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TIOOLIGOSACARIDOS CON UNIDADES FURANOSICAS.
SINTESIS DIASTEROSELECTIVA Y ESTUDIOS DE INHIBICION DE UNA
FURANOSIL HIDROLASA.

En el area de la glicobiologia la busqueda de nuevos inhibidores enzimaticos
ha conducido al desarrollo de glicomiméticos como, por ejemplo, los
tiooligosacaridos. Estos son analogos de oligosacaridos naturales en los cuales el
atomo de oxigeno interglicosidico se ha sustituido por azufre y suelen ser
reconocidos por enzimas e inhibir su actividad biol6gica. Dado que practicamente
no se encuentran ejemplos de tiodisacdridos y tiooligosacdridos de azucares
furanésicos, se planteé como objetivo general de esta Tesis el disefio y sintesis de
tiodisacaridos constituidos por al menos una unidad pento o hexofuranosa y su
evaluacion como inhibidores de una [(-galactofuranosidasa de Penicillium
fellutanum.

La galactofuranosa es constituyente de polisacaridos de micobacterias como
el Mycobacterium tuberculosis, causante de la tuberculosis. La Galfes esencial para
la sobrevida o virulencia de varios microorganismos patogénicos, pero por el
momento no se ha encontrado en mamiferos. Dado que la degradaciéon de
glicoconjugados de Galfen algunos microorganismos es resultado de la accién de
una [3-galactofuranosidasa, ésta es un blanco adecuado para la accién de
inhibidores.

Por las razones enunciadas precedentemente, en este trabajo se
desarrollaron metodologias generales de sintesis de tiooligosacaridos de azucares
furanésicos, en particular de Galf Como paso clave para la construccién
diastereoselectiva del enlace tioglicosidico se emplearon: 7) Adiciones conjugadas
de 1-tioaldosas a azucares aceptores de Michael; 77) Reacciones de trans-
tioglicosilacion; 7i7) Reacciones de sustitucion nucleofilica y 7v) Reacciones de
apertura de tiiranos de azucares. Asi, se han obtenido tiodisacaridos con unidades
furandsicas localizadas tanto en el extremo reductor como el no reductor. También
se presenta una sintesis satisfactoria de un tiodisacarido formado por dos azucares
furanosicos. Asimismo, se ha descrito una nueva metodologia, basada en la
apertura de tiiranos de azucares por una 1-tioaldosa, para la construccion de

ditiotrisacaridos ramificados con unidades furandsicas.

Palabras clave: tiodisacaridos, tiooligosacaridos, tiofuranosas, inhibidores

enzimaticos, B-galactofuranosidasa.






THIOOLIGOSACCHARIDES WITH FURANOSE UNITS.
DIASTEROSELECTIVE SYNTHESIS AND INHIBITION STUDIES OF A
FURANOSYL HIDROLASE.

In the area of the Glycobiology the search for new enzyme inhibitors has led
to the development of glycomimetics that resemble the global structure of a
related sugar, but exhibit improved drug-like properties. For example, the
replacement of the oxygen atom of the interglycosidic linkage by a sulfur atom
leads to thiooligosaccharides, which may act as inhibitors of the enzymes that
participate in the metabolism of the natural analogues. As practically no examples
are found of thiodisaccharides and thiooligosaccharides of furanose sugars, we
propose as a main goal of this Thesis the design and synthesis of thiodisaccharides
formed at least by one penta or hexafuranose unit. The resulting glycomimetics
have been evaluated as inhibitors of a [-galactofuranosidase from Penicillum
fellutanum.

Galactofuranose is a sugar component of polysaccharides from many
microorganisms. They include mycobacterium, such as M. tuberculosis, the agent
of tuberculosis. This sugar is essential for the survival or virulence of pathogenic
microorganisms, but it has not yet been found in mammals. As the degradation of
Galf containing polysaccharides is the result of the activity of a f3-
galactofuranosidase, this enzyme is a convenient target for inhibition.

In view of the previous considerations, in this work we have developed
general methodologies for the synthesis of thiooligosaccharides constituted by
furanose sugars, in particular by Galf As key step for the diasteroselective
construction of the thioglycosidic linkage were employed: 7) Conjugate addition of
1-thioaldoses to sugar enones as Michael acceptors; /i) Trans-thioglycosylation
reactions; /i) Nucleophilic substitution reactions, and 7v) Sugar thiirane ring-
opening. The procedures employed led to thiodisaccharides having a furanose unit
as a reducing or non-reducing end. A convenient synthesis of a thiodisaccahride
formed by two furanose units is reported. Furthermore, branched-chain
dithiotrisaccharides have been prepared through a new synthetic route, based on

the ring-opening of a thiirane group of a sugar derivative by a 1-thioaldose.

Keywords: thiodisaccharides, thiooligosaccharides, thiofuranoses, enzyme

inhibitors, B-galactofuranosidase.
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Capitulo 1.

Introducciéon

Glicobiologia de azucares furanésicos.

La quimica de los hidratos de carbono se encuentra fuertemente conectada con la

quimica organica, farmacéutica y medicinal.

Los hidratos de carbono son biomoléculas esenciales para la vida, cuyo rol no sélo
se limita al almacenamiento de energia, sino que también son elementos claves en
una gran variedad de procesos biologicos tales como sefalizaciéon y adhesion
celular, crecimiento y diferenciacién, angiogénesis, comunicacién intercelular e

incluso son moléculas blanco (targets moleculares y celulares).

La gran variedad de propiedades que poseen los hidratos de carbono se relaciona
con sus estructuras, que pueden incluir polimeros lineales o estructuras complejas
ramificadas o conjugadas con otro tipo de moléculas. En este caso forman parte de
glicoproteinas, glicolipidos y otros glicoconjugados, que pueden encontrarse en
todos los sistemas vivos. En las glicoproteinas, por ejemplo, el fragmento
glicosidico puede ser pequeiio (puede consistir solo en una unidad de

monosacarido) o puede ser mas grande incluso que la fraccion proteica.

Estructuralmente, los monosacaridos pueden encontrarse en configuraciones
piranésica o furandsica y las uniones pueden darse en distintas posiciones,
originando un gran ndmero de posibles uniones glicosidicas entre monémeros. La
capacidad de crear estructuras complejas y diferentes tipos de uniones es una
propiedad estructural Unica de los hidratos de carbono con respecto, por ejemplo,
a los péptidos y acidos nucleicos, cuya consecuencia es la gran diversidad funcional

en los sistemas bioldgicos, como se mencioné anteriormente.

La conformacioén también es un aspecto que influye en la actividad bioldgica. La
conformacién de glicosidos queda determinada principalmente por la
estereoquimica de la unién glicosidica, la configuracion de los grupos sustituyentes

y la posibilidad de pseudorrotacién en los anillos piranésicos o furandsicos.
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Mayoritariamente los monosacaridos se encuentran en la forma hexopirandsica.l
Sin embargo, durante las ultimas décadas, las biomoléculas que contienen

constituyentes hexofurandésicos han atraido la atencién debido a:

o Su presencia en varios microorganismos, incluso algunos de ellos
patogénicos
o Ausencia en mamiferos

En razén de estas propiedades, los analogos y derivados de glicofuranosas son
candidatos promisorios para nuevas drogas.2 Sin embargo, los mecanismos
detallados de la biosintesis y metabolismo de conjugados de glicofuranésidos no
han sido aun completamente elucidados. Se ha descripto que en estos procesos
participan enzimas clasicas como las hidrolasas3 y transferasas,*> y también se han
sumado las mutasas,®? que catalizan la interconversion entre azicares pirandsicos
y furanosicos. No obstante, pocas de estas enzimas han sido aisladas y estudiadas

excepto algunas relacionadas con estructuras galactofurandsicas.

Desde el punto de vista quimico, una hexosa determinada muestra grandes
diferencias dependiendo de si se encuentra como piranosa o furanosa. Es bien
conocido que los hexopirandsidos estdn mas favorecidos “termodinamicamente”
que los furandsidos correspondientes, basicamente porque las interacciones
estéricas se minimizan en los anillos de seis miembros.8 Ademas, los efectos
“estereoelectrénicos”, en particular el efecto anomérico, tienden a estabilizar las
agliconas con orientaciéon axial. Es por esto que los a-D-piranésidos en la
conformacién 4(; son generalmente mas estables que sus correspondientes
anomeros [3, ecuatoriales (Fig.1). Sin embargo, debido a su flexibilidad, en los
furanosidos los efectos anomeéricos no son capaces de favorecer a los andmeros o
mas que a los f3, ya que este efecto es posible en ambos casos. Como consecuencia,
el solapamiento de orbitales en los furandsidos no es tan eficiente como en los
pirandsidos y, generalmente, no puede explicar la mayor estabilidad de un

anOmero sobre el otro.

Ne



Capitulo 1.

Introducciéon
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Figura. 1. Conformaciones estabilizadas por efecto anomérico.

De todos modos, por estudios realizados principalmente en nucleésidos, se ha
establecido que el equilibrio entre las conformaciones de baja energia tipo Norte
(la conformacion T 6 twist que se encuentra en el hemisferio norte del ciclo
pseudorrotacional) o Sur (el twist opuesto del hemisferio sur) depende de los
efectos anomérico y/o interacciones gauche que involucran a los oxigenos 0-2 o O-
3.9-11 Por la baja energia de interconversion, la conformacién de un furandsido se
describe principalmente como un promedio entre las conformaciones sobre y
twist.212-15 Esta flexibilidad justifica en parte porque la manipulacién de grupos
funcionales en compuestos furandsicos se encuentra mas limitada en comparacién

con sus analogos pirandsicos.

Los polisacaridos compuestos por residuos furandsicos son constituyentes
importantes de glicoconjugados de bacterias,17 protozoos,'® hongos!? y plantas.20
También se han identificado en glicopéptidos, glicolipidos y nucleétidos. Entre las
pentosas, la ribosa y la arabinosa son los aztcares mas cominmente encontrados

en forma furandsica.

La ribofuranosa, forma parte de los acidos nucleicos, y la arabinofuranosa se
encuentra en bacterias del suelo, hongos y plantas.2! La D-galactosa es la hexosa
mas abundante en forma furanoésica en polisacaridos naturales. La mayoria de los
ejemplos se encuentran en micobacterias, donde también es posible hallar
unidades arabinofuranésicas. En particular, las estructuras de glicoconjugados que

incluyen la unidad D-Galf'en configuracién anomérica 1,2-¢trans (-D-Galf) se han

.
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encontrado en varios microorganismos, no necesariamente patogénicos y también

en algunos organismos pluricelulares.!

A diferencia de muchos monosacaridos que se encuentran en la naturaleza en una
unica forma enantiomérica, la Arafpuede encontrarse en glicoconjugados tanto en
su forma D como L. Ademads, en los polisacaridos prevalece la configuracién
anomérica a. En cambio, la Galfsolo se encuentra en la naturaleza como D-Galf'y
ambas formas a y 3-Galfson producidas por diversos microorganismos, aunque los
enlaces B-Galf'son los que predominan. Se han identificado algunos polisacaridos
que contienen residuos a-D-Galfpero son mas raros. El residuo D-Gal/puede estar
conectado con otras unidades piranésicas, como D-Manp, D-Glcp o D-Galp, o incluso
N-acetil-D-galactosamina (D-Galp-NAc) o glucosamina (D-Glcp-NAc); L-ramnosa (L-
Ramp), D-fructosa (D-Frup) o también a unidades galactofurandsicas a través de
una unién O-glicosidica (1-2), (1-3), (1-5) o (1-6), siendo estas dos tltimas las

mas comunes.!

Se han encontrado unidades de Galf en numerosas estructuras consideradas
esenciales para la virulencia en muchos organismos patogénicos. Otros azucares
furanosicos que pueden encontrarse aunque mas escasamente en bacterias y
plantas son D-Glc/ D-Fucfo incluso D-Man£1 En la Tabla 1 se resefia la presencia de
B-D-Galfen microorganismos. A continuacion se describe el tipo de estructuras que
incluyen a la B-D-Galf en microorganismos (micobacterias, protozoos, hongos y

bacterias) y en plantas y otros eucariotas.
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Tabla 1. Unidades de B-D-Galfen oligosacaridos naturales de distintos microorganismos.*

Unién glicosidica

Microorganismo(s)

Unién glicosidica

Microorganismo(s)

(1-+2)-p-Galf

(1 3}-p-Galf

(1=+5)-p-Galf

(1-+6)-p-Galf

-
Penicidlivum™

Trypamossnm,
Aspergillus™
Chaetosartor) ™
Penicilliun™

Renibacteriumi
12

salmaoninary,
Tdnrdrfxr}r)'r:c_{ 4
Actinebaciflus
p!rura!mrnnwnfacm
Arachrions?

57-40

Aspergill s
Bioneetrid®
Byssochlanys ™2
Chag tosartorva™
Cryphonectria
parasiei ca™
Disciler™®
Evpeic ilfiur
Gymaraseella
3438

24,41

Hypocres
. 54245
.'U_]'L'nbuc!‘c-nnmln'd' 43
' - A%
Necirig
Neosadorya
(325 i .
Paecilommyees

24,39

Penicillium™"
Racella decipiens
Sesguicillium®™®
Talaromyces ™%
Trichoderma™s

Arachrioms*

Aspergillus™=*
. )
Bionectric™

Byssochlarm Vs 3_4 26
Calonectria™™™
Cryphaonectria
parasiei o
Cyelingac laditan™
Discula™
Fusariun™™
Gibberella®* 54
Gymarascella
Hypo crea 8
Mycobacterium
(v}

16,42-45

Myrothe cium
Nectria™
Neosazorya™
o 26
Paecilomiyeed
R
Penicidlium
Renibacterinm
salmoninarum®™®
Sesguici Hivern™
- 23,267
Talargrmyces ™
. 3
Trichoderma®®

(1=+2)-p-Nanp

»6)-D-Manp

+3)-D-Gilep
(1=s6)-p=d slep

(1=d)p-CilepM Ac
(1=+3)-p-Cialp

(1= 3)p-GalpMhAc

+4)-L-Rhag

(1=+3)-0-Frup

: =24
Bionecrria
Bysso chlam ps s
e b upea oo Feger e -

Lryphonectria par

24,28

Hypocred

Newros ‘rm'u.r}1 2920
Paecilomy.ces 26
Trichoderma™

Agpergillus i3

18 34

Trypatiasetia crizi
Lei shrania

Aspergillus 77 40,49

Epidermophyton™
Microsporim b
Paraccidieide s
brasiliensis™
Rocella decipens 51
Trichophyeon .

Ste prococcus thermophifies
Sfi3gs?

Escherichia coli K-12%
Trypanosenu L'r:l\r:.r':5
Agelas sp. *

Agelas fon gissima™
Bactervides cellulovens™

Filrobacter succimogenes S 8%

Bactervides fragilis 9343
Hafia alvei™

Escherichia coli 164%
Shygella dysenteriae tvpe 390
L 164045

My ecoba cteriumi
Ple isivmomas
shigelloides™

Rahnelfa aguatilis o

OR
0
COH
OH oH
OH

B-D-GCalf{1-3)

*Fuente: Carbohydr. Res. 2008, 343, 1897-1923 (Las referencias indicadas corresponden a este

trabajo)
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1. Micobacterias

La pared celular en estas especies esta constituida principalmente por un
lipoarabinomanano (LAM) y un arabinogalactano (AG), en el cual todos los
residuos de galactosa y arabinosa estan presentes como anillos furanésicos (Fig.
2a).1622 La porcion AG comprende una cadena linear de aproximadamente 30
unidades alternadas de D-Galfunidas [3-(1—5) y B-(1—6) (Fig. 2b). Se ha propuesto
que cada cadena de galactano contiene 2 o 3 cadenas de arabinanos y que la

posicion de union es el 0-5 de la unidad Gal£

El “core” de la pared celular de las micobacterias consiste en una capa lipidica
externa (acido micélico) unida a peptidoglicano a través del AG, y es Unica para
micobacterias y Actinomicetes. Si se inhibe la formacién de dicha pared celular es
factible inhibir el crecimiento microbiano, hecho que ha potenciado el desarrollo
de nuevos inhibidores.23 Se mencioné que las células de los mamiferos carecen de
la habilidad de biosintetizar y/o metabolizar glicofuranésidos, por lo cual las
enzimas involucradas en estos procesos metabdlicos en bacterias, hongos y
protozoos son un excelente blanco para el desarrollo de nuevas terapéuticas. La
inhibicion de glicofuranosidasas es también de utilidad para avanzar en el
conocimiento de los roles bioldgicos y fisicoquimicos de los glicofuranésidos y de
los mecanismos bioldgicos conectados con ellos. En particular, la inhibicion de las
enzimas que ensamblan polifurandsidos evitaria la proliferacién de micobacterias,

incluido el agente causante de la tuberculosis, el Mycobacterium tuberculosis??*
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Figura Za. Esquema de las envolturas de una eubacteria acido-alcohol resistente, grupo al cual
pertenecen los microorganismos del género Mycobacterium. Figura 2b. Fragmento del

arabinogalactano de la pared celular de micobacterias.

2. Protozoos

Los residuos de Galftambién estan presentes en configuraciéon 3 en patogenos
eucariotas como Trypanosoma cruzi y Leishmania major. Los parasitos
protozoarios del género Leishmania son los agentes causales de la leishmaniasis,

que infecta a mas de 10 millones de personas en el mundo.

Tanto en L. major como en 7. cruzi, el lipofosfoglicano (LPG) y el glicoinositol
fosfolipido (GIPL) de superficie se relacionan estructuralmente porque contienen
residuos de Galfen forma (-D-Gal~(1—3)-Manp, lo cual sugiere ademas una ruta
biosintética comun. Cabe destacar que ambos complejos glicolipidicos (LPG y
GIPL) actian como factores de virulencia involucrados en el reconocimiento y
adhesion de macroéfagos huésped, asi como también en la unién al canal o tracto
alimentario del insecto responsable de la transmision de los parasitos de

Trypanosoma o Leishmaniaa mamiferos huésped.

L]
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Figura 3. Fragmento del “core” de LPG encontrado en la superficie de Leishmania.

3. Hongos

Los hongos son otros microorganismos reconocidos como causa de ciertas
infecciones, especialmente en pacientes inmunodeficientes y aquellos tratados con
agentes inmunosupresores. Se ha observado que durante el crecimiento de hongos
se producen exopolisacaridos (EPS) con propiedades inmunogénicas. Por ejemplo,
los EPS de especies de Aspergillus y Penicillium poseen una cadena principal
compuesta por o-D-manopirandsidos unidos (1-2) y (1-6), la cual contiene

cadenas laterales de 4 a 10 unidades de residuos (3-D-Galfunidos (1-5) (Fig. 4).1°

También se ha purificado un nuevo galactofuranano a partir de quince especies de
Eupenicillium?! y se estudi6 la estructura de un heteropolisacarido rico en
unidades de Galfunidas (1-2) y (1-5) en 7alaromyces helicus3? En algunas de

estas especies la unidad galactofuranésica parece ser el determinante antigénico.
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Figura 4. Estructura del “core” galactomanano del EPS producido por Aspergiliusy Penicillium.

En algunos microorganismos, la degradaciéon de glicoconjugados que contienen
unidades de Galfes promovida, por una -galactofuranosidasa. La mas conocida es
la exo [-D-galactofuranosidasa, que se purifico por primera vez a partir de un
cultivo de Penicillum fellutanum33® Luego, se describi6 también, en
Helminthosporium saccharB* y otras especies de Penicilliumy Aspergillus3>3¢ El
rol de esta enzima en P. fellutanum es liberar galactosa, por despolimerizacion de
un glicopéptido extracelular, para utilizarla como fuente de carbono, durante el

crecimiento del hongo.33

La -D-galactofuranosidasa es un blanco importante si consideramos que durante
la diferenciaciéon del Trypanosoma cruzi del estadio invasivo al infectivo, la
cantidad de glicoconjugados que contienen unidades de Galf disminuye

criticamente.37
4., Bacterias

Si bien se han encontrado glicoconjugados que incluyen unidades de D-Galf en
configuracion anomérica 1,2-trans en muchos microorganismos, no
necesariamente patogénicos (incluyendo bacterias Gram negativas y mas

raramente, Gram positivas), en ciertas ocasiones los glicoconjugados que

.
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contienen unidades de D-Galf aparecen como esenciales para la virulencia de
muchos organismos patogénicos. Entre estos glicoconjugados se encuentran los
lipopolisacaridos (LPS) antigénicos (antigeno O) de un creciente nimero de
bacterias Gram negativas, como la Escherichia coli K-12383% (Fig. 5a) o la E. coli
0164 enteroinvasiva,*® asi como también se presentan en la unidad repetitiva
galactan-I del antigeno O de Klebsiella pneumoniae*! (Fig. 5b). También puede
encontrarse Galfen polisacaridos extracelulares o capsulares de una gran variedad

de bacterias Gram negativas y Gram positivas.#2-45

Ademas es importante sefialar que la estructura B-D-Gal£(1-6)-a-D-Galp se ha
encontrado en exopolisacaridos de bacterias beneficiosas para los humanos tales
como Lactobacullis rhamnosus, aislado de la flora intestinal humana#¢ o

Streptococcus thermophilus producido en leche descremada.”

a-D-Glop
1
A !
6
—2)-f-D-Galf(1—=6)-c-0-Glep-(1—3)-a-L-[2-0-Ac]Rhap-(1—3)-c-D-GlopMNAc-{(1—

D-galactan | unidad repetitiva
M

B
- ~

i i
—+3)-p-D-Galf-(1—3)-o-D-Galp-(1—3)-{p-D-Gal - [1-3)-c-D-Galpl-(1—3)-B-D-GlopNAc-lipid A

Figura 5. Estructuras de glicoconjugados de bacterias Gram negativas, que contiene unidades de Gal£
a. Unidad repetitiva del glicano del antigeno O del LPS de Escherichia coli K-12. b. Unidad repetitiva

del antigeno O de Klebsiella pneumoniae.

Cabe destacar que las unidades de Galf en configuracidon 1,2-cis se encuentran
algunas veces presentes en los oligosacaridos mencionados anteriormente, como
también en el caso de algunas cepas de Clostridium thermocellum?8 (Fig. 6) y otras

bacterias y hongos como, Adopus dedicuus.*®
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HO

Figura 6. Fragmento del celulosoma de Clostridium thermocellum, que contiene a-D-Galf

5. Plantas y otros organismos eucariotas

Se han encontrado diferentes hexofurandsidos en plantas, algas y liquenes, como

asi también en esponjas marinas, estrellas de mar y arcaebacterias.!

Glicomimeéticos.

Se mencioné anteriormente el rol importante que desempefian los hidratos de
carbono en eventos de reconocimiento que inician respuestas inmunolégicas a
infecciones bacterianas y virales. También participan en distintos procesos de
sefializaciéon que ocurren en enfermedades como el cancer, la diabetes o procesos
inflamatorios. Estas actividades bioldgicas tnicas, han potenciado la busqueda de
nuevos andlogos con propiedades biolégicas mejoradas, respecto de los
compuestos originales y con la capacidad de acelerar (como iniciadores o
activantes) o inhibir la actividad enzimatica. Nos estamos refiriendo a “compuestos
miméticos de hidratos de carbono”, en los cuales su estructura molecular nos
recuerda a un azucar natural, pero con alteraciones capaces de modificar su

actividad bioldégica y metabolismo.

Con este objetivo, se han incrementado los esfuerzos en cuanto a disefo, sintesis y
evaluacion de glicomiméticos como inhibidores enzimaticos. Dado que la
conformacién de un oligosacarido depende principalmente del enlace glicosidico,
muchas de las modificaciones estructurales que se realizan sobre ellos, involucran

al &tomo del enlace interglicosidico. Particularmente, se han sintetizado analogos
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que contienen atomos de carbono o heteroatomos como azufre e incluso nitrégeno,
como herramientas utiles para estudiar procesos enzimaticos. Estos analogos de
los O-sacaridos han atraido la atencién por su estabilidad frente a la hidrolisis y

por su actividad, en muchos casos, como inhibidores enzimaticos.>0

En relaciéon con la bioquimica de los poliglicofurandsidos, las enzimas que

pretenden inhibirse son las mutasas y glicosidasas.

> Inhibidores de mutasas: hasta hoy la enzima mas estudiada involucrada en

la biosintesis de hexofuranésidos es la UDP-Galp mutasa, la cual cataliza la
isomerizacién de UDP-Galp a UDP-Galf® Se disefian inhibidores para entender
mejor este proceso y para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra
tuberculosis, lepra, y otras enfermedades causadas por infecciones
micobacterianas. Los inhibidores pueden agruparse en dos familias: la de los que
conservan la unidad furanésica (Fig. 7a y 7b) y la de los analogos en los cuales el
oxigeno del anillo de cinco miembros ha sido reemplazado por otro elemento (N, S,

Se)51-55 (Fig. 7cy 7d).

o
NH NH . NH
N T o N D N1 A
OH OH
(6] N (o] N (¢]
R R R _P R P
o o7 o | o o Mo\ Mo | o o Mo\ Mo | o
oy OH  OH L~ oH OH Oy OH  OH
OH OH oH
OH

OH OH OH OH OH OH OH OH

FiguraZa. C-andlogo de UDP-Gal/. Figura. 7b. Analogos fluorados de UDP-Gal£

H H
N N
OH OH
CH,OH
OH OH
OH OH
OH OH

Figura 7c. Analogos pirrolidinicos de Gal£
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OH OH OH
'/'\/\OH KK/\OH ’/k/\OH
NH_ 0SO; S 0S0; Se_  0S0;
OH OH OH
OH OH OH
OH OH OH
OH OH OH

Figura 7d. lones amonio, sulfonio y selenio, analogos de Gal£

> Inhibidores de hidrolasas: los tioglic6sidos son generalmente resistentes a
la hidrélisis acida y enzimatica.! Como su estructura se asemeja a la del sustrato
natural, son reconocidos por enzimas que en muchos casos son incapaces de
metabolizarlos, por lo cual actian como inhibidores de las mismas al bloquear el
sitio activo. Los tioglicésidos inhibidores de glicopiranosidasas se han utilizado
para investigar, mediante rayos X, la estructura del complejo enzima-sustrato.
Ademas, estos tioglicésidos, pueden utilizarse en la sintesis convergente de
oligosacaridos. Se han utilizado tioglicésidos de Galf para inhibir

galactofuranosidasas, un target importante para el disefio de nuevas drogas>6>7

(Fig. 8).

O. 0.
OH OH
OH OH
OH OH
OH OH

Figura 8. Inhibidores de exo-3-D-galactofuranosidasa de Penicillum fellutanum.

Los tiooligosacaridos se han empleado como sondas convenientes para estudios de
inhibicién enzimatica.>8-61 Ademas, existen antecedentes acerca de la actividad de
un buen numero de tiooligosacaridos como inhibidores competitivos de
glicosidasas y también como targets especificos para estudios de inhibicion
enzimdtica. En la mayoria de los casos se trata de tiodisacaridos constituidos por
unidades pirandsicas. Los estudios mas completos de inhibicién de glicosil
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hidrolasas por tiooligosacaridos, se realizaron con derivados unidos (1-4)
mediante azufre de la serie celobiosa ([3-glucopiranosil-(1—4)-§-glucopiranosa) y
maltosa (a-glucopiranosil-(1—4)-a-glucopiranosa), con celulasas y a-amilasas de

varios origenes (Fig. 9).62

OH OH OH
Q
Q Q SR
OH OH OH

R =C6H4NH2 o C6H4NHAC

OH

(0]
OH
HO (o]
S"Ho OH
HO (0]
S"Ho
HO

SCgH4NO,

"o

Figura 9. Derivados unidos (1—4) mediante azufre, de la serie celobiosa y maltosa.

En cuanto a los tiodisacaridos, la mayoria de los casos, actian como inhibidores
competitivos de las glicosil hidrolasas.>¢63 Aunque con cierta frecuencia pueden

actuar como inhibidores mixtos.

En contraposicion, hasta el inicio de esta tesis no se encontraron ejemplos de

tioologosacaridos con unidades furanésicas como inhibidores enzimaticos.
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Sintesis de tiooligosacaridos.

Los tioologosacaridos se presentan como inhibidores valiosos ya que son tolerados
por la mayoria de los sistemas bioldgicos, sin participar generalmente de los
procesos metabolicos. El atomo de azufre interglicosidico, puede actuar como
aceptor de enlace de hidrégeno, el cual, de la misma forma que el sustrato natural,
podria jugar un rol importante en la unién con ligandos. Los S$-glicésidos que
contienen un atomo de azufre en el anillo o aquellos en los cuales el S se encuentra
en el enlace interglicosddico de un disacarido, poseen propiedades Unicas, como
por ejemplo la solubilidad en agua, la cual difiere en general de otros derivados de
monosacaridos funcionalizados convencionalmente. Las diferencias en la actividad
biolégica entre tioglicosidos y sus analogos oxigenados dependen de sus
diferencias electronicas, siendo el azufre menos electronegativo y mas
polarizable.®* Ademas el azufre puede oxidarse a niveles superiores, aunque forma
enlaces C=S con cierta dificultad, en contraste con el oxigeno que forma enlaces
C=0 estables. La facilidad con la que los tioles se oxidan a disulfuros es también
una diferencia notable con respecto a los alcoholes. También, las diferencias en
actividad biolégica entre S5 y O-glicésidos, se basan en diferencias de tipo
geométricas, conformacionales y de flexibilidad. Cabe mencionar que se han
llevado a cabo estudios conformacionales en 4-tiomaltosa,656¢ 4-tiogalabiosa,®? $-
a-L-fucosil-(1—3)-3-tio-D-acetilglucosamina,®® o,a-tiotrealosa®® y tiogangliésidos.”?
Estos estudios han demostrado que el enlace tioglicosidico provee un alto grado de
flexibilidad entre las unidades glicosidicas y que por ello estas moléculas poseen
mas conféormeros que sus anadlogos naturales.’! Se observo para los tiodisacaridos
libres en solucion que al interaccionar con las proteinas, pueden cambiar
facilmente su conformacion y entonces son capaces de ubicarse mejor en el sitio
catalitico. Ademas, por cristalografia de rayos X del metil 4-tio-a-maltdsido, se
confirmé que, dado que el enlace C—S es mas largo que el enlace C—0 (~0,4 f\), la
distancia espacial entre los carbonos interglicosidicos de los dos residuos también
es mayor en el tioanalogo (~0,35 A).72 Como consecuencia de estos factores, las
moléculas modificadas muestran generalmente alteraciones en sus propiedades de

unién respecto de las naturales.
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En contraposicion con toda la informacién con que se cuenta acerca de la
importancia de los azucares azufrados (tioaztcares) y el numero considerable de
S-glicdsidos sintéticos, existen en la naturaleza pocos ejemplos de tioglicésidos.
Dentro de ellos, los “glucosinolatos” pueden encontrarse en vegetales’3 y otros
pocos tioazucares han sido aislados de distintas fuentes naturales. Por ejemplo, la
S-adenosil-L-metionina se ha identificado como la sustancia intermediaria que
participa en la trasferencia enzimatica de un grupo metilo de la metionina a
diversos sustratos en sistemas biolégicos.”* Su andalogo de configuracion xilo
furanosa se ha aislado del molusco Doris verrucosa.’> Ademas, el atomo de azufre
puede estar incorporado en el anillo, como es el caso la 5-tio-D-manosa, el primer

ejemplo de un tioazdcar natural aislado de la esponja marina Chlatria pyramida.”®

El potencial de los tiooligosacaridos como posibles agentes terapéuticos ha
impulsado la sintesis y estudio de su actividad biolégica. Existen distintas rutas
para sintetizar tiooligosacaridos. La formacion del enlace tioglicosidico puede
ocurrir a través de mecanismos de S-glicosilacion promovida por base (tipo Sn2),
promovida por acido (tipo Sn1) o S$-alquilacién de tioles anoméricos a través de
mecanismos de tipo Sn2. En general estas reacciones dan buenos rendimientos,
aunque la formacién de disulfuros (via oxidacién por el oxigeno del aire) es la
principal reaccion competitiva. También existen otras alternativas tales como
reacciones Sy2’, adiciones de Michael de tiolatos a enonas de azucares y el uso de

epoxidos intermediarios como agentes alquilantes.
Podriamos dividir estas aproximaciones sintéticas en cuatro grupos:??

[.  Adiciones de Michael o tipo Michael de tioles de azlcares a aceptores

insaturados.

IL. Desplazamiento nucleofilico de buenos grupos salientes por parte de

azucares que contienen un sustituyente tiol.
[II.  Apertura de anillos de aziridinas y oxiranos por tioazucares.

IV.  Acoplamientos de tioazlcares catalizados por enzimas.
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Sin embargo, estas estrategias han sido aplicadas principalmente a los
tiooligosacaridos constituidos por unidades en configuracion piranosica, mientras
que se encuentran escasos ejemplos de tiooligosacaridos que contengan un azuicar

furanosico como constituyente.

L. Adiciones de Michael o tipo Michael de tioles de azlcares a aceptores

insaturados.

Las enonas de azucares son bloques de construccién utiles por poseer grupos
carbonilo y olefina, que permiten llevar a cabo una importante variedad de
reacciones conocidas. La enona de azdcar mas conocida es la levoglucosenona que
ha sido ampliamente utilizada como sintén quiral en la sintesis tanto de hidratos
de carbono como de otras moléculas.”® La adicion de Michael de 1-tioaldosas a
enonas derivadas de hidratos de carbono constituye una estrategia util para

obtener tiodisacaridos.>879.80

Por ejemplo, la adicion del derivado per-O-acetilado de 1-tio-a-L-fucosa (2) a la
levoglucosenona (1) en benceno y en presencia de cantidades cataliticas de EtzN
condujo al tiodisacarido 3 con un 91% de rendimiento. La adiciéon resultd
altamente diasteroselectiva debido a la estructura rigida del biciclo de 1 y el
impedimento estérico en la cara superior del anillo pirandsico debido a la
presencia del puente 1,6-anhidro. Por posterior reduccién del grupo carbonilo de 3
con L-Selectride, seguido por la apertura del anillo 1,6-anhidro por acetélisis y O-
desacetilacidon se sintetiz6 el tiodisacarido 4, un 3-desoxi analogo de tiodisacaridos

que contienen glucosa como extremo reductor.”8

0]
o SH o OH
Q
(@) * HiC 0 Et;N \
— OAc ——— (o} OH
CeHg S —_— S
o OAc OH
AcO
HsC

HsC
X/ onc 3 X/ on

OAc OH
HO

AcO
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La misma metodologia se utiliz6 para preparar 4-5-(3-D-glucopiranosil)-3-desoxi-
4-tio-D-glucopiranosa (3-desoxitiocelobiosa, 7) a partir de 1 y el 1-tioazucar 5. El
acoplamiento de éstos produjo el tiodisacarido 6, el cual condujo a 7 por reduccién

del grupo carbonilo con L-Selectride y posterior acetdlisis y O-desacetilacion.8!

o
OAc Q
OH
o * AcO Q gy EtN o OH o
> —
—— o AcO CeHs OAcC \ — HO (o) s
OAc o | \o HO. OH

o OH OH

AcO
Ac!

OAc

Witczak y col. también llevaron a cabo esta clase de adiciones conjugadas de 1-
tioazucares, tales como 2, 5 u 8 a la isolevoglucosenona (9) seguidas por reduccion
del grupo carbonilo en C-4, lo cual constituyé un método conveniente (2 pasos)

para sintetizar 3-desoxi-(1—2)-2-S$-tiodisacaridos.82

SH OAC AcO _OAc
o) o)
HsC AcO
OAc OAcC OAC
AcO
2 5 8

La isolevoglucosenona se sintetiz6 a partir de D-glucal,8? y se le adicion6 el 1-
tioazdcar correspondiente, por ejemplo 8, para dar 10. Por reduccién del grupo
carbonilo con L-Selectride, acetdlisis del puente anhidro (varias condiciones) y O-
desacetilacion obtuvieron 2-5-(-D-galactopiranosil)-2-tio-3-desoxi-D-

glucopiranosa (11).

0 AcO _OAc o
+ 0 O HO
o ° AcO sH_E6N_ . WOH
— CHECN 5.0 O . HO  on
OAC OAc o 5
AcO.
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IL. Desplazamiento nucleofilico de buenos grupos salientes por parte de

azucares que contienen un sustituyente tiol.

Este método de sintesis aprovecha la menor basicidad y mayor nucleofilia del
atomo de azufre en comparacion con el de oxigeno. El enlace tioglicosidico se
forma por ataque de un tiol, convenientemente activado, a un centro nucleofilico

de otro derivado de azucar (Esq. 1)84 principalmente por reacciones de tipo Sn2.

OR OR
Q Q
RO RO
RO NaHS RO SH
OR
R-SH, Base R-X, Base
X=Clo6Br X=Cl6Bré
CC'a OTf
RO SR
RO
OR

Esquema 1. Sintesis de tioglic6sidos por desplazamiento nucleofilico.

(Chem. Rev. 2006, 106, 160-187).

Si esta reaccion ocurre entre una 1-tioaldosa y otro azicar con su centro
anomérico activado convenientemente (por ejemplo, un haluro de glicosilo), se

obtienen tiodisacaridos unidos (1-1).8>

AcO HO AcO
Ac;% NaOMe /% AcO
HO [ - +

12 13 14 15 (0]

HO OH

También puede ocurrir una reaccion similar entre un haluro de glicosilo y un
tioazucar, donde el grupo tiol se encuentre en otra posicion diferente a la
anomérica, produciendo el correspondiente tiodisacarido, como en la secuencia

que se muestra a continuacidn en la cual se obtuvo un tiodisacarido unido (1—4).85
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OAc OH OAc OH
+ -

AcS X Naome NaS Q |, A QA _a HO Q
AcO . HO AcO . HO OH

AcO oM HO OAc HO S (0]

e OMe HO
16 17 14 18 HO

OMe

Una alternativa consiste en el desplazamiento nucleofilico de otros grupos
salientes adecuados, diferentes de los haluros, como los sulfonatos (ej:
trifluorometansulfonato o triflato, p-toluensulfonilo o tosilo), que no se encuentren
en la posicién anomérica, por un tiolato anomérico. Esto permite la formacién

estereocontrolada de tiooligosacaridos.>?:86

OH OTf oac OH
0 o HO R
HO + HO OH
HO AcO —
HO | - + AcO HOg Q
S Na OMe HO
13 19 18 HO

OMe

En los casos descriptos, se utiliz6 HMPA como solvente, para incrementar la

nucleofilicidad del tiolato.

También pueden construirse enlaces tioglicosidicos’! a través del acoplamiento
one pot de una 1-tioaldopiranosa peracilada con un derivado triflato, en presencia
de cisteamina (2-aminoetanotiol). La cisteamina desacetila selectivamente el

azufre y activa el tiol resultante por formaciéon del anién sulfuro.8”

OAc OAc OTf 0Bz
0
AcO Q Q
AcO STAcO SAC + BzO
AcO AcO 20 21 BOL
cisteamina
DTE
HMPA
OAc OAc OBz
AcO Q s o] < 0
AcO AcO BzO
AcO AcO BzO
OMe
22
o0 0
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En este caso también se agreg6 ditioeritritol (DTE) al medio de reaccion para
mantener el sulfuro en su forma reducida. En algunos casos, segun la
estereoquimica y la naturaleza de los grupos protectores presentes en el azicar
que contiene el grupo triflato, la cisteamina, utilizada para S-desacetilar, puede
conducir a bajos rendimientos de tiooligosacaridos debido a la formacién de
productos secundarios insaturados por eliminacién de 4acido triflico. Por ello,

puede reemplazarse por dietilamina.88

También pueden utilizarse 1-tioaldosas, en lugar de 1-tioacetatos, para la

introduccion del azufre glicosidico.

AcO AcO AcO
AcO Br Aco% (NH»),CS AC/O&/ SCINH)NH, K c03 AC/O&/
AcO

AcO R, "ACOH
23aR; = OAc, R = H 24 25 5

23bR, = H, R, = OAc
La 1-tioglucosa per-O-acetilada 5, se prepar6 a partir de la mezcla anomérica de
glucosa pentaacetato 23a y 23b, via el correspondiente bromuro de glicosilo 24.
Este se convirtié en la sal de isotiouronio (25) y finalmente en condiciones basicas,
se obtuvo 5,87 el cual podra atacar nucleofilicamente, en medio basico (NaH 6 KOH)
a otro azucar con un grupo triflato?® o haluro®! y generar el nuevo enlace

tioglicosidico.

III.  Apertura de anillos de aziridinas y oxiranos por tioazucares.

Los epoxiazucares, son utilizados con frecuencia en el campo de los hidratos de
carbono, como compuestos de partida en la sintesis de azicares modificados®?
(halo, amino, azido, desoxi derivados). También se han utilizado como
intermediarios reactivos en la sintesis de oligosacaridos. Por ejemplo, se
epoxidaron glicales para obtener precursores de oligosacaridos estereorregulares

y derivados sustituidos convenientemente (“the glycal assembly method”).?3
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También se describio la utilizacion de 2,3-anhidro azicares como intermediarios

para obtener oligosacaridos comunes con unidades de Araf13.94 o Gal£ 9>

Si nos referimos a disacaridos unidos mediante enlaces $-glicosidicos, los ejemplos
son muy escasos. El grupo de Hashimoto y col.?¢ sintetiz6 tiodisacaridos con una
unidad de a-L-fucopiranosa en el extremo no reductor, unida (1-6), (1-4), y
(1-3) a 2-acetamido-2-desoxi-f-D-glucopiranésido y (1-2) a [-D-
galactopirandsido. El paso clave de esta sintesis fue la apertura de un anillo
aziridina u oxirano, utilizando el compuesto 26 como nucleoéfilo. Por acoplamiento
entre 26 y la aziridina 27, en presencia de met6xido de sodio a reflujo y posterior
acetilacion, se obtuvo el tiodisacarido 28 y su isémero a-(1—2) con configuracion

D-altro (29). Por desproteccion de 28 se obtuvo finalmente el tiodisacarido 30.

Por otro lado, el acoplamiento entre 26 y 1,6:2,3-dianhidro-D-talopiranosa (31)
condujo al compuesto de configuracién D-galacto tiofucosilado en el C-2 (32, 87%)
y el isdbmero D-/do fucosilado en el C-3 (33, 7%). El tiodisacarido unido (1-2) se
convirtié en el B-glicosido 34. En este ultimo ejemplo se pone de manifiesto la
utilidad de la reaccion de apertura de epdxidos para la construccion de

tiooligosacaridos.

OAc
M
o e
OAc
Aco OAll
OAc
AcO S
1) NaOMe/MeOHMe NHTs + o
OAc AcO OAll

2) AG0, GH:N G

AcO NHTs
OAll j 08 29

Me NHAC

OH
OH

HO
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Ademads, en nuestro laboratorio, se disefi6 una ruta sintética para obtener

tiodisacaridos unidos (1—»3) y (1—>4) por apertura de 3,4-epdxidos por una 1-

tioaldopiranosa. Los epdxidos precursores se prepararon a partir de enonas de

azucares mediante dos pasos de reaccion altamente diasteroselectivos: reduccion

del carbonilo seguido de epoxidacién.??

OAc OAc OAc OH
o o o) o)
\ NaBH, \ + \ OH + \
OCHMe ce* OCHMe OCHMe OCHMe,
o 2 OH z 2 OH
35 36 m-CPBA 37 38
CHCly
OAc OAc
Og/o * 0
o)
H HO
OCHMe, OCHMe,
39 40
o0 0
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(0] OAc
0 OA one Q
c AcO
HO ) 0 Aco S _OAc
OCHMe, 1) LiOMe/MeOH A O AcO
0 2 2) ACOH, Ph=7  AcQ S + OAc Q
oA AcO
OAc 3) Ac,0, GHsN c OCHMe, o
o OAc  OCHMe,
OAc

En particular, en esta tesis, nos interesan los epo6xidos como precursores de
tiiranos, ya que el método mas importante de sintesis de estos anillos es la
conversion de epoxidos con exceso de tiourea o tiocianatos inorganicos.’® El

mecanismo para la reaccion con tiourea se describe a continuacion:29.100

.
| - | CNH,
T ™o - ki HC—O w//rtle _(|:_O\c/
_ .
—c P /5 NH —c—s—C —sj “NH,
| ? NH; |
! I
N
e L
A, — b o

s—c|:H (|3 NH,

El dltimo paso, el clivaje de III seguido por la ciclacién, es posible si el enlace 0—C
estd debilitado por la presencia de grupos atractores de electrones, como en el
caso de sales de O-uronio o cianatos; en caso contrario, si al atomo de oxigeno se

une un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo, no ocurre la ciclacion.100

No hay practicamente antecedentes de apertura de anillos tiiranos para obtener
tiooligosacaridos. S6lo se informé que en condiciones basicas, el fenil 1,2-ditio-a-D-
manopirandsido 44 produjo el 1,2-tiirano 46 que luego por oligomerizacién
controlada condujo a una familia de tiooligo-a-D-manopiranésidos (48—50) en una
Unica reaccion. Por otra parte, si el tiirano 46 reaccionaba con otros tiolatos, como

por ejemplo 51, se obtenia una mezcla de productos (52—54).101
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IV.  Acoplamientos de tioaztlcares catalizados por enzimas

Pueden construirse enlaces tioglicosidicos mediante la utilizaciéon de enzimas tales
como las glicosidasas mutantes llamadas “tioglicoligasas”. En ellas, el residuo
acido/base catalitico de la glicosidasas comunes, se ha reemplazado por un residuo
cataliticamente inactivo. Es por esto que se necesitan donores de glicosilo
activados, como los dinitrofenil glicosidos, para que se pueda formar el
intermediario glicésido-enzima. Ademads, se requieren aceptores fuertemente
nucleofilicos que no necesiten catdlisis basica. Dos glicosidasas mutantes que se
han utilizado son: Abg E171A, la B-glucosidasa de Agrobacterium sp. y Man2A

E429A, la B-manosidasa de Cellulomonas fimi102

También se han utilizado glicosiltransferasas para sintetizar tiooligosacaridos, que

catalizan la transferencia de un residuo de monosacarido desde un donor aztcar
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nucleoétido activado a un carbohidrato aceptor que contiene un tiol. Como ejemplos
de estas enzimas podemos mencionar una a 1,3-galactosiltransferasa y una 8 1,3-

N-acetil-glucosaminiltransferasa de Neisseria meningitidis.103

Se han descripto ejemplos de métodos de construccién de enlaces S-glicosidicos,
segun la clasificacién que se realizd al comenzar este capitulo. Mediante estos
procedimientos se sintetizaron distintos tiooligoscaridos constituidos por
unidades de azucares piranoésicos. Pero ;qué ejemplos encontramos en la literatura
de compuestos tioglicosilados que contengan unidades de configuracién
furandsica? Realmente, estos ejemplos son muy escasos. Podemos mencionar que
la 1,2:5,6-di- O-isopropiliden-3- O-triflil-a-D-gulofuranosa (55) se convirti6 en el
derivado a-(2—3)-sialil-3-tiogalactofuranésico (57), que luego de la desproteccién
dio origen al isémero galactopirandsico como producto mayoritario (58).194 En
este caso la reaccion de acoplamiento queda incluida en el grupo II, debido a que

ocurre el desplazamiento nucleofilico de un triflato (reaccién tipo Sn2).

o
OAc
OAC CO,Me
5 5 KSAc, KoCO3, AcO
SAc TBAHSO,
OTf O—CMe, ’
o EtOAc, H,0
~
/CMEZ
o 0
A
55 56 57 O—CMe,
O
/CMez
AcO OAcC
o)
58 OAc OH

Asimismo, se informdé la sintesis por condensacion entre un derivado
convenientemente protegido de 3’-tiotimidina y un ribofurandsido activado, de un
gliconucledsido que contiene una unién tioglicosidica.l9> Asi, el tionucledsido 60,
obtenido a partir de 59, condens6é con la 1-0-acetil-2,3,5-tri- O-benzoil-f3-D-
ribofuranosa (61) para dar 62, con un 67% de rendimiento. Por desproteccion de

62 se obtuvo 63.
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. .
S S
SnCl, CH,Cl,, 0 °C  BzO o HO o
OH SH

59R = TBDPS 60

OBz OBz OH OH

62 63

Ademas, el grupo de Defaye y col.10¢ describié la sintesis de tiodisacaridos que
contenian una unidad fructofurandsica. Asi, por condensacién catalizada por un
acido de Lewis (SnCls), entre la 1,3,4,6-tetra- O-bencil-D-fuctofuranosa (64) y la
2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-tio-a-D-glucopiranosa (65), en CH:Clz y posterior
desproteccion, obtuvieron 1-tiosucrosa 66 (6 1-tiosacarosa, B-D-Fruf1-tio-a-D-
Glcp) y su anémero a-D-Fruf1-tio-a-D-Glcp (67). De forma similar, la 2,3,4,6-tetra-
O-acetil-1-tio-B-D-glucopiranosa (8) reaccion6 con 64 para obtener 1-tioisosucrosa

68 (a-D-Fruf1-tio-B-D-Glcp) y suandémero (3,3 69.

OH

OH
OH OAc
H
BnO,
AcO —Q

CH,0Bn Acow — HO .
OBn ACO HO S

HO
OH s
SH O M
64 65 HO,
HO

OH CH,OH
66 67
OH
BnO o OH OAC HO o §HOH CH,0H
HO
BnO Aco/g/o HO,
E—
CH0BN ACOWSH Ho—] YO
+
AcO S S
OBn OH OH OH
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MO HO
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Objetivos de la Tesis.

Por tratarse de los componentes mayoritarios de la biomasa renovable y por sus
propiedades bioquimicas destacables, los hidratos de carbono han despertado un
inusitado interés en la comunidad cientifica. Los hidratos de carbono (azucares)
forman parte de los reservorios de energia en seres vivos, la cual es liberada por
procesos metabdlicos y también participan en procesos de reconocimiento celular,
adhesion, inmunodeterminacion, etc. Asimismo, los hidratos de carbono forman
parte de glicoproteinas, glicolipidos y acidos nucleicos, todas ellas moléculas
esenciales para la vida. Una caracteristica importante de los monosacaridos es la
alta densidad de estereocentros en relaciéon al nimero relativamente bajo de
carbonos (en general, cinco o seis), por lo cual son precursores quirales ttiles en la

sintesis de productos bioactivos y productos naturales complejos.

En el area de la glicobiologia la busqueda de nuevos inhibidores enzimaticos y
miméticos de aztcares estables a la acciéon de enzimas hidroliticas ha conducido al
desarrollo de andlogos de oligosacaridos en los cuales el oxigeno interglicosidico
se ha sustituido por azufre u otros heterodtomos. Los tioglic6sidos resultantes son
glicomiméticos usualmente resistentes a los procesos metabdlicos.6271 También
suelen ser reconocidos por enzimas y al alojarse en sus sitios activos pueden
inhibir la actividad biolégica de las mismas. En particular, numerosos
tiooligosacaridos han sido descriptos como potentes inhibidores de glicosidasas.
Por estos motivos la sintesis de tiooligosacaridos ha atraido considerable atencion.
En la literatura se describen numerosas rutas generales para enlazar mediante un
atomo de azufre unidades de azucares de configuracion pirandsica.”1.77.84 Dada la
importancia de los tiooligosacaridos como inhibidores enzimaticos y que
practicamente no se encuentran ejemplos de tiodisacaridos y tiooligosacaridos de
azucares furanosicos se plante6 como objetivo general de esta tesis el disefio y
sintesis de tiodisacaridos constituidos por al menos una unidad furanésica
(pentofuranosa o hexofuranosa) para ser evaluados como posibles inhibidores

enzimaticos.
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Los azucares en configuracion furanosica se encuentran ampliamente distribuidos
en la naturaleza. La ribofuranosa forma parte de los acidos nucleicos y la
arabinofuranosa se encuentra en bacterias del suelo, hongos y plantas.?l La
arabinosa y la galactosa son constituyentes en estructuras furandsicas de
polisacaridos de micobacterias, en particular de Mycobacterium tuberculosis, el
agente causante de la tuberculosis.l? La Galf es esencial para la sobrevida o
virulencia de varios microorganismos patogénicos’107 pero estd ausente en
mamiferos. La degradacién de los glicoconjugados que contienen Gal/ es llevada a
cabo en algunos microorganismos, por una [3-D-galactofuranosidasa, la cual es un
blanco interesante para la acciéon de inhibidores de la misma. Se presume que la
inhibicién de las enzimas involucradas en la biosintesis o degradaciéon de dichos
polifurandsidos evitaria la proliferacion de las micobacterias, protozoarios u
hongos. Ademas, estos inhibidores serian inocuos para los mamiferos, ya que éstos

no procesan Galf

Por estos motivos, en este trabajo, se desarrollaron metodologias generales de
sintesis de tiooligosacaridos que contengan azucares furandsicos, en particular
Galf'y Araf Las unidades furanosicas podrian localizarse tanto en el extremo
reductor como el no reductor de los tiodisacaridos. También se propone sintetizar

tiodisacaridos constituidos exclusivamente por azdcares furanésicos.

Especificamente se evaluardn metodologias para la sintesis de tiodisacaridos con

unidades furandsicas, que involucran las siguientes reacciones claves:

> Adicién conjugada de 1-tioaldosas a azicares aceptores de Michael.

> Reacciones de trans-tioglicosilacion.

> Reacciones de sustitucion nucleofilica.

> Reacciones de apertura de tiiranos de azucares por una 1-tioaldosa.
L
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Sintesis de tiodisacaridos mediante reacciones de adicion conjugada

4.1. Introduccion.

Las enonas de azucares son bloques de construccion quirales, ttiles para la sintesis
de productos naturales y moléculas biolégicamente activas.! Su utilidad se debe a
que poseen un reducido ndamero de grupos funcionales hidroxilo y de
estereocentros, en comparaciéon con los correspondientes monosacaridos. Ademas,
poseen una insaturacién olefinica conjugada con un grupo carbonilo, sobre el cual
pueden llevarse a cabo una gran variedad de reacciones.? La mas popular de las
enonas es la levoglucosenona (1,6-anhidro-3,4-didesoxi-B-D-glicero-hex-3-
enopiranosid-2-ulosa), que ha sido ampliamente utilizada como un sintén quiral
en la sintesis de hidratos de carbono y otras moléculas.? Se ha estudiado la adicién
de Michael de tioles a la levoglucosenona*> y como se resefié en el capitulo 2, el
grupo de Witczak® describi6 una aproximacidn sintética elegante de (1-4)-$-
tiodisacaridos, basidndose en la adicion de Michael de 1-tioaztcares a

levoglucosenona e isolevoglucosenona.

