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Estrategias novedosas para la sintesis de los hexasacaridos constituyentes de
mucinas de Trypanosoma cruzi

Las mucinas de T. cruzi son glicoproteinas que cumplen un importante rol en el
proceso de infeccidn. Los oligosacéaridos unidos O-glicosidicamente a proteina son
aceptores de acido sidlico que no es biosintetizado por el parasito. Las unidades b-D-
Galp terminales son los sitios de sialilacién por la trans-sialidasa del parasito. En nuestro
laboratorio hemos abordado la sintesis de oligosacaridos de la familia de mucinas que
contienen Galf. En este trabajo de Tesis se sintetizd, por primera vez, el hexasacarido b-
D-Galp-(1Y 2)-[b-D-Galp-(1Y 3)]-b-D-Galp-(1Y 6)-[b-D-Galf-(1Y 2)-b-D-Galf-(1Y 4)]-U-D-
GIcNAc (1) por desarrollo de una nueva estrategia de sintesis que fue aplicada
posteriormente a la sintesis del hexasacarido b-D-Galp-(1Y 2)-[b-D-Galp-(1Y 3)]-b-D-
Galp-(1Y 6)-[b-D-Galp-(1Y 2)-b-D-Galf-(1Y 4)]-U-D-GIcNAc (I1). Estos oligosacéridos son
las estructuras mas grandes liberadas como alditoles por b eliminacién reductiva

provenientes de mucinas de algunas cepas de T. cruzi.

El hexasacarido | fue sintetizado por una estrategia convergente [3+3] basada en
una glicosidacién asistida por nitrilio, utilizando el método de tricloroacetimidato. El
sintén b-D-Galf-(1Y 2)-b-D-Galf-(1Y 4)-D-GIcNAc se construyd secuencialmente desde
el extremo reductor al no reductor, utilizando bencil U-D-galactofuranésido como material
de partida de la unidad Galf interna. La eleccién de este nuevo precursor, obtenido en
un paso de reaccion a partir de la galactosa, permitié la introduccién ortogonal del grupo
participante levulinoilo en ©O-2. Por consiguiente, se logré6 la construccion
diastereoselectiva del enlace b-D-Galf-(1Y 4)-D-GIcNAc por el método de

tricloroacetimidato.

Empleando una estrategia similar convergente [3+3], se sintetizé el hexasacarido
Il que contiene una unidad de D-Galp terminal en lugar de D-Galf sustituyendo la
posiciébn O-2 en la Galf interna. Sin embargo, la construccion del enlace b-D-Galp-
(1Y 2)-D-Galf fue muy dificultosa y requirié un estudio exhaustivo de glicosidacion con
diversos donores. Unicamente por empleo del donor superarmado electrénicamente p-
tolil 3,4,6-tri-O-bencil-2-O-benzoil-1-tio-b-D-galactopirandsido se logré el producto de
glicosidacion dando el trisacéarido derivado b-D-Galp-(1Y 2)-b-D-Galf-(1Y 4)-D-GIcNAc.

La sintesis quimica del alditol del hexasacarido | permitié confirmar la estructura
del alditol aislado del producto natural. Los oligosacaridos sintéticos | y Il seran de

utilidad para los estudios biosintéticos de estas estructuras cuya biosintesis es aun

desconocida.

Palabras claves: D-galactofuranosa; donor superarmado; precursor de Galf, glicosidacion;

oligosacaridos; mucinas; estrategias; Trypanosoma cruzi



Novel strategies for the synthesis of the hexasaccharides constituent of
Trypanosoma cruzi mucins

Trypanosoma cruzi mucins are glycoproteins which play an important role in the
infection process. The oligosaccharides linked O-glycosidically to protein are acceptors
of sialic acid which is not biosynthesized by the parasite. The terminal b-D-Galp units are
sites of sialylation by the parasite trans-sialidase. In our laboratory, we have undertaken
the synthesis of the oligosaccharides of the mucins family containing D-Galf. In this
Thesis, the hexasaccharide b-D-Galp-(1Y 2)-[b-D-Galp-(1Y 3)]-b-D-Galp-(1Y 6)-b-D-
Galf-(1Y 2)-b-D-Galf-(1Y 4)]-U-D-GIcNAc (I) was synthesized for the first time by the
development of a new strategy which was further applied for the synthesis of the
hexasaccharide b-D-Galp-(1Y 2)-[b-D-Galp-(1Y 3)]-b-D-Galp-(1Y 6)-[b-D-Galp-(1Y 2)-b-
D-Galf-(1Y 4)]-U-D-GIcNAc (I). These oligosaccharides are the largest structures

released as alditols by reductive b-elimination from mucins of some strains of T. cruzi.

Hexasaccharide | was synthesized by a [3+3]-convergent strategy based on a
nitrile assisted glycosylation, using the trichloroacetimidate method. The synthon b-D-
Galf-(1Y 2)-b-D-Galf-(1Y 4)-D-GIcNAc was sequentially constructed from the reducing
end to the non-reducing end employing benzyl U-D-galactofuranoside as starting material
for the internal Galf unit. The choice of this novel precursor, obtained in one-reaction step
from galactose, allowed the introduction of an orthogonal and participating levulinoyl
group at O-2. Thus, the diastereoselective construction of the b-D-Galf-(1Y 4)-D-GIcNAc

linkage was achieved by the trichloroacetimidate method of glycosylation.

Employing a similar [3+3]-convergent strategy, the hexasaccharide Il containing
a terminal b-D-Galp in place of a b-D-Galf unit in the O-2 position of the internal Galf unit
was synthesized. However, the construction of the b-D-Galp-(1Y 2)-D-Galf linkage was
very difficult and it required an exhaustive glycosylation study with diverse donors. Only
through the employment of the superarmed donor p-tolyl 2-O-benzoyl-3,4,6-tri-O-benzyl-
1-tio-b-D-galactopyranoside, the glycosylation product was achieved giving the
trisaccharide derivative of b-D-Galp-(1Y 2)-b-D-Galf-(1Y 4)-D-GIcNAc.

The chemical synthesis of hexasaccharide alditol | allowed the confirmation of
the structure of the alditol isolated from the natural source. Synthetic oligosaccharides |
and Il will be useful for biosynthetic studies of these structures whose biosynthesis

remains unknown.

Keywords:  D-galactofuranose; superarmed donors; Galf precursor; glycosylation;
oligosaccharides; mucins; synthetic strategies; Trypanosoma cruzi.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL






1.1 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un parasito protozoario hemoflagelado, responsable
etiolégico de la enfermedad de Chagas, la mas importante entre las enfermedades
parasitarias de Latinoamérica. Se estima una poblacion mundial infectada de 10 a 12
millones de personas, de 50 mil a 200 mil nuevas infecciones cada afio y cerca de 15 mil
gue mueren anualmente (Clayton, J. et al., 2010).

Pero el parasito no so6lo es portado por los humanos, sino también por animales
mamiferos domésticos, como perros, gatos, cerdos, etc., asi como por otros animales
silvestres como roedores, marsupiales, etc., existiendo, de esta manera, un considerable
“reservorio ecologico” del hemoflagelado, lo que genera consecuentemente las
reinfestaciones.

La forma mas comun de transmision es la vectorial (horizontal), siendo la vinchuca,
Triatoma infestans, el vector doméstico mas conocido. Sin embargo, existen mas de 130
especies de triatominos en América y de las cuales 70 de ellas han sido halladas
naturalmente infectadas por T. cruzi (Sherlock, I. A., et al., 1998). No obstante, sélo son
cuatro las principales especies de vectores de importancia epidemiologica en el ciclo
domeéstico (Sherlock, I. A., 2000): Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Panstrongylus
megistus y Triatoma dimidiata. En la Figura 1-1 se muestra la distribucién geogréfica en

América Latina de los vectores domésticos de transmision.

Figura 1-1 Distribucion geografica de los distintos vectores del ciclo doméstico (Carlomagno, M.
et al., 1989). El éxito en el control de vectores en zonas endémicas con presencia de varios
vectores simultaneos es menor.
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Ademas de los vectores domiciliarios, existen una gran cantidad de especies de
vectores identificadas como “silvestres” o “peridomésticas” que también introducen al T.
cruzi desde el ciclo de transmision silvestre al ciclo doméstico, contribuyendo aunque en
menor medida a su transmision al hombre o a los animales domésticos (Figura 1-2). Los
ciclos silvestres toman importancia en el control de la enfermedad, porque permiten por

esta via las reinfestaciones de regiones donde se ha logrado el control vectorial.

Figura 1-2. Ciclos de transmision del parasito y posibles modalidades. El ciclo doméstico incluye
al hombre, animales domesticados para consumo o mascotas, y a triatominos domiciliados. El
ciclo silvestre lo integran solo los animales y triatominos salvajes. Figura adaptada de Zeledon, R.
(1974).

La transfusion de sangre y donacion de organos infectados, es otra forma posible
de transmision horizontal.

Otra forma mas de transmision posible es la del tipo vertical; la madre infectada
puede transmitirselo también al bebé en gestacion. Una forma menos comudn de
transmision, es a través de la ingesta de alimentos o bebidas contaminadas con el

parasito.

Control de la Enfermedad

Los organismos internacionales de salud (WHO; World Health Organization) y de
cada pais poseen programas sistematicos para combatir la enfermedad basados
principalmente en la erradicacion del vector domiciliario y el analisis de los bancos de

sangre previas a la transfusién, logrando de esa manera declinar fuertemente la



incidencia de la enfermedad en los recientes afios, y algunos paises han declarado la
interrupcién de la transmision, incluyendo Uruguay (1997), Chile (1999) y Brasil (2006)
(WHO; 2002; OPS, 2007).

La transmision doméstica aun persiste en la actualidad debido a la amplia gama de
animales reservorios de T. cruzi, la existencia de diversos vectores de transmision
domeéstica, la amplia ubicuidad de los triatominos vectores al ser euritopos (poco
exigentes en cuanto a las condiciones ambientales), la limitada efectividad y la aparicién
de resistencia a los insecticidas piretroides, el menor éxito en el control de vectores en
zonas endémicas con presencia de varios vectores en simultaneo (Figura 1-1) , la
dispersion activa del vector por vuelo de adultos o ninfas caminando, o la dispersion
pasiva por traslado de huevos o ninfas en personas u objetos transportadas
provenientes de areas infestadas, y la cobertura irregular y discontinuas de las acciones
de control del vector (Gurtler, R.E., et al., 2009; Picollo, M.1., et al., 2005; Ceballos, L.A.,
2010).

Es asi que Trypanosoma cruzi, al tener uno de los rangos mas amplios de
hospedadores tanto de mamiferos como de insectos vectores, se caracteriza por ser
uno de los organismos mas exitosos en adoptar la vida parasitaria, y de esa manera, ser
uno de los agentes etiol6gicos de parasitosis y zoonosis mas dificiles de combatir si se
la combate Unicamente por la via de erradicar el vector infectado. Por ello mismo,
resulta imprescindible estudiar la interaccion del parasito con el mamifero, conocer su
ciclo de vida y generar nuevos agentes quimioterapicos capaces de inhibir
selectivamente el crecimiento del parasito dentro del hospedador mamifero, pese a la

capacidad del T. cruzi de parasitar los mas variados tejidos, como veremos adelante.

Ciclo de Vida

El ciclo de vida del parasito incluye dos etapas segun el hospedador: una dentro del
vector invertebrado y otra dentro del huésped vertebrado, y en ambas, posee estadios
tanto replicativos como infectivos.

La etapa dentro del huésped (Figura 1-3) comienza cuando el vector hematéfago
infectado se alimenta del mamifero no infectado. Al succionar la sangre del mamifero, el
vector defeca depositando junto con las heces, el parasito que posee un estadio
tripomastigote metaciclico infectivo y no proliferativo. El ingreso del parasito al huésped
se produce por el rascado de la picadura en humanos, y en animales, también puede
ocurrir por la ingesta de insectos infectados. El tripomastigote sanguineo invade células

de diferentes tejidos, donde éstos se diferencian en amastigotes intracelulares, los
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cuales presentan ciclos de division binaria cada 12 h, dependiendo del tejido. Luego de
varios ciclos replicativos, los amastigotes intracelulares pueden diferenciarse en
tripomastigote sanguineo y liberarse al torrente sanguineo por ruptura celular, y de esta
manera, infectar otros tejidos del huésped cerrando el ciclo en el humano, o bien, ser
ingeridos por el insecto vector durante una nueva picadura al hospedador infectado.
Cuando el insecto ingiere la sangre de la persona o del mamifero infectado, los
tripomastigotes sanguineos se diferencian en epimastigotes replicativos en el intestino
medio de la vinchuca, y luego estos Ultimos en tripomastigote metaciclico en el intestino
final del vector.
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Figura 1-3 . Ciclo de vida del T. cruzi

Los diferentes estadios de diferenciacién en el ciclo de vida de T. cruzi, ademas de
diferir en su morfologia celular, poseen diferentes estructuras moleculares en la
superficie celular. Particularmente los carbohidratos de los glicoconjugados de la
superficie del parasito son de gran importancia, ya que su composicion es caracteristica
de cada estadio. (Agusti & Lederkremer, 2009)

Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas



Desde que Carlos Chagas (1879-1934) descubrié en 1909 el Trypanosoma cruzi
(Chagas, C., 1909) como agente etiologico de la enfermedad de tripanosomiasis
americana, hubo innumerables aportes que sucedieron a la descripcion del proceso
patoldgico de la enfermedad; sin embargo no han cambiado las formas de describir las
fases de la enfermedad también llamada de Chagas. La misma tiene dos fases clinicas
principales: aguda y crénica.

La fase aguda se presenta usualmente sin sintomas o con sintomas muy leves de
fiebre, hinchazén de un ojo (signo de Romafa) o chagomas en la picadura (Figura 1-4).
Estos sintomas aparecen luego de los 6-10 dias posteriores a la infeccion y duran hasta
1-2 meses y son visibles en menores de 15 afios, sin embargo, usualmente en la
mayoria de los casos, la fase aguda pasa desapercibida. Durante la fase aguda, los
parasitos pueden ser facilmente detectables en muestras de sangre. Esta fase de la
enfermedad termina con un balance inmunoldgico entre T. cruzi y el humano, donde la
poblacion de tripomastigotes sanguineos es reducida y se encuentra ausencia de
anticuerpos en la sangre, y consecuentemente el diagnostico parasitologico directo es
imposible. (Barret, M.P., et al., 2003)

Figura 1-4 . Chagoma de inoculacion y Signo de Romaiia. (Imagen tomada de Barret, M., et al,
2003)

La fase cronica se convierte en asintomatica, registrdndose observaciones tipicas
en electrocardiogramas. Aproximadamente el 70% de los infectados permanece en este
estado, mas conocido como la forma indeterminada de la fase crénica, por el resto de

sus vidas. Sin embargo, el 30% restante manifiesta dafios importantes en 6rganos del
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sistema circulatorio (miocardiopatia) y sistema digestivo (megacolon y megaeséfago),
entre otros.

Diagnéstico

El diagnéstico de la enfermedad de Chagas se puede hacer a través de la
observacién del parasito en un frotis de una muestra de sangre bajo el microscopio. Sin
embargo, el frotis de sangre funciona bien sélo en la fase aguda de la infeccién, y es
cuando se ven los tripomastigotes sanguineos circulando en sangre. Pero asi fue que el
argentino, Prof. Dr. Salvador Mazza, diagnosticé el primer caso agudo en nuestro pais
(1927) en un marco de descubrimientos masivos de casos de enfermos, logrando
terminar con el “periodo de duda” respecto de la enfermedad, ya que hasta entonces se
conocian muy pocos casos de la forma aguda.

El diagnéstico de la enfermedad de Chagas en pacientes en fase cronica se hace
mediante pruebas seroldgicas, buscando reacciones sobre los anticuerpos especificos.
Las técnicas que se emplean actualmente en nuestro pais son ELISA, hemoaglutinacion
indirecta, inmunofluorescencia indirecta, aglutinacion directa, aglutinaciéon de particulas.
(Ministerio de Salud, 2012). Una persona estara infectada si bajo dos técnicas diferentes
dan resultados reactivos.

Cabe destacar que si bien la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ha
significado un extraordinario avance cientifico, existe acuerdo generalizado de que adn
presenta resultados muy controvertidos en el diagnostico, y actualmente no esta
validada hasta que se logre una estandarizacién confiable aunque la misma es utilizada
ampliamente en ambitos de laboratorios de investigacion. Un estudio comparativo entre
las técnicas inmunoldgicas y moleculares revel6 que la eficacia de las técnicas
moleculares en el diagnostico es elevada en la fase aguda, mientras que en la fase

cronica son mas eficaces los ensayos inmunoldgicos (Ferrer, E., et al., 2013).

Tratamientos de la enfermedad y busqueda de nuevos agentes
guimioterapéuticos

Debido a la ubicuidad del vector, la diversidad de vectores domeésticos, la existencia
de vectores peridomésticos y silvestres, y la amplia gama de huespedes vertebrados
gue funcionan como reservorios, la agentes quimioterapicos especificos para el parasito
juegan un rol importante para la lucha contra el mal de Chagas.

A pesar de que el mal de Chagas fue descubierto hace mas de cien afios, las
Unicas drogas autorizadas para el tratamiento especifico en Argentina son Nifurtimox y

Benznidazol (Figura 1-5), ambas existentes hace 40 afios (Ministerio de Salud, 2012).



Nifurtimox actla reduciendo un grupo nitro en radicales anidnicos inestables,
produciendo metabolitos oxigenados toxicos (anion superoxido y peréxido). El
Benznidazol actla por un mecanismo diferente, que involucra la modificacion de enlaces
covalentes de macromoléculas por accién de intermediarios nitroreducidos. (Docampo,
R., 1990). Nifurtimox y Benznidazol (Figura 1-5) también inhiben la sintesis de DNA,
RNA, proteinas e incrementa la degradacion de estas macromoléculas por interaccion
con las topoisomerasas (Stoppani, A.O.M., 1999; Maya J.D. et al., 2007). Sin embargo,
ambas drogas presentan efectos secundarios severos, incluyendo anorexia, vomitos,
neuropatias y dermopatias alérgicas, asociadas al nitroanion y a los radicales libres
(Docampo, R. et al.,, 1981) cuya intensidad y frecuencia aumentan con la edad del
paciente. Por ello, ambas drogas son indicadas, s6lo bajo prescripcion médica, para los
casos de infeccion aguda, independientemente de la edad, o en las reactivaciones y

pacientes adultos con infeccion crénica (Ministerio de Salud, 2010).
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Figura 1-5. Estructuras quimicas de Benznidazol y Nifurtimox. Su eficacia durante la fase cronica

es aun controversial.

En la fase aguda de la enfermedad, el tratamiento con las drogas tripanocidas logra
mas alla de los efectos adversos, curas del 50 al 80% de los casos, y sélo
ocasionalmente, en menos del 10%, los enfermos mueren a causa de una miocarditis
severa 0 meningoencefalitis. Luego, las manifestaciones clinicas de la fase aguda de la
enfermedad se resuelven naturalmente, independientemente del tratamiento con
tripanocidas, y el enfermo pasa a la fase indeterminada de la enfermedad cronica,
donde apenas el 20 al 60% de los casos se curan. Una pequefia poblacion de enfermos
vuelve a desarrollar manifestaciones clinicas (cardiopatias, megaeséfago, megacolon)
pasando a la forma determinada de la enfermedad crdnica, con porcentajes de cura aun
menores que la fase indeterminada (Rassi, A.J. et al., 2010).

A la fecha, no hay drogas profilacticas para prevenir la infeccion de T. cruzi.

Por otra parte, se han podido aislar parasitos resistentes al Benznidazol en
laboratorios (Wilkinson, S.R. et al., 2008; Murta, S. et al., 1998; Mejia, A. et al., 2012).
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Por ello, la bisqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos sintéticos para el T.
cruzi es una rama de investigacion basica muy importante para nuestro pais. Se han
realizado considerables esfuerzos para identificar blancos promisorios de nuevas drogas
(Bustamante & Tarleton, 2014). La discusion en detalle de estas nuevas drogas con
perspectiva quimioterapéutica (Urbina, J.A., et al., 2010) excede al alcance de este
trabajo, sin embargo podemos decir que se basan en drogas que interfieren con pasos
biosintéticos especificos que contienen proteinas / enzimas que fueron o estan siendo
validadas como blancos. En este sentido, la secuenciaciébn del genoma, disponible
desde el afio 2005 (El Sayed, N.M., et al. 2005), contribuye a la posibilidad de identificar
nuevos pasos especificos y nuevos blancos metabdlicos especificos. Para mayores
detalles de los blancos validados, drogas patentadas y posibles agentes antichagasicos,
en la Ultima decada se publicaron resimenes de diferentes autores argentinos. Entre
ellos, se destacan el grupo Machiolda y col. (Cazorla, S.I., et al., 2009), Duschak &
Couto (2007), y Rodriguez y col. (Garcia Linares, G. et al., 2006)

Ademas de los candidatos sintéticos, se ha encontrado actividad antichagésica en
méas de 80 compuestos naturales provenientes de 21 plantas (Izumi, E. et al., 2011).
Estos productos naturales fueron ensayados y han presentado algun tipo de actividad en
epimastigote, tripomastigote o0 amastigote intracelular (cultivo monocapa), vy
representarian una nueva fuente de compuestos sintéticos para ser estudiados. Sin
embargo, uno de los problemas de los tantos ensayos de actividad tripanocida
publicados, es que los mismos no tienen estandarizados los tiempos de exposicion a las
drogas asi como tampoco tienen en cuenta los linajes de T. cruzi existentes. Ademas,
generalmente las pruebas no son llevadas a cabo en la forma tripomastigote o
amastigote. Los ensayos mas desafiantes son sobre las formas amastigote de T. cruzi,
ya que, al ser intracelulares, los agentes quimioterapicos tienen que pasar la membrana
plasmatica de las células del hospedero, y por lo tanto deben ser muy permeables o
actuar sobre las bombas de flujo. A la falta de estandarizacion de los ensayos en los
posibles agentes quimioterapéuticos, se le debe afiadir la ausencia de reportes de las
pruebas de toxicidad, si se tiene en cuenta que las drogas habilitadas para el
tratamiento agudo no son recomendables para pacientes crénicos precisamente por
presentar serios efectos adversos. Debido a los altos costos asociados a las pruebas de
toxicidad o pruebas clinicas, en los ultimos afios se comenz6 a considerar “candidatas a
pruebas de inhibicion” a las drogas que se usan como agente quimioterapeutico de otras
enfermedades. Un ejemplo de esto uUltimo es la Clomipramina ®, un farmaco comercial
del grupo antidepresivo triciclico que ha sido descripto recientemente por un grupo de

investigacion argentino, con actividad tripanocida en la fase crénica de la enfermedad,



utilizando ratones infectados de 90 dias como modelo animal (Fauro, R., et al., 2013,
Strauss, M., et al., 2013).

Es por todo ello que los avances en la generacion del conocimiento de la biologia y
bioquimica del parasito, y en particular en el entendimiento de la interaccion quimica
entre el parasito y el hospedero, tanto en el insecto como en el mamifero, son una de las
vias mas confiables para desarrollar nuevas drogas, mas especificas, mas potentes

contra el parasito y con menos efectos adversos para el huesped.

Interaccion Parasito-Hospedero

La superficie del parasito juega un rol protagonico en la interaccion parasito-
hospedero, méas particularmente en el proceso de infectividad y evasion del sistema
inmune (de Souza, W., et al., 2010).

Dentro de las moléculas expuestas en la superficie del pardsito, se encuentran
familias de glicoproteinas, peptidasas, mucinas y trans-sialidasas (Figura 1-6). No
obstante, los estudios de interaccion entre estas moléculas con las células del
hospedero resultan muy complejos debido a que cada estudio de interaccion parasito-
hospedero es realizado en condiciones especificas para cada cepa particular de T. cruzi,
en un determinado estado de desarrollo, e interactuando con un tipo particular de célula
de hospedero (macréfago, célula dendritica, globulo rojo, etc.).

Dentro de las glicoproteinas encontradas en la superficie se encuentran, por
ejemplo, la gp90, gp85, gp83, gp82, gp80 y gp35/50. A su vez, se encuentran presentes
diferentes peptidasas como la cruzipaina, la oligopeptidasa B, y la proteasa Tc80. Tanto
cada peptidasa como cada glicoproteina puede ser especifica de la cepa de T. cruzi
como asi también dependiente del estado de desarrollo del parasito (de Souza, W., et
al., 2010).
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Figura 1-6. Esquema con un resumen de moléculas involucradas en la interaccion Tc-
hospedador. (Imagen extraida y modificada de Souza, W. et al., 2010)
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La trans-sialidasa y las mucinas son otro grupo de moléculas que se encuentran
en la superficie del parasito de las cuales se detalla con mayor extensién a continuacion

debido a la importancia de éstas en el presente trabajo.

Trans -sialidasa: sus multiples funciones

La trans-sialidasa (TS) de T. cruzi se identific6 por primera vez hace mas de tres
décadas en tripomastigotes sanguineos (Pereira, M.E.A. et al., 1983) y, afios mas tarde,
se describié su funcion enziméatica de transferasa (Zingales, B. et al., 1987). La enzima
es una proteina anclada a la membrana externa del parasito, a través de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). La superfamilia de genes que codifican para TS
comprende 1430 genes (El Sayed, N.M. et al., 2005), de los cuales 15 estan
relacionados con el sitio activo y el resto -vinculados al resto de los dominios
encontrados de la proteina- se encuentra dispersado en el genoma. La enzima posee
dos regiones principales: una region N-terminal catalitica, y otra region C-terminal que
repite 12 aminoacidos consecutivamente denominada repeticion SAPA (en inglés: shed-
acute-phase-antigen). El extremo C-terminal es el que se encuentra unido a la
membrana a través del GPI.

