R g252

UNIVERSIDAD DE SEVILLA FACULTAD DE QUIMICA

DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA /\/

.g‘-ﬂ -3

“Aminooligosacéridos. Sintesis de Glicosilaminas de
Disacéridos y de Lipooligosacéridos”

Memoria presenteda por la Lda.
Eugenia L6pez Barba para optar
al grado de Doctor en Ciencias
Quimicas.

=



al ‘f’c'f/bo “1m1i'20uu likro

COTrad Tt T

svilla bos .
SV adicuy ey JEUD IR S
Fi Jefe dal Negosieuo

e Tesis,

UNIVERSIDAD DE SEVILLA

FACULTAD DE QUIMICA

DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA

“Aminooligosacéridos. Sintesis de Glicosilaminas de
Disacaridos y de Lipooligosacéridos”

Ve B2 de los Directores

Fdo. INMACULADA ROBINA RAMIREZ
Profesora Titular de Qufmica Orgé4nica

Fdo. JOSE FUENTES MOTA
Catedrético de Qufmica Orgénica



E! autor desea expresar su agradecimiento:

Al Prof. Dr. José Fuentes Mota y a la Prof. Dra. Inmaculada Robina Ramirez por
su direccién y constante ayuda en la realizacién del trabajo.

Al Prof. Dr. Manuel G6mez Guillén, Catedrético y Director del Departamento,
por las facilidades dadas para la realizacién de la Tesis.

Al Ministerio de Educacién y Ciencias, por la concesi6n de una Beca de
Formaci6n del Personal Investigador.

A la DGICYT (Proyecto PB 910617) y a la Junta de Andalucia por la ayuda
econémica prestada.

A la Dra. Elofsa Martin Zamora por su inestimable ayuda en las consultas
realizadas y a todos los compafieros del Departamento de Quimica Orgénica por su
constante estimulo .

Finalmente, a todas las personas que me han dado su apoyo y me han animado
durante el transcurso del trabajo y en especial a mis padres, a mis hermanos y a P. Diaz
Morales.



1. INTRODUCCION



La presente Tesis doctoral se encuadra dentro del proyecto de investigacion
titulado “Oligosacéridos nitrogenados, glicoconjugados y precursores qufmicos. Sintesis
y reactividad’, que realiza nuestro grupo de investigacion.

La Tesis 1a podemos dividir en dos partes:

- Reacciones regioselectivas en aminoazicares. Preparacion de derivados
aminomonosacdridos parcialmente protegidos y preparacién de glicosilaminas de
disacdridos.

- Sintesis de lipooligosacdridos.

Los glicoconjugados son compuestos que resultan de la asociacion entre un
carbohidrato -que se denomina glicana- y un lipido o una proteina —que se denomina
hapteno-. La clasificacién m4s general de estos compuestos es en glicolipidos y
glicoproteinas. A veces el término glicoconjugado se emplea de un modo general para
designar cualquier compuesto que tiene una parte de azicar y una parte no glicidica (el
hapteno).

En los 1ltimos venticinco afios, la qufmica y bioquimica de los glicoconjugados,
y en particular de las glicoproteinas ha adquirido mucha importancia, tanto como la de
. otros productos de origen biol6gico como son las proteinas y los 4cidos nucleicos.

A partir de 1969 se observ6 el papel extremadamente importante de los
glicoconjugados desde el punto de vista biol6gicol. Se determin6 ademds que la parte de
carbohidrato es la que soporta la mayor informacién biolégica: asf por ejemplo, en
péptidos y nucleétidos, dicha informacién estd determinada unicamente por el nimero y
la secuencia de diferentes unidades monémeras; sin embargo, la informacién contenida
en los oligosacdridos estd determinada adem4s de por el tipo de azicar y su secuencia,
por la posicion de la unién glicosfdica, la configuracién del enlace anémerico y la
existencia de ramificaciones2-3.

La fijaci6n simbiética del nitr6geno atmosférico la realizan ciertas plantas
leguminosas con bacterias del género Rhizobium. Ni la planta ni la bacteria pueden fijar
nitrégeno aisladamente y las distintas especies de Rhizobium presentan especificidad® por



el huesped. La fijacién del nitrégeno sélo tiene lugar una vez desarrollados unos nédulos
radicales y se ha establecido la simbiosis.

Recientemente’ el estudio del mecanismo bioquimico de la fijacién de nitrégeno
ha adquerido un gran auge. Grupos de investigacién como el de J. C. Promé (Centre de
Recheche de Biochimie et Génétique -Cellulaire de CNRS, Toulouse, Francia) o el de J.
Dénarié (Laboratoire de Biologie Moléculaire des Relatious Plantes-Microorgan{smes,
INRA-CNRS, Castanet-Tolosan, Fancia) han establecido que la sustancia responsables
de la formacién de las estructuras nodulares son unas moléculas oligosacaridicas
-factores Nod- producidas por las bacterias. Estas moléculas sefiales son lipooligémeros
de la quitina que contienen una gran variedad de sustituyentes (O-cabamoilo, O-acetilo,
O-sulfato, etc).

Frecuentemente el aislamiento de glicoconjugados naturales conduce a
cantidades muy pequefias de los mismos, por lo que es necesario emplear métodos
sintéticos que puedan llevar a cantidades de producto ttiles para pruebas de tipo .
biolégico. En este sentido tiene especial interés los neoglicoconjugados, tanto por la
mayor disponibilidad, como por la posibilidad de introducir variantes estructurales que
puedan modificar la actividad.

La sintesis de estos neoglicoconjugados requiere la preparacion de oligosacdridos
convenientemente funcionalizados que permitan la unién con el hapteno. A la
preparacion di- y oligosacaridos hemos dedicado gran parte de esta Tesis.

En la primera parte se ha preparado derivados de aminomonosacdridos que
pueden ser usados como glicosil aceptores en reacciones de glicosidacion. Con este

objetivo se han llevado a cabo las siguienes reacciones:

- Benzoilacién regioselectiva de la N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-
ramnopiranosilamina .
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- Bencilaciones regioselectivas en medio basico y via estannileno del p-
metoxifenil 2-desoxi-2-ftalimido-p-D-glucopirandsido.
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NPhth

- Desacilaciones regioselectivas de la 2,3-di-O-acetil-4,6-O-bencilidén-N-(2,2-
dietoxicarbonilvinil)-B-D-glucopiranosilamina y de las 2,3,4-tri-O-acetil-N-(2,2-
dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramno- y fucopiranosilamina.
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Por otro lado, en esta primera parte, se han llevado a cabo reacciones de
glicosidacion regioselectiva de la N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramno- y
fucopiranosilamina usando como donadores acetobromoglucosa y acetobromogalactosa,
obteniéndose los derivados indicados a continuacién.
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En la segunda parte de esta Tesis se ha llevado a cabo la sintesis de andlogos de
los lipooligosacdridos involucrados en la simbiosis Rhizobium-leguminosa que a
continuacién se formulan. El estudio bioqufmico de los mismos permitird elucidar los
requerimientos estructurales de estas moléculas necesarios para producir cambios
morfol6gicos en las raices de las plantas hospedadoras.
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En la secuencia sintética que nos lleva a estos derivados se han preparado
diversos derivados de mono- y oligosacdridos convenientemente protegidos y se ha
estudiado distintos métodos de glicosidacién.

Todos los compuestos preparados han sido objeto de caracterizacién y estudio
estructural a partir de sus datos espectroscépicos (UV, IR, 1H-RMN, 13C-RMN y EM de
impacto electrénico y FAB). En algunos casos se ha usado espectroscépia de correlacion
protén-protén (COSY) y de heterocorrelacién protén-carbono. Los compuestos estin
formulados en las conformaciones deducidas de los datos de RMN.

La presente memoria se ha dividido en los siguientes apartados.