En nuestro laboratorio se estudi6 la adicion de tioles a enonas de azucares
(dihidropiranonas) con configuracion en el carbono anomérico opuesta a la de
levoglucosenona. Las dihidropiranonas como, 35 o 71, se prepararon en un tnico
paso a partir de per-O-acetil-2-acetoxiglicales derivados de hexosas mediante una
glicosidacion promovida por tetracloruro de estano.” Esta reaccién, descripta por
nuestro grupo, permitié acceder a cantidades de enonas en escala preparativa sin
necesidad de recurrir a sucesivos pasos de proteccion selectiva, oxidacion y

eliminacion en monosacaridos comunes.

OAc AcO OAc OAc
o] o] o]
\ Me,CHOH AcO = PhCHOH  \{
-
ty OCHMe, SnCl, OAc SnCl, & OCH,Ph
35 70 71
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OAc RS oAc OAc RS 0Ac
O, RSH O O, RSH O,
_—
\ Et;N, CHCl, \ EtN, CHCl,
%) OCHMe, % OCHMe;, % OCH,Ph %) OCH,Ph
35 72aR = Et 71 73aR = Et
72bR = MeCH 73bR = MeCH
72cR = PhCH 73cR = PhCH

Las enonas 35 y 71 experimentaron adiciones 1,4 altamente diasteroselectivas de
tioles comunes en posicién anti con respecto al sustituyente anomérico. La alta
diasteroselectividad para la adicién conjugada de tioles al sistema carbonilico a,3
insaturado de 35 y 71 se justifico por el impedimento estérico ejercido por el

sustituyente anomérico axial, el cual induce el ataque al C-4 por la cara opuesta.?

También citaremos como antecedentes las adiciones de Michael sobre la enona 71
de las 1-tioaldosas 5 u 8 para obtener 74 o 75, respectivamente. Estos compuestos
se redujeron y O-desacetilaron para obtener 76 y 77, tiodisacaridos con

configuracion 3-desoxi-a-D-galacto en el extremo reductor.

1 1
OAc R* oAc R° oH
5u8 o o
O, R2 R2
- . S S
\ EtN AcO OAc HO OH
OAc (o)
& OCHa

Ph OH Q
OH
- OOCH,Ph OCH,Ph
74R'=H, R=0Ac 76 Rl =H, R =0H
75R'=OAc, R=H 77R'=0OH,R=H

Similarmente la enona 35 reaccion6 con los mismos tioazucares 5 y 8 mencionados
anteriormente, para dar las 3-desoxi-4-S$-glicosil-4-tiohexopiranosid-2-ulosas (78
y 79) con rendimientos mayores al 80%.° Por reduccion del grupo carbonilo de 78
y 79 se produjo la mezcla de diasteroisomeros esperados, siendo los productos
mayoritarios 80 y 84 y los minoritarios 81 y 85. Todos ellos se desacetilaron para

transformarse en los correspondientes tiodisacaridos libres 82, 83, 86 y 87.
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OAc OAC oac
AcO Q S
AcO. OAC
OAC o EtN, <:H2c:|2 EtN, <:H2c:|2
% OCHMe,
78 79
OOCHMe; 0OCHMe;
OAc ACO  oAc
0 Q
AcO
AcO S oac AcO S oac
OAc (o] OAc O
((80R=0OAc ((84R=0Ac
OH
82R=H OHOCHMe, 86R=H OCHMe,
+ +
OAc ACO  oac
Q o)
ARo S OAc AcO) S OAc
OH OH
OAc -0 OAC Q
((81R=0OAc ((85R=0OAc
83R=H OCHMe, 87R=H OCHMe,

También se describi6é otra metodologia para sintetizar los mismos compuestos 78
y 79, a partir de sales de isotiouronio, las cuales se prepararon por el
procedimiento descripto por el grupo de Ibatullin.19-12 Dichas sales de isotiouronio
se convirtieron en tioglicosidos, tiooligosacaridos y glicosiltioésteres. Los
tiodisacaridos 0 tiooligosacaridos se prepararon por reaccion de un bromuro de $
glicosil isotiourea con un derivado triflato en la posiciéon 4 de un monosacarido,
mediante una reaccién promovida por EtzN.12 Esta base convertia la $-glicosil
isotiourea en 1-tioaldosa, la cual desplazaba nucleofilicamente al grupo saliente
(triflato) en C-4 del otro monosacarido, para generar el enlace tioglicosidico en un

proceso “one-pot”.

Dado que las adiciones de Michael llevadas a cabo en nuestro laboratorio también
eran promovidas por Et3N, se exploro el acoplamiento in situ de las sales de glicosil
isotiourea 25 y 88 con el aceptor de Michael 35. Estas glicosilisotioureas se
prepararon facilmente a partir del bromuro de tetra-O-acetil-a-D-
galactopiranosilo, o de su analogo de configuraciéon a-D-gluco y tiourea.l® En este
caso los tiodisacaridos 78 y 79 se obtuvieron también con rendimientos mayores al

80%.
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1 + - R?
OAc R* oAc NH,.Br OAc
(0] R? Q J]\ R? ° S
\ . AcO S NH 2 Et3N AcO OAC
OAc (0]
OAc
o) OCHM

€2

1 -
35 25R = H, R = OAc 78R'=H,R=0Ac Y OCHMe,

1_ -
88R! = OAc, R=H 79R'=OAc, R=H

4.2. Tiodisacaridos con unidades furandsicas en el extremo no reductor.

Hasta aqui, junto con los casos citados en el capitulo 2, se realizé una revision de
trabajos en los cuales se han sintetizado tiodisacaridos mediante adiciones de
Michael. En todas las metodologias descriptas se han utilizado 1-tioazucares en
configuracion pirandsica. Pero no se encontraban ejemplos en literatura de

adiciones de Michael para generar tiodisacaridos con unidades furandsicas.

En esta tesis se describe como primer ruta de sintesis de tiodisacaridos, la reaccién
de Michael sobre la enona 35 (2-propil 6-0-acetil-2,3-didesoxi-a-D-glicero-hex-3-
enopiranosid-2-ulosa) de donores de glicosilo en configuraciéon furandsica (1-
tiofuranosas). Se utiliz6 la enona 35 como molécula aceptora para la adicién 1,4 y
se fue variando la configuraciéon del azucar donor: arabinosa, ribosa, xilosa y

galactosa, todas ellas en configuracion furanésica (Fig. 10).

Donores (convenientemente funcionalizados)

~ B0 o BzO o §he
BzO, OBz
Arabinofuranosa Ribofuranosa
OAc OBz 0Bz OBz
O,
\ <
o BzO
o OCHMe, OBz OBz 0.
OBz .
35 Galactofuranosa Xilofuranosa
. OBz
Aceptor de Michael OBz
OBz OBz
-
OBz
Figura 10.
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Este método para construir enlaces tioglicosidicos requeria tranformar los
azucares furandsicos peracilados (que se muestran en la Fig. 10) en las
correspondientes sales de isotiouronio, como precursores de 1-tioaldosas. Sin
embargo, los procedimientos que suelen ser satisfactorios para sintetizar 1-
tiopiranosas, no resultaron adecuados para las 1-tiofuranosas, las cuales
autocondensaban para dar disulfuros y producian otras reacciones secundarias.*
Por eso no se pudo obtener la 1-tiofuranosa con el grupo tiol libre en C-1 listo para
reaccionar con la enona o con otro aceptor de tioglicosilo. Se consideré entonces
utilizar las sales de isotiouronio (6 S-glicosilisotioureas) de furanosas como 1-
tiofuranosas enmascaradas. Se sabia que para las piranosas, sus derivados de $-
glicopiranosil isotiourea pueden preparase facilmente partiendo de 1,2-trans-
glicopiranosil acetatos.19-12 También en nuestro laboratorio habiamos encontrado
que las 1-tioaldopiranosas, generadas in situ a partir de los derivados de $
glicopiranosil isotiourea, podian ser atrapados por una enona de azucar para dar el

correspondiente tiodisacarido.?

Se comenzd trabajando con la 1-0-acetil-2,3,5-tri- O-benzoil-B-D-ribofuranosa (89),
que es un producto asequible comercialmente. La misma se trat6 con tiourea y
F3B.OEt; para dar la S-glicosilisotiourea 90. La configuracién en el carbono
anomérico de 90 se asign6 mediante su espectro de RMN-1H (Fig. 11), realizado a
partir de una fraccion del crudo a la que simplemente se le evaporé el solvente.
Dicho espectro mostraba un valor de /i = 3,7 Hz lo cual sugiere una
configuracion anomérica (. (Esta asignacion se justificarda posteriormente en el
andlisis de los espectros de los tiodisacaridos que se obtienen como productos de

la adicién).

El tratamiento de 90 con EtsN condujo a la formacién in situ de la tioaldofuranosa
91, como intermediario no aislado, que se adicion6 1,4 a la enona 35 para dar los

tiodisacaridos 92 y 93.
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BzO o PAC SC(NH)NH, B2O o SH
(NH2)2CS Et3N
F3B. OEt2 CH,CN
OBz OBz OBz OBz OBz OBz
89 90 91
BzO 6
SH
Bz0™ o OAc BZO— o /7 OAc
° 7 OA
+ \\ EtN +  OBzOBz ¢
O,
OBz OBz t OCHMe, OBz OBz %y OCHMe,
t) OCHMe,
91 35 92 93
BzO o SC(NH)NH, H-aromaticds
[ 1
OBz OBz
H-1 H-2,3
2 X NH, H-4
H-5a
H-5b
wU L%_MLNJ \
e O N BRI
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 ppm

Figura 11a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, DMSO-ds) de 90 con supresidn del pico de agua.
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8YRS S E g R R
ggge i 8 id ff @
C-aromaticos

SC(NH,)

¢ C-2,3,4

PhCO

HW C-l‘ J ' ‘ |

17‘0 1é0 1‘50 14‘10 1.."%0 1‘20 1]‘.0 1(‘)0 9‘0 8‘0 7‘0 p‘pm

Figura 11b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, DMSO-d;) de 90.

En el esquema 2 se muestran los pasos de reaccion factibles que conducen a la 1-

tioaldofuranosa 91 a partir del aztcar peracilado 89.

+
= ';:35 (;/ NH,
i { NH,
OAc +OAc s—cC
B20— o BZ0— o B20— o ’/\ / o N
s—c\ NH,
F4B.0Eb \ )\ NH,
OBz OBz OBz O—C/ OBz OJ OBz OBz
89 L Ph 90
[FsBOAC] ~ AcO
Et3N Et3NBF3
NH, ENCOCH; -
~ -
S—C—NH s SH
| 2 BzO o o BzO o]
20 X
%
N
—_— E— HoN NH, | ——
CH
OBz OBz 3 OBz OBz OBz OBz
i 91
Et;N
Esquema 2. Mecanismo propuesto para la reaccién de aziicares peracetilados con tiourea, catalizada

por F3B.OEt..

La adicién resulto ser altamente diasteroselectiva, y tuvo lugar en ambos casos por

la cara superior de la enona, opuesta a la que contiene al sustituyente anomérico.
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La mezcla de tiodisacaridos se separ6 por columna cromatografica, aunque se
observaron pequenas cantidades de enona de partida, posiblemente debido a que
la reaccién retro-Michael tenga lugar durante el proceso cromatografico. La
configuracion del estereocentro en el C-4 de los compuestos 92 y 93 se establecio
como R, debido a que sus espectros de RMN-1H mostraron constantes de
acoplamiento pequeias entre el H-4 y los protones del metileno adyacente, H-3
axial y H-3 ecuatorial (cabe aclarar que dichos hidrogenos, vecinos al grupo
carbonilo, ocupan en realidad una posicion cuasi axial y cuasi ecuatorial
respectivamente, pero se nombraran de aqui en mas como H-3ax y H-3ec). Asi, se
observé para 92: fecsa = 2,0, Baxa = 4,7 Hz; y para 93: fecs = 2,0, Baxs = 3,8 Hz.
Estos valores indicaban que el enlace C-4—H-4 bisectaba el angulo formado por los
H-3ax y H-3ec y establecia una configuracién o-D-treo para el fragmento
hexopiranosid-2-ulosa. Dado que se observaron diferencias sustanciales para las
constantes de acoplamiento de los protones anoméricos de las unidades 1-
tiofuranodsicas de 92 y 93, se infiri6 que habia ocurrido un proceso de
anomerizacidon durante el transcurso de la reaccidn, dando origen al tiodisacarido

minoritario 93.

H-3ax
S H-3ec
BzO
0. OAc H-4
; M
0Bz OBz o OCHMe; Py e o L PP TR v
H-1
(CH3),CHO
5.55 ppm
H-aromaticos H-1,5,4', CH3CO
[ | H-1’
H-3'H-2'
H-3ax
H-3ec
I W (N
T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 12a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 92.
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& R S 3 8 ETEEEEE ge NER
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C-aromaticos
 ——
c-2',3, (CH3),CHO
Me,CHO CH,CO
o1 c-4 /c-s cse  CA4
oo PHCO - C-1 | |1
MeCO' |’
2(‘30 1‘90 1é0 17‘0 1(‘30 1‘50 14‘10 1‘30 12‘0 1:‘LO 160 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 p;;m

Figura 12b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3) de 92.

El compuesto 92 mostraba en su espectro de RMN-1H (Fig. 12a) un doblete a 5,52
ppm para el H-1’' con un /i2r = 3,7 Hz, igual al observado en el espectro de RMN-1H
de la sal de tiouronio 90, que le dio origen. El compuesto 93 presentaba, en cambio,
un doblete a 596 ppm para H-1' (Fig. 13a) con un valor de constante de

acoplamiento mayor (/12 = 6,0 Hz).

La configuraciéon anomérica de los ribofuranésidos se asigné en base a los
desplazamientos quimicos relativos y las constantes de acoplamiento de los
protones anoméricos.!> Asi, el H-1" de 92 resonaba a campos maés altos que el H-1’
de 93 (/12 = 6,0 Hz) y con un menor valor de /i'> (3,7 Hz) la cual sugeria que 92
era el anémero [3. Estas asignaciones fueron posteriormente confirmadas mediante
experimentos NOE en los correspondientes compuestos reducidos 107 y 109, que

seran detallados mas adelante.
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OBz OBZ OAc ﬁ"‘****"***’
.00 5.95 ppm
D5 3.20 ppm ppm
(CH5),CHO
OOCHMez
H-1,4'5,5a
H-aromaticog M
— CH,CO
: H-6a,6b
H-2 ;
H-1 ipr H-3ax
H-3' H-5'b H-4 H-3
M yl JLJf w L_
T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
; S i 9 g 8 R 8YRyBAE B3 KRR
& fE88 & § § 8§ ©ENFRg¥Y g% S
C-aromaticos
C-2,3, (CH3),CHO
Me,CHO CH3CO
o / cs T
c-2 PhCO
MeCcO' !

T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

T T T
200 190 180

Figura 13a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl;) de 93. Figura 13b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCl3) de 93.

También se estudiaron las mismas condiciones de tioglicosilaciéon con otros
azucares, para poder evaluar si este camino sintético podia considerarse un

método general de obtencién de tiodisacaridos con unidades furanodsicas en el
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extremo no reductor. Se continu6 con la D-arabinosa, y para obtener la Araf
completamente protegida se llevd a cabo su benzoilaciéon directa, a alta

temperatura.l® Se obtuvo una mezcla de anémeros a y B, que se separd por

recristalizacion.
OBz
BzO o BzO (0)
BzCl, G:HcN +
D-arabinosa s Bz Bz
70 °C OBz
OBz OBz
94a 94b

Se condujo la reaccién de la 1,2,3,5-tetra- O-benzoil-a-D-arabinofuranosa (94a) con
tiourea y F3B.OEt;, como catalizador, para dar la correspondiente sal de
isotiouronio 95. Nuevamente, mediante su espectro de RMN-1H (Fig. 14a) pudo
asignarse la configuracién del centro anomérico de 95. En este caso result6 ser q,
lo cual era de esperar, pues los sustituyentes de C-1 y C-2 guardan una relacién
1,2-trans (/ < 1 Hz).1617 En el espectro de RMN-13C (Fig. 14b), la sefal
correspondiente al C-1, se corrié a campos mas altos (a 87,8 ppm) con respecto a
943, hecho que suele observarse cuando ocurre tioglicosilaciéon de furanosas per-

O-aciladas.1819

BzO o.
BzQ, H-4 H-5a H-5b
SC(NH)NH,
OBz
H-aromaticos
I I T T T T T
4.90 4.85 4.80 4.75 ppm
H-2 H-3
H-l L I
5.75 ppm
2 X NH,
T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 ppm

Figura 14a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, DMSO-d;) de 95 con supresién del pico de agua.
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Figura 14b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, DMSO-d;) de 95.

Como la benzoilacion de la D-arabinosa produjo también el andmero (3 (94b), se
llevo a cabo la reaccion con este compuesto y tiourea, bajo las mismas condiciones
utilizadas para el anémero a. Se obtuvo la misma sal de tiouronio 95, con buen
rendimiento. Por lo tanto pudo utilizarse la mezcla anomérica 94a y 94b para la

sintesis de 95.

OBz
BzO o BzO o BzO o
Bz Bz
(NH,),CS B20) (NH,),CS
OBz £.B OEL, CHCN SC(NH)NH;  F4B.0Eb, CH,CN
OBz OBz OBz
94a 95 94b

A partir de estos resultados, se pudo concluir que el procedimiento descripto por
Ibatullin para obtener glicosil isotioureas a partir de piranosas 1,2-trans puede
extenderse a furanosas per-0-benzoiladas, incluso cuando éstas posean la

configuracion 1,2-cis.

Siguiendo con la secuencia, se traté al compuesto 95, crudo, con Ets3N para
promover la formacién de la 1-tioAraf como donor de tioglicosilo. Luego de
adicionar la enona 35 a la mezcla de reacciéon se obtuvo el tiodisacarido 96. En

concordancia con resultados previos, la adicién de Michael del tiol nucleofilico,
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obtenido a partir de la sal de tiouronio, a la enona 35 resultd altamente
diasteroselectiva, y tuvo lugar inicamente por la cara opuesta a la que contenia al

sustituyente anomérico.

i BzO o
BzO o OAc Bz
Bz O,
+ \ Et3N S
R2 —_— OBz OAc
OBz OOCHMez 0
94aR!=H, R = OBz 35 96
% OCHMe,
a( 94bR'=0Bz,R=H
95R! = H, R = SC(NH)NH, a: (NH,),CS, RB.OEb, CH,CN

La configuracién del nuevo estereocentro de C-4, generado como consecuencia de
la adicién conjugada, se establecié como &, en base al espectro de RMN-1H de 96
(Fig. 15a). El H-4 se encuentra acoplado con los protones del metileno adyacente,
con constantes de acoplamiento pequefias (fzecsa = 1,8, Bax4 = 4,7 Hz), en forma
analoga a lo observado para los tiodisacarido 92 y 93. Ademas, el pequefio valor de
la constante de acoplamiento entre H-1"y H-2" (/i < 1 Hz) indicaba nuevamente

una estereoquimica 1,2-trans (configuracién anomérica o) para la unidad

furanésica.
BzO o H-4 H-3ax H-3ec
" N
S T T T T T T
OBz OAc 3.8 ppm 3.2 3.1 3.0 ppm
O,
H-1'
ScHM CH,CO
e
o 2 H-3
(CH3).CHO
H-aromatico
I_—-I 5. 65 ppm
H-1,5,4',5'a,5'b
H-2 H-6a,6b
H-1,3’ y P
%H-4 H-3ax H-3ec
L | M LJ L
T T T T T T T T T T T T T T

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 15a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 96.
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N SHE ¢ B8 o K38 RB5N ¥ 9 RER
g E\g\bg/b§ i g %8\77 ﬂjg\j i g\aj
C-aromaticos
Me,CHO (CH3),CHO
co / CHCO
4'3 C-5,6,5
, C-4
co MeCO Cl C1 c-3
PhCO
[
260 19‘)0 1éO 1‘70 1éO 1é0 11‘10 13‘0 12‘0 l]‘.O 160 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 ;:;pm

Figura 15b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3) de 96.

Decidimos también utilizar la 1,2,4,5-tetra-O-benzoil-a-D-xilopiranosa (97)
asequible comercialmente, como ejemplo de otra pentofuranosa con relacion 1,2-
cis entre los sustituyentes de C-1 y C-2. A partir de 97 se obtuvo la correspondiente
sal de isotiouronio (98) por reacciéon con tiourea y el catalizador F3zB.OEt;. En su
espectro de RMN-1H (Fig. 16a) se observé que la supresion del pico de agua afecté

las sefales de los hidrégenos H-5a y H-5b.

Se acoplé 98 con la enona 35, promoviendo la reaccién con EtsN para obtener, en

forma similar a lo descripto para la ribofuranosa, la mezcla de anémeros 99 y 100.

BzO

o
R S
B0/ o OAc BZO— OAc Bz
0Bz o B2 o S OAc
AN EtN + OBz
R? —_— o
0Bz %, OCHMe, OBz o OCHMe,
%y OCHMe,

97R'=H, R=0Bz 35 99 100

98R! = SC(NH)NH, RZ=H a: (NH,),CS, RB.OEb, CH,CN
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SC(NH)NH )
Bz0 0. Z H-aromaticog
OBz [ 1 H-1
OBz AN
B e
6. 45 pprr
H-1 H-2
2 x NH, H-3
H-4 H-5a,5b
T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 ppm
R % 35 ]
583 2 : B3 3
_..J[J ] ) [
C-arorpaticos
1 1
SC(NH),
PhCO
C-2,4
]
- 1 C-3
C-1 c5
! 1 | | | I
170.0 160.0 150.0 1400 13000 120.0 110.0 100.0 90.0 800 T0.0 B0

ppm

Figura 16a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, DMSO-d;) de 98 con supresion del pico de agua. Figura
16b. Espectro de RMN-13C (50,3 MHz, DMSO-d) de 98.

La relacién entre los productos 99 y 100 cada vez que se repitid la reaccién, fue
variable (de 1,4:1 a 4:1), siendo siempre el anémero B (1’,2’-trans) el producto
mayoritario. Esta mezcla no pudo separarse por cromatografia en columna y a su

vez quedo impurificada con restos de la enona de partida (35), como en el caso de
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los tiodisacaridos descriptos anteriormente. En la Fig. 17 se muestran algunas de

las sefiales caracteristicas del espectro de RMN-1H de la mezcla de 99 y 100.

H-1'a
-]1*2* =6,0 Hz
I ) ) I ) I
6.00 ppm 5. 48 ppm
H-4 (99) H-4 (100
H-3ax H-3ec (00
H-3ax ©9) (100 H-3ec 09)
I " I " I " I " I " I
3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 ppm

Figura 17. Sefiales caracteristicas del espectro de RMN-1H (500 MHz, CDClz) de la mezcla de 99 y
100.

Finalmente, la reaccién se extendi6 a una hexofuranosa, la 1,2,3,4,6-penta-0-
benzoil-a,3-D-galactofuranosa (101), producto de la benzoilacién de D-galactosa a
alta temperatura.2® Como se contaba con la experiencia del caso de la Araf en la
cual la reaccion podia llevarse a cabo tanto a partir de azdicares de configuraciéon
1,2-trans como 1,2-cis, se decidi6 utilizar la mezcla de anémeros. Por reaccién de
101 con tiourea en presencia de F3B.0Et; como catalizador, se obtuvo la $-
galactofuranosil isotiourea 102. El crudo de reaccion se traté con EtsN para
promover la conversion in situ de 102 en el tioazdcar 103, el cual se adicioné a la
posicion 4 de la hex-3-enopiranosid-2-ulosa 35 para dar el tiodisacarido 104 como

producto mayoritario, acompafiado por el tiodisacarido diasteroisomérico 105.

SC(NH)NH, ~ SH ]
o) o o
OBz OBz OBz OBz
(NH),CS Et;N
—_— —_—
F3B.OEt, CHCN
OBz 3B-OF, CHy OBz OBz
OBz OBz OBz
OBz OBz OBz
101 102 103
[ 3N N J
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El espectro de RMN-1H de la glicosil isotiourea 102 (Fig. 18a) presentaba el
singulete caracteristico del H-1 de un furanésido con relaciéon entre los
sustituyentes 1,2-trans (/ < 1 Hz),1819 que corresponde en este caso a la

configuracion anomérica (3.

SC(NH)NH, H-6a H-6b

© H-aromaticos H-4

OBz I |
c8Bz v T AR AR AR IR
OBz 5.0 4.9 4.8 ppm
OBz H-2
H-1
2 X NH, H-3
H-5
I I I I I T I I I
9.0 85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0  ppm
R L 2 38 8 8 8
gegae § 8 § #4 K £ 3
C-aronj aticos
1

SC(NH,)

‘ PhCO

—/ C-2,4
Cl1 — C3 C5 (g4
1é0 15‘0 11‘10 1:‘%0 12‘0 1:;.0 160 9‘0 8‘0 7‘0 pp‘m

Figura 18a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, DMSO-ds) de 102. Figura 18b. Espectro de RMN-13C
(125,7 MHz, DMSO0-d;) de 102.
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OAc
B ° SH ] o
OAc o. /7 OAc
OBz o S
O Et;N OBz o OCHMe,
+ O\ —_— + OBz S
OBz
OBz o OCHMe; OBz %y OCHMe,
OBz OBz
OBz 35 OBz
L _ OBz
103 104 OBz 105

Nuevamente, la adicion resultdé ser altamente diasteroselectiva y ocurrié
principalmente por la cara superior de la enona, lado opuesto al sustituyente
anomérico axial (relaciéon 104:105 > 3:1). La mezcla de tiodisacaridos
diasteroisoméricos se separ6 mediante una columna cromatografica. No obstante,
como se habia mencionado anteriormente para los tiodisacaridos derivados de
Ribof Araf y Xilos los compuestos 104 y 105 se encontraban ligeramente
contaminados con la enona de partida. La configuracién del estereocentro en C-4
del tiodisacarido 104 se establecié como R, debido a que su espectro de RMN-1H
(Fig. 19a) mostraba constantes de acoplamiento pequefias entre el H-4 y los
protones del metileno adyacente (fzecs = 2,4, Jaxa = 5,0 Hz) y también con el H-5
(Jas = 2,4 Hz). Ademas, el pequefio valor de la constante de acoplamiento entre H-
1"y H-2" (Jr2 < 1 Hz) indicaba una configuracion (-D-Galf para el extremo no

reductor del tiodisacarido.

Del espectro de RMN-1H de 105 (Fig. 20a) se dedujo que la configuracion en el C-4
es la opuesta ($) a la de 104. Ambos compuestos difieren en los valores de las
constantes de acoplamiento entre el H-4 con H-3ax y H-3ec (fzecs = 5,0, Baxs = 12,8
Hz) y entre el H-4 y H-5 (/45 = 10,8 Hz). Los valores de /indicados corresponden a
105. La configuracion 4-(S) indicaba que una cantidad minoritaria del 1-tioazucar
se habia adicionado por la cara inferior de la enona, a pesar del impedimento
estérico ejercido sobre esta cara por el sustituyente isopropilo. Sin embargo, dado
que la sefal del H-1’ continuaba siendo un singulete ancho, con /i < 1 Hz, se
concluyé que el carbono anomérico del extremo no reductor habia mantenido su

configuracion (3-D-Galf).
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O 3 OAc
OBz o.
OBz o) OCHMe,
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1 H-6a iPr o3
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Figura 19a. Espectro de RMN-1H (200 MHz, CDCl;) de 104. Figura 19b. Espectro de RMN-13C (50,3
MHz, CDCl3) de 104.

57



Capitulo 4.

Resultados y Discusién

OAc - H-3ax
H-4 H-3ec
; J\MML M
S
O.
OCHMe
OBz © Z R R R P T T T g
OBz CH3CO
OBz
(CH3),CHO
OBz H-1’ "
H-aromaticos H-3
5.70 ppm 4‘8 4‘7 4‘6 4‘5 ‘ppm
H-1 H-3
¢ H-2 iPr
H-5’ .4 H-3ax
‘ ‘ e u
OIS M
8‘0 7‘5 7‘0 6‘5 6‘0 5‘5 5‘0 4‘.5 4‘0 3‘5 3‘0 2‘5 2‘0 1‘5 pp‘m
0 OO0 A0 n
[«] ~NO S @O~ o < [oe] oON~NN < OO o n < NO®
> PR © ® N NOO S ONNO®M N o A
R N . ~ oM~ © 0Mm-=ON o ©o o ~N~
ES Re66a o & N NoadKN docmo oo a0
-t L R R - - o 0 W N~ ~NNN~NO O < < NN N
= [ \ e N e - [+
C-aromaticos
1 1
Cc-3
{| MecHO, (CH3),CHO
coa | 55 CH,CO
[l
c-r ¢ C-66" (.34
c-1 ’
PhCO .
C-2 [
MeCO
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 o]
(ppm)

Figura 20a. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCl3) de 105. Figura 20b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCl3) de 105.

En la Tabla 2 se destacan los valores que corresponden a las constantes de
acoplamiento que definen que el ataque del tiol, generado in situ, a la enona 35 se

produjo por la cara superior de ésta.

58



Capitulo 4.

Resultados y Discusién

Tabla 2. Constantes de acoplamiento diagnésticas de la configuracién de C-4 para los compuestos 92,

93,96,99,100y 104.

Compuesto Jzeca (Hz) Jax.a (Hz)
92 2,0 4,7
93 2,0 3,8
96 1,8 4,7
99 1,8 4,9
100 1,8 4,7
104 2,4 5,0

Para todos los compuestos listados en la Tabla 2, los valores de / son muy
similares, a excepciéon del compuesto 105, que no se incluy6 en esta tabla, ya que
corresponde al compuesto obtenido por el ataque de la 1-tio-Galf por la cara
inferior de la enona. Por este motivo las constantes de acoplamiento en este caso
resultaron mayores (ecs = 5,0 y 3axs = 12,8 Hz).

Es importante mencionar que los tiodisacaridos de las series Ribo, Ara, Galy Xilo,
obtenidos mediante esta metodologia, fueron dificiles de aislar en forma
completamente pura, ya que siempre estaban acompafados por pequefias
cantidades de enona de partida. Se mencioné que, durante la purificacién por
cromatografia en columna, la acidez de la silica gel parece suficiente para catalizar
la reacciéon inversa a la adicién, es decir la retro-Michael. También en todos los
casos resulté complicada la eleccion del solvente adecuado para eluir la columna
cromatografica, ya que los anémeros o y 3 tenian R similares por CCD. Pero una
vez encontrado el solvente de elucién apropiado, se desarroll6 la columna en
forma rapida, para tratar de minimizar dicha reversion. Se verificéd que, repitiendo

la cromatografia en columna del tiodisacarido 96 varias veces, la proporcién de
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enona remanente aumentaba al mantener la mezcla de reaccién en contacto con la

silica por tiempos mas prolongados.

Incluso, para evitar el contacto de los tiodisacaridos funcionalizados con un grupo
carbonilo en C-2 con el adsorbente, se intenté continuar la sintesis con el crudo de
reaccion y efectuar el paso siguiente de reduccién del carbonilo. Sin embargo, dado
que se obtenia una mezcla de productos mayor, se complicaba ain mas la

separacion cromatografica.

4.3. Reduccidn de tiodisacaridos.

Para obtener los 3-desoxi tiodisacaridos andlogos de disacaridos conocidos, se
condujo el siguiente paso de sintesis, que consisti6 en la reduccién del grupo
carbonilo de las 2-ulosas sintetizadas (92, 93, 96, y 104) con borohidruro de sodio.
También se llevdé a cabo la reduccion con un reductor mas voluminoso, el K-

Selectride, como se describira mas adelante.

En primera instancia, se redujeron los tiodisacaridos con extremo no reductor de
configuracion r7bo, 92 y 93. Cada uno de ellos se trat6 con borohidruro de sodio, a
—18 °C utilizando THF como solvente. La reduccién se llevd a cabo a baja
temperatura para mejorar la selectividad en favor del epimero mayoritario. Era de
esperar, y luego se verifico experimentalmente, que la aproximacién del hidruro
fuese controlada por el sustituyente anomérico vecino al carbonilo. La
configuracion de los estereocentros C-2 y C-4 en el extremo reductor, pudo

establecerse facilmente mediante los espectros de RMN-1H de los productos.

BzO > OAc BzO BzO
V4
o o O % oAc O T oAc
NaBH,, THF OH
Hy, 0 + o}
OOCHME‘Z
HO

OBz OBz OBz OBz OBz OBz
OCHMe, OCHMe,

92 106 107
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Como era previsible, la reduccion del grupo carbonilo de 92 produjo los
tiodisacaridos epiméricos 106 y 107, con el grupo hidroxilo libre en la posicién 2.

Estos compuestos se separaron en forma eficiente por columna cromatografica.

El isémero 107, producto mayoritario de la reduccion, poseia la configuracién a-D-
xilo, en la unidad hexopiranosa. Esto se justific6 en base a su espectro de RMN-1H
(Fig. 21a), en el cual la sefal del H-2 mostraba valores pequefios de constantes de
acoplamiento con H-1 (/1,2 = 3,8 Hz) y H-3ec (/2,3ec = 4,3 Hz), mientras que con el
H-3ax daba un valor de /mayor (/23.x = 11,5 Hz), lo cual indicaba que el HO-2 se
dispone en posicién ecuatorial. El hecho que la sefial de H-4 aparezca como un
singulete ancho, con constantes de acoplamiento pequefias con los H-3ec, H-3ax y
H-5, confirmaba la configuracién asignada al esterocentro de C-4 del tiodisacarido

precursor 92.

En el espectro RMN-13C de 107 (Fig. 21b) se observo el corrimiento de la sefial
correspondiente al C-2, de 198,9 a 67,8 ppm, en concordancia con la reduccion del
grupo carbonilo. Obviamente, se registraron los mismos cambios para el otro

diateroisomero (106).

iPr
BzO o S o H-3ec
H-2
(o]
OBz OBz HO
' 200 395 " ppm ‘ 2.25 "opm

OCHMe,

CH3CO

(CHg),CHO

H-aromaticos

H-5,6a,6b

H-3ax

H-3ec

(.

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 21a. Espectro de RMN-H (500 MHz, CDCl;) de 107.
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Figura 21b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3) de 107.

Un analisis similar para el compuesto 106 indic6 que le correspondia configuracién

a-D-/ixo. En el espectro de RMN-'H (Fig. 22a) se observaban constantes de

acoplamiento pequefas para H-2 y H-4 con sus respectivos protones acoplados, lo

cual indicaba la configuracién asignada al extremo reductor.
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© S OAc H-2 H-4
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Q
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H-1 H-5a,4’ 3.7 36 3.5 3.4 ppm
H-5'b H-6a H-6b iPr (CH3),CHO
H-aromaticos
1
H-1
H-2 H-4 H-3ax,3ec
H-2 )
T T T T T T T T T T T . , . :
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5  ppm




Capitulo 4.

Resultados y Discusién

SRR L 8 2 93858385 S R os9f
£ggg g § % I EENGEETT g & 448
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Figura 22b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3) de 106.

Para el otro producto de adicion de Michael, el tiodisacarido 93, se obtuvo el

tiodisacarido 109 como resultado de la reduccién y un compuesto muy

minoritario, que por analogia con la reacciéon de reduccion de 92 descripta

anteriormente (Rf apenas mayor), seria el producto minoritario de la reduccién

(108). Pero como la cantidad obtenida fue muy pequeia no se analizé la estructura

del mismo. En cambio, el compuesto 109 se caracteriz6 completamente. Sus

espectros de RMN-1H y RMN-13C se muestran en la Fig. 23.
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OBz OBz

S
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BzO
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" . s +
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Figura 23a. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCl3) de 109. Figura 23b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCl3) de 109.

Para los compuestos de esta serie, la configuracién anomérica de la unidad Ribof

del extremo no reductor se determiné en base a datos espectroscépicos (Tabla 3) y
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se confirmé por experimentos NOESY de los productos mayoritarios 107 (Fig. 24)

y 109 (Fig. 25).

Tabla 3. Constantes de acoplamiento diagndsticas de la configuracién anomérica de la unidad Ribof

del extremo no reductor, de los compuestos 92, 93, 106, 107 y 109.

Compuesto 6 H-1" (ppm) Ji2 (Hz) 6 C-1’ (ppm) | Configuracién
92 5,52 3,7 84,2 1’,2’-trans ()
106 5,64 3,6 85,4 1’,2’-trans ()
107 5,51 3,7 84,5 1’,2’-trans (B3)
93 5,96 6,0 88,8 1,2"-cis (o)
109 5,93 6,0 89,2 1,2’-cis (o)

Para el tiodisacarido 107 se observé una correlacion NOE caracteristica?! entre H-
1’ y H-4’, que no se detectaba para 109 (Esq. 3). Esta correlaciéon indicaba que
ambos protones se ubicaban en la misma cara del anillo furanésico (configuraciéon

anomeérica f3).

En forma similar, la correlacién NOE entre H-1’ y H-3" en 109 (no observada en el
espectro NOESY de 107) indicé una configuracion anomérica a para 109. Estos
resultados confirmaron las asignaciones realizadas previamente para las

configuraciones anoméricas de 92 y 93, precursores de 107 y 109 respectivamente.

BzO BzO

OBz OBz

109
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Esquema 3. Correlaciones NOE entre H-1'—H-4’ en el compuesto 107 y entre H-1’'—H-2’y H-1’—H-4’

en el compuesto 109.

ppm

P25

3.0

o ®lgs

[} —4.0

4.5

. 5.0

—6.0

6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm

Figura 24a. Espectro NOESY de 107.

oo

(@
=

H-1'H-4'
0
—5.4
@]
~5.6
~5.8
~6.0

Figura 24b. Espectro NOESY ampliado de 107. Correlacién entre los hidrégenos 1’y 4, que confirma

configuracién f en el extremo no reductor (anillo furandsico).
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M ppm

6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 ppm
Figura 25a. Espectro NOESY de 109.

H-1 ,
Hg  H2

(@)

5.2
0
5.4
5.6
H-2' !
H-3 ‘m vy 5.8
H-1' "
6.0

61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 ppm

Figura 25b. Espectro NOESY (ampliado) de 109. Correlacién entre los hidrégenos 1’y 2°, 1’y 3’, que

confirma configuracién a en el extremo no reductor (anillo furandsico).
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En el caso del tiodisacarido 92, se llevé a cabo la reduccion del grupo carbonilo,
utilizando tri-sec-butilborohidruro de potasio (K-Selectride)?2 un reductor mas

voluminoso.

El objetivo de este cambio de agente reductor, consistia en incrementar la relacién
entre los productos en favor del tiodisacarido con configuracién a-D-x7/o 107. Pero
no se obtuvieron resultados favorables, es decir que con K-Selectride se obtuvo
mezcla de productos de reduccién del grupo carbonilo en posicién 2, en forma
andloga a cuando se utilizé borohidruro de sodio y ademas la técnica requeria
mayores cuidados debido a que esta reduccion debia llevarse a cabo a muy baja
temperatura (—76 °C), y demando entre seis y ocho veces mas tiempo de reaccidn.
Por estos motivos, se decidi6 continuar utilizando el método de reducciéon ya

descripto, con borohidruro de sodio en THF.

El derivado 4-5-Araf4-tio-a-D-treo-hexopiranosid-2-ulosa (96) también se redujo

con borohidruro de sodio para dar los tiodisacaridos epiméricos 110y 111.

BzO o BzO o BzO o
Bz Bz Bz
NaBH,, THF
Os, S OAc b 0Bz § OAc * OBz § OAc
[e) OH
o) o)
OOCHMQZ HO
OCHMe, OCHMe;,
96 110 111

El diasteroisémero mayoritario resulto ser el tiodisacarido 111, que al igual que en
la serie ribo, presentaba la configuracién a-D-xilo para la hexopiranosa. Esta

configuracion se evidencio en el espectro de RMN-1H (Fig. 26a) de 111.
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BzO o H-3ec H-3ax
Bz
oBz ¥ OAc
(o) 250 2.25  2.20 215  2.10 ppm
HO H-1 H-5'a H-5'b
OCHMe,
CHsCO
(CHs),CHO
H-aromatico
H-3ax
H-3ec
1
T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
b 1 g 3 8 N98 §883b B8 Be
84 g § 8§ 8dK fBIIY ¢ § 948
C-aromaticos
1 | MecHO (CH3,CHO!
c-24, CHsCO
MeCO c1 3 Y .
y PhCO c-1
[
T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Figura 26a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 111. Fijgura 26b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCl3) de 111.

El protéon unido al nuevo estereocentro (H-2) mostraba constantes de
acoplamiento pequeinas con H-1 (/1,2 = 3,8 Hz) y con H-3ec (/23ec = 3,9 Hz), como
era de esperar para una relacion gauche entre el H-2 y estos protones adyacentes.
La constante de acoplamiento mayor para el H-2 con H-3ax (fj3.x = 12,8 Hz),
confirmaba nuevamente que el HO-2 se disponia en posicion ecuatorial.
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En cambio, en el espectro de RMN-1H (Fig. 27a) del epimero 110, las constantes de
acoplamiento entre H-2 y H-1, H-3a y H-3b, resultaron ser todas pequefias (/12< 1

Hz, /232 = 3,0 Hz, /23, = 3,9 Hz), en concordancia con una orientacion axial para el

HO-2 (configuracion a-D-/ixo).

BzO o.
Bz
OBz } OAC
OH
0
OCHMe, CH,CO
HAREEE R IR RN RN RN RN R (CH3)2CHO
4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 ppm —
H-aromatico
H-1,3 H-2 oH
iPrH-2 y H-3ax,3ed
H-4
T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
eaen Foe 8 R ROB 8388 ¢ B8 RUE
SRcichc g 8 § & 98K 28580 ! 4 Hd8
C-aromaticos
MeZCHO (CH3)2CHO
c-2, \ CH5CO
c-1 '3
MeCO c-1 '
* PhCO
1
T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Figura 27a. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCl3) de 110. Figura 27b. Espectro de RMN-13C (125,7

MHz, CDCl5) de 110.
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Se menciond anteriormente que con los azucares de configuracion xi/o, los
productos obtenidos en la adicion conjugada no lograron separarse por
cromatografia en columna. También se habia intentado la reduccion de la mezcla
para ver si era posible separar los compuestos resultantes en un paso posterior,
pero al incrementarse la cantidad de productos obtenidos (cuatro) dificulté ain
mas la separacién por cromatografia en columna. Por este motivo no se continué

trabajando con la serie xi/o.

Por otra parte, se describié que en la reaccién entre la enona 35 y la perbenzoil-
Galf(101) se obtuvieron dos productos de adiciéon conjugada (104 y 105). Uno de
ellos correspondia al ataque del 1-tioaztcar, generado in situ, por la cara superior
de la 2-ulosa, siendo éste el mayoritario (104); mientras que el minoritario

correspondia al producto de ataque por la cara inferior de la misma (105).

El compuesto mayoritario (104), se redujo siguiendo la metodologia ya descripta.

o_ S OAc o_ 5 oAc o_ S OAc
OBz o] OBz OH OBz
NaBH,, THF Q + Q
OBz o OCHMe, OBz OBz HO
OBz OBz OCHMe;, OBz OCHMe,
OBz OBz OBz

104 112 113

La reduccion del grupo carbonilo dio origen a los tiodisacaridos 112 y 113, en
relacién aproximada 1:6. Ambos se separaron en forma efectiva por cromatografia
en columna. El diasteroisomero mayoritario 113 poseia configuracion a-D-x7/o, ya
que su espectro de RMN-1H (Fig. 28a) mostraba para H-2, valores pequeifios de
constantes de acoplamiento con H-1 (/12 = 3,7 Hz) y H-3ec (f3.c = 4,3 Hz),
mientras que con H-3ax mostraba un valor de /mayor (/,3.x = 11,5 Hz) indicando
que el HO-2 se disponia en posicion ecuatorial. El hecho que la sefial de H-4
apareciera como un singulete ancho con constantes de acoplamiento pequefias con
H-3ec, H-3ax y H-5, confirm6 la configuraciéon que fue asignada para el C-4 del

tiodisacarido precursor 104.
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En el espectro RMN-13C de 113 (Fig. 28b) se observd el corrimiento de la sefial
correspondiente al C-2, de 198,7 a 67,8 ppm, y asi qued6 demostrada la reducciéon

del grupo carbonilo. Un cambio similar en el desplazamiento se observd para el

diasteroisomero 112.

o) OAc OH
OBz o
H-6'a,6'b H-3ec ~ H-3ax
OBz HO H-5,6a
OBz OCHMe;,
OBz 22 21 200 e ppr‘n
CHsCO
T T T T T T T T
4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 4.2 ppm
H-aromaticos (CHs3).,CHO
| 1
H-1 H-3ax
H-2’
H-1 ) H-4 H-3ec OH
H-5 H-3 iPr
8.‘0 715 710 615 610 515 510 415 410 315 3.‘0 215 210 1‘5 ppm
A : 8 8 EBRENIIAY g B N8F
SE8eeE g § § 5 YIFRELEEIY g 8 Q4K
C-aromaticos
c-2'.4',| MeCHO, (CH3),CHQ
3 52 CH,CO
c-1 C-6,5,6' 1
e i e
[
T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Figura 28a. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCl3) de 113. Figura 28b. Espectro de RMN-13C (125,7

MHz, CDCl;) de 113.
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Un analisis similar del espectro de RMN-1H (Fig. 29a) de 112, indicaba que al
extremo reductor le correspondia la configuracién a-D-/ixo, ya que se observaron
constantes de acoplamiento pequefias para H-2 y H-4 con sus respectivos protones

acoplados.

OBz OCHMe, s H-6a  H-6b iPr CH,CO

(CH3);CHO

T
L. 4.4 4.3 4.2 4.1 4.0 ppm
H-aromaticos

H-3ax,3ec

h 388 W o NI ~ ©Qw
..... & RYEBAYEI IR ) 8 98x
R88¢8 g 8 SHIRRBLELEEE 8 8 €48
C-aromaticos
(CH3),CHO
c-2' 4, MEZCHO,
- 552 CHsCO
MeCO C-IU C-4 -
c-1 C-6,6' c-3
| Prco ol
—
17‘0 léO léO 11‘10 1éO 1‘20 1:‘LO 160 Qb 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 ‘ppm

Figura 29a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 112. Fijgura 29b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCl3) de 112.
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En la Tabla 4 se destacan los valores de las constantes de acoplamiento

caracteristicas para los productos mayoritarios de cada reduccidn.

Tabla 4. Constantes de acoplamiento diagndsticas de los compuestos 107,109, 111y 113.

J(Hz) 107 109 111 113

1,2 3,8 3,8 3,8 3,7
J23ax 11,5 12,0 12,8 11,5
J23ec 4,3 3,8 3,9 4,3
S3ax,4 3,6 3,7 51
Sreca 3,5 3,8 3,9 3,5
J3ax3ec 13,0 12,5 12,8 13,0

En todos los casos los valores de las constantes de acoplamiento listadas son
practicamente de igual magnitud, confirmando la disposiciéon ecuatorial para el

grupo hidroxilo de la posiciéon 2.

En la Tabla 5 se indica la relacion entre productos isoméricos /ixo:xilo, que se

obtuvieron por reduccidn de las ulosas con borohidruro de sodio.

Como ya se menciond, la selectividad observada sugiere que la aproximacion del
hidruro al grupo carbonilo presente en C-2, es controlado por el grupo isopropilo
en posicion axial, presente en el estereocentro adyacente C-1. En la reduccion de
93 la diasteroselectividad resulté mayor que la determinada para el resto de los
tiodisacaridos. El compuesto 93 diferia de los restantes en que su estereoquimica
era 1,2-cis para el anillo tiofuranésico, mientras que en aquellos era 1,2-¢trans. Por
lo tanto, la configuraciéon anomérica de la tiofuranosa podria influir en el curso
estereoquimico de la reduccién. Sin embargo, en todos los casos (gal, ara, ribo) la

reduccion del grupo carbonilo resulté diasteroselectiva y dio origen a los 4-$
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glicofuranosil-4-tio-a-D-x7/o-hexopirandsidos correspondientes como productos

principales.

Tabla 5. Relacion entre isomeros /ixo:xilo, obtenidos por reduccion de los compuestos 92, 93, 96 y
104.

Tiodisacarido de partida Productos de reduccién

Relacion /lixo:xilo

92 1:4 (106:107)
93 1:7 (108:109)
96 1:4 (110:111)
104 1:6 (112:113)

4.4. Obtenciodn de tiodisacaridos libres.

El dltimo paso en este camino sintético consistié en obtener los disacaridos libres,
para que luego pudiese ser evaluada su posible actividad biolégica como

inhibidores enzimaticos.

Sélo se desprotegieron los tiodisacaridos obtenidos con mayor rendimiento, es
decir a 107, 111 y 113. Para desacilar estos tiodisacaridos, se sometieron a
agitacion a temperatura ambiente con una mezcla de MeOH:Et3N:H,0 3:1:3. Una
vez obtenidos los respectivos isopropil glicosidos (114, 115y 116) se los purifico
por elucidn a través de una columna rellena de resina de intercambio i6nico mixta

para desionizarlos y luego a través de una mini columna de fase reversa.

Las Figuras 30—32 muestran los respectivos espectros de RMN de los

tiodisacaridos libres 114—116.

75




Capitulo 4.

Resultados y Discusién

zO o
E MeOH: EgN H,0

OBz OBz OH OH
OCHMe2 OCHMeZ
107 114
H-2,2
H-3 1 . ,
_W s iPr, H-4 H-3ax H-3ec (CH3).CHO
[
OH OH !
OCHMeZ
4 ‘15 4 ‘10 4, ‘05 4, ‘00 3. ‘95 3. ‘90 ppm 2 ‘JU 2. ‘05 ) ppm
H-6a,6b,5'b
1
H-1'

H-1

H-5'a

H-3ax H-3ec

T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

g B g T EEE  BUE 3 5 S

| | & \\/ 8\%\3 | | 1]

C-3, (CH3),CHO
- Me,CHO,5
- Zm Cc-6 c3
C-l c.g Cc-2 ) 4
c c-2 , C¥&% c
160 9‘5 g‘o 8‘5 éo 7‘5 7‘0 6‘5 e‘o 55 55 4‘5 46 3‘5 50 2‘5 ‘ ppm

Figura 30a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, D;0) de 114. Figura 30b. Espectro de RMN-13C (125,7

MHz, D;0) de 114.
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Figura 31a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, D;0) de 115. Figura 31b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, D;0) de 115.
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Figura 32a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, D;0) de 116. Figura 32b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, D;0) de 116.
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En los espectros de los tiodisacaridos desprotegidos (114, 115 y 116) se observoé
que, a diferencia de los compuestos que les dieron origen (107, 111y 113), el H-3
axial se encontraba a campos mas bajos que el H-3 ecuatorial. En la Tabla 6 se
resumen los valores de las constantes de acoplamientos para los H-3ax y H-3ec con

sus hidrégenos vecinos, cuyas magnitudes son muy similares en los tres casos.

Tabla 6. Constantes de acoplamiento diagndsticas de los compuestos 114, 115y 116.

J(H2) 114 115 116

Ji2 3,7 3,7 3,7
J2,3ax 12,0 12,8 12,0
J2.3ec 4,3 3,9 4,6
Jax4 3,6 4,0 3,7
Jeca 3,5 3,9 3,5
JRax3ec 13,1 12,5 13,2

4.5. Evaluacion de la actividad inhibitoria.

Se evaluo la actividad inhibitoria de los tiodisacarido 114, 115 y 116, contra una
exo [-D-galactofuranosidasa aislada a partir Penicillium fellutanum, segun
protocolo ya descripto.!8 El 4-nitrofenil 3-D-galactofurandsido?3 se utilizé como
sustrato y la D-galactono-1,4-lactona como inhibidor de referencia (ICso 0,02
mM).18 La reaccién enzimadtica se llevé a cabo en presencia de cada uno de los
tiodisacaridos en concentraciones comprendidas entre 0,2 y 10 mM y para medir
la actividad galactofuranosidasa se determiné la cantidad de 4-nitrofenol liberado

a partir de 4-nitrofenil B-D-galactofurandsido. (Fig. 33).
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100
90
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—&— D-galactno 1,4-lactona

0,2 0,4 0,6 0,8

Figura 33. Efecto de la concentracién de tiodisacdrido en la actividad enzimatica de la exo B-D-

galactofuranosidasa de Penicillum fellutanum. Cada punto deriva del experimento realizado por

triplicado.

El compuesto 116, que posee una unidad de Galfresulté un débil inhibidor de la

enzima. Los tiodisacaridos con unidades de Ribof (114) y Araf (115) no

demostraron actividad inhibitoria.
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Sintesis de (1—6) tiodisacaridos mediante reacciones de

transtioglicosilacion.

5.1. Introduccion.

En el capitulo anterior describimos la sintesis de 3-desoxi-(1—4)-tiodisacaridos,
mediante reacciones de adicién conjugada 1,4 (adiciones de Michael) de sales de

tiouronio generadas /n situ, a enonas.

Como continuacidn de esos estudios se plante6 como objetivo la sintesis de (1-6)-
tiodisacaridos con una unidad furandsica en su extremo no reductor, por ser
analogos a los disacaridos naturales encontrados en una gran variedad de

microorganismos, entre ellos, las micobacterias.

Esta ruta sintética consistio en la obtencion de tiodisacaridos, mediante reacciones
de tioglicosilacion promovidas por catalizadores como el tetracloruro de estafio

(SnCls) y el dicloruro de dioxomolibdeno (Mo02Cly).