A diferencia de las sialidasas eucaritticas, la TS de T. cruzi es Unica en su tipo, ya
gue no usa como sustrato el monosacarido citidina monofosfato (CMP)-sidlico como
donor y tampoco esta ubicado en el aparato del Golgi, sino que se ubica en la superficie
externa del parasito y transfiere &cido siélico (SA) de los glicoconjugados del hospedero
a las -galactopiranosas terminales de las glicoproteinas tipo mucinas del parasito
(Figura 1-7). Este proceso es particularmente importante en la vida del parasito, ya que
el mismo es incapaz de sintetizar SA de novo y necesita tomarlo del hospedador.

Més precisamente, el rol de la TS cuando el pardsito se encuentra dentro del
estdbmago de la vinchuca es imprescindible, ya que se ha encontrado que la TS del
epimastigote sialila principalmente las mucinas de 35-50 KDa que cubren la superficie
del parasito (Schenkman, S. et al., 1993) y esto posiblemente influencie la migracion y
luego su diferenciacion dentro del estbmago de la vinchuca, que esta lleno de sangre.
Se ha encontrado que en este estadio la adquisicion de SA en el estbmago protege al
epimastigote de la accién glicolitica de las enzimas (Garcia & Azambuja, 1991), para
luego adherirse a células epiteliales del insecto 0 mas comunmente, migrar al intestino
posterior, donde no se hallan moléculas de SA, y transformarse en tripomastigote

metaciclico infectivo.
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Figura 1-7 . Funcion principal de la TS en tripomastigotes (extraida de Buscaglia, C.A. et al.,
2006)

El rol de la TS es igual de importante cuando el parasito se encuentra en
mamiferos. Se ha propuesto que en tripomastigotes sanguineos la TS cumple su funcion
de transferasa durante los procesos de adhesion e invasion (Schenkman, S. et al.,
1991). Si bien esto no ha sido elucidado aun, se demostrd, por una parte, que las
mucinas sialiladas del parasito participan en la adhesién e invasion, y por otra, que en
células deficientes en glicoconjugados sialilados, la invasion se reduce comparada con
las células salvajes (Schenkman, S. et al.,, 1993). Ademas, Pereira y colaboradores
(1996), usando tripomastigotes que expresan TS (TS+) y tripomastigotes que no
expresan TS (TS-), encontraron que la poblacion TS+ era altamente invasiva mientras la
TS- era extremadamente ineficiente para infectar células no fagociticas del mamifero.
También se conoce desde el comienzo que las mucinas sialiladas le confieren al
tripomastigote resistencia al sistema de complemento humano, prerrequisito para la
infeccion (Tomlinson, S. et al.,, 1994). No obstante, lo que aln se desconoce es el
mecanismo molecular exacto de la funcion de las estructuras sialiladas sobre las
diferentes células del hospedero (Jacobs, T. et al., 2010).
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Otro rol importante de la TS lo cumple cuando el parasito se encuentra dentro de la
vacuola parasitéfora formada dentro del hospedero, previa a la diferenciacion en
amastigote. La sobreexpresion de TS en tripomastigotes metaciclicos promueve un
escape temprano del parasito mediante la lisis de la vacuola (dC-Rubin, S.S.C., et al.,
2010) en un proceso donde la TS es liberada de la membrana del parasito y la enzima
remueve el SA de la membrana vacuolar del endosoma dejandola sensible al pH acido
de la vacuola y a la formacion de poros (de Souza, W., et al., 2010).

Ademas de la funcién enzimatica de la TS en diferentes medios, se ha encontrado
otras funciones vinculadas a la region repetitiva SAPA, que si bien se demostré que no
esta relacionada con la accidn catalitica de la enzima, se conoce que las repeticiones de
las secuencias SAPA incrementa la vida media de la proteina en sangre (Buscaglia,
C.A., etal., 1999).

Las multiples funciones de la TS encontradas en el parasito, reflejan la importancia
vital que cumple la enzima en el ciclo de vida del mismo, y consecuentemente, un
blanco quimioterapéutico muy importante a estudiar para el desarrollo de posibles
inhibidores. En ese sentido, la estructura 3D de la TS en cepas salvajes y mutantes de
T. cruzi, fue estudiada con algunos sustratos y ligandos por cristalografia por rayos X
(Buschiazzo, A., et al., 2002) e indican que la TS forma un intermediario covalente con el
SA, para luego transferirlo al aceptor o liberarlo como molécula libre (Schauer &
Kamerling, 2011). Por otro lado, en los ultimos afios se han probado al menos una
decena distintos inhibidores de TS (Agusti, R. et al., 2004; dC-Rubin & Schenkman,
2012).

1.2 Composicion de Mucinas: diversidad hospedero-depend iente

La caracterizacion de los glicoconjugados de superficie de T. cruzi en cada etapa
de desarrollo de su ciclo biolégico es imprescindible para la comprension de cada
interaccion parasito-hospedero. Las glicoproteinas mas abundantes de superficie de T.
cruzi son las de tipo mucinas, definidas asi por ser proteinas de alto peso molecular
altamente glicosiladas. En términos generales, las mucinas estdn compuestas por una
parte proteica que se caracteriza por poseer tres regiones: a) un extremo N-terminal
cuya secuencia es corta e hipervariable; b) una regién core o central rica en treonina o
serina de 50 a 200 aminoéacidos de largo por donde ocurre la O-glicosidacion; y c) una
region C-terminal que contiene la secuencia que se une al ancla GPI (Figura 1-7). La
parte oligosacaridica de las mucinas forma parte de méas del 60% de la masa molecular

(Previato, J.O., et al., 1994), confiriéndole un caracter fuertemente hidrofilico a la
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membrana. Conforme a ello, los residuos aminoacidico que puedan perturbarse por las
condiciones fisicoquimicas externas, cisteina, fenilalanina, triptofano y tirosina, estan en
pequefia composicion o ausentes. Las cadenas de O-glicanos generalmente se
encuentran ramificadas y compuestas por GIcNAc, galactosa (ya sea en su formas
piranésica o furandsica) y pueden contener o no SA. Cabe mencionar aqui que la
incorporacion de GIcNAc a la treonina o serina de la proteina en el parasito es a través
de una glicosil transferasa utilizando UDP-GIcNAc como precursor dando una union -
O-GIcNAc, a diferencia de las mucinas del hospedero o mamifero, donde la unidad que
se transfiere es la N-acetil galactosamina (GalNAc) dando una unién del tipo -O-
GalNAc. Esta diferencia sustancial junto con la incapacidad del parasito de interconvertir
GIcNAc en GalNAc, hacen que las enzimas que componen el metabolismo de O-
glicosidacion del parasito sea otro posible blanco quimioterapico.

Como es de esperar, al ser diferentes el tipo de interacciones parasito — hospedero
segun el ciclo de vida, la composicion de su pared celular externa también es variable.
Teniendo en cuenta las evidencias experimentales recogidas hasta la actualidad, como
clonacion de genes y caracterizacion de mucinas en distintos estadios, se han
identificado una compleja familia de genes que codifican para las glicoproteinas tipo
mucinas (Tabla 1-1).

Cuando el parasito se encuentra en el vector (epimastigote o tripomastigote), una
familia homogénea de genes compuesta por 70 — 80 genes codifican para una region
rica en treonina flanqueada por la sefial proteica (SP) en el extremo N — terminal y una
sefial de ancla GPI en el extremo C — terminal. Esta familia de genes fue nombrada
TcSMUG (T. cruzi small mucin gene) y los miembros de esta familia se clasificaron en S
(small) o L (Large) segun el tamafio de sus mRNAs. La expresion de TcSMUG S
produce una doble banda que migra en el rango de 35-50 KDa en SDS-PAGE y que
esta presente en epimastigote, mientras que los productos del TcSMUG L son
determinantes tanto en los procesos de adhesion a las células epiteliales del triatomino
como en la infeccion del insecto vector Rhodinius prolixus (Gonzalez, M. S., et al.,
2013). Una de las diferencias entre las mucinas producto TcSMUG S y L es que las
primeras son aceptoras de &cido sidlico mientras que las Ultimas no, debido a la

ausencia de residuos terminales -D-Galp con la configuracion adecuada.
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Tabla 1-1. Aspectos principales de las mucinas expresadas en T. cruzi segun ciclo de vida

Caracteristicas

Hospedero Estadio Fam|l_|a Grupo estructurales de Representacion de familia genética
Genética A p
la Glicoproteina
Vector  Epimastigote  TcSMUG s 35-50 KDa 5P Rica en Treonina 6Pl
. ) Presencia de p RT Pl
Tripomastigote L repeticiones, sin
region variable

[

Ricaen | GPi
Treonina |
i

Tr|poma§tlgote TeMUC 2 60-200 KDa P -II RT GPI
sanguineo

TSSA 20 KDa SP Sin RT ni Repeticiones } GPI

v
1

Mamifero Amastigote TcMUC  TcMUC 1 60-200 KDa

SP: sefial proteica; RT: region rica en Treonina; HV: region hipervariable; R: region repetitiva; GPI: Glicosilfosfatidil inositol
TcSMUG: T. cruzi Mucin Gene; TcSMUC: T. cruzi mucins; TSSA; trypomastigote small surface antigen

En el mamifero, el parasito expresa otra familia mas extendida de genes
nombradas TcMUC (T. cruzi mucins) que codifican ademas de una region central rica en
treonina flanqueadas por la sefial proteica y GPI como se observaba en el insecto; una
region hipervariable (HV) y otra region de secuencias repetidas en tandem que codifican
para Treog-Lis-Pro, (TgKP,), dando un core polipeptidico heterogéneo (Tabla 1-1). Esta
familia estd compuesta por 500 a 700 genes y sus productos se identifican
experimentalmente dando un chorreado abarcando un rango de 60 a 200 KDa en SDS-
PAGE. Se han identificado dos tipos de grupos en esta familia de genes nombrados
TcMUC 1 y TcMUC 2, cuya diferencia principal reside en la regién central. El grupo 1
contiene la presencia de genes repetidos en tdndem con la secuencia candnica que
codifican para TgKP, y se la encuentra presente mayoritariamente en amastigotes,
mientras que el grupo 2, encontradas mayoritariamente en tripomastigote sanguineos,
posee en la region central pocas repeticiones en tandem y una secuencia hipervariable
N-terminal muy desarrollada (Buscaglia, C.A., et al., 2006; Agusti & Lederkremer, 2009).
Respecto de la estructura de las cadenas de O-glicanos en este estadio, lo poco que se
conoce es que difieren de las mucinas en el estadio del insecto en que contienen
epitopes terminales Galp( 1 3)Galp. Esta pequefia diferencia, resulta fundamental ya
gue estos oligosacaridos son altamente inmunogénicos y son el principal blanco de
respuestas por anticuerpos anti- -galactosilo encontrados en el suero de pacientes
chagasicos (Chioccola, V.L.P., et al., 2000). La lisis del tripomastigote se evita por la
sialilacion de las mucinas por accion catalitica de la enzima trans-sialidasa.

Existe otra familia de genes nombradas TSSA (en inglés, trypomastigote small
surface antigen) que expresan pequefias proteinas de 20 KDa en tripomastigotes. Esta
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familia codifica s6lo para un polipéptido pequefo, sin regiones ricas en treonina y
anclada al GPI. La caracteristica mas interesante del TSSA proviene del gran valor
epidemiolégico ya que posee las dos variantes genéticas en el alelo que correlacionan
con los dos principales grupos filogenéticos, como detallaremos mas adelante.
Consecuentemente, se lo podria utilizar para identificar el grupo o linaje de la cepa
infectiva por simples métodos seroldgicos y este aspecto fue utilizado extensivamente
para poder sostener la hip6tesis de que la mayor parte de los humanos infectados en el
cono sur de Sudameérica pertenece al grupo |l (Di Noia, J.M., et al., 2002).

El andlisis reciente del genoma completo revel6 otra familia de genes asociados a
la familia TcMUC 2, esta familia se nombré MASP (en inglés, mucin asociated surface
proteins) y presenta estructura proteica similar a TcMUC 2 y su expresion también esta
regulada en la etapa del mamifero.

En la Figura 1-8 se resume a modo ilustrativo la variacién de la composicion de la

region proteica de la mucina dependiendo su ciclo de vida.

Figura 1-8. Variacion del perfil de mucinas con el ciclo de vida (extraida de Buscaglia, C.A., et
al., 2006)
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En consecuencia, la transicion entre estadios presentes en el insecto y aquellos
presentes en el mamifero, resulta de la expresion de diferentes sets de genes que
codifican para las mucinas. Esto implica que cuando el parasito pasa del insecto al
mamifero remodela drasticamente su superficie celular, que pasa de estar conformada
por mucinas de composicion polipeptidica bastante homogénea (TcSMUG) a mucinas

de composicién polipeptidica bastante heterogénea (TcMUC, TSSA, MASP).

Cadenas O-glicosidicas de Mucinas: variabilidad cepa-dependi ente

Sumado a la variabilidad encontrada hospedero-dependiente, se debe considerar la
diversidad en la cobertura oligosacaridica de la glicoproteina existente entre cepas de T.
cruzi.

Hasta la fecha, s6lo se ha podido determinar con exactitud, la estructura de las
cadenas O-glicosidicas de mucinas aisladas de cultivos celulares de epimastigotes en
seis cepas diferentes. Para la obtencién de los oligosacaridos a partir de su fuente
natural, se trata cada cultivo de epimastigote con una secuencia de procesos comunes
en glicobiologia como centrifugacion, filtracién, extraccion, lavado, liofilizacion vy
cromatografia en gel. De esta manera, se logra separar las glicoproteinas tipo mucinas
con un determinado tamafio molecular (38/43 KDa) (Jones, C., et al., 1994). Estas
glicoproteinas, a su vez, son tratadas por -eliminacién reductiva para liberar los
oligosacéridos como alditoles. La composicion quimica y el orden de conectividad de los
mismos se determinan por analisis de espectroscopia de masa y de los tiempos de
retencién en cromatografia gaseosa de los productos de hidrdlisis acetilados del alditol
previamente permetilado. Por otro lado, la determinacion de las estructuras quimicas de
los O-glicanos se logra por analisis espectroscépico RMN 1D y 2D de los alditoles.

La comparacion de las estructuras de las cadenas O-glicosidicas de mucinas de
diferentes cepas indicé que existen en todas las cepas una proporcion de -O-GIcNAc
sin sustituir, pero que en algunas cepas se reconoce la presencia del nacleo o core -D-
Galf-(1 4)-D-GIcNAc y en otras, el core -D-Galp-(1 4)-D-GIcNAc. Estos cores
pueden estar sustituidos con una o varias unidades de -D-Galf y/o -D-Galp. Esta
diferencia estructural entre cadenas O-glicosidicas de diversas cepas junto con las
evidencias inmunoldgicas sugirieron que la presencia de Galf se podria restringir a un
grupo filogenético, que se llamo grupo |, mientras que la ausencia del mismo se agrup6
en el grupo Il (Anonymous, 1999) (Figura 1-9). Los estudios biolégicos vy
epidemioldgicos realizados por Zingales y col. (Briones, M.R., et al.,1999) proveen

evidencia para la asociacion de las cepas del grupo | de T. cruzi con el ciclo selvatico,
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menos controlable y asintomatico en humanos, mientras que las cepas del grupo Il se

asocian al ciclo doméstico donde el hombre esta mas involucrado.

Grupo |
B-D-Galf-(1-4)-D-GIcNAc B-D-Galp-(1-2)-B-D-Galf-(1-4)-D-GIcNAc
1 6
B-D-Galf-(1=4N
D-GIcNAc B-D-Galf-(1-2)-p-D-Galf-(1-4)
B-D-Galp-(1-6) ~ D-GlcNAc
2 B-D-Galp-(1—3)- B-D-Galp-(1—6)
p-D-Galf-(1—4) 7
\D-GIcNAc
B-D-Galp-(1—3)- B-D-Galp-(1—6) B-D-Galf-(1—2)-B-D-Galf-(1—4)
3 B-D-Galp-(1-3) N D-GIcNAc
B-D-Galp-(1-6)
B-D-Galp-(1-2)
B-D-Galf-(1-4\ I
B-D-Galp(1=3) JGlcNAc
pB-D-Galp-(1—6) B-D-Galp-(1—2)-B-D-Galf-(1-4)
B-D-Galp-(1-2
( ) 4 B-D-Galp-(1—-3 D-GIcNAc
B-D-Galp-(1-6)
B-D-Galf-(1—2)-B-D-Galf-(1-4)-D-GIcNAc p-D-Galp-(1-2)
5 I
Grupo 11
B-D-Galp-(1—4)-D-GIcNAc
B-D-Galp-(1—4) B-D-Galp-(1—4)
N\ \D-GIcNAc

B-D-Galp-(1—2)-B-D-Galp-(1-6)

/D-GIcNAc

B-D-Galp-(1—6)

Figura 1-9 . Oligosacaridos de mucinas de epimastigotes de T. cruzi. Grupos | y I1.

Por otro lado, aunque se conoce que la presencia de Galf correlaciona con cepas

de menor infectividad, se desconoce el

mecanismo por el cual la respuesta

inmunoldgica inhibe la internalizacion del parasito en las células del hospedador.
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Esta clasificacion tiene una gran importancia epidemiolégica ya que los humanos no
producen glicoconjugados que contengan Galf, de manera que su presencia es
marcador de un epitope antigénico (de Arruda, M.V., et al., 1989).

En la Tabla 1-2 se muestran las seis cepas de epimastigote, cuyas estructuras

oligosacaridicas de sus mucinas han sido descriptas.

Tabla 1-2 Presencia del core Galf-( 1 4)-GIcNAc en cepas de T. cruzi (Epimastigote).

Core Cepas Anonymous Referencia Zingales (2009)
Galf-( 1 4) GlcNAc (1999) DTUs
Ausente Y Grupo |l Previato et al., 1995 T.cruzill
CL Brener Grupo Il Todeschini et al., 2001 T. cruzi VI
Presente G Grupo | Previato et al., 1994 T.cruzi|
Dm28c Grupo | Agrellos et al., 2003 T.cruzil
Tulahuen Grupo | Jones et al., 2004 T. cruzi VI
Colombiana Grupo | Todeschini et al., 2009 T. cruzi |

Sin embargo, hay que destacar que existe un nuevo consenso en la nomenclatura
de las especies de T. cruzi, sobre la base de una creciente evidencia que indicaba la
existencia de parasitos hibridos genéticamente, lo que generaba poca claridad cuando
se pretendia clasificar las cepas desde el punto de vista evolutivo (Zingales, B., et al.,
2009). La nueva nomenclatura consensuada consiste en organizar todas las cepas
existentes en seis unidades discretas de tipificacion (DTU, en inglés Discrete Typing
Units) que se definen como “un set de stocks que estan genéticamente mas
relacionadas entre si, que cualquier otro stock, y son identificables por marcadores

genéticos, moleculares o inmunolégicos comunes”.

Como se menciond previamente, existe poca informacién detallada acerca de la
estructura de la porcién oligosacaridica de las mucinas de T. cruzi en los estadios de
mamifero (tripomastigote sanguineo o amastigote). Esto se debe a la menor
disponibilidad de material para su estudio. Por andlisis de la mezcla obtenida por -
eliminaciéon de las glicoproteinas de tripomastigote derivados de células de cultivo
(cepas G e Y) (Almeida, I.C., et al.,, 1994), se obtuvo una compleja mezcla de
estructuras (microheterogeneidades). La mas pequefia de las estructuras encontradas
correspondia al trisacarido ramificado Galp-( 1 3)-Galp-( 1 4)-GIcNAc-ol. Las demas

estructuras encontradas eran mas grandes y contenian GIcNAc-ol monosustituido en O-
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4, o disustituido en las posiciones O-4 y O-6 por unidades de galactosa que, a su vez,
podian encontrarse glicosidadas. A excepcion del trisacarido, algunas de las estructuras
mayores también se encontraron sialiladas. Estas mucinas constituidas por entre 4 a 8
hexosas se encuentran ancladas a la membrana, via GPIl, por &cidos grasos

mayormente insaturados (Cis.1 0 Cyg:2) (Almeida, I.C., et al., 2000).

En conclusién, si bien se conoce la variabilidad de estructuras de las cadenas de
O-glicanos entre algunas cepas de epimastigotes, no se conoce con determinacion
hasta la fecha si estos cambios son significativos comparados con la variacion de las
cadenas de O-glicanos expresados por diferentes sets de genes durante la transicion de
hospedero, ya que se conoce apenas algunos epitopes encontrados en tripomastigotes

sanguineos de una cepa particular.
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CAPITULO 2

LA SINTESIS DE OLIGOSACARIDOS Y
LOS ANTECEDENTES DE SINTESIS DE
OLIGOSACARIDOS DE MUCINAS DE T. cruzi






2.1La Sintesis de Oligosacaridos para la Glicobiol  ogia

Hasta 1960, los hidratos de carbono eran considerados como meras fuentes de
energia (ej. almidén o glucégeno) o elementos celulares de funcion estructural (ej.
quitina o celulosa). Sin embargo, en las Ultimas décadas, se ha ido revelando que los
carbohidratos juegan roles muy importantes y vitales en los sistemas biol6gicos. De
hecho, estas moléculas estan implicadas en un gran nimero de eventos bioldgicos, por
ejemplo en el reconocimiento celular, en los procesos de infeccion bacteriana o viral, en
la disposicion espacial de las de estructuras proteicas, en eventos de inflamacion y
algunos aspectos de células cancerosas (Fuster & Esko, 2005; Ghazarian, H. et al.
2011, Rabinovich, G. et al., 2012). La glicobiologia es una rama de la ciencia en
expansion que se ocupa de estudiar todos aquellos procesos biolégicos en donde los
carbohidratos cumplen un rol fundamental. Uno de los mayores obstaculos en la
glicobiologia y la glicomedicina es la escasa disponibilidad de oligosacaridos y
glicoconjugados puros y estructuralmente bien definidos (Stallforth, P., et al., 2009). Esto
se debe a que los glicanos naturales presentan frecuentemente microheterogeneidades
y se encuentran en muy baja concentracion, lo que complica el aislamiento a partir de su
fuente natural con una pureza aceptable (Boltje, T.J. et al., 2009). Por consiguiente, para
estudiar la estructura y funcion de los glicanos y su interaccion con proteinas, el primer
requerimiento es la sintesis de oligosacaridos y glicoproteinas homogéneas con
estructuras bien definidas (Geyer & Geyer; 2006; Wu & Wong, 2011). En las Ultimas tres
décadas, se han logrado progresos muy importantes en la sintesis de oligosacéridos,
tanto en las sintesis quimica como enzimatica, como se vera mas adelante.

La sintesis enzimatica: lo verde esta verde

Entre las ventajas mas importantes que ofrece la sintesis enzimatica de
oligosacaridos se encuentran: la estereoespecificidad lograda en la construccion de la
union glicosidica; la posibilidad de escalar las reacciones debido a la menor cantidad de
pasos necesarios, y la cuestion ecoldgica, cuyo valor ha adquirido mayor importancia en
los ultimas décadas.

Sin embargo, existen importantes inconvenientes técnicos. Entre ellos, los mas
importantes son: el requerimiento de grandes cantidades de fuente natural para aislar
glicosiltransferasas, la dependencia de glicosilnucledtidos como donor y la
retroinhibicion por formacion del producto nucleésido fosfatado (Murata & Usui, 2006).
Aungue en las ultimas décadas se ha logrado un pequefio avance con la disponibilidad

de algunas glicosiltransferasas recombinantes para superar el problema de la
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purificacién engorrosa (Kato, T. et al., 2005; Hidari, K.I. et al., 2005), y ademas se ha
desarrollado un sistema de regeneracion de glicosilnucledtido para evadir la
retroinhibicion (Hanson, S. et al., 2004), las enzimas y los glicosilnucleétidos siguen
siendo muy caras para la sintesis de oligosacaridos complejos. Tal desventaja, junto con
otras que exceden a la discusion de esta Tesis, hace que la sintesis quimica sea crucial

para la obtencion de oligosacaridos.

2.2 La Sintesis Quimica de Oligosacaridos

La reaccion mas importante en la sintesis quimica de oligosacaridos es la reaccion
de glicosidacion. La misma consiste en la formacion de una unién O-glicosidica entre
dos carbohidratos, que en su version mas simple, pueden ser el carbono anomérico de
un monosacarido y el alcohol de otro monosacarido. La importancia de esta reaccién se
debe a la gran dificultad asociada a la formacién regioselectiva del enlace, ya que los
carbohidratos contienen un gran ndimero de grupos funcionales de reactividad muy
similar. Otra dificultad tan importante como la anterior es el control diastereoselectivo del
enlace generado, que podria resultar con configuracion o . A esto hay que sumarle
gue los monosacaridos pueden encontrarse en la naturaleza en su forma piranésica
(ciclo de seis miembros) o furanédsica (ciclo de cinco miembros), dependiendo de la
estabilidad de cada forma en un medio determinado.

En el Esquema 2-1 se muestra la formacion de un enlace glicosidico por ataque
nucleofilico de un alcohol de un monosacarido, al carbono anomérico electrofilo de otro
monosacarido. En la reaccion de glicosidacién, se suele llamar “aceptor” de glicosilo al
nucleodfilo y “donor” de glicosilo al electrofilo. Este Ultimo suele tener un sustituyente
anomérico que se convierte en un buen grupo saliente por accién de un promotor o
catalizador (Boons & Hale, 2008; Demchenko, A.V., 2008; Fraser-Reid & Lopez, 2011).

o) . 0] 0 Q/O
mGS . O§/ promotor mﬁo/ -~

enlace glicosidico a, 3

Donor de Glicosilo Aceptor > )
Disacarido

GS: Grupo Saliente

Esquema 2-1. Reaccion de glicosidacion.

