mapa de probabilidad en la zona de baja energia correspondiente al minimo 3 y el

porcentaje de poblaciones conformacionales de los diferentes compuestos presentan
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variaciones entre 28 y 46 %. De forma analoga, las distancias H;--Hy4 serdn representativas de
poblaciones conformacionales localizadas en la regién I y II; los compuestos 17, 38a y 57
muestran mayor porcentaje de poblaciones conformacionales en la regién I, mientras que el
resto de los compuestos 1o hace en la regién II. La region IV, en la cual las distancias H;--H,
y H;-H; son mayores de 3 A, presenta poblaciones menores al 10%. Puede observarse
también, que en el porcentaje de las poblaciones conformacionales de los compuestos
sulfatados (38, 38a y 38a’) y el metil B-maltésido (17), la sulfatacion en C-6’ presenta
resultados similares al compuesto sin sulfatar, mientras que la sulfatacion en C-6 lo hace con
el compuesto disulfatado, como podria esperarse debido a la mayor cercania del C-6 al enlace
glicosidico. La correlacidn de estos resultados con los datos espectroscopios experimentales

se describen en la seccion 3.2.4.

B.-Campo de fuerza MM3 con &78: Los calculos con el campo de fuerzas MM3 se
realizaron también con €=78 para los compuestos 17 y 61. En la figura 10 se muestran los
mapas relajados junto con la representacion de las distancias interproténicas (H,-Hy y H;--
H3), superpuesta con la distribucién de probabilidad. En cada caso, las curvas de nivel se
disponen cada 1 Kcal/mol a partir del punto de minima energia. En la distribuciéon de
probabilidad se presentan la curvas de nivel para poblaciones del 10%, 1% y 0.1%. En las
curvas de nivel las distancias se disponen entre 2.5 y 3 A. Los valores de ¢ y y de los
minimos, asi como sus energias se encuentran en la tabla 3. Las geometrias correspondientes
al minimo global para los dos compuestos se representan en la figura 11. Al igual que con el
campo de fuerzas MM2, la distribucién de probabilidad indica la existencia del 100% de
poblacién en la zona central del mapa y las geometrias son casi idénticas en ambos campos
de fuerza. Por lo tanto, el campo de fuerzas MM3 predice un comportamiento similar al
descripto previamente para el campo de fuerzas MM2. Es decir, se divide en las cuatro
mismas regiones, pero en el campo de fuerzas MM3 la poblacién se desplaza hacia la region
III aumentando a valores mayores del 50% y la regién I presenta menor poblacién que la

region II para ambos compuestos.
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Figura 10. Representacién de mapas relajados de los compuestos 17 y 61, calculados con el campo de
JSuerzas MM3 (¢=78), junto con la distribucion de probabilidad correspondiente superpuestas a las curvas de
nivel de las distancias interproténicas. En todos los casos, ¢ se representa en el eje horizontal y y en el eje
vertical. Las curvas de nivel se disponen cada 1 Kcal/mol en las superficies de energia.

Tabla 3. Energia y poblaciones para las conformaciones de minima energia de los compuestos 17 y 61 de
acuerdo con el campo de fuerzas MM3 con e=78.

Regién I Regién 11 Regioén III Regién IV

Conférmero 1 2 3 4
oy -36/-36 -54/-36 -71/-54 -71/-37
17 AE 6.9 1.2-7.8 0.0-8.4 2.4
PPP% 1.7 26.2 61.6 10.5
61 AE 6.1 0.8-6.7 0.0-4.5 1.0
PPP% 2.1 26.3 54.8 16.8

PPP%: porcentaje de las poblaciones promedio.

Los AE el primer valor corresponde al conférmero de mdas baja energia de cada regidn, el segundo valor
corresponde al minimo local de mayor energfa de dicha region.

La poblacién promedio se calculé sumando las probabilidades correspondientes a todos los puntos de los mapas
incluidos en cada una de las tres regiones de baja energia.

17 - 61

Figura 11. Representacion de la estructura de minima energia (minimo global) para los compuestos 17 y 61

obtenidas con el campo de fuerzas MM3.
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3.2.2. Aplicacion del campo de fuerzas AMBER

Los mapas relajados obtenidos con el campo de fuerzas AMBER (g=78) se muestran
en la figura 12, junto con la distribucién de probabilidad correspondiente, superpuesta con las
distancias interproténicas (H;-Hs y H;--H;) para los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53, 57 y
61. La geometria inicial de la orientacién del Cs-Cs y los hidroxilos secundarios fue ggggcece o
ggggrr. Al igual que en el campo de fuerzas MM2, todos los compuestos presentan entre si
similares mapas de energia potencial con una zona central de baja energia; pero AMBER
presenta ademas, en esta zona central de baja energia una regién con valores de y positivos y
también presenta poblaciones de minima energia en la zona sur. Los conférmeros de minima
energia presentan geometrias analogas en todos los compuestos, variando en porcentaje de
poblacién conformacional para cada uno de ellos. En la tabla 4 se informan, para cadaa
compuesto, los minimos obtenidos a partir de los mapas, asi como las energias relativas y el
porcentaje de poblaciones conformacionales. En la figura 13 se muestran algunas de las
geometrias de minima energia para cada compuesto. La distribucién de probabilidad obtenida
en estos calculos indica la existencia de un 99 % de poblacién en la zona central del mapa
para los compuestos 38, 38a’, 57 y 61 (en torno a los minimos 1,2, 3 y 5), situandose una
poblacion inferior al 1 % en la zona sur de baja energia. Los compuestos 17, 38a y 53
presentan un 54, 60 y 86 % de la poblacién, respectivamente, situada en la zona central y el

porcentaje restante en la zona sur (en tomo al minimo 4).

La region central de baja energia se encuentra comprendida por valores de ¢ entre —11
y —74 y valores de y entre +18 y —54, lo cual supone, aproximadamente, un 4 % del area total
de la superficie de energia potencial. La zona sur constituye menos de 0.1 % adicional de la
superficie total. Es preciso mencionar que la mayoria de los estudios tanto tedricos como
experimentales, realizados con maltosa indican la existencia de conformaciones en la zona
sur (minimo D de la maltosa) y en la zona central positiva (minimo C de la maltosa que se
corresponde con la estructura de rayos X) y el campo de fuerzas AMBER incluye

conférmeros de baja energia préximos a dichas zonas.

Se obtuvieron para cada compuesto numerosos minimos locales. Estos conformeros
de minima energia se ubicaron dentro de cinco regiones para una mejor comparacién entre
los distintos compuestos en funcién de las distancias H;-Hy4, Hi--H3 y H,-H;. En cada regién

se considerd el conférmero de menor energia, ya que los minimos locales de cada region
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presentan geometrias analogas al minimo de dicha regién. Al igual que en MM2, los

diferentes compuestos presentan conférmeros analogos.
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Figura 12. Representacién de mapas relajados de los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53, 57 y 61, calculados
con el campo de fuerzas AMBER (e=78), junto con la distribucion de probabilidad correspondiente
superpuestas a las curvas de nivel de las distancias interproténica. En todos los casos, ¢ se representa en el eje
horizontal y y en el eje vertical. Las curvas de nivel se disponen cada 1 Kcal/mol en las superficies de energia.
En la distribucién de probabilidad se muestran las curvas de nivel para poblaciones del 1% y 0.1%. En las

curvas de nivel de las distancias se disponen entre 2.5y 3 A.

121



Andlisis conformacional de oligosacdridos aniénicos

Tabla 4. Energia y poblaciones para las conformaciones de minima energia de los compuestos 17, 38, 38a,

38a’, 53, 57, 61 de acuerdo con el campo de fuerzas AMBER con £=78.

Regiénla Regiénlb  Region I Regién 111 Regién IV

Conférmero 1 2 3 4 5
o -11a-36 -lla-4l -29a-63 -34a-39 -52a-74
y 0alg -0.A-36 -18a-37 -162a-180 -36a-54
oy -16/+17 -34/-19 -40/-35 -36/-162 -66/-54
17 AE 0.2-2.7 0.0-2.7 1.1-:2.3 1.1-2.2
PPP% <] 214 17.5 45.6 14.6
38 AE 4.04.6 0.6-3.2 0.0-4.4 2.04.1
PPP% 9.2 21.6 402 <] 28.0
38a AE 0.1-2.5 0.0-2.3 1.0-2.5 1.2-2.3
PPP% <1 222 21.1 40.7 15.1
38a’ AE 1.34.4 0.0-3.9 1.0-3.6
PPP% <1 16.6 329 <l 48.5
53 AE 3.3-35 3.74.0 0.0-1.4 3.54.2 0.6-2.9
PPP% 10.4 3.5 335 14.9 377
57 AE 24-3.8 0.0-3.1
PPP% 27.6 69.4 <1 <] <]
61 AE 2.6-34 0.0-2.0 1.7-34
PPP% 8.6 723 17.1 <] <]

PPP%: porcentaje de las poblaciones promedio.

Los AE el primer valor corresponde al conférmero de mas baja energia de cada regién, el segundo valor
corresponde al minimo local de mayor energia de dicha regién.

La poblaciones promedio se calculé sumando las probabilidades correspondientes a todos los puntos de los
mapas incluidos en cada una de las cuatro regiones de baja energia.

La diferencia del campo de fuerzas AMBER y MM2 es la region que corresponde a
las distancias H,-Hs. En el primer campo de fuerzas presenta interseccién con la zona sur y
en MM2 con la zona central. Ademas, AMBER en la zona central presenta valores de y

positivo, que no se observan en MM2.
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Figura 13. Representacién de la estructura de minima energia para los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53, 57,

61 obtenidas con el campo de fuerzas AMBER..

Una comparacién de los compuestos anidénicos con el metil B-maltdsido puede

observarse en la tabla 4:

El 6’-monosulfato 38a presenta porcentajes de poblaciones promedio similares al
compuesto 17 en los cinco minimos de baja energia. Al igual que en el campo de fuerzas
MM2, la monosulfatacion en el C-6’ predice resultados similares al metil B-maltdsido. En
estos compuestos (17 y 38a) el 45 % y el 40%, respectivamente, de la poblacién se sitda en la
zona sur del mapa (minimo 4). Los derivados anidnicos 6,6’-di-O-sustituidos tienen una
poblacion entre 9 y 25 % en la zona definida por el minimo 1, mientras que 17 presenta una
poblacion inferior al 1% al igual que 38a y 38a’. En los minimos 2 y 3 de los compuestos 17,
38a, 38a’ y 53 se sitia del 38 al 50% de la poblacién; mientras que 38, 57 y 61 presentan
valores mayores al 60 %. En la zona sur los derivados aniénicos 38, 38a’, 57 y 61 muestran
una poblacién inferior al 1%, mientras el derivado fosfatado S3 presenta una poblacién del
15%. En la region IV (definida por el minimo 5) presentan poblaciones entre 14 y 48%, para
los compuestos sulfatados, fosfatado y el metil B-maltésido (17). Estos datos son de utilidad

para la interpretacién de los valores de efecto NOE entre los protones que presentan dicho
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efecto y seran sensibles a las poblaciones conformacionales existentes en cada zona de baja

energia (seccion 3.2.4).

3.2.3. Aplicacion del método Monte Carlo

El alto nimero de angulos de torsién de la cadena de succinato del compuesto 57 hizo
que se utilizara un método estocastico para la busqueda conformacional de dicha cadena y
luego utilizar los dngulos torsionales obtenidos en este método en la estructura de partida para
construir el mapa relajado por el método sistematico. Se utilizé el método Monte Carlo
instalado en el programa MACROMODELPYc0#0_g| campo de fuerzas elegido fue el MM2
(e=78). La elecciéon de MM2 se debid a que en los calculos de mecanica molecular describen

bien a los minimos A y B de la maltosa.

Se tomaron como estructura de partida los minimos 1-3 encontrados para el metil B-
maltdsido con el campo de fuerzas MM2, y se agregaron las cadenas de succinato a cada
minimo. La orientaciéon del enlace Cs-Cg se dispuso en la orientacion gggg y tgtg. Esta ultima
orientacion es la menos favorecida por poseer interacciones desestabilizantes entre el O, y
Os, pero se eligié para no predeterminar la orientacién de Cs-Cg en gg o gt y para que

evolucionara a gg o gt durante la minimizarén. Se analizaron 6 estructuras de partida.

En un primer paso, la geometria inicial se minimiz6 para obtener una estructura de
baja energia. Cada conférmero se utiliz6 como punto de partida en la busqueda
conformacional. El protocolo seguido fue el siguiente: en cada paso de Monte Carlo se
cambiaron 10 dngulos torsionales al azar (figura 14), se fijé el angulo en el ¢ y y en el valor
de cada minimo (minimo 1, 2 y 3) encontrado para el metil B-maltésido y se minimizé la

estructura obtenida.

Los resultados obtenidos para los 6 conférmeros fueron similares. Se encontraron
entre 500 y 600 conférmeros para cada estructura de partida. Se tomaron los conférmeros que
estaban dentro de la ventana de energia de 10 Kcal/mol por encima del minimo de mas baja
energia, encontrandose 12 minimos para cada estructura de partida. Para las unidades de
glucosa y los enlaces glicosidicos se obtienen resultados similares al campo de fuerzas MM2
para cada minimo. La orientacién Cs-C¢ mayoritaria fue gg para todas las estructuras de
partida analizadas. Los valores de los angulos torsionales analizados considerados para ser
utilizado en la estructura de partida para obtener el mapa relajado son los siguientes w;:

180°, wj2: -180°, wy3: -60°, wy4: -60°, wis: -90°, ya que resultaron ser los mayoritarios.
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Figura 14. Representacion gréfica de los dngulos torsionales elegidos para mover al azar durante la

biisqueda conformacional de los minimos 1, 2 y 3.
3.2.4 Resultados de RMN

Con la finalidad de determinar la validez de las predicciones hechas por cada campo
de fuerzas y para cada compuesto se realizaron diversas medidas de RMN: constantes de

acoplamiento y efecto NOE (NOE estacionario y NOESY).

El primer paso para el estudio conformacional de los derivados anidnicos 38, 38a,
38a’, 53,57 y 61, fue la asignacidon de los espectros proténicos en agua. También se asigno el
espectro del compuesto 17 para compararlo con los compuestos anidnicos, bajo las mismas
condiciones experimentales, pero se obtuvo solapamiento parcial de sefiales. Con la
combinacién de técnicas de 2-D RMN tanto homo- (TOCSY, COSY), como heteronucleares
(HMQC) se asignaron las resonancias de 'H. Los valores de los desplazamientos quimicos

(8y) de todos los compuestos en solucién acuosa se muestran en la tabla 5.

Las constantes de acoplamiento estan de acuerdo con la existencia de una
conformaci6n *C, para ambos anillos de piranosa en todos los compuestos y, en particular las

3 Hs-He indican una distribucién gg mayoritaria.

Un problema en el andlisis conformacional de los disacaridos 17, 57 y 61 es el
solapamiento parcial entre los protones Hy' y Hy en el primer y el segundo compuesto y H3 y
H, en el compuesto 61. Todos esos nicleos presentan NOE potencial con H;-. La medida de
estos efectos NOE interresiduo constituye una de las principales fuentes de informacion en el
analisis conformacional de oligosacaridos. Los derivados aniénicos sulfato y fosfato no

presentaron solapamientos.

A partir de los desplazamientos quimicos (8y) podemos obtener informacién de los
efectos de apantallamiento o desapantallamiento de los diferentes grupos aniénicos

comparandolos con el compuesto neutro. A partir de los espectros de RMN-'H de los
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derivados anidnicos 38, 38a, 38a’, 53, 57, 61 y del compuesto 17, podemos observar de una

manera mas grafica el gy Ad en la tabla 5.

Tabla 5. Desplazamientos quimicos de los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53, 57, 61 en D,0O a 37°C

(referencia HDO).
17 38 38a 38a’ 53 57 61
HI 439 441 4.39 4.39 440 4.39 438
(0.04) (0.00) (0.00) (0.01) (0.00) (-0.01)
H2 3.30 3.37 3.28 3.42 3.30 3.31 3.34
(0.07) (-0.02) (0.12) (0.00) 0.01) (0.04)
H3 3.80 3.84 3.75 3.76 3.80 3.79 3.81
(0.04) (-0.05) (-0.04) (0.00) (-0.01) (0.01)
H4 3.61 3.75 3.57 3.65 3.72 3.63 3.78
(0.14) (-0.04) (0.04) 0.11) (0.02) (0.17)
HS5 3.59 3.84 3.70 3.75 3.72 3.62 3.80
0.25 (0.01) (0.16) (0.13) (0.03) (0.21)
Hé6a 3.95 4.40 3.96 438 4.10 3.95 -
0.45 (0.01) (0.43) 0.15 (0.00)
Hé6b 3.72 4.24 3. 4.18 3.93 3.71 -
(0.52) (0.05) (0.46) 0.21 (-0.01)
HI’ 5.37 5.53 5.34 542 5.48 5.39 5.54
(0.16) (-0.03) (0.05) (0.11) (0.02) (0.17)
H2 3.57 3.64 3.58 3.55 3.60 3.59 3.55
(0.07) (0.01) (-0.02) (0.03) (0.02) (-0.02)
H3’ 3.69 3.62 3.67* 3.70* 3.77 3.70* 3.72
(-0.07) (-0.02) 0.01) (0.08) (0.01) (0.03)
H4’ 3.65 3.80 3.43* 3.44* 3.58 3.43* 342
(0.15) (-0.22) (-0.21) (-0.07) (-0.22) (-0.23)
H5’ 3.72 3.94 3.90 3.70 3.85 3.70 3.97
0.22) (0.18) (-0.02) 0.13) (-0.02) 0.25)
Hé’a 3.85 439 4.28 3.86 3.85 3.86 -
(0.54) (0.43) 0.01) (0.00) (0.01)
Hé’b 3.75 4.33 420 3.717 3.85 3.77 -
(0.58) (0.45) (0.02) (0.10) (0.02)

() Ad=8compuesto-5y,

* pueden estar intercambiados.
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Las diferencias esenciales entre los desplazamientos quimicos de los compuestos
sulfatados (38, 38a y 38a’) y fosfatados (53) con el compuesto 17 se encuentran en los
protones geminales del grupo hidroxilo derivatizado (sulfatado o fosfatado) que muestran un
desplazamiento a campos mas bajos de ~0.45 y ~0.15 respectivamente; mientras que el H;:
muestra un desplazamiento con la misma orientacién de 0.16 y 0.11 en los compuestos 38 y
53, respectivamente. Los Hs y Hs presentan diferencias menos significativas en los

desplazamientos quimicos de todos estos compuestos.

En cuanto a las diferencias en &y entre 61 y 17, los protones H;,, Hs, Hs y Hs

muestran un desplazamiento a campos mas bajos y Hs- lo hace a campos mas altos.

Por otro lado, el compuesto 57 no muestra diferencias significativas en

desplazamiento quimico respecto de 17.

Como se mencioné anteriormente, el efecto nuclear Overhauser es otro parametro
experimental muy importante, ya que relaciona directamente distancias entre dos protones a
través del espacio y puede utilizarse para determinar la proximidad o separacién de dos

nucleos en el espacio, lo que da idea tridimensional de una molécula.

En nuestro caso, los NOEs mas informativos para el analisis conformacional de los
compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53, 57 y 61 son los NOEs entre protones de las unidades

interglicosidicas.