El SnCls se habia empleado eficazmente para la sintesis de O-glic6sidos. En 1977
Hanessian y col.! describieron un método eficiente para preparar [-D-
ribofurandésidos y B-D-glucopiranésidos con buenos rendimientos a partir de los
respectivos monosacaridos per-O-acetilados. Previamente habian descripto O-
glicosilaciones estereocontroladas, utilizando este mismo catalizador, en

aldofuranosas y piranosas, e inclusive en amino aztcares.2-5

Por ejemplo, por tratamiento de la 3-D-glucosa pentaacetato (23b) o la 1-O-acetil-
2,3,5-tri- O-benzoil-B-D-ribofuranosa (89) con cantidades equimoleculares de SnCls
y un alcohol (ROH), en CH2Cl;; por periodos cortos y a temperatura ambiente o
menor, se obtenian los respectivos glicésidos con alta pureza anomérica. Se
sintetizaron asi varios derivados de B-D-ribofurandsidos (118) y se aplico este
método a la sintesis de disacaridos como la 1,2:3,4-di- C-isopropilidén-6-0-(2,3,5-

tri- O-benzoil-B-D-ribofuranosil)-a-D-galactopiranosa (119).
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OAc
AcO O OAc
AcO

OAc

23b
OAc
BzO o

OBz OBz
89
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OAc
AcO O OR
+ ROH —— AcO 117R = Me, 2-propil, etil,
OAc bencil, neopentil, ciclohexil
OR
BzO o
+ ROH ——»
118R = Me, 2-propll, etil,
OBz OBz bencil, neopentil, ciclohexil
BzO o O
(0]
7
MEQC\
0.
OBz OBz
(0]
119 [ O
CM62

Al igual que otros métodos de glicosilacion en estas series, la presencia de un

grupo éster participante en C-2, induce la formacion estereoselectiva de 1,2-trans-

glicésidos.? Esta alta estereoselectividad puede atribuirse a la participacion

anquimérica del sustituyente del C-2 para estabilizar la carga generada en el C-1,

por la eliminacién con el acido de Lewis, del sustituyente anomérico. El i6n

aciloxonio resultante (o un intermediario ortoester!) bloquea una de las caras del

C-1 e induce el ataque del donor-OH por la cara libre, para dar el glicésido 1,2-

trans.

OAc

BzO o BzO

SnCly

7

BzO OBz AcOSnCl

89

o BzO o

“\ /“\ BzO
ROH
Ol M=

BzO O O BzO O—
2, +~ Ph
Ph
ROH
BzO o
O OR
BzO OA{

Ph
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Vach y Lederkremer emplearon esta estrategia para sintetizar disacaridos
derivados de galactofuranosa. Mediante la glicosilacion catalizada por SnCls de la
perbenzoil Galf (101) con 2,3,5-tri- O-benzoil-D-galactono-1,4-lactona (120) o su
derivado 6-O-tritilado (121), se obtuvo la perbenzoil 3-D-galactofuranosil-(1-6)-
D-galactono-1,4-lactona 122 con excelente rendimiento (91%), un intermediario
clave en la sintesis de disacdridos con ambas unidades en configuracién

furanosica.1?

0.
OBz o
O. 0.
OBz OBz OBz O OBZOBZ
" SnCly
> (0]
OBz OBz CH,CI, 0.
OBz
OBz OBz
OBz OR
OBz
101 120R=H OBz 122
121R = PhC OBz

El compuesto 122 es precursor de (-D-Gal£(1—6)-D-Galfy también se sintetizaron
derivados de [B-D-Gal£(1-5)-D-Galf siguiendo esta misma metodologia.ll Por
ejemplo la glicosilacion catalizada por SnCls de la perbenzoil Galf (101) con la
lactona parcialmente protegida 123, condujo al disacarido 124 (70%)
acompafiado, como producto secundario, por el trisacarido 125, resultante de la

glicosilacion de ambos hidroxilos (HO-3 y HO-5).

o
OH o o
0) o)
OBz 0Bz OH o} OOBZ
SnCl,
+ > BzO +
OBz OBz CH,CI
OBz OH 22 o
OBz OBz OBz
OBz OBz
OBz OBz
101 123 OBz 124 OBz 125

Se utilizaron otros aceptores de Galf por ejemplo la N-acetil glucosamina, que
produjo los disacaridos B-D-Gal£(1—4)-D-GIcNAc!2 (127) y [-D-Gal£(1—6)-D-
GIcNAc (129).13
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0. OBz OBz
OBz OBz
HO R SnCl, 0 2
+ BzO 0. BzO
OBz AcHN OBz AcHN
OBz OBn CH,Cl, OBn
OBz OBz
OBz
101 126 OBz 127
o OH o. P
OBz 0Bz snCl, OBz
HO Q _— HO 2
. BzO BzO
OBz AcHN CH,Cl, OBz AcHN
OBz OBn OBz OBn
OBz OBz
101 128 129

En los trabajos citados se demostré la utilidad del SnCls para promover la sintesis
de 1,2-trans glicofuranésidos a partir de precursores peracetilados. Sin embargo,
se encontré sélo un caso del uso de este método para preparar 1-tio-B-D-
galactofuranésidos. Estos se prepararon por reaccién de la perbenzoil Galf(101)
con alquil, bencil y aril tioles, en presencia de SnCls. Al igual que en el caso de la O-
glicosilacion, solo se obtuvieron los anomeros (3 130—134 con buenos

rendimientos (85—95%).14

] ° SR 130R =nPr
OBz OBz RSH OBz 131R =iPr
- 132R = CHPh
OBZOBZ SnCly, CH,Cl, QBZOBZ 133R =Ph
OBz OBz 134R = 4-NG-Ph
101

Otro catalizador, recientemente descripto, que result6 altamente diasteroselectivo
en la tioglicosilacion de glicésidos peracetilados, es el dicloruro de dioxomolibdeno
(Mo002Clz), una especie oxometdlica del grupo VIb. En el afio 2005 se emple6 al
Mo02Cl; como un catalizador eficiente para la reacciéon de acilacién de alcoholes,
aminas y tioles, con anhidridos, la cual tenia lugar con buenos rendimientos y alta
quimioselectividad.!> Se atribuyd la actividad catalitica al caracter anfotérico de la

unidad Mo=0, y se propuso el siguiente mecanismo de acilacion.
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o] o] o]
)J\ )J\ 1mol% MoGCl, R )J\
R—H 4 r o~ Or p—_p xR
X =0, NH 2-2
O.NH. S 91-100%
oy o
PPN o)
g P

-R'COH

' o}
o (@) R O,
| Cle ) \/ \H - MoO.Cl, )J\ R
| ~ R’ O/

Un afno mas tarde, se verificé la utilidad del MoO2Cl, como un nuevo catalizador

neutro y estereoselectivo, para reacciones de tioglicosilacion.16

Entre 18 especies oxometalicas examinadas, el MoO2Cl; resulté el catalizador mas
reactivo en la tioglicosilaciéon de azucares per-O-acetilados con tioles para dar

tioglicosidos con exclusivo diasterocontrol 1,2-trans.

OAc OAc
ACO O oAc . o 3 mol% MoQCl, AcO O sr
AcO X AcO

AcO CHLCl, AcO

Se emplearon tioles alifaticos y aromaticos con diversos sustituyentes. Los
benceno tioles con sustituyentes en posiciéon 2 resultaron menos reactivos (20 h),
y dieron rendimientos mas bajos (47—64%), que los analogos sustituidos en la
posicion 4 (16 h, 86—90%). Los que contenian grupos donores de electrones como
—CH3 o —0OCH3 fueron menos reactivos (16 h, 86—90%) que los sustituidos con
grupos atractores de electrones como —Cl (10 h, 94—95%). En cuanto a los tioles
alifaticos, los rendimientos disminuian a medida que aumentaba el impedimento
estérico (Et > PhCHz > #Bu). La diasteroselectividad se atribuyd, también en este

caso, a la asistencia anquimérica del grupo acilo de C-2.

Se extendid esta metodologia a otros monosacaridos peracetilados derivados de
galactosa, manosa, ribosa, xilosa y arabinosa. En el caso de la manosa, la
tioglicosilaciéon demandaba tiempos de reaccién mayores y los rendimientos

resultaron menores. Finalmente se demostré la aplicacién practica del método en
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la sintesis de B-(1—6)-tiodisacaridos. Asi, por tratamiento de la 1,2,3,4,6-penta- O-
(23b)

glucopiranosido (135) se obtuvo el tiodisacarido 136 con 74% de rendimiento.

acetil-B-D-glucopiranosa con metil  2,3,4-tri- O-bencil-6-tio-a-D-

OAc
OAc SH AcO Q S
AcO
10 mol% MoQClI
AcO Q OAc BnO Q ° Qcl, AcO
AcO + BnO s BnO Q
AcO BnO 22 BnO
OMe BnO
OMe
23b 135 136

5.2. Tiodisacaridos con unidades furanédsicas en el extremo no reductor.
Tioglicosilaciones promovidas por SnCls.

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados en la introduccién, se decidio
utilizar catalizadores de estafio y molibdeno, para llevar a cabo reacciones de
glicosilacion para obtener (1—6)-tiodisacaridos con unidades furanésicas en el

extremo no reductor.

Como donores de glicosilo se utilizaron derivados per-0-acilados de arabinosa,
galactosa y ribosa, todos ellos en configuracion furandsica. Como tioles se
emplearon derivados de 6-tioazlcares pirandsicos, de configuracién D-galactoy D-

gluco.

Como derivado de la 6-tio-D-glucosa, se utilizé el metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-tio-a-
D-glucopirandsido (139),17 el cual se sintetiz6 a partir del precursor 137.18 Por
tratamiento de 137 con tiocianato de potasio en DMF a reflujo se obtuvo 138, luego
de ser purificado mediante cromatografia en columna, se redujo utilizando zinc en

acido acético a reflujo para dar 139.

Cl SCN SH
BzO Q KSCN_ gy0 Q Zn BzO Q
BzO BzO BzO
DMF AcOH
BzO BzO BzO
OMe OMe OMe
137 138 139
LN )
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También se preparé un tioanalogo de 139, de configuracion galacto, para el cual se
debié desarrollar un método de sintesis conveniente, a partir del metil a-D-
galactopirandsido (140). Se tosilo selectivamente el hidroxilo primario de 140,1° y
luego se benzoilé obteniéndose el compuesto 141 convenientemente protegido, al
cual se le aplicé una sintesis analoga a la descripta para 139. Se traté 141 con
tiocianato de potasio en DMF a reflujo, y se obtuvo el tiociano derivado 142 (55%)
y también compuesto de partida sin reaccionar (24%). La baja reactividad de este
tosilato frente a la sustitucién, podria deberse a que el nucleé6filo que ataca, se
encuentra impedido por el sustituyente de C-4, que se dispone en posicién axial,
siendo un efecto cominmente observado para los 6-O-sulfonatos de galactdsidos.20
Finalmente, la reduccion de 142 con zinc en acido acético a reflujo produjo el

compuesto deseado 143.

1) TsCl, CgH5N KSCN
> BzO
2) BzClI AcOH

140 141 142 143

Habiendo sintetizado los compuestos 139 y 143, se utiliz6 la tetra- O-acetil-a-L-Araf
(144), como primera opcion de monosacarido donor de glicosilo, para llevar a cabo
la reaccién de tioglicosilaciéon promovida por SnCls. Los motivos por los cuales se

eligi6 este azucar fueron:
- es asequible comercialmente
- tiene la misma estereoquimica que la 3-D-Gal£

Este primer método de tioglicosilaciéon consistié en disolver el azucar per-0-
acetilado en CH:Cl; anhidro, activarlo con SnCls y luego adicionar el 6-tioazicar
139. Se dej6 proceder la reaccion a baja temperatura para dar el tiodisacarido a-L-

Araf(1-6)-B-D-Glcp (145) con 50% de rendimiento.
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OAcC S
o) SH sncl, O.
OAc o) E—— OAC
BzO CH.CI, BzO
AcO + BzO AcO BzO
BzO OA
OAc OMe c BzO OMe
144 139 145
o, 5
OAC
ﬁzo Q
AcO BzO
OAc BzO
OMe ‘ ‘ ‘
5.6 55 54 53 52 51 ppm CHs;CO
H-aromaticos
CH30
H-2,1
H-3 H-4'5,
5,5'b
I H-6a 1.6
I t | M M g,J L M oV V|
T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm
EEEDE! ¥ B 3 88383398 o 8 eR
S giaiggg i o 0 DOO®MANAD ) ; -~
Fegges g § § ® ZeRNRFeY f i €€
C-aromaticos
Cc-3
C-4 / C-4,253 CHCO
' CH:0 r
c-1 c-1C-2 M 3
MeCO C-5 c-6
PhCO
1
i m ‘L ey o w W WA
17‘0 1(‘30 1é0 14‘10 13‘0 1‘20 l]‘.O 160 9‘0 80 70 60 50 40 3‘0 ‘ ppm

Figura 34a. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCl3) de 145. Figura 34b. Espectro de RMN-13C (125,7

MHz, CDCl3) de 145.
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En forma analoga, al partir del tiol 143 se obtuvo el tiodisacarido a-L-Araf(1—-6)-

B-D-Galp (146) con 61% de rendimiento.

o OAc BzO SH o S
SnCl, BzO
OAC + (0] Em—— OAC 0
BzO CH,ClI,
AcO AcO BzO
BzO
OAc OMe OAc BzO OMe
146

144 143

La configuracién del centro anomérico de la unidad L-Arafen ambos tiodisacaridos
(145 y 146) se establecié como a, en base a sus espectros de RMN-1H (Fig 34ay Fig
35a). Estos mostraron constantes de acoplamiento pequefias entre el H-1’ y el H-2’
(Jr,2 <1 Hz) caracteristico, como ya se explicd en el capitulo anterior, de 1,2-trans
tiofuranésidos. Una vez mas, la asistencia anquimérica del sustituyente acetilado
de C-2 justificaba la alta diasteroselectividad de la reaccién en favor del isémero
1,2-trans. En forma analoga, en ambos espectros de RMN-13C (Fig. 34b y Fig. 35b)
también se observaban desplazamientos caracteristicos para las sefiales del C-1’ en

configuracion a-L-Araf(145: 88,9 ppm; 146: 88,7 ppm).

S '
H-4'.5'a
o BzO
OAC o H-5'b
AcO BzO H-5
OAc BzO
OMe CHsCO
4‘4 4‘3 ‘ ppm \
CH30
H-aromaticos
H-6a H-eb
T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm

Figura 35a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 146.
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BEYSKY 8 § R NRIBHRYB 8 8 3
...... . < ~
F888¢g8 g § 5 & ZfKRegddd 8 R
C-aromaticos
C-3
/' CH.CO
C-41" cap,
C-1 2,3
MeCO ,C-2 — C-5 CH:O
PhCO Cc-1 Cc-6
T . I
1;0 1(;0 1é0 14‘10 1éO 12‘0 11‘.0 160 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 p;:‘;rn

Figura 35b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3) de 146.

El procedimiento descripto se extendi6 a la preparacién de un tiodisacarido con
una unidad Galf como extremo no reductor. El derivado perbenzoilado de Galf
(101) reaccioné con los 6-tiopirandsidos 139 y 143 en presencia de SnCly, para dar

los tiodisacaridos 147 y 148 respectivamente.

o SH
OBz OBz . BzO o} snCl,
BzO CH,Cl, Q
BzO
o8 OBz z OMe B2
‘ OMe
OBz 101 139
o BzO SH
OBz OBz o) snCl,
+ - >
BzO CH,Cl, O
BzO
o8 OBz z OMe B2
‘ OMe
OB
‘101 143

Nuevamente la reaccion resultd diasteroselectiva, en favor de la configuraciéon
anomérica 3 para el enlace tioglicosidico de ambos tiodisacaridos, segin lo
observado en el espectro de RMN-1H (Fig. 36a y Fig. 37a) en las cuales constantes

de acoplamiento entre H-1" y H-2’ resultaron pequefias (/2 < 1 Hz). Asimismo, en
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los espectros de RMN-13C (Fig. 36b y Fig. 37b) los valores de desplazamiento para

cada C-1’ (147: 89,2 ppm y 148: 89,0 ppm), también confirmaba la configuracion 8
en la unidad furandsica de 147 y de 148.

H-1
BB 2 H-5’ H-2
z H-4 H-2
H-1
OBZ OMe
H-aromaticos T T
_I 6.2 6.0 ppm
5.‘4 5.‘3 5.‘2 ppm
CH;O
H-4',6'a,
6'b
H-3 I
JW “AML I\ s
T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 ppm
L 8 T 85 B 5
C-aromiaticos
| I I
C-4,25
3,5
C-4
c1 Clc2 ! CH;0
PhCO C-3
1 ' r
e B A B o e o B A e B L B e
180.0 16500 1400 1300 120.0 1100 100.0 900 20.0 700 50.0 E0.0 A0.0 20.0

Figura 36a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl;) de 147. Figura 36b. Espectro de RMN-13C (50,3
MHz, CDCl3) de 147.
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H-4' H-6'a )
OBZ H-4,1’ H-2' 48 a7 46 a's  ppm
OBz H-aromaticod
6‘0 5‘9 5‘8 5.‘7 5‘6 ‘ ppm
CH-0
H-1

H-6a H-6b

aul M M

.-" -II‘ e I

8i0 715 710 6i5 6‘.0 515 510 415 44‘0 3i5 310 ppm

RS 5o § 8 BR8BINALY b 2

88848¢ g 5 ¢ g8Keeegdd o 8

C-aromaticos
Cc-3

C-6

16‘30 1\,":-0 11‘10 1£’>O 12‘0 12;.0 160 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 ‘ ppm

Figura 37a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 148. Figura 37b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCI3) de 148.

El tiodisacarido 147 también se sintetiz6 a partir de un derivado 1-O-acetil-per-0-
benzoiliado de Galfque se describira mas adelante, obteniéndose un rendimiento

similar (59%), para este método sintético promovido por SnCls.
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5.3. Tiodisacaridos con unidades furandsicas en el extremo no reductor.
Tioglicosilaciones promovidas por MoOzCl,.

El segundo método de tioglicosilaciéon consistio en utilizar el catalizador novedoso
MoO:Clz, que habia resultado efectivo para promover tioglicosilaciones de 1-0-

acetil piranosas.16

Nuevamente se utilizaron 6-tioazicares de configuracién gluco y galacto, y
derivados acilados de Ara/ Galfy ademas de Ribof que no se habia utilizado para

la reaccién con SnCla.

Este método de tioglicosilacion consistié en disolver el MoO2Cl, en CH2Cl; anhidro,
bajo atmésfera de argén y adicionar una solucidn, en el mismo solvente, del azticar
furanésico per-O-acilado. Luego de agitar a temperatura ambiente durante 10 min

se agrego el tioazucar y se dejo que la reaccion proceda a temperatura ambiente.

En primer lugar, se llevé a cabo la reaccion de la 1-0-acetil-2,3,5-tri- O-benzoil-3-D-
ribofuranosa (89), comercial, ya utilizada anteriormente. Como agente de
tioglicosilacion utilizamos el 6-tioazucar de configuracion gluco (139). Se obtuvo
asi el tiodisacarido 149 con alta diasteroselectividad y un rendimiento aceptable

(52%).

SH S
BzO o OAc BzO o
BzO Q MoO,Cl,

+ BzO > BzO o

" oue  Cric o8 OBBZO BZ0
z OBz z
OBz OBz OMe
89 139 149
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S
BzO
z o H-6a H-6b
AR o e
BzO
OBz OBz BzO ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
OMe ;g 5.8 5.7 ppm 3.1 3.0 2.9 ppm
H-aromaticos
H-2 CH:0
H-6a H.gh
e | I
[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [

8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 ppm
o : I EEE G
g¢¢ g § g § CUNRRERE 4 #
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c-2
/ C-34,
PhCO c1 ca| 22 cHo c6
— c1 c5
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170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 ppm

Figura 38a. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCl3) de 149. Figura 38b. Espectro de RMN-13C (125,7

MHz, CDCl3) de 149.

Se utilizé en segunda instancia un 6-tioazicar de configuracion galacto: 1a 1,2:3,4-

di- O-isopropilidén-6-tio-a-D-galactopiranosa (153). Este precursor no puede

utilizarse en presencia de SnCls debido a que este acido de Lewis promueve la
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hidrolisis de los grupos protectores isopropilidén. El tiol 153 se sintetiz6 seguin

metodologia ya descripta?! a partir de galactosa (150).

HO  on O oH O _sH
Q  MeCO >< Q  1Tscl, TSCl, GHeN_ zN(CH2)23H>< Q
HO 0 0
Ht o | 2 KSAc, DMF CHCN
HO OH ]
/k /ko
150 151 152 153

El tiol 153, reaccion6 con el azucar 89, en presencia de MoO:Cl; para dar el

tiodisacarido 154, con un rendimiento relativamente bajo (39%).

BzO

O.
BzO
>< MoOZCIz ><
CH,Cl, OBz OBz
OBz OBz
89
H-1
WX (CHC
H-5'a

OBz OBz H-a" L op -3 \

e —

/ko 5.6 ppm
H-aromaticos
| | 4. ‘70 4. ‘65 4. ‘60 ppr‘n
H-2,4
H-1’ i
H-3’ 1
H-2'| H-1
H-5 H-6a H.gb
T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

Figura 39a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 154.
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Figura 39b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3) de 154.

A continuacion y, a modo de comparacion entre ambos catalizadores, se llevd a
cabo la reaccion entre los aztcares furanésicos per-O-acilados 101 y 144 con el

donor de tioglicosilo de configuracion g/uco (139) segun las siguientes reacciones:

OAc
O.
OAC BzO M002C|2
AcO + BzO BzG
OAc OMe  CHoCl B20
144 139
O.
OBz 0Bz BzO M002C|2
+ BzO BzO
OBz OMe CH2C|2 B20
OBz
OBz OMe
OBz
101 139 147

Por reacciéon de 144 y 139 se obtuvo nuevamente el tiodisacarido 145 (65%),
segin se confirmé por espectroscopia de RMN-1H y 13C, pero la reacciéon para
obtener 147, a partir de 101 y 139, resulté practicamente infructuosa. El bajo

rendimiento en esta ultima se atribuy6 al hecho de que el compuesto 101 posee un
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grupo benzoiloxi como sustituyente anomérico, en lugar de un grupo acetiloxi,
como es el caso de 144 o los ejemplos previamente descriptos en piranosas.

Para confirmar esta hipoétesis se sintetizo la 1- O-acetil-per- 0-benzoil-Gal£(155). Se
utilizo SnCls para la activacion anomérica /n situ de 101 y se agregd anhidrido
acético como nucleéfilo, obteniéndose el 1-O-acetil derivado 155 con buen

rendimiento (78%).

o o
OBz OBz Ac,0 OBz OAc
B ——————
OBz SncCl, OBz
OBz OBz
OBz OBz
101 155

El espectro de RMN-1H de 155 crudo indicaba que el anémero 3 era el producto
mayoritario. Al integrar el area de las sefiales correspondientes a cada uno de los
H-1 (an6mero B: 6,52 ppm, /i2 < 1 Hz; anémero a: 6,66 ppm, /i2 = 4,8 Hz) se
obtuvo una relacion f:a 5:1. También se dedujo una relacién similar a partir del
espectro de RMN-13C, que mostro6 en la regiéon anomérica la resonancia del C-1 a
99,4 ppm (anémero ) y a 93,4 ppm (anémero a). El anémero 3 se obtuvo como
Unico diasteroisomero mediante recristalizaciéon de EtOH del crudo de reaccidn.

Los espectros de RMN-1H y 13C de 155-3 se muestran en las Fig. 40a y 40b.

o OAc H-1
OBz H-6a H-4 H-6b
OBz
OBz
OBz ‘ ‘ ‘
S
6.52 ppm 4.80 4.75 ppm
H-aromaticos H-1 CH,CO
I I H-2
H-3
H-5
T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm

Figura 40a. Es :ctro de RMN-1H (500 MHz, CDCl;) del anémero 8 de 155.
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..... S o 8 B¥e 9 3 8
gg88g g § g gdr f ¢ s
C-aromaticos
|
CH5CO
1;0 1é30 15‘0 14‘10 1:‘30 1‘20 1:‘I.0 lé)O 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 ‘ ppm

Figura 40b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3) del anémero 8 de 155.

Teniendo el derivado de Galf 155, se repitié la reaccion con el MoOzCl; y el

tioazucar 139 y en este caso si se obtuvo el tiodiscarido 147 con buen rendimiento

(56%).
S
o SH o
OBz OAC &5 Q MoO,Cl, OBz o
+ BzO 5;3200
’ z
Bz0 CH,CI
OBz OMe rAV) OBz BzO
OBz OBz OMe
OBz OBz
155 147

139

También se llev6 a cabo esta sintesis con las furanosas 1-O-acetiladas, 144 y 155,
con el tioazucar de configuracion galacto (153), pero en ambos casos los
rendimientos resultaron bastante bajos (tiodisacarido 156: 20%, tiodisacarido
157: 37%), en concordancia con lo observado para el tiodisacarido con la unidad
de ribofuranosa 154. Las figuras 41 y 42 ilustran los respectivos espectros de

RMN-1H y 13C de 156 y 157 respectivamente.
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o OAc o SH

OAC >< Q MoO.Cl,
AcO * o —— AcO
OAc ?4 CHC,
A< |
144 153 156
o O sH
OBz OAc >< Q MoO,Cl,
+ O —_—
OBz 4 CH,Cl,

OBz /k

OBz
155 153 157

H-1 H-1'
(CHg):,C
AcO \
T T T
5.50 5.45 ppm CH3CO
’ H-4'5'a,2,
H-2 4,5
H-5 H-6a H-6b
v X ML UL UJ b
T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 41a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl;) de 156.
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R NS 8 K8 aegsgyag BYGAIR Y
58 g8 § ¢ dfKdeegd SEHIILN
¢ CH,CO|
A/ c-2, 3
c1 c-4 / 34 C5 (CH).C |
f ) [
MeCO (CH)L c1rc2
—/ [
1‘70 1(‘30 15‘0 14‘10 13‘0 12‘0 12‘].0 1(‘)0 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 ‘ ppm
Figura 41b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3) de 156.
H-4" H-6a  pep H-3
H-1' T T T T T T
(CHa).C

l//L 4.80 4.75 4.70 4.65 4.60 ppm

5.75 ppm

H-aromaticos

H-2'
H-2,4

H-3' r
b [
H-5

H-6a H-
H-5 H-6b

\

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

T
2.0 1.5 ppm

Figura 42a. Espectro de RMN-H (500 MHz, CDCl;) de 157.
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86N Lo 5 § I B53839480 REEL
§8d¢ g § g8 § ¢ dErdeecdd SEHSR
C-aromaticos
1
Cc-3
l c-24, (CHa).C
- ! - 3)2'
cc 1 coa 3ﬁ5 o> —
PhCO — P C-6' C-6
f | L UL i
do P e L»Jm ———" et oo st
17‘0 1é0 1‘50 11‘10 1é0 1‘20 1:‘I.O 160 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 ppr"n

Figura 42b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3) de 157.

En las glicosilaciones que dieron bajos rendimientos, principalmente cuando el 6-
tioazucar utilizado era 153 (1,2:3,4-di- O-isopropilidén-6-tio-a-D-galactopiranosa),
se observo la formacién de disulfuros, constituidos por dos unidades pirandsicas,
provenientes de la oxidacién del tiol correspondiente. Probablemente, cuando el
grupo tiol se encuentra mas impedido, como ocurre en 153 (por el sustituyente de
C-4 axial), la reaccion de glicosilacion se hace mas lenta y aumentan los productos

secundarios.

En todos los espectros de RMN-1H de los tiodisacaridos se detect6 la desaparicién
de la sefial correspondiente al /S, que se observaba en el tiol de partida en la zona
de 1,80 ppm como un doble doblete acoplado con los H-6a y H-6b. Ademas, en el
espectro de RMN-13(C, se observo el corrimiento de la sefial de los carbonos C-1’ (de
la unidad furandsica) a campos mas altos como consecuencia de la unién con el
atomo de azufre, y un corrimiento menor del C-6 (unidad pirandsica) a campos
mas bajos. Estos desplazamientos quimicos caracteristicos se muestran

representados en la Tabla 7.
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Tabla 7. Seiiales caracteristicas en los espectros de RMN-'H y 13C de los tiodisacaridos 145, 146, 147,

148, 149, 154,156 y 157.
BZO sy H ><o SH
o)
Q BzO Q
BzO BzO o
o)
143 BzO OMe 139 BzO OMe 153 0
C-6 = 24,8 ppm C-6=262ppm| C-6=38,3ppm
BzO o. §he 149: 154:
i ; B: H-1 = 6,43; H-1'=5,70; H-1'=5,61;
C-1 = 98,4 ppn C-1'=87,0; C-1'=86,3;
89  0OBzOBz PP
C-6 = 32,6 ppm C-6 = 30,5 ppm
o PAe 146: 145; 156
PAC B: H-1 = 6,20; H-1'=5,52; H-1'= 5,61; H-1' = 5.42:
AcO
C-1=99,3 ppn C-1'=88,7; C-1'=88,9; C-1' = 88.2:
144 OAc "
C-6 = 31,1 ppm C-6 = 31,7 ppm C-6 = 30,9 ppm
0
OBz OBz .
a: H-1 = 6,86; 148: 1ar.
C-1=94,2 ppnj 1'=589: 1=t 93
e H-1' = 5,89; H-1'=5,93;
OBz BZ H-1= 6,79, C-1'=89.0: = .
s, CL=998ppn i C-1'=892
z
101 C-6 = 30,7 ppm C-6 = 31,3 ppm
o
OB OAc
z 157;
a: H-1=6,68; o V_ .
OBz C-1=93,3 ppn 147:idem H-1' = 5,75;
OBz - .
B: H-1 = 6,53; C-1'=884;
C-1=99,3 ppn
155  OB? PP C-6 = 30,5 ppm

5.4. Obtencidn de tiodisacaridos libres.

Siguiendo la metodologia descripta en el capitulo anterior, se prepararon los
tioazucares libres como ultimo paso de estas sintesis. Asi, la desacilacidon de los
tiodisacaridos 145, 146, 147, 148, 154 y 157 se llevé a cabo por agitaciéon a
temperatura ambiente con una mezcla de MeOH:Et3N:H20 3:1:3. Se obtuvieron los

tiodisacaridos libres puros (158—161) luego de eluirlos a través de una columna
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rellena con resina de intercambio idnica mixta (Dowex MR-3C mixed bed) para

desionizarlos y a través de una mini columna de fase reversa.

A continuacién se esquematizan las reacciones que condujeron a los tiodisacaridos

libres mencionados y se presentan los correspondientes espectros de RMN-1H y

13C,

Derivados de Araf

S S
O, 0.
OAC OH
B2G 0 MeOH:EEN:H,0 HO 0
AcO BzO - HO HO
3:1:3
OAc BzO OH HO
OMe OMe
145 158
S S
OAO BzO OI-? HO
¢ o) MeOH:E&N:H,0 0
AcO BzO - = HO HO
OAc BZO 313 OH HO
OMe OMe
146 159
H-2',4'
S
0.
OH
HO
HO HO
OH
CHsCO
H-1
H-1'
H-4 | 6a
H-6b
T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 ppm

Figura 43a. Espectro de RMN-H (500 MHz, D,0) de 158.
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s ¥ N EBEIX B ®
8 g g8  ERQNRR g 8 8
C-3,4,
4 T 5’2
c-1 c-1 c2.4 g CHLCO c-6
C-5
AN~ o | ,

l§ [y Ll Ll 4

160 9‘5 9‘0 8‘5 8‘0 7‘5 7‘0 és éo 5‘5 56 4‘5 4‘0 35 L,pm

Figura 43b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, D20) de 158.

o P H-4'2'5,4,3' H-2.3
HO
OH o
HO HO
OH HO -
OMe
T T T T
3.9 3.8 3.7 3.6 ppm CHs0O
H-1'
H-6a H-6b
H-1
IV
T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 ppm

Figura 44a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, D,0) de 159 con supresién del pico de agua.
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3 4 NgK T TASE TR ¥

3 8 85 © RR8E 8 8 ®
c1 c-1 cy O4523 o

It 3
c2.4 o5
c6

T T T T T T T T

100 90 80 70 60 50 40 ppm

Figura 44b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, D;0) de 159.

S
o
Q MeOH:EgN:H,0 O HO Q
B HO
BzO 313 OH HO
OH o)
OH

Derivados de Galf

OMe Me

147 160
S S
OBO BzO o HO
z o) MeOH:EN:H,0 O o)
BzO HO
OBz B0 313 OH HO
OBz OMe OH OMe
0Bz OH
148 161

La desbenzoilaciéon del tiodisacarido 147 dio el tiodisacarido libre 160, el cual es un
tioanalogo del disacarido B-D-Gal£(1—6)-D-Glcp componente del antigeno O de
Escherichia coli K-12.2223 El antigeno O, una unidad repetitiva de polisacarido que

compone el lipopolisacarido (LPS), es la principal superficie antigénica de muchas
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bacterias Gram negativas, entre ellas £. coli. Los glicoconjugados que contienen

Galfparecen ser esenciales para la virulencia en bacterias Gram-negativas.22

S .
H-2
0. ’ H-6'b H-2
OH o H-3 H-4’ , H-6'a
HO -
HO
OH HO
OH OMe
OH
H-1'
H-1 CH50
5.2 ppm /
H-1
H-6a
H-4 H-6b
510 4.5 4.0 3.5 310 ppm
3 v W€ CEBENE T ] i
3 B8 CRNRRRAER 8 8 8
C-3,4,5,2,5 o6
, -6’ CH50
c-1 c-1 c-4 cal | ¢ c6
c-2’
T T T T
100 920 80 70 60 50 40 ppm

Figura 45a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, D,0) de 160. Figura 45b. Espectro de RMN-13C (125,7

MHz, D;0) de 160.
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H-2,3
S
© HO
OH o
HO
OH HO
OH OMe
OH
I I I I I I
4.0 3.9 38 3.7 3.6 ppm
CH:0
H-1'
H-6a H-6b
H-1
sio 415 410 315 3io ppm

5 ; 7§ EFNyy T T 5

8 8 38 € RRR8E 8 8 s

C-4,5,5,
2.3 ,
- C-6 CH:0
c-1 c-1 c-4
cr C3 [ C-6

160 95 8‘0 7‘0 6‘0 55 45 ‘ppm

Figura 46a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, D,0) de 161 con supresion del pico de agua. Figura 46b.
Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, D;0) de 161.

Ademas resultaba interesante sintetizar el tiodisacarido [3-D-Gal£$-(1—6)-6-tio-D-
Galp (163), debido a que la unidad B-D-Gal£(1—6)-D-Galp se encontrd en la
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naturaleza, como constituyente del exopolisacarido de Lactobacillus rhamnosus**
y Streptococcus thermophilus2> Este disacarido también se obtuvo por hidrélisis
parcial de polisacaridos de Mycoplasma mycoides?® y Mycobacterium
tuberculosis?” Por otro lado, el tiodisacarido 163 seria util para investigar la
influencia del cambio de configuracién del extremo reductor, con respecto a 160,

en la inhibicién de la $-galactofuranosidasa.

S s

o o o
OB OH

z MeOH:EEN:H,0 N\ TFA OH
o — 72 —_— Q
os, O 3:1:3 o4 O H0 OH HO
OBz OH o OH oH
O 0 OH
0Bz OH OH
157 162 163

Para ello, se desbenzoil6 el tiodisacarido 157 para dar el derivado 162

parcialmente protegido, al cual se traté6 con TFA para hidrolizar los grupos
acetales. Sin embargo, esta desproteccion no result6 satisfactoria debido a que las
condiciones acidicas necesarias para la hidrélisis de las funciones isopropilidén

produjo la degradacion parcial del enlace tioglicosidico.

La hidroélisis mencionada no se pudo evitar, incluso utilizando condiciones mas
suaves como una mezcla de acido acético:THF:agua 5:1:1 a 65 °C o en las
condiciones de la reaccion de acetdlisis, en las cuales los enlaces tioglicosidicos
entre unidades pirandsicas, son estables.?8 Es sabido que los furandsidos son
mucho mas labiles a los acidos que los analogos pirandsicos.?? La purificacién de

163 de sus monosacaridos constituyentes no resulto factible.
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(CH3).C

H-1

54‘0 415 410 315 310 215 2‘0 ‘ppm
5e 3 R 8] ® 88333 B8 CEEEET:
g8 5 § 9% & NuNRE 3 IR

C45,
32 (CHa).C
¢l c1r c2 g NG5 e —
(CHs)C i C-6
- c-4
T T T T T T T T T
110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Figura 47a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDsOD) de 162. Figura 47b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CD30D) de 162.
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Derivados de Ribof

Se habia sintetizado el tiodisacarido 154, que también tenia en el extremo reductor
una unidad de Galp protegida con grupos isopropilidén, en forma analoga al
tiodisacarido 157. Se prob6 desproteger totalmente 154 pero tampoco fue posible.

Solo se logroé obtener el compuesto parcialmente desprotegido 164 analogo a 162.

BzO o HO
>< MeOH:EN:H,0
E—
3:1:3
OBz OBz
154 164
HO red H-3 H-52.4
H-3 (CHy).C
H-5'a H-5'b
4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 ppm
H-1
H-1
H-6a H-6b
T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15  ppm

Figura 48a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CD30D) de 164.
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a4 R 883285 3 BEEEE
a8 5 8 8 KRNRRRB 8 ® QQ&x
C-2,3,
c1 34 cs (CH3).C
(CH:):C Clcy G2 c-5 c6
1:‘1.0 160 9‘0 E;O 7‘0 (;0 5‘0 4‘0 3‘0 pprr‘1

Figura 48b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CD30D) de 164.

5.5. Evaluacioén de la actividad inhibitoria.

Se evalu6 la actividad inhibitoria de los tiodisacaridos derivados de Arafy Galf
(158, 159, 160, 161 y 162) contra la exo -D-galactofuranosidasa aislada a partir
Penicillium fellutanum, segin protocolo ya descripto.1* Se utiliz6 el 4-nitrofenil 3-
D-galactofurandsido3? como sustrato y la D-galactono-1,4-lactona como inhibidor
de referencia (ICso 0,02 mM).14 La reaccién enzimatica se llevé a cabo en presencia
de los tiodisacaridos mencionados en concentraciones comprendidas dentro del
siguiente rango: 0,2 a 10 mM. Se determiné la cantidad de 4-nitrofenol liberado a
partir de 4-nitrofenil [B-D-galactofuranédsido, como medida de la actividad
galactofuranosidasa (Fig. 49). El tiodisacarido 158 no resulté activo, y los
compuestos 161 y 162 fueron los mas activos, si bien mostraron actividad
inhibitoria débil (IC > 1 mM) comparada con la lactona (ICso 0,02 mM). Este
resultado indicaba que los tiodisacaridos constituidos por una unidad B-D-Galf
unida mediante azufre a galactosa en configuracion pirandsica (161) o incluso
sustituida con grupos isopropilidén (162) son capaces de interactuar con la enzima
e inhibirla débilmente. Probablemente por esta razoén el tiodisacarido a-L-Ara#
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(1>6)-6-tio-a-D-Galp-OMe (159), relacionado estructuralmente con 161 (L-Ara y
D-Gal tienen idéntica configuracion para todos los estereocentros del anillo

furandsico), mostré un nivel de actividad similara 161y 162.

—e— 158

100 °
90
80 - —a 159
70 3
60 - —=— 160
50
40 161
30
20 —m— 162
10 4

s |

0 ' ‘ ‘ ' ‘ —&— D-galactono 1,4-
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 lactona

Figura 49. Efecto de la concentracién de tiodisacarido en la actividad enzimatica de la exo B-D-
galactofuranosidasa de Penicillum fellutanum. Cada punto deriva del experimento realizado por

triplicado.

El tiodisacarido 158 (Araf(1—6)-Glcp), que tiene en su extremo no reductor una
unidad de Araf al igual que 159 (Araf#(1—6)-Galp), pero posee una unidad de Glcp

en lugar de Galp en el extremo reductor, no resulto activo.

El tiodisacarido 160 (Gal£#(1-6)-Glcp), con una estructura similar a 158 (Ara#
(1-6)-Glcp) y 161 (Gal£(1—6)-Galp), mostro una actividad inhibitoria intermedia

entre ellos.

Puede concluirse entonces que la presencia de una unidad de Glcp en el extremo
reductor, disminuye la actividad inhibitoria de estas moléculas y que los
tiodisacaridos constituidos por 3-D-Galfo a-L-Arafunidas mediante Sa una unidad

de Galp mostraron mayor actividad unhibitoria

Estos resultados concuerdan con la alta especificidad observada para esta

enzima.3!
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Sintesis de tiodisacaridos mediante reacciones de sustitucion

nucleofilica.

6.1. Introduccion.

En el capitulo 2 se describieron tiodisacaridos sintetizados mediante reacciones de
tipo Sn2. En ellas se utilizaron 1-tioacetatos y 1-tioaldosas como fuentes de aniones
sulfuros, capaces de sustituir buenos grupos salientes en otra molécula de azucar.
Pero ademas, existen antecedentes de este tipo de reacciones a partir de sales de
isotiouronio que ocurren en un unico paso (“one pot”), sin necesidad de aislar la 1-
tioaldosa generadal? por la base (EtsN) que también promueve la $-alquilacién.
Este procedimiento se aplicé satisfactoriamente en la sintesis de derivados 4-tio-a-
celobiésidos y metil 4-tio-a-lactésidos! y de otros tiooligosacaridos.?2 En el primer
caso, el metil 4-tiocelobidsido (165) y el metil 4-tiolactésido (166) se prepararon a
partir de las sales de isotiouronio 25 y 88 previamente descriptas, mediante una
reaccion promovida por Et3N, con un ligero exceso del triflato 21. Anteriormente,
otro grupo habia fracasado en el intento de sintetizar 166 por acoplamiento de la

sal de sodio de la 1-tio-B-D-Galp con el triflato 21 en HMPA.3

R1

Rl
Ac NH2 Br OAc OBz
Etz;N (e} (e}
* BzO —— R0 SB20
Ha CH3CN
OAc BzO
OMe

25R'=H, R = OAc 165R! = H, R = OAc

88R!=OAc, R=H 166R! = OAc, R=H

Como se menciond, esta misma metodologia se utilizé para obtener, en forma
estereoselectiva, dij, tri, tetra y pentasacaridos (169a-d y 171a-d) a partir de sales
de isotiouronio (167a-d) como precursores. En general se emplea un ligero exceso
de triflato (168, 1,2,3-tri- O-benzoil-4- O-triflil-3-L-Arap o 170, 2,3,6-tri- O-benzoil-4-
O-triflil-a-D-Galp) debido a que los mismos pueden descomponer en condiciones
basicas, por eliminacién del grupo triflato, y consecuente formaciéon de productos
secundarios insaturados durante el paso de acoplamiento. Esta reaccién no
deseada depende fuertemente de la configuracién del enlace glicosidico. Por
razones estéricas los grupos 1-benzoiloxi o 1-metoxi en posicién axial disminuyen
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la descomposicion del triflato y este hecho da cuenta de los rendimientos bajos de
productos de acoplamiento de los analogos de 168 y 170 que poseen el

sustituyente de C-1 en disposicion ecuatorial.#

+ -

NH,.Br 167an=0
Q Q 167bn=1
AcO n=
Aco SBz0 ST ONH,
167cn=2
OAc BzO
n 167d n=3
oTf /\ oTf
(0] (0]
BzO BzO
168 %20 ¢pg, 170 820 Gye
l Et;N, CHCN ‘ EtsN, CH,CN
(o] Q (o) o) (o] (o)
AcQ S S AcO s s
AcO BzO B;m‘ AcO. BzO BzO
OAc BzO BzO OAC BzO BzO
n OBz OMe
n
169an =0,169bn = 1,169cn = 2,169dn = 3 171an=0,171bn=1,171cn=2,171dn=3

6.2. Reacciones Sn2 a partir de monosacaridos con grupo saliente tosilo 6 triflato.

En base a estos antecedentes, decidimos conducir como reaccién modelo la sintesis
de un derivado peracetilado de la 2-tiosoforosa (174), analogo de la soforosa (-D-

Glcp-(1-2)-Glcp)

Los enlaces glicosidicos (1—2) se encuentran en numerosas secuencias
oligosacaridicas, en sistemas bioldgicos especificos. Por ejemplo, la soforosa
mencionada es conocida por su actividad regulatoria en la produccién de enzimas
celuloliticas en 7richoderma reesei5® La 2-tiosoforosa fue sintetizada en tres
oportunidades por distintos grupos.”® Dos de ellos utilizaron la 2-tiosoforosa
peracetilada, obtenida mediante reacciones de tipo Sn2, como intermediario en la
obtencion del producto final desprotegido. El primer antecedente consistié en una
reaccion de sustitucion entre la sal de sodio de la 2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-tio-f3-D-
glucopiranosa (172) y 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2- O-trifluorometansulfonil-3-D-

manopiranosa (173), en presencia de un catalizador de transferencia de fase, el
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1,7,10-trioxa-4,13-diazaciclopentadecano (Kryptofix® 21).7 La reaccién procedia a
temperatura ambiente y se obtenia un rendimiento del tiodisacarido 174 de

aproximadamente 30%.

OAc OAc
_ OoTf
AcO Q sNa Ao 2 oac Kryptof|x® 21
AcO + AcO
OAc
AcO
172 173 AcO

Una opcidn apenas diferente, fue descripta por el grupo de Defaye y col.,8 que se
basaba en la reacciéon entre los precursores 172 y 173 en DMF a temperatura

ambiente, la cual produjo el tiodisacarido 174 con 58% de rendimiento.

g
(e} T+ o) AcO
AcO SNa  AcO OAc AcO
AcO + AcO
OAc
AcO
172 173 AcO

Utilizamos el mismo triflato 173 para llevar a cabo la reaccion de sustitucion y
como nucleoéfilo seleccionamos la sal de isotiouronio 25. Para ello, se sintetizé 25
mediante procedimiento ya descripto;! mientras que el triflato 173 se preparé a

partir de D-manosa.”10 Estas sintesis se ilustran en el siguiente esquema.

OAc OAcC OAc
0 HBr 0 (NH),CS
AcO e A —> AcO
AcO AcOH AcO AcO SCINF)NH,
OAc
AcO AcO AcO
Br
23 24 25
OH OAC OAcC
HO Ac,0, HCIO, HO S Tf0 o8
HO A - AcO
HO C/?c o OAC — > o OAC
OH  PBr, NaCQ, CsHsN,
H,0 CH,Cl,
175 176 173

La glicosil isotiourea 25 se disolvi6 en acetonitrilo anhidro y se agreg6 173 y EtsN

como catalizador, y se dejo reaccionar a temperatura ambiente para obtener el
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tiodisacarido 174. Sin embargo, ademas de este producto, se obtuvo disulfuro 177,
formado por la unién 1,1 entre dos moléculas de la 1-tioaldosa proveniente de la

sal de isotiouronio, lo cual ocasion6 una disminucién importante en el rendimiento

de 174.

OAc
(0]
AcO OAC
AcO
OAc
S
OAc O(;(':f AcO Q
AcO
Q -0 EtzN
AcO AcO 3
0 SC(NHINH AC;&/OAC 174 OAG
ACO CHCN .
OAc AcO
25 173
AcO Q S—s§ 0 OAc
AcO OAc
AcO AcO
177

Se llevé a cabo la misma reaccién pero en ausencia del triflato 173 y efectivamente
se comprob6 la formacion del disulfuro 177. Para evitar la formacion de este
subproducto se condujo la reaccién entre 25 y 173 en presencia de ditiotreitol
(DTT). Este compuesto, o su analogo ditioeritritol (DTE), se utilizan
frecuentemente para impedir la formacion de enlaces disulfuro intra e
intermoleculares. 11 Aunque en este caso no se observo la formacién del disulfuro
177, el rendimiento de 174 fue bajo (~25%). No intentamos optimizar el
rendimiento porque esta reaccion se utilizd solamente como modelo para

extenderla luego a furanosas.

OAc
OAe OOA'(I':f Q
AcO
fe) _0 OAc
AcO SC(NH)NH, Aco/éwom EGN, DTT AcO
AcO +  AcO —_— OAc
AcO CH3CN S
¢ AcO Q
25 173 AcO
OAc 174
[ 3N N J
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Figura 50a. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCl3) de 174. Figura 50b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCl;) de 174.

Dado que fue posible obtener el tiodisacarido 174 a partir de una glicosil

isotiourea, aplicamos esta misma metodologia con una sal de isotiouronio de un

azucar furandsico. Asi, se intenté la reaccién entre la sal de isotiouronio de la Galf

(102) y el mismo triflato (173), para obtener 178, pero los resultados no fueron

positivos. Aunque se evaluaron distintas condiciones (Tabla 8), en todos los casos,
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se obtuvieron monosacaridos derivados de Galfhidroxilados (—OH), O-acetilados

(—0Ac) 6 S-acetilados (—SAc) en la posicidn anomérica. Como se describe a

continuacidn, en ciertas condiciones, se obtuvo una molécula de glucosa 1,3,4,6-

tetra- O-acetilada-2-0-benzoilada resultado de la sustitucion del triflato en la

posicion 2 por un benzoato.

OAc
o SCNHNH, oc/?;;f ACA(?; - O oac
- AcO A oac EGN
+ AcO —X— o
OBz CHCN OBz
OBz
OBz
OBz
102 173 178
OBz
Tabla 8 Condiciones de reaccidon para obtener el tiodisacarido 178.
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo4
Galf102 0,07 mmol 0,07 mmol 0,07 mmol 0,15 mmol
Solvente 0,3 mL DMF 1,5 mL CH3CN | 0,5 mL DMF 0,5 mL DMF
DTT 11 mg (x 1) 11mg(x1,0) |11 mg(x1,0) |23 mg(x1,0)
EtsN 12 pL (x 1,2) 15 puL (x 1,5) 100 puL (x 10) |42 uL (x 2)
Triflato 173 37 mg (x 1,1) | Sin triflato 30mg(x0,9) |79mg(x1,1)
T (°C), 25°C; 24 h 25°C; 3 h 25°C;5h 25°C;1,5h
tiempo (h) 60-80 °C; 8 h, 45°C;3h 65°C;2h
25°C;16h

En las condiciones del Ensayo 1 se obtuvo la 2,3,5,6-tetra- O-benzoil-o,3-D-Galf(con

el HO-1 libre) segun espectroscopia de RMN-1H y 13C. Ademads, parte de este

producto se acetilé y se realizaron espectros de RMN-1H y 13C. Estos espectros

coincidieron con los del compuesto 155, previamente sintetizado, confirmando que

se trataba del derivado O-acetilado en la posicién anomérica.

122




Capitulo 6.

Resultados y Discusién

En el Ensayo 2 se obtuvo un producto de diferente Rr que el obtenido en el Ensayo
1. Como en este ensayo no se habia agregado el triflato 173, se pensé que podria
tratarse del tiol 103, entonces este producto se tratdé inmediatamente con
anhidrido acético esperando obtener la 1-5-acetil-2,3,5,6-tetra- O-benzoil-1-tio-3-
D-Gal/ pero los datos espectroscépicos que se observaron no se correspondian con
los informados en literatura para este compuesto.l2 En base a los datos espectrales

se asigno el disulfuro unido (1—1) como estructura factible para este producto.

Como resultado de los Ensayos 3 y 4 se obtuvo un producto de configuracién
glucopiranoésica que resulté ser producto de sustitucion del grupo triflato de 173,
por benzoato. Cabe mencionar que habia BzO.BF3- en el medio de reaccidn,
remanente de la preparacion de la sal de isotiouronio. La causa de estos resultados
desfavorables se atribuyé al impedimento estérico de la posicion 2 de la manosa,
por lo cual decidimos llevar a cabo la misma reaccién con un triflato menos
impedido. Para ello se sintetizd, a partir de 151, el derivado 1,2:3,4-di-O-
isopropilidén-6- O-triflil-a-D-galactopiranosa (179),131% con el grupo saliente

sulfonilo de alcohol primario.

><0 OH ><° oTf
X
Q w Q
0 T10, N O&‘
: o)
o) i )
CH,Cl, 0°C

151 179

Por reaccion de la sal de isotiouronio de la Galfcon el triflato 179, en presencia de
Et3N, se obtuvo el tiodisacarido 157, aunque también con bajo rendimiento (26%).
Este producto ya habia sido sintetizado por otro método (Capitulo 5), por lo cual

quedé facilmente corroborada su identidad.

123



Capitulo 6.

Resultados y Discusién

SC(NH)NH

o (NH)NH, O oTf

OBz O Et3N
+ O -
OBz o] > DMF

OBz /k

OBz

102 179 157

Se concluy6 que la sal de isotiouronio de la Galfproducia la 1-tioaldosa nucleofilica
intermediaria para la reacciéon de sustitucién, y que con un grupo triflato en la
posicion 6 de una hexosa menos impedida, se producia el acoplamiento. Por lo
tanto aplicamos esta metodologia a derivados tosilato o triflato, también en la
posicion 6, pero de una unidad galactofurandésica. Esta reaccion conduciria a un
tiodisacarido constituido por dos unidades furanoésicas, analogo de Gal~f3-(1—6)-
Galf unidad encontrada en glicoconjugados de diversos microorganismos, entre
ellos, Aspergillus, Mycobacterium, Penicillumy Trichoderma. Se propuso estudiar
la reaccion con el metil 2,3,5-tri- ter-butildimetilsilil-6- O-tosilo-a-D-
galactofurandsido (185) o el metil 2,3,5-tri-ter~butildimetilsilil-6- O-triflil-o-D-
galactofurandsido (186). Para obtener estos compuestos, se plante6 el siguiente

esquema retrosintético, en el cual el acido D-galacturdnico (180) seria el sustrato

de partida.
OMe
o)
OTBS
OTBS
OTBS o §Ve 0 o
OTBS ™" OMe OH OMe OH
OTs 185 OTBS COOH
j— pr— j—t pr— Q
© OTBS oTBS OH OH “oH
OTBS
OH COOMe COOMe
OTBS 183b 182 181 180
OTBS
oTf

186

El primer paso de esta sintesis consisti6 en obtener, a partir de acido D-
galacturonico (180), el metil glicdsido de configuracion furanodsica 181, como
mezcla de andmeros. Esta reaccion habia sido descripta por Marino y

Lederkremer.1> El compuesto 181 tenia un grupo éster en la posicién 6, que luego
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seria reducido para obtener el hidroxilo terminal libre, previa proteccion de los
hidroxilos restantes con cloruro de ter-butil dimetilsililo (TBSCl). Se eligié esta
opcion de grupos protectores ya que se contaba con antecedentes que indicaban
que la proteccidon con grupos acetatos o benzoatos, no era eficiente debido a la
migracion del grupo protector del C-5 al C-6, en el momento de llevar a cabo la
reduccion del éster.16 Asi, se sintetizé el metil glicosido 181 (el anémero B era
mayoritario) y se convirtieron los grupos hidroxilos en silil ésteres con
TBSCl/imidazol. En las figuras 51a y 51b se muestran los espectros de RMN-1H y

13C del compuesto totalmente protegido 182.