Para establecer si la configuracion del nuevo enlace generado es o0 , se recurre
al analisis espectroscopico de las sefiales que aparecen en la regién anomérica en el

espectro de RMN *C y el valor de la constante de acoplamiento de la sefial del H-1, que



suele ser facilmente identificado debido a que aparece con menor multiplicidad
(singulete o doblete) en su forma glicosidica.

Generalidades de la Glicosidacion: un poco de histo ria

Las primeras reacciones de glicosidacion datan de finales del siglo XIX, reportada
por Arthur Michael (1879), que sin conocer aun con claridad la estructura y reactividad
de los carbohidratos logré, partiendo del cloruro de glicosilo, la sustitucién anomérica
utiizando sales organicas de potasio como nucledfilo (Esquema 2-2). Si bien el
prematuro concepto de Michael de sustitucion anomérica fue correcto, la técnica
obligaba a convertir previamente al aceptor en una sal de potasio. Décadas después,
Emil Fischer (1983) logré obtener metilglicosidos disolviendo azlcares libres en metanol
con condiciones fuertemente acidas. La mezcla obtenida de productos furandsicos y
piranésicos en equilibrio con configuracion y , permiti6 a Fischer anticiparse al
concepto de la existencia de un equilibrio acetalico en el carbono anomérico (Fischer,
E., 1893).

Esquema 2-2 . Primeras glicosidaciones. Uso de acidos o bases fuertes.

A principios del siglo XX, Koenigs & Knorr (1901) logran nuevos avances
obteniendo un solo producto haciendo reaccionar halogenuros de glicosilo con alcoholes
en presencia de Ag,CO; en lugar de acidos o bases fuertes (Esquema 2-3). El
reemplazo de la sal de Ag por catalizadores de Hg (ll), pudo mejorar aun mas la
capacidad de grupo saliente del bromuro. Esto revelaba, por primera vez, la tarea de
buscar y desarrollar diversos sustituyentes anoméricos capaces mejorar las

caracteristicas de buen grupo saliente.

AcO AcO
AcO 0 Ag2C0s 0 Koenigs, W & Knorr, E.
CAcO — AcE\)Co OMe + AgCl  Ber. Dtsch. Chem. Ges.
AcO g, MeOH AcO 1901; 34, 957-981.

Esquema 2-3 . Glicosidacion de Koenigs & Knorr.
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Desde ese momento, se han desarrollado (y alin se contindan investigando) una
gran diversidad de donores de glicosilo con los mas diversos sustituyentes anoméricos,
cada uno de los cuales posee su método particular para su utilizaciéon (Esquema 2-4). Si
bien existe una gran variedad de donores, actualmente, dos de los donores mas
utilizados son el tricloroacetimidato y el tioglicésido , por su gran versatilidad en la

mayoria de las condiciones de laboratorio (Zhu & Schmidt; 2009) como se detallara mas

adelante.
a o 0 0 toz/ I
mx moooom mOTCCb «
Haluros Acetatos O-ImidatosNH Epoxidos
X=8Br, CIlLF,I
v&wes 2 V& =\ 2
N—\.qr ) OCOR —
Donor < tioglicosidos ),<OR carboxilatos Glicales >
GS: grupo saliente X =M . . ortoester ) ) _ . .
= Me, Et, alquil-, aril-  x = ve, Et, alquil-, arii- R = Me, Et, alquil-, aril-
o) o} 0 R
O O N
MOO 2 mSTC% =\ é) o
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Pentenil glicosidos tiosulféxidos NH R

X = Me, Et, alquil-, aril- Nuevos tioimidatos  tioimidatos

Esquema 2-4. Algunos ejemplos de donores de glicosilo.

Como se menciono anteriormente, una de las mayores dificultades de la sintesis
de oligosacaridos reside en una construccidn regio- y estereoselectiva de la union
glicosidica. A modo de ejemplo, en el Esquema 2-5 se muestra que cuando un donor
reacciona con un aceptor que contiene dos centros nucleofilicos, se pueden obtener
cuatro productos.
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Esquema 2-5. Reaccion de un donor con un aceptor con dos centros nucleofilicos.

Por fortuna, existen cada vez mas estudios experimentales y computacionales en
literatura, que permiten una mejor busqueda de grupos protectores apropiados para

diferenciar quimicamenbte los OHs similares entre si. Es asi que con la introduccién



regioselectiva de grupos protectores se logra superar, con diversos grados de dificultad,
el problema de la regioselectividad (Boons & Hale, 2008) (Esquema 2-6).

N~ W
S =
0,
$ ( * e~
% ) * B % ) * oa
%/\/Am%& %@
\\ W /\’-A
Wt (o %/‘A/ \
we g % ) * p % ) * o

Esquema 2-6 . Uso de grupos protectores para alcanzar la regioselectividad deseada.

El control de la estereoselectividad de la reaccién es bastante mas complejo,
debido a la gran cantidad de factores que controlan el mecanismo de reaccion, como se
vera en la siguiente seccion.

El rendimiento de la reaccidn estard marcado principalmente por las reactividades
del donor y el aceptor, y la estabilidad de los productos, pero sin dudas, gobernada por
la cinética de formacion del intermediario de reaccién en el paso limitante.

Mecanismo General de la Glicosidacion

El mecanismo de la reaccién de la glicosidacion no esté bien determinado debido
a la complejidad de los factores que determinan el camino energético por el cual ocurre
una glicosidacién. Dependiendo de la estructura del donor, de la capacidad de
disociacion del grupo saliente (nucleofugacidad), de la nucleofilicidad del aceptor, de la
presencia o no de grupos participantes, del solvente, de las condiciones de temperatura
y del promotor, los mecanismos posibles de esta reaccion estan abarcados en un rango
continuo que va desde el extremo de un mecanismo Sy2 a un mecanismo Syl (Bohé &
Crich; 2011).

En el mecanismo extremo Sy2, se piensa en la existencia de un estado de
transicion “exploded” para describir la sustitucion nucleofilica en el carbono anomérico
(Esquema 2-7). Este estado se parece geométricamente a la bipirdmide trigonal
asociada al mecanismo Sy2 en donde la interaccidon del nucledfilo entrante y el
nucledfugo saliente son muy débiles tal que el carbono anomérico presenta una
densidad de carga positiva. Entre las evidencias experimentales que sostienen este
concepto adoptado por la mayoria de los enzimdlogos, son los pequefios tiempos de
vida media de los cationes de glicosilo encontrados en soluciones acuosas, la inversion
de la configuracion de los productos glicosidicos y los casos donde se encontré la
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dependencia de la velocidad de la reaccion con la concentracion del nucledfilo,
mostrando claramente una cinética de orden dos. Este es el caso de la reaccion del
fenoxido de sodio con el cloruro de 2,3,4,6-tetra-O-metil- -D-glucopiranosilo dando el
producto de inversién de configuracion 2,3,4,6-tetra-O-metil-1- -D-glucopiranésido
cuantitativamente (Rhind-Tutt & Vernon, 1960).

Q/O 1. Activacién 2. Sustitucion 3. Transferencia
H de proton O,
g o Q! o
PGO/1"~ﬁ /4""ﬁ - Eéi:;l/OR - PGO/C"~A/OR
&s PGO PGO ®
SG-P
Complejo

Donor de glicosilo
Donor - Promotor

H
N\
Q/O o~R
PGO~ & 3{ H
GS-P

Esquema 2-7. Reaccion de glicosidacién por el mecanismo Sy2 y estado de transicion

“exploded”

En el otro extremo del rango continuo mecanistico, el mecanismo Syl comienza
con la activacién del grupo saliente del donor (A) por medio de un promotor (P), para dar
una especie reactiva (B) capaz de disociar el grupo saliente (Esquema 2-8). La
disociacion que, como se dijo, depende de una multiplicidad de factores resumidas en la
estabilidad del carbocatién y la fuerza nucleofilica del aceptor, en este caso se considera
unimolecular y el paso determinante de la reaccion. El oxocarbenio C formado esta
estabilizado por resonancia con una conformacion de hemisilla aplanada donde el
carbono anomérico posee una hibridacion sp?. El grado de estabilizacion del carbocation
estard dado, principalmente, por una combinacion entre la capacidad de atraer/donar
densidad electronica de los sustituyentes del anillo y los factores estéricos que
favoreceran o no el solapamiento de orbitales, y la compensacién de interacciones
dipolares. El ataque nucleofilico podra ocurrir por las dos caras, dando, luego de la
pérdida de un proton, el producto de glicosidacion (E1) si el ataque ocurre por la cara

o el glicésido  (E2) si el ataque ocurre por la cara (Mydock & Demchenko, 2010).
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Esquema 2-8 . Mecanismo general de la glicosidacién. Donor sin grupo participante en C-2 (Mydock &
Demchenko, 2010)

El oxocarbenio C no se encuentra desnudo como tal. La mayoria de los autores
coinciden en describirlo como sal formada por disociacion del GS, con las caracteristicas
de par i6nico de contacto (CIP, contact ion pair) o par ionico separado por el solvente
(SSIP, solvent separated ion pair), dependiendo del tamafio/polaridad del solvente y de
los sustituyentes presentes en el donor (Esquema 2-9) (Bohé & Crich, 2011; Mydock &
Demchenko, 2010).

~

Xg - < GPO%@ /\)/

Cation ™~ Par I6nico de contacto Par lénico Separado

oxocarbenio (CIP) por t(elsgtl)’lj\sente

Esquema 2-9. Par i6nico de contacto y par i6nico separado por el solvente del cation

oxocarbenio.
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i) Efecto Anomérico

El Esquema 2-10 muestra también una diferencia energética no menospreciable
entre las configuracion y , que permiten explicar la estabilidad adicional que poseen
los glicésidos cuando el nucledfilo aceptor se encuentra en posicion axial y en ausencia
de grupo participante en O-2. Este fendmeno se conoce como efecto anomérico y se
acepta comunmente que es originado por combinacion de fendmenos de estabilizacion
electrostatica por cancelacion de los dipolos y por interaccion estabilizante
(hiperconjugacion) entre el par de electrones libres del oxigeno endociclico con el orbital

o antienlazante C1-O exociclico vacio (Esquema 2-10).

anoémero o anomero f3
0~ ! !
Q'O 2
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cancelacion de dipolos interaccion entre dipolos

sp° lleno
5
5 U
b
) \ o* vacio 4 ° OQ X
N ®)
Cq

Cq
C o* vacio

0
interaccién estabilizante sin interaccion

Esquema 2-10 Efecto anomérico. a) estabilizacion por cancelacion electrostatica de dipolos. b)
estabilizacion por interaccién con orbital antienlazante.

i) Asistencia Anquimérica

El mecanismo Syl puede variar cuando el donor posee un grupo participante en
C-2, como por ejemplo, un grupo acilo (Esquema 2-11). Si bien la forma en que el donor
es activado y la partida del grupo saliente para dar el oxocabenio (pasos 1y 2) es similar
se encuentre o no presente el grupo participante, el cation oxocarbenio formado estara
expuesto a un ataque intramolecular del par de electrones libres del oxigeno del éster en
C-2 para dar un catién mas estable llamado ion aciloxonio (C2). El aciloxonio dispondra
en posicion axial el oxigeno proveniente del acilo y bloqueara la cara  del donor,
impidiendo un posible ataque nucleofilico por dicha cara y produciéndose por la cara
opuesta. De esta manera, la asistencia anquimérica permite explicar que el producto
mayoritario en donores con grupo participante en C-2 sea del tipo 1,2-trans (camino c,



Esquema 2-11). El ataque nuclecfilico al carbono proveniente del carbonilo del
aciloxonio puede dar un ortoéster como producto (camino d, Esquema 2-11), bajo

ciertas condiciones experimentales.
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Esquema 2-11 Mecanismo general de la glicosidacién. Donor con un grupo participante en C-2.

(Mydock & Demchenko, 2010)

Como se menciond previamente, en la mayoria de los casos la reaccion no
transcurre por ninguno de los dos mecanismos en su estado puro, sino por un hibrido de

los mismos.

2.3 Control de la estereoselectividad

Los enlaces glicosidicos se clasifican en funcién de la configuracidn relativa entre
los carbonos C-1y C-2, como 1,2-cis y 1,2-trans, o tipo gluco y tipo mano.

El control de la estereoselectividad de la reaccion de glicosidacion puede
lograrse aprovechando, dos fendmenos muy importantes como el efecto anomérico y la
asistencia anquimérica de un grupo participante en C-2. El uso de grupos protectores

capaces de participar para dar la formacién del aciloxonio permite la constitucion de
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enlaces 1,2-trans en pirandsidos tanto tipo mano como gluco. Para formar enlaces 1,2-
cis tipo gluco, se recurre a la estabilizacion por efecto anomérico. Para la construccion
de enlaces 1,2-cis tipo mano, no se puede recurrir al efecto anomérico. Como resultado
de ello, existe una dificultad gradual en la construccion de enlaces glicosidicos, que se
muestra en el Esquema 2-12, siendo el enlace glicosidico 1,2-cis tipo mano, el de mayor
dificultad para la sintesis de oligosacaridos. Estos dos factores —asistencia anquimérica
y efecto anomérico- han sido bien estudiados y guardan evidencias de su importancia en
piranosas. Los compuestos furandsidos, en cambio, han sido menos estudiados y el
efecto anomérico es menor por la mayor flexibilidad del anillo furandsico.

OGP OR
; 0} 0]
R = oo o
OGP OR
OR’ OR’
tipo mano tipo gluco tipo gluco tipo mano
1,2-trans 1,2-cis
< dificultad » > dificultad
con asistencia anquimerica sin asistencia anquimerica
con efecto sin efecto con efecto sin efecto
anomeérico anomérico anomeérico anomérico

Esquema 2-12 Dificultad gradual en la generacion de enlaces glicosidicos pirandsicos.

Entre los factores conocidos y mas importantes que influyen en la velocidad y la
direccidon de la estereoquimica de la reaccion se encuentra la participacion de grupos
protectores, el modo de activacion del grupo saliente, el solvente, el efecto
estereoelectronico de los grupos protectores, el control torsional y la temperatura.

A continuacion una breve resefa de cada uno de ellos.

Participacion de grupos protectores:

Como se anticipd previamente, la participacion de los diversos protectores
cercanos pueden estabilizar la formaciéon del oxocarbenio por asistencia anquimérica de
grupos en C-2, dando productos tipo 1,2-trans. Ejemplo de ello son los ésteres como
vimos anteriormente, dialquilfosfatos, o el mas recientemente descripto grupo picolinico
(Smoot & Demchenko, 2008) (Esquema 2-13). El uso de grupos participantes no solo se
restringe a la obtencién de productos 1,2-trans, sino también es posible dar productos
1,2-cis mediante el uso del grupo metil-tiofenilo, como se muestra en el Esquema 2-13
(Cox & Fairbanks, 2009) También existen evidencias de participacién remota por grupos

protectores participantes en posicion O-4 u 0-6 (Kim & Suk, 2011);
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Esquema 2-13 Grupos participantes que previenen el ataque nucleofilico por una de las caras.

Efecto del Solvente:

El solvente es otro de los factores a tener en cuenta en la estereoselectividad y la
velocidad de una reaccion de glicosidacion. Cuando el donor no posee grupo
participante en C-2, el oxocarbenio puede formar aductos estables con determinados
solventes llamados participantes y favorecer el ataque nucleofilico por la cara opuesta al
aducto (Eby & Schuerch; 1974). Por ejemplo, con solventes tipo éter (dietil éter,
tetrahidrofurano, dioxano) el oxocarbenio forma un intermediario con el solvente,
estabilizado por efecto anomérico reverso impidiendo el ataque por dicha cara, de tal
manera que el nucledfilo ataque por la cara opuesta . Otro tipo de solvente participante
son los nitrilos (acetonitrilo, propionitrilo) (Lemieux & Ratcliffe, 1979; Braccini, I. et al.,
1996; Crich & Patel, 2006), que forman un complejo exociclico con configuracion
llamado cation nitrilio, previniendo el ataque por dicha cara y dando consecuentemente
productos (Esquema 2-14). Cabe resaltar que el uso de solventes participantes como
dietil éter o acetonitrilo representan so6lo casos extremos para la obtencién preferencial

de glicésidos tipo -D-glucopiranésidos o -D-glucopirandsidos.
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efecto anomeérico o mayoritario
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Esquema 2-14 Influencia del solvente sobre la estereoselectividad de los productos.

Estos efectos de solventes por formacion de complejos, actualmente se
encuentra en discusion a partir de calculos computacionales (Satoh, H. et al., 2010).

Para los casos en donde los solventes no son participantes, se conoce que los
solventes polares favorecen la formaciéon de -glicésidos, por estabilizacion del par de
dipolos del oxigeno endociclico y el enlace  C1-Ogyocicico- EN cambio, los solventes poco
polares son deseables para la sintesis de -glicésidos.

Por todo ello, la eleccion del solvente en una glicosidacion no es un tema menor

porgue podria alterar el curso estereoquimico de la misma.

Grupos protectores

Los grupos protectores son otro de los factores que mas influyen en la
reactividad y estereoselectividad de la glicosidacion, consecuentemente, la eleccion
adecuada de los mismos es otro de los items decisivos para una sintesis exitosa. Se
tienen siempre en cuenta algunos puntos previo a la eleccién: 1) que las condiciones de
reaccion para la introduccién de los grupos protectores sea compatible con otras
funcionalidades existentes en la molécula; 2) que una vez introducido sea estable bajo
todas las condiciones utilizadas en los pasos siguientes; 3) que sea capaz de ser
removido bajo condiciones suaves para no afectar el resto de las funcionalidades; 4)
otro punto también importante es que el grupo protector sea barato y de facil acceso. Se
encuentran descriptos en literatura una gran cantidad de grupos protectores posibles de
proteger un hidroxilo. En el Esquema 2-15 se resumen algunos tipos de grupos
protectores basicos y comunmente utilizados en la sintesis de oligosacaridos. Entre ellos



estan los éteres, sililéteres, ésters y acetales, con sus respectivos reactivos para su
remocion entre paréntesis y, en algunos casos, se muestra el orden de estabilidad
(Boons & Hale, 2008).
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Esquema 2-15 Grupos protectores cominmente usados en quimica de hidratos de carbono.

Inicialmente, el papel que cumplian los grupos protectores consistia en evitar la
glicosidacion en determinados sitios, es decir, guiando la regioquimica de la misma. Sin
embargo, con el tiempo se encontraron nuevas propiedades que se pueden clasificar
segln 1) puedan introducirse o0 removerse simultaneamente con otros grupos
funcionales bajo el concepto de ortogonalidad ; 2) sean electroatractores o
electrodonores bajo el concepto de armado-desarmado ; y 3) segun puedan activar o
desactivar el anillo por control torsional . La busqueda de nuevos protectores es motivo
de continuo estudio (Codée, J.D.C., etal., 2011)

1) Ortogonalidad
El concepto de ortogonalidad fue introducido por Baranay y Merrifield (1977)
como una clase de grupos protectores que pueden ser removidos selectivamente bajo
condiciones y reactivos precisos en cualquier orden y en la presencia de las demas

clases de grupos protectores, sin afectarlos.
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Como ejemplo del alcance posible que tiene el manejo de grupos protectores
ortogonales, Zhang y col. (Wong, C-H., et al., 1998) sintetizaron un bloque de
construccion monosacaridico (A, Esquema 2-16) protegido con cuatro grupos
protectores ortogonales (TBDPS-, Lev-, PMB-, CIAc-) capaces de ser removidos
selectivamente, y con buenos rendimientos, para dar 4 aceptores de glicosilo diferentes.
Bajo esta estrategia de remocion selectiva, Zhang y col. sintetizan 45 oligosacéaridos
diferentes que van desde disacaridos hasta pentasacaridos, utilizando una biblioteca de

donores que tenian a disposicion.

OH OTBDPS
HO, o ab.cd LevO, o
A
HO SPhMe PMBO' Y SPhMe
OH OCIAC
l e
OTBDPS
LevO.
o 1 R:(CH,)sCO,Me
PMBO” >~ “OR
OTBDPS 5 i
£ OCiAc OTBDPS
LevO / h 5
0 97 % g HO
9% 999 0
HO Y OR
OH OTBDPS A
SCIAC PMBO' éCIA OR
LevO LevO ¢
ev o ev o
PMBO' H OR PMBO' H OR
OCIAc OH

(a) TBDPSCI, Imidazol, DMF, 100 % (f) TFA, CH,Cl,, -20 °C
(b) i. Bu,SnO, tolueno/benceno, reflujo ii. PMBCI, BuyNI, DMF, 60 °C, 49 %  (g) HF-piridina, HAcO/THF 1:4
(¢) ClAcCl, TEA, CH,Cl,, -20°C at.a., 52 % (h) NaHCO5, MeOH/H,O
(d) Ac. Levulinico, DCC, 4-DMAP, CH,Cl,, 83 % (i) NH,-NH,/HAcO, THF/MeOH 10:1

(e) i. HO(CH,)sCO,Me, NIS, TMSOTf, MS 4A, CH;CN, -20 °C ar.t., ii.
HgBr,, tolueno/NO,CH3, 60 °C, 85%

Esquema 2-16 Sintesis de un bloque constructor monosacaridico con cuatro grupos protectores

ortogonales y su remocion selectiva.

El uso de grupos protectores ortogonales es casi obligatorio cuando se desea
sintetizar oligosacéaridos de cadena o ramificados. Por tal motivo, el conocimiento
experimental amplio y profundo adquirido en un laboratorio en cuanto a la variedad
existente de grupos protectores, las condiciones para su introduccién y remocion, y la
eficiencia con que se logra, es uno de los bienes més preciados en el know-how de cada

laboratorio de sintesis.



2) Armado — Desarmado

Es bien conocido que los sustituyentes electroatractores reducen la densidad
electronica de los carbonos vecinales, generando una pérdida de nucleofilicidad de los
oxhidrilos vecinales o un aumento de la electrofilicidad a los carbonos adyacentes.
Mootoo & Fraser-Reid (1998) aplicaron este concepto a la quimica de los hidratos de
carbono, introduciendo en 1988 el concepto de “armado-desarmado” para explicar los
efectos electrénicos que causan los diferentes grupos protectores sobre la reactividad
de donores n-pentenil glicésidos. Encontraron que los donores que poseian grupos
protectores dadores de densidad electronica como los éteres alquilicos y silil éteres
(metilo, bencilo, TBDMS, TBDPS, etc.) eran mas reactivos. Estos grupos incrementaban
la nucleofilicidad del oxigeno anomérico, lo que favorecia el ataque intramolecular por
parte del par de electrones libres del oxigeno anomérico y consecuentemente la
liberaciéon del grupo saliente (Esquema 2-17). En cambio, los grupos atractores de
densidad electrénica como los ésteres (benzoilo, acetilo, p-metoxibenzoilo, etc.)
reducian por efecto inductivo la nucleofilicidad del oxigeno anomérico (exociclico)
favoreciendo la formacion del producto dihalogenado, ausente en el analogo armado.
Esto llevo a plantear que los donores que donaban densidad electrénica al sistema
“armaban” al donor, haciéndolos mas reactivos, y aquellos que quitaban densidad

electronica “desarmaban” o desactivaban al donor de glicosilo.
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Esquema 2-17 Cambios en la reactividad de un donor de glicosilo activado por bromonio armado
y desarmado.
El concepto de Fraser-Reid luego fue rapidamente validado con otros donores de
glicosilo (imidatos, tioglicésidos) pero su gran éxito residié en la aplicacion de las nuevas

estrategias de sintesis de oligosacéaridos (Fraser-Reid, B. et al., 2004). A partir de dos
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donores con el mismo grupo saliente pero con diferentes grupos protectores, fue posible
activar selectivamente al mas armado, es decir al mas reactivo. Por otra parte, junto con
el creciente conocimiento de la reactividad del grupo saliente (Esquema 2-18), abri6 la
posibilidad luego de un “tuning” o ajuste de reactividad de donores y aceptores cuando

se disefia una retrosintesis de oligosacéaridos cada vez mas grandes.
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Esquema 2-18 Orden de reactividad del grupo saliente

Wong y col. (Zhang, Z., et al., 1999) hicieron aportes a este concepto
estableciendo, con una formula matematica, un valor numérico de reactividad relativa
(relative reactivity value, RRV) a un grupo de mas de 50 donores y aceptores de tiotolil
glicopiranodsidos, donde cada uno de ellos contenia un diferente set de grupos
protectores. El experimento para medir este parametro consisti6 en cuantificar la
desaparicion de los reactivos por HPLC, en una reaccion de glicosidacién competitiva
con dos donores tioglicdsidos diferentes, utilizando un mismo electréfilo (E*) y un mismo
aceptor en comun (Esquema 2-19). La hipétesis de Wong consistia en utilizar el donor
con mayor RRV en el extremo no reductor y el de menor reactividad en el extremo
reductor, para el disefio de una sintesis one-pot de un oligosacéarido (Zhang, Z., et al.,
1999).
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Esquema 2-19 Reaccion general de glicosidacion competitiva entre dos donores tioglicésidos y

un aceptor en comun, activados con el mismo electrofilo.



Muy recientemente, el grupo de Demchenko (Mydock & Demchenko, 2008a;
2008b) reporté que el perfil de distribucion de los grupos protectores también influye
drasticamente sobre la reactividad de los donores. Este novedoso e importante avance

se explicara con mayor detalle en el Capitulo 5.