Los resultados de las medidas experimentales NOESY de los compuestos 17, 38, 38a,
38a’, 53, 57, 61 en D,0 se muestran en la tabla 6. Se realizaron también experimentos de T-

ROESYP#A3157) El  NOE H,--H4 obtenido para el compuesto 17 a 300 MHz presenta

(86CAR175]

variacion con los valores publicados a 500 MHz , aunque la medida de este NOE a

300 MHz puede estar levemente subestimado, ya que al presentar un solapamiento parcial de
H,4 con Hy dificulta las medidas de areas. Respecto a las diferencias de NOEs a diferentes

campos (300 y 500 MHz) para un mismo compuesto, en bibliografia se reportan estudios

(951B137)

sobre disacaridos donde la relaciéon de NOEs da practicamente el mismo valor , en

[92BC10018)

cambio, otros estudios realizados por Carver y colaboradores encuentran diferentes

valores de NOEs.
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Tabla 6. Valores experimentales y teéricos de NOESY para los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53 y 57 en
D;0 a 37°C, a 300 y 500 MHz. NOE estacionarios medidos y calculados para 17 en D;0 a 37°C, a 500 MH:,

Intensidad %

HI’-H2’ HI'-H4 HI’-H3
17 Exp 500MHZPCARTTS] 7.9 (1.00) 5.9 (0.75) 1.0 (0.13)
MM2 8.0 (1.00) 3.8 (0.48) 1.9 (0.24)
AMBER 7.9 (1.00) 3.4 (0.43) 2.5(0.32)
MM3 7.5 (1.00) 2.1(0.28) 2.6 (0.35)
Exp 300MHz 10.5 (1.00)° 5.3(0.51)°° 1.7 (0.16)
MM2 9.7 (1.00) 5.5(0.58) 2.3(0.23)
AMBER 10.4 (1.00) 4.7 (0.45) 3.5(0.34)
MM3 9.3 (1.00) 3.0 (0.32) 3.2(0.34)
38 Exp 500MHz 6.0 (1.00) 6.3 (1.05) 1.7 (0.28)
MM2 5.3 (1.00) 2.6 (0.50) 1.2 (0.23)
AMBER 6.1 (1.00) 3.3(0.54) 1.1(0.18)
38a Exp S00MHz* 7.8 (1.00)° 7.8 (1.00)° 2.0 (0.25)
MM2 5.8 (1.00) 3.5 (0.60) 1.4 (0.24)
AMBER 6.7 (1.00) 3.3 (0.49) 2.9(0.43)
38a’ Exp 500MHz* 7.1(1.00) 6.8 (0.96) 1.7 (0.24)
MM2 5.7 (1.00) 2.5(0.44) 1.4 (0.25)
AMBER 6.2 (1.00) 2.6 (0.42) 1.5(0.24)
53 Exp 300MHz 12.0 (1.00) 12.0 (1.00) 4.0 (0.33)
MM2 12.4 (1.00) 3.1(0.25) 2.4(0.19)
AMBER 11.3 (1.00) 4.7 (0.42) 3.0 (0.26)
57 Exp 500MHz 5.7 (1.00)° 4.1 (0.72)° 2.5 (0.44)
MM2 6.1(1.00) 5.9(0.97) 1.3(0.21)
AMBER 6.9 (1.00) 8.8 (1.28)
61 Exp S00MHz 4.7 (1.00) 6.6 (1.40)°
MM2 5.0 (1.00) 4.1(0.82) 0.6 (0.12)
AMBER 4.8 (1.00) 6.2 (1.30)
MM3 5.1 (1.00) 1.7 (0.33) 1.8 (0.35)

En los calculos tedricos se utilizaron valores de tc=4.6.10"'° para 17, 9.10™"! para 38, 1.2.10"'° para 38a y 38a’,
1.2.10""° para 53, 1.3.107'° para 57 y 61.

() NOEs relativos a Hy--H,-.

La constante dieléctrica de los diferentes campos de fuerzas es €e=78.

® Presentan también NOEs H,--Hj-, H,--Hy:, H,--Hs-, H,--H, menores al 1%.
® Solapamiento parcial de seffales.

¢ NOE relativo a H,--H, posiblemente subestimado.

4 Solapamiento de sedales.



Andlisis conformacional de oligosacdridos anidnicos

En las figuras 15-21 (se encuentran en el anexo de espectros de RMN) se muestran los
espectros de RMN-'H en D,0 a 37°C y/o TOCSY y la representacion de los cortes
correspondientes al H;- de los experimentos de NOESY de 17, 38, 38a, 38a’, 53,57y 61 en
D,0. Todos los NOEs interresiduos observados para dichos derivados se encuentran dentro

de los NOEs esperados para derivados de maltosa.

En las figuras 7, 10 y 12 (seccién 2.3.2 y 2.3.3) se muestran las representaciones de
las distancias interproténicas H;-H; y H;-Hs (acorde con los NOEs encontrados
experimentalmente), superpuestas con la distribucién de probabilidad, en funcién de ¢y
v para los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53, 57 y 61 con el campo de fuerzas MM2 y
AMBER vy los compuestos 17 y 61 con el campo de fuerzas MM3.

Los valores de efecto NOE entre los protones H;-H3; y H;-H4 seran sensibles a las
poblaciones conformacionales existentes en las zonas de baja energia. Asi, puede observarse
que la regién que se corresponde con distancias H,-Hj cortas (<3 A) presentan, en todos los
compuestos, una interseccion con la zona de baja energia correspondiente al minimo 3 (zona
central) para los campos de fuerzas MM2 y MM3 y en AMBER lo hace en la zona sur
(minimo 4). De forma analoga, el NOE H,-H4 serd representativo de las poblaciones
conformacionales localizadas en la zona central del mapa (minimos 2 y 3 en MM2 y MM3 y
minimos 1, 2 y 3 en AMBER). El minimo 4 en MM2 y MM3 y el minimo 5 en AMBER
indican la presencia de otro NOE que no se detectd experimentalmente, con lo cual, en

principio, la existencia de poblacién en dicha zona deberia ser muy pequefia o nula.

A partir de los calculos de mecanica molecular efectuados para los compuestos 17,
38, 38a, 38a’, 53, 57 y 61 se obtuvieron los NOE:s teéricos (tabla 6), empleando para ello una
aproximacion cuantitativa que utiliza una matriz de relajacion completa, tal como se describe
en la seccion experimental. Se utilizd un modelo simple, tanto desde el punto de vista
computacional, como de la derivaciéon del NOE, pues se utilizaron las aproximaciones de
cuerpo rigido y de movimiento isotropico. El cédlculo de los valores tedricos de NOE se
realizé utilizando un 1¢=9.10"" s para el compuesto 17 y 5.101%s para 38, 38a, 38a’, 53, 57
y 61, se ajustdo el NOE H;-H,» que permitié un mejor ajuste de los NOEs tedricos

intraresiduos a los valores experimentales).

Si comparamos los NOEs experimentales de los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53, 57

y 61 con los calculados a partir de los calculos de mecanica molecular (tabla 6) dio un
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acuerdo cualitativo. Este analisis cualitativo puede proporcionar una idea del comportamiento
conformacional de los compuestos analizados en solucién. Asi, la existencia de NOE entre
los protones H;-H, indica que estos compuestos pasan gran parte del tiempo en la zona
central de baja energia. Este hecho estd en concordancia con los resultados encontrados por

Otty Meyer[%cARI 1]

para la maltosa. Dicho NOE es mas intenso en los compuestos anidnicos
que en el compuesto neutro. Esta conclusién estd, a su vez, apoyada por la existencia de NOE
entre el H;- y H; (poblacién en la zona central), siendo también mas intenso este NOE en los
compuestos aniénicos. También el NOE entre los protones H,: y Hj, demuestra que la zona
central del mapa no es la Gnica poblada en solucidn, estando también presente el minimo 4
como describe AMBER en la zona sur, aunque en forma minoritaria. Los minimos 4 (en
MM2 y MM3) y el minimo 5 en AMBER, en principio, no estarian poblados, como se
mencioné anteriormente. De acuerdo con estos datos, los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53,
57, 61 existen en solucién como una mezcla de dos poblaciones conformacionales diferentes,
definidas por los minimos 1, 2 y 3 de cada campo de fuerzas en la zona central y el minimo 4
descripto por AMBER en la zona sur. Como puede observarse los diferentes derivados

presentan resultados similares pero varian los porcentajes de poblaciones conformacionales

de cada zona.

3.2.5 Comparacion entre los valores experimentales de NOE y los cdlculos
teoricos.

Si observamos los valores experimentales y tedricos de NOE (tabla 6), podemos sacar

las siguientes conclusiones para cada compuesto:

Metil B-maltdsido (17): El andlisis de los datos se realizd sobre la base del NOE experimental
a S500MHZECARIS) ya que, como se menciond anteriormente, existe un solapamiento parcial

del Hy' y Hy', lo que dificulta obtener una medida exacta de los NOEs analizados a 300MHz.

-Campo de fuerzas MM2: El valor de NOE tedrico H;-Hs es inferior a su valor
experimental. A su vez, los valores H;--Hj estan sobrestimados. De acuerdo con esto, cabe
esperar que los valores de las poblaciones existentes en torno a los minimo 1 y 2 (zona
central del mapa) sean superiores al 60% que predice MM2. Asimismo, la poblacién en torno
al minimo 3 esta claramente sobrestimada, su valor real debe ser inferior al 34%. Por tltimo,
la poblacion en el minimo 4 deberia ser casi nula ya que no pertenece a las zonas que

describen los NOEs experimentales.
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-Campo de fuerzas MM3: El valor teérico del NOE H--Hj es claramente superior al
experimental. De acuerdo con esto, la poblacién en torno al minimo 3 deberia ser inferior al
61%. El valor tedrico del NOE H;-H4 es muy inferior al medido, lo cual indica que los
céalculos realizados subestiman, en gran medida, la poblacién conformacional existente en
torno a los minimos 1 y 2 y la poblacién en dichos minimos deberia ser superior al 28%. La

poblacién en torno al minimo 4 deberia ser casi nula (véase igual analisis que para MM2).

-Campo de fuerzas AMBER: Puede observarse como los valores teéricos para el NOE
H;--H; son superiores al experimental. Las poblaciones para la zona sur del mapa (minimo 4)
deberian ser muy inferiores a 45%. El NOE H;-Hy4 estd subestimado y las poblaciones
deberian, en principio, ser mayores a 39% (corresponden a los minimos 1, 2 y 3). Por tltimo,

la poblacion en torno al minimo 5 deberia ser casi nula (véase igual analisis que MM2),

Metil a-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1 —=4)--D-glucopirandsido 6-sulfato de sodio
(38):

-Campo de fuerzas MM2: El valor de H;-H3 es ligeramente inferior al valor

experimental. La poblacién calculada para esta zona (minimo 3, zona central), deberia, en
principio, ser algo superior al 28%. La poblacién en tomo al minimo 4 deberia ser nula, ya
que dicha zona no explica los NOEs experimentales. El valor del NOE H;--H4 calculado esta
aun mas subestimado respecto del experimental, comparandolo con el compuesto neutro 17
en el campo de fuerzas MM2; cabe esperar que la poblacion existente en torno a los minimos
1 y 2 sea superior al 64%. Como la poblacién en los minimos 1, 2 y 3 deberia aumentar
(llegando a mas del 100%), entonces un aumento de NOE entre los protones H,- y Hs podria
lograrse aumentando la poblacién en el minimo 1 y disminuyendo en el minimo 2, ya que el
primer minimo presenta distancias entre dichos protones menores a 2.5 A y asi sobrestima el

NOE H;--Ha.

-Campo de fuerzas AMBER: El valor teérico Hy-Hy es inferior al experimental. La
poblacién en tomo a los minimos 1, 2 y 3 deberia, en principio, aumentar. A su vez, el valor
de NOE H,'-Hj; esta subestimado y la poblacion en la zona sur del mapa deberia ser superior
al 1%. Los valores tedricos predicen una poblacién del minimo 5 de 28% y la poblacion en

torno a ese minimo deberia ser casi nula para ser compatible con los datos experimentales.

Metil a-p-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—>4)-(-D-glucopirandsido (38a):

-Campo de fuerzas MM2: El valor de NOE H,-H, teérico es inferior al experimental,

al igual que en 17 en el campo de fuerzas MM2 la poblacién debe ser superior al 62%. El
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NOE H,-H; es, al igual que en 38 (campo de fuerzas MM2), ligeramente inferior al
experimental. Cabe esperar un valor algo superior al 32% en tomo al minimo 3. Por ultimo,

la poblacién en el minimo 4 debe ser casi nula.

-Campo de fuerzas AMBER: El analisis de los datos para el compuesto 38a es similar

al del compuesto 17 en este campo de fuerzas.

Metil a-p-glucopiranosil-(1 —4)--D-glucopirandsido 6-sulfato de sodio (38a’):

-Campo de fuerzas MM2: Puede realizarse el mismo andlisis que para el compuesto

38 en este campo de fuerzas.

-Campo de fuerzas AMBER: La poblacién en tomo al minimo 5 estaria
incorrectamente reproducida (el valor es de 48%) y deberia ser casi nula ya que dicha zona no
explica los NOEs experimentales. Sin embargo, el valor teérico del NOE H,-H; coincide con
el experimental. Por ultimo, el valor teérico del NOE H;--Hj4 es inferior al medido, lo cual
indica que los calculos realizados subestiman, en gran medida, la poblacién conformacional

existente en tomo a los minimos 1, 2 y 3. El valor real deberia ser superior al 50%.

‘osfato de sodio

-Campo de fuerzas MM2: El valor tedérico H,-H4 es claramente muy inferior al
experimental. La poblacién en torno al minimo 1 estaria, en principio, muy subestimada y
deberia ser mucho mayor que el 14% que predice el valor tedrico (véase el mismo analisis
que para el compuesto 38 en el mismo campo de fuerzas). Asi, los minimos 1 y 2 deberian ser
mayores que un 45%. También los valores de NOE H;--Hj; estan subestimados; el calculo
teérico predice un 45%, tendria que explicar un valor mas alto. Este valor es el mas alto
comparando con los otros compuestos para el campo de fuerzas MM2, con lo cual el minimo
3 no puede ser el unico minimo que explique dicho NOE, pudiendo estar poblada alguna zona

que no explica MM2. La poblacién en torno al minimo 4 deberia ser casi nula.

-Campo de fuerzas AMBER: La poblacién en tommo al minimo 5 estaria
incorrectamente reproducida (el valor es de 37%) y deberia ser casi nula. El valor tedrico del
NOE H,-H; es inferior al medido, indicando que la poblacion conformacional en torno al
minimo 3 debe ser mayor al 15%. Por ultimo, el valor teérico del NOE H,--H,4 es inferior al
medido, lo cual indica que los calculos realizados subestiman, en gran medida, la poblacién
conformacional existente en torno a los minimos 1, 2 y 3. El valor real deberia ser superior al

47%.
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Metil a-D-glucopiranosil 6-succinato_de sodio-(1 —4)--D-glucopirandsido 6-succinato de
sodio (57):

-Campo de fuerzas MM2: Predice correctamente la poblacion en tomo al minimo 4

(menor al 1%). El valor del NOE H;--Hy calculado es superior al valor experimental. De
acuerdo con esto, la poblacién en torno al minimo 1 deberia, en principio, ser inferior al 67%
y no predice poblacién en el minimo 2. Por ultimo, el valor tedrico del NOE H;-H; es

inferior al calculado y la poblacion en torno al minimo 3 deberia ser superior a 30%.

-Campo de fuerzas AMBER: Predice correctamente la poblacién existente en torno al
minimo 5 (<1%). El valor del NOE H;-H, es superior al valor experimental. De acuerdo con
esto, la poblacion en tomo a los minimos 1, 2 y 3 deberia, en principio, ser inferior al 95% o
desplazarse la poblacion del minimo | y el minimo 2 hacia 3. El campo de fuerzas AMBER
no predice NOE H,-Hj; por lo tanto, de acuerdo con el valor experimental, la poblacion en la

zona sur deberia ser mayor al 1%.

(a-D-glucopiranosil)uronato de sodio-(1 —4)-(metil [-D-glucopiranosil)uronato de sodio
(61):

Experimentalmente sélo se pudo determinar para el compuesto 61 la suma de los

NOEs H,-H;3 y H,-H, debido al solapamiento de sefiales. Con lo cual, no se puede predecir

la poblacién en cada minimo.

-Campo de fuerzas MM2: Los valores teéricos de los NOEs H;--H; mas H-H4 son
ligeramente inferiores al experimental (minimos 1, 2 y 3) la poblacién en el minimo 4,

deberia ser casi nula.

-Campo de fuerzas MM3: La suma de los valores teéricos del NOE H,-H3; mas H, -
H, es claramente inferior al experimental (minimos 1, 2 y 3). La poblacién en el minimo 4

deberia ser casi nula.

-Campo de fuerzas AMBER: La suma de los NOE H;--H3 y H;'-Hj tedricos en la zona
central (minimos 1, 2, 3 y 4), es ligeramente inferior al valor medido. De acuerdo con esto,
deberia aumentar la poblacién en el minimo 4 (para aumentar el NOE H;--H3). Predice

correctamente la poblacion en torno al minimo 5 (<1%).

Las poblaciones obtenidas para cada campo de fuerzas y para cada regién en la zona
central y la zona sur del mapa, junto con los valores que se estiman sobre la base de los datos

experimentales para cada compuesto se resumen en la tabla 7.
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Los datos estimados experimentalmente abarcan un rango muy amplio de porcentaje
de poblacién, lo que no permite realizar una comparacioén cuantitativa de los diferentes
porcentajes de poblacion en cada region de los derivados anidnicos y con el compuesto

neutro.

Tabla 7. Poblaciones atribuidas por cada campo de fuerzas a cada una de las regiones de baja energia junto

con los valores estimados experimentalmente para los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53, 57y 61.

Zona central Zona sur

Regién [ Regién II Region IV Regién III  Regién III

% % % % %
17 MM2 (e=78) 35.9 24.8 5.1 34.2 -
MM3 (e=78) 1.7 26.2 10.5 61.6
AMBER (g=78) 224 17.5 14.6 45.6
Exp* mayor 35 mayor 26 menor | menor 34
38 MM2 (e=78) 235 404 7.9 28.2 -
AMBER (£=78) 30.8 40.2 28.0 <l
Exp*  mayor 30 menor 41 menor | mayor 28
38a MM2 (e=78) 349 27.6 49 32,6 -
AMBER (£=78) 23.2 21.1 15.1 40.7
Exp*  mayor 34 menor 21 menor | ~32
38a’ MM2 (e=78) 20.9 394 8.0 31.7 -
AMBER (£=78) 17.6 329 48.5 <]
Exp*  mayor 2] menor 33 menor | ~32
53 MM2 (e=78) 14.5 31.0 8.8 45.7 -
AMBER (e=78) 13.9 33.5 37.7 14.9
Exp*  mayor 14 menor 31 menor | mayor 45
57 MM2 (e=78) 67.4 <1 1.0 30.6 -
AMBER (£=78) 97.0 <1 | <]
Exp* menor 67 ~1 menor | mayor 31
61 MM2 (e=78) 26.3 344 9.4 29.9 -
MM3 (¢=78) 2.1 26.3 16.8 54.8
AMBER (£=78) 81.4 17.1 <1 <]
a a menor | a a

Exp*

*Los valores experimentales (Exp) son posibles estimaciones para aproximar el valor teérico al experimental.

a- no me permite predecir valores experimentales por el solapamiento de seflales.

Para completar el 100% de poblacién en cada compuesto (4% en 17, 12% en 38a, 13% en 38a’, 9% en 53)
deberia aumentar el porcentaje de poblacién en las regiones que sobrestimen aquellos NOEs cuyos valores
calculados fueron inferiores a los experimentales (regién [ y II para 17, regién I para 38a y 38a’ y regién I y III
para 53).
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Los valores experimentales de los NOEs interresiduos de los derivados aniénicos (38,
38a, 38a’, 53, 57 y 61) pueden compararse con los del compuesto neutro 17 de forma analoga
a lo descripto por MeyerP*AR2%] Esta comparacion, considerando ademas las poblaciones
conformacionales en zonas de baja energia que aportan los datos tedricos de mecanica
molecular, permite llegar a las siguientes conclusiones:

-La presencia de los grupos 6,6’-di-O-sulfato en 38, 6’-O-mono-sulfato en 38a, 6-0O-
mono-sulfato en 38a’ y 6,6’-di-O-fosfato en 53 incrementan el NOE H;--H,; respecto del
compuesto neutro 17, indicando distancias promedio més cortas entre los H;- y Hs. El
incremento es mayor cuando el grupo es fosfato que cuando es sulfato. De acuerdo con esto,
es de esperar que el valor de la poblacién existente, en especial en la regién I y en menor
medida la regién II (zona central), sea superior en el compuesto 53, luego en 38, 38ay 38a’ y
menor en el compuesto 17. El grupo 6,6’-di-O-succinato en el compuesto 57 presenta valores
similares a 17 y, por lo tanto, es de esperar el mismo porcentaje de poblacién en la zona
central (region I y II). El compuesto 61 no puede analizarse debido al solapamiento de
sefiales entre el Hy y Hs.