OH
COOH o 0o
o OH OMe  TBSCI OTBS " OMe
Dowex 50 (H+) imidazol
HO R ——— —_—
OH "oH MeOH OH CHLCN OTBS
OH OTBS
COOMe COOMe

180 181 182
o
OTBS) OMe H-1p

OTBS H-1a
oTBS .
(CH3)3CSIM82
COOMe - "
4,76 4.74 ppm \
(CHa),SiBU
CH3CG, CH50
H-1
H-3,4
H-5 — H-2
M@h o 1 /LJ
T T T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 51a. Espectro de RMN-H (500 MHz, CDCl;) de 182.
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Figura 51b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3) de 182.

Se evaluaron diversos agentes reductores para el siguiente paso de sintesis. Se

comenz6 probando con reductores suaves como LiBH417 o BH3:S(CH3)2,18los cuales

no resultaron adecuados para reducir el éster de 182.

o
LiBH 4, MeOH/E(0
OMe 4

OTBS T amb.

—
OTBS °

OTBS LiBH 4, MeOH/THF

COOMe 50°C

182

Cuando se utiliz6 LiH4Al como

O.
OTBS

OTBS

OTBS

OH

183

OMe

BH3S(CHy),
-~
THF, 50 °C

OTBS OMe

OTBS
OTBS

COOMe

182

agente reductor, resulté dificil ajustar las

condiciones de reaccién: cantidad de agente reductor, temperatura y tiempo. Un

exceso del agente reductor superior a 1,2 moles, a temperatura ambiente o incluso

a 0 °C y por tiempos prolongados (1 h o mas) conducia a la desililacién parcial de

la posicion 5 de 183 para dar 184. Una vez optimizadas las condiciones de reaccion

se obtuvieron los siguientes productos.
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OMe OMe
o) o) o o)
OTBS OMe ] OTBS OTBS OTBS
LiH 4Al + N
_ OMe

OTBS THF, -18°C oTBS OTBS OTBS
0oTBS OTBS OTBS OH
COOMe OH OH OH

182 183a 183b 184

No pudo evitarse la pérdida del grupo sililo protector del C-5 (184), pero con
tiempos de reaccion cortos se lograba obtener principalmente los productos con el
C-6 libre (183b, de configuracién (3, en forma mayoritaria). En esta etapa, los
productos se separaron eficientemente mediante cromatografia en columna. Como
se vera mas adelante el compuesto 184 resultaria ttil para otra via de sintesis y su

obtencion se podia favorecer aumentando el tiempo de reaccion.

OTBS H-5
OMe

OTBS
OTBS

H-6a H-6b

(CHy).SiBU

H-1a CH:0 \

lﬁ—M@JL HJE L

T T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 52a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl;) de 183a.
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Figura 52b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCI;) de 183a.

En el espectro de RMN-1H de 183a (Fig. 52a) se observaban, entre otras sefiales, un

triplete a 2,34 ppm correspondiente al #O acoplado con 1

os H-6a y H-6b y un

doblete para el H-1 (4,77 ppm) con un /1> = 3,8 Hz, indicativo de configuracion a.

Ademas, esto se confirm6 mediante su espectro de RMN-13C (Fig. 52b) en el cual se

observaba la sefial del carbono anomérico a 103.5 ppm.

OMe
O.
OTBS
OTBS
OTBS
OH
H-1p
a1 20 39 38 37 pp‘m
—_—
4.75 ppm \ \
CH30
H-1 HO
T T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 53a. Espectro de RMN-H (500 MHz, CDCl3) de 183b.
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Figura 53b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl;) de 183b.

En el espectro de RMN-1H de 183b (Fig. 53a) la sefial correspondiente al HO
aparecia a 2,35 ppm y la del H-1 a 4,74 ppm con /i2 < 1 Hz confirmando la
configuracion anomérica 3. En el espectro de RMN-13C de 183b (Fig. 53b) la senal
del carbono anomérico aparecia desplazada a campos mas bajos, en comparacién

con la de 183a (109,2 ppm), coincidente con la configuraciéon anomérica asignada.

Las diferencias mas notorias en el espectro de RMN-'H de 184 (Fig. 54a) con
respecto a los anémeros 183a y 183b, previamente descriptos, resultaron ser la
aparicion de dos sefiales correspondientes a hidroxilos libres (2,62 y 2,23 ppm) y
s6lo dos sefiales correspondientes a los grupos protectores silil ésteres de las
posiciones 2 y 3, en la zona de campos mads altos. La configuracion anomérica
resulté B, con valores de desplazamientos y constante de acoplamiento (/i)

analogos a los observados para 183b.
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Figura 54a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 184. Figura 54b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCl;) de 184.

En ciertas oportunidades, cuando se dejé proceder la reaccién por mayor tiempo y

la temperatura alcanzé los 0 °C, se observ6 la migracién del grupo sililo protector
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del C-5 al C-6, en forma analoga a lo que ocurre con acetatos o benzoatos y se

obtuvieron 183a’ y 183b’, con el hidroxilo de la posicion 5 libre

OMe
O. O O.
OMe OTBS OTBS
\’"BS LiH 4Al +
- > OMe
OTBS THF,-18a0°C OTBS OTBS
OTBS OH OH
COOMe OTBS OTBS
182 183a’ 183b'
o H-3 H-2 H-6a
OTBS
OMe JM (CHy),SiBU
OTBS \1
OH T T T T
4.3 4.2 4.1 ppm
OTBS
(CH3);,CSiMe
H-1a \
VJL CH3O
4.68 4.66 ppm
H-4,5,
H-1 6b
— HO
J JA:WK M@L J“L_M_g J .J l,
T T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 55a. Espectro de RMN-H (500 MHz, CDCl3) de 183a’.
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o g8 3 8 © A BRg = B¢
g 226 8 ¢ 8 g9 9 ¥ o
C-3
c-1 C-4C-2 C-6 CH:O (CHq);CSiMe; (CH2),SiBU
WWMWWWM m
160 50 éo 75 éo 5‘0 4‘0 3‘0 25 fo (5 ppn;

Figura 55b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl;) de 183a’.

OMe
o H-3 H-2 H-4
OTBS (CHa),SiBU
(CH3)sCSiMe,
OTBS T T T \ \
OH 4.10 4.05 ppm
oTBS
H-1
JL CH3O
I
4.75 ppm
Ho1 H-5,6a,
) 6b
4‘5 4‘0 3‘5 3‘0 215 2‘0 1‘5 1‘0 0‘5 ppm

Figura 56a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 183b’.
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Figura 56b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl;) de 183b’".

Los espectros de RMN-1H de 183a’ y 183b’ (Fig. 55a y 56a) resultaron bastante
similares a los de sus andlogos hidroxilados en la posicién 6, excepto en el
desplazamiento de las sefiales correspondientes a los HO-5 que ademas, como era
de esperar eran dobletes, dado que la sefial del H-5 aparecia acoplada con el
proton del hidroxilo y a valores de & mayores a 2,50 ppm (183a’: 2,80 ppm y 183b’:
2,57 ppm). En los espectros de RMN-13C de 183a’ y 183b’ (Fig. 55b y 56b,
respectivamente) se observaba que la sefial correspondiente al C-5 se desplazaba

levemente a campos mas altos (con respecto a los mismos carbonos en 183a y

183b).

Estas asignaciones se confirmaron por acetilacion de los grupos HO de los
compuestos 183b, 183b’ y 184. Como era de esperar la acetilaciéon produjo un
desplazamiento a campos bajos de los protones vecinos y también se observé un
efecto menor en los espectros de RMN-13C. Los desplazamientos mencionados se

listan en la Tabla 9.

133



Capitulo 6.

Resultados y Discusién

Tabla 9. Sefiales caracteristicas en los espectros de RMN-H de los compuestos 183b, 183b’ y 184.

Compuestos acetilados 183b 183b’ 184
derivados de:

S H-5 3,73 5,07 5,30

6 H-6a 4,20 4,34

3,74

6 H-6b 3,97 4,21

8 C-5 70,5 71,7 69,2

5 C-6 66,4 61,0 63,2

Se prepararon los sulfonil derivados de 183b como aceptores de tioglicosilo. A
partir de 183b, por reaccion con cloruro de tosilo en piridina anhidra, se sintetiz6

185 y con anhidrido triflico en CH2Clz anhidro, se obtuvo 186.

OMe OMe N OMe
o o | o}
OTBS Tscl OTBS 20, > n oTBS
-———— _—

OTBS CsHsN, T amb. OTBS CH,Cl, 0°C OTBS
OTBS OTBS ' OTBS
OTs OH OTf

185 183b 186
LN )
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OMe H-3 H5 H-6b,2

o H-6a H-4
OTBS

OTBS R .
oTBS 4.1 4.0 3.9 ppm | (CHa)2SIBY

OTs \

CHsPh  (CHg)sCSiMe,

CHs0 \
H-aromaticos
H-1
J AMLL_J 1 J LFJ
7‘5 7‘0 6‘5 6‘0 5‘5 5‘0 4‘5 4‘0 315 3‘0 2‘5 2‘0 1‘5 1‘0 0‘5 ‘ppm
S oges i $48 38 d BRRIKER 8N¢8BE
g 88§ & I3e ¢ 3 AEddgny  YY9999
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CHsPh
' ' -3 J (CHy):CSiMe,
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M
1_'130 14‘10 léO léO 12;.0 160 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0 C‘) ‘ ppm

Figura 57a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 185. Figura 57b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCl;) de 185.

La tosilaciéon de 183b se verifico por comparacion de su espectro de RMN-1H (Fig.
53a) con el del derivado 185 (Fig. 57a), dado que se observé un desplazamiento a
campos mas bajos de las sefiales de H-6a (0,41 ppm) y H-6b (0,28 ppm). De
manera similar, en el espectro de RMN-1H de 186 (Fig. 58a) se observé que la

introduccién del grupo triflato en el hidroxilo primario de 183b produjo una
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desproteccion ain mayor para H-6a (0,91 ppm) y H-6b (0,70 ppm). Para ambos
derivados, 185 y 186, sus espectros de RMN-13C (Fig. 57b y 58b) mostraban el
corrimiento de la sefial correspondiente al C-6 a campos ligeramente mas bajos, en

comparacion al compuesto de origen (183b).

OMe
OTBS
oTBS H )
OTBS . (CHg)zSIBUt
(CH3)3CS|MQ
OTf CH.0 \ ~ \
| }
H-2,3,4 | |
H-1 H-6a | .' | |
H-6b H-5 I| l ‘ J | .
{ | ! |
' | || / !
__JlL"'J"'L_JL'L'M"d‘u'I M“le’l o I A [ O \-s_._.w\__,v_// Y
T — 777 7] T T
.0 4.5 4.0 35 3a 25 20 15 1.0 0.5
B
3 8§ B8 £ & ®B 28 % 5 = &
J Lo ot L]
(O h T B
c3C6 \
c1 Ic-2 H. o5
! ! CH5),SiBU
C-4 ' ! CH;0 (CHo
I

1200

110.0 100.0 80.0

80.0

vo.0

Figura 58a. Espectro de RMN-1H (200 MHz, CDCl3) de 186. Figura 58b. Espectro de RMN-13C (50,3

MHz, CD

Cl3) de 186.
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En la Tabla 10 se listan algunas sefales de espectros de RMN-1H y valores de
constantes de acoplamiento caracteristicas para los compuestos 183b, 183b’, 184,

185,186 y 183a.

Tabla 10. Sefiales y constantes de acoplamiento caracteristicas en los espectros de RMN-1H de los

compuestos 183b, 183b’, 184, 185, 186 y 183a.

Compuesto o H-4 6 H-5 6 H-6a 6 H-6b
(34) (Ja5) (J5.6a) (J5.6) Jcon HO
183b 3,98 3,89 3,71 3,67 6,3 (Jo,no)
(4,9) (49 (5,0) (5,0)
183b’ 4,00 3,73 - 3,60 5,9 (Js.10)
(3,0)
184 3,94 3,76 — 3,68 7,7 (Js.10)
(5,7) 7,7 (Jou0)
185 3,79 3,98 4,12 3,95 -
(5.7) (3,7) (3.2) (7,2)
186 3,92 4,14 4,62 4,37 -
(~4.2) (~4.2) (3.3) (7.7)
183a 3,83 3,85 3,69 3,62 6,4 (J6,10)
(4,8) (4,8) (4,8) (4,8)

Primeramente se estudid la reaccién de la glicosil isotiourea 102 con el derivado
tosilado 185. Como catalizador se utilizo EtsN y como solvente se emple6 tanto
DMF como acetonitrilo. Como no se obtuvieron resultados satisfactorios se decidid
aplicar la misma metodologia a partir del derivado triflato (186), considerando
que éste es un mejor grupo saliente (mejor nucle6fugo). Sin embargo, tampoco en

este caso la reaccion produjo el tiodisacarido deseado 187.
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OMe
0.
OTBS
o OMe SC(NH)NH, SC(NH)NH,
© OTBS
OTBS N OBz EtN OTBS EtN OBz
—X— S -

OTBS OBz DMF 6 CHCN O DMF 6 CH,CN OBz
OTBS OBz OBz OBz
OTs OBz OBz

OBz
185 102 OBz 187 186 102
OBz

Los resultados obtenidos parecian indicar que la concentracién y/o nucleofilia del
tiol formado in situ a partir de la sal de tiouronio de la unidad furanésica, no eran
suficientes para que ocurra la sustitucion. Para comprobar esta hipotesis se llevé a
cabo la reaccién con un tiol piranésico. La diferencia con la 1-tiofuranosa es que la
de configuracién pirandsica es estable y puede aislarse. Ademas es factible activar
el tiol como sulfuro de sodio nucleofilico, por tratamiento con NaH. Cuando se
intenté la reaccién del tosilato 185 con el derivado de la 1-tio-Galp (188) en
acetonitrilo como solvente los resultados no fueron satisfactorios. Sin embargo, la
misma reaccion en DMF produjo el tiodisacarido buscado 189, con buen

rendimiento (86%).

OMe
oM
AcO _OAc AcO _OAc o 1€ 0o
0 Nak o -+ OTBS OTBS
AcO SH Nal AcO. SNa 18-crown-6
OAc THE OAc OTBS DMF OTBS
AcO OAc
oTBS OTBS
o)
OTs AcO S
8 188 185 OAc 189
[ 3N N J
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Figura 59a. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCl3) de 189. Figura 59b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCl3) de 189.

6.3. Activacion del centro anomérico de la Galfcomo halogenuro de glicosilo.

A efectos de sintetizar tiodisacaridos con una unidad furandsica en el extremo no

reductor mediante esta metodologia, se estudi6 la reacciéon entre un derivado
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bromuro de glicosilo de configuracidon Galfy un tiol en la posicion 6 de un derivado
de Glcp 6 Galp. Esta reaccion produciria los tiodisacaridos Galf-(1—6)-Glcp (147) y
Galf-(1-6)-Galp (157).

Br SR
0. 0) O.
OBz 0Bz OBz OBz
. + R-SH ____
OBz OBz OBz
OBz OBz OBz
OBz OBz OBz

Se sintetizé a partir de la perbenzoil Galf/(101), el correspondiente bromuro, por
reaccion con TMSBr.1® Una vez obtenido éste, se lo hizo reaccionar con las
6-tioazucares 139 o 153 como se resefa en la Tabla 11. Primeramente se utilizd
139, de configuraciéon Glcp y protegida con grupos benzoatos. Se llevo a cabo la
reaccion a partir de 139 generando previamente el nucleéfilo con NaH y se agregé

luego el bromuro 190. No se obtuvo el tiodisacarido esperado pues no se registro

reaccion.
S
o) (o)
OB
OBz Z TMSBr OBz BzO Q
> + BzO BzO
BzO
OBz CHCl, Bz BzO
OBz OBz OMe
OBz OBz
101 190 139 147

Se intent6 el acoplamiento de 190 con el tiol 153, de configuracién Galp.

o) O ><
OBz
\’52 ™sBr N EtaN
—_—
OBz CH,Cl, OBz O THF 6 CHCN

OBz OBz

OBz OBz

101 190 153
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Las reacciones entre el bromuro 190 con el tiol 153 se condujeron en presencia de

EtsN y con THF o acetonitrilo como solventes.

Tabla 11. Condiciones de reaccidn para obtener los tiodisacarido 147 6 157.

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Galfbromuro 190 | 0,11 mmol 0,11 mmol 0,11 mmol
Solvente 4 mL THF 4 mL THF 4 mL CH3CN
Base NaH (x 1,2) EtsN 45 pL (x 3) EtsN 30 pL (x 2)
Tiol 139 (Glcp) 153 (Galp) 153 (Galp)

68 mg (x 1,2) 35mg (x 1,2) 35mg (x 1,2)
T(CCOy 25°C;2.5h 25°C;1h 25°C;1h
tiempo (h)

Ninguna de las condiciones estudiadas resultaron adecuadas para la reaccion, en la
cual se obtenia el derivado hidroxilado en la posicién anomérica de la Gals
proveniente de la hidrdlisis del bromuro de glicosilo 190. Esto se confirmoé
mediante espectroscopia de RMN-1H y 13C. Por lo tanto esta ruta de sintesis quedo

descartada.

6.4. Activacion del centro anomérico de la Galfcomo tricloroacetimidato.

Como un intento adicional de sintesis de tiodisacaridos por S$-glicosilacién
mediante reacciones de sustitucion nucleofilica, se utiliz6 el método del
tricloroacetimidato. Este es un compuesto de partida en el cual la posicién
anomeérica se activa por catdlisis dcida suave en el paso de glicosilacion. El método
del tricloroacetimidato se utiliz6 ampliamente para llevar a cabo glicosilaciones de
glicopirano6sidos.2 Ademas, existen reportes acerca de la preparaciéon y
glicosilacion de un ribofuranosil tricloroacetimidato?! y un manofuranosil

tricloroacetimidato,?? y algunos antecedentes de derivados galactofurandsicos. El
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grupo de Roy y col.23 consider6 que, frente a la amplia utilizacién de
tricloroacetimidatos piranoésicos como donores de glicosilo, la posibilidad de
utilizar tricloroacetimidatos furandsicos en reacciones de glicosilacion aparecia
como una opcién altamente promisoria. Sintetizaron por primera vez el 2,3,5-tri- 0-
benzoil-6- O-bencil-f3-D-galactofuranosil tricloroacetimidato y lo utilizaron como
donor en la sintesis de disacaridos con unidades de Galf De forma similar, existen
publicaciones mas recientes acerca de la utilizaciéon de este método para preparar

galactofuranosil disacaridos.24-26

En base a estos antecedentes se sintetizé un tricloroacetimidato de configuracién
galactofurandsica a partir de la perbenzoil Galf/(101).2324 El primer paso consistio
en hidrolizar el benzoato anomérico de 101 para obtener 191. Luego de purificarlo
por cromatografia en columna (99%) se lo tratdé con tricloroacetonitrilo en
condiciones basicas para dar el derivado 192 como anémero mayoritario, con muy
buen rendimiento (97%). En su espectro de RMN-1H la sefial para el H-1 aparecia a
campos bajos (6,71 ppm) con una constante de acoplamiento /1,2 < 1 Hz, indicando

la configuracién anomérica 3.

NH
(0] CCl3
O 0. O.
OBz OBz OBz OH OBz
Ac,0, HBr/AcOH CCICN, K,CO3
—_— —_—
CH,Cl,, 0°C CH,Cl,, T amb
OBz OBz OBz
OBz OBz OBz
OBz OBz OBz
101 191 192

Hasta aqui sintetizamos el donor de glicosilo (192). Era necesario sintetizar el
tioazucar cuyo grupo tiol actuaria como aceptor. A efectos de sintetizar el
tiodisacarido Galf(1—6)-Galf se prepar6é un 6-tiol derivado de Galf a partir de

compuestos descriptos previamente.

Se llevé a cabo la reaccién de sustitucion a partir del derivado 6-0- tosilado de Galf
(185), asi como también a partir del compuesto 186, sustituido por triflato en la
posicién 6. Los rendimientos resultaron similares en ambos casos pero la reaccion

con el triflato 186 era mucho mas rapida, entonces se optimizé la sintesis
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utilizando este compuesto como precursor. En los espectros de RMN-1H y 13C de
193 (Fig. 60) se observaron las sefiales caracteristicas del tioacetato (RMN-IH:

2,35 ppm SCOC /5, 13C: 195,3 SCOCH3 y 30,4 ppm SCO CHs).

OMe OMe OMe
o o o
OTBS OTBS OTBS
KSCOCH, KSCOCH,
DMF, 70-80 °C CHLCN, 0 °C
OTBS OTBS OTBS
OTBS OTBS OTBS
OTs SAc oTf
185 193 186
OMe H-2 )
o Hea H-4
OTBS H-5
OTBS
OTBS
""" ro T T e CHa),SiBu
SAc 4.1 4.0 3.9 ppm|| (€M
CH:0 SCOMH, \
H-1
H-6a 1.6b
T T T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 60a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 193.
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Figura 60b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3) de 193.

Por sustitucion Sn2 del triflato de 186 por tioacetato de potasio se obtuvo el

compuesto 193. Este se Sdesacetilé con una solucién de metéxido de sodio a baja

temperatura para producir 194. Cabe destacar que se intent6 llevar a cabo la

reaccion de Sdesacetilacién con cisteamina pero no se observd formacion del

producto 194, con el tiol libre.

OMe OMe
o) o)
OTBS OTBS
KSCOCH, NaOMe/MeOH
_—
CHsCN, 0 °C OTBS CH,Cl,, -15°C OTBS
OTBS OTBS
SAc SH
186 193 194
eo e
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OMe H-2
o H-4
OTBS H-3
H-5 (CH3):CSiMe,
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H-1 /
H-6a,6b J

NI e i L/J |
4‘5 4‘0 3‘5 3‘0 2!5 2!0 1‘5 1‘0 0‘5 ppm
H 88 8 9 3 B8R 858 B59998
g i@ 3 NEK 98y GIEY TS

c-3
c-1
C-2 l .
(CH3)25|BU[
ca Cc5 CH;0 €6 1 (cHyCsiMe —

1 Z‘LO 160 9‘0 8‘0 7‘0 66 !;0 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0 6 pp |Ln

Figura 61a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 194. Figura 61b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCl3) de 194.

El espectro de RMN-1H de 194 (Fig. 61a) mostraba un claro desplazamiento a
campos mas altos de las sefiales correspondientes a los H-6a y H-6b (2,79 y 2,58
ppm, respectivamente). Este mismo efecto también se observo en su espectro de

RMN-13C (Fig. 61b) para la sefial del C-6 (27,9 ppm).
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Teniendo el tiol 194, se procedié al acoplamiento con el imidato 192.23 En primera

instancia se disolvieron aceptor y donor en CH;Cl; anhidro a baja temperatura y en

presencia de molecular sieves (MS) en polvo (4 A) para eliminar humedad, debido

a la sensibilidad del imidato. La glicosidacion procedié en presencia de TMSOTf

como catalizador acido de Lewis.

NH o OMe
OTBS
o) CCly OMe
(o) O.
OBz OTBS OTBS
MS, TMSOTf OTBS
+ —_—
CH,Cl,, -18 °C S
OBz OTBS
OBz OTBS o
OBz
OBz SH
OBz
192 194 1
9 9 OBz 95
OBz
OMe
O.
OTBS
OTBS .
OTBS (CH3).SiBU
s H-1 (CHo):CSiMe, \
O H-1'
OBz /\ \
OBz
OBz : .
5.62 ppm 4.72 ppm
OBz CH3O
H-aromaticos
H-1’ H-4'.6'a, H-3,4
-2 6'b,1
H-3’ H-2 ] H-2,5
H-6a
I J,
T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 62a. Espectro de RMN-H (500 MHz, CDCl;) de 195.
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Figura 62b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCls) de 195.

Se obtuvo el tiodisacarido protegido 195 con un rendimiento del 47%, en las
mejores condiciones ensayadas, constituido por dos unidades de galactofuranosa
unidas (1—6), andlogo a los compuestos descriptos en el capitulo 1, que se

encuentran en una gran variedad de microorganismos.

En este capitulo se pone de manifiesto que, para los sistemas estudiados, es factible
la glicosilacion del grupo tiol que reemplaza al grupo hidroxilo de una unidad de
Gals por un derivado de Galfanoméricamente activado. Esta metodologia es mas
conveniente que la alternativa basada en una reacciéon Sn2 entre la 1-tioGalf
(generada in situ a partir de la glicosil isotiourea) y un buen grupo saliente en otro

derivado adecuado de Galf

La metodologia descripta se aplicé satisfactoriamente para la primera sintesis de
un tiodisacarido constituido por dos unidades de galactosa en configuracién

furanodsica.
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Reacciones de apertura de tiiranos de azicares por una 1-tioaldosa.

En el capitulo 6 se describié la reduccién del metil 2,3,5-tri- O- ter-butildimetilsilil-
a,B-D-galactofuranosiduronato de metilo (182). Esta reacciéon condujo a la mezcla
anomérica del producto hidroxilado en la posiciéon 6 (183a y 183b) y el producto
dihidroxilado en las posiciones 5 y 6 (184) de configuracion anomérica . Como se
menciond anteriormente, este ultimo resultaria de utilidad en el camino sintético

que se describe en este capitulo, como precursor de 5,6-episulfuros (tiiranos).

OMe OMe
o o} o. o.
OTBS OMe ] OTBS OTBS OTBS
LiH 4Al N +
[ OMe

oTBS THF, -18°C OTBS oTBS OTBS
oTBS OTBS OTBS OH
COOMe OH OH OH
182 183a 183b 184

El primer paso de sintesis consistid en la obtencién del derivado de Gal#196 con el
grupo HO de C-5 libre. Para ello se protegi6 selectivamente el hidroxilo primario de

184 por tratamiento con cloruro de pivaloilo-piridina para dar 196.1

OMe OMe
o o
OTBS OTBS
MesCCOCI
_—
oTBS CsHsN, 0 °C—25°C OTBS
OH OH
OH OPiv
184 196 Piv = (CHy)3CO

En el espectro de RMN-1H de 196 (Fig. 63a) se observo la desaparicion de la sefial
del HO-6 y aparicién de un singulete a 1,22 ppm correspondiente a los metilos del
grupo protector pivaloilo (COC(CH3)3). Ademas, las sefiales de H-6a y H-6b se
desplazaron a campos mas bajos respecto de las mismas sefiales de 184 por efecto
de la acilacién (H-6a: 4,23; H-6b: 4,09 ppm). En forma analoga, en el espectro de
RMN-13C (Fig. 63b), se confirmé la proteccién de la posicion 6 principalmente, por
la aparicién de las senales a 178,3, 38,8 y 27,2 ppm correspondientes al grupo

protector mencionado.
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OMe
O.
OTBS H-6a H-6b
Ha H2 pa3
H-5
OTBS
OH (CH3):CSiMe,
OPiv : : : : /
4.2 4.1 4.0 3.9  ppn
H-1 (CH2),SiBU
COC(CHa)s \
J/’\\ CH:0 \
ARRRRAREN AR
4.72 ppm
HO
H-1 \
JA—,.M% ul J MLJ .
415 410 315 310 2.‘5 210 115 110 015 ppm
N i 934 38 & R ARREY 83835
g & g8 &8 3 § REENy FYYY
(CH2):CSiMe,
cocEHs)s |
C-4
c3 2l
C-1 ’ C-5
c-6 CH2),SiBU
i CH:0 (CHa):
COC(CHy)s COC(CHY,
| . I T | J
1é0 17‘0 1é0 15‘0 14‘10 150 12‘0 110 160 96 86 7‘0 66 56 4‘0 36 26 1‘0 (‘) pp;m

Figura 63a. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCl3) de 196. Figura 63b. Espectro de RMN-13C (125,7

MHz, CDCl5) de 196.

A continuacion, se tosilé el hidroxilo de la posicion 5, para tener un buen grupo

saliente para la subsecuente epoxidacién. En el espectro de RMN-1H de 197 ya no

se observaba la sefial correspondiente al H#O-5 y en cambio se observaron sefales

caracteristicas del tosilo (H-aromaticos: 7,83 y 7,31; CHsPh: 2,43 ppm) y el

desplazamiento de H-5 a mayor & debido al efecto desprotector del tosilato.

eoe
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OMe OMe
(o) o)
OTBS TsCl OTBS
_ =
OTBS CsHgN, T amb. OTBS
OH OTs
OPiv OPiv
196 197

En forma analoga se llevd a cabo esta secuencia sintética por acetilacion selectiva
del HO-6 y posterior tosilacion del HO-5. Se obtuvo asi el derivado 199. En ambos
casos los rendimientos resultaron practicamente iguales, alrededor del 70% para
el paso de proteccion del HO-6 (196 6 198) y 90% para el paso de tosilaciéon (197 6
199).

OMe OMe OMe
o) o o
OTBS OTBS
Ac,0, imidazol TsCl (' TBS
—_—
OH OH OTs
OH OAc OAc
184 198 199

El espectro de RMN-1H de 198 (Fig. 64a) mostraba ademas de la desaparicion de la
sefal del HO-6, una sefial caracteristica del grupo CHCO a 2,10 ppm. En su
espectro de RMN-13C (Fig. 64b) se observaban dos sefiales a 171,0 y 20,9 ppm,

correspondientes a Me CO y CH3CO, respectivamente.

Los espectros de RMN-1H y 13C de 199 eran coincidentes con la estructura

propuesta y similares a los del analogo 197.
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o OMe H-6a H-6b H-3 H-2 H-4
OTBS H-5
oTBS
OH
oAe T [rorrrrrT [rorrT [rorrrrT [rorr T
c 4.2 4.1 4.0 3.9 ppm (CH3),SiBU
CH:0 CHLCO
H-1 HO
*LA%LL In u 1 I n J

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
2 c Ry Q8 R8588 BERJ
& g g9 8¢ & R FYTS
C-3
. ) CHiCO
c-1 C-4,2 C-5 CHO K
— C-6 (CH2),SiBU
! —
MeCO (CHs)sCSiMe,
" | i ‘
1;0 1(‘30 1‘50 14‘10 13‘0 1‘20 1:‘].0 160 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0 (‘) ‘ppm

Figura 64a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 198. Figura 64b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCl;) de 198.

Ambos derivados, 197 y 199, se trataron con una solucién de NaOMe/MeOH, y asi,
en un unico paso de reaccidn se desprotegio el hidroxilo de la posicion 6, el cual
atacé al C-5 con desplazamiento nucleofilico del tosilo, para dar el 5,6-epéxido de

configuracion L-al/tro (200), por inversién de la configuracion del C-5.
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OMe OMe OMe

o} o o}

' TBS NaOMe/MeOH \’TES NaOMe/MeOH 78S

OTBS CHCl, 0°C otes CHeCl 0°C OTBS
OTs OTs
o)
OPiv OAc
197 200 199
H-6a
o OMe H-5 H-6b
OTBS
OTBS e (CH3)sCSiMe,
o 3.0 2.9 2.8 ppm /
(CHa),SiBU
CH:0 \
H-1 H-2,3
J ‘A L
T T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
. ey 88 6 THEE XE
! $8d g8 ¢ g 55 yYSYY

C-3

c1 o
. C5 C-6 (CH3),SiBU

CHs0O (CH3):CSiMe,

I

T T T T T T T T T T T T T
110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 o ppm

c-4

Figura 65a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 200. Figura 65b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCI5) de 200.
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El ultimo paso para la obtencion del tiirano consistié en tratar el epoxido 200 con
tiourea en MeOH anhidro. En esta reaccién se recupera la configuracion D-galacto

en 201, de acuerdo al mecanismo descripto en el capitulo 2.

OMe OMe
o o
OTBS (NH,CS OTBS
—_—
oTBs  MeOH, Tamb oTBS
o S
200 201

OMe
O.
OTBS
SOTBS (CH3)sCSiMe,
CHy),SiBU
CHO (CHy).
H-1
H-2 i H-6
- -ba
H-3 H-5 H-6b JJ J
4‘.5 410 3.‘5 3‘.0 215 210 115 110 015 ppm

Figura 66a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl;) de 201.
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. ke 4 8 g8 R 8BR d96 83
g R 8 g §4A5Y YV
c3
c1 €2 c5 (CH2),SiBU
C-4 CH.O c-6 —
1 2;.0 160 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0 (‘) P p‘ m

Figura 66b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCls) de 201.

En los espectros de RMN-1H de 200 (Fig. 65a) y 201 (Fig. 66a), se observd
claramente la desaparicion de las sefales correspondientes a los grupos
protectores de las posiciones 5 y 6, ademas de las sefiales de los H-6a y H-6b a 6
caracteristicos, menores a 3,00 ppm. También los espectros de RMN-13C (Fig. 65by
66b) mostraban apantallamiento de las sefiales de los carbonos C-5 y C-6,
involucrados en la formacion del anillo de tres miembros especialmente para el

compuesto 201, debido a la presencia del atomo de azufre (Tabla 12).

Tabla 12. Seiiales caracteristicas en los espectros de RMN-1H y 13C de los derivados 196, 198, 200 y
201.

196 198 200 201
§ H-5 (ppm) 3,88 3,89 3,07 3,04

§ H-6a/H-6b (ppm) | 4,23/4,09 4,23/4,13 2,81/2,73 2,49/2,37
§ C-5 (ppm) 67,9 68,2 52,0 35,3
§ C-6 (ppm) 65,3 66,2 45,4 21,8
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Como se menciono en el capitulo 2, practicamente no se cuenta con antecedentes
de apertura de tiiranos para sintetizar tioglicésidos constituidos por unidades
pirandsicas,?3 y no hay antecedentes de tioglicsidos obtenidos por apertura de
tiiranos de configuracion furanosica. Por lo tanto el procedimiento debié ser
optimizado. Se encontr6 que la apertura del anillo episulfuro tenia lugar
satisfactoriamente cuando se utilizaba como nucleéfilo la sal de sodio de la 1-
tioaldosa (188) y para aumentar la nucleofilia del sulfuro se agregaba al medio de
reaccion 18-crown-6. Bajo estas condiciones de reaccion optimizadas, la apertura
del tiirano de 201 con el tiolato derivado de galactosa (188),% produjo el

tiodisacarido 202 unido (1-6) y con una unidad furanésica como extremo

reductor.
OMe
o
AcO OAc OTBS
0
AcO SH
OTBS
OAc AcO _OAc SH
8 o
AcO S
OAC 202
NaH, THF
+ OMe
OMe OTBS
AcO _OAc O
Q<N 7S 18 6, DTT OTBS
-Crown-6,
AcO SNa AcO _OAc S -
OAc OTBS THF &/s
AcO
S
OAc
12
203
188 201
.
OMe
o)
OTBS
OTBS
AcO OAc

S—S.AcO oac QAe

AcO.

X
(0]
O

OAc
OAc

204

En la apertura nucleofilica del tiirano no se obtuvo el tiodisacarido 202 como tnico

producto sino que también se aislaron el dimero 203 y el disulfuro 204. La
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formacion de estos productos puede justificarse si se tiene en cuenta que el tiol
202 una vez formado esta presente en el medio de reacciéon como tiolato de sodio.
Este es capaz de formar el disulfuro consigo mismo o con 188 para dar,
respectivamente, 203 y 204. La mezcla de reaccion se purificd por cromatografia
en columna y el orden que se les dio a los compuestos corresponde al orden de
elucion. Igualmente, cabe aclarar que los productos 203 y 204 se obtuvieron en las
primeros intentos de sintesis del tiodisacarido 202, pero una vez ajustadas las
condiciones de reaccidn, se obtuvo practicamente el tiodisacarido 202 como dnico
producto (98%). Los tres compuestos fueron caracterizados mediante

espectrocopia de RMN mono y bidimensional. Sus espectros se muestran a

continuacion.
o Ve H-1 H-1'
OTBS
CH,CO
oBS T T [ T
ACO_OAc SH 4.7 4.6 ppm
AcO S
OAc \
CH;0
, H-3,4,
w2 H-1 6'a,6'b H-6a,5,
H-4' g2 6b HS
H-3’ / H-5 — J}L
5‘5 5‘0 4‘5 4‘0 3‘5 310 2i5 2‘0 1‘5 l‘O 0‘5 ppm

Figura 67a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 202.
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Soon o ANNSYEIBRE R RRINIBER UREY
SR ¢ 8 IEERAEEEE ¢ SHNARRNES YYYY
CH,CO
c-2,1, C53
c-1 43 | ¥4 s (CH2),SiBU
MeCO C-6' CH:0 —
C-6 i
(CH3)3CS|M82
1
1é0 17‘0 1é0 1‘50 l“lO li‘%O 1‘20 1Z‘LO 1(‘)0 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0 6 p‘pm
Figura 67b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl5) de 202.
OMe 1 H-1
OTBS
oTBS ‘ ‘ ‘ (CH3)sCSiMe,
AcO OAc S — 4.65 4. 60 ppm r/
(0]
S
Aco% CH;CO
OAc
2 CHsO (CHa),SiBU
H-3,6'a
Hoo 6'b,5',2 H-6a,5,
H-4' , H1H1 T eb
H-3 H-4 | I— U
515 5‘.0 4}5 410 3}5 310 2‘.5 210 1.‘5 110 015 ppm

Figura 68a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 203.
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RER 2 1948REY8838  LBYKBRER BNEE
EEEE g SSYERRLLEHY HEYREENN YYYY
(CH3)sCSiMe
CH5CO
0-41'3,2, c5.3, (CH5).SiBU
MeCO c1 ' 24 G,CH3O M
— — " les C-6 (CHs)sCSiMe,

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0]

ppm
Figura 68b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl5) de 203.
OMe
o
OTBS
OTBS (CH3)3CS|MQ
AcQ OAC S—S.AcO onc PAC /
o) C
Aco&s \ZM CH5CO
1
OAc
OAc
CH3;0O
(CH-),SiBU
H-5
H-6
|V bt d L
515 510 415 410 315 310 215 210 li5 l.‘O 015 pp‘m

Figura 69a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, (CD3)2CO) de 204.
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R y SOBNBEBRLIRNINACRLNBIARERBIAABDNB
EESEEY § FEIdFRENNEEBE0UEYCEERARNRETITY
(CH3)sCSiMe,
/
C-5"5",3,
372,24, CH,CO
C-2,1', 4" )
c1 43 th" c-5, (CHs>sCCS'Me; ]
MeCO CH:O 6 (CHs):SiB
1 c-1
1é0 17‘0 1(‘30 1;0 11‘10 13‘0 12‘0 1:‘LO 160 9‘0 8‘0 7‘0 (;0 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0 C‘) p;pm

Figura 69b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, (CD3)2CO) de 204.

En los tres casos pudo confirmarse que la apertura del anillo tiirano ocurrié por el
ataque del tiolato 188 al C-6 de 201. Ademas se acetilé una fraccién del
tiodisacarido obtenido y en el $acetato 205 se observd el corrimiento de las
sefales correspondientes a la posicion 5 a campos mas bajos (& H-5: 3,77; C-5: 45,1
ppm, Fig. 70) respecto de las mismas sefiales en 202 (& H-5: 3,04; C-5: 41,7 ppm,
Fig. 67).

OMe OMe
o o
OTBS OTBS
otes  __ "0 oTBS
AcO OAC SH AcO OAcC SAC
o} o}
AcO S ACO s
OAC OAc
202 205
[ 3N N J
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OMe H-5
O
OTBS
(CH3):CSiMe,
OTBS I R e /
AcO _OAc SAC 3.80 3.75 ppm
(o]
AcO S
OAc
CH-;CO
CHO (CHa):SiBU
SCOM;
H-5,6'a,
6'b,2,3
H-22 _H1 H1 —

H-4 " H-3 H-4 H-5 H-6a H-gb

D T Y L _

5.5 5.0 45 4.0 25 20 25 2.0 15 10 o5 bpm
2 Sasy : F83890988% 2BRERREEBLINBAL
3 EEE8 g TYERRALLEEY YYFHNAREENNYYYY

(CH3)sCSiMe,
CHsCO
2l g /
c-1 3,4 .3, (CHs)sCSiMe,
| 248 SCQCH, (CH2),SiBU
SCOMe  MeCO ———CHOcs5 | / s
[

T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100

T
90

T T T T T T
80 70 60 50 40 30

ppm

Figura 70a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 205. Figura 70b. Espectro de RMN-13C (125,7

MHz, CDCl;) de 205.

En base a los resultados satisfactorios que se obtuvieron utilizando este

procedimiento para obtener un tiodisacarido con una unidad gal/actofuranoésica

diazufrada en el extremo reductor, se llevo a cabo también a partir del tiirano de

configuracion opuesta para obtener

asi
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altrofuranoésica, de configuracion L, en dicho extremo. Para ello, fue necesario
sintetizar previamente el epdxido 207, de configuraciéon opuesta en C-5 respecto
de 200.

Para sintetizar el ep6xido mencionado, se procedié en forma analoga a la descripta
para sintetizar 200, pero en este caso se emple¢ el derivado tosilado en HO-6 y HO-
5 libre. Este compuesto (206) se prepar6 a partir del precursor 184 por tosilacion

selectiva del hidroxilo primario.

OMe OMe
o o
OTBS el OTBS
—_—
OTBS CsHgN, T amb. OTBS
OH OH
OH OTs
184 206

OMe
O.
OTBS
OTBS
OH H-6a,6b
OTs .
(CH3)30$|M92
CHO \‘ (CH2),SiBU
T T T T T T CH3Ph
4.10 4. 05 4.00 3.95 3.90 ppm
H-aromaticos
HO
1
l H-1 \‘
80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 s 20 15 10 os p‘pm

Figura 71a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 206.
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¥ 833 < BRg B3 5 8838 IEe5
3 H8Y g gyE o5 3 gAY FYYY
C-aromaticos C-3|
' ' !
Cc-2 CHsPh
c1 ca " |ceC5 o T (cHosiBd
’ ' ‘ ‘ (CH):CSiMe, ||
| L . NI | § ‘ | m
Ll ! ' "

T T T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 (0] ppm

Figura 71b. Espectro de RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3) de 206.

Como era de esperar, en el espectro de RMN-1H de 206 (Fig. 71a) se observd la
desaparicion de la sefial del HO-6 y la aparicién de sefiales caracteristicas del
grupo tosilo y las sefiales de los H-6a y H-6b se desplazaron a campos mas bajos
con respecto al compuesto que le dio origen (6 H6a y H-6b: 4,08 ppm). Este mismo
efecto se observo en su espectro de RMN-13C (Fig. 71b), en el cual la sefial del C-6
se desplaz6 5 ppm. Este compuesto se obtuvo suficientemente puro para proceder
la sintesis hasta obtener el tiirano 208, en forma andloga, como ya se menciono, a

la descripta para obtener 201.

OMe OMe OMe
o) o o
OTBS
' TBS NaOMea/MeOH (NH2)CS ' TBS
—_— B —————————
OTBS CH,Cl,, 0 °C OTBS MeOH, T amb OTBS
OH o
S
OTs
206 207 208
[ 3N N J
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o Ve (CH2);,CSiMe,
OTBS /
OTBS (CHa),SiBU
° H-2
H-3 H-4 \
CH:0 M |
T T T T
4.0 3.9 3.8 3.7 oppn
H-1
H-5 H-6a H-6b
L_JL_JM ) J
4‘5 4.‘0 315 3‘0 215 210 115 110 015 ppm
° Rgd &8 A 83 & 8888
& 398 g8 9 g4 N FYYY
(CH2):CSiMe,
c-3
| (CH.),SiBU
c-1 C-4 cs C6 | —
C-2 CH;0 (CH3):CSiMe,
1 :‘LO 1(‘)0 90 8‘0 7‘0 Gb 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0 (5 pp r‘n

Figura 72a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 207. Figura 72b. Espectro de RMN-13C (125,7

MHz, CDCl3) de 207.
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OMe
o
OTBS
OTBS
S H-2 \
H-3 H-4
JML (CHa),SiBU
T " T T " \
CH.O 4.0 3.8 3.6 ppm
H-1
H-5 H-6a H-6b
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Figura 73a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 208. Figura 73b. Espectro de RMN-13C (125,7

MHz, CDCls) de 208.

En los espectros de RMN-1H y 13C de cada uno de estos compuestos se observaron

sefales caracteristicas, analogas a las del epodxido y tiirano de configuracién

opuesta previamente sintetizados. Los valores de desplazamiento quimico de las

mismas se informan en la Tabla 13.
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Tabla 13. Sefiales caracteristicas en los espectros de RMN-1H y 13C de los derivados 206, 207 y 208.

206 207 208
§ H-5 (ppm) 3,89 3,09 3,04
§ H-6a/H-6b (ppm) 4,02 (2H) 2,83/2,75 2,53/2,30
§ C-5 (ppm) 67,8 51,7 34,5
§ C-6 (ppm) 70,7 44,2 23,5

Una vez sintetizado el tiirano 208 se llev6 a cabo la reaccién de glicosilacion de 188
para preparar el correspondiente tiodisacarido, en las condiciones descriptas
previamente para el analogo 201. En este caso se obtuvieron dos productos, el
tiodisacarido deseado (209) y el disulfuro (210). Ambos se separaron por
cromatografia en columna. Luego de ajustar las condiciones, se mejord el

rendimiento para la obtencion del tiodisacarido 209 hasta un 84%.

AcO OAc

o)
AcO SH
8 OAc OMe
o
OTBS
NaH, THF
oTBS

O
OMe A S
AcO _OAc o CO&
o -+ OTBS OAc
SNa 18-crown-6, DTT 209
AcO +
- OMe
OAc O
S

OTBS THE +

AcO OAc
OTBS
Q s—s
188 208 AcO
OAC S_AcO OAc

OAC

210
OAc
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o OMe H-1 H-1
OTBS (CH5);SiBU
OTBS CH.CO
T T H
AcO OAC HS 4.7 4.6 ppm—1] (CH3)BCS|M92
2 \
AcO S
OAc
CH-0
H-3,
6'a,6’b H-2,
H2  Ha 45 H-6a,5,
| — 6b
T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
SEEE o BORRYBRYR R 8 BRBRBELY RBEE
EEEE q FEIERAEEE § 29 SHUSSREY YY9Y¢
CHsCO
c2l| cgg _
4,3 2 4 (CH3)3CSIM82
! i .
o1 c-6 / (CHa),SiBU
MeCO [ — CH;O C-5 —
[
1é0 1‘70 1é§0 15‘0 14‘10 1é0 1‘20 12;.0 160 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 50 4‘0 3‘0 2‘0 1‘0 6 pp‘m

Figura 74a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) de 209. Figura 74b. Espectro de RMN-13C (125,7

MHz, CDCls) de 209.
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OMe
O
OTBS .
(CH3)3CSIMQ
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OAC S_AcO OAc OAcC
O, CHsCO
1 .
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CH;0
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H-2 2" 6'a,6’'b,5”,
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. 1 H-5
H-4” — H-6a,
NI TR k _
W, J M
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Figura 75a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, (CD3);CO) de 210. Figura 75b. Espectro de RMN-13C
(125,7 MHz, (CD3)2CO) de 210.

Se menciond que en la etapa de tioglicosilacidn, el grupo tiol de 8 se activd para el
ataque nucleofilico al anillo tiirano por formacién del correspondiente tiolato. Ain

asf, la configuracién anomérica se mantuvo durante la reaccién, porque la
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anomerizacion del glicosiltiolato es muy lenta.> Ademas en los espectros de RMN-
1H de todos los productos obtenidos se observo una constante de acoplamiento /i’

= 10 Hz, indicativa de una configuracion 3 piranosica.

A partir de los derivados 202 y 209 obtendriamos los tiodisacaridos libres por
desililacion con FTBA 1M, seguida de desacetilacién con MeOH:Et3N:H20 3:1:3. Una
vez obtenidos los productos se purificaron por elucién a través de una columna
rellena de resina de intercambio i6nico mixta para desionizarlos y luego a través
de una mini columna de fase reversa. Sin embargo, en base al andlisis elemental y
los datos espectroscopicos de ambos compuestos, no se obtuvieron los metil

glicésidos deseados, sino los disulfuros 211 y 212.

Por otra parte, los compuestos 202 y 209 poseen un grupo tiol libre que es
suceptible de ser glicosidado. En realidad cuando se disefi6 la metodologia de
apertura del tiirano por una 1-tioaldosa, se previé la posibilidad de obtener

tiodisacaridos ramificados en C-5y C-6 de la Gal£

OMe OMe
o) o
OTBS OH
OTBS OH
AcO _OAc SH HO _OH — 1
1) FTBA
AcO 2) MeOH:EgN:H,0  HO ,
OAc . OH -
202 31:3 211
OMe
o
OTBS o §Ve
OH
OTBS 1) FTBA
AcO OAcC HS
o 2) MeOH:E§N:H,0 OH
—+—s
AcO S 3:1:3
- s. HO on PH
OAc
209 o)
2= OH

212

Las Figuras 76 y 77 muestran los respectivos espectros de RMN de los disulfuros

211y 212.
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OMe
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OH
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OH
H-1 H-2'5 H-6b
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Figura 76a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CD30D) de 211. Figura 76b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CD30D) de 211.
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OMe
o O.
OH
OH
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Figura 77a. Espectro de RMN-1H (500 MHz, CDs0D) de 212. Figura 77b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CD30D) de 212.

Entonces, a partir del tiodisacarido 202 se plante6 la sintesis de un tiotrisacarido,
incorporando una nueva unidad de Galf en el grupo SH de C-5. Se consider6
incorporar una furanosa porque ésta tendria menor impedimento estérico, ya que

el grupo SH estd impedido estéricamente por los ésteres de sililo (TBS)
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voluminosos de C-2 y C-3, ademas de la unidad pirandsica peracetilada en la
posicion 6. Como habiamos utilizado con éxito el método del tricloroacetimidato
para sintetizar el tiodisacarido Gal#(1—6)-Gals segun se describi6 en el capitulo

anterior, decidimos utilizarlo también en este caso para obtener un tiotrisacarido.

Siguiendo la misma metodologia, se acopl6 el tiol 202 con el tricloroacetimidato
192, descripto previamente. Se agité la suspension en CH2Cl; anhidro de aceptor,
donor y molecular sieves (MS) en polvo (4 A) a baja temperatura. La glicosidacién
procedié en presencia de TMSOTf como catalizador, con la formaciéon del

trisacarido 213 (29%).

NH
OMe
o OMe o
o § CCly OTBS OTBS
OBz
MS, TMSOTf
' - OTBS
" A0 _OAc oTBS o AcO _OAc S
SH CH,Cl,, -18 °C
OBz o o
OBz S
AcO S AcO. o
OBz OAC OAC -
192 202
OBz
OBz
213 0Bz

En el espectro de RMN-1H de 213 (Fig. 78a) se observo la desaparicién de la sefal
del AS— (1,92 ppm) y la presencia de sefiales de la nueva unidad furanésica,
principalmente las sefiales de H-aromaticos correspondientes a los grupos
protectores y una nueva sefial para un hidrégeno anomérico de configuracién 3

(H-1": 5,95 ppm, /i72» < 1 Hz).
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es componente de glicoconjugados de microorganismos.

Figura 78a. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCl3) de 213. Figura 78b. Espectro de RMN-13C (125,7
MHz, CDCl;) de 213.

El ditiotrisacarido 213 posee la unidad Gal£S$-(1—5)-Galf cuyo analogo oxigenado
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En este capitulo se ha demostrado la utilidad de los tiiranos derivados de azucares
para obtener ditiotrisacaridos ramificados con enlaces tioglicosidicos, formados
sobre dos carbonos vecinos del monosacarido central. El procedimiento descripto
constituye una nueva metodologia para la obtencion de este tipo de
ditiotrisacaridos cuyos pasos claves son la apertura nucleofilica de un episulfuro
de azucar por una 1-tioaldosa y la glicosilaciéon del tiol resultante de dicha

apertura.
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Parte experimental

8.1. Instrumentos y métodos generales

Las cromatografias en capa delgada analitica (CCD) se realizaron en ldminas de
aluminio cubiertas de silica gel 60 F254 (Merck) de 0,2 mm de espesor. Las
mismas se revelaron por exposicion a luz UV de 254 nm, y/o por inmersién en una
solucién de acido sulftirico 5% en etanol, que contenia 0,5% de p-anisaldehido, y
posterior calentamiento. Para las cromatografias en columna se utilizé como fase
fija silica gel 60 (malla 230-400, Merck). Los solventes de desarrollo se indican en
cada caso. Los puntos de fusion se determinaron con un aparato Fisher-Johns y no
estan corregidos.

Los poderes rotatorios se midieron en un polarimetro digital Perkin-Elmer modelo
343 en celdas de 1 dm de longitud a 25 °C con la concentracion y los solventes
indicados en cada caso en particular.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se adquirieron en un
espectrometro Bruker AC 200 o Bruker AMX-500 segun se especifica. Para las
soluciones en CDCl3z se usé TMS como estandar interno. Los espectros de RMN-1H
fueron completamente asignados mediante experimentos COSY 2D. Para asignar
los espectros de RMN-13C se realizaron experimentos HSQC 2D

Los espectros de masa se realizaron en la Université de Picardie Jules Verne,
Amiens, Franciay en el UMYMFOR-CONICET-FCEyN, UBA.

Los microandlisis de los productos nuevos se realizaron por UMYMFOR-CONICET-

FCEyN y en algunos casos en el INQUIMAE, FCEyN, UBA.

8.2. Purificacion de solventes

Todos los solventes se purificaron por destilacién. En algunos casos requirieron un

tratamiento adicional para poder emplearlos en las reacciones en condiciones

anhidras, como se indica a continuacion.
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Diclorometano: se sec6 por reflujo sobre P05 durante 2 h y luego se destild. Se
guard6 sobre tamices moleculares de 3 A.