3) Control Torsional

Es de esperar que la introduccion de grupos protectores bifuncionales o ciclicos
restrinja el equilibrio conformacional de un anillo de carbohidrato, del mismo modo en
que los anillos fusionados en la trans-decalina le dan rigidez a la estructura. En ese
sentido, Fraser-Reid y col. (Fraser-Reid, B., et al., 1991) estudiaron el efecto de fijar el
anillo pirandsico en la conformacion *C,, llegando a la conclusion de que la rigidez de los
anillos fusionados desactivaban al donor glicosidico debido a que el oxocarbenio era
incapaz de adoptar una geometria planar de hemisilla. Este concepto fue ampliado por
Ley (Ley, S.V. et al., 2001) con sus estudios sobre 1,2-diacetales. Estos fendmenos de
desactivacion torsional se suelen esperar en donores protegidos con bencilidén,
isopropilidén, carbonatos, oxazolidinonas, sililéteres ciclicos, etc. (Esquema 2-20)
(Manabe & Ito, 2008; Satoh & Manabe, 2013; Walvoort, M.T.C. et al., 2010).

BnO

Bho0 o\_j Bno 0 070 0
BnO BnO Xo
> reactividad < | desarmado

conformacionalmente

Esquema 2-20 Desactivacion torsional causado por grupos protectores ciclicos

El grupo de Bols encontr6 recientemente una manera de conseguir la activacion
torsional del azucar a través de la persililacion de donores tioglicosidicos. En este caso,
también se restringe el equilibrio conformacional, pero se consigue una considerable
activacion. Los grupos sililos voluminosos fuerzan al anillo a adoptar conformaciones
ricas con oxigenos axiales. Bols postula que esta conformacion desestabiliza en menor
grado a la carga positiva sea en el idn oxocarbenio (via Syl), o en el estado de
transicion (via Sy2), respecto a su equivalente con oxigenos en posicién ecuatorial
(Esquema 2-21) (Jensen, H. et al., 2007; Pedersen, C.M. et al., 2007).
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Esquema 2-21 Donores conformacionalmente armados

Modo de activaciéon del GS:

Los promotores, responsables de activar al donor, cumplen un rol importante
cuando se requieren activar selectivamente donores de diferente reactividad. En el
Esquema 2-22 se muestra el orden de fuerza de los activantes para el método de n-

pentil glicosidos.
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Esquema 2-22 Fuerza de activadores

Temperatura
A muy bajas temperaturas generalmente se favorece la formacion del producto

cinético glicosido (Chenault, H.K. et al, 1996), aunque se han reportado

observaciones que indican lo contrario (Dohi, H. et al., 2001).

2.4 Métodos de Glicosidacion

En el Esquema 2-4 (Pagina 24) se mostraron diferentes donores que fueron
utilizados y estan asociados a una gran cantidad de métodos de glicosidacion. Por



razones de espacio, solo describiremos el método de tricloroacetimidato (Schmidt &
Kinzy, 1994) y el de tioglicosido (Garreg, P.J., 1997; Crich & Smith, 2001; van Boom,
2004) por ser los mas comunes, versatiles y que han sido utilizados en la presente

Tesis.

1. Método del tricloroacetimidato

A diferencia de los primeros métodos de glicosidacién que utilizaban cantidades
promotoras de &cidos de Lewis (como SnCl,;, AICl;, BF;*OEt;) en el paso de la
glicosidacion, el método de tricloroacetimidato fue uno de los primeros métodos suaves
en aparecer ya que utilizaba cantidades cataliticas de acido de Lewis. Por ese motivo, y
teniendo en cuenta que permitia el uso de grupos protectores labiles en medio acido,
tuvo rapida aceptacién por la versatilidad y su facil obtencion. Como veremos a
continuacion el método consiste en activar el carbono anomérico en el paso previo a la
glicosidacion por medio de la transformacion del oxigeno anomérico en un buen grupo
saliente como lo es la tricloroacetamida.

Preparacion del tricloroacetimidato

Los tricloroacetimidatos se pueden preparar con altos rendimientos y alta
estereoselectividad por agregado de una base al donor con el carbono anomeérico libre
en presencia de tricloroacetonitrilo. El agregado de la base a la mezcla hemiacetélica
permite la desprotonacion del oxhidrilo anomérico dando un anién 1-6xido que ataca al
acetonitrilo, deficiente en electrones, para formar el imidato correspondiente (Schmidt &
Kinzy; 1994). Teniendo en cuenta el equilibrio existente entre ambos andémeros y la
mayor nucleofilicidad del oxigeno anomeérico ecuatorial (debido a los efectos estéricos y
electronicos), se generard preferentemente el tricloroacetimidato cinético . Sin
embargo, este producto cinético anomerizara al tricloroacetimidato  con una velocidad
que depende de la fuerza de la base utilizada, siendo que bases muy fuertes como DBU
o NaH, aceleran el equilibrio entre los dos tricloroacetimidatos por desprotonacion del
imidato cinético y formacion del 1-6xido que esta en equilibrio con su par mas
estable . En el Esquema 2-23 se muestra que utilizando NaH como base se forma el
imidato termodindmico en menos de una hora, mientras que el uso de K,CO3; permite
extender el “tiempo de vida” del imidato cinético y obtenerlo mayoritariamente durante

las primeros 5 horas de reaccion.
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Esquema 2-23. Formacién de tricloroacetimidato donor. Gréficos extraidos de Schmidt & Jung
(1997).

Reaccion de glicosidacion

Los catalizadores mas comunes para la activacion de los tricloroacetimidatos son el
trimetilsililtriflato (TMSOTT) y el trifluoroboroeterato (BF;*OEt,). Se ha encontrado que el
triflato de samario (Sm(OTf);) también puede activar tricloroacetimidatos armados bajo
condiciones muy suaves (Adinolfi, M. et al.; 2000) mientras que los tricloroacetimidatos
desarmados se pueden activar con triflato de iterbio (Yb(OTf)3) (Adinolfi, M. et al.; 2001).
Cualquiera sea el catalizador utilizado, el acido de Lewis promueve la salida de un grupo
muy estable como lo es la tricloroacetamida, generando el ion oxocarbenio que luego es

atacado por un hidroxilo del aceptor de glicosilo para dar el glicésido (Esquema 2-24).
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Esquema 2-24 Reaccién de glicosidacion. Método del tricloroacetimidato.

Cabe resaltar que uno de los productos secundarios que suelen aparecer en las
reacciones de glicosidacion son los productos de hidrolisis . Estos son los productos
de la reaccién de competencia donde el hidroxilo del agua actia como nucleofilo en un
medio apenas &cido. Es por ello, que la reaccion de glicosidacion con
tricloroacetimidatos debe llevarse a cabo bajo condiciones anhidras muy estrictas. Otro
de los productos secundarios que puede encontrarse cuando el aceptor utilizado posee
un OH que no es muy reactivo o cuando el donor utilizado es muy reactivo, es el
producto de transposicion del tricloroacetimidato, la tricloroacetamida
correspondiente, como se vera mas adelante (Schmidt & Toepfer, 1991).

Pese a las reacciones secundarias, este método tuvo gran aceptacion en sintesis
de oligosacaridos. El éxito del mismo se atribuye a que su preparacion es rapida,
eficiente y con gran estereoselectividad, y a que las reacciones de glicosidacion admiten
una catalisis acida suave para activacion, bajas temperaturas y en general tiempos
cortos. Teniendo en cuenta la labilidad de determinadas uniones glicosidicas como las

uniones galactofuranosidicas, éste método resulta muy aconsejable de aplicar.

2. Método del Tioglicésido

Los tioglicésidos constituyen otro grupo de donores cominmente utilizados para la
formacion de enlaces glicosidicos. A diferencia del método de tricloroacetimidato que se
lo prepara en el paso previo a la glicosidacién, en el método de tioglicdsido se suele
introducir la funcionalidad anomérica en el primer paso de la sintesis del donor.
Posteriormente se protege convenientemente los demas oxhidrilos, y en el paso de

glicosidacion, se lo activa con un agente tiofilico para generar el oxocarbenio. La gran
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estabilidad quimica de los tioglicosidos permite la introduccion y remocion de una amplia
gama de grupos protectores sin afectar la funcion tioéter.

Preparacion del donor tioglicésido

Existen varias maneras simples para preparar tioglicosidos (Kahn & O’Neill, 1996;
Garegg, P.J., 1997). Una de las mas simples es por desplazamiento del halégeno en el
centro anomérico por agregado de un nucledfilo tiolado en presencia de una base
(Tropper, F. et al., 1991). Otra manera comun es la transferencia del acetato anomérico
promovida con BF3;*OEt,, en presencia de un tiol adecuado (Ferrier, R. et al., 1980)
(Esquema 2-25).
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Esquema 2-25 Preparacion de tioglicosidos

Reaccion de glicosidacion

Teniendo en cuenta que el &tomo de azufre del tioglicésido es un nucledfilo
blando y es capaz de reaccionar selectivamente con electréfilos blandos, los
tioglicdsidos pueden ser activados por un amplio rango de promotores de variada
reactividad (Zhu & Schmidt, 2009). En todos los casos, es necesario, al menos, una
cantidad estequiométrica del mismo. Los promotores tiofilicos mas comunes son N-
iodosuccinimida con el agregado de cantidades cataliticas de acido triflico, (NIS/TfOH,
Veeneman, S.H. et al.; 1990); NIS con AgOTf como catalizador (Konradsson, P. et al.,
1990) o perclorato de iodonio di-sym-collidina (IDCP, Veeneman & van Boom, 1990)
(Esquema 2-26). En la Ultima década tomaron importancia los triflatos de sulfonio o
sulfenilos, como el DMTST (Tatai & Fugedi, 2007) y Ph,SO (Crich & Li, 2006),
respectivamente.
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Esquema 2-26 Promotores electrofilicos utilizados para activacion de tioglicésidos

La activacion del grupo saliente consiste en el ataque nucleofilico del par de
electrones libres del azufre al electréfilo (X¥), para dar un intermediario de tipo sulfonio

que se convierte en un buen grupo saliente, dando el i6n oxocarbenio. (Esquema 2-27)
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Esquema 2-27 Reaccion de glicosidacion. Método del tioglicésido

Si bien existen otros métodos de glicosidacion ademas de los vistos, aun no
existe un método aplicable de manera universal a cualquier sintesis de oligosacéridos.
De manera que aun continda siendo valida la afirmacion de Varki (1999) quien formula
que la instalacion de enlaces glicosidicos sigue siendo una cuenta pendiente incluso con

los aportes de las tecnologias modernas.
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2.5 Estrategias Sintéticas para el Ensamblaje de Oligos  acéridos

Los quimicos sintéticos de oligosacaridos no so6lo se preocupan por lograr
estereoselectividad y buenos rendimientos en una Unica reaccion de glicosidacion.
Ademas de ello, la elecciébn adecuada de una estrategia de ensamblaje de los
monosacaridos toma mayor valor a medida que el oligosacarido es mas complejo
(Demchenko, A.V., 2008).

Frechet y Schuerch (1971; 1972a; 1972b) fueron quienes describieron por
primera vez, una estrategia sintética lineal para ensamblar oligosacéridos sencillos y
lineales. La estrategia que utilizaron consistié6 en una sintesis paso a paso donde se
elongaba la cadena desde el extremo reductor fijada a un polimero, al no reductor. Esta
estrategia contemplé el uso de un donor activado (bromuro de glicosilo) protegido
selectivamente con un grupo ortogonal en la posicion O-6 (Ruta A, Esquema 2-28).
Décadas mas tarde, en diversas investigaciones se formularon otras aproximaciones
lineales, como por ejemplo, Nicolau (Nicolau, K.C. et al.,1984) describié una secuencia
de elongacién de la cadena lineal desde el extremo no reductor al reductor, pero esta
vez con una estrategia de activacion selectiva y “en dos etapas” (Ruta B, Esquema 2-
28).
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Esquema 2-28 Estrategia Lineal de Sintesis. Rutas A y B.

Sin embargo, la estrategia lineal paso a paso, cuenta con desventajas que toman
gradualmente mas importancia a medida que el blanco aumenta en tamafio y/o contiene
ramificaciones. Una de esas desventajas esta asociada a la manipulacion repetida de la

cadena lineal de un oligosacarido en la fase final de la elongacion, ya que a medida que



crece el tamafio de la cadena, los rendimientos de las glicosidaciones tienden a
menguar y perder selectividad, lo que encarece la sintesis y disminuye lo rendimientos
globales (Stick, R., 2001). Por el contrario, en una estrategia convergente se ensamblan
bloques sintéticos de menor tamafio, donde los enlaces mas dificiles se construyen
previamente con donores y aceptores mucho mas simples; y en la etapa final del
ensamblaje, se constituyen los enlaces de mas facil estereocontrol y eficiencia. De esta
manera se logra la menor cantidad de manipulaciones del oligosacarido ya sintetizado
y/o evita separaciones de mezclas diastereoméricas complicadas. La estrategia
convergente o0 “en bloques” son especialmente mas ventajosas si el oligosacérido
posee secuencias repetidas, ya que permite ensamblar varias veces blogques

previamente constituidos (Esquema 2-29).
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Esquema 2-29 Estrategia de Sintesis Convergente

Cabe destacar que en la Ultima década hubo nuevos avances en las estrategias
de ensamblaje de oligosacaridos, como consecuencia del surgimiento de la posibilidad
de una activacion selectiva y la existencia de una mayor variedad de donores estables.
Los métodos como el tricloroacetimidato, Fischer o Koenigs-Knorr limitaban el horizonte
de estrategias de ensamblaje a la sintesis lineal o en bloque, por su poca estabilidad y la
dificultad de realizar activaciones selectivas. Sin embargo, los estudios recientes de
reactividad en diferentes tioglicésidos o n-pentenil glicésidos permitieron el desarrollo de
nuevas estrategias de glicosidacién quimioselectivas (Demchenko, A.V., 2005; 2008).
Estas novedosas estrategias se basan en el cambio de reactividad del donor causadas

por la ortogonalidad de los grupos salientes (Estrategia ortogonal) o por los grupos
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protectores (Estrategia armado/desarmado). Estos cambios de reactividad son los que
permiten luego la aplicacion de técnicas del tipo one-pot, en donde son posibles varias
glicosidaciones consecutivas sin separacion previa de los subproductos.

Un buen ejemplo del alcance de la glicosidaciéon quimioselectiva por la estrategia
de ortogonalidad de los grupos salientes aplicando la técnica one-pot, es el
oligosacérido sintetizado por Takahashi y col. (Tanaka, H. et al., 2002). La reaccion
requiri6 el agregado secuencial de siete reactivos de glicosilo, seis activantes

apropiados, e involucré solo dos work-up y dos pasos de purificacion (Esquema 2-30).

OBzM OH
0] 0]
SEt SPh
“’%&o&ﬁ % B2 Bn%oéw
PivO PivO
Bn?l (1,16 eq) (1,1eq) (1,8 €q) (1,0 eq)

AgOTH MeOTf AgOT/HCp,Cl,
OBzM
OH
0 MBzO
AR 8@9%
AcO MBzO
AcO PivO B
OMe
B'is
DMTST PivO M
OH 'R/ﬁ%o 0
0 MBzO
HO, o o
0 B
OH o BnO o nOO "~ 0
[\
oMo o BnO o
H PivO AcO
AcO
1) Hy, PA(OH), OH Ho, 0 o Aol
(]
2) NaOMe, MeOH OH
0
HO HO, 0
?lO 0
OH HO
HO
OMe

Esquema 2-30 Glicosidacion quimioselectiva one-pot basada en la ortogonalidad del grupo

saliente (Tanaka, H. et al., 2002)

Otro ejemplo mucho mas conocido en el ambito de glicosidacion quimioselectiva
por la estrategia armado/desarmado aplicando la técnica one-pot sobre donores con
valores de reactividad relativa asignadas, es el oligosacérido sintetizado por el grupo de
Wong (Mong, T. K.-K , et al., 2003) (Esquema 2-31)
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Esquema 2-31 Glicosidacion quimioselectiva one-pot basada en la estrategia armado/desarmado
(Mong, T. K.-K, et al., 2003) (BSP: 1-bencensulfenil piperidina).

En conclusién, existen muchas estrategias de complejidad variable en cuanto al
ensamblaje de oligosacaridos. No obstante, lamentablemente no existe aun un método
general que permita elegir la estrategia de sintesis. Cada oligosacarido es un caso
particular, debe desarrollarse una estrategia de a pasos previamente, que puede ser

convergente o no, para luego poder avanzar sobre estrategias quimioselectivas.

2.6 Inicios en el Estudio de los Glicoconjugados de Trypanosoma cruzi

El objetivo principal de este trabajo de Tesis consisti6 en la sintesis de los
oligosacaridos mayores de mucinas de T. cruzi para su utilizacion como sustrato de la
enzima trans-sialidasa. Este proyecto empez6 a desarrollarse junto con la sintesis de
otros oligosacaridos menos complejos a mediados de los "90. La sintesis de estos
oligosacéridos estd enmarcada dentro del estudio de los glicoconjugados de  T. cruzi,
inaugurado en nuestro laboratorio por la Dra. Rosa Muchnik de Lederkremer como
continuacion de su labor iniciada junto con el Dr. Walter Colli en Brasil. En ese entonces,
los investigadores mencionados aislaron, purificaron 'y caracterizaron al
lipofosfopeptidoglicano (LPPG) presentes en T. cruzi (Lederkremer, R.M. et al.; 1976;),
una inositol fosfoceramida glicosilada de sorprendente homologia comparada con las

anclas de membrana glicofosfatidilinositol (GPI) encontradas en eucariotas. Muchos
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componentes del GPI de T. cruzi, fueron caracterizados en los afios subsiguientes
(Lederkremer, R.M. et al.; 1977, 1978) pero tomé especial interés la presencia de
unidades de -D-galactofurandsidos de los mismos (Lederkremer, R.M. et al.; 1980), lo
gue motivd un analisis estructural de la parte oligosacaridica del glicoconjugado
(Lederkremer, R.M. et al., 1985), y a posteriori, un estudio mas detallado y completo en
colaboracién con el Dr. Michael Ferguson y la Dra. Jane Thomas-Oates (Lederkremer,
R.M. et al., 1991). Aungue se encontraron heterogeneidades entre las especies, en la
mayor parte de las mismas, la estructura comun encontrada en los GPIs de T. cruzi se
muestra en la Figura 2-1 (Lederkremer, R.M. et al., 1991, 1993).

AEP

|
6

Galf(b1-3)Man(a1-2)Man(1-2)Man(a1-6)Man(a1-4)-GlcN(a1-6)myo-Ino1P-ceramida
3

|

Galfb 1 AEP: &cido aminoetil fosfénico

Figura 2-1 Estructura quimica del Glicosilfosfatidilinositol de T. cruzi (epimastigote)

Si bien en nuestro laboratorio se continud con esta linea analitica (Lederkremer,
R.M. et al., 1993; 1995; Salto, M.L. et al., 2003), paralelamente en los “80, se di6 un
verdadero inicio a una nueva etapa sintética vinculada a la obtencién de derivados de
hidratos de carbono de importancia biol6gica, que continda hasta la actualidad. En
particular, esta nueva etapa estuvo fuertemente relacionada con las metodologias para
la obtencion de derivados de galactosa en su forma furandsica, que se encuentra
ausente en mamiferos. Mas precisamente, la etapa sintética comenzo6 con la obtencion
de algunos derivados de galactofuranosa como el p-nitrofenil- -D-galactofuranésido, de
utilidad como sustrato para evaluar probable actividad -galactofuranosidasa (Varela, O.
et al., 1986) o la 4-tio-D-galactofuranosa, de potencial actividad antimetabolito en
sistemas enzimaticos de T. cruzi (Varela, O. et al., 1989). A los fines de los "80 y
comienzos de los 90, nuestro laboratorio adquiri6 una gran experiencia con el uso de
galactonolactona y perbenzoilgalactofuranosa como precursores de oligosacéridos de
importancia biolégica que contienen galactofuranésidos (Du Mortier, C. et al., 1989;
Marino, C. et al., 1989; Lederkremer, R.M. et al., 1990; Gallo, C. et al., 1993). Mientras
tanto, en esos afios, de Arruda (1989) y Previato (1994) de Brasil, comprobaron la
presencia de Galf en las glicoproteinas de 38/43 kDa pertenecientes a las mucinas de T.
cruzi.

Esos descubrimientos, junto con la necesidad de disponer cantidades suficientes
de oligosacaridos para estudios enziméticos, y la experiencia sintética con

galactofuranosa adquirida contemporaneamente en nuestro laboratorio, motivaron a



mediados de los 90, la sintesis de oligosacaridos de mucinas que contienen
galactofuranosa en T. cruzi.

En el Esquema 2-32, se muestran los oligosacéaridos de mucinas de T. cruzi que
contienen Galf, de los cuales, los compuestos 1 a 6 y el oligosacarido Il fueron

sintetizados al inicio de esta Tesis.
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Esquema 2-32 Oligosacaridos aislados como alditol en mucinas de T. cruzi (cepas G, Dm28c,

Tulahuen y Colombiana)

2.7 Sintesis de los oligosacaridos de mucinas de Tr ~ ypanosoma cruzi

La sintesis de oligosacaridos es, en general, compleja. Requiere de la eleccion de
activantes y precursores adecuados, asi como la utilizacion de grupos protectores en
una secuencia oportuna. En particular, la sintesis de oligosacéridos que contienen
unidades de galactosa en su forma furanosica involucra, como desafio adicional, la
eleccion de un precursor conveniente de Galf, puesto que la forma pirandsica es mas
estable termodinamicamente. La dificultad se incrementa notablemente cuando la

sintesis del oligosacarido involucra unidades de Galf interna.
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Teniendo en cuenta que las estructuras de los hexasacaridos complejos | y Il
incluyen en sus estructuras los oligosacaridos de menor complejidad 1 a 6, se
presentara a continuacién una revision de las sintesis de éstos Ultimos dado que estos

resultados fueron conduciendo la estrategia sintética utilizada para los blancos | y I1.

Sintesis del disacarido  -D-Galf-(1-4)-GIcNAc (1)

El disacéarido Galf-( 1A4)-GlcNAc forma parte del core comun en este grupo de
oligosacéridos, y fue el primero de la serie en ser sintetizado (Gallo-Rodriguez, C., et al.,
1996).

Como se menciond anteriormente, los oligosacaridos naturales de las mucinas se
encuentran unidos O-glicosidicamente a las proteinas a través de una unidad de GIcNAc
unida 1,2-cis, a una treonina o serina. Es por ese motivo que se utiliz6 como material
de partida, bencil 2-acetamido-2-desoxi- -D-glucopirandsido (8, Esquema 2-33), que se
obtiene con configuracion  en un solo paso a partir de GIcNAc comercial, en escala
multigramo (Kuhn & Baer, 1958). El grupo bencilo en la posicion anomérica fue elegido
por su posibilidad de desproteccion en los pasos posteriores. Para la obtencion del
aceptor de GIcNAc con la posicion 4-OH libre 9, simplemente se benzoild
regioselectivamente el bencilglicosido 8 con N-benzoilimidazol. Como precursor de Galf
terminal, se utilizé perbenzoil , -D-galactofuranosa (10) tomando provecho su facil
obtencion a escala multigramo (D"Accorso, N.B. et al., 1983; Marino, M.C. et al., 2011),
su gran estabilidad y la posibilidad de ser activada in situ por SnCl,. Este donor habia
sido utilizado en nuestro laboratorio para la sintesis de disacaridos 1,2-trans con Galf
terminal (Marino, C. et al., 1989; Lederkremer, R.M. et al., 1990). Por glicosidacion del
aceptor de GIcNAc 9 con el donor de Galf 10, empleando SnCl, como promotor y CH,Cl,
como solvente, se obtuvo el disacéarido 11 diastereoselectivamente y con excelente
rendimiento (85%). La alta diastereoselectividad de la glicosidacion se atribuyo a la
formacion del i6n intermediario aciloxonio que bloquea la cara del intermediario e
induce el ataque por la cara , dando el glicésido 1,2-trans. El disacarido 11, luego fue

desprotegido para dar el disacarido blanco 1 (Gallo-Rodriguez, C. et al., 1996).
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Esquema 2-33 Sintesis diastereoselectiva del disacarido 1 (Gallo-Rodriguez, C. et al., 1996)
Sintesis del trisacarido Gal f-(d 1k 4)-[Galp-(d 1K 6)]-GIcNAc (2)

Para la sintesis del trisacarido ramificado Galf-( 1A4)-[Galp-( 1A6)]-GIcNAc
(2), se tuvo en cuenta la gran diferencia de reactividades entre el hidroxilo primario en
C6 respecto al hidroxilo secundario en C4 de la GIcNAc (Esquema 2-34, Gallo-
Rodriguez, C. et al., 1998). La estrategia consistié en glicosidar regioselectivamente el
aceptor bencil 3-O-benzoil-2-acetamido-2-desoxi- -D-glucopiranésido (13) con
perbenzoilgalactopiranosa (14) utilizando SnCl, como catalizador, para dar el derivado
Galp-( 1A6)-GIcNAc (15). Una vez obtenido dicho disacarido, se glicosidé la posicion 4
con perbenzoilgalactofuranosa (10) con el mismo promotor, para dar el trisacarido
deseado 16 con un 41% de rendimiento, para este paso de reaccion. Ambos donores de
glicosilo se obtuvieron y separaron en el mismo proceso de la perbenzoilacién de la
galactosa.

Es importante destacar que en este caso, el rendimiento para la construccion del
enlace Galf( 1A4)GIcNAc fue moderado (41%) respecto del obtenido para la sintesis
del disacérido 11 (85%), que utilizaba las mismas condiciones de reaccion. Esta
diferencia de rendimientos mostré la influencia real que ejercia la unidad de Galp en
posicion C6 en la glicosidacion de la posicion 40H de la GIcNAc. Ademas, e
inesperadamente, en esta glicosidacion, junto con el trisacarido deseado 16, se encontrd
el producto de transglicosidacion Galf( 1A4)[Galf( 1A6)]GIcNAc (17), lo que indicd que
el promotor utilizado (SnCl;) era lo suficientemente reactivo para producir la
transglicosidacion del enlace Galp( 1A6)GIcNAc (Gallo-Rodriguez, C. et al., 1998).
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Esquema 2-34 Sintesis secuencial y one-pot del trisacérido 2 (Gallo-Rodriguez, C. et al., 1998).