1. INTRODUCCION.

2. REACCIONES REGIOSELECTIVAS EN AMINOAZUCARES.

2.1 Antecedentes.

2.1.1 Acilaciones y alquilaciones regioselectivas.
2.1.2 Glicosidaciones regioselectivas.

2.1.3 Glicosilaminas de oligosacé4ridos.

2.1.4 Desacilaciones regioselectivas.

2.2 Resultados y discusion.

2.2.1 Acilaciones, alquilaciones y desacilaciones regioselecxtivas.
2.2.2 Glicosidaciones regioselectivas.

2.2.3 Sintesis de los isotiocianatos de 2,3,4-tri-O-benzoil-B-L-ramno-
(fuco)piranosilamina y de las N-fenacil-N’-[2,3,4-tri-O-benzoil-B-L-
ramno(fuco)piranosil]tiourea.

2.3 Determinacién estructural.



3. SINTESIS DE LIPOOLIGOSACARIDOS.

3.1 Antecedentes y estado actual del tema.

3.2 Nuevos métodos de glicosidacién aplicados a la sintesis de productos
naturales.

3.3 Métodos de amidacidon.

3.4 Moléculas objetivo y retrosintesis de las moléculas objetivo.
3.5 Preparacion de glicosil aceptores.

3.6 Preparacion de glicosil donadores.

3.7 Construccién de los fragmentos de oligosacdridos: reacciones de
glicosidacion.

3.8 Transformacién de los fragmentos de oligosacdridos en las moléculas
objetivo.

3.9 Determinacién estructural.

4. PARTE EXPERIMENTAL.

4.1 Métodos generales.
4.2 Productos comerciales.
4.3 Secado de disolventes y reactivos.

4.4 Materias primas.



4.5 Nuevos procedimientos.

4.6 Nuevos productos.
5. CONCLUSIONES.

6. BIBLIOGRAFIA.
7. ESPECTROS (Este capftulo se incluye en un volumen anexo).

8. INDICE.

Antes de presentar los nuevos compuestos obtenidos y las reacciones
investigadas se ha considerado conveniente hacer una descripcién, aunque sea de forma
somera, de las reacciones de glicosidaci6n, alcance y limitaciones.

Una reacci6n de glicosidacién es un desplazamiento nucleofilico que implica la
creacién de un enlace C-O. Este desplazamientro o sustitucién incluye el carbono
anomérico de un azicar que contiene un grupo saliente X y un alcohol, ROH, que puede
ser también un mono u oligosac4rido convenientemente protegido. E1 compuesto que
“cede” el resto de glicosilo, frecuentemente glucopiranosilo, se llama glicosil-donador, el
alcohol que lo “recibe’ se denomina glicosil-aceptor.

o Q
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La reaccién normalmente se realiza en presencia de un activador que también
actia como un “scavenger” 4cido y que se llama promotor. El papel del promotor es
asistir la partida del grupo saliente. Los promotores usualmente se utilizan en cantidades
catalfticas pero también pueden combinarse con X en proporciones estequiométricas.

Esta reaccion aparentemente simple es, sin embargo, bastante compleja ya que
son muchos los factores que en ella intervienen. A pesar de esta complejidad,
actualmente se concen algunos hechos relacionados con las reacciones de glicosidacion,
los cuales deben tenerse en cuenta a la hora de plantear el andlisis retrosintético de un
determinado oligosacérido.

En una primera aproximacion, los factores que influyen en una reaccién de
glicosidacion se refieren a:

a) La nucleofilia de los grupos hidroxilo en carbohidratos parcialmente protegidos, que
depender4 de 1a naturaleza de los mismos, su disposicion espacial -axial o ecuatorial- y
conformacion del anillo de azicar, y de la influencia de otros grupos protectores
presentes en la molécula. En este sentido se puede generalizar que grupos atractores de
electrones disminuyen la reactividad del aceptor. También el volumen tiene influencia,
asf por ejemplo, grupos muy voluminosos en posicién 6 como OTBDMS 6 OPiv,
reducen considerablemente el rendimiento de una glicosidacién 1—4.

b) La reactividad del donador, que depende del grupo saliente unido al carbono
anomérico, influenciado a su vez por su naturaleza y la presencia de otros grupos
protectores en la molécula, especialmente el situado en C-2. Como la mayoria de las
reacciones de glicosidacién requieren al menos algin déficit de carga en el carbono
anomérico, si hay algin grupo atractor en C-2, la carga d+ se concentra, disminuyendo la
reactividad del correspondiente glicosil-donador. Surge de esta manera la denominacién
de donadores armados®, m4s reactivos, y de donadores desarmados® de reactividad
menor.

¢) La naturaleza del promotor también influye en la reactividad del proceso en el sentido

de favorecer la partida del grupo saliente y/o provocar que la reaccién se efectie en un
medio homogéneo o hetereogéneo.
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Hay otros factores muy importantes que deben ser tenidos en cuenta a l1a hora de
plantear una reaccién de glicosidacién, como son, la estereoquimica del proceso, el
disolvente empleado y las condiciones experimentales de reaccion.

El mayor grado de estercoselectividad se alcanza cuando un grupo vecino
participa en la formacién de un glicésido. “Grupos participantes” como ésteres, amidas e
imidas originan reacciones de glicosidacién altamente estereoselectivas favoreciendo la
formacion de 1,2-trans-glic6sidos. Asf por ejemplo, 1a formacién del intermedio ciclico I,
por asistencia anquimérica del grupo en C-2, produce un apantallamiento de la “cara o”
del donador haciendo que el aceptor interaccione preferentemente por la “cara f” con la
consiguiente formacion del 1,2-trans-glic6sido con un alto grado de estereoseleccion.,

"A"’X Promotor _ﬁ ROH ’@/ OR
OAc 0 \+(0X_ OAc
Me
1

Es de destacar el uso de imidas como grupo participante, en especial el grupo
ftalimido. Las correspondiente reacciones transcurren con excelentes rendimientos y
estereoselectividad debido a que la partida del grupo saliente estd muy favorecida por la
formacién de un intermedio altamente deslocalizado que evoluciona al 1,2-trans-
glic6sido de manera exclusiva debido al gran impedimento estérico originado en la cara

0.
— O — 0 /O
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Otro método para efectuar glicosidaciones 1,2-trans utiliza haluros de a-glicosilo
y un promotor insoluble en el medio de reaccién capaz de apantallar la cara o del
donador durante la sustitucién. El método es aplicable a donadores con grupos no
participantes.

El disolvente también tiene una marcada influencia en la velocidad total del
proceso y en el control de la estereoqufmica; asf en el caso de glicosil-donadores con
grupos no-participantes, la polaridad del disolvente es decisiva a la hora de determinar el
cardcter SN2 de la reaccién.

Es importante destacar también que las condiciones experimentales de una
reaccion de glicosidacién son criticas a la hora de realizar la reaccién de manera exitosa.
Generalmente es necesario el uso de disolventes totalmente anhidros, atmésfera inerte y
presencia de un agente desecante (tamiz molecular o drierita). El orden de adicién de los
reactivos es también muy importante. En este sentido cabe mencionar los procedimientos
PI y PN’. El procedimiento normal (PN) es apropiado para donadores desarmados y en
€1, el promotor se adiciona lentamente sobre una disolucién del aceptor y donador. En el
caso de donadores armados, muy reactivos, es mds aconsejable emplear el procedimiento
inverso (PI), en el que el donador se adiciona, durante un perfodo largo de tiempo, sobre
una disolucion del aceptor y del promotor.

Por dltimo enfatizar que a pesar de todas estas consideraciones, la sintesis de
oligosacdridos presenta una gran dificultad ya que no existen unas condiciones generales
que puedan aplicarse rutinariamente; cada compuesto en particular requiere una
estrategia especffica y una modificacion del método de sintesis.
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2. REACCIONES REGIOSELECTIVAS EN AMINOAZUCARES

2.1. ANTECEDENTES

15



2.1.1. Acilaciones y alquilaciones regioselectivas.

La acilaci6n y alquilacién selectiva de carbohidratos es un método ttil y versatil
ya que permite determinar las reactividades relativas de los grupos hidroxilos de un anillo
de azicar y la obtencién de carbohidratos parcialmente acilados o alquilados de gran
utilidad desde el punto de vista sintético y analitico. Azdcares parcialmente esterificados
o eterificados se han empleado como intermedios en la preparacién de otros derivados O-
sustituidos®, en 1a sintesis de aceptores de glicosilo® y como compuestos de referencia en
conexién con el anlisis de degradacién de productos de polisacdridos!® y otros
productos naturales conteniendo carbohidratos.