Metanol: se seco por tratamiento con Mg/I5, se reflujéo durante 1 h y se destild. Se
guard6 sobre tamices moleculares de 4 A.

Piridina y trietilamina: se reflujaron sobre KOH y se destilaron, conservandose
luego sobre KOH.

Tetrahidrofurano: La solucién azul de THF con Na/benzofenona se reflujé durante

1 h. Luego se destil6 el THF y se utilizé.

Sintesis

8.3.1 Sintesis de tiodisacaridos mediante reacciones de adicidon conjugada.

2-Propil  6-C-acetil-3-desoxi-4-5-(2,3,5-tri- O-benzoil-B-D-ribofuranosil)-4-tio-a-D-
treo-hexopiranosid-2-ulosa (92) y 2-propil 6-0-acetil-3-desoxi-4-5-(2,3,5-tri-O-

benzoil-a-D-ribofuranosil)-4-tio-a-D-treo-hexopiranosid-2-ulosa (93).

OAc BzO SC(NH)NH, OAC

BzO o o
(NH,),CS Et3N
—_— +
B
F,B.OEb, O zOBz
oBzoBz 5N 0Bz 082 oOCHMe: L Ses %y OCHMe,
89 90 92 (45%) 93 (36%) O OCHMe:

Una solucién de 1-O-acetil-2,3,5-tri- O-benzoil--D-ribofuranosa (89, 300 mg, 0,59
mmol), tiourea (50 mg, 0,66 mmol) y F3B.OEt; (78 pl, 0,62 mmol) en acetonitrilo
anhidro (10 mL) se agitd a reflujo durante 1 h. La sal de tiouronio resultante 90,
luego de evaporar el solvente, mostro los siguientes datos espectroscopicos: RMN-
1H (500 MHz, DMSO-ds): 6 = 9,27, 9,19 (2s, 2H cada uno, 2 x NHz), 8,04-7,46 (m,
H-aromaticos), 6,41 (d, 1H, /2 = 4,6 Hz, H-1), 5,96, 5,91 (2t, 2H, H-2, H-3), 4,91 (mm,
1H, H-4), 4,67 (dd, 1H, Jasa = 3,7, Jsasp = 12,2 Hz, H-53a), 4,59 (dd, 1H, Ja50 = 4,5,
Jsasb = 12,2 Hz, H-5b); RMN-13C (125,7 MHz, DMSO-ds): 8 = 166,7 (SC(NH2)2),
165,5, 164,8, 164,5 (Ph(D), 134,3-128,2 (C-aromaticos), 84,2 (C-1), 81,4, 74,2,
71,7 (C-2, 3, 4), 63,7 (C-5). La solucion original de 90 en acetonitrilo, se enfrié a
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—18 °Cy se le agregd6 la enona 35 (100 mg, 0,44 mmol) y EtsN (220 pl, 1,58 mmol)
en dos fracciones cada 30 min. Después de 2,5 h de agitacion, la muestra revelé por
CCD (CH2Cl2/EtOAc, 15:1) la presencia de dos compuestos principales con Rf =
0,60y 0,49. Se llevo a cabo la purificacion de la mezcla por columna cromatografica
(CHCl3/EtOAc, 80:1—10:1) aislandose primero el compuesto menos polar 92 (140
mg, 45%); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,08-7,32 (m, 15H, H-aromaticos), 5,89
(dd, 1H, 3 = 5,1, 4+ = 6,0 Hz, H-3"), 5,69 (dd, 1H, /i2>» = 3,7 Hz, H-2"), 5,52 (d,
1H, H-1"), 4,77 (m, 1H, /45 = 1,5 Hz, H-5), 4,74 (br s, 1H, H-1), 4,71 (dd, 1H, Jy5a =
3,7, Jsasp = 11,6 Hz, H-5'a), 4,67 (m, 1H, H-4"), 4,58 (dd, 1H, Jysv = 4,5 Hz, H-5'b),
4,27 (dd, 1H, k6. = 6,8, Jeaep = 11,5 Hz, H-6a), 4,24 (dd, 1H, ke, = 5,3 Hz, H-6Db),
3,99 (m, 1H, /= 6,2 Hz, (CH3)2CHO), 3,81 (m, 1H, H-4), 3,16 (dd, 1H, faxs = 4,7,
Jzax3ec = 15,2 Hz, H-3ax), 2,83 (dd, 1H, jzec4 = 2,0 Hz, H-3ec), 2,08 (s, 3H, CAH3C0O),
1,17, 1,12 (2d, 6H, /= 6,2 Hz, (CH5).CHO); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 198,9
(C-2),170,4 (Me(D), 166,1, 165,2,165,1 (Ph(D), 133,6-128,4 (C-aromaticos), 97,9
(C-1), 84,2 (C-1"), 80,4 (C-4"), 75,5 (C-2"), 72,6, 71,7 (C-3’, Me2(HO), 68,4 (C-5),
64,4, 64,3 (C-5’, 6), 44,8 (C-4), 42,7 (C-3), 23,3, 21,8 [(CH3):CHO], 20,7 (CH3CO).
Las siguientes fracciones de la columna correspondian al compuesto mayoritario
93 (110 mg, 36%); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,09-7,30 (m, 15H, H-
aromaticos), 5,96 (d, 1H, /2> = 6,0 Hz, H-1"), 5,72 (dd, 1H, /34 = 4,6, >3 = 6,4 Hz,
H-3"), 5,65 (dd, 1H, H-2"), 4,78-4,71 (m, 4H, H-1, H-4’, H-5, H-5’a), 4,61 (dd, 1H,
Josv = 4,0, a5y = 12,0 Hz, H-5'b), 4,22 (dd, 1H, .62 = 6,6, feasb = 11,3 Hz, H-6a),
4,18 (dd, 1H, /56» = 5,7 Hz, H-6b), 3,98 (m, 1H, /= 6,2 Hz, (CH3).CHO], 3,63 (m, 1H,
H-4), 3,23 (dd, 1H, f3ax4 = 3,8, J3ax3ec = 14,8 Hz, H-3ax), 2,98 (dd, 1H, ecs = 2,0 Hz,
H-3ec), 2,05 (s, 3H, CACO), 1,26, 1,18, (2d, 6H, /= 6,2 Hz, (CH3)2CHO); RMN-13C
(125,7 MHz, CDCl3): 6 = 199,5 (C-2), 170,4 (Me(D), 166,1, 165,6, 165,1 (Ph(D),
133,5-128,4 (C-aromaticos), 98,0 (C-1), 88,8 (C-1"), 79,0 (C-4"), 72,0 (C-2%), 71,7
(Me2(CHO), 70,9 (C-3"), 68,5 (C-5), 64,3 (C-6), 63,5, (C-5), 48,6 (C-4), 44,9 (C-3),
23,2, 21,8 [(CH3)2CHO], 20,7 (CH3CO). Los tiodisacaridos 92 y 93 aparecian

levemente contaminados con 35, luego de la elucion de la columna cromatografica.
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2-Propil 6-C-acetil-3-desoxi-4-5(2,3,5-tri- O-benzoil-a-D-arabinofuranosil)-4-tio-a-

D-treo-hexopiranosid-2-ulosa (96).

a) A partir de 1,2,3,5-tetra- O-benzoil-a-D-arabinofuranosa (94a)

BzO o
BzO o BzO o OAc
o Bz
Bz (NH,),CS Bz + % EtsN
_ \WP2lob> I S
OBZ B OEt, CH,CN SC(NH)NH, OCHMe, OBz OAc
OBz OBz o o)
94a 95 35 96 (63%) o OCHMe,

A una solucién de 1,2,3,5-tetra- O-benzoil-a-D-arabinofuranosal (94a, 140 mg, 0,25
mmol) en acetonitrilo anhidro (5 mL), se le adicion6 tiourea (21 mg, 0,28 mmol) y
F3B.OEt; (162 pl, 1,29 mmol). La mezcla se calent6 a reflujo por 1 h hasta
comprobar la desapariciéon del compuesto de partida (94a) y la apariciéon de un
compuesto de Rf = 0 (tolueno/EtOAc, 3:1). En este punto se evapord el solvente y
se obtuvo la sal de isotiouronio 95 como un jarabe, a la cual se le realiz6 el
correspondiente andlisis espectroscépico obteniéndose los siguientes resultados:
RMN-1H (500 MHz, DMSO-ds): 6 = 9,29, 9,17 (2s, 2H cada uno, 2 x NH3), 8,06-7,35
(m, H-aromaticos), 6,67 (br s, 1H, H-1), 5,74 (br s, 1H, H-2), 5,72 (d, 1H, 4 = 4,8
Hz, H-3), 4,88 (m, 1H, /i5 = 3,1, 15 = 4,4 Hz, H-4), 4,74 (dd, 1H, /5 = 12,3 Hz, H-
5), 4,70 (dd, 1H, H-5"); RMN-13C (125,7 MHz, DMSO-ds): 6 = 167,9 (SC(NH2)2),
167,0, 166,0, 165,4, 165,2 (Ph(CO), 134,6—-128,7 (C-aromaticos), 87,8 (C-1), 82,8,
81,9 (C-2, 4), 77,3 (C-3), 63,1 (C-5). A la mezcla original en acetonitrilo, sin mas
tratamiento, se la enfrié a —18 °C y se le agregd 2-propil 6- O-acetil-3,4-didesoxi-a-
D-glicero-hex-3-enopiranosid-2-ulosa (35, 47 mg, 0,21 mmol) y EtsN (289 ul, 2,08
mmol) en dos fracciones cada 30 min. La mezcla se agit6 a —18 °C por 3 h. La CCD
(CH2Cl2/EtOAc, 15:1) revelo la presencia de un producto mayoritario (Rf= 0,75) y
uno minoritario, correspondiente a la enona 35 (Rf = 0,54) sin reaccionar. La
mezcla se concentr6 y el residuo se purific6 mediante columna cromatografica
(CHCI3/EtOAc, 98:1) para dar el tiodisacarido 96 (94 mg, 63%), levemente
contaminado con la enona 35. Tiodisacarido 96: RMN-1H (500 MHz, CDCl3): § =
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8,10-7,73 (m, 15H, H-aromaticos), 5,64 (br s, 1H, H-1"), 5,62 (d, 1H, /23 ~ 0, 54 =
5,0 Hz, H-3"), 5,52 (br s, 1H, H-2"), 4,84 (dd, 1H, /v 52 = 3,0, /525 = 11,6 Hz, H-5'a),
4,79-4,76 (m, 2H, H-4’, H-5), 4,76 (br s, 1H, H-1), 4,73 (dd, 1H, Jx5» = 4,6 Hz, H-
5’b), 4,39 (dd, 1H, /562 = 7,0, Jeasb = 11,7 Hz, H-6a), 4,36 (dd, 1H, /e, = 5,2 Hz, H-
6b), 4,01 (m, 1H, /= 6,2 Hz, (CH3)2CHO), 3,76 (m, 1H, H-4), 3,22 (dd, 1H, f3ax3ec =
14,9, jaxa = 4,7 Hz, H-3ax), 2,94 (dd, 1H, jzecs+ = 1,8 Hz, H-3ec), 2,07 (s, 3H, CA5C0),
1,28, 1,19 (2d, 6H, /= 6,2 Hz, (CH3)2.CHO); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 199,3
(C-2), 170,5 (Me(D), 166,1, 165,6, 165,4 (Ph(D), 133,7-128,4 (C-aromaticos),
98,0 (C-1), 89,6 (C-1"), 83,3 (C-2"), 81,0 (C-4"), 77,7 (C-3"), 71,7 (Me2CHO), 68,5 (C-
5), 64,4 (C-6), 63,2 (C-5"), 48,5 (C-4), 44,2 (C-3), 23,3, 21,8 [(CH3):CHO], 20,7
(CH3CO).

b) A partir de 1,2,3,5-tetra- O-benzoil-p-D-arabinofuranosa (94b)

BzO o
BzO 0Bz BzO OAc
N © o Bz
Bz (NH,),CS Bz + \ EtN
_ >
S
F3B.0Eb, CH,CN SC(NH)NH, OCHMe, OBz OAc
OBz OBz ¢] o
94b % 3 9 (57%) ) OCHMe,

El procedimiento que se describié anteriormente para la 1,2,3,5-tetra- 0-benzoil-3-
D-arabinofuranosa (94a), también se llevé a cabo para realizar la tioglicosidaciéon
de 35 a partir de su analogo de configuracion anomérica a [1,2,3,5-tetra- O-benzoil-
a-D-arabinofuranosa, 94b (140 mg, 0,25 mmol)], reacciébn que condujo

nuevamente a 96 (85 mg, 57%).
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2-Propil  6-C-acetil-3-desoxi-4-$(2,3,5-tri- O-benzoil-f-D-xilofuranosil)-4-tio-a-D-
treo-hexopiranosid-2-ulosa (99) y 2-propil 6-0-acetil-3-desoxi-4-5-(2,3,5-tri-O-

benzoil-a-D-xilofuranosil)-4-tio-a-D- treo-hexopiranosid-2-ulosa (100).

BzO

O
OBz
S
A
OBz (NHp),CS 0 Et;N  \OBz e} OBz c
- + \ > + O
OBz F3B.OE,
CH4CN OCHMe, OBz OCHMe,
OBz OBz OBz 35 O o] \ OCHMe,
97 98 99 100

La sal de isotiouronio 98 [(RMN-1H (500 MHz, DMSO-ds): 6 = 9,28-9,19 (2s, 2H
cada uno, 2 x NHy), 8,10-7,48 (m, 20H, H-aromaticos), 6,44 (br s, 1H, H-1), 6,02 (d,
1H, .4 = 4,6 Hz, H-3), 5,78 (br s, 1H, H-2), 5,12 (¢, 1H, /a5 ~ /a5 = 5,0 Hz, H-4), 4,64
(m, 2H, H-5, H-5"); RMN-13C (50,3 MHz, DMSO-d): 6 = 167,7, 167,4, 165,7, 164,6
(x 2) (PhCO + S((NH2)2), 134,6-128,5 (C-aromaticos), 86,0 (C-1), 80,8, 80,6 (C-2,
4), 75,0 (C-3), 62,5 (C-5)] se sintetiz6 de manera habitual a partir del reactivo
comercial: 1,2,3,5-tetra-0-benzoil-a-D-xilofuranosa (97, 200 mg, 0,35 mmol),
tiourea (30 mg, 0,39 mmol) y F3B.0OEt; (67 pl, 0,53 mmol) en una solucién de
acetonitrilo anhidro (7 mL), sometida a reflujo durante 30 min. Posteriormente, se
enfrid la solucion y se hizo reaccionar al compuesto 98 con la enona 35 (64 mg,
0,28 mmol) y EtsN (350 pl, 2,52 mmol) a 0 °C durante 3,5 h, para dar una mezcla
1,4:1 (estimada por RMN-1H) de los tiodisacaridos 99 y 100. El isomero (3-D-
xilofuranosilo (99), pudo ser soélo parcialmente purificado por columna
cromatografica utilizando una mezcla de CHClz/EtOAc (85:1—-70:1) como solvente
de elucién. Datos espectroscdpicos seleccionados para 99 y 100: Compuesto 99:
RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 5,47 (d, 1H, /2 = 1,4 Hz, H-1'B), 4,73 (br s, 1H, H-
1), 3,87 (m, 1H, H-4), 3,22 (dd, 1H, fzaxs = 4,9, Jax3ec = 15,2 Hz, H-3ax), 2,86 (dd,
1H, fec4 = 1,8 Hz, H-3ec); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 198,8 (C-2), 97,9 (C-
1), 85,6 (C-1"), 81,6, 79,8 (C-2’, 4"), 75,2 (C-3’), 45,3 (C-4), 42,6 (C-3). Compuesto
100: RMN-1H (500 MHz, CDCl3): § = 6,00 (d, 1H, /i2 = 6,0 Hz, H-1'a), 4,76 (br s,
1H, H-1), 3,65 (m, 1H, H-4), 3,19 (dd, 1H, jax4 = 4,7, Jax3ec = 14,9 Hz, H-3ax), 2,97
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(dd, 1H, fsecs = 1,8 Hz, H-3ec); RMN-13C (125,7 MHz, CDCls): § = 97,9 (C-1), 88,2
(C-1), 78,5 (C-4'), 61,8 (C-5"), 48,1 (C-4), 44,6 (C-3).

2-Propil 6- O-acetil-3-desoxi-4-5(2,3,5,6-tetra- O-benzoil-f-D-galactofuranosil)-4-
tio-a-D-treo-hexopiranosid-2-ulosa (104) y 2-propil 6- G-acetil-3-desoxi 4-5-(2,3,5,6-

tetra- 0-benzoil-B-D-galactofuranosil)-4-tio-a-D- eritro-hexopiranosid-2-ulosa (105).

OAc
O
SC(NH)NH, OAC

OBz o) OCHMez
(NH2)2CS BN
dBz RO, OCHMez % OCHMe, | OBz
OBZ OBz

OBz CHCN OBz

oB
104 (52%) 105 (16%)

A una solucién de 1,2,3,5,6-penta- O-benzoil-a,3-D-galactofuranosa? (101, 280 mg,
0,40 mmol) en acetonitrilo anhidro (8 mL) y atmdsfera de argoén, se le agregd
tiourea (34 mg, 0,45 mmol) y F3B.OEt; (260 pL, 2,07 mmol). La mezcla se reflujé
durante 2,5 h, cuando se verifico por CCD (tolueno/EtOAc, 9:1) el consumo
completo del material de partida. Para poder realizar el analisis espectroscépico de
la B-D-galactofuranosil isotiourea (102) obtenida como jarabe, se evapor6 el
solvente y se realiz6 RMN-1H y 13C; RMN-1H (500 MHz, DMSO-d): 6 = 9,34, 9,22
(2s, 2H cada uno, 2 x NHy), 8,04-7,39 (m, H-aromaticos), 6,75 (s, 1H, H-1), 6,05 (m,
1H, H-5), 5,78 (s, 1H, H-2), 5,74 (d, 1H, 54 = 4,4 Hz, H-3), 5,04 (t, 1H, 54 = Jas =
4,4 Hz, H-4), 4,78 (dd, 1H, /562 = 3,5, Jeaeb = 12,0 Hz, H-6a), 4,73 (dd, 1H, ke = 7,3,
Jeasb = 12,0 Hz, H-6b); RMN-13C (125,7 MHz, DMSO-ds): 6 = 168,1 (SC(NH2)2),
166,1, 166,0, 165,5, 165,3 (Ph(D), 134,8-128,8 (C-aromaticos), 88,2 (C-1), 83,5,
81,9 (C-2,4),77,6 (C-3),70,9 (C-5), 64,0 (C-6).

Para continuar la reaccion y llevar a cabo la adicién de Michael, la mezcla original
de preparacion de 102 se enfri6 a 0 °C, y se agregd 2-propil 6- O-acetil-3,4-didesoxi-
a-D-glicero-hex-3-enopiranosid-2-ulosa (35, 76 mg, 0,33 mmol) y EtsN (518 pl,
3,72 mmol) en dos fracciones cada 30 min. Se agité la mezcla a baja temperatura

durante 3 h. Mediante CCD (tolueno/EtOAc, 9:1) se observaron dos productos
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principales con Rf = 0,34 (mayoritario) y 0,16 respectivamente. Luego de evaporar
el solvente y co-evaporar con tolueno, se obtuvo un jarabe marrén que se purificd
mediante columna cromatografica (tolueno/EtOAc, 96:4). De las primeras
fracciones de la columna se aisl6 el tiodisacarido 104 como producto mayoritario
(145 mg, 52%). Este producto estaba ligeramente contaminado por la enona 35.
Tiodisacarido 104: RMN-'H (500 MHz, CDClz): § = 8,10-7,16 (m, 20H, H-
aromaticos), 6,10 (dt, 1H, o5 ~ f6a = 4,3, f6b = 6,4 Hz, H-5"), 5,70 (bd, 1H, />3 <
1,0, 54 = 4,8 Hz, H-3"), 5,69 (brs, 1H, H-1"), 5,50 (br s, 1H, H-2"), 4,80-4,75 (m, 3H,
H-4'5,6'a), 4,79 (br s, 1H, /12 < 1,0 Hz, H-1), 4,74 (dd, 1H, /562 = 6,4, Joasb = 12,0
Hz, H-6'b), 4,37 (dd, 1H, fs.6a = 7,3, Jeasb = 11,6 Hz, H-6a), 4,28 (dd, 1H, f6» = 4,9,
Jeasb = 11,6 Hz, H-6b), 4,02 (m, 1H, /= 6,2 Hz, (CH3)2CHO), 3,70 (dt, Becs = Jas =
2,4, rax4 = 5,0 Hz, H-4), 3,17 (dd, 1H, fax4 = 5,0, fax3ec = 15,2 Hz, H-3ax), 2,82 (dd,
1H, Beca = 2,4, Bax3ec = 15,2 Hz, H-3ec), 2,05 (s, 3H, CA3C0), 1,28, 1,18 (2d, 6H, /=
6,2 Hz, (CH3)2CHO); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 198,7 (C-2), 170,4 (Me (D),
166,1, 165,7, 165,5, 165,2 (Ph(0), 133,6-128,4 (C-aromaticos), 98,0 (C-1), 86,6 (C-
1), 82,6, 82,1 (C-2’,4"), 77,8 (C-3"), 71,8, 70,2, 68,4 (Me2(HO, C-5,5"), 64,6, 63,4 (C-
6,6"), 45,1 (C-4), 42,6 (C-3), 23,3, 21,8 [((H3)2CHO], 20,7 (CH3CO).

De las fracciones posteriores de la columna, se obtuvo el compuesto minoritario
105 (45 mg, 16%) como un jarabe; RMN-1H (500 MHz, CDCl3): & = 8,09-7,28 (m,
20H, H-aromaticos), 6,08 (dt, 1H, J»5 = f¢a= 4,3, J5.6v» = 7,0 Hz, H-5"), 5,72 (br s,
1H, /2 < 1,0 Hz, H-1"), 5,70 (bd, 1H, /23 < 1,0, 54 = 4,3 Hz, H-3"), 5,47 (br s, 1H,
H-2%), 4,85 (t, 1H, s+ = o5 = 4,3 Hz, H-4"), 4,79 (br s, 1H, A2 < 1,0 Hz, H-1), 4,78
(dd, 1H, fsea = 4,3, Jeasp = 11,8 Hz, H-6’a), 4,72 (dd, 1H, /6 = 7,0, Jeasnr = 11,8
Hz, H-6'b), 4,59 (dd, 1H, /562 = 1,4, Jeasb = 11,9 Hz, H-6a), 4,47 (dd, 1H, f56» = 5,0,
Jeasb = 11,9 Hz, H-6b), 4,43 (ddd, 1H, /s.6a = 1,4, fs6b = 5,0, /a5 = 10,8 Hz, H-5), 3,98
(m, 1H, /= 6,2 Hz, (CH3)2CHO), 3,42 (ddd, 1H, hecs = 5,0, 3ax4 = 12,8 Hz, H-4), 3,02
(dd, 1H, Bax4 = 12,8, Bax3ec = 14,6 Hz, H-3ax), 2,86 (dd, 1H, fecs = 5,0, Baxzec =
14,6 Hz, H-3ec), 2,06 (s, 3H, CHCO0), 1,25, 1,17 (2d, 6H, /= 6,2 Hz, (CH3)2CHO);
RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): § = 199,0 (C-2), 170,6 (Me(D), 166,0, 165,6, 165,4,
165,3 (Ph(D), 133,7-128,3 (C-aromaticos), 97,7 (C-1), 87,9 (C-1"), 82,7 (C-2), 81,8
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(C-4), 77,6 (C-3"), 71,8, 70,3, 70,2 (Me,CHO, C-5,5"), 63,6, 63,2 (C-6,6"), 42,9, 42,7
(C-3,4), 23,2, 21,7 [(CH3)2CHO], 20,7 (CH5CO).

8.3.2 Reduccidn del grupo carbonilo (ulosa) de los tiodisacaridos 92, 93, 96 y 104.

2-Propil  6-O-acetil-3-desoxi-4-$-(2,3,5-tri- O-benzoil-B-D-ribofuranosil )-4-tio-o-D-
lixo-hexopiranésido (106) y 2-propil 6-G-acetil-3-desoxi-4-5(2,3,5-tri- O-benzoil-f3-

D-ribofuranosil)-4-tio-a-D-x7/o-hexopiranésido (107).

BzO 3 Ohe BzO BZO
Z!
o o O 7 oac OV oac
NaBH,, THF oL N 0
%, OCHMe,
OBz OBz OBz OBz OBz OBz HO
OCHMe, OCHMe,
92 106 (6%) 107 (38%)

A una solucion del tiodisacarido 2-propil 6-0-acetil-3-desoxi-4-5-(2,3,5-tri-O-
benzoil-B-D-ribofuranosil)-4-tio-a-D-treo-hexopiranosid-2-ulosa (92, 95 mg, 0,13
mmol) en THF (6 ml), se le agregé NaBH4 (70 mg, 1,84 mmol) y la mezcla se agit6 a
—18 °C por 30 min. Luego, la solucidn se neutralizé con resina Dowex 50W (Ht), se
filtr6 y se concentré en rotavap, co-evaporando con MeOH, para eliminar el acido
borico. La CCD (hexano/EtOAc, 1:1) revel6 la presencia de dos compuestos
principales de Rf = 0,61 y 0,54. Estos compuestos se separaron parcialmente
mediante columna cromatografica (hexano/EtOAc, 70:30). El compuesto menos
polar debié ser repurificado a través de una columna seca de silica gel
(hexano/EtOAc, 1:1) para obtener el tiodisacarido 106 (6 mg, 6%); [o]p2° = +15,7
(c= 0,8, CHCI3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,09-7,33 (m, 15H, H-aromaticos),
5,89 (dd, 1H, /3 = 5,0, 4+ = 5,9 Hz, H-3"), 5,73 (dd, 1H, /i2 = 3,6 Hz, H-2"), 5,64
(d, 1H, H-1"), 4,88 (br s, 1H, H-1), 4,73 (dd, 1H, Jy,5a = 3,9, a5 = 11,2 Hz, H-5'a),
4,71 (m, 1H, H-4’), 4,58 (dd, 1H, /i5» = 4,0 Hz, H-5'b), 4,41 (m, 1H, H-5), 4,26 (dd,
1H, fs.6a = 7,9, Jeasb = 11,6 Hz, H-6a), 4,16 (dd, 1H, /56, = 4,5 Hz, H-6b), 3,94 (m, 1H,
/= 6,2 Hz, (CH3)2CHO), 3,62 (m, 1H, H-2), 3,41 (m, 1H, H-4), 2,30 (m, 2H, H-3ax, H-
3ec), 2,05 (s, 3H, CA3CO), 1,23, 1,18 (2d, 6H, / = 6,2 Hz, (CH3)2CHO); RMN-13C
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(125,7 MHz, CDClz): 6 = 170,5 (Me (D), 166,1, 165,2, 165,1 (Ph(D), 133,6-128,4
(C-aromaticos), 98,9 (C-1), 84,5 (C-1"), 80,4 (C-4"), 75,6 (C-2"), 72,6 (C-3"), 69,4
(Me2(CHO), 67,9 (C-2), 67,6 (C-5), 64,9 (C-6), 64,3 (C-5"), 39,3 (C-4), 29,8 (C-3),
23,1, 21,5 [(CH3)2CHO], 20,7 (CH3CO). Analisis calculado para C37H40012S: C, 62,70;
H, 5,69; S, 4,52. Encontrado: C, 62,39; H, 5,77; S, 4,43.

Las siguientes fracciones de la columna correspondian al tiodisacarido mayoritario
107 (36 mg, 39%); [a]p?° = +37,5 (¢= 0,9, CHCI3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6§ =
8,09-7,33 (m, 15H, H-aromaticos), 5,87 (dd, 1H, />3 = 5,1, s+ = 5,8 Hz, H-3"), 5,69
(dd, 1H, /2 = 3,7 Hz, H-2"), 5,51 (d, 1H, H-1"), 4,89 (d, 1H, /1,2 = 3,8 Hz, H-1), 4,71
(dd, 1H, Jy 52 = 4,0, f5a5b = 11,2 Hz, H-5a), 4,68 (ddd, 1H, /v s5v = 4,2 Hz, H-4"), 4,59
(dd, 1H, H-5’b), 4,25 (ddd, 1H, /5 = 2,0, /= 5,0, /= 6,9 Hz, H-5), 4,18 (m, 2H, H-6a,
H-6b), 4,02 (ddd, 1H, f3ec = 4,3, f3ax = 11,5 Hz, H-2), 3,93 (m, 1H, / = 6,2 Hz,
(CH3)2CHO], 3,42 (br s, 1H, H-4), 2,24 (ddd, 1H, ec4 = 3,5, Bec3ax = 13,0 Hz, H-
3ec), 2,01 (m, 4H, H-3ax, CACO), 1,21, 1,18, (2d, 6H, /= 6,2 Hz, (CH3)2CHO); RMN-
13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 170,5 (Me(D), 166,1, 165,3, 165,2 (Ph(D), 133,6-
128,5 (C-aromaticos), 96,8 (C-1), 85,4 (C-1"), 80,2 (C-4"), 75,8 (C-2"), 72,8, 70,8 (C-
3’, Me2(HO), 67,8 (C-2), 65,1 (C-6), 64,5 (C-5), 64,2 (C-5"), 43,3 (C-4), 34,2 (C-3),
23,2,22,0 [(CH3)2CHO], 20,8 (CH3CO). Analisis calculado para C37H40012S: C, 62,70;
H, 5,69; S, 4,52. Encontrado: C, 62,89; H, 5,65; S, 4,43.

También se obtuvieron fracciones intermedias de la columna, que contenian una
mezcla de los compuestos 106 y 107, que no pudieron ser separados efectivamente

(33 mg, rendimiento total 84%).

2-Propil  6-O-acetil-3-desoxi-4-5(2,3,5-tri- O-benzoil-a-D-ribofuranosil )-4-tio-o-D-

xilo-hexopiranésido (109).

BzO o BzO o BzO o

NaBH,, THF
S S oAc OAc

_Q\ OAc
OBz OBz OBz OBz OH OBz OBz
O, O (0]
OCHMe, HO

e} OCHMe, OCHMe,
93 108(no se caracterizo) 109 (64%)

La reduccién de 2-propil 6-0-acetil-3-desoxi-4-5-(2,3,5-tri- O-benzoil-a-D-
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ribofuranosil)-4-tio-a-D-treo-hexopiranosid-2-ulosa (93, 45 mg, 0,06 mmol) con
NaBH; se llevd a cabo de la misma forma que se describié para su analogo 92. Por
posterior purificacion de la mezcla de reaccion a través de una columna
cromatografica (hexano/EtOAc, 7:3) se obtuvo 109 (29 mg, 64%) como producto
mayoritario; [a]p2? = 4+93,2 (¢ = 0,6, CHCl3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6§ = 8,08-
7,30 (m, 15H, H-aromaticos), 5,93 (d, 1H, /> = 6,0 Hz, H-1"), 5,74 (dd, 1H, />3 =
6,6, 5+ = 4,3 Hz, H-3"), 5,63 (t, 1H, H-2"), 4,90 (d, 1H, /2 = 3,8 Hz, H-1), 4,76 (brs,
1H, H-4"), 4,75 (dd, 1H, fasb = 12,8, Ja5a = 3,1 Hz, H-5'a), 4,63 (dd, 1H, /i5 = 4,8
Hz, H-5'b), 4,22 (ddd, 1H, /a5 = 1,7, Js.6b = 5,5, /5.6 = 7,0 Hz, H-5), 4,13 (dd, 1H, Jfeaeb
= 11,4 Hz, H-6a), 4,08 (dd, 1H, H-6b), 4,03 (m, 1H, H-2), 3,92 (m, 1H, /= 6,2 Hz,
(CH3)2CHO), 3,28 (br s, 1H, H-4), 2,34 (ddd, 1H, /2.3ec = f3eca = 3,8, Bec3ax = 12,5 Hz,
H-3ec), 2,10 (ddd, 1H, faxs = 3,6, /23ax = 12,0 Hz, H-3ax), 2,03 (s, 3H, CH5CO), 1,86
(d, 1H, Auo = 12,0 Hz, HO), 1,24, 1,81 (2d, 6H, /= 6,2 Hz, (CH3)2CHO); RMN-13C
(125,7 MHz, CDCl3): 6 = 170,5 (Me(D), 166,1, 165,6, 165,2 (Ph(D), 133,5-128,4
(C-aromaticos), 96,8 (C-1), 89,2 (C-1"), 79,0 (C-4"), 72,2 (C-2"), 71,2 (C-3"), 70,9
(Me2(HO), 67,9 (C-5), 64,7 (C-6), 63,6 (C-5), 60,4 (C-2), 46,1 (C-4), 36,1 (C-3),
23,2,21,9 [(CH3)2CHO], 20,7 (CH3CO). Analisis calculado para C37H40012S: C, 62,70;
H, 5,69; S, 4,52. Encontrado: C, 62,79; H, 5,81; S, 4,42.

2-Propil 6-C-acetil-3-desoxi-4-5-(2,3,5-tri- O-benzoil-a-D-arabinofuranosil)-4-tio-a-
D-/ixo-hexopirandsido (110) y 2-propil 6-O-acetil-3-desoxi-4-5-(2,3,5-tri- O-benzoil-

a-D-arabinofuranosil)-4-tio-a-D-x7/o-hexopiranésido (111).

BzO o BzO Io) BzO

o)
Bz Bz Bz
NaBH;,, THF
oBz S OAc e T OBz § OAc + oBz S OAc
o) OH

-O 0

5 OCHMe; HO
OCHMe; OCHMe,

96 110 (10%) 111 (51%)

A una solucién del tiodisacarido 2-propil 6-0-acetil-3-desoxi-4-5-(2,3,5-tri-O-
benzoil-a-D-arabinofuranosil)-4-tio-a-D- treoc-hexopiranosid-2-ulosa (96, 120 mg,

0,17 mmol) en THF (7 ml), se le agregé NaBH4 (64 mg, 1,68 mmol) y la mezcla se
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agité a —18 °C por 30 min. Luego, se repitio6 el tratamiento previamente descripto
hasta obtener un jarabe que mostraba, por CCD (hexano/EtOAc, 1:1), dos
compuestos de Rr= 0,56 y 0,50. La cromatografia en columna (hexano/EtOAc, 7:3)
de la mezcla dio las primeras fracciones enriquecidas en el compuesto menos polar
(110). Este se purificé posteriormente mediante una columna de silica gel seca
(hexano/EtOAc, 1:1) obteniéndose el tiodisacarido 110; como un jarabe (12,0 mg,
10%); [a]p?? = +80,7 (¢ = 1,0, CHCIz); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): § = 8,09-7,31
(m, 15H, H-aromaticos), 5,66 (s, 1H, H-1"), 5,64 (d, 1H, >+ = 4,4 Hz, H-3"), 5,56 (s,
1H, H-2"), 4,89 (br s, 1H, H-1), 4,84 (dd, 1H, Ja5a = 3,5, /5ra5b = 11,1 Hz, H-5'a), 4,81
(m, 1H, H-4"), 4,73 (dd, 1H, /vsb = 4,3 Hz, H-5'b), 4,41 (ddd, 1H, /5 = 2,4, fs.6p =
4,6, fs6a = 7,5 Hz, H-5), 4,37 (dd, 1H, Jeaeb = 11,1 Hz, H-6a), 4,31 (dd, 1H, H-6b),
3,92 (m, 1H, /= 6,3 Hz, (CH3)2CHO), 3,62 (m, 1H, H-2), 3,48 (d, 1H, /= 9,6 Hz, HO),
3,32 (br s, 1H, H-4), 2,41 (ddd, 1H, A3a ~ Bas = 3,0, a3 = 15,0 Hz, H-3a), 2,35
(ddd, 1 H, /230 ~ /b4 = 3,9 Hz, H-3b), 2,05 (s, 3H, CAC0) 1,22,1,16 (2d,6 H, /= 6,3
Hz, (CH3)2CHO); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): § = 170,6 (Me(D), 166,2, 165,6,
165,3 (Ph (D), 133,8-128,4 (C-aromaticos), 98,9 (C-1), 89,7 (C-1"), 83,2 (C-2"), 81,5
(C-4"), 77,8 (C-3"), 69,5 (Me2(HO), 68,0 (C-5), 67,7 (C-2), 65,0 (C-6), 63,3 (C-5),
42,4 (C-4), 31,8 (C-3), 23,2, 21,5 [(CH3)2:CHO)], 20,8 (CH3CO). Analisis calculado
para C37H40012S: C, 62,70; H, 5,69; S, 4,52. Encontrado: C, 62,82; H, 5,59; S, 4,63.

De las siguientes fracciones de la columna, se aisl6 el compuesto 111 como una
espuma (61,0 mg, 51%); [a]p?® = +73,1 (¢ = 1,0, CHCI3); RMN-1H (500 MHz,
CDCl3): 6 =8,11-7,30 (m, 15H, H-aromaticos), 5,61 (d, 1H, /34 = 5,3 Hz, H-3"), 5,60
(s, 1H, H-1"), 5,55 (s, 1H, H-2"), 4,92 (d, 1H, A2 = 3,8 Hz, H-1), 4,84 (dd, 1H, Jy5a =
3,0, fasb = 11,6 Hz, H-5'a), 4,77 (m, 1H, H-4"), 4,72 (dd, 1H, J/v5v = 5,0 Hz, H-5’b),
4,32 (dd, 1H, /.62 = 8,7, Jeasb = 12,2 Hz, H-6a), 4,27 (m, 1H, H-5), 4,26 (dd, 1H, /b
= 4,8 Hz, H-6b), 4,02 (m, 1H, H-2), 3,95 (m, 1H, /= 6,2 Hz, (CH3)2CHO), 3,38 (brs,
1H, H-4), 2,29 (ddd, 1H, /23ec ~ fzec4 ~ 3,9, Baxsec = 12,8 Hz, H-3ec), 2,09 (ddd, 1H,
Baxs = 3,7, h3ax = 12,8 Hz, H-3ax), 2,02 (s, 3H, CACO), 1,26, 1,19 (2d, 6H,
(CH3)2CHO); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): § = 170,7 (Me (D), 166,2, 165,4 (Ph(O),
133,7-128,4 (C-aromaticos), 96,8 (C-1), 90,0 (C-1"), 83,2 (C-2’), 81,2 (C-4’), 78,0
(C-3"), 70,9 (Me2(HO), 67,8 (C-5), 64,9 (C-6), 64,6 (C-2), 63,4 (C-5'), 45,7 (C-4),
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35,7 (C-3), 23,2, 22,0 [(CH3)2CHO], 20,8 (CH3CO). Analisis calculado para
C37H40012S: C, 62,70; H, 5,69; S, 4,52. Encontrado: C, 62,64; H, 5,60; S, 4,62.

2-Propil 6- O-acetil-3-desoxi-4-5(2,3,5,6-tetra- O-benzoil-f-D-galactofuranosil)-4-
tio-a-D-/ixo-hexopiranésido (112) y 2-propil 6-O-acetil-3-desoxi-4-5(2,3,5,6-tetra-

O-benzoil-B-D-galactofuranosil)-4-tio-a-D-x7/o-hexopiranésido (113).

o. / _OAc o S OAc o S oAc
OB o] OBz OH OBz
z % N NaBH,, THF %:—O + %:‘O
OBz o OCHMe; OBz OBz HO
OBz OBz OCHMe, OBz OCHMe,
OBz OBz OBz
104

112 (6%) 113 (41%)
Se disolvi6 la 2-propil 6-0-acetil-3-desoxi-4-5-(2,3,5,6-tetra- O-benzoil-3-D-

galactofuranosil)-4-tio-a-D-treo-hexopiranosid-2-ulosa (104, 163 mg, 0,19 mmol)
en THF (5 mL) y se traté con NaBH4 (50 mg, 1,31 mmol) a -18 °C. Se agit6 la
mezcla durante 30 min y luego del tratamiento descripto anteriormenete, se
obtuvo un jarabe que mostré en la CCD (hexano/EtOAc, 7:3) dos productos de Rf =
0,60 y 0,53. Los mismos se separaron mediante columna cromatografica
(hexano/EtOAc, 7:3). Eluy6 primero el compuesto menos polar 112 (jarabe, 10 mg,
6%); [0]p?? = -32,3 (¢= 0,9, CHCl3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): § = 8,08-7,23 (m,
20H, H-aromaticos), 6,08 (ddd, 1H, /x5 ~ f¢a= 4,2, J6v = 6,4 Hz, H-5"), 5,77 (brs,
1H, /2 < 1,0 Hz, H-1°), 5,71 (bd, 1H, /3 < 1,0, /34 = 5,0 Hz, H-3"), 5,50 (brs, 1H,
H-2"), 4,92 (brs, 1H, /2 < 1 Hz, H-1), 4,79 (m, 3H, H-4’, 6’a), 4,76 (dd, 1H, Jfeaeb =
11,9 Hz, H-6'b), 4,45 (m, 1H, H-5), 4,38 (dd, 1H, /56 = 8,0, feasb = 11,4 Hz, H-6a),
4,23 (dd, 1H, ke = 4,0 Hz, H-6b), 3,99 (m, 1H, /= 6,2 Hz, (CH3).CHO), 3,68 (br s,
1H, H-2), 3,28 (br s, 1H, H-4), 2,31 (m, 2H, H-3ax, H-3ec), 2,05 (s, 3H, CA43C0), 1,26,
1,20 (2d, 6H, / = 6,2 Hz, (CH3)2CHO); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): § = 170,5
(Me (D), 166,1, 165,7, 165,5, 165,4 (Ph(D), 133,7-128,4 (C-aromaticos), 99,0 (C-
1), 86,7 (C-1"), 82,8, 82,0 (C-2',4"), 77,7 (C-3"), 70,1 (C-5"), 69,4 (Me2(HO) 67,9 (C-
5), 67,5 (C-2), 65,2 (C-6), 63,4 (C-6"), 394 (C-4), 29,6 (C-3), 23,2, 21,5
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[(CH3)2CHO], 20,7 (CH3CO). Analisis calculado para C45H46014S: C, 64,12; H, 5,50.
Encontrado: C, 63,98; H, 5,51.

Luego eluy¢ el tiodisacarido mayoritario 113 (aceite incoloro, 65 mg, 41%); [a]p2°
= -24,4 (¢ = 1,0, CHCI3); RMN-1H (500 MHz, CDClz): § = 8,17-7,23 (m, 20H, H-
aromaticos), 6,09 (bq, 1H, /v5 = 4,2, Js.6a = J5,6b = 5,0 Hz, H-5"), 5,69 (bd, 1H, /3
<1,0, 4 = 5,0 Hz, H-3"), 5,65 (brs, 1H, /> < 1,0, H-1"), 5,50 (brs, 1H, H-2"), 4,93
(d, 1H, i2 = 3,7 Hz, H-1), 4,79 (bt, 1H, /4~ Jvs = 4,5 Hz, H-4"), 4,74 (m, 2H, H-6'a,
H-6'b), 4,28 (m, 2H, H-5, H-6a), 4,16 (dd, 1H, ke = 7,5, Jeasb = 14,7 Hz, H-6b), 4,10
(tt, 1H, h2= 3,7, p3ec = 4,3, f23ax = fno = 11,5 Hz, H-2) 3,95 (m, 1H, /= 6,2 Hz,
(CH3)2CHO), 3,33 (brs, 1H, H-4), 2,25 (ddd, 1H, eca = 3,5, f.3ec = 4,3, Bax3ec = 13,0
Hz, H-3ec), 2,04 (ddd, 1H, jaxs = 5,1, f23ax = 11,5, Jax3ec = 13,0 Hz, H-3ax), 2,03 (s,
3H, CH:CO), 1,85 (d, 1H, fuo = 11,5 Hz, HO), 1,27, 1,19 (2d, 6H, / = 6,2 Hz,
(CH3)2CHO); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 170,5 (Me (D), 166,1, 165,7, 165,5,
165,4 (Ph(D), 133,7-128,4 (C-aromaticos), 96,9 (C-1), 87,6 (C-1"), 82,8 (C-2"), 81,7
(C-4"), 77,8 (C-3"), 70,9 (Me2(HO), 70,2 (C-5"), 67,8 (C-2), 65,4 (C-6), 64,3 (C-5),
63,5 (C-6"), 43,5 (C-4), 34,0 (C-3), 23,2, 22,0 [(CH3)2CHO], 20,8 (CH3CO). Analisis
calculado para CssH46014S: C, 64,12; H, 5,50. Encontrado: C, 64,19; H, 5,78.

8.3.3 Desacilacion de los tiodisacaridos 107, 111y 113

2-Propil 3-desoxi-4-5-(B-D-ribofuranosil)-4-tio-a-D-xi/o-hexopirandsido (114).

BzO HO
S
o > OAcC 0 OH
o MeOH:EgN:H,O o
3:1:3
OBz OBz HO OH OH HO
OCHMe; OCHMe;
107 114 (65%)

Se suspendi6 el tiodisacarido 107 (65 mg, 0,09 mmol) en una solucién de
MeOH:Et3N:H20, 3:1:3 (8 mL) y se agit6 a temperatura ambiente. Luego de 3 h, la
CCD (hexano/EtOAc, 1:1) mostr6 un compuesto con Rf = 0 (UV inactivo) y
consumo total del compuesto de partida 107 (Rf= 0,54). La muestra se concentrd,
co-evaporando con tolueno y el residuo, disuelto en 1 mL agua se eluy6 a través de
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una columna de intercambio i6nico (Dowex MR-3C mixed bed) con 30 mL de de
dicho solvente. La solucidén desionizada se concentr6 y el tiodisacarido libre se
disolvié en agua (1 mL) y se filtré a través de una mini columna octadecil C18
(Amprep, Amersham Biosciences) con 20 mL del mismo solvente. Al evaporar el
solvente se obtuvo el tiodisacarido libre 114 (22 mg, 65%) como un soélido
cristalino, pf 149-151 °C; [a]p2 = +3,5 (¢= 0,9, H20); RMN-1H (500 MHz, D;0): §
= 5,04 (d, 1H, /2= 4,8 Hz, H-1"), 4,88 (d, 1H, /2 = 3,7 Hz, H-1), 4,16 (ddd, 1H, /=
2,0,/=5,5, /= 6,8 Hz, H-5), 4,12 (dd, 1H, />3 ~ .+ ~ 5,0 Hz, H-3"), 4,02 (ddd, 1H,
J23ec = 4,3, p3ax = 12,0 Hz, H-2), 3,99 (dd, 1H, H-2"), 3,92 (ddd; 1H, Jx5a = 3,6, Ju 51
= 5,8 Hz, H-4"), 3,91 (m, 1H, /= 6,2 Hz, (CH3)2CHO), 3,67 (dd, 1H, f5a5b = 12,4 Hz,
H-5’a), 3,63-3,60 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3,58 (dd, 1H, H-5'b), 3,34 (m, 1H, H-4), 2,08
(ddd, 1H, Bax3zec = 13,1, f3ax4 = 3,6 Hz, H-3ax), 2,00 (ddd, 1H, ecs = 3,5 Hz, H-3ec),
1,16, 1,09 (2d, 6H, /= 6,2 Hz, (CH5).CHO); RMN-13C (125,7 MHz, D;0): § = 96,1 (C-
1), 86,6 (C-1"), 84,5 (C-4"), 75,2 (C-2"), 71,1 (C-3"), 70,5 (Me2CHO), 70,3 (C-5), 64,0
(C-2), 62,6 (C-6), 62,1 (C-5), 429 (C-4), 32,2 (C-3), 22,4, 20,5 [(CH3).CHO].
Analisis calculado para C14H260sS: C, 47,44; H, 7,39; S, 9,06. Encontrado: C, 47,33;
H, 7,41;S,9,19.

2-Propil 3-desoxi-4-$-(a-D-arabinofuranosil)-4-tio-a-D-x7/o-hexopiranésido (115).

BzO o HO o
Bz H
S oAc S OH
OBz MeOH:EgN:H,0 OH
o} - o}
3:1:3
111 HO 115 (71%) HO
OCHMe, OCHMe,

El compuesto 111 (60 mg, 0,08 mmol) fue sometido al mismo procedimiento de O-
desacetilacion que se describi6 anteriormente. La CCD (hexano/EtOAc, 1:1)
mostré un compuesto con Rf = 0 (UV inactivo) y consumo total del compuesto de
partida 111 (R¢f= 0,50). La muestra se concentrd, co-evaporando con tolueno y el
residuo, disuelto en 1 mL de agua, se eluy6 a través de una columna de intercambio

ionico (Dowex MR-3C mixed bed, 60 mL de agua).
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La solucion desionizada se concentré y el tiodisacarido libre se purifico por
disolucion en agua (1 mL) y filtracion a través de una mini columna octadecil C18
(Amprep, Amersham Biosciences, 15 mL de agua). Por evaporacion del solvente se
obtuvo el tiodisacarido libre 115 (21 mg, 71%) como un sélido cristalino; Rf= 0,73
(n-BuOH/EtOH/H:20, 2,5:1:1); pf 176—-177 °C; [a]p?® = +196,0 (¢ = 0,9, H20);
RMN-1H (500 MHz, D20): 6 = 5,09 (d, 1H, /i> = 4,7 Hz, H-1"), 4,88 (d, 1H, 12 = 3,7
Hz, H-1), 4,12 (ddd, 1H, /s = 1,9, fs6a ~ s.6b ~ 6,1 Hz, H-5), 4,00-3,96 (m, 2H, H-2,
H-4%), 3,95 (dd, 1H, /3 = 4,8 Hz, H-2"), 3,91 (m, 1H, /= 6,2 Hz, (CH3):CHO), 3,87
(dd, 1H, j3 = 4,8, 74 = 7,1 Hz, H-3"), 3,73 (dd, 1H, Jv5a = 3,0, J5asp = 12,5 Hz, H-
5’a), 3,64 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3,63 (dd, 1H, /xs» = 5,5 Hz, H-5’b), 3,33 (m, 1H, H-
4), 2,13 (ddd, 1H, ax4 = 4,0, Bax3ec = 12,5, f3ax = 12,8 Hz, H-3ax), 2,02 (ddd, 1H,
J23ec ~ Beca ~ 3,9 Hz, H-3ec), 1,16, 1,08 (2d, 6H, /= 6,2 Hz, (CH3)2CHO); RMN-13C
(125,7 MHz, D20): 6 = 96,0 (C-1), 89,7 (C-1"), 82,4 (C-4), 81,6 (C-2"), 75,8 (C-3"),
70,6, 70,5 (C-5, Me2CHO), 64,1 (C-2), 62,5 (C-6), 60,7 (C-5"), 44,7 (C-4), 33,8 (C-3),
22,3, 20,5 [(CH3)2CHO)]. Analisis calculado para Ci14H260sS: C, 47,44; H, 7,39; S,
9,06. Encontrado: C, 47,32; H, 7,45; S, 9,23.

2-Propil 3-desoxi-4-5-(B-D-galactofuranosil)-4-tio-a-D-x7/o-hexopiranésido (116).

0) s OAc o) s JOH

f OH f
52 o) MeOH:E&N:H,0 Q
—_—
0Bz OCHMe, OH OCHMe,
OBz OH
113 116 (92%)

Se suspendidé el tiodisacarido 113 (26 mg, 0.03 mmol) en una mezcla de
MeOH:Et3N:H>0, 3:1:3 (3 mL) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante
4 h, cuando la CCD mostré que se habia consumido totalmente el compuesto de
partida. La mezcla se concentr6, co-evaporando con tolueno y el residuo se
redisolvi6é en 1 mL de agua y se eluy6 con este mismo solvente (~50 mL) a través
de una columna de resina de intercambio i6nico Dowex MR-3C mixed bed para

eliminar sales. El tiodisacarido 116 (92%) mostr6 un Rf = 0,58 (n-
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BuOH/EtOH/H20, 2,5:1:1); [a]p?® = -83,3 (¢ = 0,8, MeOH); RMN-1H (500 MHz,
D;0): 6 = 5,12 (d, 1H, /r2 = 4,7 Hz, H-1"), 4,90 (d, 1H, /12 = 3,7 Hz, H-1), 4,16 (m,
1H, H-5), 4,03 (dd, 1H, />3 = 4,7, 54 = 7,4 Hz, H-3"), 4,02 (dt, 1H, /i2 = 3,7, f3ec =
4,6, f3ax = 12,0 Hz, H-2), 3,97 (t, 1H, v 2 = f»3 = 4,7 Hz, H-2"), 3,94 (m, 1H, /= 6,2
Hz, (CH3)2.CHO), 3,90 (dd, 1H, /vs = 3,6, 5+ = 7,4 Hz, H-4"), 3,78 (ddd, 1H, /v 5 =
3,6, 56a = 4,6, J6v = 7,5 Hz, H-5), 3,62 (m, 2H, H-64a, H-6b), 3,61 (dd, 1H, /5 ¢a =
4,6, Jeaeb = 11,6 Hz, H-6’a), 3,56 (dd, 1H, f5¢b = 7,5, raeb = 11,6 Hz, H-6’b), 3,30
(m, 1H, H-4), 2,12 (ddd, 1H, fax4 = 3,7, f2,3ax = 12,0, ax3ec = 13,2 Hz, H-3ax), 2,03
(dddd, 1H, feca = 3,5, h3ec = 4,6, Jax3ec = 13,2 Hz, H-3ec), 1,18, 1,11 (2d, 6H, / =
6,2 Hz, (CH5):CHO); RMN-13C (125,7 MHz, D20): 6 = 96,9 (C-1), 88,8 (C-1"), 82,4,
82,2 (C-2’4), 77,1 (C-3), 71,3, 71,2, 71,1 (C-5,5",Me,CHO), 64,9 (C-2), 63,7, 63,5
(C-6,6"), 44,3 (C-4), 33,3 (C-3), 23,2, 21,3 [(CH3)2CHO]. Andlisis calculado para
C15H2809S.H:0: C, 44,76; H, 7,51; S, 7,97. Encontrado: C, 45,25; H, 7,92; S, 7,78.