La utilizacion de SnCl, como promotor en ambas reacciones de glicosidacion
sumado a la diferencia de reactividades entre el hidroxilo primario en C6 respecto del
hidroxilo secundario en C4, permitié realizar la sintesis del trisacarido 16, por un
procedimiento one pot (Esquema 2-3). En este caso también, ademas del trisacarido
deseado 16, se obtuvo el trisacardo producto de transglicosidacion indeseado 17, esta
Vez con una mayor proporcion.

La debenzoilacion y posterior hidrogenacion del trisacarido 16, condujo al

trisacarido blanco 2 casi cuantitativamente.

Sintesis del tetrasacarido Gal p( 1 3)Galp( 1 6)-[Galf( 1 4)]-GIcNAc (3)

El siguiente blanco elegido fue el tetrasacarido Galp( 1A3)Galp( 1A6)-
[Galf( LA4)]-GIcNAc (3). Teniendo en cuenta la caida abrupta del rendimiento de la
galactofuranosilacion en la posicion 4-OH de la GIcNAc en el disacarido 15, atribuible al
impedimiento estérico ejercido por la Galp en 0O-6 de dicha unidad; y considerando que
esta vez, en el tetrasacarido blanco 3 la GIcNAc estéa sustituida en O-6 por un bloque

mas voluminoso, Galp( 1A3)Galp( 1A6), se eligié una ruta en donde se introdujera



primeramente la Galf en posicion O-4 de la GIcNAc, y luego posteriormente, introducir el
bloque disacarido Galp( 1A3)Galp sobre el hidroxilo primario O-6 (Esquema 2-35).
Ademas, fue necesario utilizar un método del glicosidacion mas suave como lo es el de
tricloroacetimidato debido a la sensibilidad de los galactofurandsidos a los medios
acidos. En otras palabras, la estrategia elegida consistié en seguir una ruta convergente
[2+2] basada en la condensacion final del donor imidato de Galp-( 1A3)-Galp (20) con
el aceptor derivado Galf-( 1A4)-GlcNAc (21) (Esquema 2-35, Gallo-Rodriguez, C. et al.;
2002).
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Esquema 2.35 Retrosintesis [2+2] del tetrasacarido 3 (Gallo-Rodriguez, C. et al.; 2002).

Dado que las diferencias de reactividades de los oxhidrilos O-2 y O-3 de la
galactosa en su forma pirandsica no son tan pronunciadas y sus protecciones selectivas
conducen a mezclas de dificil separacién, para obtener el imidato de Galp( 1A3)Galp
20, se propuso partir de un derivado de galactono-1,4-lactona como precursor de Galp
del extremo reductor (Esquema 2-36). La eleccién original de utilizar galactono-1,4-
lactona como precursor de Gal en su forma pirandsica, se basé en estudios previos de
proteccion regioselectiva en posicion 2-OH (Gallo, C. et al., 1991). Con ese concepto
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previo, se pivaloil6 selectivamente la posicion 2-OH del derivado lactonico 24, para dejar
libre la posicion 3-OH, lista para glicosidar. La glicosidacion del aceptor
galactonolacténico parcialmente protegido 25 con el imidato de
tetraacetilgalactopiranésido 26  (Schmidt, R.R. et al, 1983), condujo
diastereoselectivamente al disacérido derivado 27 con muy buen rendimiento. Las
subsiguientes reduccidn de la funcién lactona, hidrdlisis del isopropilidén, isomerizacion,
peracetilacion e hidrolisis del acetato anomérico llevaron a la obtencidn del disacarido
con el hidroxilo anomérico libre 22. La activacion del carbono anomérico con
tricloroacetonitrilo y DBU permitié obtener el imidato donor 20 (Esquema 2-36).
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Esquema 2-36 Sintesis del tetrasacéarido 3 (Gallo-Rodriguez, C. et al., 2002). Utilizacio6n de
donores tricloroacetimidato 20 y 29 en una estrategia convergente.

Para la sintesis del aceptor disacarido 21, se requiri6 de la utilizacion de un
derivado de GIcNAc con un grupo protector ortogonal en la posicién 6-OH, lo que
implicaba que resistiera las condiciones &cidas de glicosidacion en la posicion 4-OH, y
fuera capaz de removerse sin afectar al enlace glicosidico Galf( 1-4)GIcNAc formado.



Para cumplir aquello, se eligié partir del aceptor bencil 2-acetamido-3-O-benzoil-6-O-
ter-butildifenilsilil-2-desoxi- -D-glucopirandsido (28), que se obtuvo por sililacion vy
posterior benzoilacion selectiva del derivado de GIcNAc 8 (Esquema 2-36). La
galactofuranosilacién del aceptor de GIcNAc parcialmente protegido 28 por el método de
SnCl, utilizando perbenzoilgalactofuranosa 10, llevé al disacarido Galf( 1-4)GIcNAc 23
con un rendimiento moderado (46 %) y largos tiempos de reaccion (36 h). En cambio,
cuando se utilizé el tricoloracetimidato de Galf 29, que fuera empleado previamente en
nuestro laboratorio para obtener oligosacaridos con Galf terminales (Gallo-Rodriguez, C.
et al., 1999), se logré una mejora sustancial en el rendimiento y en el tiempo de reaccién
(77% en 1.5 h). La alta diastereoselectividad, en ambos casos, se atribuyd nuevamente,
a la formacion del intermediario aciloxonio de la Galf. La remocién del grupo TBDPS de
23 condujo al aceptor disacarido 21 con excelente rendimiento.

El acoplamiento entre los bloques del donor imidato 20 y aceptor 21 (Esquema 2-
36), utilizando TMSOTf en cantidades cataliticas, condujo diastereoselectivamente al
tetrasacarido 30 con buen rendimiento (67% en 30 min) debido a la participacion
anquimérica del éster pivalico en C2 de la Galp. La obtencion del tetrasacéarido blanco 3,

se logro facilmente por debenzoilacién y posterior hidrogenacion de 30.

Sintesis del pentasacarido Gal p( 1 3)[Galp( 1 2)]Galp( 1 6)-[Galf( 1 4)]-
GIcNAc (4)

Para la sintesis del pentasacarido 4 (Mendoza, V.M., et al., 2006), se siguieron
los mismos razonamientos utilizados para la sintesis del tetrasacarido 3, planteando una
estrategia convergente [3+2], que involucré la glicosidacion del trisacarido donor Galp-
( 1-2)-[Galp-( 1-3)]-Galp (33) con el mismo aceptor disacarido 21 empleado en la
sintesis anterior (Esquema 2-37). En esta ocasion, la construccion del enlace (1A®6)
resultaba un nuevo e importante desafio, dado que el donor trisacarido 33 tenia
glicosilada la posicién O-2 en la Galp interna, es decir, carecia de grupo participante que
promoviera la formacion de enlaces glicosidicos 1,2-trans. Por ello mismo, se debio
recurrir, al efecto nitrilio para el control estereoselectivo en la reaccion de glicosidacion
(Schmidt, R.R. et al., 1990; 1997), utilizando acetonitrilo como solvente participante. La
sintesis del trisacérido donor 33, asi como su comportamiento en la condensacion,
conllevaba un interés adicional por ser un sintdn comun a los hexasacaridos | y I1.
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Esquema 2-37 Retrosintesis convergente del pentasacérido 4, basado en la participacion del
solvente (Mendoza, V.M. et al., 2006).

A

Para la sintesis del trisacarido donor 33, inicialmente y andlogamente a los
realizado para la sintesis del tetrasacarido 3, se utilizé un derivado de galactono-1,4-
lactona como precursor de la Galp del extremo reductor. Sin embargo, se encontré que,
pese a la introduccion diastereoselectiva de dos galactopiranosas en las posiciones 2,3-
O libres del derivado de galactonolactona 24 para dar 36 resultaba eficiente (82%), la
isomerizacion del producto reducido hacia la configuracion piranésica 34 no condujo a

buenos rendimientos (Esquema 2-38).
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Esquema 2-38 Sintesis del trisacarido libre 34, precursor del imidato donor 33 (Mendoza, V.M. et
al., 2003).

Por ese motivo, alternativamente, se partié del aceptor de Galp intermediario 37
(Kobayashi, Y. et al.,, 1995) que fue glicosidado con el donor 26 por el método del
imidato en las posiciones 2,3-O libres con buen rendimiento (Mendoza, V.M. et al.,

2003), evitando por esta manera el paso de isomerizacion (Esquema 2-38). La posterior



hidrélisis del bencilidén, peracetilacion e hidrogendlisis condujo, por esta via, al
trisacérido con el oxigeno anomérico libre 34 con mejores rendimientos.

La activacion de 34 con tricloroacetonitrilo en presencia de base fuerte (DBU)
permitié dar rapidamente el donor trisacarido 33, listo para ser glicosidado con el aceptor
disacarido 21 (Esquema 2-39). De esta manera, por el método de tricloroacetimidato y
utiizando  acetonitrilo como solvente, se obtuvo el pentasacarido 32
diasteroselectivamente con enlace (1-6) 1,2-trans como Unico producto de
glicosidacion.
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Esquema 2-39 Sintesis convergente [3+2] del pentasacérido 4. (Mendoza, V.M. et al., 2006).

El rendimiento obtenido (57%) fue apenas menor a aquél obtenido en la
glicosidacion [2+2] en el caso del tetrasacarido 3 (67%, ver Esquema 2-36), y que podia
deberse a diversos factores: un mayor tamafio del sustituyente en C2 del donor, el
cambio de la polaridad del solvente que afecta la estabilidad del oxocarbenio, y el
posible cambio de reactividad del trisacarido donor. La eleccion del tipo de solvente
habia sido fundamental, pues la utilizacion de CH,Cl, como solvente, rindié6 una mezcla
de diasteredmeros (37%) en relacion / 2:5 (Mendoza, V.M. et al.,, 2006). Cabe
destacar que la diastereoselectividad lograda haciendo uso del acetonitriio como
solvente participante, no fue solo un resultado positivo y concreto, sino que gozoé, en ese
momento, de un gran valor sintético. Esto es porque, ademas de demostrar la
participacién del solvente en un donor piranésico glicosilado en las posiciones O-2 y O-

, lo cual ya era un caso poco comun, anticipaba la posibilidad de aplicar este mismo
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concepto al disefio futuro de la estrategia sintética de los oligosacéaridos | y 11, que en
sus estructuras contienen el mismo bloque de galactopiranosa ramificada.

La desproteccion secuencial del pentasacarido 32 condujo al pentasacarido blanco
4 con excelentes rendimientos (Esquema 2-39).

Los oligosacéridos sintetizados hasta entonces: disacérido 12, trisacarido 18,
tetrasacarido 31 y pentasacarido 39, todos bencilglicosidos con configuraciéon e
idéntica a la configuracion en que la GIcNAc se encuentra en oligosacaridos de fuente
natural, fueron evaluados como sustratos de la enzima trans-sialidasa de T. cruzi
(Mendoza, V.M. et al., 2006; Agusti, R. et al., 2007)

Sintesis de los trisacaridos lineales Gal f( 1 2)-Galf( 1 4)-GIcNAc (5) vy
Galp( 1 2)-Galf( 1 4)-GlcNAc (6)

La exitosa construccion diastereoselectiva del enlace (1A®6) en el pentasacarido 4,
llevé a que se sintetizaran los intermediarios 40 y 44, ya que estos trisacaridos son
precursores de los trisacaridos blanco 5y 6. Asimismo, son precursores comunes de los
oligosacaridos blanco 7, | y Il, en la sintesis convergente [2+3] o [3+3] segun el caso
(Esquema 2-40).
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Esquema 2-40 Intermediarios 40 y 44, precursores comunes de los trisacaridos lineales 5 y 6, del
pentasacarido 7, y de los hexasacaridos | y 1.



Los dos trisacaridos lineales 40 y 44 presentan en sus estructuras, una unidad de
Galf interna. La sintesis de oligosacéridos que contienen una Galf interna resultaron un
nuevo desafio, ya que involucraban la elecciéon de un precursor de Galf conveniente
junto con un método de glicosidacion adecuado como es el de tricloroacetimidato. La
estrategia elegida consisti6 en utilizar un derivado de galactono-1,4-lactona como
precursor de Galf interna, ya que la lactona es estable, actta como una Galf
virtualmente protegida en el carbono anomérico y puede ser sustituida parcialmente
(Gallo, C. et al., 1993). Esta aproximacion habia sido utilizada por primera vez y con
éxito en nuestro laboratorio para la sintesis de oligosacaridos con Galf interna como, por
ejemplo, en el trisacarido presente en glicoinositolfosfolipidos de Leishmania (Gandolfi-
Donadio, L. et al, 2002) y en tri y tetrasacaridos de Mycobacterium tuberculosis
(Gandolfi-Donadio, L. et al., 2003; 2008).

Para la sintesis de los trisacaridos lineales 40 y 44, se propuso una retrosintesis de
sus trisacaridos precursores Galf-( 1-2)-Galf-( 1-4)-GlcNac (46) y Galp( 1-2)Galf( 1-
4)GIcNac (49) con la desconexion del enlace Galf( 1LA4)GIcNAc, basandose en el
efecto estérico que provoca tener glicosidada la posicion O-2 y la dificultad de construir
enlaces glicosidicos 1,2-cis producto del menor efecto anomérico en furandsidos
(Esquema 2-41).
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Esquema 2-41 Retrosintesis desde el extremo no reductor al reductor de los trisacaridos 46 y 49
por la aproximacién de la aldonolactona (Mendoza, V.M. et al., 2010).
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Ya que los donores Galf( 1-2)Galf (47) y Galf( 1-2)Galf (50) carecian de grupo
participante en C2, esta glicosidacion también fue estudiada bajo un solvente
participante. Asimismo, los tricloroacetimidatos de Galf( 1-2)Galf (47) y Galp( 1-2)Galf
(50) podian obtenerse de manera directa a partir de los productos de glicosidacién con
el aceptor 3,4,5-tri-O-benzoil-D-galactono-1,4-lactona (48) y con un donor de Galf o

Galp, respectivamente.

La eleccion de 5,6-O-isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (24) como precursor del
aceptor lacténico 48 y en Ultima instancia, como precursor de la Galf interna, no fue
trivial; sino que se realiz6 tomando en cuenta los resultados previos que demostraban
una mayor reactividad del 2-OH por factores estereoelectrénicos (Gallo-Rodriguez, C. et
al., 1993). Bajo ese concepto, se logré la introduccion regioselectiva de ter-
butildifenilsililo en posicion O-2. La eleccion de dicho agente sililante fue motivada no
s6lo por ser un grupo voluminoso, sino también, por ser ortogonal al resto de los grupos
funcionales y resistente a las condiciones acidas de glicosidacion. Por lo tanto, se
sintetizo el aceptor 48 a partir del derivado lactonico 24, mediante una simple secuencia
de sililacion selectiva, hidrdlisis del isopropilidén, benzoilacion y desililacion (Esquema 2-
42) (Mendoza, V.M. et al., 2010).

O, TBDPSCI o DA o o
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Oﬁ o, O’f& 2)B201, CsHeN B20—( Lo TBAF, ACOH g0\
OH OTBDPS OTBDPS ~ g OH
><o (83%) ><0 (68%, dos BzO (81%) BzO
24 51 5asos) 52 48

Esquema 2-42 Sintesis del intermediario comun 48 .

Para obtener el donor disacérido 47, el aceptor 48 se glicosid6 con
perbenzoilgalactofuranosa (10) por el método de SnCl,;, dando diastereoselectivamente
y con excelentes rendimientos, el disacarido 53 (Esquema 2-43). Luego, la reduccién de
53 con disiamilborano y posterior activacion del carbono anomérico con DBU vy
tricloroacetonitrilo, permitié obtener el donor imidato de Galf-( 1-2)-Galf (47). Del mismo
modo, para obtener el donor disacarido 50, se habia eligido el tricloroacetimidato de
2,3,4,6-O-tetra-acetil- -D-galactopiranosa (26, Schmidt, R.R. et al., 1983) como donor de
Galp, teniendo en cuenta que el grupo acetilo en C2 proveeria asistencia anquimérica
para lograr el enlace 1,2-trans diastereoselectivamente. Sin embargo, ademés de
obtener el disacarido Galp( 1A2)Galf (54) deseado con 54%, se obtuvo,
inesperadamente, su estereocisémero Galp( 1A2)Galf (55, 18%). Luego de la
purificacion de 54, la reduccion con disiamilborano, y posterior tratamiento con DBU y

tricloroacetonitrilo, condujo a la mezcla de tricloroacetimidato 50.
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Esquema 2-43 Sintesis de los donores tricloroacetimidatos donores 47 y 50 (Mendoza, V.M. et

al., 2010).

La obtencién inusual del producto de -glicosilacion también fue descripta en otras
ocasiones tanto con el donor 26 como con otros donores 2-O-acetil-galactopiranosilo
(Chen & Kong, 2003).

La construccion diastereoselectiva del enlace glicosidico Galf( 1-4)GIcNAc fue el
punto mas desafiante en la sintesis de los trisacaridos lineales
Galf( LA2)Galf( 1LA4)GIcNAc (46) y Galp( 1LA2)Galf( LA4)GIcNAc (49). Esto es
porque, por un lado, resultaba muy interesante estudiar la efectividad del uso del
acetonitrilo como solvente participante en donores furandsicos con carencia de grupo
participante en C2, ya que si bien habia sido probado extensamente con donores de tipo
piranésico, no habia sido descripto para donores furandésicos en literatura. Ademas,
teniendo en cuenta que el efecto anomérico en furanosas es menor (Peltier, P. et al.,
2008; Richards & Lowary, 2009), se consider6 que el efecto estérico del sustituyente en
0O-2 iba a prevalecer en el control de la glicosilacion. Asimismo, hasta ese entonces,
tampoco existian reportes en el uso de donores de Galf glicosilados en O-2. Por otro
lado, es conocido que la posicion 4-OH de la GIcNAc es la menos reactiva y por lo tanto,
la mas dificil de glicosidar (Paulsen, H., 1982). Crich & Dudkin (2001) habian justificado
esta menor reactividad debido a la posibilidad de formacién de interacciones del puente
de hidrogeno entre el O-4 y el NH- del grupo acetamido, lo cual reduciria la
disponibilidad de ese oxhidrilo para reaccionar nucleofilicamente con el donor durante la
glicosidacion. Para influir sobre la nucleofilicidad del OH-4, se han desarrollado varios
grupos protectores del grupo amino. Algunos de ellos son: grupos azido (Dwek, R.A.,
1996; Davis, B.G., 2003), N-ftalamido (Crich & Vinoud, 2003; Matta y col. 2004),
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oxazolidinonas (Benakli, K., et al., 2001), N-dimetlimaleimido (Aly, M.R.E., et al., 1998;
Bohn, M.K. et al., 2006; 2007), 2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino (Matta y col., 2004) y
N,N-diacetilamido (Crich & Dudkin, 2001). A pesar de ello, como se dijo anteriormente,
las experiencias previas en nuestro grupo habian mostrado la formacion
diastereoselectiva y con excelentes rendimientos de enlaces Galf( 1-4)GIcNAc en el
disacéarido 11 (85%, Esquema 2-33), y en el disacarido 23 (77%, Esquema 2-36) sin la
necesidad de reemplazar el grupo 2-acetamido, que hubiera involucrado mas pasos de
reaccion (Gallo-Rodriguez, C. et al., 1996; 2002). Por estos motivos, se decidid utilizar la

misma estrategia y utilizar el aceptor de N-acetil-glucosamina 28.

Por todo lo anterior, para sintetizar los trisacaridos 46 y 49 (Esquema 2-41), se
programaron las glicosidaciones de los donores disacaridos 47 y 50 con el aceptor 28 en
diversos solventes. En el caso de la glicosidacion de aceptor 28 con el donor 47, se
obtuvo una mezcla de productos 1,2-trans 46 y 1,2-cis 56 con diferentes proporciones
dependiendo del solvente (Esquema 2-44). Inesperadamente, utilizando un solvente no
participante como lo es el CH,Cl,, se obtuvo una relacién / de 2,3:1,0; mientras que
cuando se esperaba una mejora de la diasteroselectividad con CH3;CN, esta fue de /
1:1. Los rendimientos globales fueron 59% utilizando CH,Cl,, y 37% en acetonitrilo
(Esquema 2-45).
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Esquema 2-44 Sintesis del trisacarido aceptor 40 y el trisacarido 5. Ruta desde el extremo no
reductor al reductor (Mendoza, et al., 2010).

Por otro lado, la glicosidacion del disacarido del aceptor 28 con el donor 50 condujo
también a una mezcla de trisacaridos / de dificultosa separacién. En este caso, y a

diferencia de su anélogo de Galf 47, cuando se utilizé6 CH,Cl, como solvente, se obtuvo



una relacion / de 1,3:1,0, mientras que en acetonitrilo se observo una mejora efectiva
en favor del anémero ( / 3:1). Los rendimientos totales en este caso, fueron desde

moderados a malos (Esquema 2-45).
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Esquema 2-45 Sintesis del trisacarido aceptor 44 y el trisacarido 6. Ruta desde el extremo no
reductor al reductor (Mendoza, et al., 2010).
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Estos resultados mostraron que, tanto en solventes participantes como en no
participantes, la presencia de glicosilos sustituyendo la posicion O-2 en donores de Galf,
no aseguraban la estereoselectividad de la glicosidacién, ademéas de afectar el
rendimiento si se lo compara con el obtenido para la sintesis del disacarido 23 (77%,
Esquema 2-36). Los trisacaridos lineales 46 y 49 fueron desillados para dar los
productos 40 y 44, que luego se desprotegieron secuencialmente sin inconvenientes
conduciendo a los trisacaridos 5 y 6 (Esquema 2-44 y 2-45) (Mendoza, V.M. et al.,
2010).

Cabe destacar que en ambas sintesis, la presencia de los productos Galf 1,2-cis 56
y 57, gener6 grandes dificultades a la hora de la purificaciéon de los productos deseados
Galf 1,2-trans 46 y 49, respectivamente, debido a la gran similitud en cuanto a la
polaridad, entre ellos. Y sumado a ello, en las dos glicosidaciones, debido a la poca
reactividad del aceptor y los largos tiempos de reacciéon (3 a 5 dias), se detecto la
presencia de productos de transposicion de los donores que dificultaban adn mas la

separacion de los disacéaridos (1AZ2) trans (Figura 2-46).
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Figura 2-46 Productos de transposicion del donor encontrados en la glicosidacion de los
donores 47 y 50 con el aceptor 30 (Mendoza, V.M.; Tesis Doctoral 2009).

Sintesis del hexasacédrido Gal p( 1 3)[Galp( 1 2)]Galp( 1 6)-[Galp( 1 2)-
Galf( 1 4)]-GlcNAc (II)

Siguiendo la estrategia de sintesis convergente [3+3], se llevd a cabo la
glicosidaciéon del trisacarido aceptor 44 con el donor 33 utilizando acetonitrilo como
solvente participante (Mendoza V. M., Tesis Doctoral, 2009). La reaccion condujo al
hexasacarido 45 como Unico producto pero con un rendimiento bajo de 33% (Esquema
2-47). Las sucesivas desprotecciones del mismo, permitieron la obtencién del
hexasacarido 11, aunque en pequefias cantidades, lo que dificultaba la caracterizacion
completa de algunos intermediarios. La escasez de masa con la que se obtuvo el
hexasacarido Il por esta ruta sintética resultd insuficiente para realizar futuros ensayos

enzimaticos.
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Esquema 2-47 Sintesis del hexasacarido |1 (Mendoza, V.M., Tesis Doctoral, 2009).



En conclusion, los trisacaridos aceptores 40 y 44, fueron sintetizados bajo la
aproximacion de la aldonolactona, en una ruta que iba desde el extremo no reductor al
reductor (Esquema 2-46). Seguidamente, se habia sintetizado diastereoselectivamente
el hexasacarido |l bajo una estrategia convergente [3+3] asistida por el acetonitrilo
(Esquema 2-47). Sin embargo, los rendimientos y diastereoselectividades fueron de
moderados a bajos para la sintesis de los trisacaridos lineales, obteniendo mezclas muy
dificiles de resolver. Sumado a ello, el rendimiento de la glicosidacion [3+3] también fue
bajo, lo que condujo a la obtencién de sélo una pequefia cantidades de oligosacarido, lo
que dificultaba cada caracterizacion total de los intermediarios, y disponer a la vez, de la

masa suficiente para realizar los ensayos enziméticos.

Por esta razén, en este Trabajo de Tesis, se propuso mejorar la estrategia de
sintesis de los trisacaridos 40 y 44, para su utilizacién posterior como precursores de los

hexasacaridos blanco | y I1.

2.8 Sintesis de otros oligosacaridos presentes en g  licoconjugados de T.

cruzi

Otro grupo de investigacion en el mundo ha descripto recientemente la sintesis
guimica de oligosacaridos constituyentes de mucinas de la cepa Y de T. cruzi
perteneciente al grupo Il, que no contiene Galf. Los compuestos descriptos son el
disacéarido glicopeptidico H,N-(Tre),-[Galp( 1-4)GIcNAc( 1-O)Tre]-(Tre),-Gli que es un
“core” de los oligosacaridos de mucinas (Esquema 2-15) y el tetrasacarido intermediario
Galp-( 1-4)-[Galp-( 1-2)-Galp-( , 1-6)]-GIcNAc-( 1-SPh)  (Esquema  2-48) para
estudiarlos como aceptor de TcTS. (Campo, V.L. et al., 2007; van Well, R. et al., 2008).
Este dltimo fue obtenido por reaccion de glicosidacion de un donor sin asistencia
anquimérica y en acetonitrilo como solvente para controlar la diastereoselectividad
(Esquema 2-49). Pese a ello, los autores obtienen una mezcla inseparable de
tetrasacaridos en relacion 10:1 en favor del producto deseado , mostrando asi pasos
claves a optimizar o debilidades en el disefio de la estrategia de sintesis. Dicha mezcla
fue sometida preliminarmente a la reaccidbn enziméatica de TcTS obteniéndose,

presumiblemente, dos productos de sialilacién que no fueron descriptos.
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Adicionalmente, otro tres grupos de investigacion en el mundo han sintetizado y
han publicado s6lo ocasionalmente componentes oligosacaridicos de GPIs de T. cruzi.
Entre ellos, el grupo dirigido por Dr. Peter Konradsson en Suecia, (Hederos &
Konradsson, 2006), el de Dr Mario Pinto en Canada (Randell, K.D. et al., 2000) y el de
Nikolaev en Irlanda (Nikolaev, A.V. et al., 2007).