-El valor experimental del NOE H,-Hj en el metil B-maltésido (17) es mas pequefio
que en los derivados aniénicos 38, 38a, 38a’, 53 y atin mas que el compuesto succinilado 57.
Esto indicaria distancias promedio mas cortas entre los H,> y el H; en los derivados aniénicos.
De acuerdo con esto, la poblacion en tomo a la regién III (zona central y sur del mapa)
deberia, en principio, ser superior en 57, luego en los compuestos sulfatados (38, 38a, 38a’) y
fosfatados (53) y menor en el compuesto neutro 17.

-El porcentaje de poblacién en la region I sera mas sensible a la carga del sustituyente,

mientras que la region III sera influida en mayor medida por el efecto estérico.

3.2.6 Conclusiones

Se han establecido las conformaciones mas probables en agua para los compuestos
17, 38, 38a, 38a’, 53, 57 y 61, sobre la base de desplazamientos quimicos, efecto nuclear

Overhauser y calculos de mecanica molecular.

El metil B-maltésido (17) adopta preferentemente las conformaciones con angulos

interglicosidicos proximos a los minimos A y B (zona central del mapa) encontrados para el

[86CAR175, 96CARI1]

mismo compuesto en bibliografia . Una menor poblacién adopta la

conformacién con angulos interglicosidicos préximos al minimo D (zona sur del mapa).
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El analisis conformacional realizado sobre los compuestos anidnicos (38, 38a, 38a’,
53, 57 y 61) permite concluir que dichos compuestos existen en solucién como una mezcla de
poblaciones conformacionales en torno a la zona central y zona sur del mapa y sus
conférmeros son similares al compuesto neutro, variando el porcentaje de poblacién en cada
minimo para cada compuesto. La zona méas poblada es la zona central del mapa (minimos 1,
2y 3), adoptando preferentemente la conformacion con dngulos interglicosidicos préximos al
minimo B (minimo 1 en MM2 y minimo 2 en AMBER) de la maltosa. También esta poblada
en menor proporcién la zona sur. Este hecho sélo lo explica el campo de fuerzas AMBER
(minimo 4). La poblacién en tormo al minimo 4 en MM2 o el minimo 5 en AMBER es,

probablemente, despreciable.

Los resultados obtenidos a partir de los célculos de mecanica molecular son
claramente dependientes de la parametrizacién del campo de fuerzas utilizado. Si bien es
preciso mencionar que los campos de fuerzas estudiados (MM2, MM3 y AMBER) no

proporcionan una reproduccion exacta de todos los resultados experimentales.

Estos campos de fuerzas proporcionan resultados que concuerdan cualitativamente,
siendo complementarios para el estudio de las poblaciones conformacionales en solucién de

los compuestos analizados.

El hecho que la regién I y en menor medida la regidn II estén mas pobladas para el
derivado fosfatado que para el resto de los derivados anidnicos, indicaria una mayor
dependencia de la carga para esa poblacién conformacional. Por otra parte, la poblacién
conformacional de la region III seria mas sensible al efecto estérico, ya que estd mas poblada

para el derivado succinilado que para los restantes derivados ani6nicos.
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3.3 Estudio de las conformaciones del metil [(-laminarabidsido y sus

derivados anionicos en solucion. Estudio de la estructura tridimensional de

laminara-oligosacdridos y sus derivados sulfatados en solucion

Para abordar el estudio conformacional de los PB-(1—3)-glucanos, el punto de
referencia fue la conformacién de metil B-laminarabidsido.
Las estructuras cristalinas del metil B-laminarabiosido®*“*®3 y de 1a B-

77 7 . . . .
[77CARI3T se resolvieron por rayos X. Dichas conformaciones se caracterizan por

laminarabiosa
angulos diedros interglicosidicos ¢ (H)-C;-03-C3) y v (C,-O3-C3-H;) de valores 43/-52 y
28/-38, respectivamente. Las estructuras cristalinas presentan un enlace hidrégeno
intramolecular entre el protén del hidroxilo OHy y el oxigeno Os: de la glucosa no reductora.
En estudios conformacionales de [-laminarabiosa empleando sélo calculos de mecanica

molecular®*¢ARB]

, utilizando el campo de fuerzas MM3 con constante dieléctrica 4, se
encontré que el angulo torsional interglicosidico de la conformacién de mas baja energia
obtenida por calculo (¢/y=35/-42) presenta un buen acuerdo con la estructura cristalina;
Otros tres minimos encontrados en estos calculos se caracterizan por angulos diedros ¢/y de
valores 48/-9, 36/169 y 177/12. Debe tenerse en cuenta que en esta referencia trabajan sélo
con calculos tedricos y a baja constante dieléctrica, como fuera mencionado tiene mucha
influencia en la geometria inicial. Otros estudios, realizados [-galactopiranosil-(1—3)-

4T6417) presentaron angulos ¢/y de 48/7 para el conférmero mayoritario y

xilopiranésido!
23/171, 166/8, -23/-22 y 20/-35 para los conférmeros que se encuentran en menor porcentaje.

Las estructuras del metil B-laminarabiésido (13) y sus derivados anidnicos: metil B-D-
glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-B-D-glucopirandsido 6-sulfato de sodio (36), metil
B-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—>3)-B-D-glucopiranésido (36a), metil B-D-
glucopiranosil-(1 »3)-B-D-glucopiranésido  6-sulfato de sodio (36a’), metil p-p-
glucopiranosil  2-sulfato de sodio-(1—3)-B-D-glucopiranésido (44a), metil p-D-
glucopiranosil-(1—3)-B-D-glucopiranésido 2-sulfato de sodio (44b), metil B-D-glucopiranosil
6-fosfato de sodio-(1—>3)-B-D-glucopiranésido 6-fosfato de sodio (52), metil B-D-
glucopiranosil 6-succinato de sodio-(1—3)-B-D-glucopirandsido 6-succinato de sodio (56) y
(B-D-glucopiranosiljuronato de sodio-(1—3)-(metil B-D-glucopiranosil)uronato de sodio (60)
se muestran en la figura 22, junto con los numeros utilizados para designar a los atomos. El

protocolo seguido en el estudio de las conformaciones de estos compuestos fue analogo al
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anteriormente despcrito para el caso del metil B-maltdsido y sus derivados anidnicos. Se
utilizaron los campos de fuerzas MM2 (agua, €=78, 1 D y modelo continuo de agua) y
AMBER (e=78) en los céalculos de mecanica molecular para todos los compuestos
mencionados y MM3 (e=78) para los compuestos 13 y 60. El alto nimero de angulos de
torsion en el compuesto succinilado 56 hizo que se utilizara un método estocastico para la
busqueda conformacional. En concreto, se utilizé el método Monte Carlo para determinar la
conformacién de la cadena de succinato, y a su vez, esta conformacion fue utilizada en la

buisqueda conformacional empleando el método sistematico.

R R’ R” R
13 CH,OH CH,OH OH OH
36 CH,0S0O;Na CH,0SO;Na OH OH
36a CH,0SO;Na OH OH OH
362’ OH CH,0S0O;Na OH OH
44a OH OH OH OSO;Na
44b OH OH 0OSO;Na OH
52 CH,0PO;Na, CH,0PO;Na, OH OH
56 CH,0CO(CH,),COONa  CH,0OCO(CH,),COONa OH OH
60 COONa COONa OH OH

Figura 22. Representacion de la estructura del metil f-laminarabiésido(13) y sus derivados anidnicos (36,

36a, 36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60), junto con los niimeros utilizados para designar los dtomos.

Los indices prima designan los dtomos del residuo de glucosa no reductor y los que

carecen de los mismos describen el residuo reductor.

En cambio, en los oligosacaridos, debido al alto nimero de angulos de torsion se
utilizé dindmica molecular para la busqueda conformacional. La estructura de laminara-

oligosacaridos y sus derivados sulfatados se muestran en la figura 23.
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OR OR OR' OR OR
H 0 o OMe
OH OH OR" OH OH
3 4

Laminara-
oligosacaridos R R’ R”
16’ SO5° H SOy
7 SOy H SOy
37a’ SO;” SOy H

Figura 23. Representacion de la estructura laminara-oligosacdridos (16°) y sus derivados sulfatados (37’ y
37a’).

El objetivo es la investigacion de las preferencias conformacionales en solucién del
metil B-laminarabidsido (13) y sus derivados aniénicos (36, 36a, 36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60),
asi como el estudio de la influencia de los sustituyentes anidnicos en el enlace glicosidico y
su comparacion con el compuesto neutro. También se utilizaron los resultados obtenidos en
metil B-laminarabidsido y sus derivados anidnicos para estudiar la estructura tridimensional

de B-(1—>3)oligosacaridos en solucién.

3.3.1. Aplicacion del campo de fuerzas MM-2 y MM-3
Campo de fuerzas MM?2 (=78, en agua y &=1):

A.-Campo de fuerzas MM?2 cone=78:

Los mapas relajados de los compuestos 13, 36, 36a, 36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60
obtenidos con el campo de fuerzas MM2 (e=78) se muestran en la figura 24, junto con la
representacion (mediante curvas de nivel) de las distancias interprotonicas relevantes (acorde
con los datos de NOEs), en funcién de ¢ y w, superpuestas con la distribucion de
probabilidad correspondiente. Las conformaciones del enlace glicosidico Cs-Cg se
consideraron gggg para cada compuesto. Las curvas de nivel estan dibujadas cada 1 Kcal/mol
a partir del punto de minima energia en cada caso. En cada superficie hay representadas 10
curvas de nivel, cubriéndose asi un rango de 10 Kcal/mol. De modo general, las superficies se
componen de una zona central, los minimos de energia mas baja de cada compuesto
presentan geometrias analogas. Algunos com.puestos presentan ademas una zona lateral con
muy bajo porcentaje de poblacién. La zona central se dividié en cuatro regiones para una

mejor visualizacion de los datos y acorde con los datos de NOEs experimentales: una region
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Ia que se corresponde con distancias H--H; cortas (menores que 2.5 A), una regién Ib con
distancias Hy--H; entre 2.5 y 3 A, una regién Ic que se corresponde con distancias H;-H,
menores que 3 A y una tltima regién Id donde las distancias entre los protones H;--H; y los
protones H;-Hz son mayores que 3 A. Las regiones Ia y Ib que se corresponden con las
distancias H;-H; cortas (menores 3 A) presentan conférmeros con y negativos; estos
conformeros presentan angulos ¢ y y parecidos a los valores encontrados en estado sélido

para metil B-laminarabiésido y B-laminarabiosa.

En la figura 25 se muestran los mapas relajados y los mapas de curva de nivel de las
distancias interproténicas relevantes, superpuestas con la distribucién de probabilidad
correspondiente en funcién de ¢ y y, obtenidos con €=78 en el mismo campo de fuerzas,
correspondientes a tres estructuras iniciales (gggtcc, gtgtce, gtggee) consideradas para el
compuesto sulfatado 36. Puede apreciarse como las superficies presentan baja sensibilidad a
la geometria inicial; la orientacion gggt muestra un mapa de energia diferente pero su mapa
de probabilidad coincide con las otras estructuras consideradas. Este resultado sumado a los
datos experimentales de constantes de acoplamiento 3JusnHe pequefias, validan considerar
como geometria inicial la estructura gggg cuando se realizan los calculos con € altas para
todos los compuestos analizados. En el compuesto 56, debido al alto nimero de angulos
torsionales de la cadena lateral, la estructura de dicha cadena se obtuvo por andlisis de
mecanica molecular empleando el método Monte Carlo; los datos obtenidos en este analisis

se emplearon para construir la geometria inicial del mapa relajado (seccidn 3.3.3).

Las zonas de baja energia en los mapas relajados, para cada compuesto, presentan
generalmente valores de ¢ proximos a 60°, acordes con la operatividad del efecto exo-
anomérico. A partir de dichos mapas, se obtuvieron para cada compuesto entre 15 y 17
minimos locales. Estos conférmeros de minima energia se ubicaron dentro de las cuatro
regiones en la zona central y una regién en la zona lateral, mencionadas anteriormente. En
cada regién se considero el conférmero de menor energia, ya que los minimos locales de cada
region presentan geometrias analogas a ese conférmero de minima energia de dicha region.
Los valores de los angulos diedros ¢ y y correspondientes a cada regién y los angulos ¢ y
y correspondientes a los minimos de cada regién, asi como sus energias relativas del minimo
global de cada region y el minimo local de mayor energia de la misma regién y las
poblaciones de las zonas de baja energia, se indican en la tabla 8. En la figura 26 se muestran
las geometrias de energia mdas baja correspondiente a cada compuesto, en distintas

orientaciones.
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Figura 24. Represertacicn de mapas relgjados de los compuestos 13, 36, 36a, 36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60 calculados con el campo de fuerzas
MM2 (e=78), junto con la distribucién de probabilidad carrespondierte superpuesta a las curvas de nivel de las distancias interprotoricas
relevartes. Fn todas los casas, @ se representa en el ge harzontal y w en el ge vertical. Las curvas de nivel se disponen cada | Kealmol en las
superficies de energia En la distribucicn de probabilidad se muestran las curvas de nivel para poblaciones del 1074 1%y 0.1% Enlas curvas de
nivel las distancias se disponen entre 2.5y 34
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Figura 25. Representacion de mapas relajados y la distribucién de probabilidad superpuesta con las curvas
de nivel de las distancias interprotonicas del compuesto 36 calculadas con el campo de fuerzas MM2 (¢=78).
En todos los casos, ¢ se representa en el eje horizontal y y en el eje vertical. Cada mapa provienen de

estructuras con distinta orientacion del grupo sulfoniloximetilo (gggt, gigg, gtgt).

Tabla 8. Energias y poblaciones para las conformaciones de minima energia de los compuestos 13, 36, 36a,

36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60 de acuerdo con el campo de fuerzas MM2 en H;O 'y con e=78 y 1.

Zona central Zona
Lateral
Regioén Ia Regién Ib ~ RegiénIc  RegiénId  Regién II
13 MM2 (e=78 D) () 19a 54 54a7l 55a7l 71a89 -
W -17a36 -17a54 54a7l 36a54
Minimo ¢/y 54/0 54/ 18 71/ 54 71/ 36
AE  0.00-6.68 0.27-6.18 3.68-4.68 5.58-7.08
PPP% 50.8 38.1 78 3.3
Total 100% 0%
MM2 (H,0)° [0 -54 a 54 36a53 55a7l 54 -
87 -54 a36 17a52 54a7l 54
Minimo ¢/ 36/18 - 36/35 54/ 71 54/ 54
AE 0.00-7.2 1.00-7.3 6.10-6.90 5.70
PPP% 33.0 39.0 3.5 2.5
Total 100% 0%
MM2 (=1 D)* () 19 a 54 53a70 - = =
y -17a35 -17a35
Minimo ¢/y 54/0 35/ 17
AE  0.00-7.60 3.50-7.10
PPP% 88.0 12.0
Total 100% 0%
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36 MM2 (e=78 D) s 36 a 54 54a71 71a72 71 162
¥y -17a35 -17a54 54271 36 17
Minimo ¢/y 54/0 54/18 72/ 54 71/ 36 162/ 17
AE  0.00-4.30 1.00-6.90  4.70-5.60 6.60 6.40
PPP% 52.7 37.6 6.2 L7 18
Total 98.2% 1.8%
MM2 (H,0) ¢ -S4as4 36a53 5427l 54 -
¥y -53a35 35252 54a71 54
Minimo ¢/y 36/ 18 36/ 35 54/ 71 54/ 54
AE  0.00-7.3 1.00-7.20  5.70-6.30 2.30
PPP% 38.0 30.9 7.9 32
Total 100% 0%
36a  MM2 (e=78 D)’ ) 36a54 53a71 71a72 71 162
¥y -17a35 -17a53 54271 36 18
Minimo ¢/y 54/0 54/18 72/ 54 71/ 36 162/ 18
AE  0.00-4.20 1.10-6.90  4.80-5.70 6.60 6.50
PPP% 33.3 37.1 6.1 L7 18
Total 98.2% 1.8%
362> MM2 (e=78 D) ) 19a54 53a7l 70271 71288 -
¥y -17a3s -17a53 S3as4 36a 54
Minimo ¢/y 54/0 54/ 18 71/ 54 71/ 36
AE 0.00-6.70  0.30-620  3.704.70  5.60-7.00
PPP% 48.7 40.7 73 3.3
Total 100% 0%
44a  MM2 (=78 D) ¢ 18a54 54a7l T1a72 71 -
¥y  -17a35 -17a54 54a71 36
Minimo ¢/y 54/0 54/18 71/ 54 71/36
AE  0.00-690  0.00-6.70  4.00-4.90 6.00
PPP% 58.1 33.7 6.5 L7
Total 100% 0%
44b  MM2 (e=78 DY ) 18253 53270 55a72 71288 36
y  -16a35 -17a35 54a7l 36a7l 180
Minimo ¢/y 54/0 54/18 72/ 54 88/ 54 36/ 180
AE  0.00-7.20  0.50-6.70  3.20-7.30  6.50-7.00 6.8
PPP% 55.7 271 12.3 2.9 14
Total 98.6% 1.4%
52 MM2 (=78 D)! ) 19236 53a71 55a72 71288 162
¥y -17a36 -182a53 54a71 36 a 54 18
Minimo ¢/ 54/ 0 54/18 72/ 54 71/ 36 162/ 18
AE  000-620  001-560 2.40-5.80  4.60-5.50 4.8
PPP% 43.3 37.1 12.8 4.5 2.3
Total 97.7% 2.3%
MM2 (H,O)" ¢ -53as3 36253 S4a7l 5427l -
v -17a37 18253 54271 36a54
Minimo ¢/y 37/18 36/ 35 70/ 71 54/ 54
AE 0.01-700  0.00-5.00  4.004.02  4.00-7.00
PPP% 428 43.0 11.5 2.7
Total 100% 0%
56  MM2 (=78 D)" ¢ 36a54 36a71 71a72 71 162
¥ -17a35 -71a54 54271 36 18
Minimo ¢/y 54/ -17 54/ 18 72/ 54 71/ 36 162/ 18
AE  0.00-570  0.80-6.90  5.20-6.30 6.3 3.30
PPP% 43.9 45.3 4.0 1.6 52
94.8% 52%

Total
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60 MM2 (e=78 D) ¢ 19 a 54 53a7l 55a71 712a88 -
v -17a35 -18a54 54a7l 36a54
Minimo ¢/ 54/ 0 53/ 18 71/ 54 71/36
AE  0.00-6.41 0.19-6.11 3.41-6.71 5.31-6.91
PPP% 49.9 37.3 9.3 3.5
Total 100% 0%

PPP%: porcentaje de las poblaciones promedio.

Los AE: el primer valor corresponde al conformero de més baja energia de cada regién y el segundo valor
corresponde al minimo local de mayor energia de dicha region.

La poblacién promedio se calculé sumando las probabilidades correspondientes a todos los puntos del mapa
incluido en cada una de las cinco regiones de baja energia.

La regi6n Ia corresponde a conférmeros cuyas distancias H,--H; son menores que 2,5 A.

Laregién 1b corresponde a conférmeros cuyas distancias H,--H; se encuentran entre 2,5y 3 A.

La regién Ic corresponde a conférmeros cuyas distancias H,.-H, son menores que 3 A.

La regi6n Id y la regi6n II corresponde a conférmeros cuyas distancias H,-H; y H,-H, son mayores que 3 A. El
compuesto 44b la region II es zona norte con distancias H;-H, menores que 3.

Los porcentajes de poblacién con y negativos en la zona central para cada compuesto a constante dieléctrica de
78 y 1 D son a 13%", 17%° para el compuesto 13, 20%* ! para los compuestos 36 y 36a , 12% &" para 36a’ y
44a, 2% para 44a, 9% y 100%" para 44b, 11%' para 52, 40%" para 56 y 12% " para 60 de la poblacién.

El porcentaje de la poblacién con ¢ y y negativos para el campo de fuerzas MM2 en agua es 2.9%" para el
compuesto 13, 3.4%° para el compuesto 36, 6.3%"™ para 52, .

13 36 36a

36a’ 44a , 44b

60

Figura 26. Representacion de distintas orientaciones de las estructuras de minima energia para cada

compuestos (13, 36, 36a, 36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60) obtenidas con el campo de fuerzas MM2 (e=78).
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La zona central de baja energia se define por valores de ¢ comprendidos entre 19° y
90° y valores de y entre —17° y 71°, aproximadamente, para cada compuesto. Este hecho

supone, aproximadamente, el 5% del 4rea total de la superficie de energia potencial.