En 1976 A. H. Haines!! recoge un gran nimero de casos en donde se efectdan
esterificaciones y eterificaciones selectivas de mono, oligo y polisacdridos. El orden de
reactividad de los diferentes grupos hidroxilos reaccionantes frente a un agente acilante o
alquilante especffico, se determina mediante andlisis de los rendimiemtos relativos de los
productos obtenidos. Dicho orden de reactividad depende de l1a naturaleza del azticar
empleado, de la cantidad estequiométrica y de la naturaleza del reactivo. Asf por
ejemplo,!2 el cloruro de clorodifenilacetilo reacciona selectivamente (87%) con el grupo
hidroxilo primario en la timidina, mientras que con cloruro de cloroacetilo la selectividad
es mucho menor.

El orden de reactividad de los diferentes grupos hidroxilos de un azicar puede
racionalizarse bajo criterios cinéticos y termodindmicos. Fundamentalmente son efectos
estéricos y polares los que influyen. Asf, un hidroxilo primario puede protegerse
selectivamente en presencia de hidroxilos secundarios.

Entre los hidroxilos secundarios también se observa diferencia de reactividad.
Por ejemplo la reaccién del metil 4,6-O-etilidén-o-D-manopiranosido!3 (1) con cloruro
de tosilo en relacién estequiométrica, produce fundamentalmente el derivado
monotosilado (2).

17



OMe
1 R=H

2 R=Ts

Sin embargo, las reacciones de proteccién selectiva directa de hidroxilos
secundarios son a veces, de escasa efectividad desde el punto de vista sintético.

Se han desarrollado reacciones de proteccién selectiva mds eficaces basados en la
bien conocida capacidad de cationes mono y divalentes de formar en solucién, complejos
con los hidroxilos de carbohidratos. Estos complejos aumentan la nucleofilia del 4tomo
de oxigeno al que estdn unido con respecto al grupo hidroxilo de partida, 1o que los hace
buenos intermedios en reacciones de acilacion en ausencia de base. .

En este sentido S. Hanessian!4 y cols. investigaron reacciones de acilacién de una
serie de glicésidos en medio no acuoso (aprético dipolar), en presencia de varias sales de
metales divalentes y bajo condiciones normales de reaccién, usando cantidades
estequiométricas de anhidrido acético y piridina.

OR;

R,O 0
HO
R;0

OMe
3 Ri=Rp=R3=H
4 Ri=R3=Ac; Rp=H
5 Ry=H; R =R3=CHPh

En el caso del metil a-D-glucopirandsido (3) no se observa regioselectividad en
ausencia de iones metdlico mientras que, en presencia de metales (ZnCly) se obtiene
como producto mayoritario el derivado 2,6-di-O-acetilado (4) con un 65% de
rendimiento.

18



Aplicando 1a misma reaccién al metil 4,6-O-bencilidén-o-D-glucopirandsido (§),
se observa una acilacién preferente del HO-2 (53%), con formacién en cantidades
apreciables, del diacetato (23%). En ausencia de ZnCl, se forma cantidades equivalentes
de los dos monoacetatos.

Los complejos de estafio también han sido utilizados, ampliamente en reacciones
de esterificacion y eterificacion selectiva con resultados excelentes.

S. David y S. Hanessian!5 han efectuado una recopilacién de estas reacciones
estudiando aspectos estructurales, estereoelectrénicos, de regioselectividad y nucleofilia.
Estos complejos se preparan por calentamiento a reflujo de una mezcla del alcohol con
una cantidad equivalente de agente estannilante en benceno o tolueno, con eliminacién
azeotrdpica simultdnea de agua. En ambos casos la acilacién se puede hacer in situ o
cambiando el disolvente. Los agentes estannilantes de hidroxilos més utilizados son el
6xido de bis(tributilestafio), el 6xido de dibutilestafio y los cloruros de estafio (II) y (IV),
dando respectivamente éteres (tipo I), acetales de alquilestario (tipo II) y cloruros de
estafio (tipo I y I'V).

O\ /_O\ /—o\
-O- R SnB R SnCl, R .SnCl
R-O-SnBuj N uz N nCly NI 4
I H
II 11 v

Una carasterfstica importante de estos procesos via estannilenos es que en la
mayoria de los casos las reacciones transcurren con regioselectividad alta y diferente a la
obtenida por otros procedimientos catalizados por base.

Las acilaciones mediadas por -estafio suelen ser reacciones rdpidas a temperatura
ambiente, sin embargo, las alquilaciones requieren perfodos de calentamiento largos. No
obstante, las alquilaciones pueden ser catalizadas por bromuros de amonio cuaternario,
N-metilimidazol y cloruro de cesio con buenos resultados, tanto en lo que respecta a la
velocidad de 1a reaccién como a la regioselectividad del proceso.

En cuanto al estudio de este tipo de reacciones en aminoaziicares caben destacar
los trabajos realizados recientemente por T. Ogawa y cols.!® en los que obtuvieron
buenos resultados en la bencilacién regioselectiva via complejos de estafio, del p-
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metoxifenil 3-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-f-D-glucopiranésido (6). Diferencian entre
las posiciones 4 y 6 y obtienen el p-metoxifenol 3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B-
D-glucopiranésido (7) con un 91% de rendimiento.

OR
HO O
BnO OMP
NPhth
6 R=H
7 R=Bn

No existe ningin antecedente de bencilacién regioselectiva de este tipo de
sustrato con las posiciones 3, 4 y 6 libres.

La esterificacion selectiva de carbohidratos también se ha realizado mediante la
aplicacioén de métodos enziméticos. Las enzimas originan una acilacion preferente de los
hidroxilos primarios del azicar, aunque también es posible acilar hidroxilos secundarios
de una manera regioselectiva. La accion de 1a enzima es especifica; asf por ejemplo, en
azdcares 6-O-acilados, dependiendo de la enzima empleada, se obtienen azidcares
monoacilados en diferentes posiciones.

Existen en la bibliograffa numerosos ejemplos de acilaciéon enzimdtica. V.
Gotor!7 y cols. han empleado ésteres de oxima en la 6-O-acilacién de la o-D-
glucopiranosa y el metil o-D-glucopirandsido en presencia de lipasa.

F. Ronchettil® y cols. han hecho estudios de acilaciones para los metil 6-O-
butiril-o-D y L-galactopiranésidos y el metil 6-O-butiril-o-D y L-manopirandsido
usando tres enzimas diferentes y distintos disolventes orgénicos.

Estudios realizados por M. Klibanov19 y cols. muestran que las lipasas inducen
una alta regioselectividad diferenciando entre hidroxilos secundarios de derivados de
glucosa, galactosa y manosa HO-6 protegidas. Mientras que unas lipasas acilan
exclusivamente la posicién C-3, otras lo hacen preferentemente en la posicién de C-2 6
C-3 dando monoésteres de glucosa.

Refiriéndonos a glicosilaminas, los primeros trabajos sobre esterificaciones
selectivas en glicopiranosilaminas se deben a Z. Smiatacz2% 21 quien llev6 a cabo
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benzoilaciones selectivas en algunas N -acetil-N-aril-0.-L-arabino-, N-acetil-N-aril-B-D-
xilo y N-acetil-N-aril-B-D-ribopiranosilaminas. Por ejemplo, cuando trat6 la N-acetil-N-
p-clorofenil-B-D-xilopiranosilamina (8) a baja temperatura con un defecto de cloruro de
benzoilo, se obtuvieron los compuestos 2,3,4-tri-(9), 3,4-di (10), 3-mono (11) y 4-
monobenzoilados (12) con rendimientos del 25 al 60%.

R,0 = Near
8 9 10 11 12
Ry H Bz H H H
R, H Bz Bz Bz
R3 H Bz Bz H Bz

El orden de reactividad para los hidroxilos en el compuesto (6) es HO-3 > HO-4
> HO-2.