8.4. Sintesis de (1—-6) tiodisacaridos mediante reacciones de transtioglicosilacion
8.4.1 Sintesis 6-tioaziicares precursores

Metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-desoxi-6-tio-glucopirandsido (139)

Cl SCN SH
BzO &O: KSCN_ Bzo & O: zn BzO &O:
BzO — 7 B0 ——__— " BzO
DMF AcOH
BzO BzO BzO
OMe OMe OMe
137 138 139
A una solucion del metil 2,3,4-tri- O-benzoyl-6-desoxi-6-cloro-a-D-
galactopirandsido3 (137, 2,09 g, 3,98 mmol) en DMF (20 mL), se le agregé KSCN
(1,48 g, 15,26 mmol) y la mezcla se refluj6 a 120 °C durante 24 h. El andlisis por
CCD (hexano/EtOAc, 2:1) revel6 la presencia de un producto con Rt = 0,49 y el
consumo total del compuesto de partida (Rr = 0,58). Se realizé una extraccién

agua/CHzCl. La fase organica se sec6 (MgS0.), filtr6 y concentr6 en rotavap para

obtener el compuesto 138 que se purific6 mediante columna cromatografica
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(hexano/EtOAc 6:1-3:1). El compuesto se identifico como metil 2,3,4-tri-O-
benzoil-6-desoxi-6-tiociano-glucopirandsido (1,82 g, 84%), en base a datos de

literatura.

El compuesto 138 (1,00 g, 1,83 mmol) se disolvi6 en acido acético, se le agrego zinc
metalico (1,31 g, 20,03 mmol) y se lo reflujé6 a 120 °C durante 6 h. Se observé
mediante CCD la formacién de un compuesto de Rf = 0,66 (hexano/EtOAc, 2:1)
correspondiente a 1394 acompafado por compuesto de partida sin reaccionar
(138). La reaccién se volcé en agua, se extrajo con CHzCl; y sucesivamente con
soluciéon saturada de NaHCOs3 y solucién saturada de NaCl. La fase organica se secé
(MgS04) y se evaporé el solvente. El residuo se purific6 por columna
cromatografica (hexano/EtOAc 7:1), se recuperd el compuesto de partida para
repetir la reaccion, la cual continu6 resultando incompleta a pesar de ensayar

periodos de reaccion mas prolongados.

Metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-desoxi-6-tio-a-D-galactopirandsido (143).

OH  oH
1) TsCl, CgHsN _KSCN_
> BzO
2) BzCl AcOH

140 141 142 143

A una suspension de metil a-D-galactopirandsido (140, 1,50 g, 7,73 mmol) en
piridina anhidra (15 mL), se le agreg6 cloruro de tosilo (2,20 g, 11,54 mmol) y la
mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 4 dias. Luego se agreg6 cloruro de
benzoilo (4,5 mL, 38,73 mmol) y se mantuvo la agitaciéon por 18 h mas. Finalmente
la mezcla se volc6 en hielo/agua y el analisis por CCD (hexano/EtOAc, 2:1) reveld
la presencia de un producto mayoritario con Rf = 0,44, junto con uno minoritario
con Rf = 0,59. Ambos productos se aislaron mediante una columna cromatografica
que se eluy6 con mezclas de polaridad creciente de hexano/EtOAc 9:1-3:1. El
compuesto menos polar (Rr = 0,59) se identific6 como metil 2,3,4,6-tetra-0-

benzoil-a-D-galactopirandsido36 (1,05 g, 22%). De las siguientes fracciones de la
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columna se aisl6 el metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6- O-tosil-a-D-galactopiranoésido (141,
2,00 g, 39%); [a]p?® = +164,1 (¢ = 0,3, CHCl3); RMN-1H (200 MHz, CDCl3): 6 =
8,00-7,10 (m, 19H, H-aromaticos), 5,90 (dd, 1H, 54 = 3,5, /3 = 10,3 Hz, H-3), 5,85
(dd, 1H, ja5 = 1,1, 4 = 3,5 Hz, H-4), 5,57 (dd, 1H, /i2 = 3,6, /3 = 10,3 Hz, H-2),
5,24 (d, 1H, fi2 = 3,6 Hz, H-1), 4,49 (brt, 1H, /45 = 1,1, 56 = 5,7, /56 = 7,0 Hz, H-5),
4,24 (dd, 1H, 56 = 7,0, /s = 10,3 Hz, H-6), 4,09 (dd, 1H, s = 5,7, 56 = 7,0, Jo,e0 =
10,3 Hz, H-6"), 3,45 (s, 3H, CA30), 2,33 (s, 3H, CAH3Ar); RMN-13C (50,3 MHz, CDCl3):
8 = 1660, 165,8, 165,3 (Ph(D), 127,9 (C-aromaticos), 97,5 (C-1), 69,0, 68,7, 68,1,
67,3, 66,6 (C-2,3,4,5,6), 558 (CH30), 21,6 (CH3Ar). Andlisis calculado para
C35H32011S: C, 63,63, H, 4,88, S, 4,85. Encontrado: C, 63,25, H, 4,83, S, 4,90.

El compuesto tosilado 141 (340 mg, 0,51 mmol) se disolvi6 en DMF anhidra (4
mL) y se agreg6 KSCN (290 mg, 3,00 mmol). La mezcla se reflujé a 120 °C durante
48 h cuando la CCD (tolueno/EtOAc, 17:1) revel6 la formaciéon de un producto
mayoritario de Rf = 0,44. El mismo se aislé por cromatografia en columna con
tolueno/EtOAc, 99:1 y se identific6 como metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-desoxi-6-
tiociano-a-D-galactopiranésido (142, 160 mg, 55%); [a]p?® = +182,5 (¢ = 1,2,
CHClz); RMN-1H (200 MHz, CDCl3): 6 = 8,11-7,20 (m, 15H, H-aromaticos), 5,97
(dd, 1H, 4 = 3,4, 3 = 10,6 Hz, H-3), 5,89 (dd, 1H, i5 = 0,9, 54 = 3,4 Hz, H-4),
5,67 (dd, 1H, /2 = 3,5, 3 = 10,6 Hz, H-2), 5,26 (d, 1H, /1,2 = 3,5 Hz, H-1), 4,24 (br
t, 1H, 56 ~ /56 ~ 7,1 Hz, H-5), 3,48 (s, 3H, CA50), 3,13 (d, 2H, /56 ~ 56 ~ 7,1 Hz, H-6,
H-6"); RMN-13C (50,3 MHz, CDClz): § = 166,1, 165,8, 165,4 (Ph(D), 128,3 (C-
aromatico), 125,3 (S¢N), 97,7 (C-1), 70,3, 68,9, 68,1, 67,9 (C-2,3,4,5), 56,1 (CH30),
34,6 (C-6). Analisis calculado para Cz9H2508SN.1,5H20: C, 60,62; H, 4,91; S, 5,58.
Encontrado: C, 60,48; H, 4,90; S, 5,40. El tiociano derivado 142 (700 mg, 1,28
mmol) disuelto en acido acético glacial (25 mL), se refluj6é con Zn (1,67 g, 25,69
mmol) durante 24 h. La mezcla se volco en agua y se extrajo con CHzCl». Se lavé la
fase organica sucesivamente con solucién saturada de NaCO3H y solucidn saturada
de NaCl; se secd con MgSO4 y se evapord el solvente. El jarabe resultante mostré
por CCD (tolueno/EtOAc, 17:1) un producto principal de Rf = 0,49. Mediante la
purificacion por columna cromatografica (tolueno/EtOAc, 99:1) se aislo el

compuesto 143 (520 mg, 78%); [a]p?® = +240,7 (¢ = 1,1, CHCI3); RMN-1H (200
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MHz, CDClz): 6 = 8,10-7,15 (m, 15H, H-aromaticos), 5,99-5,93 (m, 2H, H-3, H-4),
5,64 (dd, 1H, /2= 3,7, 3= 10,7 Hz, H-2), 5,28 (d, 1H, /i, = 3,7 Hz, H-1), 4,26 (dd,
1H, ke = 5,8, 56 = 7,9 Hz, H-5), 3,52 (s, 3H, CH50), 2,81 (ddd, 1H, /56 ~ Josu = 7,9,
Jos = 14,0 Hz, H-6), 2,64 (ddd, 1H, 6 = 5,8, Josu = 9,5, oo = 14,0 Hz, H-6"), 1,76
(dd, 1H, Josu = 7,9, Josu = 9,5 Hz, SH); RMN-13C (50,3 MHz, CDClz): 6 = 166,1,
165,8, 165,5 (Ph(0), 133,6-128,3 (C-aromaticos), 97,6 (C-1), 71,0, 70,1, 69,4, 68,6
(C-2,3,4,5), 55,8 (s, 3H, CH30), 24,8 (C-6). Andlisis calculado para C2sH260sS: C,
64,36; H, 5,01; S, 6,13. Encontrado: C, 64,41; H, 5,10; S, 6,18.

1,2:3,4-di- C-isopropilidén-6-desoxi-6-tio-a-D-galactopiranosa (153).

HO  on O oH O SH
O  MeCO Q. 1Tscl, (_‘5H5N HzN(CHz)zSH Q
o} o}
HO H 5 | 2)KSAc, DMF CH,CN
HO  “oH /k /C&O

150 151 152 153

Se disolvio galactosa® (150, 5 g, 27,78 mmol) en acetona (185 mL) y se agité a 0 °C.
Se agregd a la solucion H2S04 cc (5 mL), se removié el bafio de agua/hielo y se
continuo la agitacién a temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccién
se neutralizoé con NazCOs, se filtré y evaporé el solvente en rotavap. Se obtuvo un
jarabe con un Rf = 0,37 (hexano/EtOAc, 1:1) correspondiente al 1,2:3,4-di-O-
isopropilidén-a-D-galactopiranosa (151).

A una solucién de 151 crudo (~13,9 mmol) en piridina (12 mL), se le agrego
cloruro de tosilo (3,26 g, 17,10 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante
24 h. La reaccion se volco en agua y se extrajo con CHzCl;. La fase organica se secé
(MgS0.4), filtré y concentroé. El producto crudo se purificod por cromatografia en
columna eluyendo con hexano/EtOAc, 8:2. Se obtuvo el compuesto tosilado con un
rendimiento del 75%. La 1,2:3,4-di-O-isopropilidén-6-tosil-a-D-galactopiranosa
(1,00 g, 2,41 mmol) se disolvié en DMF (10 mL), se le agregé KSAc (1,10 g, 9,63

mmol) y se agité a 70 °C durante 24 h. Cumplido este tiempo, se volcé la mezcla en
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agua y se extrajo con CH2Cl,. La fase organica se seco, filtré y concentro en rotavap.
Se obtuvo el compuesto 152 suficientemente puro para proseguir la reaccion.

Para ello, se disolvi6 152 (910 mg, 2,86 mmol) en acetonitrilo (5 mL) y se le agregd
exceso de cisteamina (248 mg, 3,20 mmol). La mezcla se agité a 65 °C durante 1 h.
En ese momento la CCD (hexano/EtOAc, 2:1) revel6 el consumo del compuesto de
partida (Rf = 0,63) y la aparicién del producto 153 (Rf = 0,73). La mezcla de
reaccion se concentro y purific6 mediante cromatografia en columna eluyendo con

hexano/EtOAc, 9:1.

8.4.2 Procedimiento general para la tioglicosilacion de derivados de Galf Arafy
Ribof

Método A) Tioglicosilacion de los compuestos 101, 144 6 155 promovida por SnCl,.
La furanosa de partida, 1,2,3,5,6-penta-0-benzoil-a,-D-galactofuranosa (101),
1,2,3,5-tetra- O-acetil-a-L-arabinofuranosa (144) ¢ 1-0-acetil-2,3,5,6-tetra-O-
benzoil-f3-D-galactofuranosa (155), se disolvié en CH2Clz anhidro y se enfri6 a 0 °C.
a esta solucion se agreg6 SnCls y luego de 10 min se agregd el tioazucar
correspondiente (139 6 143) y la mezcla se mantuvo con agitacién a 0 °C.
Completada la reaccidn, la mezcla se extrajo con solucién saturada de NaHCO3 y
solucién saturada de NaCl. La fase organica se sec6 con MgS04 y se evapor6 el
solvente. El residuo se purific6 por columna cromatografica con la mezcla de

solventes especificada en cada caso en particular.

Método B) Tioglicosilacion del compuesto 89, 144 6 155 promovida por MoOz(Cl>.

A una solucién de Mo0,Cl; en CH2Cl; anhidro y atmoésfera de argon, se agregé la 1-
O-acetil-2,3,5-tri- O-benzoil-B-D-ribofuranosa (89) 1,2,3,5-tetra- O-acetil-a-L-
arabinofuranosa (144) 6 1-0-acetil-2,3,5,6-tetra- O-benzoil-f-D-galactofuranosa
(155), disuelta en CH2Cl; anhidro. Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente por
10 min y se agrego6 la solucion del tioazucar (139 6 153) en CH:Cl; anhidro (0,5
mL). La solucién tomd coloracién azul y gradualmente fue torndndose marroén.

Luego de agitar a temperatura ambiente durante 24 h la reaccion se diluyd con
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CH2Clz (20 mL) y se extrajo con solucion saturada de NaHCO3 y solucién saturada
de NaCl. El extracto organico se sec6 con MgS04 y se concentré el solvente. El
residuo resultante se purificO por columna cromatografica con la mezcla de

solventes adecuada en cada caso.
Método A)

Metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-5(2,3,5-tri- O-acetil-a-L-arabinofuranosil) - 6-tio-a-D-
glucopiranésido (145).

SnC|4
OA
BzO CHZCIZ
AcO + BzO

144 145 (50%)

Se hizo reaccionar la 1,2,3,5-tetra- O-acetil-a-L-arabinofuranosa (144, 50 mg, 0,16
mmol) con el compuesto 139 (99 mg, 0,19 mmol) en presencia de SnCls (20 pL,
0,17 mmol) como se describié anteriormente (Método A). La solucidén se agité a 0
°C durante 4 h, observandose por CCD (tolueno/EtOAc, 5:1) un compuesto
mayoritario de Rf = 0,34. El mismo se purific6 por columna cromatografica
(tolueno/EtOAc, 95:5) y se obtuvo 145 (61 mg, 50%) como un jarabe color
amarillo pdlido; [a]p2® = -29,3 (¢ = 0,6, CHCl3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 =
8,00-7,28 (m, 15H, H-aromaticos), 6,12 (t, 1H, /23 = 34 = 9,5 Hz, H-3), 5,61 (s, 1H,
Jr2<1Hz, H-1"), 5,68 (t, 1H, 4= Ju5= 9,7 Hz, H-4), 5,23 (dd, 1H, /12 = 3,6, 23 =
9,5 Hz, H-2), 5,22 (d, 1H, /2 = 3,6 Hz, H-1), 5,08 (t, 1H, /> = /3 = 1,7 Hz, H-2"),
5,02 (dd, 1H, 3 = 1,7, i+ = 5,1 Hz, H-3"), 4,39 (m, 2H, H-4’, H-5a), 4,27 (m, 2H,
H-5, H-5’b), 3,52 (s, 3H, CH30), 3,00 (dd, 1H, k6. = 9,7, feasb = 14,5 Hz, H-6a), 2,81
(dd, 1H, feb = 2,3, Jeasb = 14,5 Hz, H-6b), 2,11, 2,09 (2s, 9H, CH3CO); RMN-13C
(125,7 MHz, CDCI3): 6 = 170,6, 170,0, 169,5 (Me (D), 165,8, 165,7, 165,5 (PhCD),
133,5-128,3 (C-aromaticos), 96,7 (C-1), 88,9 (C-1"), 81,8 (C-2"), 79,7 (C-4"), 77,3
(C-3"), 72,4 (C-4), 72,1 (C-2), 71,2 (C-5), 70,1 (C-3), 62,9 (C-5"), 55,5 (CH30), 31,7
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(C-6), 20,8, 20,7 (CH3CO). Analisis calculado para C39H40015S: C, 59,97; H, 5,17.
Encontrado: C, 60,07; H, 5,44.

Metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-5-(2,3,5-tri- O-acetil-a-L-arabinofuranosil)-6-tio-a-D-
galactopirandsido (146).

o OAc BzO SH o S
SnCly BzO
OAC + (0] e OAC o
BzO CH,Cl,
AcO AcO BzO
BzO
OAc OAc BzO
OMe OMe
144 143 146 (61%)

La 1,2,3,5-tetra-O-acetil-a-L-arabinofuranosa (144, 50 mg, 0,16 mmol) y el
compuesto 143 (99 mg, 0,19 mmol) reaccionaron en presencia de SnCls (20 pL,
0,17 mmol, Método A). Mediante la purificacién por columna cromatografica
(tolueno/EtOAc, 95:5) se obtuvo el tiodisacarido 146 (75 mg, 61%) como un
jarabe; R = 0,33 (tolueno/EtOAc, 5:1); [a]p2? = +67,5 (¢ = 0,4, CHCl3); RMN-1H
(500 MHz, CDCl3): § = 8,10-7,15 (m, 15H, H-aromaticos), 5,94 (dd, 1H, /34 = 3,5,
L3 = 10,6 Hz, H-3), 5,90 (dd, 1H, /5 = 0,7, 54 = 3,5 Hz, H-4), 5,62 (dd, 1H, /2 =
3,6, 3= 10,6 Hz, H-2), 5,52 (br's, 1H, H-1"), 5,28 (d, 1H, /1,2 = 3,6 Hz, H-1), 5,09 (t,
1H, iz =/ 3= 1,6 Hz, H-2"), 5,03 (dd, 1H, />3 = 1,6, /34 = 5,4 Hz, H-3’), 4,41 (ddd,
1H, 15= 0,7, 560 = 4,2, 56a= 9,2 Hz, H-5), 4,34 (ddd, 1H, /v 52 = 3,4, 3.4 = 5,4, Ju 51
= 6,1 Hz, H-4"), 4,32 (dd, 1H, Jy5a = 3,4, Jsasb = 12,6 Hz, H-5'a), 4,24 (dd, 1H, /51
= 6,1, frasp = 12,6 Hz, H-5'b), 3,51 (s, 3H, CH30), 3,04 (dd, 1H, f6a = 9,2, Jeasb =
14,1 Hz, H-6a), 2,74 (dd, 1H, /se6b = 4,2, Jeasb = 14,1 Hz, H-6Db), 2,10, 2,09, 2,07 (3s,
9H, CH3C0O); RMN-13C (125,7 MHz, CDCI3): § = 170,5, 170,0, 169,5 (Me (D), 166,1,
165,7, 165,5 (Ph(D), 133,5-128,2 (C-aromaticos), 97,4 (C-1), 88,7 (C-1"), 81,7 (C-
2", 79,7 (C-4), 77,2 (C-3"), 70,7 (C-4), 70,0 (C-5), 69,3 (C-2), 68,4 (C-3), 62,7 (C-
5%), 55,7 (CH30), 31,1 (C-6), 20,7 (CH3CO). Analisis calculado para C39H4001sS: C,
59,97; H, 5,17. Encontrado: C, 60,10; H, 5,19.
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Metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-5(2,3,5,6-tetra- O-benzoil-B-D-galactofuranosil)-6-tio-a-
D-glucopirandsido (147).

S
SnCI4 0) SnCly
BZO OBz - BzO
¥ Bz CHZCIZ BZO QO CH,Cl, BzO
BzO
OBz

Bz
OBZ OMe OBz
OBz

OBz
147 (61%/59%)

Se siguio el “Método A” (procedimiento de tioglicosilacién promovido por SnCly), a
partir del compuesto 101 (60 mg, 0,09 mmol). Este se disolvié en CHCl> anhidro
(1 mL) y se le agregé SnCls (12 pL, 0,10 mmol). Luego de agregar el metil 2,3,4-tri-
O-benzoil-6-tio-a-D-glucopiranosido 139 (54 mg, 0,10 mmol) la mezcla se agito6 a
0 °C por 4 h. A continuacidn se procedio de la forma indicada en el procedimiento
general. Se llevé a cabo la purificacion del producto de Rf = 0.59 (tolueno/EtOAc,
10:1) a través de una columna cromatografica eluyendo con tolueno/EtOAc, 98:2,
para dar el tiodisacarido 147 (58 mg, 61%); [a]p?? = -14,7 (¢ = 1,1, CHCI3); RMN-
1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,12-7,27 (m, 35H, H-aromaticos), 6,12 (t, 1H, 3= h4=
9,8 Hz, H-3), 6,08 (ddd, 1H, /x5 ~ /562 = 4,0, J56b = 6,9 Hz, H-5), 5,93 (brs, 1H, /2
< 1Hz H-1'),5,68 (dt, 1H, /3= 1,1, 5+ = 5,0 Hz, H-3"), 5,46 (d, 1H, /3 = 1,1 Hz,
H-2"), 5,44 (t, 1H, s4= Jas = 9,8 Hz, H-4), 5,22 (dd, 1H, /2 = 3,6, 3= 9,8 Hz, H-2),
5,19 (d, 1H, A2 = 3,6 Hz, H-1), 4,82 (dd, 1H, Jv5 = 4,0, /34 = 5,0 Hz, H-4"), 4,77 (dd,
1H, f6a = 4,4, Joaev = 11,9 Hz, H-6'a), 4,74 (dd, 1H, 56 = 6,9, Joaeb = 11,9 Hz, H-
6'b), 4,31 (ddd, 1H, /60 = 2,2, Ja5 = J56a= 9,8 Hz, H-5), 3,49 (s, 3H, CA430), 3,07 (dd,
1H, f5.6a= 9,8, Jea6b = 14,6 Hz, H-6a), 2,85 (dd, 1H, f56b = 2,2, Jsa6b = 14,6 Hz, H-6b);
RMN-13C (50,3 MHz, CDCl3): 6 = 165,7(x 2), 165,6, 165,4 (x 2), 165,3 (x 2) (Ph(O),
133,6-128,3 (C-aromaticos), 96,6 (C-1), 89,2 (C-1"), 82,6 (C-2"), 81,3 (C-4"), 77,8
(C-3"),72,3(C-4),72,1 (C-2),71,5 (C-5), 70,2 (x 2, C-3,5"), 63,4 (C-6), 55,5 (CH30),
31,3 (C-6). Analisis calculado para CeHs2017S: C, 67,61; H, 4,76; S, 2,91.
Encontrado: C, 67,27; H, 4,83; S, 2,55.
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El mismo procedimiento (Método A) se aplico a la reaccion de la 1- O-acetil-2,3,5,6-
tetra- O-benzoil-B-D-galactofuranosa (155, 60 mg, 0,09 mmol) con 139 (59 mg, 0.11
mmol), para obtener 147 (61 mg, 59%).

Metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-5(2,3,5,6-tetra- O-benzoil-fB-D-galactofuranosil)-6-tio-a-
D-galactopirandsido (148).

o BzO SH
OBz 0Bz Q snCl BzO
+ —_—
BzO CH,Cl, Q
OBz BzO OMe BzO AN
B z
OBz OMe
OBz
101 143 148 (52%)

A partir del compuesto 101 (79 mg, 0,11 mmol), SnCls (16 pL, 0,13 mmol) y el
compuesto 143 (71 mg, 0,14 mmol), se llevd a cabo el proceso de tioglicosilaciéon
promovido por SnCls (Método A), agitando la mezcla en CH2Cl; anhidro, a 0 °C
durante 3,5 h. Luego de purificar por columna cromatografica (tolueno/EtOAc,
98:2) se obtuvo el tiodisacarido 148 (65 mg, 52%); Rf = 0,52 (tolueno/EtOAc,
10:1); [a]p?® = +65,0 (¢ = 0,4, CHCI3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,13-7,22
(m, 35H, H-aromaticos), 6,03 (ddd, 1H, /x5 = Fk¢a = 4,3, 56b = 6,8 Hz, H-5"), 5,95
(dd, 1H, 4= 3,4, 3 = 10,7 Hz, H-3), 5,89 (bd, 1H, /45 < 1, 54 = 3,4 Hz, H-4), 5,89
(brs, 1H, i < 1 Hz, H-1"), 5,70 (d, 1H, /34 = 5,0 Hz, H-3’), 5,62 (dd, 1H, /1,2 = 3,6,
h3=10,6 Hz, H-2), 5,48 (br s, 1H, /i2 ~ /3 < 1,0 Hz, H-2"), 5,27 (d, 1H, /12 = 3,6
Hz, H-1), 4,79 (t, 1H, Jv5 = 4,3, 5,4 = 5,0 Hz, H-4"), 4,71 (dd, 1H, fs¢a= 4,5, Joaeb =
11,8 Hz, H-6'a), 4,67 (dd, 1H, /s¢v= 7,0, Jeaeb= 11,8 Hz, H-6’b), 4,46 (dd, 1H, /s.6b =
3,5, fs6a=9,5 Hz, H-5), 3,50 (s, 3H, C/A50), 3,12 (dd, 1H, /562 = 9,5, feaeb = 14,3 Hz,
H-6a), 2,76 (dd, 1H, /56, = 3,8, Jeasb = 14,3 Hz, H-6b); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3):
6 = 166,1, 165,9, 165,7 (x 2), 1655 (x 2), 1653 (Ph(0D), 133,6-128,2 (C-
aromaticos), 97,4 (C-1), 89,0 (C-1"), 82,6 (C-2"), 81,3 (C-4"), 77,7 (C-3"), 70,8 (C-4),
70,4 (C-5), 70,2 (C-5"), 69,3 (C-2), 68,5 (C-3), 63,2 (C-6"), 55,7 (CH30), 30,7 (C-6).
Analisis calculado para Cs2Hs2017S: C, 67,61; H, 4,76; S, 2,91. Encontrado: C, 67,36;
H, 4,76; S, 2,63.
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Método B)

Metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-5-(2,3,5-tri- O-acetil-a-L-arabinofuranosil)-6-tio-o-D-
glucopirandsido (145).

OAc
0.
OAC BzO M002C|2
o) + BzO BzO
OAcC Me CHzclz BzO

144 139 145 (65%)
En forma alternativa, 145 (94 mg, 65%) se obtuvo a través del Método B a partir
de 144 (100 mg, 0,31 mmol), 139 (97 mg, 0,19 mmol) y Mo0O:Cl2 (3,8 mg, 0,02

mmol).

Metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-5(2,3,5,6-tetra- O-benzoil-B-D-galactofuranosil)-6-tio-a-
D-glucopirandsido (147).

o SH

0Bz OAc BzO Q MoO,Cl, o
+ BzO >
BzO
OBz OoMe  CHLCh BzO
OBz OMe
OBz
155 139 147 (56%)

En forma alternativa, el tiodisacarido 147 se sintetiz6é utilizando Mo0O2Cl, como
catalizador (Método B). A una solucién de Mo0O2Clz (1,2 mg, 0,01 mmol) en CHzCl>
anhidro (0,2 mL) en atmosfera de argon, se le agreg6 una soluciéon del compuesto
155 (55 mg, 0,09 mmol) en CH:Clz anhidro (0,5 mL). La mezcla se agité durante 10
min a temperatura ambiente y se le agreg6 el metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-tio-a-D-
glucopiranosido (139, 24 mg, 0,05 mmol) disuelto en 0,5 mL de CH2Cl; anhidro.
Luego del procedimiento habitual para cortar la reaccién y purificar la mezcla, se
obtuvo el tiodisacarido 147 (28 mg, 56%). Este producto resulté idéntico al

descripto anteriormente.

204



Capitulo 8.

Experimental.

Metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-$-(2,3,5-tri- O-benzoil-p-D-ribofuranosil )-6-tio-a-D-
glucopirandsido (149).

SH

S
BzO o OAc BzO o)
BzO Q MoO,Cl,
+ B0 e BzO Q
BzO CH,Cl, BzO

OMe
OBz OBz BzO
OBz OBz OMe

89 139 149 (52%)

A una solucién de Mo02Cl; (0,9 mg, 0,01 mmol) en CH2Cl; anhidro (0,1 mL) se le
adiciono una solucién del compuesto 89 (45 mg, 0,09 mmol) en el mismo solvente
(0,3 mL) de acuerdo al método B. La mezcla de reaccién se agité a temperatura
ambiente por 10 min, bajo atmésfera de argén. A dicha mezcla se le incorporo el
metil 2,3,4-tri- O-benzoil-6-tio-D-glucopiranésido (139, 70 mg, 0,13 mmol) disuelto
también en CH:Cl; anhidro (0,2 mL). Luego de 2 h de agitacién, la CCD
(tolueno/EtOAc, 9:1) mostro la presencia de un producto principal de Rf = 0,56.
Finalmente, el residuo se purific6 por columna cromatografica (tolueno/EtOAc,
95:5).

Se obtuvo asi el compuesto 149 (45 mg, 52%) como un jarabe; [o]p?® = +22,6 (c=
0,8, CHCl3); RMN-1H (500 MHz, CDCI3): 6 = 8,09-7,28 (m, 15H, H-aromaticos), 6,11
(t, 1H, k3 ~ k4 = 10 Hz, H-3), 5,87 (t, 1H, /3 ~ 5« = 5,5 Hz, H-3%), 5,73 (dd, 1H,
Jrz = 3,3 Hz, H-2"), 5,70 (d, 1H, H-1"), 5,45 (t, 1H, /45 = 9,8 Hz, H-4), 5,23 (dd, 1H,
Ji2= 3,6 Hz, H-2), 5,19 (d, 1H, H-1), 4,70 (m, 2H, H-4’, H-5’a), 4,54 (dd, 1H, Jv5b, =
5,5, 5asp = 12,9 Hz, H-5'b), 4,26 (ddd, 1H, /6. = 9,5, /560 = 2,2 Hz, H-5), 3,45 (s,
3H, CH30), 3,06 (dd, 1H, jeasb = 14,4 Hz, H-6a), 2,91 (dd, 1H, H-6b); RMN-13C
(125,7 MHz, CDCl3): § = 166,1, 165,8, 165,3 (Ph(D), 133,5-128,2 (C-aromaticos),
96,7 (C-1), 86,9 (C-1"), 79,9 (C-4"), 75,7 (C-2"), 72,5 (C-3"), 72,2 (C-4), 72,1 (C-2),
70,8 (C-5), 70,3 (C-3), 64,0 (C-5"), 55,6 (CH30), 31,6 (C-6). Analisis calculado para
Cs4H46015S: C, 67,07; H, 4,79; S, 3,31. Encontrado: C, 66,89; H, 4,89; §, 3,25.
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1,2:3,4-Di- G-isopropilidén-6-5$-(2,3,5-tri- -benzoil-B-D-ribofuranosil)-6-tio-a-D-
galactopiranosa (154).

S
BzO o
BzO o §he O gH o
M002C|2
+ O —_—
(@] (0]
(@]
O
53

CH,Cl, OBz OBz

o)
154 (39%)

Se parti6 del compuesto 89 (95 mg, 0,19 mmol) y de 1,2:3,4-di- O-isopropilidén-6-

OBz OBz
89 1

tio-D-galactosa (153, 78 mg, 0,28 mmol) y se sigui6 el procedimiento descripto
anteriormente para el compuesto 149. Luego de purificar a través de una columna
cromatografica (tolueno/EtOAc, 97:3) se obtuvo el tiodisacarido 154 (53 mg,
39%); [a]p2® = —48,5 (¢ = 0,9, CHCl3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): § = 8,10-7,16
(m, 15H, H-aromaticos), 5,90 (dd, 1H, /3 ~ 4 = 5,3 Hz, H-3"), 5,71 (dd, 1H, /i > =
3,9, 3 = 5,3 Hz, H-2"), 5,61 (d, 1H, H-1"), 5,52 (d, 1H, /2 = 5,0 Hz, H-1), 4,69 (dd,
1H, Jysa = 3,8, fsrasp = 11,1 Hz, H-5'3), 4,66 (ddd, 1H, /i 5» = 4,1 Hz, H-4"), 4,61 (dd,
1H, H-5’b), 4,58 (dd, 1H, /3 = 2,5, s4 = 7,8 Hz, H-3), 4,31-4,38 (m, 2H, H-2, H-4),
3,95 (ddd, 1H, /a5 = 1,4 Hz, H-5), 3,07 (dd, 1H, /62 = 7,3, feaeb = 13,7 Hz, H-6a),
2,90 (dd, 1H, ke, = 6,2 Hz, H-6b), 1,49, 1,43, 1,31, 1,30 (4s, 12H, 2 x (CH3)20);
RMN-13C (125,7 MHz, CDClz): § = 166,2, 165,2, 165,1 (PhCO), 133,4-128,3 (C-
aromaticos), 109,3, 108,6 [(CHz)2(], 96,5 (C-1), 86,3 (C-1"), 80,0 (C-4"), 75,7 (C-2),
72,6 (C-3"),71,5,70,5 (C-2, C-4), 70,8 (C-3), 68,4 (C-5), 64,5 (C-5"), 30,5 (C-6), 26,0,
25,9, 24,9, 24,4 (4 x ((H3)2C). Analisis calculado para C3gH40012S: C, 63,32; H, 5,59;
S, 4,45, Encontrado: C, 63,15; H, 5,66; S, 4,37.

1- O-Acetil-2,3,5,6-tetra- O-benzoil--D-galactofuranésido (155).

o o
OBz OBz Ac,0 OBz OAc
—_—
OBz SncCl, OBz
OBz OBz
OBz OBz
101 155 (78%)
[ 3N N J



Capitulo 8.

Experimental.

La 1,2,3,5,6-penta-O-benzoil-a,B-D-galactofuranosa (101, 460 mg, 0,66 mmol) se
disolvié en Cl;CH; anhidro (11 mL). Se enfri6 la solucion a 0 °C y se agrego a la
misma SnCls (92 pL, 0,77 mmol) y luego de agitar por 10 min, se agregé también
anhidrido acético (136 pL, 1,44 mmol). Se continu6 la agitacion a 0 °C por 6 h,
cuando la CCD (tolueno/EtOAc, 9:1) mostré la conversion del compuesto de
partida en 155 (Rf = 0,48). Se diluy6 la solucion con Cl,CHz, y se extrajo con
soluciéon saturada de NaHCO3 (3 x 20 mL) y solucién saturada de NacCl. Se seco el
extracto organico con MgS0O4 y se evaporé el solvente. El residuo se purifico
mediante una columna cromatografica (tolueno/EtOAc, 98:2) para obtener el
compuesto 155 como un aceite incoloro (290 mg, 78%), que recristalizé de EtOH;
pf 115 °C; [a]p2° = -5,7 (¢= 0,9, CHCl3); RMN-1H (500 MHz, CDCI3): 6§ = 8,07-7,28
(m, 20H, H-aromaticos), 6,52 (br s, 1H, H-1), 6,08 (ddd, 1H, /5 = 3,6, k6. = 4,0,
Js.ev= 7,3 Hz, H-5), 5,71 (dd, 1H, k3 = 1,0, 54 = 4,4 Hz, H-3), 5,60 (d, 1H, /3 = 1,0
Hz, H-2), 4,80 (dd, 1H, /562 = 4,0, Jea6b = 12,0 Hz, H-6a), 4,79 (dd, 1H, /45 = 3,6, /34
= 4,4 Hz, H-4), 4,72 (dd, 1H, fseb = 7,3, Jeasr = 12,0 Hz, H-6b), 2,19 (s, 3H, CA5CO);
RMN-13C (50,3 MHz, CDCI3): § = 169,0 (Me (D), 166,0, 165,7, 165,5, 165,2 (Ph(D),
133,7-128,2 (C-aromaticos), 99,4 (C-1), 83,6 (C-4), 81,3 (C-2), 77,4 (C-3), 76,1 (C-
5), 63,5 (C-6), 21,0 (CH3CO). Analisis calculado para C3¢H30011: C, 67,71; H, 4,73.
Encontrado: C, 67,78; H, 4,55.

1,2:3,4-di- C-isopropilidén-6-5(2,3,5 -tri-C-acetil- a -L-arabinofuranosil)-6-tio-a-D-

galactopiranosa (156).
o. ¢ O sH o s
OAC >< (0] MoO,Cl, OAC
AcO * © —— AcO ><
OAc /Oko CH,Cl OAc 0
o)

o)
144 153 156 (20%)

Se sigui6 el método B: A una solucion de MoO:Clz (1,4 mg, 0,01 mmol) en CHzCl,
anhidro (0,5 mL) se le agregé el compuesto 144 (80 mg, 0,28 mmol) también

disuelto en el mismo solvente (0,5 mL) y luego el compuesto 153 (47 mg, 0,17
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mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 24 h. Por
CCD (tolueno/MeOH, 5:1) se observo un producto principal de Rf = 0,60. La mezcla
de reaccion se sometié a una cromatografia en columna utilizando hexano/EtOAc
6:1-3:1, pero no se logr6 purificar completamente el producto. Por ello las
fracciones impuras se repurificaron por cromatografia en columna eluyendo ahora
con tolueno/EtOAc, 9:1. Se obtuvo asi el tiodisacarido 156 (18 mg, 20%) [o]p2? =
-105,5 (¢= 0,6, CHCI3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): § = 5,52 (d, 1H, /1,2 = 5,0 Hz, H-
1),5,42 (d, 1H, /2 = 2,0 Hz, H-1"), 5,16 (t, 1H, /i'2r = J»3 = 2,0 Hz, H-2"), 5,03 (dd,
1H, /3 = 2,0, 4 = 4,9 Hz, H-3"), 4,62 (dd, 1H, /3 = 2,4, 4= 7,9 Hz, H-3), 4,39
(ddd, 1H, Jy5a = 3,6, 34 = 4,9, Ju s = 6,4 Hz, H-4"), 4,37 (dd, 1H, Jy5a = 3,6, J5a5b
= 12,8 Hz, H-5'a), 4,31 (dd, 1H, /i5 = 1,8, 54 = 7,9 Hz, H-4), 4,30 (dd, 1H, k3= 2,4,
Ji,2=5,0 Hz, H-2), 4,27 (dd, 1H, Ja5b = 6,4, Jsa5b = 12,8 Hz, H-5'b), 3,93 (m, 1H, /i5
= 1,8, 60 = 6,0, 56a= 7,6 Hz, H-5), 2,99 (dd, 1H, 562 = 7,6, Jea6b = 13,8 Hz, H-6a),
2,81 (dd, 1H, fe» = 6,1, Jeasp = 13,8 Hz, H-6b); 2,11, 2,10 (2s, 9H, CH3CO) 1,53,
1,45, 1,34, 1,33 (4s, 12H, 2 x (CH5)2C); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 170,6,
170,0, 169,5 (Me (D), 109,3, 108,6 (Me: (), 96,5 (C-1), 88,2 (C-1"), 81,8 (C-2"), 79,7
(C-4), 77,3 (C-3"), 71,7, 70,8, 70,4 (C-2, 3, 4), 68,2 (C-5), 62,8 (C-5"), 30,9 (C-6),
26,0 (x 2), 249, 24,4 (4 x (CH3)20), 20,7 (CH3CO). Andlisis calculado para
C23H34012S: C, 51,68; H, 6,41. Encontrado: C, 51,82; H, 6,57. HRMS m/z [M+Na]+
calculado para C23H34012S +Na: 557,16632; Encontrado: 557,16794.

1,2:3,4-di- G-isopropilidén-6-5-(2,3,5,6-tetra- O-benzoil-pB-D-galactofuranosil )-6-tio-

a-D-galactopiranosa (157).
o s
MoO,Cl, 0Bz ><o
OBz o

o) 0 SH
OBz OAc >< Q
+ O
OBz ?4 CH,Cl,
OBz /k 0Bz
OBz OBz

155 153 157 (37%)

Se siguié el procedimiento en el cual el catalizador utilizado es el Mo02Cl, (Método

B). Se parti6 de una solucién del compuesto 155 (160 mg, 0,25 mmol), MoOCl>
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(2,7 mg, 0,01 mmol) y 153 (35 mg, 0,13 mmol) en CHzCl; anhidro (1,2 mL). La
mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 24 h. Se observo
mediante CCD un producto principal de Rf = 0,48 (tolueno/EtOAc, 7:1), el cual se
purific6 por cromatografia en columna (tolueno/EtOAc, 97:3) para dar el
tiodisacarido 157 (40 mg, 37%); [a]p?® = -73,5 (¢ = 0,9, CHCl3); RMN-1H (500
MHz, CDCI3): 6 = 8,10-7,10 (m, 15H, H-aromaticos), 6,09 (ddd, 1H, f¢a = 4,2, Ju,5
=48, fevb = 7,3 Hz, H-5"), 5,75 (t, 1H, /i3 = 0,8, /i = 1,5 Hz, H-1"), 5,67 (dddd,
1H, ir3 = 0,8, 3= 1,5, 34 = 4,8 Hz, H-3"), 5,55 (t, 1H, /i 2 = /3 = 1,5 Hz, H-2"),
5,52 (d, 1H, /1,2 = 5,0 Hz, H-1), 4,81 (t, 1H, /34 = Jv5 = 4,8 Hz, H-4'), 4,78 (dd, 1H,
Jea= 42, Jeasv= 11,9 Hz, H-6'a), 4,72 (dd, 1H, f6b= 7,3, Jeasb = 11,9 Hz, H-6’b),
4,60 (dd, /23 = 2,4, 34 = 8,0 Hz, H-3), 4,30 (m, 2H, H-2, H-4), 3,97 (ddd, 1H, /45 =
1,7, eb = 6,3, ea = 7,5 Hz, H-5), 3,06 (dd, 1H, f56a = 7,5, Jeasb = 13,7 Hz, H-6a),
2,89 (dd, 1H, ke = 6,3, Jeasp = 13,7 Hz, H-6b), 1,49, 1,44, 1,32, 1,29 (4s, 12H, 2 x
(CH5)2C); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 166,0, 165,7, 165,5, 165,3 (Ph(CD),
133,5-128,3 (C-aromaticos), 109,4, 108,6 (Mez(), 96,5 (C-1), 88,4 (C-1"), 82,6 (C-
2", 81,5 (C-4"), 77,9 (C-3"), 71,7, 70,5 (C-2,4), 70,8 (C-3), 70,3 (C-5"), 68,3 (C-5),
63,5 (C-6"), 30,5 (C-6), 26,0, 25,9, 24,9, 24,5 (4 x (CH3)2C). Analisis calculado para
C46H46014S: C, 64,61; H, 5,43. Encontrado: C, 64,94; H, 5,33.

8.4.3 Desacilacion de los tiodisacaridos 145, 146, 147, 148, 154 y 157.

Procedimiento general

El derivado O-acilado de cada tiodisacarido se suspendi6 en una mezcla de
MeOH:Et3N:H20, 3:1:3, la cual se agité a temperatura ambiente, hasta que la CCD
(n-BuOH/EtOH/H20, 2,5:1:1) mostro el consumo total del compuesto de partida.
Se evapord el solvente y se eluy6 a través de una columna rellena con resina de
intercambio i6nico (Dowex MR-3C mixed bed). El eluato se concentré y, segtn el
caso, se purific6 mediante una mini columna octadecil C18. Se colectaron las
fracciones segin CCD en n-BuOH/EtOH/H:0, 2,5:1:1 o MeOH y se concentraron

para obtener asi el tiodisacarido libre correspondiente.
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Metil 6-5-(a-L-arabinofuranosil)-6-tio-a-D-glucopiranésido (158).

S S
o o
OAC OH
B2G o) MeOH:EEN:H,0 - o)
BzO > HO HO
OAc BZO 313 OH HO
OMe OMe

145

158 (69%)
La eliminacién de los grupos protectores de 145 (64 mg, 0,08 mmol) se realizé
mediante el mismo procedimiento general, para dar el tiodisacarido libre 158 (19
mg, 69%); Rf = 0,57 (n-BuOH/EtOH/H20, 2,5:1:1); [a]p2? = -13,2 (¢ = 1,0, H20);
RMN-1H (500 MHz, D20): § = 5,17 (d, 1H, /> = 4,8 Hz, H-1"), 4,70 (d, 1H, 12 = 3,7
Hz, H-1), 3,96 (t, 1H, /i =/ 3 = 4,8 Hz, H-2’), 3,95 (m, 1H, H-4"), 3,89 (dd, 1H, /'3
=4,8, 4 =7,2Hz, H-3"),3,73 (dd, 1H, J5a = 2,9, fasb = 12,4 Hz, H-5'a), 3,71 (m,
1H, H-5), 3,63 (dd, 1H, J#5» = 5,3, fasby = 12,5 Hz, H-5'b), 3,53 (t, 1H, /23 = 4 =
9,5 Hz, H-3), 3,48 (dd, 1H, A2 = 3,7, k3 = 9,5 Hz, H-2), 3,36 (s, 3H, CAs0), 3,23 (t,
1H, 4 = Jas = 9,5 Hz, H-4), 3,08 (dd, 1H, 6 = 2,0, fsasb = 14,2 Hz, H-6a), 2,78
(dd, 1H, /6o = 8,8, Jeaeb = 14,2 Hz, H-6b); RMN-13C (125,7 MHz, D20): 6 = 99,2 (C-
1), 89,4 (C-1"), 82,2, 81,4 (C-2'4"), 75,8 (C-3"), 72,9 (C-3), 72,7 (C-4), 71,8 (C-5),
71,2 (C-2), 60,6 (C-5), 551 (CH30), 32,9 (C-6). Analisis calculado para
C12H2204S.0,5H20: C, 41,00; H, 6,60. Encontrado: C, 41,36; H, 6,86.

Metil 6-$(a-L-arabinofuranosil)-6-tio-a-D-galactopiranésido (159).

S S
OAO BzO OHO HO
¢ 0 MeOH:E&N:H,0 o)
AcO BzO —_— HO HO
OAc BZzO 3:1:3 OH HO
OMe OMe
146

159 (77%)
Mediante la O-desacilaciéon de 146 (113 mg, 0,14 mmol) por el procedimiento
general se obtuvo el tiodisacarido 159 (37 mg, 77%); Re = 0,79 (MeOH); [a]p?° =
-44,4 (c= 0,9, MeOH); RMN-1H (500 MHz, D20): 6 = 5,16 (d, 1H, /i, = 4,8 Hz, H-
1’),4,72 (d, 1H, H-1), 3,97 (ddd, 1H, Jx5a = 3,0, /x5 = 5,3, /3.4 = 7,3 Hz, H-4"), 3,96
(t, 1H, 2 = 3 = 4,8 Hz, H-2"), 3,93 (bdd, 1H, ke = 4,5, f56a = 9,0 Hz, H-5), 3,91
(brs, 1H, H-4), 3,90 (dd, 1H, />3 = 4,8, /+ = 7,3 Hz, H-3"), 3,73 (dd, 1H, /s 5a = 3,0,
Jsasb = 12,6 Hz, H-5a), 3,72 (m, 2H, H-2, H-3), 3,64 (dd, 1H, Jy5b = 5,3, fsasb =
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12,6 Hz, H-5'b), 3,35 (s, 3H, CH50), 2,92 (dd, 1H, /562 = 9,0, Jeasb = 14,0 Hz, H-6a),
2,76 (dd, 1H, fke» = 4,5, Jeasb = 14,0 Hz, H-6b); RMN-13C (125,7 MHz, D20): § =
99,4 (C-1), 89,2 (C-1"), 82,2, 81,3 (C-2’,4"), 75,8 (C-3"), 70,7, 70,2 (C-4,5), 69,4, 68,0
(C-2,3), 60,6 (C-5"), 55,2 (CH30), 31,4 (C-6). Analisis calculado para C12H2204S: C,
42,08: H, 6,48. Encontrado: C, 41,58; H, 6,67.

Metil 6-.S'-(B-D-galactofuranosil)-6-tio-a-D-glucopiranésido (160).

OBz
BzO MeOH: EgN H,O
BzO
OH
OBZ

El compuesto 147 (70 mg, 0.06 mmol) se dejo reaccionar durante 30 h en la

160 (67%)

soluciéon de MeOH:Et3N:H20, 3:1:3 (10 mL). Transcurrido ese tiempo se concentré
el solvente y se aplico el residuo a una columna rellena con resina de intercambio
ionico (Dowex MR-3C mixed bed) que se eluyé con metanol:agua 1:1. El eluato se
concentré y se purifico nuevamente mediante una mini columna octadecil C18, la
cual se eluy6 con 10 mL de agua y 3 mL de MeOH. Se obtuvo asi el tiodisacarido
libre 160 (15 mg, 67%), Rr = 0,44 (n-BuOH/EtOH/H?0, 2,5:1:1); [a]p2° = -31,8 (¢
= 0,5, H20); RMN-1H (500 MHz, D20): 6 = 5,15 (d, 1H, /2 = 5,3 Hz, H-1"), 4,70 (d,
1H, i2 = 3,7 Hz, H-1), 4,03 (dd, 1H, />3 = 5,4, 5+ = 7,5 Hz, H-3"), 3,94 (t, 1H, /1> =
J»3= 5,3 Hz, H-2"), 3,88 (dd, 1H, Jvs = 3,5, 5+ = 7,5 Hz, H-4’), 3,75 (ddd, 1H, Jv5
= 3,5 fea =47, sev =7,7 Hz, H-5"), 3,70 (ddd, 1H, k6 = 2,2, 560 = 8,8, Ja5 =9,0
Hz, H-5), 3,60 (dd, 1H, /s¢a = 4,7, Jeaevy = 11,6 Hz, H-6'a), 3,56 (dd, 1H, k6b = 7,7,
Jeaeb = 11,6 Hz, H-6'b), 3,54 (t, 1H, L3 = 54 = 9,8 Hz, H-3), 3,49 (dd, 1H, /2 = 3,7
)3 = 9,8 Hz, H-2), 3,36 (s, 3H, CA30), 3,23 (dd, 1H, Js5 = 9,0, 54 = 9,8 Hz, H-4),
3,07 (dd, 1H, f56a = 2,2, Jsasb = 14,3 Hz, H-6a), 2,78 (dd, 1H, ke = 8,8, feasp = 14,3
Hz, H-6b); RMN-13C (125,7 MHz, D20): 6 = 99,2 (C-1), 89,4 (C-1"), 81,3 (C-4"), 81,1
(C-2%), 76,0 (C-3%), 72,9 (C-3), 72,6 (C-4), 71,9 (C-5), 71,2 (C-2), 70,4 (C-5"), 62,8
(C-6"), 55,2 (CH30), 32,4 (C-6). Analisis calculado para C13H24010S.0,5H20: C, 40,92;
H, 6,61. Encontrado: C, 40,82; H, 6,35.
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Metil 6-5-(-D-galactofuranosil)-6-tio-a-D-galactopirandsido (161).

s s
OBO BzO o HO
z Q MeOH:E&N:H,0 ek o)
BzO EE—— HO
OBz B2O 313 OH HO
OBz OMe OH OMe
OBz OH
148

161 (67%)

La O-desbenzoilacién de 148 (110 mg, 0,10 mmol) en 15 mL de solucién
MeOH:Et3N:H20, 3:1:3 condujo a 161 luego de 25 h de reaccién y el mismo proceso
de purificacién descripto para el compuesto 160 (67%); Rf = 0,68 (MeOH); [a]p2?
=-13,5 (¢= 0,9, H:0); RMN-1H (500 MHz, D20): § = 5,12 (d, 1H, /i = 5,3 Hz, H-
1), 4,71 (d, 1H, H-1), 4,03 (dd, 1H, />3 = 5,3, 5+ = 7,4 Hz, H-3"), 3,93 (t, 1H, i =
J»3 = 5,3 Hz, H-2"), 3,92-3,86 (m, 2H, H-4, H-5), 3,88 (dd, 1H, J/v5 = 3,5, 34 = 7,5
Hz, H-4"), 3,76 (ddd, 1H, Jys = 3,5, J56a = 4,6, J5'6b = 7,6 Hz, H-5’), 3,71 (m, 2H, H-2,
H-3), 3,60 (dd, 1H, f¢a = 4,6, Jeaenr = 11,6 Hz, H-6'a), 3,55 (dd, 1H, feb = 7,6,
Jeaeb = 11,6 Hz, H-6’b), 3,35 (s, 3H, CAH30), 2,90 (dd, 1H, /562 = 8,9, Jeasb = 14,0 Hz,
H-6a), 2,74 (dd, 1H, .6b = 4,8, Jsasb = 14,0 Hz, H-6b); RMN-13C (125,7 MHz, D20): §
= 99,5 (C-1), 89,1 (C-1"), 81,3 (C-4"), 81,0 (C-2"), 76,0 (C-3"), 70,9, 70,3, 70,1 (C-
4,5,5"), 69,5, 67,9 (C-2,3), 62,7 (C-6"), 55,2 (CH30), 31,4 (C-6). Andlisis calculado
para C13H24010S: C, 41,91; H, 6,50. Encontrado: C, 42,26; H, 6,70.

1,2:3,4-Di- G-isopropilidén-6-5$-(B-D-galactofuranosil )-6-tio-a-D-galactopiranosa
(162).

o]
OH
162 (91%)

La desproteccién del compuesto 157 (60 mg, 0,07 mmol) con la solucién de
MeOH:Et3N:H20 3:1:3 (10 mL) condujo al tiodisacarido libre 162 (29 mg, 91%)

luego de 30 h de reaccién y posterior purificacion a través de una columna rellena
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con resina de intercambio i6nico (Dowex MR-3C mixed bed) que se eluy6 con
MeOH:acetona 1:1; R¢ = 0,64 (MeOH); [a]p?°=-150,8 (¢= 1,0, H20); RMN-1H (500
MHz, CD30D): § = 5,46 (d, 1H, /i2 = 5,0 Hz, H-1), 5,12 (d, 1H, /i = 4,3 Hz, H-1"),
4,63 (dd, 1H, /23 = 2,4, 54 = 7,9 Hz, H-3), 4,38 (dd, 1H, /45 = 1,8, 54 = 7,9 Hz, H-4),
4,34 (dd, 1H, /3 = 2,4, 12 = 5,0 Hz, H-2), 4,05 (dd, 1H, />3 = 4,8, 5+ = 7,4 Hz, H-
3"), 3,96 (ddd, 1H, /a5 = 1,6, /s.6b = 6,7, Js.6a = 7,0 Hz, H-5), 3,94 (dd, 1H, Jvs = 3,1,
J4 = 7,4 Hz, H-4"), 3,90 (t, 1H, /i = f»3 ~ 5,0 Hz, H-2"), 3,73 (ddd, 1H, Jvs = 3,1,
J56a = J6b = 6,8 Hz, H-5"), 3,60 (m, 2H, H-6’a, H-6’b), 2,87 (dd, 1H, k6 = 7,0, Jsasb
= 13,7 Hz, H-6a), 2,77 (dd, 1H, /e = 6,8, fsasb = 13,7 Hz, H-6b), 1,51, 1,40, 1,34,
1,33 (4s, 12H, 2 x (CH3)2C); RMN-13C (125,7 MHz, CD30D): 6 = 110,3, 109,9
(Mez0), 97,9 (C-1), 90,7 (C-1"), 83,9 (C-2"), 83,2 (C-4"), 78,5 (C-3"), 72,8 (C-4), 72,3
(C-5"), 72,2 (C-3), 71,9 (C-2), 69,8 (C-5), 64,6 (C-6"), 31,3 (C-6), 26,4, 26,3, 25,1,
24,6 (4 x (CH3)2C). Andlisis calculado para CigsH30010S: C, 49,30; H, 6,90.
Encontrado: C, 50,00; H, 7,39.