Estudios tedricos realizados con los derivados di- o tri-sulfatados en los hidroxilos
secundarios en las posiciones 2, 2’ y/o 3’ del disacérido, dieron los mismos resultados que
con los derivados monosulfatados en la posicion 2 (44b) o en la posicion 2’ (44a). Se

continué el andlisis total con los compuestos 44a y 44b y sus datos se presentan en la tabla 8.

Los minimos situados en la zona central (regién la y Ib) del mapa relajado, presentan
enlace de hidrégeno interresiduo entre los hidroxilos OHs y Os:. Los angulos glicosidicos de
la glucosa reductora (B-OMe) adoptan ¢ proximos que estan de acuerdo con el efecto exo-
anomérico. Todas las unidades de glucosa adoptan las conformaciones silla *C;. El metil B-
laminarabidsido (13) y los derivados aniénicos (36, 36a, 36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60)

presentan la conformacién del enlace Cs-Cs gg en cada residuo de glucosa.

En la distribucién de probabilidad correspondiente al compuesto 13 y los derivados
anionicos 36, 36a, 36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60 que se muestran en la figura 24, puede
observarse que los compuestos 13, 36a’, 44a y 60 presentan el 100% de la poblacién
concentrada en la zona central del mapa; mientras que los compuestos 36, 36a, 44b, 52 y 56
presentan entre el 94 y 98% de la poblacién en dicha zona y un 2 a 6% en la zona lateral del
mapa. Los valores de NOE entre los H;-H; y Hj-H, serdn sensibles a las poblaciones
conformacionales en dichas regiones de baja energia (region la y Ib para el primer caso y
region Ic para el segundo caso). En la seccién 3.3.5 se muestran los datos experimentales y la

comparacion con los datos teéricos para cada compuesto.

Los minimos de energia mds baja localizados en cada regién de la zona central
descripta para los compuestos anionicos 36, 36a, 36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60 presentan
geometrias analogas a las descriptas para el compuesto 13. Estos compuestos presentan
pequeiias diferencias en el porcentaje de poblacién promedio en cada region (tabla 8). Puede
observarse que la region que se corresponde con distancias cortas H;--Hj, en todos los casos,
presenta interseccién con la zona de baja energia correspondiente a las regiones Ia y Ib y el
porcentaje de poblaciones conformacionales de los diferentes compuestos presentan
variaciones entre 43 y 58 %. De forma andloga, las distancias H;'-H; seran representativas de
poblaciones conformacionales localizadas en la regién Ic y presentan variaciones entre 4 y 12

%. La region Id minoritaria, no presenta interseccion con distancias cortas Hy-H3 y H-Ha,.
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Una comparacion del porcentaje de las poblaciones conformacionales de los compuestos
sulfatados (36, 36a, 36a’) y el metil B-laminarabiésido (13) muestra en todos los casos
resultados similares, pero la sulfatacién en C-6 presenta los mismos valores que el compuesto

sin sulfatar, mientras que la sulfatacion en C-6’ se corresponde con el compuesto disulfatado.

B.-Campo de fuerzas MM?2 en agua:

[90JA6127] b 6] campo de fuerzas MM2 para

Los mapas relajados obtenidos en agua
los compuestos 13, 36 y 52, se muestran en la figura 27, junto con la representacion
(mediante curvas de nivel) de las distancias interproténicas relevantes (acorde con los datos
de NOEs), en funcién de ¢ y w, superpuestas con la distribucién de probabilidad
correspondiente. También se considerd las orientaciones del enlace Cs-Cg gggg. Las curvas
de nivel de energia, la distribucién de probabilidad y las curvas de nivel de las distancias se
disponen igual que en el caso anterior. Puede apreciarse cdmo, en general, las formas de las

superficies son similares a las observadas con constante dieléctrica 78.

Los minimos de energia mas baja presentan geometrias analogas a las descriptas para
£=78. Sus energias relativas, angulos y porcentaje de poblacién se muestran en la tabla 8. De
acuerdo con la distribucién de probabilidad obtenida para cada compuesto, la poblacién de la
zona central es del 100%, repartiéndose en cuatro regiones. Presentan valores de porcentaje
de poblacién similares a los descriptos para €=78; en agua presentan también un bajo
porcentaje de conférmeros con valores de ¢ y y negativos (tabla 8). En la figura 28 se
muestran las representaciones de las estructuras de minima energia para los compuestos 13,

36,36ay S2.
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Figura 27. Representacion de mapas relajados de los compuestos 13, 36 y 52 calculados con el campo de
fuerzas MM2 en agua, junto con la distribucién de probabilidad correspondiente superpuestas a las curvas de

nivel de las distancias interproténicas relevantes. En todos los casos, ¢ se representa en el eje horizontal y y en
el eje vertical. Las curvas de nivel de energia, la distribucion de probabilidad y las curvas de nivel de las

distancias se disponen igual que en la figura 24.

Figura 28. Representacion de distintas orientaciociones de las estructuras de minima energia pdra cada

compuesto (13, 36 y 52) obtenidas con el campo de fuerzas MM2 en agua.

C.-Campo de fuerzas MM?2 con &=1:

Para el compuesto 13 se realizaron célculos con el campo de fuerzas MM2 y
constante dieléctrica 1. La estructura de partida se consideré la misma que en los casos
anteriores (ggggcc). Para constantes dieléctricas bajas las formas de las superficies son muy

dependientes de la orientacién de los hidroxilos secundarios y de los hidroximetilos®*"B!7]
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es necesario tener la mayor cantidad de estructuras iniciales de partida para realizar los
cédlculos. Asi, este resultado es sélo cualitativo, aunque presenta una parcial concordancia con
los datos experimentales (seccién 3.3.5). El mapa relajado obtenido con e=1 y la
representacion de la distribucion de probabilidad superpuesta con las curvas de nivel de las
distancias, se muestran en la figura 29 junto con la representacién de la estructura de minima
energia. Los valores de los dngulos diedros ¢ y y correspondientes a los minimos, asi como
sus energias relativas y las poblaciones de las regiones de baja energia, se indican en la tabla
8. Las dos regiones de energia mas baja presentan geometrias analogas a las ya descritas para
€¢=78. La poblacion en la zona central del mapa es del 100% repartiéndose un 88% en la

region Ia 'y 12% en la region Ib.
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Figura 29. Representacion del mapa relajado del compuesto 13 calculado con el campo de fuerzas MM2

(e=1), junto con la distribucion de probabilidad correspondiente superpuesta a las curvas de nivel de las

distancias interproténicas relevantes. Representacion de las estructuras de minima energia.

D.-Campo de fuerzas MM3 con &=78:

Los célculos con el campo de fuerzas MM3 se realizaron con €=78 para los
compuestos 13 y 60. Los mapas relajados se muestran en la figura 30 junto con la
representacion de las distancias interproténicas (Hy-H; y Hj-Hj), superpuesta con la
distribucién de probabilidad. Las curvas de nivel de energia, la distribucién de probabilidad y
las curvas de nivel de las distancias se disponen igual que en los casos anteriores. Los valores

de los angulos diedros ¢ y y de las regiones de minima energia, sus energias relativas y los
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porcentajes de poblaciéon se encuentran en la tabla 9. Las geometrias correspondientes a un
minimo de cada compuesto (13 y 60) se representan en la figura 31. Al igual que el campo de
fuerzas MM2 en agua, la distribucién de probabilidad indica la existencia del 100% de la
poblacién en la zona central del mapa, los minimos de energia mas baja presentan geometrias
analogas a las descriptas con MM2 en agua y e=78. Las diferencias con estos campos son en
la distribucion de la poblacién en las diferentes regiones de la zona central. En MM3 la
poblacién en la regiéon Ib es mayor que en la regién Ia para ambos compuestos, mientras que
en MM2 es mayor la poblacién en la region Ia; el porcentaje de poblacion en la regioén Ic con
MM3 es mayor que en MM2. Es de esperar diferentes valores de NOE para el campo de
fuerzas MM2 y MM3.
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Figura 30. Representacion de los mapas relajados de los compuestos 13 y 60 calculados con el campo de
Sfuerzas MM3 (£=78), junto con la distribucion de probabilidad correspondiente superpuesta a las curvas de

nivel de las distancias interprotonicas relevantes.

13
60

Figura 31. Representacién de distintas orientaciones de las estructuras de minima energia para los

compuestos 13 y 60 obtenidas con el campo de fuerzas MM3.
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Tabla 9. Energias y poblaciones para las conformaciones de minima energia de los compuestos 13 y 60 de

acuerdo con el campo de fuerzas MM3 con £=78.

Zona central Zona
lateral
Region la RegiéonIb  Regiéonle  RegionId  Region II
) 36a54 36a7l 54 a 88 89 -
¥ -53al8 -17a35 S4a7l 36
Minimo ¢/ 54/0 54/ 18 71/ 54 89/ 36
13 MM3 (e=78 D) AE 0.90-6.00 0.00-3.60 0.50-5.50 5.5 -
PPP% 23.7 52.1 22.8 14
Total 100% 0%
60 MM3 (e=78 D) AE 1.10-6.10 0.004.10 0.30-5.40 5.30
PPP% 227 51.3 24.4 16
Total 100% 0%

Los porcentajes de poblacion con y negativos en la zona central son 12 y 10% respectivamente.

3.3.2. Aplicacion del campo de fuerzas AMBER

Los calculos con el campo de fuerzas AMBER para los compuestos 13, 36, 36a, 36a’,

44a, 44b, 52, 56 y 60 se realizaron con £=78. En la figura 32 se muestran los mapas relajados

para cada compuesto, junto con la distribucion de probabilidad correspondiente superpuesta

con las distancias interprotonicas (H,-Hs, Hy--H> y H|-H,) para dichos compuestos.

Para cada compuesto la geometria inicial de la conformacién del enlace Cs-Cg y de los

hidroxilos secundarios fue ggggce o ggggrr para construir los mapas relajados.
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Figura 32. Representacién de mapas relajados de los compuestos 13, 36, 36a, 36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60

calculados con el campo de fuerzas AMBER (€=78), junto con la distribucion de probabilidad (curvas de nivel

de 1%y 0,1%) correspondiente superpuesta a las curvas de nivel de las distancias interproténicas relevantes.
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Todos los compuestos presentan similares mapas de energia potencial; la distribucion
de probabilidad indica la existencia de un 86 a 95% de la poblacién en la zona central del
mapa para estos derivados y ademas el porcentaje restante para cada caso se ubica en una
zona norte-sur a diferencia de MM2 y MM3. Los conférmeros de minima energia presentan
geometrias analogas entre todos los compuestos, variando el porcentaje de poblacion para
cada minimo. Se obtuvieron numerosos minimos locales que se ubicaron en tres regiones en
la zona central para una mejor visualizacion de los datos y acorde con los datos de NOE
experimental, comparacion entre los distintos compuestos y correlacién posterior con los
datos experimentales: una region Ia que se corresponde con distancias H,-Hj cortas (menores
que 2.5 A), una regién Ib con distancias H-H; entre 2.5 y 3 A y una tltima regién Id donde
las distancias entre los protones H;-H; son mayores que 3 A. Las tres regiones mencionadas
son andlogas a las descritas en MM2. También las regiones Ia y Ib que se corresponden con
las distancias H;-H; cortas (menores 3 A) presentan conférmeros con y negativos; estos
conférmeros presentan angulos ¢ y y parecidos a los valores encontrados en estado sélido
para metil B-laminarabiésido. La zona norte-sur se dividié en dos regiones IIla con distancias
H,-H; y H;--Hs menores que 3 A (zona norte) y la region IIIb con distancias H,--H; menores
que 3 A (zona sur). En la tabla 10 se informan los ¢ y y de cada region, los porcentajes de
poblacidn y las energias relativas, y los minimos globales obtenidos en cada region, ya que
los minimos locales de cada region presentan geometrias andlogas al minimo global. La

geometria correspondiente al minimo global de cada compuesto se muestra en la figura 33.

Tabla 10. Energias y poblaciones para las conformaciones de minima energia de los compuestos 13, 36, 36a,

36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60 de acuerdo con el campo de fuerzas AMBER con e=78.

Zona central

Zona norte/sur

Region Ia RegiénIb  RegionId Region I1la Region IIIb
Minimo ¢/y 54/ 0 54/ 18 71/36 36/ 162 54/ -162
13 ) 18 a54 36a7l 54a7l 18a36 54
y -54a35 -17a35 36a54 1622180 -162a-180
AE  0.00-5.97 0.20-4.48 4.57-6.02 3.55-6.02 4.97-5.09
PPP% 524 30.8 5.5 15 3.8
Total 88.7% 11.3%
36 ) 18a54 36a7l 71 18 a 53 54a7l
7 -54a35 -72a3s 36a54 1622180 -162a-180
AE  0.00-6.11 0.55-5.39 4.99-5.22 3.43-5.90 4.52-6.01
PPP% 49.4 32.1 3.6 9.1 5.8
Total 85.1% 14.9%
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36a ) 18 a 54 36a71 71 18a54 54
¥y  -54a35 -17a35 36a54 162a 180 -162
AE 0.00-596  0.59-4.66  5.08-5.34  3.69-6.23 4.86
PPP% 519 30.7 3.8 114 22
Total 86.4% 13.6%
36a’ ¢ 18as54 36a7l 54a7l 18236 54
¥  -54a35 71a3s 36254 1622180 -162a-180
AE 0.00-596  0.20-6.03  4.56-5.99  3.40-549  4.674.92
PPP% S1.4 31.3 54 1.9 4.0
Total 88.1% 11.9%
44a ¢ 18as54 36a7l 71 18253 54
¥ -54a35 -172a35 36a54 162 a 180 -162
AE 000483 023483 4.774.84  2.68-5.68 1.01
PPP% 39.7 247 3.2 11.3 L1
Total  87.6% 12.4%
44b ¢ 18a54 54a71 - - 54
¥ -35al17 -17a35 -1452-162
AE 0.00-5.82  0.88-6.05 6.84-7.52
PPP% 64.7 31.2 4.1
Total  95.9% 4.1%
52 ¢ 18a54 36a71 71 18254 54
¥ -54al8 -71a35 36a54 1622180 -162a-180
AE 000-549  033-528 4.64-4.84  3.07-5.61 4.29-4.35
PPP% 48.1 32.2 4.2 10.5 5.0
Total 84.5% 15.5%
56 ¢ 18a54 36a7l - 36 54289
¥y -54al7 -882a35 1622180 -145a-180
AE 0.00-560  0.96-6.09 481496  4.65-5.08
PPP% 53.2 35.0 3.9 1.9
Total 88.2% 11.8%
60 6 18as54 36a7l 54a71 18236 54
y -54a3s -17a35 36 a54 1622180 -162a-180
AE  0.00-6.01 024437 456600 326-554  4.714.79
PPP% 52.6 29.8 3.5 8.1 4.0
Total 87.9% 12.1%

Los porcentajes de poblacién con y negativos en la zona central para los compuestos 13, 36, 36a, 36a’, 44a,

, 52,56y son: o, o, o, 0, 25%, 38%, 23%, 51% y 18% respectivamente.
44b, 52,56 y 60 25%, 30%, 27%, 26%, 25%, 38%, 23%, 51% y 18% pecti

La region central de baja energia representa el 5% del area total de la superficie de

potencial, mientras que la zona norte-sur, solo el 1% de dicha area. Estudios tedricos y

experimentales sobre derivados con unidn interglicosidica B-(1—3

) [94T6417)

indican la

existencia minoritaria de conformaciones en la zona norte-sur y el campo de fuerzas AMBER

incluye estos conférmeros, con lo cual, los campos descritos en el estudio (MM2, MM3 y

AMBER) son complementarios.
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44a 60
44b
52
%\ )
Figura 33. Representacion esquemdtica de distintas orientaciones de las geometria de minima energia de la

zona central de los compuestos los 13, 36, 36a, 36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60 y zona norte-sur de los compuestos
13, 36, 36a’, 52, 56 para el campo de fuerzas AMBER..

3.3.3. Aplicacion del método Monte Carlo

Para el compuesto succinilado 56 debido al alto numero de angulos de torsion de la
cadena de succinato se utiliz6 un método estocastico para la bisqueda conformacional de
dicha cadena y luego utilizar los dngulos torsionales obtenidos en la estructura de partida para

construir el mapa relajado por el método sistematico. Se utiliz6 el método Monte Carlo
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instalado en el programa MACROMODELP”%*% E| campo de fuerzas elegido fue el MM?2

(e=78) ya que la zona central del mapa es la mas poblada en diversos estudios sobre

disacaridos con uniones [3-(1—)3)[92CAR15’ 94T6ALT]

La estructura de partida considerada fue el primer minimo obtenido para el metil B-
laminarabidsido con el campo de fuerzas MM2, y se agregaron las cadenas de succinato; en
este caso se consider6 sélo un minimo porque los sustituyentes estan mas alejados del enlace
glicosidico y generan menos impedimento estérico en dicho enlace que en el metil B-
maltosido, y ademas en este tltimo compuesto todas las estructuras de partidas consideradas
dieron resultados similares. La conformacion del enlace de Cs-Cg se dispuso en la orientacion

gggg ya que resultd ser la mayoritaria en metil B-maltésido.

En un primer paso, la geometria inicial se minimizd para obtener una estructura de
baja energia. El conférmero minimizado se utilizé6 como punto de partida en la busqueda
conformacional. El protocolo seguido fue el siguiente: en cada paso de Monte Carlo se
cambiaron 10 4ngulos torsionales al azar, se fij6 el angulo en el ¢ y y en el valor del minimo

encontrado para el metil B-laminarabidsido y se minimiz6 la estructura obtenida (figura 34).

Se encontraron 520 conférmeros. Se tomaron los conféormeros que estan dentro de la
ventana de energia de 10 KJ/mol por encima del minimo de mas baja energia. Se obtienen
resultados similares al campo de fuerzas MM2 para las unidades de glucosa y los enlaces
glicosidicos. La conformacién del enlace Cs-Cg mayoritaria fue en gg. Los valores de los
angulos torsionales analizados considerados para ser utilizados en la estructura de partida
para obtener el mapa relajado con los campos de fuerzas MM2 y AMBER son los siguientes:

o11: 90°, @y2: -180°, w13: -60° w14: -60°, w15: 90°, ya que resultaron ser los mayoritarios.

Q 0
@13 o o)
INE
14
ol ol
@)
0 y o O
H 0) OMe
OH OH

Figura 34. Representaci6n grafica de los 4ngulos torsionales elegidos para mover al azar durante la bisqueda

conformacional para el compuesto 56.
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3.3.4 Calculos de dinamica molecular

Se realizaron simulaciones de dindmica molecular para obtener informacién acerca
del espacio conformacional accesible para los angulos de torsion glicosidicos de la serie de
metil laminara-oligosacarido (16’) y sus derivados sulfatados (37’ y 37a’). Se considerd un
oligosacarido de 10 unidades denominado 16, un derivado sulfatado en 6, denominado 37’ y
un derivado que ademas presenta un sulfato en O-2 en la unidad 5, denominado 37a’. Las
numeraciones 16’ y 37’ se corresponden con las mezclas de los oligosacaridos 16 y 37,
respectivamente, que seran utilizados para las comparaciones con datos experimentales. Las
estructuras de dichos compuestos se muestran en la figura 23. Las simulaciones se llevaron a
cabo manteniendo la temperatura en 300 K; se realizaron en presencia explicita de moléculas

[201A6127) utilizando el campo de fuerzas MM2, ya que describia cualitativamente bien

de agua
la zona central del mapa de energia potencial en los disacaridos derivados de laminarabiosa.
La conformacién de partida para el compuesto neutro 16’ se construyé como bloques de
disacaridos a partir del minimo global obtenidos para metil B-laminarabiésido (13) con el
campo de fuerzas MM2 y se minimizé nuevamente en agua con el campo de fuerzas MM2.
Para el compuesto sulfatado 37’ se utilizé el minimo global del derivado 6,6’-di-O-sulfato del
metil B-laminarabiésido (36) empleando la misma secuencia que para el compuesto neutro.
Para el compuesto 37a’ se construyé a partir de 37°, se modificé la unidad 5 y se minimizo
para obtener una estructura de baja energia. Estos confdrmeros minimizados se utilizaron
como punto de partida para la busqueda conformacional. Se seleccionaron los dtomos del
enlace glicosidico y del enlace Cs-C¢ para asignarle una velocidad inicial durante la bisqueda
conformacional con dindmica molecular. Se realizaron para cada compuesto (16°, 37’ y 37a’)
simulaciones de 233, 206 y 218 ps, respectivamente.