Posteriormente J. Fuentes22 y cols. realizaron trabajos de benzoilacién
regioselectiva en la N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-D-galacto (13) y p-D-glucopirano-
silamina (17), obteniendo diferentes cantidades de derivados tetra, tri y disustituidos
dependiendo de 1a temperatura y de 1a proporcién de cloruro de benzoilo (tabla 1).
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R4 Rs 0. _OEt
H <
R ’%’
3 N _—
R, CO,Et
R;
H

13 14 15 16 17 18 19 20 21
Rj OH OBz OBz OH OH OBz OBz OH OBz
Rz OH OBz OBz OBz OH OBz OBz OBz OH
R3 H H H H OH OBz OH OH OH
Ry OH OBz OH OH H H H H H
Rs OH OBz OBz OBz OH OBz OBz OBz OBz
TABLA 1
(ir(l))dalrlgaz 'I‘(eor(r:q)) 1%:qc)1 Productos aislados y rendimientos (%)
tetra 2,3,6-tn 3,6-d1 2,6-d1
13 0 2 14 (6) 15(11) 16 (54) noaislado
13 0 3 14 (2) 15 (64) 16 (24) -
13 20 4,5 14 (84) - - -
17 0 3 18 (5) 19 27) 20(19) 21(19)
17 -30 3 - 19 (20) 20 (14) 21(16)
17 -15 3,1 18 (10) 19 (57) 20 (8) 21(7)
17 25 6 18 (75) - - -

El orden de reactividad para el compuesto (13) es HO-6 > HO-3 > HO-2 > HO-4
y para el (17) HO-6 > HO-2 > HO-3> HO-4,
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0 0
o H OxpO o OO
CA G D GRS P
R0 OR. CO,Et OR. CO,Et
H OR, i
22-29 30-34

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

R H Bz H H Bz Bz H Bz H Bz H Bz Bz
R H H Bz H Bz H Bz Bz H H H H Bz
R3; H H H Bz H Bz Bz Bz H H Bz Bz Bz

Un estudio andlogo23 efectuado para la N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-D-
xilopiranosilamina (22) y N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-D-ribopiranosilamina (30)
permitié establecer un orden de reactividad de HO-3 > HO-2 > HO-4 para 22 y
HO-2>HO-4>>HO-3 para 30 (tabla 2).

TABLA 2

Producto Temp. BzCl Productos aislados y rendimientos (%)
departida (°C)  (eq)
2-mono 3-mono 4-mono 2,3-di1 2,4-d1 34-d1 2,34-tn

22 0 1,5 23(8) 24(20) 25(5) 26(21) 27(18) 28(11) 29(16)

30 0 6,0 trazas - - - trazas - 34 (97)

30 0 3,5 no - no - 33 (88) - no
aislado aislado ‘ aislado

30 -30 20 3129 - 32(13) - 33(58) - -

30 -30 1,25 3144) - 32(12) - 33 (44) - -
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Existen en la bibliograffa otras formas de abordar este problema basada en
aproximaciones indirectas que implican la acilacién de carbohidratos parcialmente
protegidos seguidos de la eliminacion de los grupos protectores.

Asf por ejemplo, J. Fuentes24:25 y cols. obtuvieron los 2,3,4-tri-O-acil(alquil)-N-
(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-D-glucopiranosilamina (36-38) por acilacién o alquilacién
del correspondiente 6-O-tritil derivado (35) y posterior eliminacién del grupo tritilo.

OR, H 0\ OFEt
R,0 O
R,0 N =
H

35 36 37 38
R H Bn Ac Bz
Rj Tr H H H



2.1.2. Glicosidaciones regioselectivas.

De la misma manera que la distinta nucleofilia de los OH de un azicar se ha
aprovechado para efectuar protecciones selectivas, también dicha diferencia de
reactividad es un valioso instrumento para la sintesis de oligosacdridos por reacciones de
glicosidaci6n directa.

Asf en 1985 H. Paulsen26 y cols. publicaron la glicosidacion regioselectiva del
bencil-2,3,6-tri-O-bencil-4-0-(2,6-di-0-bencil-B-D-galactopiranosil)- B-D-glucopirandsi-
do (39) aprovechendo la diferencia de reactividad del HO-3 y HO-4.

OAc HO OBn
AcO 9} BnO
AcO
NPhth
AgOTf 39
(83%)
HO OBn

AcO BnO
AcO
NPhth

K. C. Nicolaou y cols.27- 28 efectuaron glicosidaciones regio- y estercoselectivas
de los trioles 40 y 41 con los glicosil donadores 42 y 43 respectivamente, obteniendo
rendimientos que van del 50% al 60%.

—Q Br
/@/F \ﬂLcone
NPhth SPh
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OH o
HO o
d o OR;
OH OBn NR;R;
0
OBn

OBn

Bn

40 Ry, R, =Phth; R; =NB

41 R, =H; R, = Ac; R;=(CH,)sCO,'Bu

R. R. King2? y cols. investigaron la glicosidacién del bencil o-L-ram-
nopiranésido (44) con bromuro de 2,3,4,6-tetra-0-acetil- a-D-galactopiranosilo (45) y con
cloruro de 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-o-D-glucopiranosilo (46) segin las
reacciones que a continuacién se detallan:

AcO OAc OBn
2 (o}
AcO 0o
o Ag2COs3
45 + HO +
OH OH OBn
44 AcO OAc HO 0
° (o]
AcO OH
OAc
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OBn
AcO Q
AcO o o
OBn NHAC OH
CdCO, OH
46 + HO O .
OH
OH OBn
a4 OAc HOW
AcO Q
Am ° OH
NHAc

Un inconveniente en este tipo de glicosidaciones directas es que en muchos casos

se producen mezclas complejas de dificil separacién. En este sentido se han utilizado
- éteres de tributilestafio para aumentar la nucleofilia de uno o varios hidroxilos en el

aceptor, favoreciendo por consiguiente la regioselectividad de la reaccion.
M. Martin-Lomas3@ y cols. utilizaron este procedimiento para llevar a cabo la

glicosidacion regioselectiva del 1,6-anhidro-B-D-galactopiranésido con bromuro de
2,3,4,6-tetra-O-bencil-o-D-galactopiranésido, obteniendose 1,6-anhidro-3-0-(2,3,4,6-
tetra-O-bencil-o-D-galactopiranosil)-B-D-galactopiranésido (47) (14%) y una mezcla de

los disacéridos (48) y (49) (79%) en proporcién o 1:4 .

OBn

BnO

27



OBn

BnO O ~0 BnO
BnO o BnO
0
OH

49

Del mismo modo abordaron la reaccién de glicosidacion del metil B-lact6sido
con bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosilo obteniendo como productos

mayoritarios los trisacaridos o1—6) 50 (16%) y o1 —6") 51 (58%).

OH fo}
BnO
BnO
(0]
OBn OBn
50
OBn
BnO 0
BnO
BnO
HO O OH
(0] HO OMe
HO o o)
OH OH
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2.1.3. Glicosilaminas de oligosacdridos.

En relacién a oligosaciridos de glicosilaminas, precursores de neoglico-
conjugados, existen en la bibliografia pocos antecedentes.

Algunos autores han abordado su sintesis usando los correspondientes
oligosacdridos como precursores. En algunos casos proponen como estrategia la
reduccién de las correspondientes azidas31:32 y en otros, el tratamiento de oligosacéridos
reductores con disolucién acuosa de bicarbonato aménico que leva a la formacion de un
glicosilcarbamato que se transforma en la correspondiente glicosilamina33-36,

Recientemente Fuentes y cols.2437 han publicado la sfntesis de glicosilaminas
protegidas de oligosacéridos, que a continuacién se detallan (52-61). Los sintones glicosil
aceptor son N-alquenilglicosilaminas derivados de D-glucopiranosa para 52 y de D-
ribofuranosa para 5§3-61 y los sintones glicosil donador son bromuros de glicosilo. El
grupo dietoxicarbonilvinil presenta la ventaja de ser un grupo protector para el grupo
amino resistente a las condiciones de glicosidacién y f4cilmente eliminable en
condiciones que no producen alteraciones del enlace glicosidico en el oligosacérido38.