1,2:3,4-Di- G-isopropilidén-6-5$-(B-D-ribofuranosil)-6-tio-a-D-galactopiranosa (164).

BzO

3:1:3

154 164 (78%)

El tiodisacarido 154 (75 mg, 0,10 mmol) se trat6 con la soluciéon de
MeOH:Et3N:H20 3:1:3 (10 mL) a temperatura ambiente durante 3 h. El producto O-
desbenzoilado se purific6 mediante una columna rellena con resina de intercambio
ionico (Dowex MR-3C mixed bed), eluida con solucion metanol:acetona 1:1.
Posteriormente, el eluato se concentré y se repurific6 con una mini columna
octadecil C18 con MeOH (10 mL). Se obtuvo asi el tiodisacarido libre 164 (32 mg,
78%); Re = 0,69 (n-BuOH/EtOH/H20, 2,5:1:1); [a]p?® = -101,9 (¢ = 1,0, CHCl3);
RMN-1H (500 MHz, CD30D): 6 = 5,48 (d, 1H, /2 = 5,0 Hz, H-1), 5,06 (d, 1H, /i2 =
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4,1 Hz, H-1"), 4,64 (dd, 1H, /3 = 2,4, 34 = 8,0 Hz, H-3), 4,36 (dd, 1H, 45 = 1,8, 54 =
8,0 Hz, H-4), 4,35 (dd, 1H, /3 = 2,3, iz = 5,0 Hz, H-2), 4,09 (t, 1H, /3 = s+ = 5,4
Hz, H-3"), 3,95 (m, 2H, H-2’, H-5), 3,91 (ddd, 1H, /x5 = 3,8, /34 = Jo5b = 5,3 Hz, H-
4, 3,70 (dd, 1H, /v 5a = 3,8, J5rasp = 12,0 Hz, H-5’a), 3,61 (dd, 1H, J¥sb = 5,3, f57a5b
=12,0 Hz, H-5’b), 2,89 (dd, 1H, k62 = 7,2, Jeasb = 13,7 Hz, H-6a), 2,83 (dd, 1H, /b
= 6,7, Jeasb = 13,7 Hz, H-6b), 1,51, 1,41, 1,34, 1,33 (4s, 12H, 2 x (CH3)2C); RMN-13C
(125,7 MHz, CD30D): § = 110,3, 109,9 (Me:z (), 97,9 (C-1), 89,7 (C-1"), 86,1 (C-4"),
77,1 (C-2"), 729, 71,8 (C-2, 4), 72,8 (C-3"), 72,1 (C-3), 69,5 (C-5), 63,8 (C-5), 31,5
(C-6), 26,3 (x 2), 25,1, 24,5 (4 x (CH3)20). Analisis calculado para C17H2809S: C,
49,99; H, 6,91. Encontrado: C, 50,35; H, 7,11.

8.5 Sintesis de tiodisacaridos mediante reacciones de sustitucion nucleofilica

1,3,4,6-Tetra- C-acetil-2- 5 (2,3,4,6-tetra- C-acetil-3-D-glucopiranosil )-2-tio-a-D-

manopiranosa (174).

OAc
o :
AcO
(o) He) OAc
AcO SC(NH)NH, Acoéwom EGN, DTT AcO
AcO +  AcO - OAc
A CHLCN S
cO AcO 0
25 173 AcO

OAC 174 (25%)
En un balén se disolvio la sal de isotiouronio de la Galp 256 (195 mg, 0,40 mmol)
en DMF (6 mL) y se agregé ditiotreitol (DTT, 62 mg, 0,40 mmol), la 1,3,4,6-tetra-O-
acetil-2- O-triflil-B-D-manopiranosa’? (172 mg, 0,36 mmol) y EtsN (68 ul, 0,48
mmol). Se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 2,5 h, cuando se
observéd por CCD (tolueno/EtOAc, 1:1), el consumo total de la Man-2-0OTf (173). Se
diluy6 la reacciéon con CHzCl; (25 mL) y se extrajo con HCl ac. 5% (2 x 10 mL),
solucion saturada de NaHCO3 (10 mL) y H,0 (10 mL). La fase organica se secé
(MgS04) y se evapord el solvente. El crudo de reaccidén se purificO mediante
columna cromatografica (tolueno/EtOAc, 8:2). Se obtuvo un compuesto con Rf =
0,30 (tolueno/EtOAc, 1:1) que se asigné como el tiodisacarido 174 (62 mg, 25%);
RMN-1H (500 MHz, CDCl3): & = 5,67 (d, 1H, /i2 = 9,3 Hz, H-1), 5,19 (dd, 1H, /4 =
9,6, k3 = 11,0 Hz, H-3), 5,16 (t, 1H, /3 = /34 = 10,2 Hz, H-3"), 5,06 (t, 1H, s+ =
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Jos = 10,2 Hz, H-4"), 4,99 (t, 1H, 54 = /a5 = 9,6 Hz, H-4), 491 (t, 1H, iz = fr3 =
10,2 Hz, H-2’), 4,68 (d, 1H, /2 = 10,2 Hz, H-1"), 4,31 (dd, 1H, fs6a = 4,6, Joaeb =
12,3 Hz, H-6a), 4,28 (dd, 1H, f5.6a = 5,2, Jeaey = 12,3 Hz, H-6’a), 4,11 (dd, 1H, /-6
= 2,2, Joasb = 12,3 Hz, H-6'b), 4,08 (dd, 1H, Jeb = 2,0, feaeo = 12,3 Hz, H-6b), 3,81
(dddd, 1H, fseb = 2,0, fs6a = 4,6, Jus = 9,6 Hz, H-5), 3,68 (dddd, 1H, b = 2,2, fer6a
=52, Jus = 10,2 Hz, H-5"), 3,08 (dd, 1H, /i2 = 9,3, /3 = 11,0 Hz, H-2), 2,14, 2,08,
2,06, 2,03, 2,02, 2,00 (x 2), 1,98 (8s, 24H, CH;C0); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): &
= 170,6, 170,5, 170,2, 169,8, 169,5, 169,3, 169,2, 168,7 (Me (D), 92,3 (C-1), 83,8
(C-1), 75,9, 73,7, 73,6, 72,5, 70,8, 68,8, 68,0 (C-3, 4, 5,2, 3, 4, 5" , 62,0, 61,6 (C-6,
6), 49,1 (C-2), 22,7, 20,7 (x 4), 20,6 (x 2), 20,5 (8 x CH3CO).

1,2:3,4-di- G-isopropilidén-6- O-triflil-a-D-galactopiranosa (179).

p)

OTf
o)
o)
o)
CH,Cl, 0 °C

151 179 (88%)
En un balén provisto con septum se disolvio, 1,2:3,4-di-O-isopropilidén-a-D-
galactopiranosa (151, 200 mg, 0,77 mmol) en CH2Cl; anhidro (30 mL) y se enfrié la
solucion externamente a 0 °C.8 Se agreg6 2,6-di- ter-butil-4-metil piridina (476 mg,
2,32 mmol) y se agit6 la soluciéon durante unos minutos, luego se le agregd, con
jeringa, anhidrido triflico (200 pL, 1,16 mmol). Se dejo6 agitando a 0 °C durante 1,5
h, momento en que se observo, por CCD (hexano/EtOAc, 1:1) la desaparicién del
compuesto de partida (Rr= 0,36) y aparicion de un tnico producto de Rr= 0,79. Se
volcé la reaccién en agua helada y se extrajo con CH2Cl: (2 x 25 mL). La fase
organica se sec6 con MgS04y se evaporo el solvente. Se obtuvo un solido blanco,
que se purific6 mediante columna cromatografica (hexano/EtOAc, 5:1) para
obtener el compuesto 179 (267 mg, 88%); RMN-1H (200 MHz, CDCl3): 6 = 5,55 (d,
Ji2=4,9 Hz, 1H, H-1), 4,68 (dd, 1H, /3 = 2,5, 4= 7,7 Hz, H-3), 4,66-4,57 (m, 2H,
H-6a, H-6b), 4,36 (dd, 1H, 3= 2,5, 2 = 4,9 Hz, H-2), 4,25 (dd, 1H, /a5 = 2,0, 4 =
7,7 Hz, H-4), 4,11 (dddd, 1H, 4s= 2,0, 56 = 5,1, 6 = 7,0 Hz, H-5), 1,54, 1,45, 1,34,
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1,33 (4s, 12H, 2 x (CHs)2C); RMN-13C (50,3 MHz, CDClz): § = 110,1, 109,1 (Me20),
96,1 (C-1), 77,6, 70,6, 70,3, 70,2, 66,0 (C-2, 3, 4, 5, 6), 25,9, 25,8, 24,8, 24,4 (4 x
(CH3):0).

1,2:3,4-di- G-isopropilidén-6-5-(2,3,5,6-tetra- O-benzoil-B-D-galactofuranosil )-6-tio-

a-D-galactopiranosa (157).

SC(NH)NH
o (NH)NH, O oTf o
OBz o} Et;N OBz 0
+ o ><
OBz o) 5 DMF OB7 o
OBz /K OBz
OBz OBz
102 179 157 (26%)

Se sintetiz6 la sal de tiouronio de Galf(102) a partir de 101 (50 mg, 0,08 mmol),
segun técnica ya descripta. Se evapor6 el solvente de reaccion, se redisolvio el
residuo en DMF (2 mL) y se agrego el triflato 179 (28 mg, 0,07 mmol) y EtsN (20
uL). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h y se agregaron 20 L
mas de EtsN. La soluciéon tomoé coloraciéon naranja y se continud la agitaciéon a
~50 °C durante 24 h. Se evapor6 el solvente y el residuo se extrajo con
CH2Clz/agua, la fase organica se sec6 (MgS04) y se evapord el solvente. El producto
crudo se purifico mediante columna cromatografica (tolueno/EtOAc, 98:2—96:4)

para obtener el compuesto 157 (16mg, 26%), previamente descripto.

Metil o,3-D-galactofuranosiduronato de metilo (181).

OH
COOH O
o OH OMe
Dowex 50 (H+)
HO - >
OH

OH MeOH OH
OH

COOMe

180 181 (81%)
Se sigui6 la técnica descripta por Bordoni y col.? Se agit6 una suspension de acido
D-galacturénico (2 g, 10,31 mmol) con la misma cantidad de resina Dowex 50 (H*)
en MeOH (60 mL) a 35 °C durante 4 dias.
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Transcurrido este tiempo se filtré y concentro6 la soluciéon obteniéndose un jarabe
color naranja, que se purificé a través de una columna de silica rapidamente eluida
con solucion de EtOAc/tolueno 50:1. Se obtuvo el producto final (1,85 g, 81%)

como mezcla de anémeros.

Metil 2,3,5-tri- O ter-butildimetilsilil-a, 3-D-galactofuranosiduronato de metilo (182).

O. O.
OMe OMe
OH TBSCI OTBS
imidazol
—_—
OH CHLCN OTBS
OH OTBS
COOMe COOMe
181 182 (99%)

Se disolvié la mezcla de anémeros 181 (885 mg, 3,99 mmol) en acetonitrilo
anhidro (12 mL) y se le agreg6é TBSCI (2 g, 13,27 mmol) e imidazol (1,80 g, 26,43
mmol). Se agit6 la suspension blanquecina a temperatura ambiente durante 24 h
para asegurar sililacion completa de los grupos hidroxilos. Se evaporo el solvente,
el jarabe resultante se redisolvié en CH2Cl, y se lavo con agua. La fase organica se
secd (MgSO0.), filtré y concentr6. La CCD (hexano/EtOAc, 10:1) mostré que el
compuesto 182 (Rf= 0,58) se encontraba suficientemente puro para ser utilizado
sin mas tratamiento en el siguiente paso de sintesis (2,23 g, 99% B:a 9:1); [o]p20 =
-17,1 (¢= 1,1, CHCl3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3) anémero : 6 = 4,75 (d, 1H, /i2=
1,8 Hz, H-1), 4,34 (d, 1H, /a5 = 3,1 Hz, H-5), 4,19 (dd, 1H, /3= 2,6, 54 = 5,6 Hz, H-
3),4,16 (dd, 1H, Js5= 3,1, 54 = 5,6 Hz, H-4), 3,99 (dd, 1H, /i2= 1,8, /3 = 2,6 Hz, H-
2), 3,75 (s, 3H, CHCO2), 3,32 (s, 3H, CHs0), 093, 0,88, 0,87 (3s, 27H,
(CH3)3CSiMey), 0,13, 0,09 (x 2), 0,08, 0,07, 0,06 (5 s, 18H, (CH5)2SiBu?); RMN-13C
(125,7 MHz, CDCl3): § =172,0 (C-6), 109,5 (C-1), 85,4 (C-4), 84,3 (C-2), 79,2 (C-3),
72,1 (C-5), 55,0 (CH30), 51,9 (CH3CO2) 25,9, 25,7 (x 2) [(CH3)3CSiMe:], 18,5, 17,9,
17,8 [(CH3)3(SiMe;], -4,1, -4,4, -4,5 (x 2), -4,9, -5,1 [(CH3)2SiBu{]. Analisis calculado
para C26Hs607Si3: C, 55,27; H, 9,99. Encontrado: C, 55,39; H, 10,02.
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Metil 2,3,5-tri- O-ter-butildimetilsilil-a-D-galactofuranésido (183a), metil 2,3,5-tri- O
terbutildimetilsilil-B-D-galactofuranésido  (183b) y metil  2,3-di-O-ter
butildimetilsilil-B-D-galactofuranésido (184).

OMe OMe
o o) o} o
OTBS OMe ) OTBS OTBS OTBS
LiH 4Al . .
[ OMe
OTBS THF, -18°C oTBS OTBS OTBS

0TBS OTBS OTBS OH
COOMe OH OH OH

182 183a 183b 184

Se disolvié 182 (1 mmol) en THF anhidro (15 mL) y se enfrié la solucién a -18 °C.
Se agregé LiH4Al (1,3 mmol) y se agit6 la mezcla de reaccién durante 30 6 50 min
(Tabla 14). Para detener la reaccion se agregdé EtOAc (15 mL), MeOH (15 mL) y
AcOH hasta neutralidad y se concentr6 la mezcla. El precipitado gris se
resuspendi6é en CH;Cl; y se centrifugd para eliminar restos del agente reductor.
Esta operacion se repitié 4-5 veces.

Para completar la purificaciéon se realizé6 una columna cromatografica eluyendo
con tolueno/EtOAc, 60:1—-EtOAc. Se obtuvieron tres compuestos, con los
siguientes valores de Rren tolueno/EtOAc, 20:1: 183a (Rr= 0,47), 183b (Rr= 0,43)
y 184 (Rf=0,00).

Tabla 14. Rendimientos para la sintesis de los derivados 183a, 183b y 184,

dependiendo del tiempo de reaccion.

Compuesto Rendimiento 30 min de | Rendimiento 50 min de
reaccion reaccion

183a 13 %

183b 43 % 20%

184 23% 62%
Rend. Total 79% Rend. Total 82%
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183a: [a]p?? = +42,2 (¢ = 1,1, CHCI3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 4,77 (d, 1H,
Ji2=3,8Hz, H-1),4,19 (t, 1H, /3= k4= 4,8 Hz, H-3), 3,94 (dd, 1H, /i2= 3,8, /3 =
4,8 Hz, H-2), 3,85 (ddd, 1H, /5 = 4,8 Hz, H-5), 3,83 (t, 1H, 54 = /45 = 4,8 Hz, H-4),
3,69 (dddd, 1H, /562 = 4,8, Jeatio = 6,4, Jeasb = 11,2 Hz, H-6a), 3,62 (dddd, 1H, 6 =
4,8, Jearo = 6,4, feaeb = 11,2 Hz, H-6b), 3,40 (s, 3H, CH50), 2,34 (t, 1H, Jeaon = Jobon
= 6,4 Hz, 0H), 0,92, 0,90, 0,87 (3s, 27H, (CHs3)3CSiMe2), 0,14, 0,12, 0,11, 0,10, 0,07,
0,06 (6s, 18H, (CH3),SiBu?); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 103,5 (C-1), 85,4 (C-
4), 78,6 (C-2), 76,6 (C-3), 72,8 (C-5), 64,5 (C-6), 55,9 (CH30), 25,9 (x 2), 25,7
[(CH3)3CSiMez], 18,3, 18,2, 17,9 [(CH3)3(SiMe;], -3,8, -4,2, -4,5, -4,6, -4,7, -4,8
[(CH3)2SiBuf]. Analisis calculado para Cz5Hs606Si3: C, 55,92; H, 10,51. Encontrado:
C, 55,76; H, 10,59.

183b: [a]p?® = -19,1 (¢ = 1,1, CHCI3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 4,74 (br s,
1H, H-1), 4,09 (dd, 1H, A3= 2,0, 4= 4,9 Hz, H-3), 4,01 (dd, 1H, /i2= 1,2, 3= 2,0
Hz, H-2), 3,98 (t, 1H, 34 = Jas = 4,9 Hz, H-4), 3,89 (c, 1H, Ja5 = 560 = 5,60 = 4,9 Hz,
H-5), 3,71 (ddd, 1H, /5,62 = 5,0, Jsano = 6,3, Jeaeb = 11,3 Hz H-62), 3,66 (ddd, 1H, /s eb
= 5,0, febno = 6,3, Jeaeb = 11,3 Hz H-6b), 3,36 (s, 3H, CAH30), 2,35 (br s, 1H, HO),
0,94, 0,92, 0,90 (3s, 27H, (CH3)3CSiMe2), 0,16, 0,15, 0,13, 0,12, 0,11 (x 2) (5s, 18H,
(CHs)2SiBuf); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 109,2 (C-1), 86,8 (C-4), 83,7 (C-2),
79,4 (C-3), 72,5 (C-5), 64,5 (C-6), 54,8 (CH30), 26,0, 25,7 (x 2) [(CH3)3CSiMez],
18,4, 17,9, 17,8 [(CH3)3(SiMe;], -4,1, -4,4 (x 2), -4,5, -4,6, -4,8 [(CH3)2SiBuf.
Analisis calculado para CzsHs606Si3: C, 55,92; H, 10,51. Encontrado: C, 55,52; H,
10,89.

184: [a]p?? =-11,6 (¢= 1,0, CHCl3); RMN-1H (500 MHz, CDCI3): 6 = 4,72 (d, 1H, /12
= 1,4 Hz, H-1), 4,13 (dd, 1H, 3= 3,1, 4= 5,7 Hz, H-3), 3,99 (dd, 1H, /i = 1,4, /23
= 3,1 Hz, H-2), 3,94 (dd, 1H, /45= 1,7, 54 = 5,7 Hz, H-4), 3,76-3,68 (m, 3H, H-5, H-
6a, H-6b), 3,35 (s, 3H, CHs0), 2,62, 2,23 (2d, 2H, /~ 7,7 Hz, HO-5 y HO-6), 0,90, 0,88
(2s, 27H, (CHs)3CSiMez), 0,11, 0,10, 0,90 (x 2) (3s, 12H, (CH3):SiBuf); RMN-13C
(125,7 MHz, CDCI3): § = 109,7 (C-1), 84,9 (C-4), 83,1 (C-2), 79,1 (C-3), 69,8 (C-5),
65,3 (C-6), 55,1 (CH30), 25,7 (x 2) [(CH3)3CSiMez], 17,9, 17,8 [(CH3)3(SiMe;], -4,3,
-4,7 (x 2), -4,9 [(CH3)2SiBuf]. Analisis calculado para C19H4206Si2: C, 53,99; H, 10,01.
Encontrado: C, 53,68; H, 10,10.
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Metil 2,3,6-tri- O-ter-butildimetilsilil-a-D-galactofuranésido (183a’), metil 2,3,6-tri-
O-ter-butildimetilsilil-B-D-galactofuranésido (183b").

OMe
(0) O O
OMe OTBS OTBS
\’ "BS LiH 4Al +
- = OMe
OTBS THF,-1820°C OTBS oTBS
OTBS OH OH
COOMe OTBS OTBS
182 183a’ (17%) 183b' (29%)

Se variaron las condiciones de reaccion para obtener los compuestos con la
posicion 5 libre, es decir productos de migracion del grupo protector TBS, desde la
posicion 5 a la 6. Se disolvio el compuesto 182 (70 mg, 0,12 mmol) en THF anhidro
(3 mL) y se enfrié la soluciéon a —18°C. Se agreg6 LiH4Al (10 mg, 0,26 mmol) y se
agito la mezcla de reaccion hasta alcanzar los 0 °C, pasadas aproximadamente 1,5
h. Para detener la reaccion se procedi6 de la forma previamente descripta,
agregando EtOAc (5 mL), MeOH (5 mL) y HOAc hasta neutralidad y luego se
concentr6 la mezcla. El residuo gris obtenido se resuspendi6 en CH:Cl; y se
centrifugé. Se purific6 la mezcla de andémeros a través de una columna
cromatografica eluyendo con hexano/EtOAc 80:1 y utilizando hexano/EtOAc 10:1
como solvente para CCD. Se obtuvieron los compuestos 183a’ (Rr = 0,39, 11 mg,
17%) y 183b’ (Rf= 0,32, 19 mg, 29%)

183a": RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 4,68 (d, 1H, /1,2 = 4,4 Hz, H-1), 4,33 (dd, 1H,
Ba4a=63, b3=71Hz H-3),4,07 (dd, 1H, h2= 4,4, 3 = 7,1 Hz, H-2), 4,04 (dd, 1H,
Js6a = 6,2, Jeash = 11,0 Hz, H-6a), 4,03 (dddd, 1H, ke = 6,2, fsno = 7,5 Hz, H-5),
3,66-3,54 (m, 2H, H-4, H-6b), 3,45 (s, 3H, CHs0), 2,80 (d, 1H, ksou = 7,5 Hz, HO),
0,92, 0,88 (x 2) (Zs, 27H, (CH5)3CSiMez), 0,10 (x 2), 0,09 (x 2), 0,06, 0,05 (4s, 18H,
(CH5)2SiBuf); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 103,1 (C-1), 81,7 (C-4), 79,0 (C-2),
75,6 (C-3), 69,9 (C-5), 63,5 (C-6), 56,2 (CH30), 25,8, 25,7, 25,3 [(CH3)3CSiMez],
18,1 [(CH3)3(SiMez], -4,6, -5,4 [(CH3)2SiBuf]. Andlisis calculado para C25Hs606Si3: C,
55,92; H, 10,51. Encontrado: C, 55,84; H, 10,61.

183b’: RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 4,72 (d, 1H, /2= 1,1 Hz, H-1), 4,10 (dd, 1H,
B4=3,0 b3= 15,6 Hz, H-3), 4,04 (dd, 1H, h2= 1,1, 3 = 5,6 Hz, H-2), 4,00 (dd, 1H,
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Jas=1,3, 54 = 3,0 Hz, H-4), 3,73-3,60 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 3,35 (s, 3H, C/430),
2,57 (d, 1H, /510 = 5,9 Hz, HO), 0,90, 0,89, 0,88 (3s, 27H, (CH5)3CSiMe>), 0,10, 0,09
(x 2), 0,08 (x 2), 0,07 (4s, 18H, (CHs)2SiBuf); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 =
109,4 (C-1), 83,3 (C-4), 82,7 (C-2), 79,2 (C-3), 70,3 (C-5), 64,1 (C-6), 54,9 (CH30),
25,9, 25,8, 25,7 [(CH3)3CSiMe], 18,2, 17,9, 17,8 [(CH3)3(SiMe:], -4,3, -4,6, -4,7, -4,9,
-5,4, -5,5 [(CH3)2SiBuf]. Anadlisis calculado para CzsHs606Si3z: C, 55,62; H, 10,70.
Encontrado: C, 55,76; H, 10,59.

Metil 2,3,5-tri- O ter-butildimetilsilil-6- O-tosil-3-D-galactofuranésido (185).

OMe OMe
(o) 0.
OTBS TsCl OTBS
—_—
OTBS CgHgN, T amb. OTBS
OTBS OTBS
OH OTs
183b 185(84%)

A una solucién de 183b (110 mg, 0,20 mmol) en piridina anhidra (2 mL), se le
agreg6 cloruro de tosilo (100 mg, 0,52 mmol). La mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 24 h. Para detener la reaccion se agregé MeOH (5 mL) y se
concentro. El jarabe obtenido se redisolvié en CHzCl; y se realizaron lavados con
agua. La fase orgdnica se sec6 (MgS0s4), filtré y concentr6, co-evaporando con
tolueno para eliminar restos de piridina. La CCD (hexano/EtOAc, 10:1) mostr6 un
compuesto principal de Rf = 0,58, que fue purificado mediante columna
cromatografica eluyendo con hexano/EtOAc 25:1. Asi se obtuvo el compuesto 185
(116 mg, 84%); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 7,78, 7,33 (2d, 4H, /~ 8,2 Hz, H-
aromaticos), 4,65 (d, 1H, /12 = 1,5 Hz, H-1), 4,12 (dd, 1H, /56 = 3,2, Jeasb = 9,3 Hz,
H-6a), 4,01 (dd, 1H, 3= 2,7, 4= 15,7 Hz, H-3), 3,98 (ddd, 1H, k6= 3,2, /a5 = 3,7,
Js.6b = 7,2 Hz, H-5), 3,95 (dd, 1H, k6= 7,2, Jsasb = 9,3 Hz, H-6Db), 3,94 (dd, 1H, /i2=
1,5, 23 = 2,7 Hz, H-2), 3,79 (dd, 1H, /a5 = 3,7, 54 = 5,7 Hz, H-4), 3,28 (s, 3H, CA30),
2,44 (s, 3H, CHsPh), 0,87 (x 2), 0,85 (3s, 27H, (CHs)3CSiMez), 0,08, 0,07 (x 3), 0,05,
0,04 (6s, 18H, (CH5):SiBu?); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): § = 144,7, 133,0, 129,8,
128,0 (C-aromaticos), 109,3 (C-1), 84,4 (C-4), 84,1 (C-2), 79,4 (C-3), 71,3 (C-6),
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70,5 (C-5), 54,9 (CH30), 25,9, 25,7 (x 2) [(CH3)3CSiMez], 21,6 (CHsPh), 18,3, 17,9,
17,8 [(CH3)3(SiMey], -4,0, -4,1, -4,4, -4,6 (x2), -4,9 [(CHz)2SiBu.

Metil 2,3,5-tri- O+ ter-butildimetilsilil-6- O-triflil-3-D-galactofuranésido (186).

OMe OMe
o [ (o
Z
OTBS Tf0, N OTBS
_ >

OTBS CH,Cl, 0°C OTBS
OTBS ’ OTBS
OH OTf
183b 186

A una solucion del compuesto 183b (130 mg, 0,24 mmol) en CH2Cl; anhidro (10
mL) previamente enfriada a 0 °C, se le agregé 2,6-di- ter-butil-4-metil-piridina (195
mg, 0,95 mmol) y anhidrido triflico (80 pL, 0,47 mmol) bajo atmoésfera de Ns. Se
agité la reacciéon durante 1 h y luego se volcé en hielo/agua. La mezcla se disolvio
con CHzClz y se extrajo con agua; la fase organica se sec6 (MgSO0.), filtr6 y evaporé
el solvente. Se obtuvo un sélido blanco de Rf = 0,78 (hexano/EtOAc, 10:1), que se
utilizé sin mas tratamiento en el paso siguiente de sintesis; RMN-1H (200 MHz,
CDCl3): 6 = 4,71 (brs,, s1,2< 1,0 Hz, 1H, H-1), 4,62 (dd, 1H, k¢ = 3,3, Jsasb = 10,1
Hz, H-6a), 4,37 (dd, 1H, /560 = 7,7, Jeasb = 10,1 Hz, H-6b), 4,14 (dddd, 1H, 62 = 3,3,
Jas~4,2, b = 7,7 Hz, H-5), 3,99 (m, 2H, H-2, H-3), 3,92 (dd, 1H, 54 = /a5~ 4,2 Hz,
H-4), 3,34 (s, 3H, CH30), 0,92, 0,89, 0,87 (3s, 27H, (CH3)3CSiMe>), 0,13, 0,10, 0,08
(3s, 18H, (CHs)2SiBu?); RMN-13C (50,3 MHz, CDCl3): 6 = 109,4 (C-1), 85,4 (C-4),
83,4 (C-2), 79,1 (C-3), 77,9 (C-6), 70,6 (C-5), 54,9 (CH30), 25,8, 25,7 (x 2)
[(CH3)3CSiMez], 18,2, 17,9, 17,8 [(CH3)3(SiMez], -4,0, -4,4, -4,5, -4,6, -4,7, -4,9
[(CH3)2SiBu.
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Metil 2,3,5-tri- O- ter-butildimetilsilil-6- 5-(2,3,4,6-tetra- O-acetil-3-D-
galactopiranosil)-6-tio-f3-D-galactofuranésido (189).

OMe
OMe
AcO _OAc AcO _OAc (o) 0
Q 0 -+ OTBS OTBS
AcO SH NaH .5 SNa . 18-crown-6
—_— —_—
OA OA OTBS
c THF anh. c OTBS DMF  Aco  OAc OTBS
OTBS
0
oTs AcO S
8 188 185 OAC 189 (386%)

La 2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-tio-galactopiranosa (8, 36 mg, 0,10 mmol) y NaH (5 mg,
0,21 mmol) se disolvieron en THF anhidro (5 mL) y se dejé que proceda la
reaccion a temperatura ambiente durante 30 min. Transcurrido este tiempo se
evaporo el solvente y la sal obtenida se agregé a una solucién de 188 (30 mg, 0,04
mmol) en DMF (2 mL) y se agregd también 18-crown-6 (15 mg, 0,06 mmol). La
mezcla de reaccion, que tomo coloracidon amarilla y luego se oscurecio, se agito a
temperatura ambiente durante 26 h. Al evidenciar mediante CCD (hexano/EtOAc,
2:1) la presencia de un nuevo compuesto de R = 0,56 se finaliz6 la reaccién
evaporando el solvente. Se realizé cromatografia en columna eluyendo con
hexano/EtOAc 20:1-5:1. Asi se obtuvo el tiodisacarido 189 (33 mg, 86%);[a]p2? =
-35,2 (¢= 1,2, CHCI3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 5,44 (dd, 1H, /x5 = 0,9, 34
= 3,4 Hz, H-4'), 5,24 (t, 1H, /v2> = J»3 = 10,0 Hz, H-2"), 5,02 (dd, 1H, i+ = 3,4, />3
= 10,0 Hz, H-3"), 4,70 (d, 1H, /2 = 2,0 Hz, H-1), 4,46 (d, 1H, /i = 10,0 Hz, H-1"),
4,15 (dd, 1H, f¢a = 7,2, Jeaer = 11,3 Hz, H-6a), 4,11 (dd, 1H, feb = 6,4, Joeaeb =
11,3 Hz, H-6’b), 4,10 (dd, 1H, 3= 3,1, 4= 6,0 Hz, H-3), 4,02 (dd, 1H, Ja5= 2,9, /4
= 6,0 Hz, H-4), 3,99 (dd, 1H, 42 = 2,0, /3 = 3,1 Hz, H-2), 3,92 (m, 2H, H-5, H-5"),
3,35 (s, 3H, CH30), 2,93 (dd, 1H, f5,6a= 7,8, Jeasb = 13,2 Hz, H-6a), 2,87 (dd, 1H, /s eb
= 6,0, feasb = 13,2 Hz, H-6b), 2,15, 2,05, 2,04, 1,99 (4s, 12H, CH3C0), 0,92, 0,88 (x
2) (2s, 27H, (CH3)3CSiMe2), 0,16, 0,14, 0,10, 0,09 (x 2), 0,07 (5s, 18H, (CH3)2SiBu?);
RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 170,3, 170,2, 170,1, 169,4 (Me (D), 109,1 (C-1),
84,6 (C-2), 84,0 (C-4),83,7 (C-1"), 79,6 (C-3), 74,5,71,8,71,7 (C-3,5,5"), 67,2, 67,0
(C-2’, 4", 61,2 (C-6"), 55,1 (CH30), 32,4 (C-6), 26,0, 25,7 (x 2) [(CH3)3CSiMez], 20,7
(x 2),20,6 (x2) (CH3CO), 18,2, 17,9 (x 2) [(CH3)3(SiMe2], -3,5, -4,0, -4,2, -4,3, -4,4,
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-4,9 [(CH3),SiBuf. Analisis calculado para C39H74014SSi3z: C, 53,03; H, 8,44.
Encontrado: C, 52,92; H, 8,39. HRMS m/z [M+Na]* calculado para
C39H74014SSis+Na: 905,39993; Encontrado: 905,40263.

2,3,5,6-tetra- 0-benzoil-a-D-galactofuranosil tricloroacetimidato (192).

NH
(0] CCl3
(o) 0. 0.
OBz 0Bz OBz OH OBz
Ac,0, HBr/AcOH CCICN, KyCO3
—_— B —
CH2C|2, 0°C CH2C|2, T amb
OBz OBz OBz
OBz OBz OBz
OBz OBz OBz
101 191 (99%) 192 (97%)

La 1,2,3,5,6-penta-O-benzoil-a,B-D-galactofuranosa (101, 570 mg, 0,81 mmol) se
disolvié en CI2CH2 (22 mL). Se enfri6 la soluciéon a 0 °C y se agregd a la misma
anhidrido acético (0,8 mL, 8,47 mmol) y HBr/AcOH (3,8 mL). Se agitd la mezcla a
baja temperatura durante 2 h, cuando la CCD (tolueno/EtOAc, 9:1) mostré la
conversiéon del compuesto de partida en la mezcla anomérica 191 (anémero
mayoritario: 3, R = 0,30). Se diluy6 la soluciéon con Cl2CHz, y se extrajo con agua
fria, solucién saturada de NaHCO3 y nuevamente agua. Se sec6 el extracto organico
con MgS04 y se evapor6 el solvente. El residuo, una espuma naranja, se purificé
mediante una columna cromatografica (tolueno/EtOAc, 12:1) para obtener 191
(480 mg, 99%). A continuacién la 2,3,5,6-tetra- O-benzoil-qa,[3-D-galactofuranosa
(191, 170 mg, 0,28 mmol) se disolvié en CI,CH2 (2 mL) y se agregd K2CO3 (198 mg,
1,43 mmol) y CCI3CN (154 pL, 1,54 mmol). Se agitd la suspension a temperatura
ambiente durante 12 h, cuando la CCD (tolueno/EtOAc, 9:1) mostré la conversion
del compuesto de partida en el andmero mayoritario 192 con un Rf = 0,52. Se
agregd Cl,CHy, se filtré a través de un lecho de celite lavado bien con el mismo
solvente y el filtrado se extrajo con agua. La fase organica se sec6 (MgS04) y se
evapor0 el solvente. Se obtuvo un jarabe amarillo suficientemente puro para

proseguir la sintesis (200 mg, 97%).
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Metil 2,3,5-tri- O- ter-butildimetilsilil-6-tioacetil-3-D-galactofurandsido (193)

OMe OMe OMe
(0) (o) (o)
OTBS OTBS OTBS
KSCOCH; KSCOCH;
DMF, 70-80 °C CHsCN, 0 °C
OTBS OTBS OTBS
OTBS OTBS OTBS
OTs SAc OTf
185 193 186

a) A partir del metil 2,3,5-tri-O-ter-butildimetilsilil-6- O-tosil-f3-D-

galactofurandésido (185) ya descripto:

Se disolvié el compuesto 185 (40 mg, 0,06 mmol) en DMF (1,5 mL) y se agregé
tioacetato de potasio (85 mg, 0,75 mmol). La mezcla se agité a 70—80 °C durante
50 h aproximadamente, cuando se observé mediante CCD (hexano/EtOAc, 10:1)
un producto principal de Rf = 0,60. La mezcla de reaccion se habia oscurecido y se
evaporo la DMF en rotavap. Se redisolvio el crudo de reacciéon en CHzCl; y se lavé
con agua. La fase organica se seco, se filtro y se evaporé nuevamente el solvente. Se
realiz6 una columna cromatografica utilizando hexano/EtOAc, 40:1 como solvente

de elucion, para obtener el compuesto 193 (20 mg, 58%).

b) A partir del metil 2,3,5-tri- O-ter-butildimetilsilil-6- O-triflil-3-D-

galactofurandésido (186) ya descripto:

Se disolvi6 el compuesto 186 crudo (0,36 mmol) en acetonitrilo anhidro (10 mL).
Se agregd6 tioacetato de potasio (166 mg, 1,46 mmol). Se agité la mezcla a 0 °C
durante 3 h, cuando se observo mediante CCD (hexano/EtOAc, 10:1) un producto
principal de Rf = 0,60, como ya se menciond. Se evaporo el solvente en rotavap. Se
purific6 el producto mediante columna cromatografica eluyendo con
hexano/EtOAc, 90:1, obteniéndose asi el compuesto 193 (117, mg 54%, en dos
pasos de reaccion); RMN-1H (500 MHz, CDCI3): 6 = 4,74 (d, 1H, /i, = 1,8 Hz, H-1),
4,10 (dd, 1H, 3= 2,8, 4= 5,3 Hz, H-3), 4,00 (dd, 1H, /2= 1,8, /3 = 2,8 Hz, H-2),
3,92 (dd, 1H, 5= 4,1, 54 = 5,4 Hz, H-4), 3,83 (ddd, 1H, /s5 = 4,1 Hz, H-5), 3,37 (s,
3H, CA0), 3,15 (dd, 1H, /6 = 6,8, Jeasb = 13,5 Hz, H-6a), 3,06 (dd, 1H, ke = 6,1,
Jeasb = 13,5 Hz, H-6b), 2,35 (s, 3H, SCOCHs), 0,94, 0,90, 0,88 (3s, 27H,
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(CHs)3CSiMey), 0,18, 0,17, 0,11(x 2), 0,10, 0,09 (6s, 18H, (CHs)2SiBuf); RMN-13C
(125,7 MHz, CDCl3): § = 195,3 (SCOMe), 109,3 (C-1), 85,5 (C-4), 84,2 (C-2), 79,8
(C-3), 71,7 (C-5), 55,0 (CH30), 32,6 (C-6), 30,4 (SCOCHs), 26,0, 257 (x 2)
[(CH3)3CSiMe;], 18,3, 17,9, 17,8 [(CH3)3(SiMey], -3,9, -4,0, -4,4, -4,5, -4,6, -4,9
[(CH3)2SiBu.

Metil 2,3,5-tri- 0 ter-butildimetilsilil-6-tio-B-D-galactofuranésido (194)

OMe OMe
e} e}
\’7BS NaOMe/MeOH \’7BS
_—

OTBS CHCl, -15°C OTBS
OTBS OTBS
SAc SH
193 194 (61%)

Se disolvié el compuesto 193 (84 mg, 0,14 mmol) en CH2Cl2 (5 mL), se enfri6
externamente a -15 °C y se agreg6 una soluciéon 0,5M de NaOMe/MeOH (5 mL). Se
agito la reaccién durante 2 h. Se evaporo el solvente y luego se redisolvio el crudo
de reaccion en CH2Cl2 y se lavé con agua. La fase organica se secd (MgS04), filtré y
concentr6. Mediante CCD (hexano/EtOAc, 10:1) se observé un compuesto de Rf =
0,82, que fue purificado mediante columna cromatografica con hexano/tolueno
7:1-1:1; para dar 194 (70 mg, 61%); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 4,70 (d, 1H,
Ji2=1,5Hz, H-1), 4,08 (dd, 1H, /5= 4,4, 54 = 5,2 Hz, H-4), 4,01 (dd, 1H, L3= 2,5,
J34=5,2Hz,H-3),3,98 (dd, 1H, 42= 1,5, 43 = 2,5 Hz, H-2), 3,80 (ddd, 1H, /5= 4,4
Hz, H-5), 3,35 (s, 3H, CA30), 2,79 (dddd, 1H, k6= 6,4, Jeaus = 8,6, Jeasb = 13,6 Hz,
H-6a), 2,58 (dddd, 1H, ke» = 5,8, Jebus = 8,6, Jeaeb = 13,6 Hz, H-6b), 1,48 (t, 1H,
Jeanis = Jebus = 8,6 Hz, AS), 092, 0,89, 0,88 (3s, 27H, (CH3)3CSiMez), 0,14, 0,13, 0,10,
0,09, 0,08, 0,07 (6s, 18H, (CH3)2SiBuf); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): § = 109,2 (C-
1), 85,0 (C-4), 84,2 (C-2), 79,8 (C-3), 74,4 (C-5), 54,9 ((H30), 27,9 (C-6), 26,0, 25,7
(x 2) [(CH3)3CSiMez], 18,3(x 2), 17,8 [(CH3)3(SiMez], -3,9, -4,0, -4,1, -4,3, -4,4, -4,5,
-4,8 [(CH3)2SiBud.
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Metil 2,3,5-tri- O-ter-butildimetilsilil-6- $-(2,3,5,6-tetra- O-benzoil-3-D-
galactofuranosil)-6-tio-B-D-galactofuranésido (195)

OMe
NH O.
OTBS
0 CClg OMe
O. O.
OBz OTBS OTBS
MS, TMSOTf OTBS
+ —_—
CH,Cl,, -18°C s
OBz OTBS
OBz OTBS O
OBz
OBz SH
OBz
192 194 OBz
195 (47%)

Se procedié a acoplar el tricloroacetimidato 192 con el tiol 194 segun la siguiente
técnica.l® A una solucién del tricloroacetimidato 192 (200 mg, 0,28 mmol) en
CH2Cl; anhidro (4 mL), se le agreg6 el tiol 194 (58 mg, 0,10 mmol) y molecular
sieves 4 A en polvo, activado previamente 3 h. La suspensién se agité6 a
temperatura ambiente durante 1,5 h en atmésfera de argén. Luego se enfrio a
—18 °C, se agreg6 TMSOTf (12 uL, 0,07 mmol) y se continu6 la agitaciéon a baja
temperatura durante 30 min. Se diluy6 la mezcla de reaccion con CH2Cly, se filtro y
se extrajo con solucidn saturada de NaHCO3 y con agua. La fase organica se secé
(MgS04), se evaporo el solvente y se observé mediante CCD un producto de R¢ =
0,65 (tolueno/EtOAc, 15:1) que se purific6 por columna cromatografica
(tolueno/EtOAc, 60:1). Se obtuvo asi, el tiodisacarido 195 constituido por dos
unidades furandsicas (56 mg, 47%); [a]p?® = -50,6 (¢ = 1, CHCl3); RMN-1H (500
MHz, CDCI3): 6 = 8,09-7,28 (H-aromaticos), 6,09 (m, 1H, H-5"), 5,70 (dt, 1H, 3+ =
4,3 Hz, H-3"), 5,62 (brs, 1H, H-1"), 5,52 (t, 1H, /i = /3= 1,2 Hz, H-2"), 4,83 (t, 1H,
o= Jvs=4,3Hz, H-4"),4,75 (m, 2H, H-6’a, H-6'b), 4,72 (d, 1H, /2 = 1,9 Hz, H-1),
4,11 (t, 2H, H-3, H-4), 4,00 (t, 2H, H-2, H-5), 3,34 (s, 3H, CA30), 2,98 (dd, 1H, k6. =
7,5, Jeasb = 13,3 Hz, H-6a), 2,92 (dd, 1H, /5,6 = 6,0, Jea6b = 13,3 Hz, H-6b), 0,89, 0,87,
0,84 (3s, 27H, (CHs)3CSiMey), 0,12, 0,11, 0,08 (x 2), 0,07 (x 2) (6s, 18H,
(CHs)2SiBuf); RMN-13C (125,7 MHz, CDCls3): 6 = 166,0, 165,6, 165,4, 165,2 (Ph(D),
133,5-128,3 (C-aromaticos), 109,1 (C-1), 88,1 (C-1"), 84,5 (C-4), 84,4 (C-2), 82,6
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(C-2", 81,5 (C-4"), 79,7 (C-3), 77,8 (C-3"), 71,5 (C-5), 70,3 (C-5"), 63,5 (C-6"), 55,0
(CH30), 33,7 (C-6), 26,0, 25,7 (x 2), [(CH3)3CSiMez], 18,2, 17,9, 17,8
[(CH3)3(SiMez], -3,7, -4,0, -4,3, -4,4 (x 2), -4,9 [(CH3)2SiBu{]. Analisis calculado para
Cs9Hs2014S25i3.2H20: C, 60,69; H, 7,42. Encontrado: C, 60,84; H, 7,36. HRMS m/z
[M+Na]* calculado para Cs9Hg2014SSiz+Na: 1153,46253; Encontrado: 1153,46564

8.6 Sintesis de tiodisacaridos mediante reacciones de apertura de tiiranos de

azucares.

Metil 2,3-di- O+ ter-butildimetilsilil-6- O-pivaloil--D-galactofuranésido (196).

OMe OMe
o} o
B OTBS
"5 Me3CCOCI
_

otBs  CsHsN, 0°C—>25°C OTBS
OH OH
OH OPiv
184 196 (74%) Piv = (CH)3CO

A una solucién de 184 (210 mg, 0,50 mmol) en piridina anhidra (3,6 mL), se le
agregé cloruro de pivaloilo (135 pL, 1,10 mmol), en tres partes cada 30 min.11 La
mezcla se agité a 0 °C durante 3 h y luego a temperatura ambiente 1 h mas, cuando
la CCD (tolueno/EtOAc, 5:1) mostré un compuesto de Rr = 0,66. Se agreg6 en el
bal6n hielo/agua, se extrajo con CH2Cl, se lavo la fase organica sucesivamente con
HCI 5%, H20 destilada y solucién saturada de NaCOszH. Se sec6 con MgSO4 y se
evapor0 el solvente. El residuo se purific6 mediante columna cromatografica,
eluyendo con tolueno/EtOAc, 20:1. (196, 185 mg, 74%); [a]p%® = -29,9 (¢ = 1,2,
CHCI3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 4,72 (d, 1H, /i,2= 1,0 Hz, H-1), 4,23 (dd, 1H,
J5.6a= 6,5, Jeasb = 11,0 Hz, H-6a), 4,10 (dd, 1H, /a5 = 2,4, 54 = 5,6 Hz, H-4), 4,09 (dd,
1H, f6b = 6,5, feasb = 11,0 Hz, H-6b), 4,00 (dd, 1H, /i2= 1,0, /3 = 1,8 Hz, H-2), 3,94
(dd, 1H, /3= 1,8, 34 = 5,6 Hz, H-3), 3,88 (m, 1H, k6. = J6b~ 6,5, /5,10 = 8,0 Hz, H-
5),3,34 (s, 3H, CH30), 2,52 (d, 1H, ks no = 8,0 Hz, HO), 1,22 (s, 9H, COC(CH)3), 0,90,
0,88 (2s, 18H, (CH5)3CSiMey), 0,11, 0,09 (x 2), 0,08 (4s, 12H, (CHs)2SiBu?); RMN-
13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 178,3 (COC(CH3)3), 109,5 (C-1), 83,4 (C-3), 83,2 (C-2),
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79,1 (C-4), 67,9 (C-5), 653 (C-6), 54,9 (CH30), 388 (COC(CH3)3), 27,2
(COC((H3)3), 25,8, 25,7 [((H3)3CSiMez], 17,9, 17,8 [(CH3)3(SiMe:], -4,3, -4,6, -4,7, -
4,9 [(CH3);SiBuf. Analisis calculado para Cz4Hs007Si>: C, 56,88; H, 9,94.
Encontrado: C, 56,93; H, 10,22.

Metil 2,3-di- O- ter-butildimetilsilil-6- O-pivaloil-5- O-tosil-B-D-galactofurandsido
(197).
OMe OMe
0. 0.
OTBS TsCl OTBS
OTBS CsHgN, T amb. OTBS
OH OTs
OPiv OPiv
196 197 (91%)

A una solucion de 196 (350 mg, 0,69 mmol) en piridina anhidra (20 mL), se le
agregd un importante exceso de cloruro de tosilo (1,24 g, 6,48 mmol). La mezcla se
agito a temperatura ambiente durante 3 dias. Para detener la reaccion se agreg6
MeOH (10 mL aprox.) y se evapord en rotavap. Se redisolvid el jarabe obtenido en
CH2Cl2 y se realizaron lavados con agua. La fase organica se sec6 con MgS0s, se
filtr6 y concentro, co-evaporando con tolueno para eliminar restos de piridina. La
CCD (tolueno/EtOAc, 9:1) mostré un compuesto principal de Rf = 0,71, que se
purificé mediante columna cromatografica utilizando tolueno/EtOAc, 60:1 como
solvente de elucion. Se obtuvo asi el compuesto 197 (415 mg, 91%). RMN-1H (200
MHz, CDCl3): 6 = 7,83, 7,31 (2d, 4H, /~ 8,2 Hz, H-aromaticos), 4,95 (m, 1H, fe. =
51, 560 = 6,6 Hz H-5), 4,56 (d, 1H, /i = 1,1 Hz, H-1), 4,35 (dd, 1H, k6= 5,1, Jsasb
= 11,9 Hz, H-6a), 4,12 (dd, 1H, /s5,6b = 6,6, Jeasb = 11,9 Hz, H-6b), 3,90-4,05 (m, 3H,
H-2, H-3, H-4), 3,24 (s, 3H, CH30), 2,43 (s, 3H, CHsPh), 1,19 (s, 9H, COC(CHs)3),
0,89, 0,86 (2s, 18H, (CH5)3CSiMe3), 0,09 (x 2), 0,08, 0,06 (4s, 12H, (CHs)2SiBu?);
RMN-13C (50,3 MHz, CDClz): 6 = 178,0 (COC(CH3)3), 129,9, 128,0 (C-aromaticos),
109,5 (C-1), 83,9 (C-3), 82,5 (C-2), 79,4 (C-4), 77,5 (C-5), 62,4 (C-6), 54,9 (CH30),
27,1 (COC((H3)3), 25,8, 25,7 [(CH3)3CSiMez], 21,7 (CH3Ph), 17,9 [(CH3)3(SiMez], -
4,3,-4,5,-4,8, -4,9 [((H3):SiBu].
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Metil 2,3-di- O+ ter-butildimetilsilil-6- O-acetil-3-D-galactofurandsido (198).

OMe OMe
0. (o)

\’7ES Ac,0, imidazol \’TBS

S

CHCl;, T amb

OTBS OTBS
OH OH

OH OAc

184 198 (69%)

A una solucion de imidazol (73 mg, 0,82 mmol) en CHCI3, enfriada a 0 °C, se le
agrego6 184 (260 mg, 0,62 mmol) y Ac20 (42 pL, 0,67 mmol). Se dej6 agitar a baja
temperatura durante 10 min y luego se continué la agitacion a temperatura
ambiente durante 20 h. Por CCD (tolueno/EtOAc, 5:1) se detecté un compuesto
principal de R = 0,51. La mezcla de reacciéon se lavé con agua, se seco la fase
organica con MgS0y, se filtré y concentro en rotavap.

La purificacién mediante columna cromatografica (tolueno/EtOAc, 15:1) condujo
al producto 198 (196 mg, 69%); [a]p?° = -28,6 (¢= 0,7, CHCI3); RMN-1H (500 MHz,
CDCl3): 6 = 4,72 (brs, 1H, H-1), 4,23 (dd, 1H, k6= 7,6, Jeasb = 11,3 Hz, H-6a), 4,13
(dd, 1H, /560 = 5,0, Jeaeb = 11,3 Hz, H-6b), 4,10 (dd, 1H, /23 = 2,8, 34 = 5,3 Hz, H-3),
4,00 (dd, 1H, h2=1,2, b3 = 2,8 Hz, H-2), 3,93 (dd, 1H, /5= 1,8, 54 = 5,3 Hz, H-4),
3,89 (m, 1H, H-5), 3,34 (s, 3H, CA30), 2,57 (d, 1H, fsno = 7,8 Hz, HO), 2,10 (s, 3H,
CH:CO), 0,90, 0,88 (2s, 18H, (CH3)3CSiMez), 0,11, 0,09 (x 2), 0,08 (4s, 12H,
(CHs)2SiBuf); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): § = 171,0 (Me (D), 109,6 (C-1), 83,8
(C-4), 83,1 (C-2), 79,2 (C-3), 68,2 (C-5), 66,2 (C-6), 55,0 (CH30), 25,7 (x 2)
[(CH3)3CSiMez], 20,9 (CH3CO), 17,9, 17,8 [(CH3)3(SiMe;], -4,3, -4,7 (x 2), -4,9
[(CH3)2SiBuf]. Analisis calculado para C21H4407Siz: C, 54,27; H, 9,54. Encontrado: C,
53,97; H, 9,37.

Metil 2,3-di- O+ ter-butildimetilsilil-6- O-acetil-5- G-tosil-B-D-galactofuranésido (199).

OMe OMe
0. O.
OTBS OTBS
TsCI
—_—
OTBS CsHsN, T amb. OTBS
OH OTs
OAc OAc
198 199 (91%)
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Para obtener el compuesto 199 se sigui6 el mismo procedimiento descripto para
197. A una solucion de 198 (225 mg, 0,48 mmol) en piridina anhidra (10 mL), se le
agreg6 cloruro de tosilo (670 mg, 3,52 mmol). La mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 3 dias. Para detener la reaccion se agregé MeOH (10 mL aprox.)
y se evaporo en rotavap. Se redisolvio el jarabe obtenido en CHCl; y se realizaron
lavados con agua. La fase orgdnica se secd con MgSO0,, se filtré y concentrd, co-
evaporando con tolueno para eliminar restos de piridina. La CCD (tolueno/EtOAc,
9:1) mostr6 un compuesto principal de Rf = 0,50, que se purific6 mediante
columna cromatografica. Se utilizé tolueno/EtOAc, 50:1 como solvente de elucién

para obtener el compuesto 199 (270 mg, 91%).