También, se realizaron los analisis de metil B-laminaratriésido (14), su derivado
sulfatado (43) y metil B-laminaratetraésido (15). Se obtuvieron los mismos resultados que
para la serie laminara-oligosacéridos, por lo cual se presentan solamente los resultados de los
oligosacaridos con 10 unidades de glucosa.

Los minimos obtenidos para los tres oligosacdridos (16°, 37’ y 37a’) parecen muy
estables; apenas existen variaciones en los angulos interglicosidicos (figura 35) y en los tres
oligosacaridos tanto ¢ como y oscilan en 30+30°. Los resultados de dinamica molecular
empleando MM2 no muestran diferencias entre el derivado neutro, y los derivados sulfatados.
Los datos de los éﬂgulos interglicosidicos obtenidos para los oligosacaridos con el campo de

fuerzas MM2 son similares a los disacaridos de laminarabiosa con el mismo campo de
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fuerzas. En los tres oligosacaridos todas las conformaciones del enlace Cs-Cg fueron gg y gt,

siendo la primera conformacién mayoritaria. Todas las unidades de glucosa adoptaron las

conformaciones tipo silla *C;. En la figura 36 se muestra la representacion de las estructuras

de minima energia global obtenidas para los tres oligosacéridos.

16’
-180 -1
W 20 0 @ o s,
120 120
80 < 160
’ 2"
-0 ‘e 1 0
; . ". y :
-80 e "‘II.L'. 80
~120 1-120
-1

T v T T -180
-180 -120 -80 0’ 60 120 180

377
106180 -1:20 -8'0 0 60 1?0 15?80
120 {120
80 . 160
- 0 e ﬂ;ﬁ; o »
e
-80 S -80
-120 4-120
0

-180 T T T -18|
-180-120 -80 0 60 120 180

4
37a’

. - 120 18
SR T B

120 {120

604 5. ), {80
50 B _.;: 0
-80 1-60
-120 {-120
-1

80 T T T -180
-180 -120 -80 0 60 120 180
1

180

180
120 120}
80
e R e % % : ||
0 _ ol
80} i = w
_60 3
-120+
-120+
-180 L A - ~ 2 N " " "
0 50 100 150 200 250 -100o 5'0 100 150 200 250
Time (ps) Time (ps)
240[ 240
180 180+
120} 1204+
80 6o}
oF l/ | i 3 1]
80} 80} '
120} -120}
-180 L o 4
0 50 100 150 200 1500 50 100 150 200
Time (ps) Time (ps)
190
120 ) fw
P 120
"ttt : y
.80 F °
00
120
120/
e’ 0 100 130 200
Time (ps) o 0 11:. " 1% 200
L)

Figura 35. Representacion grdfica de la variacién de los dngulos interglicosidicos ¢;vs w;, ¢ vsty yvst

de los oligosacdridos 16°, 37’ y 37a’ durante la simulacion de dindmica molecular a 300 K, con el campo de

Sfuerzas MM2 en presencia explicita de agua.
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16’ 37 372’

Figura 36. Representacién de conformeros de minima energia de los oligosacdridos 16°, 37’ y 37a’

obtenidas en la simulacion de dindmica molecular con el campo de fuerzas MM2.

3.3.5 Resultados de RMN. Analisis realizado en disacdridos derivados de

laminarabiosa:

Se realizaron medidas de RMN: constantes de acoplamiento y NOESY para
determinar la validez de los célculos realizados con mecanica molecular.

En la tabla 11 se muestran los valores de 8y del metil B-laminarabidsido (13) y sus
derivados anidnicos 36, 36a, 52, 56 y 60 en solucién acuosa. El compuesto 36a’ fue
analizado por mecanica molecular pero no se tienen datos experimentales ya que no fue
sintetizado. Con la combinacién de técnicas de 2-D RMN se asignaron las resonancias de 'H
al igual que en los derivados de maltosa.

Los compuestos sulfatados en los hidroxilos secundarios (en las posiciones 2, 2’ 0 3%)
se analizaron por técnicas de RMN como mezcla de dichos compuestos ya que no fueron
aislados. Por andlisis de espectroscopia de masa, la mezcla rindié los derivados trisulfato y
disulfato. Por espectroscopia de RMN se observaron tres sefiales (5.22, 5.00 y 4.81 ppm)

correspondientes a Hj;» en relacién 5.5: 1.0: 15.0 que podrian corresponderse con el
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compuesto trisulfatado y dos sefiales con los compuestos disulfatados. La combinacién de
técnicas de 2-D RMN permitié asignar los dos compuestos mayoritarios que se
corresponderian con el metil B-D-glucopiranosil 2,3-disulfato de sodio-(1—3)-B-p-
glucopirandsido 2-sulfato de sodio (44c) y con el metil B-D-glucopiranosil 3-sulfato de
sodio-(1—3)-fB-D-glucopiranésido 2-sulfato de sodio (44d). En el analisis de mecanica
molecular se presentaron los compuestos monosulfatados en la posicién 2’ (44a) y en la
posicién 2 (44b) por simplicidad y rapidez en el andlisis, ya que calculos preliminares para
los compuestos di o trisulfatados daban resultados analogos.

La distribucion gg mayoritaria fue determinada por medidas de constantes de
acoplamiento 3Jusue y los NOEs de los protones Hg para cada residuo de glucosa en todos los
compuestos analizados. Las constantes de acoplamiento *Jy.;; observadas estan de acuerdo
con la conformaci6n *C; para los dos anillos de piranosa en todos los compuestos.

Un problema importante en el andlisis conformacional de estos disacaridos es el
solapamiento parcial de sefiales entre los protones H,, Hs, Hs:, Hs' en los compuestos 13 y 56,
H,, Hy y H3» en 36a, Hy y Hs: en 44¢c y 44d, H, y Hs» en 52 y H, y H3: en 60. En ningtin caso
presentaron solapamiento los protones H» y Hj. Todos estos nicleos presentan NOE
potencial con H;-, la medida de estos efectos NOEs interresiduos constituye una fuente de
informacién en el andlisis conformacional. Para los protones que presentan solapamiento
parcial se considerd la equivalencia de los dos residuos de glucosa, con lo cual, los NOEs H;-
H,+H,-H3;+H,-Hs= H;-H>+H,--H3-+H,-Hs- y permitié resolver parcialmente los problemas
de solapamiento . El compuesto 36 no present6 solapamiento.

El espectro de RMN-'H nos brinda informacién de las diferencias de desplazamiento
quimico de los derivados anionicos 36, 36a, 44c, 44d, 52, 56 y 60 comparado con el

compuesto neutro 13.
La sulfatacion en la posicion 6 en los compuestos 36 y 36a muestra un

desplazamiento a campos mas bajos de aproximadamente 0.4 a 0.5 ppm en a; También se
observa un desplazamiento a campos bajos en los protones Hs, menor efecto presentan los
protones H,. Los compuestos 44¢ y 44d muestran un corrimiento en a a campos bajos de ~1
ppm y también se observan desplazamientos menores a campos bajos en las posiciones f.

Los desplazamientos observados en los compuestos sulfatados estdn de acuerdo con datos

publicados en bibliografial®2CAR?. 92CAR245,93CAR225]  p| compuesto fosfatado 52, el compuesto
succinilado 56 y el oxidado 60 muestran diferencias de 8y menores respecto del compuesto

neutro 13.
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Tabla 11. Desplazamientos quimicos de los compuestos 13, 36, 36a, 44c, 44d, 52, 56 y 60 en D,0 a 37° C

(referencia HDO).
13 36 36* 44c 44d 52 56 60
Hl 441 4.45 4.44 a a 4.40 441 4.40
(0.04) (0.03) (-0.01) .01 (-0.01)
H2 3.46 3.50 3.50 4.42 427 3.50 3.47 3.50
(0.04) (0.04) (0.96) (0.81) (0.04) (0.01) (0.04)
H3 3.74 3.78 3.77 4.19 4.03 3.78 3.74 3.78
(0.04) (0.03) (0.45) (0.29) (0.04) (0.00) (0.04)
H4 3.49 3.58 3.57 3.7 3.70 3.66 3.47 3.61
(0.09) (0.08) (0.22) 0.21) 0.17) (-0.02) (0.12)
HS 3.49 3.72 3.53 a a 3.50 3.47 3.73
(0.23) (0.04) (0.01) (-0.02) (0.24)
Héa 3.93 4.38 4.02 a a 4.01 3.93 -
(0.45) (0.09) (0.08) (0.00)
H6b 3.74 424 3.74 a a 3.66 3.72 -
(0.50) (0.00) (-0.08) (-0.02)
HI’ 4.72 4.77 475 5.24 4.83 4.77 4.73 4.78
(0.05) (0.03) (0.83) (0.42) (0.05) (0.01) (0.06)
H2’ 3.36 3.40 3.39 436 3.61 3.38 3.37 3.39
0.04) (0.03) (1.00) (0.25) 0.02) (0.01) (0.03)
H3’ 3.49 3.56 3.55 4.55 4.45 3.59 3.51 3.51
0.07) (0.06) (1.06) (0.96) (0.10) (0.02) (0.02)
H4’ 3.50 3.52 3.50 3.67 3.74 4.01 3.38 3.51
(0.02) (0.00) 0.17 (0.24) (0.51) (-0.12) (0.01)
HS5’ 3.51 3.70 3.69 3.67 3.67 3.48 3.51 3.73
(0.19) (0.18) (0.16) (0.16) (-0.03) (0.00) (0.22)
Hé6’a 3.92 4.37 4.35 4.02 4.01 4.01 3.93 -
(0.45) (0.43) (0.10) (0.09) (0.09) (0.01)
Hé6’b 3.72 424 423 3.88 3.83 3.60 3.71 -

(0.52) (0.51) (0.16) 0.11) (-0.12) (-0.01)

a Las sefales H,, H;s, Hg, ¥ Hg, €n los compuestos 44¢ y 44d aparecen entre 3.6 y 4.1 ppm.
*Los Hy y Hy- del compuesto 44¢ pueden estar intercambiados.

() Ad=8compuesto-6y,

Los resultados de las medidas experimentales de NOESY en DO a 37°C de los
compuestos 13, 36, 36a, 44c, 44d, 52, 56 y 60 se muestran en la tabla 12. En nuestro caso, los
NOEs que brindan mayor informacion para el analisis conformacional de estos compuestos

son los NOEs entre protones de las unidades interglicosidicas H;-Hs, H;*-H; y H;-Ha.
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También se realizaron espectros de ROESY y T-ROESY que condujeron a resultados
similares que el NOESY.

Tabla 12. Valores experimentales de NOESY para los compuestos 13, 36, 36a, 44c, 44d, 52, 56 y 60 en D,O
a 37° C, a 300y 500 MHz y valores tedricos de los compuestos 13, 36, 36a, 52, 56 y 60.

Intensidad %

HI’-H2’ HI’-H3 HI'-H2 HI1’-H4 HI'-H3’ HI'-HS’

13 Exp 300 MHz 1.4(1.00) 86 (6.14) 83(592) ConH2 82(586° ConH3
MM2 (e=78) 1.6 (1.00) 5.3 (1.60) 4.1(256) 5.6 (3.50)
MM2 (H,0) 1.6 (1.00) 5.9 (3.69) 4.1(2.56) 5.6 (3.50)
MM2 (e=1) 1.6 (1.00)  6.7(4.19) 3.9(244) 4.9 (3.06)
MM3 (=78) 1.6 (1.00) 3.9 (2.44) 37231 5.5(3.44)
AMBER (e=78)  1-7(100)  42(247) 4.6(2.70)  5.1(3.00)
36 Exp 500 MHz 22(1.00) 81(3.68) 48(2.18) 5.1(232) 3.7(1.68) 17.4(3.36)
MM2 (e=78) 14(1.00) 5.3(3.78) 3.6(2.55) 5.8(4.82)
MM2 (H,0) 13(1.00) 5.5(4.23) 3.6(2.77)  5.8(4.46)
AMBER (e=78) 1.6(1.00)  43(26) 1.0(0.63) 17(1.06) 4.5(2.81) 6.0(3.75)
36a Exp 500 MHz 13(1.00) 62 (4.77) 6.6 (5.08)" 5.7 (4.38)
MM2 (e=78) 14(1.00) 5.4 (3.86) 3.6(2.57) 5.8(4.14)

AMBER (£=78) 1.6 (1.00) 4.5(2.81) 1.0(063) 1.6(1.00) 4.5(2.81) 6.0(3.75)

44c ExpSO0MHz  09(1.00)* 28(3.11) 09(1.00) 52(5.78F 22(244) ConH

44d Exp 500 MHz 1.6 (1.00) 4.6(2.87) 0.7(0.44) 6.4(4.00)° 2.7(1.68) Con H,*

52 Exp 500 MHz 19(1.00) 26(137) 26(1.37° 09(0.47) 04(0.21) 0.8 (0.42)
MM2 (£=78) 1.4(1.00) 4.5(3.21) 3.6(2.57) 5.8(4.14)
MM2 (H,0) 1.3(1.00) 5.1(3.92) 3.7(2.85) 6.0(4.61)
AMBER (¢=78)  1.6(1.00) 42(2.62) 1.1(0.69) 18(1.13) 4.5(281) 6.0(3.75)

56  Exp 500 MHz 2.1(1.00) 9.0 (4.29) 11.0(5.24)*
MM2 (e=78) 1.4 (1.00)  5.0(3.57) 3.5(2.50) 5.6 (4.00)
AMBER (e=78)  1.6(1.00)  4.2(2.62) 13(0.81) 43(269) 59(3.67)

60 ExpS00MHz  0.57(1.00) 2.56(4.49) 1.6(2.80° 04(0.70) ConH2* 20 (3.50)
MM2 (=78) 0.60 (1.00) 2.0 (3.33) 1.5(2.52)  2.1(3.50)
MM3 (e=78) 0.60 (1.00) 1.4 (2.33) 14 (2.34)  2.1(3.50)
AMBER (e=78) 061 (1.00) 1.5 (2.46) 1.6(2.63) 1.8(2.95)

En los caleulos teéricos se utilizaron valores de tc=4.0.10"'" para 13 y 1.2 a 1.4.10"'° para los compuestos
restantes.

() NOEs relativos a H,--H,-.

* Solapamiento de seflales. El solapamiento se produce entre los protones H,, Hi, Hs:, Hs: en 13, Hy, Hs y Hs: en
36a, Hy y Hs: en 44c y 44d, H, y Hs- en 52, H,, Hy, Hy» y Hs- en 56 y H; y Hi- en 60 .

* Solapamiento parcial de sefiales.

NOE relativo a H,-H,. posiblemente subestimado.
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En las figuras 37-43 (estas figuras se encuentran en el anexo de RMN) se muestran
los espectros de RMN-'H en D,0 a 37°C y/o TOCSY y la representacién de los cortes
correspondientes al Hy de los experimentos de NOESY de los compuestos 13, 36, 36a, 44c,
44d, 52, 56 y 60. Todos los NOEs interresiduos observados para estos compuestos se

encuentran dentro de los NOEs esperados para derivados con uniones B-(1—3)PCARZ.

94T6417)

En las figuras 24, 27, 29, 30 y 32 (seccién 3.3.2 y 3.3.3) se muestran los mapas de
distribucién de probabilidad en funcién de ¢ y y superpuesta con la representaciéon de las
distancias interprotonicas Hj-Hj, H;--H, y en los mapas que poseen poblacién en la zona
norte-sur muestran la distancia H;-H; (acorde a los NOE interresiduos encontrados
experimentalmente) para todos los compuestos (13, 36, 36a, 36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60)
analizados con el campo de fuerzas MM2 y AMBER con constante dieléctrica 78; para los
compuestos 13, 36 y 52 con MM2 en agua; para 13 con MM2 y constante dieléctrica 1 y en el

caso del campo de fuerzas MM3 soélo para los compuestos 13 y 60.

Los valores de NOE entre los protones H;-H; y H;-H, seran sensibles a las
poblaciones conformacionales existentes en la zona central del mapa. Mas concretamente, el
valor de NOE H,-H; debe ser sensible a la existencia de poblaciones conformacionales en la
parte superior de la zona central (y >54°). Los valores de NOE entre los protones Hy-Hy y
H,-H, seran representativos de las poblaciones de baja energia en la zona norte-sur. Asi,
puede observarse que la regién que se corresponde con distancias H;-Hj cortas (menor que 3
A) presenta, en todos los compuestos, una interseccion con la zona de baja energia
correspondiente a la region Ia y Ib en los campos de fuerzas MM2, MM3 y AMBER. De
forma andloga, el NOE H;-H, sera representativo de las poblaciones conformacionales
localizadas en la regién Ic de los campos de fuerzas MM2 y MM3 de la zona central y en la
region Illa en la zona norte del campo de fuerzas AMBER. El NOE H;-H; sera
representativo de las zonas de baja energia de la region IIla y IIIb de la zona norte-sur en el
campo de fuerzas AMBER. Los minimos correspondientes a la regién Id en la zona central en
los tres campos de fuerzas y los minimos de la regién II en la zona lateral en el campo de
fuerzas MM?2 indican la presencia de algiin NOE que no se detect6 experimentalmente y, en

principio, la poblacién en dichas zonas deberia ser muy pequeiia o nula.

De acuerdo con esto, un analisis cualitativo de las medidas de NOE puede
proporcionar una idea del comportamiento conformacional de cada compuesto en solucién.

Todos los compuestos presentan las mismas zonas pobladas, con lo cual, permite realizar un
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analisis cualitativo general para todos ellos. La existencia de NOE intenso entre los H;-H;
indica que pasan gran parte del tiempo en la zona central de baja energia. Esta conclusién
estd, a su vez, apoyada por la existencia de NOE entre el H;- y H,. La existencia de NOE H; -
H; demuestra que la zona central del mapa no es la unica poblada en solucién, estando
también presentes conférmeros en la zona norte-sur y también, en este caso, esta conclusién
esta apoyada por la existencia de NOE H,-H,, que puede estar representado por la zona
norte-sur. Los minimos de la region Id y de la zona lateral, en principio, no estarian poblados.
Como conclusién, los compuestos 13, 36, 36a, 44c, 44d, 52, 56 y 60 existen en solucién
como una mezcla de dos poblaciones conformacionales diferentes definidas por una zona

central mayoritaria y una zona norte-sur minoritaria.

En la tabla 12 se muestran los valores de NOEs teéricos calculados para cada campo
de fuerzas a las constantes dieléctricas utilizadas en cada caso para cada compuesto (13, 36,
36a, 52, 56 y 60). En el calculo de los valores teéricos de NOE se utilizaron tc=1.2 a 4.10°"°
s (ver tabla 12) dependiendo del compuesto. Se eligié aquel valor que permitié un mejor
ajuste de los NOE:s teéricos intraresiduos a los valores experimentales, se consideré H;-H,-.
En la tabla 12 se presentan entre paréntesis los NOEs relativos al H-H; ya que se tomé
como referencia dicho NOE; el solapamiento que poseen los protones Hy- y Hs> en algunos

compuestos, impide usar dichos protones como referencia.

3.3.6 Comparacion entre los valores experimentales de NOE y los cdlculos
tedricos

La comparacién entre los valores tedricos y experimentales de NOE brinda los

siguientes resultados para cada compuesto:

Metil B-laminarabiésido (13): Los protones H>, Hs, H3 y Hs' presentaron un solapamiento

parcial, con lo cual, no permiti6 sacar conclusiones cuantitativas del NOE interresiduo H;'-H;
y Hy-Hy. Este solapamiento se observé en el espectro de NOESY realizado a 300 MHz e
igual que a 500 MHz y la relacion de NOE:s inter e intraresiduos es practicamente la misma

en ambos campos. En cambio si permite el andlisis de NOE H,--Hs.