OAc
AcO Q o
Aco& —0 . OFEt
e RO%T\;[
RO N
OR COzEt

H
52 R=Bn, Ac6Bz
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R,0
o 0
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o o Rz OBz
\\ OEt Loz
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Ry Ph Me
Ro Bz Ac
OAc
AcO 0
R3 OBZ ACO
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2.1.4. Desacilaciones regioselectivas.

El estudio de las O-desacilaciones regioselectivas tiene interés en la preparacion
de derivados de carbohidratos parcialmente acilados, intermedios valiosos tanto en la
funcionalizacién especifica de monosac4ridos como en la sintesis de oligosacaridos.

La desacilacién parcial de azicares per-O-acilados se puede abordar tanto por
procedimientos quimicos como enzim4ticos.

La desacilacién qufmica tiene lugar preferentemente en la posicién anomérica,
siendo numerosos los procedimientos descritos en la bibliograffa39-44. Cabe destacar
entre ellos, la utilizaci6n de sales metdlicas?0, 4cidos de Lewis*l, bases
nitrogenadas40b42, gel de sflice*3 y los procedimientos electrolfticos*4.

En 1981 A. H. Haines!! publica una revisién sobre la eliminacién selectiva de
grupos protectores en carbohidratos excluyendo el estudio de la posicién anomérica y
haciendo distincién entre aquellos derivados que contienen diferente o el mismo tipo de
grupo acilo. Dentro de estos iltimos, generalmente hay una hidrélisis selectiva de los
grupos ésteres secundarios sobre los primarios. Por ejemplo, el tratamiento® de la 1,2,6-
tri-O-acetil-3,5-di-O-metil-a-D-glucofuranosa (62) con una cantidad catalitica de
MeONa en metanol conduce al correspondiente 6-O-acetilderivado (63) con un ren-

. dimiento del 88%.

Ac0—) AcO
MeO— _O MeO— O
OMe MeONa _ OMe
OAc MeOH o
OAc OH
62 63

Es de destacar que un buen procedimiento para la sintesis de la 6-O-acetil-D-
glucopiranosa46 (64) y del metil 6-O-benzoil-a-D-galactopirandsido?? (65) implica la
desproteccién parcial de los derivados peracilados respectivos produciéndose,
exclusivamente, la desacilacion total de las posiciones secundarias.
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OH ,OBz

OAc
(0]

OH OMe
64 65

Un problema mds dificil es distinguir entre varias posiciones secundarias
aciladas!l. En este sentido se han empleado diversos reactivos, entre los que cabe
mencionar, la alimina*8, piperidina49, acetato de hidrazina’C y el peréxido de litio!4. En
1990 S. Hanessian!4 y cols.mostraron que, en derivados de glucosa, el LiOOH es un
excelente reactivo para la desproteccién selectiva de grupos acetatos. Asf por ejemplo, el
tratamiento con LiOOH en THF de la 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-o-D-glucopiranosa (66),
del metil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranésido (67) y del metil 2,3-di-O-acetil-4,6-
bencilidén-o-D-glucopirandsido (68) produce los correspondientes derivados 2-OH. La
posicién C-2 es m4s reactiva debido probablemente al efecto electrén-atrayente del
centro anomérico.

OAc
0
Aﬁm LiooH cﬁg + owos
AO THF aq.
OAc

(40%)
(0]
oO 4+ otros
AcO oM THF aq.
(+}
67 (50%
Ph/v 0 o Ph/v
OACO LiOOH + ofros
AcO M THF aq.
OMe
(44%
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Una alternativa a estos métodos qufmicos son los procesos enziméticos’!, que
ademds de ser altamente selectivos, son un complemento de gran eficacia. Por
ejemploSle, 1a desacilacién enzim4tica de los metil 2,3,4,6-tetra-O-acil-D-
hexopiranésidos con la lipasa de Candida Cylindrdcea conduce a los derivados 6-OH
con altos rendimientos (80-90%). Este resultado es de interés ya que compuestos de este
tipo no pueden obtenerse directamente por via quimica sino s6lo mediante una secuencia
larga de reacciones.
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2.2. RESULTADOS Y DISCUSION



2.2.1. Acilaciones, alquilaciones y desacilaciones regioselectivas.

La preparacién de carbohidratos parcialmente protegidos se ha abordado
aplicando diferentes metodologfas de acilacién y alquilacién. Se ha estudiado la
regioselectividad de estos procesos que, en lfneas generales, estd controlada
principalmente por la acidez relativa de los grupos hidroxilos, por factores de tipo
estérico y por las cantidades estequiométricas de los reactivos.

Acilaciones.

En primer lugar se han sintetizado derivados parcialmente acilados de la L-ram-
nopiranosilenamina (69) aplicando una metodologia de benzoilacién directa por

tratamiento con BzCl en piridina, bajo las condiciones de reaccién que se muestran en la
tabla 3.

H
Me o N COgEt
A H
~
2 or;, 07 Ot

69 70 71 72 73 74

R,y H Bz Bz H H Ac
Ry H Bz Bz Bz Bz Ac
Rj3 H Bz H Bz H Ac

El andlisis de los rendimientos relativos de los productos obtenidos en el
tratamiento de 69 con 2-6 eq de cloruro de benzoilo a -14° y temperatura ambiente,
revela que el orden de reactividad para la N -(2,2-dietoxicarbonilvinil)-p-L-
ramnopiranosilamina es HO-3 > HO-4 = HO-2.
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TABLE 3

Benzoilaciones selectivas de 69 y reactividad de sus hidroxilos

8¢

Productos aislados y rendimientos (%) OH (X %)

Entradas Temp. tiempo BzCl
(°C) (h) (eq) 69 70 71 72 73 Total OH-2 OH-3 OH-4

1 -14 1 2 35 - 4 5 44 88 4 53 5
2 -14 24 3 16 - 5 10 56 88 5 71 10
3 t.a 1 3,5 - 16 21 26 25 88 37 88 42
4 . t.a 2 4,5 - 46 5 8 26 A 85 51 85 54
5 t. a. 24 6 - 70 - - - 70 70 70 70




Cabe destacar que los valores altos de reactividad encontrados para HO-3 estan
de acuerdo con los datos publicados para metil o-L-ramno y o.-D-manopiranésidos!!. Las
bajas reactividades de HO-4 y HO-2 pueden explicarse en base a la disposicion axial de
HO-2 y al impedimento estérico provocado por interacciones gauche con el voluminoso
grupo 1-acilvinil y con el grupo 5-metil para HO-2 y HO-4 respectivamente. Ademds, si
admitimos que HO-3 es esterificado primero, hay que considerar otras interacciones
gauche con este grupo benzoilo. En contraste con la reactividad descrita para L-ramno- y
D-manopiranésidos la posicién HO-2 en 69 es ligeramente menos reactiva que HO-4
(tabla 3, entradas 2-4), 1o que es debido probablemente, a interacciones gauche con el
£rupo enamino.

La mayor diferencia de reactividad entre los hidroxilos se observa a baja
temperatura (tabla 3, entradas 1 y 2), obteniéndose selectividades que estdn de acuerdo
con los datos publicados para otras enaminas22-52, Un incremento de la temperatura,
tiempo de reaccién y moles de cloruro de benzoilo implica una disminucién de la
regioselectividad, siendo ésta pricticamente nula en las condiciones de la entrada 5.

La reaccién de 69 con 3,5 eq de cloruro de benzoilo, 1 hora a temperatura
ambiente (tabla 3, entrada 3), es 1a mds favorable para la obtencién de los derivados
dibenzoilados 71 y 72, mientras que bajo las condiciones de reaccién de 69 con 3 eq de
cloruro de benzoilo, 24 horas a -14° (entrada 2), se obtiene preferentemente el derivado
monosustituido73. Por otro lado, el tratamiento de 69 con 6 eq de cloruro de benzoilo, 24
horas a temperatura ambiente (entrada 5), rinde el derivado tribenzoilado 70. Hay que
. resaltar que para los compuestos 71-73 no se han observado reacciones de
transbenzoilacién.

Todas estas estructuras, 70-74, han sido asignadas en base a datos de andlisis
elemental, UV, IR, IH y 13C-RMN, sintetiz4ndose el derivado acetilado 74 para facilitar
su estudio estructural (apartado 3.1).
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Alquilaciones.