2.9 Conclusion y Objetivos de la presente Tesis

En este Capitulo se present6 un panorama general de la sintesis de oligosacaridos y
se describid la sintesis de los oligosacéridos constituyentes de las mucinas de T. cruzi,

grupo I.



El objetivo de esta Tesis fue completar la sintesis de todo este grupo de moléculas,
particularmente los hexasacéridos | y Il. Estas moléculas son de importancia para el
estudio de la biosintesis de las mismas y proveerian de material suficiente para estudios
de sialilacién. Es interesante mencionar que el oligosacarido |l tiene tres sitios posibles
de sialilacion, proceso que estd asociado a la evasion de la accion glicolitica de las

enzimas del vector.

La sintesis de estos oligosacaridos también confirmaria las estructuras propuestas a
partir de la asignacion espectroscopica de los productos de -eliminacién. Por otra
parte, permitiria expandir el conocimiento y las metodologias y estrategias en la sintesis
de oligosacéridos, particularmente, aquellas con Galf interna.
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CAPITULO 3

SINTESIS DEL TRISACARIDO ACEPTOR
Galf( 1 2)-Galf( 1 4)-GIcNAc






3.1 Sintesis de bencil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil- -D-galactofuranosil-(1 - 2)-
3,5,6-tri-O-benzoil- -D-galactofuranosil-(1 - 4)-2-acetamido-3-O-benzoil-2-

desoxi- -D-glucopirandsido (40), desde el extremo reductor al no reductor.

Como se mencioné en el capitulo anterior, los trisacaridos aceptores -D-Galf-
(1 2)- -D-Galf-(1 4)- -D-GIcNAc 40y -D-Galp-(1 2)- -D-Galf-(1 4)- -D-GIcNAc 44
fueron sintetizados bajo la aproximacion de la aldonolactona, desde el extremo no
reductor al reductor. Aunque dicha estrategia resultaba directa en términos de
precursores y numero de pasos de reaccion, los rendimientos de las glicosidaciones
fueron moderados con una diastereoselectividad moderada a baja, resultando en
mezclas de dificil purificacién, y ademas insumiendo largos tiempos de reaccion
(Mendoza, V.M. et al., 2010)

Por esta razén, uno de los objetivos de este Trabajo de Tesis fue el de mejorar la
estrategia de sintesis de los trisacaridos 40 y 44, necesarios para sintetizar los blancos

finales hexasacaridos | y I 1.

3.2 - Sintesis del trisacérido 40 por la aproximaci  6n de la aldonolactona

En este capitulo se describird una nueva ruta sintética bajo la hipotesis de invertir el
sentido de construccion del trisacarido 40. Especificamente, se disefié una estrategia de
construccion secuencial del oligosacarido desde el extremo reductor hacia al extremo no
reductor (Esquema 3-1). La retrosintesis propuesta implico la desconexién inicial del
enlace Galf( 1-2)Galf, que podria construirse por glicosidacion de un aceptor
parcialmente protegido Galf( 1-4)GIcNAc 61-A con tricloroacetimidato de O-(2,3,5,6-
tetra-O-benzoil- -D-galactofuranosilo) (29, Gallo-Rodriguez, C. et al., 1999). Esta
desconexion inicial se propuso, por los excelentes resultados obtenidos en la
galactofuranosilacién diastereoselectiva de la posicion O-2 libre sobre el derivado
galactonico 48 (Esquema 2-43). Estos resultados sugirieron que se trataria de un enlace
de facil construccién ya que en el O-2 de la Galf en el disacarido 61-A, la accesibilidad
del centro nucleofilico se veria mas favorecido aun, por tratarse de una unién 1,2-trans
entre la unidad de Galf y la de GIcNAc.

La retrosintesis del disacarido 61-A, indicaba que se requeria la presencia de
dos grupos ortogonales entre si, que protegieran temporariamente los futuros sitios de
glicosidacion, es decir las posiciones 2-OH de la Galf y 6-OH de la GIcNAc. Dichos
grupos debian ser, ademas, ortogonales a los grupos benzoilo y bencilo que protegian

todas las demas posiciones de 61-A. Por esa razon, se eligieron el grupo levulinoilo,



70 Capitulo 3

removible por tratamiento con hidracina y los grupos sililo, removibles por tratamiento
con fluoruro. La presencia de estos grupos protectores mas labiles, determind que para
la formacion del enlace -D-Galf se decidiera utilizar un método suave de glicosidacion
como lo es el método del tricloroacetimidato. Como precursor del imidato de Galf
internamente funcionalizado en posicion O-2, se eligié el derivado de la aldonolactona
24, ya que éste era un precursor natural de Galf del cual teniamos amplio conocimiento

como fue explicado detalladamente en el Capitulo 2 (Esquema 3-1).

% "
OBz AcNH OJLCCI3 OGP1

5 O /oﬁg
BzO o0 Bzo—( 02 + BZQ.{@ B0 NH 5
OBZ / so’ 0% b0’ OGP2 i
29 61-A

4
o} NH

6 I HO 0
B20 CCly + BzO
AcNH OBn
OGP2

BzO
1y
% HO
o OH o HO (0]
>§ OH 520 AcNH
(0] OBn
24 13

Esquema 3-1 Retrosintesis del trisacarido lineal 40. Ruta de sintesis desde el extremo reductor
al no reductor.

Faltaba decidir, entonces, como se realizaria la asignacion de los grupos
ortogonales previamente seleccionados (GP1 y GP2) en los sitios a proteger
temporariamente. La proteccion de la posicion 2-OH de la lactona 24 con el grupo
levulinoilo no era posible, considerando la labilidad del grupo ceto frente a las
condiciones de reduccién de la aldonolactona. Por ese motivo, se eligioé protegerla con
los grupos terbutildimetilsililo o terbutildifenilsililo. La introduccién regioselectiva sobre el
derivado lactonico 24, ya habia sido demostrado previamente (Caravano, A. et al., 2007;
Mendoza, V.M. et al., 2010). Ademas de resistir las condiciones de reduccion de la
aldonolactona, estos dos agentes sililantes voluminosos, podrian conferir
diastereoselectividad en la construcciéon del enlace glicosidico Galf( 1 4)GIcNAc por
efecto estérico. Por otra parte, el derivado de GIcNAc con un grupo protector levulinoil
en la posicion O-6, era conveniente por su estabilidad frente a las condiciones de
glicosidacién y la posibilidad de su remocién selectiva con hidracina en presencia de

benzoilos, benciléteres y amidas, necesarios para dar 40.



Por los argumentos expuestos anteriormente, se siguio la ruta sintética mostrada
en el Esquema 3-2.

o
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o~ >ccl
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2 R: TBDMS 63 R: TBDMS 64 '
Caravano, A. et al., 2007
R:TBDPS 52 R:TBDPS 65

Mendoza, V.M. et al., 2010
Esquema 3-2 Sintesis del aceptor disacarido 61.

A continuacion se describirdn la sintesis del aceptor de GIcNAc 62, la sintesis de
los donores de Galf 64 y 65 partiendo de la D-galactono-1,4-lactona, y la glicosidacion

de ambos para obtener los precursores del disacarido Galf( 1-4)GIcNAc.

3.2.A — Sintesis del aceptor 2-acetamido-3-O-benzoil-6-O-levulinoil-2-desoxi- -
D-glucopiranésido (62)

Para la sintesis del aceptor de GIcNAc 62 se intenté proteger regioselectivamente
con el grupo levulinoilo, la posicion 6-OH, primaria menos impedida de bencil 2-
acetamido-3-0-benzoil-2-desoxi- -D-glucopirandsido (13). Este udltimo habia sido
sintetizado previamente en nuestro laboratorio (Gallo-Rodriguez, C. et al., 1998) y se
encontraba disponible en cantidades suficientes. Para ello, una solucion de 13 en
CH.Cl, en presencia de dimetilaminopiridina (DMAP) y N,N—diciclohexilcarbodiimida
(DCCQC), se llevd a 0 °C y se adicion6 1,2 equivalentes de acido levulinico bajo vigorosa
agitacion. Al cabo de 4 h de reaccion, se observo por ccd la desaparicion completa de
13 y la aparicion de una unica mancha con R 0,50 (tolueno - EtOAc 2:9). El aislamiento
y purificacion por cromatografia en columna condujo al 6-O-levulinoil derivado de

GIcNAc 62 como unico producto, con un excelente rendimiento (82%) (Esquema 3-2).

OH OLev
HO Q Acido Levulinico oy o}
BzO - BzO
AcNH DCC, DMAP AcNH
OBn OBn

13 (82%) 62
Gallo- Rodriguez, C. et al., 1998

Esquema 3-2 Levulinizacion selectiva de 13. Sintesis del aceptor de N-acetil glucosamina 62.
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El analisis espectroscopico de RMN *H de 62 (Figura 3-1) mostr6 la presencia de
las sefales diagndsticas del grupo levulinoilo, lo cual indicaba que la proteccion se
habia efectuado. Estas sefiales consistian en los multipletes que integraban para 4
hidrégenos, correspondientes a los metilenos de dicho grupo ( 2,7 — 2,6 ppm) y un
singulete que integraba para 3 hidrégenos, a 1,78 ppm, correspondiente a la
acetamida. La integracion de estas sefiales mostro la presencia de una Unica unidad de
levulinoilo. También se observaron dos dobletes a 4,75 y 4,52 ppm, que acoplaban
entre si con J = 11,9 Hz, correspondiente al acoplamiento geminal de los hidrégenos no
equivalentes del metileno del grupo bencilo que protegia el carbono anomérico.

Por otra parte, en el espectro protdnico también se observaron las sefales tipicas
de la unidad de GIcNAc. Entre ellas, se resaltan, el doblete a 5,9 ppm con constante
de acoplamiento grande de 9,7 Hz (Jwn.H2), correspondiente al —NH del acetamido, el
doblete que resonaba a 4,95 ppm con una constante de acoplamiento de 3,9 Hz (Ju:.
H2), caracteristica del H-1 con disposicion 1,2-cis respecto del H-2, es decir, con una
configuracion del carbono anomérico, y el doble doblete a 5,36 ppm, con constantes
de acoplamientos grandes (Jus-n2: v3-Ha = 10,8; 9,1 Hz), caracteristicas del H-3, por estar

dispuesto trans-diaxial respecto a los H adyacentes. Por otra parte, la sefial del H-2
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Figura 3-1 Espectro de RMN *H del compuesto 62 (CDCls, 500 MHz).



(4,45 ppm), aparecié como doble doble doblete, producto del acoplamiento del mismo
nacleo con tres H magnéticamente diferentes (Jy-yH-2, Jn-2m-3 Y JH-2mH)-

En el espectro de RMN 13C de 62, se destacaban tres sefiales caracteristicas de
la GIcNAc (Figura 3-2). En la regiéon anomérica ( 90 a 105 ppm) a 96,7 ppm,
resonaba el C-1 con configuracion . La segunda sefial caracteristica correspondia al
C-2, que aparecia mas protegida a 51,5 ppm por estar unido al N menos
electronegativo. La Ultima sefial caracteristica de esta unidad, correspondié al metilo de
la acetamida, que resonaba a 22,9 ppm. Por otra parte, se observaron las sefales
diagnosticas del grupo levulinoilo: tres sefiales a 37,8 ppm, 27,7 ppm y 29,7 ppm
correspondientes a los metilenos y metilos del mismo. Un espectro DEPT 135 del mismo
permiti6 diferenciar los carbonos metilénicos del carbono metilico de dicho grupo

protector.
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Figura 3-2 Espectro de RMN 3¢ y ampliacion DEPT 135 de 62 (CDCls, 125,8 MHz).

Para confirmar la regioselectividad de la proteccion, se compararon las sefiales
RMN-'H de las posiciones 4 y 6, entre el producto obtenido de levulinizacion 62 y el
compuesto de partida 13 (Tabla 3-1). Se esperaba que la sefial en la posicion que
contuviera el levulinoilo, sufriera un corrimiento hacia campos bajos por el efecto

desprotector ejercido por este grupo atractor de electrones. Por comparacion de las
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sefiales de RMN-'H de la posicion 4, se observo que la sefial del H-4 en el producto
levulinizado 62 se protegié en 0,2 ppm respecto del de partida 13 (Tabla 3-1). Por otra
parte, las sefiales de H-6a y H-6b, sufrieron un corrimiento hacia campos bajos de 0,4
ppm y 0,5 ppm, respectivamente. Este corrimiento, indicé que la protecciéon se habia
dado en posicion 6. Ademas, el H-4 aparecia como un doble doble doblete (Jusns 9,9
Hz; Juanz 9,1 Hz; Juson 5,1 Hz), lo que confirmaba que la posicion 4 se encontraba

desprotegida.

Tabla 3-1. Desplazamientos quimicos de 'H (200 MHz) del compuesto bencil 2-
acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi- -D-glucopirandsido (13) en CDCl;

Comp.13 | H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 | H-6ayH-6b CH.,Ph
* 4,95 4,42 5,64 3,98 3,85a3,79 4,74; 4,50
* Gallo-Rodriguez, C. et al., 1998

3.2.B - Sintesis de tricloroacetimidato de 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-ter-
butildimetilsilil- -D-galactofuranosa (64) y Sintesis de tricloroacetimidato de 3,5,6-

tri-O-benzoil-2-O-ter-butildifenilsilil- -D-galactofuranosa (65)

Teniendo en cuenta que la introduccion del tebutildifenilsililo en posicion O-2 del
isopropilidén derivado 24 para la sintesis del intermediario 52 ocurria de manera
completamente regioselectiva, se decidio sintetizar los donores imidato 64 y 65 a partir
de D-galactono-1,4-lactona (Esquema 3-3).

o
o o o o 07 cch
OH (0] OH (0] OBz O OBz
HO —_— 6] —_— BzO - BzO
74 OH = OR = z
HO OH (@] BzO BzO OR
Galactono-1,4-lactona 24 R: TBDMS 63 R:TBDMS 64
R: TBDPS 52 R : TBDPS 65

Esquema 3-3 Sintesis de los imidatos 66 y 67.

Sintesis del intermediario 2-O-ter-butildimetilsilil-5,6-O-isopropilidén-D-galactono-1,4-
lactona (66)

Para introducir regioselectivamente el grupo terbutildimetilsilio (TBDMS), se
siguid un procedimiento similar a la sintesis de su par, el terbutildifenilsilil derivado 52
(Esquema 2-11), con ligeras modificaciones. Por tratamiento de D-galactono-1,4-lactona
comercial con 2,2-dimetoxipropano en acetona y cantidades cataliticas de H,SO4(c), se
obtuvo 5,6-O-isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (24). El crudo de reaccién obtenido



fue neutralizado con NH4;OH concentrado para posibilitar la estabilidad del grupo
isopropilidén, y luego de la evaporacion del solvente de reaccion, el jarabe obtenido se
tratd con 1,1 equivalentes de TBDMSCI e imidazol en DMF anhidra a 0 °C (Esquema 3-
4). El andlisis por ccd luego de 12 h. de reaccién a 4 °C, mostro la consumicion total del
producto de partida y la formacion de una Unica mancha con mayor movilidad (R; 0,45;
hexano — EtOAc 2:1) correspondiente al producto sililado. El posterior work-up de la
mezcla de reaccién, condujo al producto 66 cuyas propiedades espectroscépicas

coincidieron con descriptas en literatura (Caravano, A. et al., 2007).

(0] 1) 2,2-dimetoxipropano 0
—XWO H,SO,4 Acetona —fwo
HO OH 2) TBDMSCI, XO OTBDMS
Imidazol, DMF 66

(74%, 2 pasos)

Esquema 3-4 Sintesis del intermediario 66

Sintesis del intermediario 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-ter-butildimetilsilil-D-galactono-1,4-

lactona (63)
X,f(_f .§<_f

Esquema 3-5 Sintesis del intermediario 63

La conocida sensibilidad del grupo isopropilidén a medios acidos de reaccion
condicionaba futuros pasos de reaccién. Por este motivo se reemplazé tempranamente
dicho grupo por grupos benzoilos. Para ello, se realiz6 la hidrdlisis acida del grupo
isopropilidén en el derivado 66, por tratamiento con AcOH acuoso a 70 °C para dar,
luego de 1 h. de reaccién, 2-O-ter-butildimetilsilil-D-galactono-1,4-lactona. El crudo se
traté con cloruro de benzoilo en piridina anhidra a 0 °C y, luego de 2 h., se separ0 y
purifico la mezcla de reaccion por cromatografia en columna conduciendo a 3,5,6-tri-O-
benzoil-2-O-ter-butildimetilsilil-D-galactono-1,4-lactona (63) con 79% de rendimiento

para los dos pasos de reaccion.

En el espectro RMN-'H de 63, se observaron en la zona aromatica, sefiales que
integraban para 15 H, correspondientes a los tres grupos benzoilo introducidos en el
compuesto (Figura 3-5), mientras que la ausencia de sefiales singulete a 1,43y 1,38
ppm (Parte Experimental) confirmdé que el grupo isopropilidén habia sido removido. Por

otra parte, se observaron la sefiales singulete de hidrégenos de metilo del grupo
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terbutilo y de los metilos del grupo TBDMS, con los valores de integracion consistentes
con la estructura de dicho grupo, lo cual indicé que habia resistido las condiciones de
hidrélisis acida con calentamiento, y perbenzoilacién en piridina. Se observé, ademas,
un corrimiento general de todas las sefiales de hidrégeno del azlcar hacia campos
bajos con respecto del precursor 66, como consecuencia del efecto desprotector de los

benzoilos. Por otra parte, el H-2 resoné como un doblete a 4,75 ppm, cuyo valor de

acoplamiento escalar a tres enlaces coincidi6 con la sefial a 5,60 ppm,
correspondiente a H-3. o
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Figura 3-5 Espectro de RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) del compuesto 63.

El espectro RMN *C de 63 mostrd la sefial correspondiente al C-1 lacténico (
171,8 ppm), la presencia de los tres carbonilos correspondientes a los benzoilos
introducidos en el Ultimo paso de reaccion (- 165,8; 165,4; 165,2 ppm), la ausencia de
sefiales de isopropilidén, y las sefiales a 254 ppm (intensa) y 18,1 (débil)
correspondieron a los metilos y al carbono cuaternario del terbutilo, respectivamente, del
grupo TBDMS (Figura 3-6). Las sefiales de los carbonos de los metilos unidos al silicio,
muy protegidos, que resuenan a valores de menores que cero, aparecieron reflejadas
en el otro extremo del espectro a 213,66 y 213,20 ppm), debido a un ancho de

ventana espectral utilizado al adquirir los datos era demasiado angosta. Al recalcular sus



valores ( - 4,9 y - 5,4 ppm), éstos fueron consistentes con la estructura del grupo
protector.
~— N~ e\ (AN | |
S\
(CHg)sCSi
- C-3 - ;
c-4 C2 (5 552 o
| BzO
C-6 v
PhCO B2G OTBDMS
c-1 63
(_A_\
(CH3)2Si— w w w sofl78 76 74 72 70..68.. 66, € 62
reﬂejadas 172 171 168 164 I N (CH3)3CS|
A ' .
|| L ) . UL L
2‘10 260 1‘90 1‘80 1‘70 1%0 1L50 ILtO 1‘30 1‘10 160 ‘ éO 7‘0 E';O FLO “tO 310 2‘0 1‘0 6
Figura 3-6 Espectro de RMN 3¢ (CDCl3, 50,3 MHZz) del compuesto 63.
Sintesis del intermediario 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-ter-butildimetilsilil- , -D-galactosa (67)
o DSB 0
OBz 7~0 OBz y*OH
BzO BzO
THF
B0 OTBDMS B20 OTBDMS
63 (57%) 67

Esquema 3-6 Sintesis del intermediario 67.

Una vez obtenido el intermediario lacténico 63, con el fin de activar el centro
anomeérico, se procedi6 a la reduccion de la funcion lactona por tratamiento de la misma
con disiamilborano en THF anhidro (Kohn, P. et al., 1965). Luego de 20 h. de reaccion,
se observé por ccd la consumicion total de la lactona de partida y la aparicion de un
producto mas polar (R 0,50; hexano - EtOAc 3:1). Luego de un cuidadoso aislamiento y
purificacion por cromatografia en columna, se obtuvo el monosacéarido con el OH
anomérico libre 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-ter-butildimetilsilil- , -D-galactosa (67) con 57%

de rendimiento.
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El espectro RMN **C de 67 mostré la ausencia de la sefial correspondiente al C-
1 lactonico y la presencia de dos sefiales en la region anomérica, de diferente
intensidad; una sefal intensa a  103,6 ppm correspondiente al C-1 del andmero
mayoritario , y otra sefial de menor intensidad a 98,1 ppm del anémero , minoritario;
es decir, se trataban de una mezcla de andmeros. Fue notoria la presencia de dos
perfiles de sefiales con diferente intensidad en el rango de 62 a 83 ppm en el espectro,
coherente con una mezcla de andémeros enriquecido en uno de ellos: el conjunto de
sefiales con mayor intensidad correspondia al anomero mayoritario y el conjunto de
sefales de con menor intensidad, correspondia al andmero minoritario . La asignacion
de las mismas se realiz6 por comparacion con las sefales de su precursor lactonico 63.
La presencia de sefiales de carbonos de carbonilos a 166 a 165 ppm indico la
presencia de los grupos benzoilos y la presencia de las sefiales a 25,6 y 18,1 ppm

indicaron la presencia del grupo TBDMS (Figura 3-7).
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Figura 3-7 Espectro de RMN **C (CDCls, 50,3 MHz) del compuesto 67.

El espectro de RMN-'H de 67 era bastante complejo, mostrando la mayor parte
de las sefiales superpuestas. Sin embargo, se pudieron distinguir las sefiales de los
hidrégenos metilicos de terbutilo del andmero y , que aparecian como singuletes no

superpuestos a 0,87 ppm y a 0,92 ppm, respectivamente. Por integracién de las



mismas, fue posible aproximar una relaciébn anomérica / de 2:1. Esta misma relacion

se confirmd ademas por la relacion de las integraciones entre las sefiales del metilo

unido al silicio del anbmero y del anémero ( 0,16 ppmy 0,10 ppm), y por el valor

de integraciéon de la sefiales superpuestas que correspondian al mismo nucleo, por

ejemplo, para el H-5 del anomero vy el H-5 del anémero (5,9 ppm) que integraban

para 1,5 H (Figura 3-8). El H-1 aparecia sin superposicién como un doble doblete a

5,34 ppm y también confirmaba la relacién anomérica.
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Figura 3-8 Espectro de RMN "H (CDCls, 200 MHz) del compuesto 67.

Sintesis de tricloroacetimidato

galactofuranosa (64)

o
OBz )~OH
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Esquema 3-7 Sintesis del donor 64

de 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-ter-butildimetilsilil- -D-
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DBU, o)
CCl,CN o O CCk
chc BzO
HoCl,

B0 OTBDMS
(81 %) 64



O OJJ\CCI
OBz 3
BzO
OTBDMS

BzO

80

Capitulo 3

Como se dijo anteriormente, la presencia de los grupos ortogonales TBDMS en

el donor de Galf y levulinoil en el aceptor GIcNAc determiné la eleccion del método de

tricloroacetimidato como via para la condensacion.

El Gltimo paso para la sintesis del tricloroacetimidato de 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-

ter-butildimetildimetilsilil- -D-galactofuranosa (64)

consisti6 en el tratamiento del

compuesto 67 con el 1-OH libre, con tricloroacetonitrilo y DBU en CH,Cl, anhidro

(Esquema 3-7). Luego de 0,5 h de reaccion a t.a., el andlisis por ccd mostré la

conversion total de 64 en un Unico producto con menor polaridad (Rf 0,70; tolueno —

EtOAc — TEA 10:1:0,2). La mezcla se purificdé cuidadosamente para evitar la hidrdlisis

del imidato, por columna de cromatografia de silica gel dando tricloroacetimidato de

3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-ter-butildimetildimetilsilil- -D-galactofuranosa (64) como Unico

compuesto y con 81% de rendimiento.

El espectro de RMN 'H de 64 (Figura 3-9) mostré la presencia de un singulete

ancho que resonaba a 8.58 ppm, caracteristico del H del grupo tricloroacetimido. El H-

1, que aparecia como un singulete desprotegido a 6.31 ppm, indicé la configuracion

1,2-trans del imidato. Por otra parte, el H-2 aparecia como un doblete con J < 1Hz,

caracteristica de la configuracion , aunque muy protegido por la sustitucién del sililo.

Estas sefiales estaban de acuerdo con resultados anteriores de nuestro laboratorio

(Gandolfi-Donadio, L. et al., 2002; 2003; 2006; Mendoza, V.M. et al., 2010).
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Figura 3-9 Espectro de RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) del compuesto 64.



Los 9 hidrégenos del grupo terbutilo unido al silicio aparecia a 0,88 ppm como
un singulete y los 6 hidrégenos de los metilos unidos al silicio, aparecieron superpuestos
a 0,14 ppm.