-Campo de fuerzas MM2 en agua, con =1 o 78: El valor del NOE teérico H;-H; esta
claramente subestimado. Este efecto es mayor para €=78, luego en agua y el valor teérico que

mads se aproxima al valor experimental es cuando se usé €=1, pero en este caso se partié de
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una Unica estructura inicial para realizar los calculos y, a baja constante dieléctrica, los
resultados son muy dependientes de la geometria inicial. De acuerdo con esto, cabe esperar
que el valor de la poblacién existente en la region Ia sea superior al 53% que predice MM2 en
agua. El campo de fuerzas MM2 no da NOE H,-H,, por lo tanto, la poblacién en torno a la
region Ic debe tener un valor muy superior al 8%. Este campo de fuerzas no explica tampoco
el NOE H,-Hs, pero no existen regiones pobladas que expliquen dicho NOE. Por 1ltimo, la

poblacion en la region Id deberia ser nula.

-Campo de fuerzas MM3 (e=78): Se realiz6 el mismo analisis que para el campo de
fuerzas MM2. Las poblaciones en torno a la regién Ia y Ic tienen que ser mayores al 24 y
22%, respectivamente, y para ello es necesario que disminuya la poblacion en la region Ib

(que sea mucho menor al 52%).

-Campo de fuerzas AMBER (e=78): Puede realizarse el mismo analisis que en los
campos de fuerzas anteriores. Pero en este campo de fuerzas el NOE H;-H; lo describe
conférmeros de la zona norte y no de la zona central como MM2. También describe
conférmeros en la zona norte-sur de baja energia que se corresponden con distancias Hy--H,
cortas, por lo tanto, el efecto NOE sera sensible a las poblaciones en dicha zona y esto no lo
describe MM2. Por lo tanto, la poblaciéon en la zona norte-sur debe ser superior al 12%. Por
ultimo, para aumentar el valor tedrico del NOE H,-H3, la poblacién conformacional debe ser

superior al 53% en la regién la y menor al 30% en la regién Ib.

Metil [-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1—3)-f-D-glucopirandsido 6-sulfato de sodio

(36): En este compuesto se pudieron determinar todos los NOEs, ya que no presentd

solapamiento entre los distintos protones analizados.

-Campo de fuerzas MM2 en agua y con €=78: No predice poblacién que explique el
NOE H,--Hs, puede verse el mismo analisis para el compuesto 13 (MM2). El valor teérico del
NOE H,-H; con £=78 predice aproximadamente bien la poblacion en la region Ia y Ib. De
acuerdo con esto, la poblacion en dicha region es del 52 y 37%, respectivamente. El valor
tedrico para dicho NOE en agua es ligeramente superior al experimental. Por ultimo, el valor
teérico del NOE Hj--H, fue cero, lo cual indica que la poblacién conformacional existente en
la regién Ic debe ser muy superior al 8% o existen otras zonas pobladas que no son
explicadas por MM2, al igual que sucede con el NOE H;--Hi. La poblacién en torno a la

region Id deberia ser nula, al igual que en la zona lateral de baja energia.
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-Campo de fuerzas AMBER (e=78): Explica los tres NOEs interresiduos: H;--Hj, H, -
H, y H;--Ha. El valor teérico de NOE H)--Hj es algo inferior a su valor experimental. A su
vez, el valor de NOE H,--H; estd subestimado. De acuerdo con esto, cabe esperar que el valor
de la poblacidn existente en las regiones IIla y IIIb sea superior al 15% que predice AMBER.
Asimismo, la poblacién en torno a la region Ia debe tener un valor superior al 50% vy la
poblacién en la regiéon Ib debe ser menor al 32%, para que puedan incrementarse las
poblaciones en las regiones que expliquen los NOEs interresiduo. La poblacién en Id deberia

ser nula.

Metil f-D-glucopiranosil 6-sulfato de sodio-(1 —3)-(-D-glucopirandsido (36a): Los protones

H,, H4 presentan un solapamiento parcial al igual que en el compuesto neutro 13, con lo cual,

no fue posible sacar conclusiones cuantitativas del NOE interresiduo Hy-H; y H;-Hj.

-Campo de fuerzas MM2 (e=78): El valor del NOE tedrico H,--Hj es algo inferior a su
valor experimental. Asi, la poblacién en tomo a la region Ia debe ser algo superior al 53%.
También deberia ser muy superior al 6% la poblacién en tormo a la regién Ic, para que los
NOE H;-H; obtenidos por célculo se aproximen al valor experimental. Este campo de
fuerzas no explica el NOE H,-Hj (véase igual andlisis que para el compuesto 13 en MM2).
La poblacién en las regiones Id y en la region II deberian ser nulas al igual que en el

compuesto 36.

-Campo de fuerzas AMBER (e=78): Se obtienen los tres NOEs interresiduos: H;--Hj,
H,-H, y H;--Ha. El valor tedrico del NOE H,--Hj; es inferior al valor experimental, por lo que
la poblacion en torno a la regién Ia debe ser mayor al 52%. El solapamiento de las sefiales no
permite sacar conclusiones respecto de los NOE H;--H, y Hy-Hs y de las poblaciones en la

zona norte-sur y la regién Ib. Por ultimo, la poblacién en torno a la regién Id deberia ser nula.

lucopirandsido 6-sulfato de sodio (36a’): Sdlo se

disponen datos de calculos de mecéanica molecular. Los porcentajes de poblaciones son
similares al compuesto neutro 13 en los campos de fuerzas MM2 (e=78) y AMBER (g=78).

La carencia de datos experimentales impide sacar conclusiones.

lucopirandsido 2-sulfato de

sodio (44c), metil [-D-glucopiranosil 3-sulfato de sodio-(1 —=3)-f-D-glucopirandsido 2-

sulfato de sodio (44d): Para estos compuestos se dispone sélo de los datos experimentales, ya

que en los célculos de mecanica molecular se realiz6 el andlisis completo de los

monosulfatados 44a y 44b. Como los compuestos tri y disulfatados (44¢ y 44d) dieron mapas
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de distribucién de poblacidén similares a los monosulfatados mencionados, puede concluirse

que las zonas pobladas serian la zona central y la zona norte-sur.

Metil (-D-glucopiranosil 6-fosfato de sodio-(1 —3)-B-D-glucopiranésido 6-fosfato de sodio

(52):

-Campo de fuerzas MM2 en agua y con €=78, puede apreciarse como los valores
teéricos para el NOE H;-H; son muy superiores al valor experimental (principalmente en
agua). Las poblaciones calculadas para la zona central del mapa estarian sobrestimadas y
deberian ser menores a 43 y 37 % en la regiones Ia y Ib, respectivamente. La poblacién en la
regioén Ic deberia ser mayor que 12% para que los valores calculados para el NOE H;-H;
reproduzcan los valores experimentales. Estos calculos no reproducen poblaciones en zonas
de baja energia que expliquen el NOE H,-Hs. Los valores en la region Id y en la zona lateral

deberian ser nulos.

-Campo de fuerzas AMBER (e=78): Reproduce los tres NOEs interresiduos pero sus
valores tedricos son superiores al experimental para los NOEs H,-H; y H;-H, e inferiores
para el NOE H,-H,. De acuerdo a esto, las poblaciones en las regiones Ia y Ib y IIIb deberian
ser inferiores al 48, 32 y 5%, respectivamente, y en la region IIla deberia ser mayor al 10%.

Por ultimo, en la regién Id deberia ser nula.

lucopiranésido 6-succinato de

sodio (56): Los protones H,, Hs presentan un solapamiento parcial, al igual que en los
compuestos 13 y 36a, con lo cual no pueden sacarse conclusiones cuantitativas del NOE

interresiduo Hy--H, y H;-Ha.

-Campo de fuerzas MM2 (e=78), El valor del NOE teérico H;-H3 es ligeramente
inferior a su valor experimental. No reproduce los valores de NOE H,-H, y H-Hy4. De
acuerdo con esto, la poblacién en torno a la region la deberia aumentar, asi como la regién Ic,
con lo cual, para incrementar las poblaciones en esas regiones deberia disminuir la poblacién

en Ib. Las poblaciones en tomo a la regién Id y la zona lateral deberian ser nulas.

-Campo de fuerzas AMBER (e=78): El valor del NOE teérico H;-Hj es inferior al
experimental. Las poblaciones calculadas para la zona central (regién la) deberian ser
superiores al 53%. Predice correctamente que la poblacion en la regién Id debe ser nula. El
valor tedrico del NOE H--H; es nulo, por lo tanto la poblacién en la zona norte-sur deberia
aumentar. No permite concluir cuantitativamente sobre el valor tedrico del NOE H-H,

debido al solapamiento que sufre el Ha.
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(3-D-Glucopiranosil)uronato _de sodio-(1 —=3)-(metil [-D-glucopiranosil)uronato de sodio

(60):

-Campo de fuerzas MM2 (e=78): Puede apreciarse como los valores tedricos para el
NOE H;--H; son inferiores al valor experimental. Este campo de fuerzas no describe los
NOEs H-H:; y H;-Hs. En el primer caso, describe una zona de baja energia que explica
dicho NOE, pero en el segundo caso, no describe poblaciones de baja energia que expliquen
dicho NOE. De acuerdo con esto la poblacion en la region Ia (50%) y Ic (9%) debe aumentar.
Para que se pueda producir dicho aumento, deberia disminuir la poblaciéon en Ib. La

poblacion en Id deberia ser nula.

-Campo de fuerzas MM3 (e=78): Puede realizarse el mismo andlisis que para el
campo de fuerzas MM2. Pero en este caso, las poblaciones en torno a la regién Ia y Ic tienen
que ser mayores al 24 y 22%, respectivamente, y para ello, es necesario que disminuya la
poblacion en la region Ib (que sea mucho menor al 52%). En la regién Id la poblacion deberia

ser nula.

-Campo de fuerzas AMBER (e=78): Los valores tedricos de NOE H,:-Hj son también
inferiores al experimental. Por lo tanto, la poblacién en la regién Ia debe aumentar en
detrimento de la poblacion en la region Ib. Este campo de fuerzas describe zonas de baja
energia que explican los NOEs H;--H, y H;-Hs, pero su valor teérico fue cero. De acuerdo
con esto, la poblacion en la zona norte-sur deberia ser mayor que un 12%. La poblacién en la

region Id deberia ser nula.

En la tabla 13 se muestran las poblaciones obtenidas para cada campo de fuerzas, para
cada region en la zona central, la zona lateral y la zona norte-sur del mapa, junto con los

valores que se estiman sobre la base de los datos experimentales para cada compuesto.
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Tabla 13. Poblaciones atribuidas por cada campo de fuerzas a cada una de las regiones de baja energia

Junto con los valores estimados experimentalmente para los compuestos 13, 36, 36a, 52, 56 y 60.

Zona
Central Lateral Norte-sur
Ia% Ib% Ic % Id % % IIla % IIIb %
13 MM2 (e=78) 50.8 38.1 7.8 33 - - -
MM2 (H;0) 53.0 39.0 5.5 25
MM2 (e=1) 88.0 12.0
MM3 23.7 52.1 22.8 14
AMBER 524 30.8 5.5 7.5 3.8
Exp* >53 <12 >23 >12
36 MM2 (e=78) 52.7 37.6 6.2 1.7 1.8 - -
MM2 (H,0) 58.0 309 79 3.2
AMBER 49.4 32.1 3.6 9.1 5.8
Exp* >52 <25 >8 - - >15
36a  MM2 (e=78) 533 37.1 6.1 1.7 1.8 - -
AMBER 51.9 30.7 38 11.4 22
Exp* >53 <26 >7 - - >14
52 MM2 (e=78) 433 37.1 12.8 4.5 23 - -
MM2 (H;0) 42.8 43.0 11.5 2.7
AMBER 48.1 322 42 10.5 5.0
Exp* <43 <29 >13 - - >10 <5
56 MM2 (e=78) 43.9 45.3 4.0 1.6 5.2 - -
AMBER 53.2 35.0 3.9 7.9
Exp* ~44 <40 >4 - - >12
60 MM2 (e=78) 49.9 373 9.3 3.5 - - -
MM3 227 513 244 1.6
AMBER 52.6 29.8 5.5 8.1 4.0
Exp* >53 >11 >24 - - >12

Los campos de fuerzas AMBER y MM3 se realizaron con constante dieléctrica 78.

*Los valores experimentales son estimados.

Ninguno de los campos de fuerzas estudiados proporciona una reproduccion exacta de

los datos experimentales. Los resultados de los campos de fuerzas son complementarios para

dar explicacion a los datos experimentales. Asi, pueden estimarse las poblaciones existentes

en cada zona:
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-La poblacién en la zona norte-sur para todos los compuestos analizados deberia ser
mayor al 12%, mientras que el porcentaje restante de poblacién se encontraria en la zona
central del mapa, repartido en tres regiones Ia, Ib y Ic.

-La poblacién en la region Ia de baja energia es proxima al 43% para los compuestos
52 y 60, mientras que para el resto de los compuestos la poblacién en dicha region deberia ser
mayor al 53%. La poblacién de la region Ic deberia aumentar en todos los compuestos. Para
que puedan aumentar las poblaciones en las regiones Ia, Ic y en la zona norte sur, seria
necesaria que las poblaciones en Ib sean menores.

-Todos los compuestos analizados poseen poblaciones de baja energia en las mismas
regiones del mapa, con pequeiias diferencias en el porcentaje de poblacion de cada regién.

Si comparamos los valores experimentales de los NOEs interresiduos de los derivados
aniénicos (36, 36a, 44c, 44d, 52, 56 y 60) con los del compuesto neutro 13 y, ademas,
tenemos en cuenta las poblaciones conformacionales en zonas de baja energia que aportan los
datos tedricos de mecanica molecular, se puede llegar a las siguientes conclusiones:

-La presencia de los grupos 6,6’-di-O-sulfato en 36, 6,6’-di-O-fosfato en 52, 6,6’-di-
O-succinato en 56, y carboxilato en 60 conduce a una disminucién del NOE H;--H; en 41, 78,
31 y 27% respectivamente, comparado con el compuesto neutro (13) lo cual indica un
incremento en la distancia promedio H,-Hj en los derivados anidnicos. La poblacion en la
zona central, en especial en la regién Ia, que sobrestima el valor de NOE H,--H;, debe ser
mayor en el compuesto neutro, menor en los compuestos dianiénicos (sulfato, succinato y
oxidado) y aun menor en el compuesto fosfatado. Los calculos tedricos obtenidos con
mecanica molecular consideran al compuesto 52 con menor poblacién en la regién la, aunque
el valor de NOE teérico no reproduce bien el valor experimental.

-La presencia de 6’-O-sulfato en el compuesto 36a disminuye el NOE H;--Hj en 21%,
situacién intermedia entre el compuesto neutro (13) y el disulfatado (36). La sulfataciéon en
los hidroxilos secundarios produce una disminucién mayor que la sulfataciéon en los
hidroxilos primarios en dicho NOE, indicando una mayor influencia del grupo aniénico en las
posiciones cercanas al enlace glicosidico sobre la disposicion espacial. Se esperaria entonces
que los compuestos 44c¢ y 44d tengan menor poblacién en la zona central que 13 y que 36.

-Una comparacion entre los compuestos 36, 52 y 60 muestra que el NOE H,--Hj es
mayor en el compuesto sulfatado, lo que indica distancias mas cortas entre los H;- y Hy para
éste. La poblacién en la zona norte-sur deberia ser mayor en el compuesto 36. El
solapamiento del Hy en el compuesto neutro (13) impide compararlo, ya que no se pudo

determinar el valor experimental del NOE H,--H,.
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-Los H también presentan sefiales solapadas, con lo cual no se pudo determinar el
NOE H,--Ha, excepto para el derivado disulfatado (36).

3.3.7 Comparacion de la influencia de sustituyentes aniénicos sobre los

enlaces glicosidicos a-(1—4) y [-(1-3).

Las conformaciones preponderantes en maltésidos (enlaces glicosidicos a-(1-4))
presentan dngulos ¢/y negativos (principales minimos:-54/-36 y -36/-36), mientras que en
laminarabiésidos (enlaces glicosidicos B-(1-3)) los dngulos ¢/y tienen valores positivos

(principales minimos: 54/0 y 54/18).

El andlisis conformacional realizado sobre compuestos anioénicos de maltdsidos y
laminarabiésidos y su comparacion con los correspondientes derivados neutros permite
concluir que dichos compuestos existen en solucién como una mezcla de poblaciones
conformacionales en tomo a la zona central, principalmente, variando el porcentaje de

poblacion en cada minimo para cada compuesto.

En maltdsidos, también se observa poblacién, aunque en mucho menor proporcién en
la zona sur. Esta zona estaria aumentada en los derivados anidnicos. En laminarabidsidos,
también se observa una poblacién en bajo porcentaje en la zona norte-sur. En este caso no se
pueden comparar los derivados ani6énicos con el compuesto neutro debido al solapamiento en

la sefial del H4 que impide el calculo de NOE H,--Hy, que explica la poblacion en esta zona.

Las medidas de NOEs interresiduos constituyen una de las principales fuentes de
informacién en el analisis conformacional. Los valores de NOE experimentales H,-H4 para
los maltoésidos aumenta para los derivados anidnicos, indicando distancias promedio mas
cortas entre Hy- y Hy. El incremento es mayor cuando el sustituyente es fosfato que cuando es
sulfato. El compuesto succinilado 57 presenta valores cercanos al compuesto neutro, mientras

que en el uronato no pudo analizarse debido al solapamiento de la sefial correspondiente al
Hs.

Los valores de NOE experimental interresiduo H--H3 para laminarabiésidos muestran
una disminucién mayor para fosfato que para sulfato, succinato y uronato, indicando un
incremento de la distancia promedio H,-Hj para los derivados aniénicos. De forma analoga a
lo observado en maltésidos, la variacion de NOE es mayor para el derivado fosfatado que

para el sulfatado. Lowman y colaboradores®*“**%%% realizaron estudios de RMN sobre B-
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(1-3)-glucanos fosfatados y sugieren que la conformacién de los polisacaridos en solucidn
acuosa puede estar influenciada por la presencia del grupo fosfato. Nosotros observamos en

disacaridos una influencia mayor en los derivados fosfatados respecto del compuesto neutro.

La menor distancia entre los hidrégenos involucrados en la unién glicosidica
permitiria una mejor disposicién de los sustituyentes cargados en maltdsidos, mientras que
los conférmeros favorecidos en laminarabidsidos seran aquellos que presentan una mayor

distancia entre los H;+y Hs.

3.3.8 Resultados de RMN. Andilisis realizado en laminara-oligosacaridos.

Se realizaron medidas de RMN: COSY y NOESY para determinar la validez de los
célculos realizados con dindmica molecular.

Se utilizd una mezcla de laminara-oligosacéridos (el nimero de unidades de glucosa
fue mayor o igual a 5) obtenida por acetolisis del curdlano. Asi, se realizaron espectros de
laminara-oligosacarido (5) y metil laminara-oligosacarido (16) en D,O a 37°C. En la figura
44 se muestran los espectros de RMN de 'H, '>C y los NOEs observados como consecuencia
de la irradiacion en Hj- de laminara-oligosacarido (5). Se analizaron por espectroscopia de
RMN el laminara-oligosacarido sulfatado (35) y el metil laminara-oligosacarido sulfatado
(37). En la figura 45 se muestran los espectros de RMN-2C y los NOESY de 35 en D,0 a
37°C. En principio, se realiz6 el andlisis con los metil glicosidos para obtener espectros de
mayor pureza, pero los resultados fueron similares al compuesto con el extremo reductor
libre, con lo cual, se continud el estudio con estos ultimos compuestos (S y 35). Los espectros
fueron asignados por experimentos de COSY H-H y C-H y también, por comparacién con
datos de bibliografia®™*37'") Como los espectros presentan un rango de sefiales
correspondientes a cada H o C, la asignacion se encuentra sobre los espectros (figuras 44a,
44b y 45, estos espectros se encuentran en el anexo de RMN). La sulfatacién se produce en la
posicidn 6 de cada residuo de glucosa ya que la sefial de C-6 se desplaza a campos bajos en el
oligosacérido sulfatado respecto del libre (de 63 ppm a 69 ppm). Considerando los datos de

RMN, no se observa sulfatacion en las posiciones 2 y 4 ya que ambas sefiales se desplazarian

42
[90MA3717, 92CAR29, 95CAR425] y no se observan

a campos bajos (81 ppm) acorde a la bibliografia
picos en dicha zona. Por otra parte, el grado de sulfatacién determiado para 35 (D. S. 0.92)

indicaria también que sé6lo estarian esterificadas las posiciones 6.
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Un problema importante para realizar el analisis de los NOEs de la serie de laminara-
oligosacaridos es el solapamiento que existe en el Hj tanto inter- como intraresiduo, y estas
medidas de NOE:s interresiduos constituyen una de las principales fuentes de informacién en
el andlisis conformacional. Los espectros sélo permiten determinar la existencia de NOE H; -
H; en los dos compuestos (5 y 35), pero no se pueden determinar la intensidad de dichos
NOEs, ni los NOEs interresiduo con otros protones.