La bencilacién directa del derivado de 2-desoxi-2-ftalimido-D-glucosamina (75)
rinde los derivados 76, 77 y 78, recuperdndose un 50% del producto de partida. El orden
de reactividad observado en este proceso es HO-6 > HO-4 >> HO-3. Es importante
resaltar que en los productos formados nunca se llega a bencilar la posicién C-3.

OBn
HO O
OMP
NPhth
OH 76 (20%)
HO (o] BnBr (6 eq),
"o NPhthOMP NaH (4,5 eq) ©8n ' OH
a e
¥ 'y O o
DMF, BnO BnO
75 8 dias HO OMP HO OoMP
NPhth NPhth
77 (13%) 78 (6%)

El estudio estructural se ha completado mediante la preparacién de los
correspondientes derivados acetilados (79, 80, 81 y 82).

R3O OMP
NPhth

79 80 81 82

Ry Ac Bn Bn Ac
Rp Ac Ac Bn Bn
R3 Ac Ac Ac Ac
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Como alternativa al procedimiento directo, se ha efectuado una bencilacion
selectiva basada en la bien conocida aplicacién de los acetales de estafio en quimica de
carbohidratos.

Se ha realizado la sintesis del compuesto 7 en un Gnico paso partiendo del
derivado trihidroxflico (75) por bencilacién regioselectiva vfa estannileno. El tratamiento
con BusSnO (3,1 eq) y BrBn (14,8 eq) en acetonitrilo a reflujo catalizado por BuyNBr
(2,7 eq) dio el derivado 3,6-di-O-bencilado (7) con un rendimiento del 60% (tabla 4,
entrada 1).

OR OR,
HO o Bu,SnO, BuyNBr HO’&/
HO OMP R0 OMP
NPhth BnBr, en CH3CN NPhth
75 R=H 76 R1=Bn; Ry=H
76 R=Bn 7 Ri=R2=Bn
TABLA 4
Bencilaciones via estannileno
Entrada Producto Tiemp BuzSnO BnBr  BuyNBr i
departida (dfas)  (eq) (e (e (%) 76(%)
1 75 6 31 14,8 27 60 -
2 75 3 2 12 1,6 44 31
3 76 3 1,5 3,5 1,5 80 -

Se han realizado otras experiencias andlogas partiendo del derivado trihidroxilico
(75) y del derivado 6-O-bencilado (76) segin las condiciones que se detallan en la tabla 4
(entradas 2 y 3 respectivamente).

En estos procesos hay que destacar la excelente regioselectividad de las

reacciones y que nunca se llega a bencilar 1a posicién C-4 en contraste con 1os resultados
obtenidos en los procesos de bencilacién en médio bésico.
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Las reacciones de acilacién o alquilacién mediadas por 6xido de dibutilestafio
transcurren con formaci6n de un acetal de estafio segtin el siguiente esquema general !5,

/ /
\,C—OH \.C—O\
nZ + (BuySn0), nZ _SnBu; + nH0

PN /C\TO

Acetal de estaiio

En base a ello y a los resultados obtenidos para la reaccién de bencilacién via
estannileno (tabla 4, entrada 1), postulamos la formacién de un acetal de estafio entre las
posiciones C-4 y C-6 y un hemiacetal en la posicién C-3. La fécil bencilacién de esta
posicién se explica por la adecuada orientacién de uno de los dtomos de oxigeno del
grupo ftalimido que permite la coordinacién del dtomo de estafio estabilizando el
hemiacetal.
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Desacilaciones.

Otra forma fécil de abordar la sintesis de derivados de carbohidratos parcialmente
acilados es la desacilacién selectiva de los correspondientes derivados peracilados. En
este sentido se han investigado reacciones de desacilacion regioselectiva en los derivados
74, 84 y 90, empleando hidroperéxido de litio.

Para la sfntesis del derivado 90 se ha preparado la L-fucopiranosilamina>* (88) a
partir de L-fucosa, usando una modificacién del método publicado para otras
glicosilaminas®3. La reaccién de 88 con etoximetilenmalonato de dietilo dio 1la N-(2,2-
dietoxicarbonilvinil)-B-L-fucopiranosilamina 89. El tratamiento de 89 con un exceso de
BzCl o anhidrido acético dio el derivado tribenzoilado 91 o el triacetilado 90.

H
M COLEt Me NH
OAc H, ~ OH
OR 0~ OEt HO
88
74 R=Ac
87 R=H
S e - Oy OFt H
(e} § Me O X COzEt
R0 oR N cost R R
7
L RO  ° R 67> okt
83 84 85 86 89 90 91 92
R} H Ac Bz H Ri OH OAc OBz OH
Ra H Ac Bz Ac Ry OH OAc OBz OAc
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El LiOOH es un reactivo desacilante muy eficaz ya que presenta una alta

nucleofilia y por el contrario una baja basicidad, lo que se explica en funcién de efectos
de tipo o33,

TABLA §

Desacilaciones regioselectivas

Entrada Productode Tiempo Temp. Productos aislados y rendimientos

partida (min) 8] (%)
1 84 60 + 30 O+t.a. 83(25) 86(40) 84(395)
2 74 30 -15 87 (20) 74 (50) otros (30)
3 74 20 0 87 (20) 75(50) otros (30)
4 90 30 -15 92 (80) 90(16) otros (76)

En todos los casos (tabla 5) se obtiene como dnico producto el resultante de 1a
desproteccién del grupo 2-acetilo, lo que es justificable por razones electrénicas y
estereoelectrénicas 4.

Asf, la reaccion del derivado de D-glucopiranosilamina 84 con LiOOH en THF
acuoso en las condiciones indicadas en la tabla 5 (entrada 1) rinde como producto
mayoritario ¢l derivado 86 (40%), resultante de la desacilaci6n en la posicién C-2, junto
con el producto 83 (25%) resultante de la desacilacion en las posiciones 2 y 3,
recuperdndose con un 35% producto de partida sin reaccionar.

Sin embargo, en los casos de los derivados de L-ramno (74) y L-fuco-
piranosilamina (90) estas reacciones no son de interés sintético debido a las migraciones
de acetatos observadas en los procesos de purificacién por cromatograffa en columna
sobre gel de sflice. '

Los ensayos para 74 (tabla 5, entradas 2 y 3) a distintos tiempos y temperaturas
(-15° y 0°) dan los mismos resultados: un 20% del producto de la desacilacién de la
posicién C-2, un 30% de mezcla de productos de parcial desacilacién no identificados y
producto de partida sin reaccionar,

Por dltimo, el ensayo realizado para 90, en las condiciones indicadas en la tabla
5, entrada 4, rinde principalmente una mezcla de productos resultante de la desacilacién



parcial (76%) y como producto minoritario el derivado 92 (8%) resultante de la
desacilacion de 1a posicién C-2, recuperandose producto de partida sin reaccionar (16%).

En base a los resultados obtenidos se concluye que la desacilacion regioselectiva
por tratamiento con LiOOH en THF acuoso es un procedimiento adecuado para la
obtencioén de derivados D-glucosilenaminas con posicién C-2 libre. Sin embargo para los
derivados 74 y 90 este procedimiento no resulta eficaz, debido a la migraciones de los
acetatos.
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2.2.2. Glicosidaciones regioselectivas.

Los resultados obtenidos de la benzoilacién selectiva de la N-alquenil-
vinilramnopiranosilamina (69) indican que el grupo HO-3 es marcadamente m4s reactivo
frente a la acilacién que los grupos hidroxilos en las posiciones C-4 y C-2, no existiendo
entre ellos una apreciable diferencia de reactividad. Esta observacién nos sugiere que,
bajo condiciones suaves, deberfa de prevalecer un orden similar de reactividad en la

reaccion de haluros de glicosilo con el derivado 69.

Asi, se ha llevado a cabo la reaccién de glicosidacion de la N-dietoxi-
carbonilvinil-L-ramno (69) y L-fucosilamina (89) a baja temperatura usando como
glicosil donadores, acetobromoglucosa y acetobromogalactosa. La relacién molar de
donador : aceptor : promotor>% es de 6:3:8 y la glicosidacién ocurre en todos los casos

COOEt
Me o Il‘l =
Ry Rig -
OH R 0 OEt
Ry 2

69R;=R3=H; Ry;=R4=O0H
89R;=R3=0H; Ry=R4=H

con estereoselectividad 1,2-trans completa (tabla 6).