Metil 5,6-anhidro-2,3-di- O- ter-butildimetilsilil-a-L-altrofuranésido (200).

OMe OMe OMe

O. O O.
OTBS OTBS
NaOMe/MeOH NaOMe/MeOH ’TBS
- . B

OTBS CHClp, 0°C ores CHCR0°C OTBS

OTs OTs
(@)

OPiv OAc
197 200 199 (83%)

Se disolvi6 el compuesto 197 (160 mg, 0,24 mmol) en CH2Cl2 (6 mL) y se agreg6 a
la solucién, previamente enfriada a 0 °C, solucién 2M de NaOMe/MeOH (1,3 mL).
Se agitd la reaccion durante 2 h. Transcurrido este tiempo, se detecté por CCD
(hexano/EtOAc, 10:1) el consumo total del compuesto de partida y apariciéon de un
producto de Rr = 0,48. Se diluy6 con CH2Cl; y se extrajo con agua. La fase organica
se secO y se concentré en rotavap, obteniéndose asi el ep6xido 200 que se purificd
mediante columna cromatografica que se eluyé con hexano/EtOAc, 40:1 (80 mg,
83%); [a]p2? = -40,1 (¢ = 1,1, CHCl3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): § = 4,74 (br s,
1H, H-1), 4,03 (dd, 1H, 3= 2,4, 4= 4,4 Hz, H-3), 4,01 (dd, 1H, /12~ 1,0, o3 = 2,4
Hz, H-2), 3,77 (dd, 1H, 54 = 4,4, /15 = 5,6 Hz, H-4), 3,35 (s, 3H, C/430), 3,07 (dddd,
1H, kb = 2,7, f56a = 3,9, Jas = 5,7 Hz, H-5), 2,81 (dd, 1H, /62 = 3,9, Jeaeb = 5,2 Hz,
H-6a), 2,73 (dd, 1H, ke = 2,7, Jeasb = 5,2 Hz, H-6b), 0,89 (x 2) (Zs, 18H,
(CH5)3CSiMey), 0,11, 0,10 (x 2), 0,09 (4s, 12H, (CH3)2SiBuf); RMN-13C (125,7 MHz,
CDClz): 6§ =110,1 (C-1), 84,7 (C-4), 83,4 (C-2), 81,2 (C-3), 55,0 (CH30), 52,0 (C-5),
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45,4 (C-6), 25,7 (x 2) [(CH3)3CSiMe2], 17,9 (x 2) [(CH3)3(SiMez], -4,4, -4,7, -4,8, -
4,9 [(CH3);SiBuf. Analisis calculado para Ci9H400sSiz: C, 56,39; H, 9,96.
Encontrado: C, 56,69; H, 10,26.

De la misma forma, se sintetiz6 200 también a partir del 199 (270 mg, 0,44 mmol)
en CHzCl; (10 mL) solucién 2M de NaOMe/MeOH (2,5 mL) a 0 °C. Se agit6 la
reaccion durante 1 h. Se detect6 por CCD (hexano/EtOAc, 10:1) el producto de Rf =

0,48 (200) descripto anteriormente.

Metil 5,6-epitio-2,3-di- O- ter-butildimetilsilil--D-galactofuranésido (201).

OMe OMe
o o
OTBS (NH,CS OTBS
—_—
ots  MeOH, Tamb OTBS
o s
200 201 (83%)

A una solucién del compuesto 200 (85 mg, 0,21 mmol) en MeOH anhidro (3 mL).
se agreg6 tiourea (42 mg, 0,55 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 48 h. Se evaporo el solvente y el residuo se tomé con CH;Clz/agua. Se secéd
la fase organica con MgSO4, se filtr6 y concentr6. Se observé por CCD
(hexano/EtOAc, 10:1) un nuevo compuesto de R = 0,68, el cual se purifico
mediante columna cromatografica que se eluyé con hexano/EtOAc, 70:1, para dar
201 (73 mg, 83%); [a]p2® = -41,2 (¢ = 0,8, CHCI3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): § =
4,69 (d, 1H, /2= 1,8 Hz, H-1), 4,00 (dd, 1H, /2= 1,8, /3 = 4,1 Hz, H-2), 3,90 (dd,
1H, 3= 4,1, 4= 6,8 Hz, H-3), 3,55 (t, 1H, s4 = /a5 = 7,0 Hz, H-4), 3,34 (s, 3H,
CH50), 3,04 (ddd, 1H, kseb = 5,4, f56a = 6,5, Jas = 7,0 Hz, H-5), 2,49 (dd, 1H, feasb =
1,1, fs6a = 6,5 Hz, H-6a), 2,37 (dd, 1H, /aeb = 1,1, /56b = 5,4 Hz, H-6b), 0,90, 0,89
(2s, 18H, (CH3)3CSiMe»), 0,11, 0,10, 0,09, 0,08 (4s, 12H, (CHs)2SiBuf); RMN-13C
(125,7 MHz, CDCl3): § = 109,2 (C-1), 85,6 (C-4), 84,4 (C-2), 82,9 (C-3), 55,1
(¢H30), 353 (C-5), 25,8, 25,7 [(CH3)3CSiMe2], 21,8 (C-6), 17,9, 17,8
[(CH3)3(SiMe;], -4,1, -4,6 (x 2), -4,9 [(CH3);SiBuf. Andlisis calculado para
C19H4004SSi2: C, 54,24; H, 9,58. Encontrado: C, 54,60; H, 9,65. HRMS m/z [M+Na]+
calculado para C19H4004SSiz+Na: 443,2084; Encontrado: 443,2083

232



Capitulo 8.

Experimental.

Metil 2,3-di- O ter-butildimetilsilil-6-$(2,3,4,6-tetra- G-acetil-3-D-galactopiranosil)-
5,6-ditio-B-D-galactofurandsido (202), bis [metil 2,3-di-C-ter-butildimetilsilil-6-$
(2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosil)-5,6-ditio-3-D-galactofuranosil] disulfuro
(203), 1-5-[2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-tio-f-D-galactopiranosil]-5-$-[metil 2,3-di-O-ter-
butildimetilsilil-6- $-(2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosil)-5,6-ditio-3-D-
galactofuranosil] disulfuro (204).

OMe
o
AcO OAc OTBS
o)
AcO SH
OTBS
OAc AcO _OAc SH
8 o
AcO S
OAC 202
NaH, THF
+ OMe
OMe OTBS
AcO _OAc O
Q sn \'T5S 18 6, DTT oTBS
-Crown-o,
AcO SNa AcO _OAc S -
OAc OTBS THF Q g
AcO
s
OAc
2
203
188 201
.
OMe
o
OTBS
Ao OA OTBS
¢ ¢ S—SAcO—  AcO OAc
o)
AcO S o,
OAc

OAc
204

La 2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-tio-galactopiranosal? (142 mg, 0,39 mmol) y NaH (16
mg, 0,67 mmol) se disolvieron en THF anhidro (20 mL) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 30 min. Transcurrido este tiempo se evapor6 el
solvente y la sal resultante se agregé a una solucion enfriada a 0 °C del tiirano 201
(82 mg, 0,19 mmol) y DTT (32 mg, 0,21 mmol) en THF anhidro (4 mL). A los 10
min se agregd 18-crown-6 (20 mg, 0,08 mmol) y se continud la agitacién. A los 30

min se agreg6 nuevamente 18-crown-6 (20 mg, 0,08 mmol) y se dej6 reaccionar 30
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min mas. Por CCD (tolueno/EtOAc, 2:1) se observé la formacién de tres
compuestos de Rf = 0,72, 0,54 y 0,44, correspondientes al tiodisacarido 202 y los
disulfuros 203 y 204. La mezcla se separé mediante una columna cromatografica
que se eluy6 con tolueno/EtOAc, 7:1-EtOAc. El compuesto mayoritario resultd ser
el tiodisacarido 202 (146 mg, 98%); [a]p%° = -37,8 (¢= 0,9, CHCl3); RMN-1H (500
MHz, CDCl3): § = 5,43 (dd, 1H, /o5 = 0,9, /4 = 3,3 Hz, H-4"), 5,24 (t, 1H, r2 = /3
= 10,0 Hz, H-2"), 5,02 (dd, 1H, /4 = 3,3, /223 = 10,0 Hz, H-3"), 4,66 (d, 1H, /12 = 2,0
Hz, H-1),4,55(d, 1H, /i>» = 10,0 Hz, H-1"), 4,21 (dd, 1H, /3 = 3,9, 34 = 7,4 Hz, H-3),
4,18 (dd, 1H, /a5 = 1,8, 4 = 7,4 Hz, H-4), 4,15 (dd, 1H, f5¢a= 6,7, Jeasb = 11,3 Hz,
H-6’a), 4,13 (dd, 1H, /s6b = 6,7, Joae» = 11,3 Hz, H-6'), 4,01 (dd, 1H, /2= 2,0, /23
= 3,9 Hz, H-2), 3,92 (ddd, 1H, Jy5 = 0,9, f6a = S6b = 6,7 Hz, H-5"), 3,32 (s, 3H,
CH50), 3,14 (dd, 1H, k6= 5,5, feasb = 12,5 Hz, H-6a), 3,04 (m, 1H, /45 = 1,8, fea =
5,5, 560 = 8,3, Jsus = 9,4 Hz, H-5), 3,00 (dd, 1H, /560 = 8,3, Jeaepb = 12,5 Hz, H-6b),
2,16, 2,07, 2,06, 1,98 (4s, 12H, CH3CO), 1,92 (d, 1H, /us = 9,4 Hz, AS), 0,90, 0,89
(2s, 18H, (CHs3)3CSiMe2), 0,11, 0,10, 0,09, 0,08 (4s, 12H, (CH3)2SiBuf); RMN-13C
(125,7 MHz, CDCl3): § = 170,2 (x 2), 170,0, 169,5 (Me (D), 109,0 (C-1), 84,3 (C-2),
83,7 (C-1"), 81,2 (C-4), 80,2 (C-3), 74,4 (C-5"), 71,8 (C-3"), 67,2 (C-2"), 67,1 (C-4),
61,2 (C-6"), 55,0 (CH30), 41,7 (C-5), 36,7 (C-6), 25,8, 25,7 [(CH3)3CSiMez], 21,4,
20,7, 20,6, 20,5 (CH3CO), 17,8 (x 2) [(CH3)3(SiMe:], -4,1, -4,3, -4,6, -4,9
[(CH3)2SiBu{]. Analisis calculado para C33He0013S2Siz2: C, 50,48; H, 7,70. Encontrado:
C, 50,80; H, 7,46. HRMS m/z [M+Na]* calculado para C33He0013S2Si>+Na:
807,29061; Encontrado: 807,29166.

De fracciones posteriores se aislaron 203 y 204. 203: [a]p?? = +12,3 (¢= 1, CHCl3);
RMN-1H (500 MHz, CDCl3): 6 = 5,45 (dd, 1H, J»5 = 1,0, /34 = 3,4 Hz, H-4"), 5,20 (t,
1H, /v2» = f3 = 10,0 Hz, H-2"), 5,07 (dd, 1H, /34 = 3,4, /3 = 10,0 Hz, H-3’), 4,65
(d, 1H, 42 = 1,6 Hz, H-1), 4,58(d, 1H, /i>» = 10,0 Hz, H-1"), 4,30 (dd, 1H, /45 = 2,3,
34 =6,7Hz, H-4), 4,17 (m, 2H, H-6’a, H-6'b), 4,16 (dd, 1H, /23 = 3,5, 34= 6,8 Hz, H-
3), 3,99 (m, 1H, H-5"), 3,98 (dd, 1H, A2 = 1,6, /3= 3,5 Hz, H-2), 3,32 (s, 3H, C/&50),
3,16 (m, 3H, H-5, H-6a, H-6b), 2,16, 2,07, 2,04, 1,98 (4s, 12H, CA3C0), 0,90, 0,89
(2s, 18H, (CH5)3CSiMez), 0,12 (x 2), 0,09, 0,08 (4s, 12H, (CH3)2SiBuf); RMN-13C
(125,7 MHz, CDCl3): 6 = 170,3, 170,2, 170,0, 169,5 (Me (D), 109,0 (C-1), 84,5 (C-
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1), 84,1 (C-2), 82,1 (C-4), 80,0 (C-3), 74,3 (C-5"), 71,8 (C-3"), 67,6 (C-2"), 67,1 (C-
4", 61,0 (C-6"), 55,1 (CH30), 54,0 (C-5), 32,6 (C-6), 25,8 (x 2)[(CH3)3CSiMez], 20,8,
20,7 (x 2), 20,6 (CH3CO), 17,9, 17,8 [(CH3)3(SiMe:], -4,0, -4,2, -4,5, -4,9
[(CH3)2SiBuf. Analisis calculado para CesH118026S4Sis: C, 50,55; H, 7,58.
Encontrado: C, 50,52; H, 7,57. HRMS m/z [M+Na]* calculado para
Ce6H118026S4Sis+Na: 1589,57634; Encontrado: 1589,57115. 204: [a]p2? = -0,59 (¢
= 1, acetona); RMN-1H (500 MHz, (CD3)2C0): 6 = 5,47, 5,45 (2dd, 2H, H-4’, H-4"),
5,28-5,16 (m, 4H, H-2’, H-2”, H-3’, H-3"), 4,91 (d, 1H, A"2» = 9,9 Hz, H-1"), 4,87 (d,
1H, fr2 = 9,7 Hz, H-1"), 4,72 (d, 1H, /2 = 1,2 Hz, H-1), 4,43 (d, 2H, H-6'a, H-6’b),
4,42 (dd, 1H, s ~ 3,0, 54 = 6,8 Hz, H-4), 4,36 (ddd, 1H, J»5» = 1,2, /57 6"a ~ 576"~ 6,6
Hz, H-5"), 4,28 (dd, 1H, /3 = 3,0, 54 = 6,8 Hz, H-3), 4,25-4,16 (m, 3H, H-5’, H-6"3a,
H-6"b), 4,07 (dd, 1H, 42 = 1,2, /3= 3,0 Hz, H-2), 3,54 (dd, 1H, H-6a), 3,36 (s, 3H,
CH50), 3,35 (m, 1H, H-5), 3,18 (dd, 1H, kb= 8,7, Jeasb = 13,4 Hz, H-6b), 2,17, 2,16,
2,07 (x 2), 2,05 2,03, 1,94 (x 2) (8s, 24H, CH3CO), 0,96, 095 (2s, 18H,
(CHs)3CSiMey), 0,22, 0,20, 0,16, 0,15 (4s, 12H, (CHs)2SiBu?); RMN-13C (125,7 MHz,
(CD3)2€0): 6 =170,8 (x 2),170,6,170,5,170,1 (x 2), 170,0, 169,8 (Me CO), 109,7
(C-1),91,4 (C-17), 85,5 (C-2), 84,6 (C-1"), 83,2 (C-4), 81,6 (C-3), 75,6 (C-5"), 75,1
(C-5"),72,5,72,4 (C-3’, 3”), 68,4, 68,3, 68,2 (x 2) (C-2’, 2", 4,4"), 62,2, 62,0, (C-6/,
6"), 55,5, 55,2 (C-5, CH30), 33,4 (C-6), 26,3 (x 3) [(CH3)3CSiMez], 20,8 (x 3), 20,7
(x 2), 20,6, 20,5 (x 2) (CH3CO), 18,5 (x 2) [(CH3)3(SiMez], -3,7, -3,8, -4,2, -4,6
[(CH3)2SiBuf]. Analisis calculado para C47H78022S3Si2.5H20: C, 45,61; H, 7,17.
Encontrado: C, 45,42; H, 6,49. HRMS m/z [M+Na]* calculado para
Ca7H78022S3Si2+Na: 1169,35776; Encontrado: 1169,35383.

Metil 5-$acetil-2,3-di- O ter-butildimetilsilil-6- 5 (2,3,4,6-tetra- O-acetil-3-D-
galactopiranosil)-5,6-ditio-3-D-galactofurandsido (205).

OMe OMe
O. O.

OTBS OTBS

OTBS Ac0 OTBS
AcO OAc AcO OAC

SH SAc
AcO S ACO s

OAc OAc
202 205
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Se disolvio el tiodisacarido 202 (15 mg, 0,02 mmol) en piridina (0,5 mL) y se
agregd Acz0 (0,5 mL). Se agité a temperatura ambiente durante 12 h. Una vez
obtenido el compuesto acetilado 205 (Rf = 0,81, tolueno/EtOAc, 2:1) se concentro
el solvente en rotavap, co-evaporando con tolueno y la estructura del producto
crudo se confirmé mediante espectroscopia; RMN-1H (500 MHz, CDCl3): § = 5,47
(dd, 1H, Jy5 = 0,7, 54 = 3,3 Hz, H-4"), 5,25 (t, 1H, /12 = 3= 10,0 Hz, H-2"), 5,07
(dd, 1H, /4 = 3,3, 23 = 10,0 Hz, H-3"), 4,84 (d, 1H, /i2 = 10,0 Hz, H-1"), 4,59 (d,
1H, iz = 1,9 Hz, H-1), 4,27 (dd, 1H, Ji5 = 1,4, s+ = 7,8 Hz, H-4), 4,12 (m, 3H, H5’,
H-6’a, H6'b), 3,98 (dd, 1H, 1,2 = 1,9, 3= 4,4 Hz, H-2), 3,94 (dd, 1H, L3 =44, k4=
7,8 Hz, H-3), 3,77 (dddd, 1H, /is = 1,4, /s.6a = 3,6, /5.6b = 11,1 Hz, H-5), 3,32 (s, 3H,
CH30), 3,08 (dd, 1H, k6a= 3,6, Jeasb = 14,1 Hz, H-6a), 2,90 (dd, 1H, /s56b = 11,1, Jea6p
= 14,1 Hz, H-6b), 2,37 (s, 3H, SCOCH3), 2,15, 2,05, 2,02, 1,98 (4s, 12H, CHCO),
0,90, 0,88 (2s, 18H, (CH3)3CSiMez), 0,07, 0,06, 0,05, 0,01 (4s, 12H, (CHs)2SiBu?);
RMN-13C (125,7 MHz, CDClz): 6 = 1949 (SCOMe), 170,3 (x 2), 170,0, 169,7
(Me D), 108,9 (C-1), 84,5 (C-2), 82,1(C-1"), 80,4 (C-3), 79,3 (C-4), 74,4 (C-5"), 72,0
(C-3"), 67,5 (C-2), 67,3 (C-4"), 61,1 (C-6"), 55,2 (CH30), 45,1 (C-5), 32,6 (C-6), 30,9
(SCOCH3), 25,8 (x 2) [(CH3)3CSiMez], 20,8, 20,7 (x 2), 20,6 (CH3CO), 17,9, 17,8
[(CH3)3(SiMez], -4,2, -4,5, -4,8, -5,0 [(CH3)2SiBu.

Metil 2,3-di- O ter-butildimetilsilil-6- O-tosil-B-D-galactofuranésido (206).

OMe OMe
o o
OTBS TeC OTBS
B —————————
OTBS CsHsN, T amb. OTBS
OH OH
OH OTs
184 206 (99%)

Se tosilé selectivamente el hidroxilo primario del compuesto 184. Para ello se
preparo una solucién de 184 (250 mg, 0,59 mmol) en piridina anhidra (6 mL) y se
agregd un exceso de cloruro de tosilo (226 mg, 1,18 mmol). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 3 dias. La solucién tomé coloracién amarillen y ta.

Para detener la reacciéon se agreg6 MeOH (10 mL) y se evaporoé el solvente. Se
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redisolvio el jarabe obtenido en CH:Cl; y se realizaron lavados con agua. La fase
organica se sec6 (MgSO0,), filtr6 y concentrd, co-evaporando con tolueno para
eliminar restos de piridina. La CCD (hexano/EtOAc, 4:1) mostré un compuesto
principal de Rf = 0,47. Se obtuvo asi el compuesto 206 (337 mg, 99%)
suficientemente puro para la reaccion siguiente; [a]p2? = -25,5 (¢ = 0,9, CHCl3);
RMN-1H (500 MHz, CDCls): 6 = 7,81, 7,34 (2d, 4H, /~ 8,2 Hz, H-aromaticos), 4,67
(brs, 1H, H-1), 4,08 (d, 2H, k62 = /560 = 6,4 Hz, H-6a, H-6b), 4,05 (dddd, 1H, /3 =
2,6, 54=5,1Hz, H-3),3,96 (dd, 1H, iz = 1,1, /o3 = 2,6 Hz, H-2), 3,94 (dd, 1H, /5=
1,6, 54 = 5,1 Hz, H-4), 3,89 (dddd, 1H, /45 = 1,6, f5.6a = J5,6b = 6,4, Jsno = 7,3 Hz, H-
5), 3,29 (s, 3H, CH30), 2,64 (d, 1H, /suo = 7,3 Hz, HO), 2,44 (s, 3H, CH5Ph), 0,87 (x
2) (2s, 18H, (CHs)3CSiMez), 0,09, 0,07 (x 2), 0,05 (4s, 12H, (CH3)2SiBu?); RMN-13C
(125,7 MHz, CDCl3): 6 = 144,8, 132,9, 129,8, 128,0 (C-aromaticos), 109,5 (C-1),
83,4 (C-4), 82,7 (C-2), 79,0 (C-3), 70,7 (C-6), 67,8 (C-5), 54,9 (CH30), 25,7 (x 2)
[(CH3)3CSiMe2], 21,6 (CH3Ph), 17,8 (x 2) [(CH3)3(SiMe;], -4,4, -4,7, -4,8, -5,0
[(CH3)2SiBuf]. Andlisis calculado para C26H4g0sSSiz2: C, 54,13; H, 8,39. Encontrado:
C, 54,03; H, 8,43.

Metil 5,6-anhidro-2,3-di- O ter-butildimetilsilil-p-D-galactofurandsido (207).

OMe OMe
0. 0.
' TBS NaOMea/MeOH ' TBS
—_—
OTBS CHyClp, 0°C OTBS
OH o)
OTs
206 207

Se procedi6 segun la metodologia descripta para sintetizar el compuesto 200. Se
disolvi6 el compuesto 206 crudo (337 mg, 0,58 mmol) en CH2Cl; (14 mL) y se
agreg6 a la solucién, previamente enfriada a 0 °C, una solucién 2M de
NaOMe/MeOH (3 mL). Se agit6 la reaccién durante 1 h; cuando se detecté por CCD
(tolueno) el consumo total del compuesto de partida y apariciéon de un producto de
Rt = 0,40. La mezcla de reaccién se diluy6 con CH2Cl; y se extrajo con agua. La fase
organica se sec6 (MgS04) y se concentrd para dar el epéxido 207 como un jarabe
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amarillo, que se empled crudo para el siguiente paso de sintesis; RMN-1H (500
MHz, CDClz): 6 = 4,68 (d, 1H, /i, = 2,0 Hz, H-1), 4,01 (dd, 1H, /i2 = 2,0, /3 = 4,4 Hz,
H-2), 3,98 (dd, 1H, /3= 4,4, 4= 7,3 Hz, H-3), 3,62 (dd, 1H, J45= 6,0, 54 = 7,3, Hz,
H-4), 3,36 (s, 3H, CA50), 3,09 (dddd, 1H, ke = 2,7, 562 = 4,3, Jas = 6,0 Hz, H-5),
2,83 (dd, 1H, js5,6a = 4,3, Jeasb = 5,2 Hz, H-6a), 2,75 (dd, 1H, k6b = 2,7, Jeasb = 5,2 Hz,
H-6b), 0,90, 0,88 (2s, 18H, (CHs)3CSiMe2), 0,10, 0,09, 0,08, 0,07 (4s, 12H,
(CHs)2SiBuf); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 109,4 (C-1), 84,3 (C-2), 82,4 (C-4),
80,1 (C-3), 55,3 (CH30), 51,7 (C-5), 44,2 (C-6), 25,8, 25,6 [(CH3)3CSiMez], 17,9 (x
2) [(CH3)3(SiMez], -4,2, -4,6, -4,9 (x 2) [(CH3)2SiBuf].

Metil 5,6-epitio-2,3-di- O- ter-butildimetilsilil-a-L-altrofurandsido (208).

OMe OMe
(o) 0.
OTBS (NH,),CS OTBS
—_—
OTBS MeOH, T amb OTBS
o s
207 208 (47% apartir dd.84)

Se disolvid el compuesto 207 crudo (221 mg, 0,55mmol) en MeOH anhidro (8 mL)
y se agregd tiourea (110 mg, 1,45 mmol). La mezcla se agitd6 a temperatura
ambiente durante 24 h. Se evapord el solvente y se realizé una particiéon entre
CH2Cl2/agua. Se secé la fase organica (MgS04), se filtr6 y concentr6. El jarabe
amarillo obtenido mostr6 por CCD (tolueno) un R¢ = 0,57. El producto se purifico
mediante columna cromatografica eluyendo con hexano/EtOAc, 50:1, para dar 208
(116 mg, 47% en tres pasos a partir del 184); [o]p?°=-17,3 (¢= 0,7, CHCI3); RMN-
1H (500 MHz, CDCI3): 6 = 4,78 (br s, 1H, H-1), 4,04 (dd, 1H, /3= 2,1, 4= 3,7 Hz,
H-3), 3,99 (dd, 1H, h2.= 0,8, /23 = 2,1 Hz, H-2), 3,51 (dd, 1H, 34 = 3,7, Ju5s = 8,2 Hz,
H-4), 3,34 (s, 3H, CA0), 3,04 (dddd, 1H, fkeb = 5,3, fs6a = 6,1, /a5 = 8,2 Hz, H-5),
2,53 (dd, 1H, feaeb = 1,2, J56a= 6,1 Hz, H-64a), 2,30 (dd, 1H, feasb = 1,2, f5.6b = 5,3 Hz,
H-6b), 0,90, 0,89 (2s, 18H, (CHs)3CSiMez), 0,11 (x 2), 0,10 (x 2) (4s, 12H,
(CHs)2SiBuf); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 110,4 (C-1), 89,9 (C-4), 83,2 (C-2),
82,6 (C-3), 54,9 (CH30), 34,5 (C-5), 25,8, 25,7 [(CH3)3CSiMez], 23,5 (C-6), 17,9 (x
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2) [(CH3)3(SiMez], -4,3, -4,5, -4,6, -4,8 [(CH3)2SiBuf. Analisis calculado para
C19H4004SSi2: C, 54,24; H, 9,58. Encontrado: C, 54,07; H, 9,81. HRMS m/z [M+Na]+
calculado para C19H4004SSiz+Na: 443,2084; Encontrado: 443,2083

Metil 2,3-di- O ter-butildimetilsilil-6-$-(2,3,4,6-tetra- O-acetil-B-D-galactopiranosil)-
5,6-ditio-a-L-altrofurandésido (209), 1-5[2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-tio-B-D-
galactopiranosil]-5-$-[metil 2,3-di- O ter-butildimetilsilil-6- 5-(2,3,4,6-tetra- G-acetil-
B-D-galactopiranosil)-5,6-ditio-a-L-altrofuranosil]-disulfuro (210).

AcO _OAc
Q
AcO. SH
OAc
8 OMe
O.
OTBS
NaH, THF
OTBS
AcO OAc Hs
oM 2 S
e AcO.
AcO _OAc o ¢
o -+ OTBS OAc
AcO SNa 18-crown-6, DTT 209
E—— OMe
OAc OTBS THF + O
OTBS

AcO OAc
OTBS
Q _
188 208 AcO sTS
oAc S_AcO Aco §AC
O,
210

OAc

Se procedi6 en forma andloga a la apertura del tiirano 201 descripta
anteriormente, excepto que el tiempo que llevo la reaccion de acoplamiento fue 2,5
h y solo se obtuvieron dos productos, el tiodisacarido (209) y el disulfuro (210)
con valores de R = 0,67 y 0,32 respectivamente (tolueno).

209: (157 mg, 87%); [a]p2? = -29,5 (¢ = 0,9, CHCl3); RMN-1H (500 MHz, CDCI3): §
= 5,43 (dd, 1H, o5 = 0,9, /34 = 3,4 Hz, H-4"), 5,23 (t, 1H, /i2 = /3 = 10,0 Hz, H-
2"), 5,04 (dd, 1H, i+ = 3,4, /3 = 10,0 Hz, H-3"), 4,74 (s, 1H, H-1), 4,59 (d, 1H, />
= 10,0 Hz, H-1"), 4,14 (d, 2H, H-6a, H-6b), 4,12 (dd, 1H, 3 = 1,2, 4= 3,4 Hz, H-3),
3,96 (dd, 1H, /4 = 3,4 Hz, H-4), 3,98-3,92 (2H, H-2, H-5"), 3,32 (s, 3H, CA30), 3,24
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(dd, 1H, f56a = 4,0, Jea6b = 13,4 Hz, H-6a), 3,19 (dddd, 1H, /a5~ .62 = 4,0, f56b= 7,5
Hz, H-5), 2,97 (dd, 1H, feb = 7,5, Jeasb = 13,4 Hz, H-6b), 2,16, 2,08, 2,04, 1,99 (4s,
12H, CH5CO0), 0,89, 0,88 (2s, 18H, (CH5)3CSiMez), 0,12 (x 2) 0,10, 0,09 (4s, 12H,
(CH5)2SiBuf); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 170,3, 170,2, 170,0, 169,5 (Me CO),
110,2 (C-1), 89,0, 82,4 (C-2, 4), 85,0 (C-1"), 80,7 (C-3), 74,4 (C-5"), 71,9 (C-3"), 67,6
(C-2"), 67,1 (C-4), 61,2 (C-6"), 54,7(CH30), 43,0 (C-5), 36,6 (C-6), 25,7 (x 2)
[(CH3)3CSiMez], 20,8, 20,6 (x 3) (CH3CO0), 17,8 (x 2) [(CH3)3(SiMe2], -4,3, -4,4, 4,7, -
4,8 [((CH3)2SiBuf. Analisis calculado para C33He0013S2Si2: C, 50,48; H, 7,70.
Encontrado: C, 50,81; H, 7,81. HRMS m/z [M+Na]* calculado para
C33H60013S2Si2+Na: 807,29061; Encontrado: 807,29166.

210: [a]p2° = -41,5 (c= 1, acetona); RMN-1H (500 MHz, (CD3)2C0): 6 = 5,47, 5,46
(2dd, 2H, H-4’, H-4"), 5,23-5,16 (m, 4H, H-2’, H-2”, H-3’, H-3"), 5,06 (d, 1H, ji» =
9,9 Hz, H-1"), 4,90 (d, 1H, /i"2» = 9,9 Hz, H-1"), 4,78 (br s, 1H, H-1), 4,25 (m, 1H, H-
5", 4,23 (dd, 1H, k3 = 2,2, 4= 5,0 Hz, H-3), 4,21 (t, 1H, 54 ~ Ja5~ 5,2 Hz, H-4),
4,16-4,01 (m, 6H, H-2, H-5’, H-6’a, H-6’b, H-6"a, H-6"b), 3,41 (m, 1H, /45~ 562 ~ 5,6
Hz, H-5), 3,34 (s, 3H, CA30), 3,22 (dd, 1H, ke = 5,6, feasb = 13,6 Hz, H-6a), 3,14
(dd, 1H, Jfsasb = 13,6 Hz, H-6b), 2,15(x 2), 2,08, 2,05, 2,01, 2,00, 1,93 (8s, 24H,
CH:CO), 0,93, 0,92 (2s, 18H, (CH3)3CSiMez), 0,19 0,18, 0,15, 0,14 (4s, 12H,
(CH3)2SiBuf); RMN-13C (125,7 MHz, (CD3)2C0): § = 170,7 (x 2), 170,5 (x 2), 170,2
(x 2),170,0 (x 2) (Me(D), 110,4 (C-1), 86,8 (C-4), 85,3 (C-1"), 84,8 (C-2), 82,7 (C-
1), 81,7 (C-3), 75,2, 75,1 (C-5',5"), 72,5 (x 3), 68,4 (x 2), 68,1 (C-2’, 2", 3’, 3", 4,
4"), 62,2 (x 2) (C-6, 6”), 55,1 (CH30), 48,9 (C-5), 32,8 (C-6), 26,3 (x 2), 26,2
[(CH3)3CSiMez], 20,9, 20,8, 20,7 (x 2), 20,6 (x 2), 20,5 (x 2) (CH3CO), 18,6, 18,4
[(CH3)3(SiMe2], -3,7, -39, -4,3, -4,5 [(CH3)2SiBuf. Andlisis calculado para
Ca7H78022S3Si2.6H20: C, 44,96; H, 7,22. Encontrado: C, 45,42; H, 6,49.
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Bis [metil 6-5-(B-D-galactopiranosil)-5,6-ditio-f-D-galactofuranosil] disulfuro (211).

OMe OMe
) o}
OTBS OH
AcO _OA OTBS HO OH
C C H 1
SH 1) FTBA © S
(0] S (o) s
AcO 2) MeOH:EgN:H,0 ~ HO
2
OAc 3:1:3 OH
202 - 211 (67%)

A una solucién del tiodisacarido 202 (181 mg, 0,23 mmol) en THF (6,5 mL)
enfriada a 0 °C, se le agregé FTBA 1M en THF (160 pL, 0,55 mmol), para hidrolizar
los ésteres de sililo. La mezcla se agité durante 10 min a 0 °C y luego a temperatura
ambiente durante 18 h. La CCD (tolueno/EtOAc, 2:1) mostr6 un compuesto de Rf =
0. Se concentrd la solucién y se redisolvié el residuo en CHzCl». La fase organica se
lavé con agua, se secé (MgS04) y se evapord el solvente. Se obtuvo un jarabe
marrén (R = 0,59, n-BuOH/EtOH/H20, 2,5:1:1) que se redisolvié en solucién de
MeOH:Et3N:H20 3:1:3 (25 mL). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante
6 h, luego se concentré co-evaporando con tolueno y metanol. Se obtuvo un jarabe
naranja que se purific6 mediante una columna rellena con resina de intercambio
ionico (Dowex MR-3C mixed bed), que se eluy6 con solucién metanol:agua 1:1 (15
mL). El eluato se concentrd y se repurificé con una mini columna octadecil C18 con
MeOH:agua 1:1 (10 mL). Se obtuvo asi el disulfuro 211 (60 mg, 67%); [a]p?® =
-176,8 (c= 1, MeOH); RMN-1H (500 MHz, CD30D): 6 = 4,72 (d, 1H, /i, = 2,1 Hz, H-
1), 4,45 (d, 1H, /2 = 9,6 Hz, H-1"), 4,40 (dd, 1H, /45 = 3,1, 4 = 7,4 Hz, H-4), 4,22
(dd, 1H, /3 = 4,3, 4= 7,4 Hz, H-3), 3,97 (dd, 1H, /i, = 2,1, /3= 4,3 Hz, H-2), 3,91
(dd, 1H, Jys = 0,7, 54 = 3,4 Hz, H-4"), 3,80 (dd, 1H, f'6a = 6,7, Jeaes» = 11,5 Hz, H-
6'a), 3,70 (dd, 1H, f.6b = 5,1, Jeasp = 11,5 Hz, H-6'b), 3,62 (t, 1H, fr2 = 3 = 9,2
Hz, H-2"), 3,53 (dd, 1H, i+ = 3,4, /223 = 9,2 Hz, H-3’), 3,46 (dd, 1H, /562 = 5,3, Jeasb
= 13,6 Hz, H-6a), 3,40 (m, 1H, /562 = 5,3, fs6b = 9,3 Hz, H-5), 3,32 (s, 3H, C/:0),
3,04 (dd, 1H, /560 = 9,3, Jeaep = 13,8 Hz, H-6b), 1,92 (s, 1H, AS); RMN-13C (125,7
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MHz, CD30D): § = 110,0 (C-1), 87,5 (C-1’), 84,0 (C-2), 82,4 (C-4), 80,5, 71,2 (C-
5’,2"), 79,8 (C-3), 76,1 (C-3"), 70,6 (C-4"), 62,7 (C-6"), 55,7 (C-5), 55,4 (CH30), 33,5
(C-6). HRMS m/z [M+Na]* calculado para C2sHs6018S4+Na: 797,14592;
Encontrado: 797,14575.

Bis [metil 6-5(B-D-galactopiranosil)-5,6-ditio-a-L-altrofuranosil] disulfuro (212).

OMe
o
OTBS B o §Me
OH
OTBS 1) FTBA
AcO _OAc s ’
o 2) MeOH:E§N:H,0 OH
S __S
AcO 3:1:3 HO OH
OAC S OH
209 o)
2 OH
212(45%)

Se procedi6 segun la metodologia descripta anteriormente para obtener 211, a
partir del tiodisacarido 209 (148 mg, 0,19 mmol). Se obtuvo el disulfuro 212 (R¢r=
0,58, n-BuOH/EtOH/Hz0, 2,5:1:1) aunque con un rendimiento mas bajo (33 mg,
45%); [a]p?°=-97,8 (c= 1, MeOH); RMN-1H (500 MHz, CD30D): 6 = 4,7 (br s, 1H,
H-1), 4,47 (d, 1H, /> = 9,6 Hz, H-1"), 4,25 (t, 1H, /34 = Ju5 = 5,6 Hz, H-4), 4,18 (dd,
1H, 3= 2,7, 4= 5,6 Hz, H-3), 3,95 (dd, 1H, /2= 1,4, /3= 2,7 Hz, H-2), 3,90 (dd,
1H, /x5 = 0,8, /34 = 3,3 Hz, H-4"), 3,79 (dd, 1H, /562 = 6,9, Joae» = 11,5 Hz, H-6’a),
3,69 (dd, 1H, /¢ = 5,1, Jeasb = 11,5 Hz, H-6'b), 3,62-3,57 (m, 2H, H-5’, H-2"), 3,50
(dd, 1H, i+ = 3,3, 3 = 9,2 Hz, H-3"), 3,42 (m, 1H, H-5), 3,37 (s, 3H, CAH30),
3,33-3,36 (m, 1H, H-6a), 3,03 (dd, 1H, ke = 7,8, Jsaeb = 14,3 Hz, H-6b), 1,92 (s, 1H,
HS); RMN-13C (125,7 MHz, CD30D): 6 = 110,3 (C-1), 87,7 (C-1"), 85,8 (C-4), 83,3
(C-2),80,6,71,5 (C-5,2"), 80,1 (C-3), 76,2 (C-3"), 70,6 (C-4"), 62,7 (C-6"), 56,1 (C-5),
55,4 (CH30), 31,6 (C-6). HRMS m/z [M+Na]* calculado para Cz2sH16018S4+Na:
797,14592; Encontrado: 797,14431.

242



Capitulo 8.

Experimental.

Metil 2,3-di- O ter-butildimetilsilil-5-$-(2,3,56-tetra- -benzoil-f-D-galactofuranosil)-
6-5(2,3,46-tetra- O-acetil--D-galactopiranosil)-5,6-ditio-3-D-galactofuranésido
(213).

NH
OMe
o OMe o
0§ CCh 5TBS OTBS
OBz
" oTBS MS, TMSOTf o on OTBS
AcO _OAc SH CHJCl, -18°C ¢ ¢ S
OBz o o
OBz S
AcO. S AcO o
OBz OAC OAC -
192 202
OBz
OBz
OBz

213 (29%)
Se procedié a acoplar el tiodisacarido 202 con el tricloroacetimidato 192 segtn la
técnica descripta previamente para la obtencién de 195. A una soluciéon del
tricloroacetimidato 192 (195 mg, 0,26 mmol) en CH2Cl; anhidro (5 mL) se le
agreg6 el tiodisacarido 202 (82 mg, 0,10 mmol) y molecular sieves 4 A en polvo,
activado previamente 3 h. La suspension se agité a temperatura ambiente durante
1,5 h en atmosfera de argén. Luego se enfrio a —18 °C, se agregé TMSOTS (12 pL,
0,07 mmol) y se continud la agitacion 1,5 h cuando la CCD (hexano/EtOAc, 2:1)
mostrd un producto de Rf = 0,24. Se diluy6 la mezcla de reaccién con CHCly, se
filtré y se extrajo con solucion saturada de NaHCO3 y con agua. La fase organica se
sec6 (MgS04) y se evapord el solvente. El residuo se purific6 por columna
cromatografica eluyendo con mezclas de hexano/EtOAc, 5:1-2:1 (40 mg, 29%);
[a]p?® = -36,8 (¢ = 1, CHCl3); RMN-1H (500 MHz, CDCl3): § = 8,09-7,28 (H-
aromaticos), 6,10 (dddd, 1H, /62 = 3,6, Jar5» = 4,6, 576 = 7,3, Hz H-5"), 5,95 (br
s, 1H, H-1"), 5,73 (d, 1H, 3~4»= 4,7 Hz, H-3"), 5,58 (br s, 1H, H-2"), 5,39 (d, 1H, A+
= 3,4 Hz, H-4'), 5,22 (t, 1H, /i = j3 = 10,0 Hz, H-2), 5,07 (dd, 1H, /54 = 3,4, /23
= 10,0 Hz, H-3’), 4,86 (t, 1H, /4 = Jar5» = 4,6 Hz, H-4"), 4,82 (dd, 1H, 5762 = 3,6,
Jorae = 12,1 Hz, H-6"a), 4,73 (dd, 1H, /576v = 7,3, Jo"as"» = 12,1 Hz, H-6"b), 4,68 (d,
1H, s2 = 1,8 Hz, H-1), 4,63 (d, 1H, /2> = 10,0 Hz, H-1"), 4,36 (dd, 1H, Ja5 = 2,1, /4
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= 7,2 Hz, H-4), 4,22 (dd, 1H, /3 = 4,0, 54 = 7,2 Hz, H-3), 4,10(m, 2H, H-6’a, H6'b),
4,00 (dd, 1H, A2 = 1,8, 3= 4,0 Hz, H-2), 3,94 (t, 1H, H-5"), 3,33 (dd, 1H, 56.= 5,6,
Jeasb = 13,0 Hz, H-6a), 3,31 (s, 3H, CAs0), 3,27 (ddd, 1H, /45= 1,9, 56a= 5,6, f5.6b =
8,3 Hz, H-5), 3,19 (dd, 1H, /56, = 8,3, Jeasb = 13,0 Hz, H-6b), 2,09, 1,99, 1,96, 1,92
(4s, 12H, CH5CO), 0,85, 0,84 (2s, 18H, (CH3)3CSiMey), 0,09, 0,07 (x 2), 0,06 (4s,
12H, (CHz3)2SiBuf); RMN-13C (125,7 MHz, CDCl3): 6 = 170,2 (x 2), 169,9, 169,5
(Me (D), 166,0, 165,6, 165,4, 165,2 (PhCD), 133,5-128,3 (C-aromaticos), 108,9 (C-
1), 88,2 (C-1"), 84,4 (C-2), 83,3 (C-1"), 83,1 (C-2"), 82,4 (C-4), 81,9 (C-4"), 80,1 (C-
3),77,7 (C-3"), 74,2 (C-5"), 71,8 (C-3"), 70,4 (C-5"), 67,5 (C-2"), 67,1 (C-4"), 63,7 (C-
6", 61,0 (C-6"), 55,1 (CH30), 46,3 (C-5), 33,1 (C-6), 25,8, 25,7 [(CH3)3CSiMez], 20,6
(x 3), 20,5 (CH3CO), 17,8, 17,7 [(CH3)3(SiMez], 4,2, -4,3, -4,5, -4,9 [(CH3)2SiBuf.
Analisis calculado para Ce7Hgs022S2Si2: C, 59,01; H, 6,36. Encontrado: C, 58,63; H,
596. HRMS m/z [M+Na]* calculado para Ce7Hgs022S2Si2+Na: 1385,44829;
Encontrado: 1385,44979.

8.7 Ensayos de inhibicién de la B-D-galactofuranosidasa

Para evaluar la actividad enzimatica de la exo [-D-galactofuranosidasa aislada a
partir Penicillium fellutanum, se utiliz6 el 4-nitrofenil-f3-D-galactofuranésico como
sustrato y la D-galactono-1,4-lactona como inhibidor de referencia (ICso 0,02
mM).13 La reaccién enzimatica se llevéd a cabo en presencia de los posibles
inhibidores (114, 115, 116, 158, 159, 160, 161 y 162) en concentraciones
comprendidas entre 0,2 y 10 mM, a pH 4,0 (buffer acetato).

La reaccién enzimatica comenzaba con el agregado de la enzima y luego de 1,5 h a
37 °C, se agreg6 buffer carbonato (pH 9) para detener la reaccion. Se determiné la
cantidad de 4-nitrofenol liberado a partir del 4-nitrofenil -D-galactofurandsido,

espectrofotométricamente (410 nm).
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BzCl cloruro de benzoilo

CCD cromatografia en capa delgada
DMF dimetilformamida

DMSO dimetilsulfoxido

DTE ditioeritritol

DTT ditiotreitol

EtOAc acetato de etilo

FTBA fluoruro de tetra n-butilamonio
J constante de acoplamiento escalar
n-BuOH n-butanol

pf punto de fusion

PivCl cloruro de pivaloilo

ppm partes por millon

R relacion de frente

RMN resonancia magnética nuclear
TBSCI cloruro de ter-butildimetilsililo
TFA acido trifluoro acético

Tf,0 anhidrido triflico

THF tetrahidrofurano

TMSBr bromuro de trimetilsililo
TMSOTf triflato de trimetilsililo

TsCl cloruro de tosilo
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Resumen.

Por tratarse de los componentes mayoritarios de la biomasa renovable, por sus
propiedades bioquimicas destacables y por su utilidad sintesis de variadas
moléculas, los hidratos de carbono han despertado un inusitado interés en la
comunidad cientifica. Es conocido que cambios estructurales relativamente
menores en un azucar resultan en alteraciones importantes en su comportamiento
quimico y propiedades bioldgicas. Asi, en el area de la glicobiologia, se han
desarrollado analogos de oligosacaridos en los cuales el oxigeno interglicosidico se
ha sustituido por azufre u otros heteroatomos. Los glicomiméticos resultantes son
usualmente resistentes a los procesos metabolicos y suelen ser reconocidos por
enzimas, con las cuales interactiian e inhiben su actividad bioldgica. En particular,
numerosos tiooligosacaridos han sido descriptos como potentes inhibidores de
glicosidasas. Por estos motivos la sintesis de tiooligosacaridos ha atraido
considerable atencién. Dada la importancia de los tiooligosacaridos como
inhibidores enzimaticos y que practicamente no se encuentran ejemplos de
tiodisacaridos y tiooligosacaridos de azucares furandsicos se plante6 como
objetivo general de esta tesis el disefio y sintesis de tiodisacaridos constituidos por
al menos una unidad furanésica (pentofuranosa o hexofuranosa) para ser

evaluados como posibles inhibidores enzimaticos.

El interés en tiomiméticos de azlcares en configuraciéon furandsica reside en que
las furanosas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y que
presentan variadas propiedades bioquimicas. Por ejemplo, la arabinofuranosa se
encuentra en bacterias del suelo, hongos y plantas y tanto la arabinosa como la
galactosa son constituyentes, en configuracion furanoésica, de polisacaridos de
micobacterias como el Mycobacterium tuberculosis, agente causante de la
tuberculosis. La Galf es esencial para la sobrevida o virulencia de varios
microorganismos patogénicos, pero por el momento no se ha encontrado en
mamiferos, lo cual constituye un hecho destacable. La degradacién de los
glicoconjugados que contienen Galfen algunos microorganismos es resultado de la

accion de una B-D-galactofuranosidasa, la cual es un blanco adecuado para la
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accion de inhibidores de la misma. Se presume que la inhibicién de las enzimas
involucradas en la biosintesis o degradacion de dichos polifuranésidos evitaria la
proliferacion de las micobacterias, protozoarios u hongos. Ademads, estos

inhibidores serian inocuos para los mamiferos, ya que éstos no procesan Gal#

Por las razones enunciadas precedentemente, en este trabajo de Tesis se
desarrollaron metodologias generales de sintesis de tiooligosacaridos que poseen
como constituyentes azilcares en configuraciéon furandésica, en particular Galf'y
Araf Como resultado de estas investigaciones, se han obtenido tiodisacaridos con
unidades furandsicas localizadas tanto en el extremo reductor como el no reductor.
También se presenta una sintesis satisfactoria de un tiodisacarido constituido
exclusivamente por dos azucares furandsicos. Asimismo, se ha descrito una nueva
metodologia, basada en la apertura de tiiranos de azucares por una 1-tioaldosa,

para la construccion de ditiotrisacaridos con unidades furanésicas.

La introduccion de este trabajo de tesis comprende dos capitulos, en el primero de
los cuales se resefian la glicobiologia de azucares furandsicos y las caracteristicas
conformacionales de este tipo de anillos, destacandose la presencia de Galf en
oligosacaridos de microorganismos, muchos de ellos patogénicos. Se describe
también el uso de glicomiméticos como inhibidores de enzimas que participan en

el metabolismo de azicares furandsicos.

En el segundo capitulo introductorio se presentan sucintamente las reacciones
clave para la construcciéon de enlaces tioglicosidicos, que se emplean en las
distintas aproximaciones sintéticas de tiooligosacaridos. Se detallan, asimismo, los
escasos ejemplos en los cuales dichas metodologias han sido empleadas para
obtener tiodisacaridos con un componente furanésico. Para las reacciones mas

relacionadas con el presente trabajo, se detallan los mecanismos aceptados.

En el capitulo 3 se describen los objetivos generales y especificos de la Tesis,
haciéndose hincapié en cual era nuestro interés por obtener particularmente

determinados tiooligosacaridos de aztcares furanésicos.
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El capitulo cuarto se refiere a la metodologia basada en la reaccién de Michael para
preparar tiodisacaridos. Se comienza con una breve introduccién del uso de esta
reaccién para la sintesis de tiodisacaridos de azucares pirandsicos, incluyendo los
antecedentes de esta tematica en nuestro laboratorio. Se detallan luego los avances
realizados en el marco de la Tesis, en reacciones en las cuales se emplea como
aceptor de Michael una enona de azicar y como donores de tioglicosilo derivados
furanoésicos convenientemente sustituidos de Araf Ribof Xilofy Gal£ Se establecio
que los procedimientos que resultan adecuados para obtener 1-tiopiranosas no
eran adecuados para las 1-tiofuranosas. Esta seria dificultad se superé utilizando
glicofuranosil isotioureas estables como precursores de 1-tiofuranosas. Estas
ultimas, generadas in situ, fueron atrapadas por la enona para dar glicofuranosil-.$-
(1-4)-hexopiranos-2-ulésidos. El carbonilo de la wulosa se redujo
diasteroselectivamente 'y los productos resultantes (3-desoxi-(1—4)-
tiodisacaridos) poseian una unidad furanésica como extremo no reductor. Luego
de la desproteccién de los grupos hidroxilo, los tidodisacaridos libres se evaluaron

como inhibidores de la 3-galactofuranosidasa de Penicillium fellutanum.

En el capitulo 5 se detallan los estudios de sintesis de (1—6)-tiodisacaridos con
una unidad furandsica como extremo no reductor, andlogos de disacaridos
naturales encontrados en una gran variedad de microorganismos. Se verifico la
utilidad del SnCls y del Mo0O2Cl, como promotores de reacciones de tioglicosilacion
en derivados convenientes de 6-tioazlcares, que se sintetizaron para estos efectos.
Los (1—6)-tiodisacaridos libres, con unidades de Galfo Araf, se analizaron como

inhibidores de la 3-galactofuranosidasa de P. fel/lutanum.

En el capitulo 6 se describen los resultados de la aplicacién de reacciones de
sustitucidon Sny2 de 1-tioaldosas nucleofilicas sobre derivados de Galfportadores de
buenos grupos salientes. Estos compuestos se sintetizaron mediante metodologias
adecuadas. Los procedimientos desarrollados produjeron ditiodisacaridos con una
unidad Galf como extremo reductor. También se estudiaron reacciones de la 6-
tioGalf sobre el centro anomérico de otra unidad de Galf activado para la

tioglicosidacion. En este sentido, es de destacar que cuando el C-1 de la Galf'se
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activo como tricloroacetimidato fue posible el acoplamiento con la 6-tioGalf para
dar, por primera vez, un tiodisacarido constituido por dos unidades furandsicas, un

tioanalogo de estructuras encontradas en diversos microorganismos.

En el ultimo capitulo de discusidn, el capitulo 7, se disefi6 y ejecuté una nueva
metodologia para formacién del enlace tioglicosidico mediante la apertura de un
tiirano de aztcar (un 5,6-episulfuro de Galfy Altf). Interesantemente, el producto
de apertura deja un grupo tiol libre sobre el C-5 de Gal4 que se demostr6 puede dar
lugar, aunque con cierta dificultad estérica, a la incorporacién de otra unidad de
Galf{ obteniéndose asi un ditiotrisacarido ramificado. Uno de los productos
obtenidos contiene la unidad Gal£$(1-5)-Galf cuyo andlogo oxigenado es

componente de glicoconjugados de microorganismos.

Estos resultados alentadores incentivan la profundizacién de estos estudios en el

futuro.
En el capitulo 8 se detallan los métodos experimentales utilizados.
Parte de este trabajo de Tesis dio lugar a las siguientes publicaciones:

. “Synthesis of 2,3,4,6-Tetra-O-Acetyl-1,5-Anhidro-D-lyxo-Hex-1-enitol and
its Conversion into Benzyl 3,4-Dideoxy-a-D-glycero-Hex-3-enopyranosid-2-ulose.”
Verdnica Manzano, Evangelina Repetto, Maria Laura Uhrig, Markus Barath, Oscar

Varela. Carbohydrate Chemistry: Proven Methods. En prensa, 2010.

o “Thiodisaccharides with galactofuranose or arabinofuranose as terminal
units: Synthesis and inhibitory activity of an exo [-D-galactofuranosidase.”
Evangelina Repetto, Carla Marino, Maria Laura Uhrig, Oscar Varela. Bioorganic &

Medicinal Chemistry2009,17,2703-2711.

o “Two Straightforward Strategies for the Synthesis of Thiodisaccharides with
a Furanose Unit as the Nonreducing End.”
Evangelina Repetto, Carla Marino, Maria Laura Uhrig, Oscar Varela. European

Journal of Organic Chemistry 2008, 3, 540—547.
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