De acuerdo con los datos de NOE y los resultados de la dinamica molecular, un
andlisis cualitativo puede, en principio, proporcionar una idea del comportamiento
conformacional de laminara-oligosacéridos (5) y los derivados sulfatados 35 en solucién. La
region correspondiente a distancias cortas Hj-H; (<3 A) presenta, al igual que en los
derivados de laminarabiosa, interseccion con la zona central de baja energia y los valores de
NOE entre estos protones seran sensibles a la poblaciéon conformacional existente en dicha
zona de baja energia. Tanto el compuesto neutro como el compuesto sulfatado, presentarian
poblaciones en la region central del mapa, ya que, en ambos casos, todos los angulos de
torsion interglicosidicos de los oligosacaridos oscilan entre 30+30 en ¢ y y.

Como el analisis de los NOEs proton sélo permitié una valoracion muy cualitativa de
la conformacién de dichos compuestos en solucidn, se realizaron estudios para detectar la
presencia de movimientos internos en dichos oligosacaridos.

En los ultimos afios, ha cobrado importancia el andlisis de los datos de relajacion

heteronuclear para detectar la presencia de movimientos internos en biomoléculas en

a.1[93CO748] [94CARI13, 94JA4006, 9SACC63, 95JPC13334, 97CAR219] en

gener , y en hidratos de carbono
particular. Para los oligosacaridos S y 35 se obtuvieron los tiempos de relajacién longitudinal
T, y transversal, T, asi como, los NOEs heteronucleares, segiin se describe en la tabla 14 a
un campo magnético de 125MHz y a 300 K.

El siguiente paso consistié en comparar los datos de RMN-'3C con los resultados de
dindmica molecular para extraer parametros de orden generalizados, Sz, y tiempos de
correlacion globales tp (ver seccidn experimental 3.3.7). En literatura, se propusieron
distintos modelos de movimiento con este objetivo®'BR’l, En este caso, se eligio un modelo
I, que considera el movimiento de un rigido isotrdpico, con un tnico tiempo de correlaciéon
global (o). También se consider6 la aproximacion libre del modelo de Lipari y Szabo (tanto
para los datos de RMN-'H como para los de RMN-'*C), asi como diferentes aproximaciones
basadas en este modelo, de acuerdo con Lommerse y colaboradores®>R’ Las funciones

que describen los dos modelos se encuentran en la seccion experimental.
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B3ICBO) se utiliz6 un algoritmo

[91JMR659)

Para el ajuste de los datos experimentales a los modelos
basado en el método Simplex. Asi, se definié una funcién, Ry , que representa la
desviacion entre los datos de relajaciéon experimentales y los calculos empleados en la
funcion de densidad espectral de cada modelo. El valor de Ry, es cero en el caso de ajuste
exacto.

Para el analisis de los datos es preciso considerar por separado los datos de los
carbonos que constituyen el anillo de piranosa (carbonos 1-5) y los carbonos exociclicos
(carbonos 6), ya que tienen diferente grado de libertad y por ello presentan comportamientos
diferentes en cuanto a la relajacion. Se midieron los parametros de relajacion heteronucleares,
T, T2 y NOE para detectar la existencia de movimientos intemos en el compuesto neutro 5 y
en el derivado sulfatado 3S. Dichos datos se encuentran en la tabla 14, donde se presentan los
valores para los residuos internos (core) y los externos (terminales) y ademas se hace un
promedio de los datos de relajacion de esos residuos. Analizando los datos de cada residuo
(core y terminal) para los compuestos 5 y 35, se observan valores mas altos de T;, T, y
NOE®*©78 e los residuos terminales de ambos compuestos, indicando que presentan

menor restriccion al movimiento que los residuos intermos, que presentan menores valores.

Tabla 14. Tiempos de relajacion, T, y T; (s) y NOE heteronuclear de los carbonos de laminara-oligosacdrido
5 y del derivado sulfatado 35, a 125MHz y a 300 K.

comp  Atomo de carbono

T, T, NOE

5 Core C-1 0.34 1.56 0.32
C-2 0.32 1.42 0.06

C-3 0.35 1.49 0.06

C4 0.34 1.47 0.15

C-5 0.36 1.47 0.07
promedio 0.34 1.48 0.13
terminal C-1 0.53 1.73 0.22
C-2 0.54 1.40 0.30

C-3 0.44 1.46 0.20

C4 041 1.57 0.14

C-5 0.37 1.46 0.15

promedio 0.46 1.52 0.20
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35 core C-1 0.33 1.36 0.04
C-2 0.31 1.31 0.11

C3 0.34 1.38 0.15

C4 0.32 1.31 0.04

C-5 0.34 1.36 0.04

promedio 0.33 1.34 0.08

terminal C-1 0.31 1.40 0.04

C-2 0.38 1.40 0.08

C-3 0.43 1.35 0.05

C4 0.39 1.35 0.08

C-5 0.45 1.33 0.35

promedio 0.39 1.36 0.12

5 Core C-6 0.21 1.77 0.09
Terminal C-6 0.48 1.76 0.12

35 Core C-6 0.17 1.43 0.04
Terminal C-6 0.45 1.54 0.08

Los datos de relajacion se analizaron con el modelo I, considerando movimiento de un
rigido isotropico y la aproximacién de Lipari-Szabo (modelo II). Se analizaron los carbonos
del anillo C-1 a C-5. Los resultados se presentan en la tabla 15, donde se muestran los valores
de los parametros de orden (Szexp) y los tiempos de correlacidon (to y Tin); S€ presentan
también los valores del factor residual R, , obtenido al ajustar los datos de relajacion de "°C a

los modelos I'y II.

Tabla 15. Pardmetros de movimientos promedio, tiempos de correlacion (ps) y parémetro de orden S°, de los
grupos metinos de los compuestos S y 35, obtenidos a partir de los datos de relajacién de RMN-""C a 300K,

utilizando el modelo I 'y II.

Comp residuo  método To Tint Sep R,

5 core I 693 - - 0.120

11 2111 91 0.67 0.053

terminal I 651 - - 0.236

11 962 28 0.52 0.119

35 core I 1039 - - 0.098
I 2768 207 0.87 0.031

terminal I 985 - - 0.165

II 2711 75 0.74 0.060
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Puede observarse en la tabla 15 que los valores de tiempos de correlaciéon de ambos
compuestos son menores en los residuos terminales, indicando que la movilidad de los
residuos externos es mayor que la de los internos. Cuando se aplica el modelo II a los datos
de C-1 a C-5 se obtienen tiempos de correlacién global menores que 2800 ps para ambos
compuestos. Los anillos presentan un movimiento local significativo, con tiempos de
correlacién menores que 210 ps. Los valores de S? de los compuestos S y 35 son menores en
los residuos terminales, indicando que los residuos externos presentan también una menor
restriccién al movimiento que los internos.

En cuanto al ajuste de los datos de relajacion de >C de los modelos I y II, hay que
mencionar que éste es mejor cuando se aplica la densidad espectral completa de Lipari-
Szabo, que cuando se aplica la funcién simplificada del método I. Desde el punto de vista
fisico, este hecho significa que los movimientos internos estan contribuyendo a los
parametros de relajacion de manera apreciable, tal como es de esperar cuando existen escalas
de tiempo de movimientos de reorganizacion interna menores que los de reorganizacién
global.

Por 1ltimo, se aplicd este analisis a los atomos de carbono exociclicos C-6; se utiliz6
unicamente el modelo II y se calcularon iy, y S2. Los resultados se muestran en la tabla 16.
Puede observarse que el grupo hidroximetilo en el compuesto 5 y el grupo sulfoniloximetilo
en 35 presentan valores mayores de S? y de Tip en los residuos internos indicando mayor

restriccion al movimiento en dichos residuos comparados con los residuos externos.

Tabla 16. Pardmetros de movimiento promedio, tiempo de correlacion (ps) y S°, para los grupos metileno de

los oligasacdridos 5 y 35, obtenidos con el método I1.

comp Residuo Tint Sz,,p
S Core 73 0.41
Terminal 12 0.26

35 Core 121 0.78

Terminal 66 0.60

Con este analisis, pueden considerarse movimientos de diferente naturaleza para el
compuesto neutro S y para el compuesto sulfatado 35. Los movimientos mas rapidos,
comprendidos en la escala de tiempo de movimientos internos rapidos (del orden de cientos

de picosegundos), estardn relacionados probablemente con movimientos del anillo de
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931A9196 . . C e .
[ I'y/o reorientaciones del enlace glicosidico, como se observara para estudios

(97CAR219)

piranosa
similares en otros oligosacaridos neutros

Estos movimientos internos estarian mds restringidos en el derivado sulfatado que en
el compuesto neutro. De manera indirecta, este resultado indica que los puentes de hidrégeno
que pueden formarse a través del hidroxilo primario no son determinantes para la
conformacidn, reforzando resultados obtenidos en estudios de curdlano, donde la estructura

helicoidal®”BP!$®] estaria mantenida por uniones hidrégeno a través del hidroxilo 2.

3.3.9 Conclusiones

El andlisis conformacional realizado sobre el metil B-laminarabidsido y sus derivados
aniénicos 36, 36a, 44c¢, 44d, 52, 56 y 60 permite concluir que dichos compuestos existen en
solucién como una mezcla de dos poblaciones conformacionales distintas, definidas por la
zona central (los minimos en las regiones Ia, Ib y Ic) y en la zona norte-sur de baja energia
(regidn Illa y IIIb). La zona norte-sur del mapa debe tener una poblacién mayor que el 12% y
la poblacidn restante se encuentra en la zona central. Los datos de NOEs experimentales y la
comparacion con los datos tedricos permite concluir que las diferencias entre los derivados es
la variacion en los porcentajes de poblacion de cada region.

La presencia de los sustituyentes aniénicos no restringe la flexibilidad de la unién
glicosidica B-(1—3) en disacaridos, obteniéndose los mismos conférmeros en los derivados
anionicos y en el compuesto neutro. Esto permitiria concluir que los grupos cargados en un
disacérido (en la posicion 6) no necesariamente dominan la estructura tridimensional.

Los resultados de dindmica molecular y medidas de NOEs protén en laminara-
oligosacaridos neutro y sulfatado sélo permiti6 un andlisis cualitativo debido al solapamiento
de protones interresiduos. Estos resultados cualitativos son similares a los obtenidos para los
correspondientes disacaridos.

Los estudios realizados de movimientos internos de ambos oligosacéridos (libre y
sulfatado) permite predecir que los residuos externos tienen mayor movilidad que los
residuos internos, siendo mayor la movilidad en el oligosacarido libre que en el sulfatado. Sin
embargo, en los disacaridos el sustituyente anionico en las posiciones 6 no restringe la
flexibilidad. Asi, los estudios realizados sobre la conformacién preferencial del metil B-

laminarabidsido y sus derivados anidnicos sirven como punto de partida para el estudio

176



Andlisis conformacional de oligosacdridos anidnicos

conformacional de laminara-oligosacaridos en solucién, pero no nos permitiria sacar una
conclusion sobre la conformacion del oligosacarido.

Los resultados obtenidos a partir de los calculos de mecénica molecular son
claramente dependientes de la parametrizacion del campo de fuerzas utilizado, y seria
necesario intensificar la investigacién de pardmetros apropiados para grupos sulfatos y
fosfatos. Los campos de fuerzas estudiados (MM2, MM3, AMBER) no proporcionan una
reproduccién exacta de todos los resultados experimentales, siendo complementarios para

concluir sobre las poblaciones conformacionales en solucion de los compuestos analizados.

3.4 Parte experimental

3.4.1. Experimentos de RMN
Los espectros de RMN se realizaron en espectrometro Varian XL-300 y Varian Unity
500 a 37° C. El solvente utilizado fue D,0 (99.8 % de pureza, Merck) y se liofilizaron las

muestras dos veces. Los desplazamientos quimicos de protén estin referidos a la senial
residual de HDO a 4 4.61 ppm.

Los experimentos de 2D-NOE en el sistema rotatorio (ROESY,
CAMELSPIN)P?*137) e realizaron en modo sensible a la fase, a 500 MHz. El periodo de
bloqueo de spines consistié en un tren de pulsos de 30° (2.5 us) separados por tiempo de
espera de 50 ps. Los tiempos de mezcla totales se fijaron en 600 ms. La posicion del

transmisor se fijo a & 6 ppm con el fin de minimizar los efectos espireos Hartmann-Hahn.

Los experimentos de T-ROESY se llevaron a cabo a 300 y 500 MHz, usando tiempos
de mezcla de 300, 400 y 600 ms. La intensidad del campo durante el bloqueo fue de 7.5 KHz
y la posicidn del transmisor se fijo en la sefial de agua. Este experimento se utiliz6 con el fin
de minimizar los efectos espiireos Hartmann-Hahn!®*"™M?207),

Los experimentos de 2D-NOESY se realizaron a 300 y 500 MHz con tiempos de
mezcla de 600 ms.

Los experimentos de NOE estacionario se llevaron a cabo a 300 y 500 MHz por
medio de una técnica diferencial, usando tiempos de saturacién de 10 s.

Los experimentos de absorcién pura de correlacién a un enlace protédn-carbono se
realizé con deteccién en 'H, usando la secuencia HMQC a 300 y 500 MHz.

Los experimentos de 2D-TOCSY se llevaron a cabo en el modo sensible a la fase,

usando MLEV-17 para la mezcla isotropica. El tiempo de mezcla se fijé en 90 ms.
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Los tiempos de relajacion longitudinal (T,): se midieron por métodos habituales de
inversion-recuperacion por deteccion directa de °C bajo desacoplamiento protonico.

Los tiempos de relajacion transversal (T;): este parametro puede estimarse
directamente observando '>C mediante experimentos de eco de spin (spin echo), o CPMG
(Carr-Purcell-Meiboom-Gill), en condiciones de desacoplamiento proténico o inversién de
protones en medio de la secuencia de eco spin.

Medidas de NOE heteronuclear: se pueden realizar comparando las intensidades de
las lineas de resonancia de dos espectros de RMN-"2C obtenidos con y sin desacoplamiento
protonico durante el periodo de demora entre pulso y pulso.

Estos experimentos fueron realizados en el Instituto de Quimica Orgédnica General,

CSIC, Madrid, Espaiia y en la Universidad Auténoma de Madrid.

3.4.2. Cdlculo de mecdnica y dindmica molecular

Todos los célculos se llevaron a cabo en una Silicon Graphics, donde se encuentra
instalado el programa Macromodel. Los calculos de mecanica molecular se realizaron usando
los campos de fuerzas MM2, MM3 y AMBER.

Las estructuras de partida para los célculos de los derivados de maltosa 17, 38, 38a,
38a’, 51, 57, 61 y los derivados de laminarabiosa 13, 36, 36a, 36a’, 44a, 44b, 52, 56 y 60 se
construyeron como se describié en el capitulo 3 con el médulo grifico del programa
Macromodel. Para cada una de ellas, se genera un mapa rigido por rotacion sistematica de ¢ y
y, entre -180° y 180°, utilizando un incremento de 18° en cada caso. En el segundo paso, se
procedié a la minimizacion sistemdtica de cada una de las estructuras integradas en el mapa
rigido generando el mapa relajado. Para ello se utilizaron 200 iteraciones de minimizacion
con el algoritmo steepest descent seguido de 1500 iteraciones con gradientes conjugados.
Con el objeto de mantener fijos ¢ y y, para cada estructura del mapa se impuso a estos
angulos una restriccién de 2500 Kcal/mol rad’. A partir de los mapas relajados se obtuvo la
distribucion de probabilidad para cada campo de fuerza y para cada constante dieléctrica. Se
asumi6 que la diferencia de entropia entre conférmeros es despreciable. A partir de los datos
de energia se pudieron obtener los mapas de probabilidad. Se analizaron 400 puntos por
mapa.

La distribucién de probabilidad fue utilizada para calcular distancias promedio,

obteniéndose asi mapas de distancias.
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Los valores de NOE estacionario y NOESY fueron calculados mediante la resolucién

{7IRB4) \ tilizando la constante de

del sistema de ecuaciones propuesto por Noggle y Schrimer
relajacion cruzada promedio obtenida a partir de los valores de <r®>. En los calculos de NOE
estacionario y NOESY se asumié la existencia de movimiento isotrdpico rigido, para el
sistema estudiado. Se utiliz6 en todos los casos un valor de tc de 0.01 a 0.05 ns (aquel que
permitié obtener un mejor ajuste entre NOEs teéricos y experimentales ya que los NOEs son
muy dependientes de dicho tiempo). Los espectros de NOESY fueron simulados mediante el
protocolo de la matriz de relajacién completa, utilizando el método propuesto por Cagas y
Bush®BP1123] E| programa utilizado para la simulacién del experimento de NOESY ha sido
desarrollado en el grupo de trabajo del Dr J. Jimenez-Barbero.

Los derivados succinilados 56 y 57 se analizaron por el método de Monte Carlo. Las
estructuras de partida se construyeron tomando los conférmeros de menor energia de metil -
laminarabiésido y metil B-maltésido, respectivamente, encontrados previamente con el
programa MM2 y fueron modificados para obtener el compuesto deseado (derivados
succinilado) y se sometieron a una minimizacién adicional. En cada compuesto se definieron
diversos angulos diedros como se describe en el capitulo 3. Se realiz6 la busqueda de
conformacion global de 500 pasos de Monte Carlo para cada compuesto. En cada paso se
llevaron a cabo 2000 iteraciones de minimizacion con el algoritmo PR conjugate gradient
(gradiente conjugado de Polak y Ribiere). Se tomaron las orientaciones gg y tg. Se impuso
una restriccion torsional a los enlaces interglicosidicos con una constante de fuerzas de 1000
KJ/mol.

Se comprob¢ la duplicacion de estructuras minimizadas con criterio de convergencia
de 0.4 A. Se eligi6 una ventana de 50 KJ/mol para aceptar una conformacién minimizada.

El nimero de conférmeros encontrados durante la busqueda fue de 500 a 600. Se
establecié un criterio de 12 KJ/mol por encima del minimo global, para seleccionar el
conjunto de conférmeros a estudiar. De este modo, el nimero de conférmeros seleccionados
para los derivados fue entre 15 y 20.

En los calculos realizados en agua, se us6 el modelo continuo equilibrado de solvente
(modelo GB/SA) desarrollado por Still y colaboradores®%/A6!127) para MACROMODEL, y
considera una superficie de van der Walls de la molécula como punto de partida. Este modelo
simula adecuadamente el medio acuoso en hidratos de carbono durante la busqueda
conformacional! ®¢F713],

Se realizaron simulaciones de dinamica molecular para laminara-oligosacéridos y su

derivado sulfatado. Se utilizé el campo de fuerzas MM2. La simulacion se realizé en agua.
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La temperatura se mantuvo a 300 K mediante acoplamiento a un bafio de temperatura. Las
estructuras de las trayectorias se guardaron cada 0.2 picosegundos, durante 500 ps que duré la
dindmica. Se obtuvieron 500 estructuras.

Para la serie de laminara-oligosacaridos se realizaron medidas de relajacion
heteronuclear para deducir las propiedades dindmicas de estas moléculas. Por ello, se
midieron:

-Los tiempos de relajacién longitudinal (T))
-Los tiempos de relajacién transversal (T3)
-Medidas de NOE heteronuclear

La comparacion de los datos de RMN con los resultados de dindmica molecular
permite obtener parametros de orden generalizados (S®) y tiempos de correlacién global (7o) e
intenos Tin. El parametro de orden S? de los carbonos de las distintos unidades de
monosacéridos permiten determinar la rigidez de la molécula. Cuanto mayor es S* mayor es
la rigidez. El tiempo de correlacién de los distintos residuos permite determinar la movilidad
de los mismos, a mayor tie}npo de correlacion menor movilidad. En bibliografia, se han

[PSACCE3. 93IBRT9 o el objeto de determinar los

propuesto diferentes modelos de movimiento
parametros de orden y los tiempos de correlacion.