TABLA 6

Glicosidaciones regioselectivas de 69 y 89

Entrada Aceptor Donador Productos? y rendimientos (%) Rend Total2
Disacaridos Trisacandos
1 69  Acetobromoglucosa 93 95 b 54%
(30) 24)
2 69  Acetobromogalactosa 97 99 104 55%
(30 (20) (%)
3 89  Acetobromoglucosa (14(211) 103b b 54%

a De producto aislado. ® Producto detectado
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Los compuestos aislados en la glicosidacién del derivado de la L-ramnosa 69
(tabla 6, entradas 1 y 2) indican que, como en el caso de las benzoilaciones, el HO-3 es el
grupo hidroxilo més reactivo. Para el caso del derivado de la L-fucosilamina 90 los
resultados de la glicosidaci6n (tabla 6, entrada 3) muestran que el hidroxilo més reactivo
es el HO-3, siendo la regioselectividad de este proceso mayor que en el caso del
compuesto de L-ramnopiranosilamina 69.

En las tres reacciones (tabla 6, entradas 1-3) se recupera producto de partida sin
reaccionar (20-25%) y se detectan (c. c. f.,, RMN y E. M., FAB) varios derivados con
estructura trisacarfdica pero s6lo se pudo aislar y caracterizar el N-alquenilglicosilamino
B-D-Galp-(1-3)-[B-D-Galp-(1—2)]-B-L-Rhap 104 (tabla 6, entrada 2).

En todos los casos para completar el estudio estructural (apartado 3.5) se han
preparado los derivados acetilados 94, 96, 98,100, 102 y 105. Las posiciones
glicosidadas han sido confirmadas por comparacién de los desplazamientos quimicos de
los protones de las posiciones no glicosidadas antes y después de la acetilacién. Por otro
lado la resonancia de los dtomos de C de las posiciones glicosidadas experimentan un
fuerte desplazamiento (A3 10-12 ppm) cuando se compara con la sefial de estos mismos
4tomos en los productos de partida 69 y 89.
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2.2.3. Sintesis de los isotiocianatos de 2,3,4-tri-O-benzoil-B-L-ramno(fuco)piranosilo
y de las N-fenil-N’-[2,3 4-tri-O-benzoil-B-L-ramno(fuco)piranosil]tioureas.

La N-desproteccién de los derivados de L-ramno(fuco)piranosilenamina 69 y 89
por tratamiento con cloro en diclorometano25:57 rinde los hidrocloruros de 2,3,4-tri-O-
benzoil-B-L-ramno(fuco)piranosilamina, que no se llegaron a aislar. El tratamiento de la
mezcla de reaccién anterior con tiofosgeno en medio bdsico (CaCO3) dio 106 y 107 con
rendimientos del 55%y 81% repectivamente.

Me o NCS /i\
R4 Rl Me o N N /th
R3 OBz R2 R4 Ry H H 0
OBz R2
Rs

106 107 108 109
Ry H OBz Ri H OBz
R, OBz H R, OBz H
R3 H OBz R3 H OBz
Ry OBz H Ry OBz H

La reaccion de los isotiocianatos 106 y 107 con hidrocloruro de fenacilamina dio
las N -fenacil-N’-(2,3,4-tri-O-benzoil-B-L-glicopiranosil)tioureas 108 y 1 0 9 con
rendimientos del 70% y 76% respectivamente.
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2.3. DETERMINACION ESTRUCTURAL
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2.3.1. Derivados de L-ramnopiranosilenamina (70-74 y 87).

Las estructuras de los compuestos 70-74 y 87 han sido asignadas en base a sus
andlisis elementales y datos de UV, IR, RMN y EM.

Me o N CO2E!
Rs0 |
OR H, 2

2 OR, O~ OEt

69 70 71 72 73 74 87

Ry H Bz Bz H H Ac H
R2 H Bz Bz Bz Bz Ac Ac
R3 H Bz H Bz H Ac Ac

Ultravioleta e infrarrojo.

Los valores de los m4ximos de absorcién en el UV de los compuestos 70-73 (ver
apartado 4.5) estdn de acuerdo con los datos descritos para compuestos similares Asf, se
. observan dos bandas con m4ximos de absorci6n a 284-275 nm y 244-230 nm

Las frecuencias en el IR de estos compuestos se recogen en el apartado 4.5. Es
importante resaltar para esta serie de compuestos, la vibracién de tensién UNHg que
aparece a frecuencia baja, 3256-3290 cm-1, al igual que una de las bandas de vc=0, 1670-
1660 cm-1, 1o que indica, junto con los datos de RMN de protones y carbono, una
estructura quelatada con un puente de hidrégeno intramolecular, que estd de acuerdo con
lo descrito en la bibliografia 5758 para compuestos similares.

En la region de carbonilo se observan otras bandas entre 1732-1700 cm-!
asignados a la vibracion de tensién del carbonilo libre del grupo enamino, y sobre 1700
cm-! correspondientes a la vibracién de tensién del carbonilo de los grupos benzoilo o
acetilo respectivamente.

La banda que aparece a aproximadamente 1610 cm-! se asigna a la vibracién de
tensién del doble enlace carbono-carbono y de la vibracién de flexion del enlace N-H 38,
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Por ultimo, las bandas en la régién de 710 cm-!corresponden a la flexién de C-H
aromdtico fuera del plano debida a los anillos de fenilo monosustituidos.

Resonancia magnética nuclear de ! H y andlisis conformacional.

Los espectros de H-RMN para los compuestos 70-74 y 87 se han registrado a
200 y 500 MHz en CI3CD. El espectro de 69 registrado a 200 MHz, se realiz6 en DMSO-
dg y, adicionalmente, para el derivado perbenzoilado 74 se ha registrado en DMSO-dg a
200 MHz y en Cg¢Dg a SO0 MHz. Para el derivado peracetilado 70 el espectro a SO0 MHz
se ha registrado en CgDs.

Los espectros de !H-RMN se muestran en las figuras 1-9 y los datos de
desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento de los portones del anillo de
azicar se recogen en la tabla 7 y 8. Las seflales correspondientes al grupo enamino y -
otros sustituyentes se detallan en el apartado 4.5.

En todos los casos la sefial para el NH aparece a campo muy bajo, 9,68-9,34 ppm,
y con una constante de acoplamiento /Ny =cH entre 13,7 y 12,2 Hz, lo que es indicativo
de protones en disposicién antiperiplana. El valor de & estd de acuerdo con la baja
frecuencia de vibracién encontrada para NH y CO y confirma la existencia de un puente
de hidrégeno intramolecular en estos compuestos.

En todos los casos aparecen las sefiales de los protones del sustituyente enamino
que a continuacion se detallan: (=CH) 8,08, §(CH2) 4,20 y 4,10 y & CH3) 1,30 y 1,26

La regi6n de los protones de aziicar es caracteristica para cada uno de estos
compuestos, encontrdndose las sefiales entre 4,46-3,88 ppm (tabla 7) y mostrando
constantes de acoplamiento que estdn de acuerdo con los datos publicados para
compuestos relacionados>2-60,
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TABLA 7

Datos de desplazamientos quimicos !H-RMN (8, ppm) de los compuestos 70-74 y 87

Comp H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
702 4,57dd 5,13-507m  546-545m  5,13-5,07m 3,89dc 1,37d
70b 5,65dd 5,89dd 5,75dd 541t 4,19dc 1,34d
704 3,94dd 5,99dd 5,68dd 5 ,98't 3,43m 1,25d
71¢ 4,98dd 5,85dd 5,29dd 3,88t 3,67m 1,50d
714 3,87dd 5,79dd 5,23dd 3,69t 3,23m - 1,35d
72 4,85dd 4,46dd 5,35dd 5,62t 3,94-3,75m 1,36d
73¢ 4,71dd 4,28dd 5,03dd 3,95t 3,60-3,50m 1 ,39d
74¢ 4,79dd 5,10-499m 546-54im  5,10-4,99m 3,61dc 1,32d
87c 4,66dd 4,29-4,15m 4,98dd 5,11t 3,64-3,56m 1,74-123m

a En Cl3CD, 500 MHz. ® En DMSO-dg, 200 MHz. ¢ En Ci3CD, 200 MHz. dEn CgDg, 500 MHz.