El espectro de RMN *3C de 64, mostré una sefial en la regiéon anomérica a
106,5 ppm, caracteristica de carbonos anoméricos de tricloroacetimidato de Galf, asi
como las sefales correspondientes al grupo protector sililo (Gallo-Rodriguez, C., et al.,
1999). Debido a la poca acumulacion de pulsos durante el experimento de RMN *3C, y la
pequefia constante giromagnética de los carbonos cuaternarios, no se alcanzé a
detectar la sefial del carbono carbonilico del tricloroacetimidato, esperable por cercania

alos 160 ppm (Figura 3-10).
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Figura 3-10 Espectro de RMN 3¢ (CDCl3, 50,3 MHZz) del compuesto 64.

Sintesis de tricloroacetimidato de 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-ter-butildifenilsilil- -D-

galactofuranosa (65)

NH
O O DBU, O OJJ\CCI
OBz =0 DsB OBz )~OH CCLCN OBz 3
BzO BzO s BzO
TBD THF TBD HClp
B20 OTBDPS B20 OTBDPS B20 OTBDPS
52 (50 %) 68 (75 %) 65

Esquema 3-8 Sintesis del donor de galactofuranosilo 2-O-ter-butildifenilsililado 65
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Para la sintesis del donor tricloroacetimidato 65 se siguié la misma ruta que la
utilizada para el donor analogo 64, partiendo de su analogo lacténico 52 (Esquema 3-8)
gue se encontraba disponible en nuestro laboratorio. La reduccién de la funcion lactona
de 52 con disiamilborano en THF durante 16 h de reaccién a t.a., dio por ccd, una
mancha mayoritaria de mayor polaridad (R; 0,50; tolueno — EtOAc 10:1) y la
desaparicion total del material de partida. Esto indico la conversion total de la lactona en
el producto reducido. Sin embargo, y pese a los cuidados durante el “quenching” de la
reaccion y en la purificacion del producto por columna de cromatografia, se obtuvo el
producto 68 como un soélido amorfo con 50 % de rendimiento. Para evitar cualquier
posible descomposicidn adicional o migracion de sustituyentes, inmediatamente se trato
68 con tricloroacetonitriio y DBU, para obtener, luego de 0,5 h de reaccion,
tricloroacetimidato de 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-ter-butildimetildifenilsilil- -D-
galactofuranosa (65) como un sélido amorfo (75%).

El espectro RMN-'H de 65 mostr6 el singulete a 8,40 ppm correspondiente al H
del grupo tricloroacetimido, indicando la formacion del imidato. El H-1 aparecia como un
singulete resonando a 6,23 ppm, caracteristico de la configuracion  del centro
anomérico (Figura 3-11). El H-2 aparecia muy protegido, a 4,57 ppm, como un doblete
con constante de acoplamiento de 1,0 Hz, caracteristico de -D-galactofuranésidos.
Otras sefiales diagnosticas fueron los sefiales aromaticas que integraron para 25 H en la
region aromatica, producto de la presencia de tres grupos benzoilo, y dos grupos fenilo.
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Figura 3-11 Espectro de RMN H (CDCl3, 200 MHz) del compuesto 65.
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3.2.C Glicosidacion. Sintesis de 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-ter-butildimetilsilil- -D-
galactofuranosil-(1  4)-2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-6-O-levulinoil- -D-
glucopiranésido (61 TBDMS)

Una vez activado el centro anomérico de la Galf en 64 por formaciéon del
tricloroacetimidato, se procedido a realizar la glicosidacion con el aceptor de N-
acetilglucosamina 62, para formar el enlace glicosidico Galf( 1 4)GIcNAc (Esquema 3-
8). Si bien el sustituyente TBDMS en O-2 de 64 no es participante, la prueba de
glicosidacion nuevamente presentaba un desafio, para conocer el efecto que ejercia el
impedimiento estérico de este voluminoso grupo en el control de la
diastereoselectividad. Otro punto a considerar fue la influencia del grupo levulinoil en
posicion O-6 sobre el rendimiento global de la glicosidacion. Este grupo al ser atractor
de electrones, podria actuar disminuyendo la nucleofilicidad del 4-OH de la N-

acetilglucosamina.

OLev
o}
2 Soﬁg
OBz Z
820@/ AcNH OBn
NH OTBDMS
o o~ Olev Tmsots 520
682 CClh 1o Q + 61 TBDMS B
BzO + BzO MS 4A (24%)
50 OTBDMS AcNH L Ar e
CHCL, B0 OLev
64 62 -18°C o
BzO (0]
TBDMSO 3
AcNH
OBn
61 TBDMS «
(8%)

Esquema 3-8 Glicosidacion del aceptor 62 con el donor 64.

Con el fin de evaluar la diasteroselectividad y el rendimiento global de la
glicosidacion entre el donor 64 y el aceptor 62, se realizé la glicosidacion en CH,CI,
anhidro a -18 °C con 0,4 equivalentes de triflato de trimetilsililo como catalizador, polvo
de tamices moleculares y atmosfera de argdén. Luego de 12 h de reaccién, una ccd
revelo la desaparicion total del donor 64, una mancha que coeluia con el aceptor 62, y la
aparicion de dos manchas con menor polaridad que 62 (R; 0,77 y 0,75; tolueno — EtOAc
— TEA 1:2:0,1). Luego de una cuidadosa separacion y purificacién por cromatografia en
columna de los productos, se obtuvo una primera fraccion de un solido amorfo
identificado como el producto 1,2-trans 61 TBDMS con 24% de rendimiento. La
segunda fraccion correspondié al producto de glicosidacion 1,2-cis 61 TBDMS  (8%).

En la dltima fraccion, se recuperé aceptor sin reaccionar (57%).
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El espectro RMN **C de 61 TBDMS , mostrd la presencia de la sefial de C-1 de la
GIcNAc a 96,6 ppm y la sefal de C-1" de Galf a 108,9 ppm, caracteristica de
galactofurandsidos (Figura 3-12). Ademas de las sefales anoméricas y de otras sefiales
caracteristicas de la GIcNAc y Galf, el espectro, mostrg, sin inconsistencias, todas las
sefales propias de los grupos levulinoilo y terbutildimetilsililo, incluyendo las sefales del
metilo del dimetilsillo que aparecieron con valores negativos de desplazamiento,
demostrando la resistencia de ambos grupos protectores a las condiciones suaves pero

acidas de la glicosidacion asociadas al método de glicosidacion.

S NTWOan 0
%) INE R ] NG oW QRN® Y oK o
S Regees RERAY ERERE R
S\ N SN N
& ] 8 2 a
< © 0 o N
S & © © in
T \ [
c-1 C-1
\ C-6 C-2
, C-6 ‘ (CHg)sC
|
T T T T T T T T T T T T T T T T (CH2)2
110 98 9 84 82 8 78 Y6 74 72 70 68 6 4 62 60 54 52 i
: (CH3),Si
4x PhCO :;": (CH3)3C
CH3CONH : X | ' CHQCOI\iH
CHsCO(CHp),  (CH2)2CO ; {_vL\
f_H y | e I 1
V fh [ '.‘
| 11—
T | N il

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 8 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
Figura 3-12 . Espectro de RMN **C (CDCl,, 125,8 MHz) del compuesto 61 TBDMS
El espectro RMN 'H de 61 TBDMS , mostro la presencia de sefiales caracteristicas
de la unidad de N-acetilglucosamina (Figura 3-13). Por ejemplo, el doblete que resonaba
a 5,79 ppm (J = 9,6 Hz) correspondi6é al NH, el singulete que integré para 3Ha 1,77
ppm correspondié al metilo del acetamido y el doblete con J = 3,7 Hz a 4,97 ppm
correspondi6 al H-1 en configuracion . Por otro lado, también se evidencio la presencia
de algunas sefiales importantes, no superpuestas de la unidad de Galf. La sefal

correspondiente al H-1" apareci6 como un singulete a 5,09 ppm indicando una



configuracion de la nueva union glicosidica. Ademas el H-2" aparecia como un doblete
con J = 1 Hz protegido ( 4,26 ppm). La presencia de un singulete a 0,83 ppm que
integraba para 9H, correspondiente al terbutilo del TBDMS, y una integracién de 25 H de
las sefiales en la regién aromatica, confirmaban la presencia de los demas grupos
protectores en el disacarido 61 TBDMS
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Figura 3-13 . Espectro de RMN *H (CDCl;, 500 MHz) del compuesto 61 TBDMS

El resto de las sefiales de 61 TBDMS , fueron asignadas inequivocamente con
la informacion provista por los experimentos bidimensionales COSY y HSQC (Figuras 3-
14 y 3-15).
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Figura 3-14 . Ampliacién del espectro 'H-'"H COSY (CDCl;) del compuesto 61 TBDMS
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El espectro de RMN *3C del subproducto minoritario 61 TBDMS , mostré en su
region anomérica la sefial del C-1 de la GIcNAc a 96,5 ppm y otra sefal
correspondiente al C-1 de la Galf, a 104,8 ppm, corrida 4,8 ppm hacia campos altos
respecto de su diasteredmero , caracteristica de la configuracion en furanésidos.

(Figura 3-16).
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Figura 3-16 . Espectro de RMN **C (CDCls, 125,8 MHz) del compuesto 61 TBDMS

El espectro RMN-'H de 61 TBDMS  mostrd, sefiales similares a la unidad de
GIcNAc y Galf (Figura 3-17). La diferencia principal residia en la multiplicidad observada
en el H-1" de la Galf, que resonaba a = 5,32 ppm y aparecia como un doblete con
constante de acoplamiento de Jyim2 = 3,2 Hz, lo que confirmaba que el nuevo enlace

glicosidico era del tipo -D-Galf.

Es importante destacar que a través del espectro RMN 'H del disacérido 61
TBDMS , fue posible detectar la presencia de una impureza en una proporcion baja,
observandose sefiales que se diferenciaban claramente con respecto al ruido de la linea

de base.

Las asignaciones de las sefiales de 61 TBDMS , pudieron ser asignadas
inequivocamente y en su totalidad con la informacion provista por los experimentos
bidimensionales COSY y HSQC. En la Figura 3-18 se muestra una ampliacion del

espectro HSQC, resaltando la zona anomérica.
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Figura 3-18 . Ampliacién del espectro 'H-Bc HSQC (CDCl3) del compuesto 61 TBDMS




En conclusién, el estudio preliminar de la glicosidacion del donor de Galf 64 con
el aceptor de GIcNAc 62, condujo a una mezcla de disacéridos 61 TBDMS vy 61
TBDMS  con un rendimiento global de 32 % y relacion diastereomérica / 3:1. Este
resultado mostré que el grupo TBDMS en posicién O-2 de la Galf tenia una moderada
influencia en la diastereoselectividad de la glicosidacion. A esto se sumé la presencia
del levulinoilo en O-6, que por su efecto electroatractor, posiblemente contribuyd a
desmejorar la de por si pobre nucleofilicidad del 4-OH, consistente con el pobre

rendimiento global obtenido.

3.2.D. Gilicosidacion. Sintesis de 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-terbutildifenilsilil- -D-
galactofuranosil-(1 4)-2-acetamido-3-O-benzoil-2-desoxi-6-O-levulinoil- -D-
glucopirandsido (61 TBDPS ), precursor del trisacarido 40.

A efectos de comparar el resultado anterior, se decidié utilizar el donor 65 que
poseia en O-2 un grupo més voluminoso, como lo es el TBDPS, con el mismo aceptor
62 que se habia ensayado en el experimento anterior, bajo las mismas condiciones de

reaccion (Esquema 3-9).
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OTBDPS AcNH 252 o)
BzO OBn -18°C OBz
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BzO TBDPSO O%
BzO
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61 TBDPS o, OBn
(5 %)

Esquema 3-9 Glicosidacién del aceptor 62 con el donor 65.

La mezcla de reaccidon se agitd vigorosamente bajo la presencia de tamices
moleculares en la misma hasta que, luego de 18 h., sucesivos monitoreos por ccd
mostraron que la reaccion habia alcanzado el equilibrio sin lograr la conversién completa
del aceptor. Por otra parte, mostré la desaparicion total del imidato donor 65, y la
aparicion de una nueva mancha con Rf = 0,43 (tolueno — EtOAc — TEA 1:1:0,1). La
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reaccion se finalizé por neutralizacion con TEA (0,5 equiv) y el crudo se purifico6 por
cromatografia en columna, para dar una fraccibn homogénea cromatograficamente.

En la regién anomérica del espectro RMN *C de esta fraccién, aislada y
purificada, se observaron cuatro sefiales. Dos de ellasa 96,9 y 96,5 ppm, tipicas de C-
1 con configuracion de GIcNAc, y otras dos a 107,9 y 102,0 ppm, que eran tipicas de
C-1 de Galf con configuracion y , respectivamente. Esto sugeria que esta fraccion no
se trataba de un compuesto puro sino que una mezcla, presumiblemente compuesta por
los productos de glicosidacion -D-Galf-(1 4)-D-GIcNAc (61 TBDPS ) y -D-Galf-
(1 4)-D-GIcNAc (61 TBDPS ) (Figura 3-19). La notoria diferencia de intensidades de la
seflala 107,9 mas intensa comparada con la sefial a 102,0 ppm, sugeria que uno de
los disacéridos, el disacarido 61 TBDPS , se encontraba enriquecido respecto del otro.
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Figura 3-19 . Espectro RMN-"*C (CDCls, 50,3 MHz) de la fraccion que contenia la nueva mancha

que habia aparecido.

La presencia de varias sefiales diagndstico duplicadas en el espectro RMN *H
como las correspondientes a los grupos terbutilo, levulinoilo y amida, sugerian que
también se trataba de una mezcla de diasterebmeros 61 TBDPS y 61 TBDPS (Figura
3-20).
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Figura 3-20 . Espectro RMN-"H (CDCl;, 200 MHz) de la mezcla 61 TBDPS y 61 TBDPS

Habiendo determinado que la nueva mancha que habia aparecido se
correspondia a una mezcla de compuestos diastereoméricos, se intentd una nueva
separacion de la misma. Sin embargo, pese a haberlo intentado de manera muy
cuidadosa, s6lo se pudo obtener con un alto grado de pureza, el diastereémero

mayoritario , correspondiente al producto 1,2-trans 61 TBDPS

En el espectro RMN 'H de 61 TBDPS se observd que las sefales se
encontraban menos superpuestas, a causa de la ausencia del diasteredmero y haber
adquirido el espectro en un equipo con un campo magnético superior al anterior (Figura
3-21). En el espectro, se apreciaron algunas sefiales caracteristicas de la GIcNAc, como
el doblete del H-1 (J = 3,7 Hz) a 4,85 ppm y el singulete del metilo de acetamido a
1,71 ppm. Ademas se pudieron identificar las sefiales diagndsticas de los grupos
protectores bencilo y levulinoilo para el diastereémero : dos dobletes con Jygem = 11,9
Hz, a 4,67; 4,46 ppm correspondientes al metileno del bencilo, y el singulete a 2,19
ppm que junto con los multipletes que integran para 4H en la region alifatica
correspondieron al levulinoilo. Por otro lado, se apreciaron dos singuletes que
resonabana 4,98 ppmy 4,30 ppm, caracteristicos del H-1" e H-2" de la unidad de -

D-Galf respectivamente.
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El espectro RMN **C de 61 TBDPS , mostrd las dos sefiales anoméricas a
107,9 y 96,5 ppm del C-1° y C-1 , respectivamente (Figura 3-22). A campos bajos, se
destacé una sefial muy desprotegida tipica de carbonos carbonilico de cetonas a
206,2 ppm, junto con seis sefiales de carbonos carbonilicos de ésteres y amidas a
172,0, 169,92, 166,88, 165,9, 165,5 y 165,2 ppm. A campos altos, aparecieron los
carbonos metilénicos del levulinoilo a 37,8 y 27,8 ppm; una sefal de carbono de
metilcetona a 29,9 ppm, una sefial caracteristica del carbono del metilo de la
acetamida a 23,0 ppm; y el patron de sefiales tipico de terbutilos, una sefial intensa a
26,6 ppm y otra sefial pequefia a 19,0 ppm, correspondientes a los tres metilos y al
carbono cuaternario del terbutilo, respectivamente. Con respecto a las sefiales propias
del azucar en el disacérido, el perfil de las sefiales coincidié exactamente con aquél
obtenido en el espectro RMN **C de su anéalogo 61 TBDMS  (Figura 3-12).

La asignacion completa de las sefiales de RMN *H y **C de 61 TBDPS |, se
realizd inequivocamente con ayuda de los experimentos bidimensionales COSY vy
HSQC. Se muestra en la Figura 3-23 una ampliacién del espectro HSQC del disacérido
61 TBDPS
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Una vez identificadas las sefiales correspondientes al disacarido 61 TBDPS
para calcular la relacion diastereomérica / se buscO en el espectro de la mezcla
(Figura 3-20) alguna sefial correspondiente al disacarido 61 TBDPS , que apareciera
sin superponerse. En este caso, se utilizaron las integraciones de la sefial del H-1" del
diastereémero  ( Juyai-nz2 = 3,6 Hz) que resonaba a 5,21 ppm y la sefial del mismo
hidrégeno pero del diasteredbmero , que resonaba a 4,98 ppm, para aproximar una
relacion / de 3,5:1,0.

Por lo tanto, la glicosidacion del donor de Galf 65 con el aceptor de GIcNAc 62,
también condujo a una mezcla de diastereémeros 61 TBDPS y 61 TBDPS de muy
dificil separacion, con rendimientos bajos (32%) y una leve diastereoselectividad a favor
del anbmero ( / 3,5:1,0).

En conclusion, los bajos rendimientos y las pobres diastereoselectividades
obtendidas en las pruebas preliminares precedentes motivaron un cambio en la
estrategia del uso de los grupos ortogonales. Se decidié volver a la idea inicial de
proteger la posicion 2-OH del precursor de Galf con el grupo levulinoilo y, disponer de
esa manera, de la participacion anquimérica necesaria para favorecer los productos 1,2-
trans. Sin embargo, esto obligaba a evaluar nuevamente el método de glicosidacion y
buscar un nuevo precursor de galactofuranosa interna, ya que la funciéon éster del

levulinoilo no podria resistir las condiciones de reduccion de la galactono-1,4-lactona.

3.3 — Eleccion de precursores de galactofuranosain  terna

La sintesis de oligosacaridos que contienen galactofuranosa interna requiere la
eleccion de un precursor conveniente de Galf, y que esté en corcondancia con el
método de glicosidacion propuesto. Existen algunos ejemplos de oligosacaridos que
contienen Galf interna que han sido descriptos, mostrando cada método de sintesis, sus
ventajas y desventajas (Mendoza, V.M. et al., 2010; Richards & Lowary, 2009; Gandolfi-
Donadio, L. et al., 2002; 2003; 2008; 2011; Chlubnova, D. F., et al., 2010; Bai & Lowary,
2006; Completo & Lowary, 2008; Cattiaux, L. et al., 2011; Deng, L.M. et al., 2012; Lee,
Y.L. et al., 2006).

El método de tioglicosido fue empleado, por primera vez, en la sintesis de
oligosacéaridos que contienen Galf interna de Mycobacterium tuberculosis asi como
también en la sintesis de la unidad repetitiva de la varianosa (Bai & Lowary, 2006;

Completo & Lowary, 2008). Recientemente, por éste mismo método, se sintetizé el



tetrasacarido (1-5)-galactofuranésido etiquetado con biotina (Cattiaux, L. et al., 2011).
El precursor tiogalactofurandsido permitié su construccion desde el extremo reductor al
no reductor, sin embargo, se requirieron varios pasos de reaccién para obtenerlo
partiendo de galactosa. Muy recientemente, se describié una sintesis regioselectiva de
trisacaridos con Galf interna por el procedimiento one-pot, usando tiogalactofurandsidos
parcialmente protegidos (Deng, L.M. et al., 2012). El inconveniente en esta sintesis,
radicaba en la dificil proteccion estereoselectiva en posicion O-2 del
tiogalactofuranésido. Por ejemplo, la benzoilacion selectiva a bajas temperaturas de p-
tolil-5,6-isopropilidén-1-tio-galactofurandsido produjo 20- y 30-benzoil derivados en una
relacion 1,7: 1,0 (Deng, L.M. et al., 2012).

El método carbobenzoxi también ha sido exitosamente empleado en la sintesis
de agelagalastatina, un glicoesfingolipido que contiene -D-Galf interna (Lee, Y.J. et al.,
2006). Este método también ha sido empleado para la sintesis de
galactooligofuranésidos ciclicos, como asi también en la sintesis del tetrasacéarido
constituyente de la pared celular de Mycobacterium. Sin embargo, este método fall6 en
la construcciéon de algunos enlaces de Galf internas, y en esos casos, se lo reemplaz6
por el método del fluoruro en los pasos finales (Lee, Y.J. et al., 2008; Kim, K.S. et al.,
2008). Por otro lado, el precursor donor carboxibencilgalactofuranésido se sintetiza via
cloruro de galactofuranosilo, en cuatro pasos de reaccibn partiendo de

pentaacetilgalactofuranosa, con el uso de sales mercuricas (Lee, Y.J. et al., 2006).

El método de tricloroacetimidato ha sido extensamente aplicado para la sintesis
de oligosacaridos que contienen Galf interna (Mendoza, V.M. et al., 2010; Peltier, P. et
al., 2008; Richards & Lowary, 2009; Gandolfi-Donadio, L. et al., 2002; 2003; 2008;
2011). La aproximaciéon de la aldonolactona utiliza principalmente éste metodo para
formar enlaces glicosidicos, donde la D-galactono-1,4-lactona comercial, es la
precursora de Galf. Por esta metodologia, se sintetizaron oligosacaridos de Leishmania
y Mycobacterium tuberculosis con altos rendimientos. Sin embargo, como se vi6é en la
sintesis del trisacarido 40, desde el extremo reductor al no reductor, el uso de la
galactono-1,4-lactona, restringia la utilizacion del grupo protector en O2 al grupo no
participante TBDMS o TBDPS, circunstancia que no generaba la diastereoselectiviad

deseada en el paso posterior de glicosidacion.

Por las razones mencionadas, se propuso utilizar, por primera vez, el bencil -D-

galactofuranésido como precursor de Galf interna.
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3.4 - Sintesis del trisacarido 40 por la aproximaci  6n del bencilglicsido de
Galf

La retrosintesis del trisacérido 40, contemplaba una estrategia de construccion
desde el extremo reductor hacia el no reductor, en donde la unidad -D-Galf terminal,
tricloroacetimidato de 0O-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil- -D-galactofuranosilo (29) (Gallo-
Rodriguez, C. et al., 1999), se introduciria en la posicion O-2 del disacarido parcialmente
protegido 69 (Esquema 3-10). La estrategia sintética en esta nueva aproximacion se
baso en la hipotesis de que el precursor de Galf interna, debia poseer en la posicion O-
2, un grupo participante que asegurase la diastereoselectividad en la glicosidacion para
formar el enlace Galf( 1 4)GIcNAc vy, que a la vez, fuera ortogonal a las los grupos
benzoilos de la Galf, y sililo y bencilo, protectores del aceptor de GIcNAc 28 (Gallo-
Rodriguez, C. et al., 2002). Para cumplir con ese rol, se eligié el donor imidato 70 que
contaba con un grupo levulinoilo en la posicion O-2 (Esquema 3-10). Se postuldé que la
funcién éster del levulinoilo de 70 podria asistir anquiméricamente, de la misma manera
en que el éster benzoico en O-2 del donor 29 asistia en la glicosidacion con igual
aceptor 28, durante la construccién del enlace Galf-( 1-4)-GIcNAc en 23 (Gallo-
Rodriguez, C. et al., 2002, Esquema 2-36).
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Esquema 3-10 Retrosintesis de 40 desde el extremo reductor al no reductor por la aproximacion
del bencilglicésido 71.

El donor 70 se podria preparar a partir de bencil -D-galactofuranodsido (71)
(Esquema 3-10), ya que la funcién bencilo es ortogonal a los grupos levulinoilo y
benzoilo, y por tanto, éste podria removerse por hidrogendlisis para la posterior
activacion de la galactofuranosa como tricloroacetimidato. La utilizacién del precursor 71

era novedosa, ya que si bien el derivado 2,3,5,6-tetra-O-acetilado habia sido sintetizado



previamente por O-alquilacién (Klotz & Schmidt, 1993), el bencil galactofurandsido libre
71 no habia sido sintetizado y por lo tanto, la proteccion selectiva del mismo resultaba

un gran desafio.

3.4.1 Sintesis del donor 70, el precursor de Galf interna

Por todo los argumentos expuestos, la ruta de sintesis disefiada para obtener el
donor de Galf 70 por aproximacion del bencilglicosido de Galf se muestra en el
Esquema 3-11.

(0} (0] Tf
OH . OBz OBz
Galactosa — HO’{Q\OBn , BzO OBn >~ _ BzO NH
HO OH BzO OLev OLev

BzO

71 72 70

Esquema 3-11. Sintesis del donor 70, via el bencilglicésido de Galf.

Sintesis de bencil -D-galactofuranosido (71)

o

BnBr, NaH
Galactosa OH
HO OBn
DMPU OH
67% HO
( °) 71

Esquema 3-12 . Sintesis de 71.

En nuestro laboratorio ya se contaba con una experiencia en la O-alilacion
anomérica directa de galactosa, lograda en un solo paso, tanto para su utilizacion como
precursor de 1,2-cis galactofuranésidos terminales, asi como para la utilizacion de sus
derivados en estudios de glicosidacion (Gola, G., et al., 2005; 2011; Tilve & Gallo-
Rodriguez, 2011). Con un similar procedimiento experimental, se optimiz6 la sintesis del
bencil -D-galactofurandsido (71), lograda por tratamiento de D-galactosa con 1,2
equivalentes de bromuro de bencilo en presencia de NaH en N,N-dimetilpropilenourea
(DMPU) como solvente. Logrado este objetivo, se obtuvo 71 como un Unico producto,
cristalino, y con un 67% de rendimiento. Cabe destacar que este precursor es muy
conveniente puesto que se obtiene en un solo paso de reaccion a partir de galactosa.