Para cualquier modelo de movimiento molecular que se proponga existe una
expresion para la funcién de correlacion y, por lo tanto, para su correspondiente funcion de
densidad espectral. Dependiendo de la complejidad del modelo empleado, la funcién J(w)
contiene uno 0 mas parametros que describen las velocidades, amplitudes y orientaciones de
los distintos movimientos presentes. Estos pueden ser comparados con los valores
experimentales con el objeto de comprobar si el modelo y/o los parametros son adecuados.
La funcién J(w) se relaciona directamente con los parametros de relajacién observables tales
como el tiempo de relajacién longitudinal (T)), tiempo de relajacién transversal (T) y el
NOE.

Los modelos utilizados fueron:

-modelo I: movimiento de un rigido isotrépico, con un Gnico tiempo de correlacion global 1.

Jn(w)=1¢/[1+(n © 1:0)2]

-modelo II: en este caso se considera la aproximacién libre del modelo de Lipari y Szabo
(tanto para los datos de RMN-'H como para los de RMN-"C), asi como diferentes

aproximaciones basadas en este modelo, de acuerdo con Lommerse y colaboradores!®*BR 7%,
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En la ecuacién que describe este modelo el tiempo de correlacion interno in, representa un
inico tiempo de correlacion que describe los movimientos internos.

In(@)={(S* w/[1+@ o 1)) + ((1-S?) tew/[1+(n © Ter)’])}

Teft= T0 Tind/( To+ Tint)

[BSJCIJO], se utiliz6 un algoritmo

Para el ajuste de los datos experimentales a los modelos
basado en el método Simplex. Asi, se definié una funcidn, R, PHMRES) , que representa la
desviacién entre los datos de relajaciéon experimentales y los calculos empleados en la

funcion de densidad espectral de cada modelo (Rw=0 en el caso de ajuste exacto).

La infraestructura necesaria para la realizacion de estos calculos fue provista por el
Instituto de Quimica Organica General, CSIC, Madrid, Espaiia y los realicé durante mi

estadia en el mencionado Instituto.
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Resumen

I : | estudio de oligo- y polisacédridos anidnicos es un tema de creciente interés, ya
que estos compuestos inhiben la infeccién por el virus de inmunodeficiencia
humano (VIH) y podrian ser posibles drogas para el sindrome de inmunodeficiencia

adquirido (SIDA).

En particular, derivados sulfatados de curdlano o alquil oligosacaridos con uniones
glicosidicas B-(1—3) y a-(1—>4) presenta potente actividad anti-VIH y ademas presentan
ventajas terapéuticas debido a su baja actividad anticoagulante. Diferentes actividades
bioldgicas de polisacaridos anidnicos pueden explicarse por la interacciéon idnica del
polisacarido con la proteina. El estudio de esta interaccidon requiere, en primer lugar, el

analisis de la estructura tridimensional de oligosacaridos en solucién.

Debido a la importancia biolégica que presentan los oligosacaridos anidnicos con
uniones glicosidicas B-(1—3) y a-(1—>4), resulté de interés estudiar la conformacion de estas

moléculas en solucion.

El objetivo primario de la etapa sintética fue la obtencion de derivados anidnicos de
maltosa, laminarabiosa y oligosacaridos relacionados, para lo cual se desarrolld una
metodologia estandar que permitié la obtencién de los diversos derivados a partir de una
secuencia sintética en comun.

Se utiliz6 la maltosa de origen comercial, mientras que laminarabiosa y oligosacaridos
superiores se prepararon por acetOlisis del curdlano. Esta via degradativa resulté mas
eficiente que la sintesis por condensaciéon de derivados de glucosa convenientemente
protegidos.

En todos los casos, se obtuvieron los derivados peracetilados que sirvieron de
sustratos en la sintesis de los respectivos metil glicésidos a través de reacciones de Koenigs-
Knorr. El bloqueo de los centros anoméricos de los extremos reductores tuvo por finalidad la
sintesis de compuestos con mayor estabilidad y diastereoméricamente puros.

Los metil glicosidos acetilados fueron total o parcialmente desacetilados con el fin de
introducir los grupos funcionales anidnicos. La remocion total de grupos acetilos proveyé
sustratos que sirvieron para investigar la introduccidn regioselectiva de grupos sulfatos en
oligosacaridos (ensayadas sobre metil malt6sido, laminarabidsido y laminara-oligosacaridos);
mientras que la desacetilacion parcial tuvo por finalidad investigar la remocidn selectiva de

grupos acetatos, para después funcionalizar el grupo hidroxilo libre.



Resumen

Cuando se pretende transformar selectivamente un determinado grupo funcional en un
compuesto que es polifuncionalizado, los demas sitios reactivos deben ser temporalmente
bloqueados, salvo que el reactivo empleado reaccione selectivamente con dicho grupo con
buen rendimiento. Durante el presente trabajo de tesis, se logrd la sulfatacion selectiva de los
grupos hidroxilos primarios en metil maltésido, laminarabiésido y laminara-oligosacaridos;
sin embargo, la separacion del producto de reaccién se logré en forma parcial y con
dificultades. Por esto, los métodos directos se discontinuaron como metodologia preparativa.

Al ser los sustratos empleados compuestos polihidroxilados, la via mas eficaz para la
derivatizacion regioselectiva (sulfatacion, fosfatacion, succinilaciéon y oxidacion a &cidos
urénicos) se bas6 en las diferencias de reactividad de los grupos hidroxilos frente a
determinados grupos protectores. De este modo se emple6 la secuencia: tritilacion de los
hidroxilos primarios, bencilacion, destritilacién, derivatizacién en los grupos hidroxilos
primarios y desbencilacion. Esta metodologia no sélo permitié la derivatizacién selectiva,
sino que permiti6 la purificacién y aislamiento de los productos en forma sencilla. En forma
analoga, la O-sulfataciéon regioselectiva de los grupos hidroxilos C-2, C-2° y C-3° de
laminarabiosa, se logré luego de bloquear los grupos hidroxilos C-4 y C-6 con bencilidén
acetal, el cual fue finalmente removido.

Asi, se sintetizaron los siguientes oligosacaridos que se eligieron como modelo para el
estudio de la estructura tridimensional en solucién:

a.-El metil B-maltésido (17) y sus derivados metil a-D-glucopiranosil 6-sulfato de
sodio-(1—>4)-B-D-glucopiranésido 6-sulfato de sodio (38), metil a-D-glucopiranosil 6-sulfato
de sodio-(1—>4)-B-pD-glucopiranésido (38a) y metil «a-D-glucopiranosil-(1—>4)-B-b-
glucopiranésido 6-sulfato de sodio (38a’), metil a-D-glucopiranosil 6-fosfato de sodio-
(1>4)-B-p-glucopiranésido 6-fosfato de sodio (53), metil a-D-glucopiranosil 6-succinato de
sodio-(1—>4)-B-p-glucopiranésido 6-succinato de sodio (57), (a-D-glucopiranosil)uronato de
sodio-(1—>4)-(metil B-D-glucopiranosil)uronato de sodio (61)

b.-El metil B-laminarabidsido (13) y sus derivados metil B-D-glucopiranosil 6-sulfato
de sodio-(1—3)-B-D-glucopirandsido 6-sulfato de sodio (36), metil B-D-glucopiranosil 6-
sulfato de sodio-(1—3)-B-D-glucopirandsido (36a), la mezcla de derivados sulfatados en las
posiciones 2, 2’, 3’ (44), metil B-D-glucopiranosil 6-fosfato de sodio-(1—3)-B-D-
glucopiranésido 6-fosfato de sodio (52), metil B-D-glucopiranosil 6-succinato de sodio-
(1>3)-B-D-glucopiranésido 6-succinato de sodio (56) y (B-D-glucopiranosiljuronato de

sodio-(1—3)-(metil B-D-glucopiranosil)uronato de sodio (60).
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c.-Laminara-oligosacaridos (5) y laminara-oligosacaridos sulfatados (35).

La conformacién se estudié mediante técnicas de espectroscopia de RMN y calculos
de mecénica molecular usando los campos de fuerza MM2 (g: 78, €:1 D y modelo continuo
de agua), MM3 (e: 78 D) y AMBER (e: 78 D). Las evidencias experimentales de NOEs
basadas en experimentos de NOESY y ROESY se compararon con los resultados obtenidos
por célculo de mecanica molecular, estableciéndose las conformaciones mas probables en

solucién para los compuestos citados anteriormente.

Los resultados obtenidos por célculos de mecanica molecular en los distintos campos

de fuerzas permite hacer el siguiente analisis:

Las conformaciones preponderantes en maltdsidos (enlace glicosidicos a-(1—4))
presentan angulos ¢/y negativos (principales minimos:-54/-36 y -36/-36), mientras que en
laminarabiédsidos (enlace glicosidicos B-(1—3)) los angulos ¢/y tienen valores positivos

(principales minimos: 54/0 y 54/18).

La existencia de NOE entre los protones H;-H4 en maltésidos indica que estos
compuestos pasan gran parte del tiempo en la zona central de baja energia. Dicho NOE es
mas intenso en los compuestos anidnicos que en el compuesto neutro. Esta conclusion esta, a
su vez, apoyada por la existencia de NOE entre el H;- y H; (poblacién en la zona central),
siendo también mas intenso este NOE en los compuestos aniénicos. Ademas, el NOE entre
los protones H;- y Hj3, demuestra que la zona central del mapa no es la tnica poblada en
solucidn, estando también presente el minimo 4 (¢p/y: -36/-162) como describe AMBER en
la zona sur, aunque en forma minoritaria. El minimo 4 (¢/y: -71/-37) en MM2 y MM3 y el
minimo 5 (¢/y: -66/-54) en AMBER, en principio no estarian poblados. De acuerdo con estos
datos, los compuestos 17, 38, 38a, 38a’, 53, §7, 61 existen en solucién como una mezcla de
dos poblaciones conformacionales diferentes, definidas por los minimos 1, 2 y 3 de cada
campo de fuerzas en la zona central (¢/y: -36/-36, -54/-36 y -71/-54, respectivamente, para
MM2 y MM3 y ¢/y: -16/17, -34/-19, -40/-35, respectivamente, par AMBER) y el minimo 4
descripto por AMBER en la zona sur. Los diferentes derivados presentan resultados similares

pero varian los porcentajes de poblaciones conformacionales de cada zona. Asi, los

189



Resumen

maltésidos adoptan preferentemente conformaciones con angulos interglicosidicos préximos

a los minimos de la zona central descriptos en bibliografia para la maltosa.

La existencia de NOE intenso entre los Hy-H3 en laminarabidsidos indica que pasan
gran parte del tiempo en la zona central de baja energia. Esta conclusién estd, a su vez,
apoyada por la existencia de NOE entre el H,: y H,. La existencia de NOE H,--H; demuestra
que la zona central del mapa no es la unica poblada en solucién, estando también presentes
conférmeros en la zona norte-sur y ademas, en este caso, esta conclusién esta apoyada por la
existencia de NOE H;-H; que puede estar representado en dicha zona. Los minimos de la
region Id y de la zona lateral, en principio, no estarian poblados. Los compuestos 13, 36, 36a,
44, 52, 56 y 60 existen en solucién como una mezcla de dos poblaciones conformacionales
diferentes definidas por una zona central mayoritaria por valores de ¢ entre 19 y 90° y valores
de y entre -17 y 71° y una zona norte-sur (¢: 18 a 54y y: 1622180y ¢: 54289y y: 145 a

180 para la zona norte y sur, respectivamente).

Los valores experimentales de los NOEs interresiduos de los derivados anidnicos (38,
38a, 38a’, 53, 57, 61) pueden compararse con los del metil [-maltésido (17). Esta
comparacién, considerando ademas las poblaciones conformacionales en zonas de baja
energia que aportan los datos teéricos de mecénica molecular, permite llegar a las siguientes
conclusiones: .

-La presencia de los grupos 6,6’-di-O-sulfato en 38, 6’-O-mono-sulfato en 38a, 6-O-
mono-sulfato en 38a’ y 6,6’-di-O-fosfato en 53 incrementan el NOE H,--H, respecto del
compuesto neutro 17, indicando distancias promedio mas cortas entre los H; y Hy4 para los
derivados anionicos. El incremento es mayor cuando el grupo es fosfato que cuando es
sulfato. De acuerdo con esto, es de esperar que el valor de la poblacion existente en especial
en la region [ y en menor medida en la region I (zona central) sea superior en el compuesto
53, luego en 38, 38a y 38a’ y menor en el compuesto 17. El grupo 6,6’-di-O-succinato en el
compuesto 57 presenta valores similares a 17 y, por lo tanto, es de esperar el mismo
porcentaje de poblacién en la zona central (region I y II). El compuesto 61 no puede
analizarse debido al solapamiento de sefiales de Hy y H;.

-El valor experimental del NOE H,-Hj en el metil B-maltésido (17) es mds pequeiio
que en los derivados anidnicos 38, 38a, 38a’, S3 y aun mas que el compuesto succinilado 57.

Esto indicaria distancias promedio mas cortas entre los H-y el Hj en los derivados ani6nicos.
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De acuerdo con esto, la poblacién en torno a la region III (zona central y sur del mapa)
deberia, en principio, ser superior en 57, luego en los compuestos sulfatados (38, 38a, 38a’) y
fosfatados (53) y menor en el compuesto neutro 17.

-El porcentaje de poblacidn en la region I sera mas sensible a la carga del sustituyente,

mientras que la regidn III sera influida en mayor medida por el efecto estérico.

La comparacién entre los valores experimentales de los NOEs interresiduos de los
derivados aniénicos (36, 36a, 44, 52, 56 y 60) y los del metil [-laminarabiosido (13),
considerando ademas las poblaciones conformacionales en zonas de baja energia que aportan
los célculos de mecanica molecular, permiten llegar a las siguientes conclusiones:

-La presencia de los grupos 6,6’-di-O-sulfato en 36, 6,6’-di-O-fosfato en 52, 6,6°-di-
O-succinato en 56, 6,6’-di-O carboxilato de 4dcidos urdnicos en 60 conduce a una disminucién
del NOE H;-H3 (mayor diferencia para fosfato) comparado con el compuesto neutro (13), lo
cual indica un incremento en la distancia promedio H,-Hj3 en los derivados anidnicos. La
poblacién en la zona central, en especial en la region la que sobreestima el valor de NOE H, -
Hj3, debe ser mayor en el compuesto neutro, menor en los compuestos dianidnicos (sulfato,
succinato y derivado oxidado) y ain menor en el compuesto fosfatado. Calculos teéricos
obtenidos con mecanica molecular consideran al compuesto 52 con menor poblacion en la
region la, aunque el valor tedrico no reproduce correctamente el experimental.

-La presencia de 6’-O-sulfato en el compuesto 36a disminuye el NOE H,-H; y dio
una situacién intermedia entre el compuesto neutro (13) y el disulfatado (36). La sulfatacion
en los hidroxilos secundarios produce una disminucién mayor que la sulfatacién en los
hidroxilos primarios en dicho NOE. Los compuesto sulfatados en los hidroxilos seccundarios
(posiciones 2’ principalmente) tendrian menor poblacién en la zona central que 13 y que 36.
Como era de esperar, la sulfatacion en hidroxilos secundarios tienen una mayor influencia en
el enlace glicosidico.

-Una comparacién entre los compuestos 36, 52 y 60 muestra que el NOE H,-H, es
mayor en el compuesto sulfatado, lo que indica distancias mas cortas entre los H,» y Hy para
éste. La poblacién en la zona norte-sur deberia ser mayor en el compuesto 36. El
solapamiento del H4 en el compuesto neutro 13 impide compararlo.

-Los H; también presentan solapamiento, con lo cual no se pudo determinar el

porcentaje de NOE H;--H, excepto para el derivado disulfatado (36).
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Tanto en los derivados anidnicos de maltésidos como de laminarabidsidos, la
comparacion de los NOEs con su correspondiente derivado neutro presenta mayor variacion

cuando el sustituyente es fosfato.

La menor distancia entre los hidrégenos involucrados en la unién glicosidica
permitiria una mejor disposicidn de los sustituyentes cargados en maltdsidos, mientras que
los conférmeros favorecidos en laminarabiosidos seran aquellos que presentan una mayor

distancia entre los Hy' y H;.

El solapamiento de los H; en /aminara-oligosacdridos no permitié determinar la
intensidad del NOE. Los estudios de dindmica molecular brindaron un analisis cualitativo,
que indicaria que hay poblacién conformacional en la zona central con dngulos de torsion
interglicosidicos que oscilan entre 30+30 para ¢ y y tanto para el derivado neutro como para
el aniénico.

El analisis de datos de relajacion heteronuclear para /aminara-oligosacdridos permitio
determinar que los residuos externos tienen mayor movilidad que los internos, siendo mayor
la movilidad en el oligosacarido libre que en el sulfatado. Este resultado indicaria, de manera
indirecta, que los puentes hidrégeno que pueden formarse a través del hidroxilo primario no
son determinantes para la conformacion, reforzando resultados obtenidos en estudios de
curdlano, donde la estructura helicoidal estaria mantenida por uniones puente hidrégeno a

través del hidroxilo en C-2.

Los resultados obtenidos a partir de los cédlculos de mecanica molecular son
claramente dependientes de la parametrizacion del campo de fuerzas utilizado, y seria
necesario intensificar la investigacion de parametros apropiados para grupos sulfatos y
fosfatos. Los campos de fuerzas estudiados (MM2, MM3, AMBER), no reproducen con
exactitud todos los resultados experimentales, siendo complementarios para concluir sobre

las poblaciones conformacionales en solucién de los compuestos analizados.
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Anexo. Espectros de RMN

Figura 1S. Corte del especiro NOESY por el H,. del compuesto 17 en D;0 a 37°C. (300MHz)
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Anexo. Espectros de RMN

Figura 16. Espectro de RMN-'H y corte del espectro NOESY por el H;. del compuesto 38 en D)0 a
37°C.(500MHz)
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Anexo. Espectros de RMN

Figura 17. Espectro TOCSY (H,) y corte del espectro NOESY por el H,- del compuesto 38a en D;0 a
37°C.(500 MHz)




Anexo. Espectros de RMN

Figura 18. Espectro TOCSY (H,) y corte del espectro NOESY por el H,- del compuesto 38a’ en D,0 a
37°C.(500 MHz)
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Anexo. Espectros de RMN

Figura 19. Espectros TOCSY (H;) y corte del espectro NOESY por el H,- del compuesto 53 en D;0 a
37°C.(300 MHz).
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Figura 20. Espectro de RMN-'H y corte del espectro NOESY por el HI
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Anexo. Espectros de RMN

Figura 21. Espectro de RMN-'H y corte del espectro NOESY por el H,- del compuesto 61 en D;0 a 37°C.
(500 MHz).
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Anexo. Espectros de RMN

Figura 37. Espectro de RMN-'H y corte del espectro de NOESY por el H,- del compuesto 13 en D;0 a 3 7°C.

(300MHz).
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Anexo. Espectros de RMN

Figura 38. Espectro de RMN-'H, espectros de TOCSY (H,-y H)) y corte del espectro de NOESY por el H,-
del compuesto 36 en D;0 a 37°C. (500MH?z).
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Figura 39. Espectro de RMN-'H y corte del espectro de NOESY por el H,- del compuesto 36a en D;0 a
37°C. (500MHz).
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Anexo. Espectros de RMN

Figura 41. Espectro de RMN-'H y corte del espectro de NOESY por el H,- del compuesto 52 en D;0 a 37°C.
(500MHz).
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Anexo. Espectros de RMN

Figura 42. Espectro de RMN-'H y corte del espectro de NOESY por el H,. del compuesto 56 en D;0 a 37°C.
(500MHz).
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Anexo. Espectros de RMN

Figura 43. Espectro de RMN-'H y corte del espectro de NOESY por el H,- del compuesto 60 en D;0 a 37°C.
(500MHz).
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Anexo. Espectros de RN

Figura 44a. Representacion del espectro de RMN-'H del compuesto 5 en D;0 a 37°C y NOEs observados

como consecuencia de la irradiacion del H, .
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Anexo. Espectros de RMN

Figura 44b. Representacion del espectro de RMN-""C del compuesto 5 en D;0 a 37°C.
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Anexo. Espectros de RMN

Figura 45. Representacion del espectro de RMN-'H y - ’C del compuesto 35 en D0 a 37°C.
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