El espectro RMN 'H de 71 mostr6 un doblete que resonaba a 5,09 ppm con
una constante de acoplamiento de J = 4,6 Hz. Esto indicaba que el H-1 tenia una
disposicion H-1-H-2 cis, tipica de una configuraciéon en furanosas (Gola, G., et al.,
2005; 2011; Tilve & Gallo-Rodriguez, 2011) (Figura 3-23). Este mismo valor de



98 Capitulo 3

acoplamiento (Jy112) Se observé en el doble doblete a 4,12 ppm, lo cual indicé que el
valor de 8,0 Hz, correspondia al acoplamiento escalar H-2-H-3 (Ju213). De esta manera,
pudo encontrarse facilmente la sefial correspondiente al H-3a 4,17 ppm. La presencia
de dos dobletes con idéntica constante de acoplamiento (Jgem = 12,0 Hz) que resonaban
a 4,81y 4,63 ppm en conjunto con la integracion para 5 H en la regiobn aromatica,

indicé la introduccién de un solo grupo bencilo en la molécula.
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Figura 3-23 . Espectro de RMN 'H (D,0, 500 MHz) del compuesto 71.

El espectro de RMN *C de 71 mostr6 la sefial de C-1 a 100,9 ppm
confirmando la configuracion anomérica . La sefial que resonaba a 82,0 ppm
correspondia al C-4, y es caracteristica de los anillos furandsicos (Figura 3-24).
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La asignacion total de las sefiales de H y C, pudo ser realizada inequivocamente
con ayuda de los experimentos bidimensionales COSY y HSQC. En la Figura 3-25, se

muestra una ampliacion del espectro HSQC de 71.

Sintesis de bencil 5,6-O-isopropilidén- -D-galactofuranésido (73)

Con el fin de introducir el grupo levulinoilo en posicién O-2, los hidroxilos en O-5
y O-6 de 71, fueron temporalmente protegidos por un grupo isopropilidén. Para ello, se
siguid la misma técnica descripta anteriormente para la ruta de galactono-1,4-lactona,
con algunas modificaciones. Por reaccion del bencilglicésido 71 con 3,6 equiv. de 2,2-
dimetoxipropano y acido p-toluensulfénico en cantidades cataliticas a 0 °C en acetona
anhidra, se obtuvo luego de 45 min de agitacidon un Gnico producto (Esquema 3-13). Por
recristalizacion del crudo de reaccion con hexano — acetato de etilo, se obtuvo un sélido
cristalino que se caracteriz6 como bencil 5,6-O-isopropilidén- -D-galactofurandsido (73)

con un 94% de rendimiento.

O . . 0
OH 2,2-dimetoxipropano 6H
p-TsOH n
OH OH
o}

HO Acetona

71 (94 %)

Esquema 3-13. Sintesis del isopropilidén derivado 73.

73

En el espectro de RMN *H de 73, se identificaron facilmente las sefiales de los
metilos del isopropilidén, que resonaban a 1,43 y 1,37 ppm como dos singuletes que
integraban para 3 H cada uno (Figura 3-26).

El espectro de RMN ™C de 73, mostr6 la presencia de tres sefales
caracteristicas de isopropilidén, correspondientes a los carbonos de metilo de
isopropilidén a 26,5y 25,3 ppm, y al carbono acetalico a 109,7 ppm del mencionado

grupo protector.
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Figura 3-26 . Espectro de RMN *H (CDCl;, 500 MHz) del compuesto 73.
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Sintesis de bencil 5,6-O-isopropilidén-2-O-levulinoil- -D-galactofurandsido (74)

Una vez protegidos las posiciones O-5 y 0O-6, el siguiente paso fue la
introduccion regioselectiva el grupo levulinoilo en posicion O-2, para proveer de grupo
participante al precursor de Galf interna. La manera mas simple y directa era intentar
una proteccion regioselectiva con acido levulinico y diciclohexilcarbodiimida (DCC) sobre
el derivado bencil -D-galactofuranésido, hecho que resultaba motivador, no sélo por lo
novedoso de este sustrato sino también porque las protecciones regioselectivas con
levulinoilo no son tan comunes en la quimica de los hidratos de carbono.

Los fundamentos que impulsaron esta idea fueron la experiencia en nuestro
laboratorio con las pivaloilaciones y sililaciones selectivas sobre derivados de galactono-
1,4-lactona (Gandolfi-Donadio, L. et al., 2002; Mendoza, V.M. et al., 2010). Ademéas se
tuvieron en cuenta los recientes resultados obtenidos en la 2-O-benzoilacion de alil -D-
galactofurandsidos (Tilve & Gallo, 2011) y en la 2-O-pivaloilacion selectiva de derivados
de pentenil -D-galactofurandsido (Gelin, M. et al., 2003)

La regioselectividad observada anteriormente fue justificada por Gelin y col.
(2003) como una consecuencia del aumento de la nucleofilicidad del O-2 por formacion
del puente de hidrogeno intramolecular, propuesto para galactofuranésidos 1,2-cis

(Figura 3-28).
0
OH
><3 O—R  R: CH,CH=CH, 0 CH,Ph
o/
O H

Figura 3-28. Incremento de la nucleofilicidad del OH-2 por formacién de puente de hidrégeno

intramolecular.

Este paso de reaccion era fundamental ya que podia conducir directamente al
precursor bencil 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-levulinoil- -D-galactofurandsido necesario (72,
Esquema 3-11, pag. 97). En este contexto, inicialmente se ensay6 la proteccion
utilizando 1,2 equivalentes de acido levulinico, DMAP (0,4 equiv.) y DCC a -12 °C en
CH.Cl, (anh.), esperando que se protegiera selectivamente la posicion 2-. Sin embargo,
se observé por ccd la formacion de un nuevo compuesto cuyo espectro de RMN *H
revel6 la presencia de una mezcla de productos levulinizados, bencil 5,6-O-
isopropilidén-2-O-levulinoil- -D-galactofuranésido (74) y bencil 5,6-O-isopropilidén-2,3-
O-di-levulinoil- -D-galactofuranésido (75) en una relacion de 1,9/1,0, con un 58% de
rendimiento total. Posteriormente se ensayaron diferentes condiciones de levulinizacion.
Los mejores resultados se obtuvieron al tratar el bencilglicosido derivado 73 con 0,8
equivalentes de acido levulinico, dimetilaminopiridina (DMAP) y DCC a -18 °C en CH,Cl,



anhidro (Esquema 3-16). Luego de 20 h. de reaccion a -18 °C, se obtuvo una mezcla de
productos que fueron purificados cuidadosamente por cromatografia en columna. Tras
mucho esfuerzo, se logré separar, ademas del isopropilidén de partida (73, 31%), una
fraccion que posteriormente se caracterizé como el derivado dilevulinizado 75 en un 6%
y, en una segunda fraccién, un sélido cristalino que correspondié al 2-O-levulinoil
derivado 74 (38%).

o} O O

OH Ac. Levulinico (0.8 eq.) OH OLlev
%{Q\OBn DMAP; DCC %{Q\OBn * >£’§Q\08n
o OH CH,Cl, -18°C o OLev o OLev
73 74 (38%) 75 (6%)

Esquema 3-16 . Levulinoilacién del isopropilidén derivado 73.

El espectro de RMN *H del producto monolevulinizado 74, mostré todas las
sefiales intrinsecas a la presencia del grupo levulinoilo: un singulete que integraba para
3 Ha 2,15 ppm correspondiente al metilo, y los dos multipletes que integraban cada
uno para 2 H en la region alifatica ( 2,7 ~ 2,5 ppm) correspondientes a los metilenos
(Figura 3-29).
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Figura 3-29 . Espectro de RMN *H (CDCl;, 500 MHz) del compuesto 74.
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Las integraciones de tales sefiales nos indicaban la presencia de un solo grupo
levulinoilo en la molécula. El doblete a 5,24 ppm que correspondia al H-1, acoplaba
con Jy.1.4-2 de 4,6 Hz con la sefial a 4,87 ppm, correpondiente al H-2. Esta sefal se
encontraba, desplazada 0,8 ppm a campos mas bajos con respecto a la misma sefial en
el precursor 73, lo que indicaba que dicha posicion era la que se habia protegido por el
grupo electroatractor. Por otra parte, el H-3 aparecia como un doble doble doblete a
4,33 ppm, mostrando su correlacion con el H-2 y el H-4, y con el propio OH a 3,2 ppm,
como se pudo comprobar en el espectro bidimensional COSY (Figura 3-30).
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Figura 3-30 . Ampliacién del espectro "H-'"H COSY (CDCls) del compuesto 74.

El espectro de RMN *C de 74 mostré, ademas de la presencia de las sefiales
caracteristicas de los grupos protectores isopropilidén y levulinoilo, un corrimiento hacia

campos bajos de la sefial de C-2 respecto de la misma sefial en 73 (Figura 3-31).

La asignacién de todas las sefiales de RMN *H y *C, se realiz6 inequivocamente
con la informacioén brindada por los experimentos bidimensionales COSY (Figura 3-30) y
HSQC (Figura 3-32).
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El analisis espectroscopico por RMN 'H del producto minoritario 75, mostrd
2,18y 2,14

ppm, integrando para 6 H, lo que indicaba la presencia de dos grupos levulinoilos.

multipletes en la region alifatica integrando para 8 H, y dos singuletes a

Ademas se observaron dos singuletes caracteristicos del grupo isopropilidén ( 1,44 y

1,37 ppm).

corrimiento de ambas

a campos bajos (

Con respecto a las sefiales de los H-2 e H-3, se observd un apreciable

5,07 y 5,47 ppm, respectivamente),

comparadas con las mismas sefiales en el bencilglicosido de partida 73, en 1 ppm para

el H-2, y 1,5 ppm para el H-3. Ademas, se observé una simplificacioén en la multiplicidad

de la sefial del H-3, producto de la reduccion del sistema de spins.

El espectro RMN *3C de 75 mostré la duplicacién de las sefiales diagnéstico de

levulinoilo, por ejemplo, dos sefiales de C carbonilicos a 206,0 ppm y dos sefiales de

C de éster levulinicoa 171,9 ppm.
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Figura 3-33 . Espectro de RMN *H (CDCl;, 200 MHz) del compuesto 75.
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Bencil 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-levulinoil- -D-galactofurandsido (72)

Una vez introducido el grupo levulinoilo en posicion O-2, el siguiente paso
consisti6 en la remocién del isopropilidén que, por su labilidad a medios &cidos,
condicionaria el resto de la ruta sintética y, la subsiguiente proteccion de las posiciones
0-3, O-5 y 0-6. Para lograrlo, se calentd una suspension del isopropilidén derivado 74
en una soluciéon de AcOH-H,0 60% v/v durante 10 min a 80 °C. La solucién resultante,
se neutralizé con piridina y se coevapord con tolueno. El producto crudo obtenido, se
tratd directamente con BzCl en piridina anhidra a 0 °C, para dar 72 como Unico producto

con un rendimiento de 79% para los dos pasos de reaccion (Esquema 3-17).

o] O
f@\ 1) HAcO-H,0, calor 50 OBz
O= OBh —— = b2z OBn
2) BzCl, C5H5N
>< o OlLev BzO OLev
74 (79%, 2 pasos) 72

Esquema 3-17 . Hidrdlisis del isopropilidén y benzoilacion total de 74.
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El espectro de RMN ®°C de 72, mostré la ausencia de las sefiales de
isopropilidén, la presencia de las sefiales propias de los grupos benzoilo, y las sefiales
caracteristicas del levulinoilo, indicando que el mismo habia resistido las condiciones de
hidrélisis y perbenzoilacién (Figura 3-35). Las cuatro sefales de carbonilo presentes en
la region de ésteres ( 165~172 ppm), correspondieron al carbonilo del éster levulinico,
y a los 3 carbonilos de ésteres de benzoilo, evidenciando la presencia de 3 de esos

grupos en la estructura.
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Figura 3-35 . Espectro de RMN **C (CDCls, 125,8 MHz) del compuesto 72.

El espectro de RMN *H de 72 mostraba, ademas de sefales caracteristicas del
levulinoilo, sefiales que integraban para 20 H en la region aromatica, lo que confirmaba
la presencia de 4 grupos protectores aromaticos presentes en la molécula, uno
correspondiente al grupo bencilo que protegia al O anomérico y los otros restantes
correspondientes a los tres benzoilos (Figura 3-36). Asimismo, se aprecié un corrimiento
importante hacia campos bajos de las sefiales de H-3, H-5, H-6a e H-6b, de 1,7 ppm;
1,55 ppm; 0,74 ppm y 0,42 ppm, respectivamente, comparadas con las mismas sefiales

en el isopropilidén precursor 74, de acuerdo con la benzoilacion de dichas posiciones.



La medicion de las constantes de acoplamiento de las sefiales a 5,45 ppm, 5,30 ppm y
6,03 ppm, permitié asignarlas a los H-1, H-2 e H-3, respectivamente.
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Figura 3-36 . Espectro de RMN 'H (CDCl3, 500 MHz) del compuesto 72.
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Figura 3-37 . Ampliacion del espectro H-"*C HSQC del compuesto 72
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La asignacion de las sefiales de RMN **C de 72, se realizé a partir del espectro
bidimensional heteronuclear HSQC (Figura 3-37).

En esta instancia, si bien se habia logrado obtener el 2-O-levulinoil derivado 72
(Esquema 3-11), se considerd que los rendimientos moderados logrados en el paso de
sintesis del derivado 74 por levulinizacion selectiva, perjudicaban en el rendimiento
global de la ruta sintética. En consecuencia, con el objetivo de lograr mayor
regioselectividad y mejores rendimientos, se propuso una ruta alternativa que
involucraba la introduccién del grupo levulinoio en un paso posterior. La misma consistio
en la proteccion temporal del 2-OH con el grupo TBDPS, ortogonal a los demas grupos
protectores. Ademas, el TBDPS habia demostrado ser resistente a las condiciones
acidas empleadas para la hidrolisis del isopropilidén, pudiendo ser, ademas, removido
selectivamente con fluoruros en presencia de benzoilos (Mendoza, V.M. et al., 2010, ver

Esquema 2-42).

O : o 0 O
Acido levul
OH cido feviinico OH 1) HAcO (aq), calor OBz
>£ OBn (0] OBn ———F—F > BzO OBn
o OH DCC, DMAP Olev  2)BzCLPy B20 OLev
separacion tediosa
TBDPSCI . .
Imidazol Acido levulinico
DMF DCC, DMAP
0] 0] 0
OH 1) HACO (aq), calor 6Bz ’ AI:%?‘IEHF 682
><’ ogn ——— BzO ogn ————=Bz0 OBn
0 OTBDPS 2) BzCl, Py BzO OTBDPS BzO OH
76 77 78

Ruta alternativa propuesta

Esquema 3-18 . Ruta clasica (flechas negras) y alternativa (flechas azules) para la sintesis del
intermediario 72.

Bencil 2-O-ter-butildifenilsilil-5,6-O-isopropilidén- -D-galactofuranésido (76)

Con el objetivo de introducir regioselectivamente el grupo TBDPS, se trato el
isopropilidén derivado 73 con 1,25 equivalentes de cloruro de ter-butildifenilsililo e
imidazol en DMF a 0 °C, para dar, luego de 20 h. de reaccion a temperatura ambiente,
un Unico producto que fue caracterizado como el 2-O-ter-butildifenilsilil derivado 76, con

84% de rendimiento (Esquema 3-19)
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73 (84%) 76

Esquema 3-19. Sililacion selectiva del isopropilidén derivado 73.

El espectro RMN *C del producto 76 (Figura 3-38), mostr6 las sefiales
caracteristicas del grupo TBDPS, es decir, una sefial intensa correspondiente a los
metilos de terbutilo a 26,8 ppm, una sefial menos intensa correspondiente al carbono
cuaternario del terbutilo, a 19,2 ppm y varias sefiales en la region aromatica ( 130 ~
140 ppm), correspondientes a los fenilos de dicho grupo. Ademas, se observaron las
sefiales del grupo isopropilidén que protegia las posiciones O-5y O-6, a 109,6, 26,6 y
25,6 ppm, correspondientes al carbono cuaternario del acet6nido y los metilos,
respectivamente.

El espectro RMN 'H de 76 mostr6 en la region alifatica, un singulete a 1,09
ppm que integraba para 9H correspondiente al ter-butilo del grupo sililado, y consistente
con un producto de monosililacion. La integracion de las sefiales en la regién aromatica
(15 H) confirmaba la presencia de un grupo bencilo y otro sililo (Figura 3-39). El valor de
la constante de acoplamiento de la sefial de H-1 (4,49 ppm) de Juyi.+. = 4,2 Hz permitid

asignar el doble doblete que aparecié a 4,12 ppm al H-2 (Jqo.43 = 7,7; Jno-n1 = 4,2 H2).
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Figura 3-38 . Espectro de RMN B¢ (CDCl3, 125,8 MHz) del compuesto 76
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Figura 3-39 . Espectro de RMN ‘H (CDCl;, 200 MHZ) del compuesto 76

Fue interesante notar que, la sefial del H-1 del producto sililado 76 aparecio
corrida hacia campos altos en 0,5 ppm ( y.1 4,49 ppm), respecto de la misma sefial de
su precursor, el isopropilidén derivado 73. Ademas, también llamoé la atencién que la
sefial del H-2 ( y.24,12 ppm), sitio de sililacion, habia sufrido un corrimiento de 0,12 ppm
hacia campos bajos, con respecto a la misma sefial en el isopropilidén derivado 73,

teniendo en cuenta que el silicio es menos electronegativo que el oxigeno.

Bencil 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-ter-butildifenilsilil- -D-galactofuranésido (77)

Habiendo introducido regioselectivamente el grupo terbutildifenilsililo en posicion
0-2, el siguiente paso consisti6 en la desproteccidn del isopropilidén 76 y posterior

benzoilacion de las posiciones libres 3, 5y 6 (Esquema 3-20)

o}

OH HAcO-H,0 B Cl OBZ
0 oBn — = oBn % OBn
><o OTBDPS OTBDPS CSHsN OTBDPS

76 (84 %, dos pasos)
Esquema 3-20 . Hidrdlisis del isopropilidén derivado 76 y posterior benzoilacion.



Para ello, se calentdé a 80 °C el isopropilidén derivado 76 en solucion de &cido
acético acuoso (60 % v/v) durante 10 min, para dar, luego de una neutralizacion con
piridina y coevaporaciéon con tolueno, el producto bencil 2-O-ter-butildifenilsilil- -D-
galactofuranésido (79). Antes de continuar con la sintesis, se purific6 una muestra
analitica del producto crudo para caracterizarla espectroscopicamente y comprobar la

permanencia del grupo TBDPS y ausencia de las sefiales del grupo isopropilidén.

El espectro de RMN *H de 79 mostré la ausencia de sefiales caracteristicas del
isopropilidén, y la presencia de un singulete que integraba para 9 Ha 1,08 ppm,
indicando que el grupo TBDPS habia resistido las condiciones acidicas de hidrélisis
(Figura 3-38). También se observo nuevamente interesantemente por segunda vez, que
la sefial de H-1 (4,41 ppm) habia sufrido corrimientos a campos altos en 0,58 ppm,
con respecto a la misma sefal en bencil 5,6-O-isopropilidén- -D-galactofuranésido (73)
( v1=4,99 ppm).
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Figura 3-38 . Espectro de RMN *H (CDCl;, 500 MHz) del compuesto 79.

El espectro de RMN *3C del producto hidrolizado 79, confirmé una vez mas la
ausencia de isopropilidén y la presencia de un grupo terbutildifenilsililo en la molécula
(Figura 3-39).
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Figura 3-39 . Espectro de RMN **C (CDCls, 125,8 MHz) del compuesto 79.

Para obtener el derivado 3,5,6-tri-O-benzoilado 77, se traté el crudo de 79, con 3,7
equivalentes de cloruro de benzoilo en piridina anhidra durante 16 h a 0 °C. La mezcla
resultante, separada por extraccion y purificada por cromatografia en columna, condujo
a bencil 3,5,6-tri-O-benzoil-2-O-ter-butildifenilsilil- -D-galactofurandsido (77) con 84% de

rendimiento para los dos pasos de reaccion.

El espectro RMN 'H de 77, mostré6 las sefiales muy desprotegidas y
caracteristicas del H-3 e H-5 en Galf benzoiladas, resonando a 6,07 ppm y 5,71 ppm,
respectivamente (Figura 3-40). Estas sefiales aparecieron corridas a campos bajos por
el efecto atractor de electrones del grupo benzoilo, y tanto el desplazamiento como la
multiplicidad de ambas sefales, coincidieron con su analogo levulinizado 72. Por otra
parte, la desproteccion del H-3 sumado a la proteccion del H-2 ( p» = 4,56 ppm)
confirmd la sustitucion en O-2 por el grupo TBDPS. El espectro mostr6 también, un
singulete intenso a 1,00 ppm integrando para 9 H que correspondia al terbutilo,

indicando que el grupo TBDPS habia resistido a las condiciones de benzoilacion.

Las asignaciones de las sefiales del espectro RMN *H de 77 fueron confirmadas

inequivocamente con la informacion brindada por el espectro COSY (Figura 4-41).
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Figura 3-40 . Espectro de RMN *H (CDCl;, 500 MHz) del compuesto 77.
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Figura 3-41 . Ampliacion del espectro *H-'H COSY (CDCls) del compuesto 77.
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El espectro de RMN C de 77 mostraba tres nuevas sefiales correspondientes a
los carbonilos de los benzoilos ( 165,9; 165,8 y 165,6 ppm) junto con las sefiales de
carbonos de terbutilo ( 26,7 y 19,1 ppm), lo que indicaban la presencia de tres
benzoilos y un grupo TBDPS (Figura 3-42).

La asignacion completa de las sefiales de los espectros RMN *H y **C se realiz6
a partir del espectro bidimensional HSQC (Figura 3-43).
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Figura 3-42 . Espectro de RMN **C (CDCls, 125,8 MHz) del compuesto 77.
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Figura 3-43 . Ampliacion del espectro HSQC (CDCls) del compuesto 77.



Bencil 3,5,6-tri-O-benzoil- -D-galactofurandsido (78)

Con el fin de introducir el grupo levulinoilo en posicion O-2, habia que remover el
grupo sililo que lo protegia. Para ello, se traté a una solucién del silil derivado 77 en
DMF, con una solucién de fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF) en THF amortiguada con
acido acético a 0 °C (Esquema 3-21) para evitar posibles migraciones de benzoilos.
Luego de 6 h de reaccion a temperatura ambiente, el monitoreo por ccd mostro la
desaparicion total del material de partida y la formacion de un Unico producto de mayor
polaridad (R 0,49; hexano — AcOEt 2:1). Una rapida separacion del producto por
extraccion y purificacién por cromatografia en columna, condujo a 3,5,6-tri-O-benzoil- -

D-galactofurandsido (78) con 83 % de rendimiento.
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77 (83 %) 78

Esquema 3-21 . Desililacion de 77.

El andlisis del espectro de RMN *C de 78 mostré la ausencia de sefiales
caracteristicas del grupo terbutilo, y la presencia de tres sefiales de carbonilo, que
indicaban que todos los grupos benzoilos habian resistido las condiciones de desililacion.
Por otra parte, se trataba de un Unico compuesto, dado que se encontraban presentes
Unicamente seis carbonos del esqueleto del azlcar, sugiriendo que no se habia
producido migracion de benzoilos, lo que conllevaria a la formacién de una mezcla de

productos.
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Figura 3-44 . Espectro de RMN B¢ (CDCl3, 125,8 MHz) del compuesto 78.
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El espectro de RMN *H de 78 mostré la ausencia de las sefiales del terbutilo, y a
su vez, la presencia de una nueva sefial ancha a 2,99 ppm correspondiente al OH-2.
Por otro lado, la integracién de las sefiales en la zona aromaticas para 20 hidrégenos en
la region aromatica, indicaba la presencia simultanea del bencilo anomérico y de los tres
grupos benzoilos. Fue muy interesante encontrar que la presencia del TBDPS dador de
electrones, en 78, habia generado, inesperadamente, una desproteccion de la sefal de
H-1 ( pa1 5,20 ppm), resonando nuevamente en el rango de los valores de
desplazamiento caracteristicos para bencil -D-galactofuranésidos (4,90 ~ 5,20 ppm).
Esto indicaba que el grupo TBDPS ejercia un efecto desprotector inusual e inesperado
sobre el H-1 en derivados de bencil -D-galactofurandsidos. También e
inesperadamente, se evidencio que el valor de desplazamiento del H-2 permanecio casi
inalterado comparado con su precursor. Las sefiales de H-3, H-5, H-6a e H-6b, seguian
resonando a campos bajos, bastante mas desprotegidas que la sefial de referencia H-4,
de manera similar a lo observado con el compuesto de partida 77. Esto indicé que los
benzoilos permanecieron en sus posiciones originales y no habian migrado durante la

desililacién.
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Figura 3-45 . Espectro de RMN H (CDCl3, 500 MHz) del compuesto 78.

La asignacion de todas las sefiales de RMN *H y 3C se realiz6 inequivocamente

con la informacién brindada por los espectros COSY (Figura 3-46) y HSQC (Figura 3-47).





































































CAPITULO 4

SINTESIS DEL HEXASACARIDO |














































































CAPITULO 5

SINTESIS DEL TRISACARIDO ACEPTOR
Galp( 1 2)-Galf( 1 4)-GIlcNAc


















































































































































































































CAPITULO 6

SINTESIS DEL HEXASACARIDO ||




















































































CAPITULO 7

PARTE EXPERIMENTAL
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