En el derivado 3,4-dibenzoilado 72 (fig 6) los protones de aztcar (tabla 7) H-4 y
H-3 aparecen a 5,62 y 5,35 ppm respectivamente, mientras que H-2 resuena a 4,46 ppm,
lo que confirma que las posiciones C-3 y C-4 estdn benzoiladas. Experiencias de
desacoplamiento selectivo han permitido asignar el espectro. Asf cuando se irradia sobre
NH (& 9,68 ppm) (fig 6) el doble doblete de H-1 colapsa a doblete, y cuando irradiamos
sobre H-1 (4,85 ppm) (fig 6) la sefial de H-2 pasa de doble doblete a doblete. La
irradiacién sobre H-2 (4,46 ppm) nos lleva a H-3 y confirma H-1. Por tltimo, irradiando
sobre el triplete a 5,62 ppm (H-4) vemos c6mo el multiplete a 3,75-3,94 ppm se modifica
y el pasa de doble doblete de H-3 colapsa a doblete.

La fig 5 muestra el espectro del compuesto 2,3-dibenzoilado 71 en benceno. Los
protones de azicar que aparecen a campo mds bajo son ahora H-2 (8 5,79 ppm) y H-3 (8
5,23 ppm), siendo H-4 un triplete que resuena a & 3,69 ppm. Estas asignaciones han sido
confirmadas por experiencias de doble resonancia. Cuando se irradia sobre la sefial a &
5,23 ppm el doble doblete de H-2 y el triplete de H-4 colapsan a doblete. Por ltimo, si
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irradiamos sobre H-6 (8 1,35 ppm) se modifica el multiplete a & 3,23 ppm, lo que
confirma la asignacién de H-5.

En el espectro del derivado 3-monobenzoilado 73 (fig 7) destaca el alto valor de
desplazamiento quimico de H-3 (3 5,03 dd) con respecto a las sefiales de H-1, H-2 y H-4,
lo que indica claramente 1a benzoilacién de HO-3.

La determinacién estructural de los compuestos anteriores se confirmé mediante
la preparacion de los correspondientesderivados acetilados.

El derivado diacetilado 87 tiene el espectro mostrado en la figura 9 donde, se
observa que las sefiales de H-3 (8 4,98) y H-4 (8 5,11) son las que aparecen a campo mds
bajo debido a que las posiciones C-3 y C-4 estdn ahora esterificadas. Las asignaciones de
H-1, 2, 3,4, 5 y 6 se llevaron a cabo por experiencias de desacoplamiento homonuclear

En los cuatros compuestos anterioremente citados (70-74 y 87), los protones de 1a -
posicién anomérica resuenan a desplazamiento quimico similar (8 3,87-4,98 ppm) al
igual que los protones H-5 (8 3,23-3,94 ppm) y H-6 (8 1,36-1,50 ppm).

Los valores de las constantes de acoplamiento J1,2 = 1 y J2.3 3,2-3,7 Hz (tabla 8)
estdn en el rango de lo esperado para protones en disposicién gauche y los valores de las
constantes J3 4 yJa,5 entre 9,6 y 10,2 Hz son caracteristicas de protones en disposicién
anti, lo cual permite asignar a todos estos compuestos la conformacién 1C4 como
mayoritaria en disolucién cloroférmica. Estos resultados estdn de acuerdo con los datos
publicados39:69 para compuestos relacionados.

En los espectros de 'H-RMN de los derivados peracilados 70 (figura 2) y 74en
CI3CD y de 74 en CgDg (figura 8) se han observado que H-2 y H-4 coinciden en
desplazamiento qufmico y que la sefial de H-3 aparece como un multiplete. Estas
asignaciones estdn basadas en experiencias de boble resonancia.

Para el compuesto 70 los valores de las constantes de acoplamiento en DMSO-dg
y C¢Dg (tabla 8 y figuras 3 y 4) estdn de acuerdo con una conformacién 1C4, sin
embargo los espectros de 1H-RMN de 70 (figura 1 y 2) y 74 9figura 8) registrado en
ClzCD son marcadamente diferentes debido a la coincidencia accidental de
desplazmientos quimicos anteriormente citada y solamente se pudieron medir Jj 2y J4.5.
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TABLA 8

Datos de constantes de acoplamiento (/, Hz) para los compuestos 70-74 y 87

Comp J1NH J12 J23 T34 Jas Js6
702 8,6 1,3 - - 9,7 6,1
70b 8,5 =1 32 9,8 9,8 7,8
704 9,1 1,3 34 10,2 10,2 62
716 8,5 =1 34 9,6 9,5 60
714 12 =1 34 9,8 9,8 6,5
72¢ 8,7 =1 37 10,1 10,1 7,7
73¢ 95 =] 3,1 9,6 9,6 6,0
74¢ 8.9 14 - - 10,4 6,2
87¢ 84 =1 30 10,1 10,1 -

a Ep C13CD 500 MHz. ® En DMSO-dg 200 MHz. € En C13CD, 200 MHz. 4 En CgDg, 500 MHz

Con el fin de comprobar qué conformacién predomina en disolucién se han
realizados cdlculos teéricos para las diferentes conformaciones de 70 y 73. En la tabla 9
se recogen las energfas totales, las constantes de acoplamiento y los 4ngulos diedros-H
para las distintas conformaciones. Para los compuestos 70 y 73 las energfas minimas
corresponden a una conformacién 1Cy; las constantes de acoplamiento tedricas est4n en
buen acuerdo con las experimentales y confirman que la conformacién 1C4 es la
predominante en solucién cloroférmica. En la figura 10 se recogen las representaciones
PLUTOS! de estas conformaciones para 70 y 73.

Estudios de difraccién de rayos-X52 en el compuesto 70 han permitido la
confirmaci6n inequivoca de la configuracién B-anomérica (fig 11).
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TABLA 9

Cilculos de energias, constantes de acoplamiento (Ja, Hz) y dngulos diedros
(H,-C-C-Hy) para los compuestos 70 'y 73

Comp Confor- E Ji2 J23 J34 Jas
macién (Kcal/ (H;-C-C-Hj) (H;-C-C-H;) (H,-C-C-Hj, (H4-C-C-Hs)
mol)

70 iC; 62,53  4,8(48%) 34 (51°) 2,9 (67°) 14 (71°)
Ic, 3577 12(57°)  32(5°)  95(174°) 92 (176°)
Boz 4324  34(35) 6.2 (30°) 4,0 (59°) 1,2 (99°)
255 64,60 68(25°)  2,0(63°) 1,1 (83°) 7.1 (149°)

73 4icy 29,04 44 (53°9 3,1 (549 2,5(70°) 1,3 (739
IC, 16,02 1,2 (56°) 3,0(53°9 8,9 (169°) 9,1(175°)
Bo3 27,06 4,6 (51°) 4,6 (43°) 2,9.(130°) 9,2 (177°)
285 21,17 5,2 (18%) 4,9 (40°) 4,2 (58°) 1,5 (105°)

73 (cd
70 (1C a)

Figura 10. Representacién PLUTO de las conformaciones mds estables para 70 y 73.



Figura 11. Difraccién de rayos-X para 70.
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Resonancia magnético nuclear de 13C.

La tabla 10 muestra las asignaciones de los carbonos del anillo de azicar de los
derivados de la L-ramnopiranosilamina (figura 12-17 ). El resto de sefiales estdn
recogidas en el apartado 4.5.

En todos los casos los espectros se registraron a 50,3 MHz en CI3CD vy las
asignaciones se hicieron en base a los espectros de APT%3 y por comparacién con
compuestos relacionados.

En todos estos compuestos aparece una sefial para un carbono de carbonilo a
campo mds bajo que los demds (8 168,7-167,5 ppm), 1o que de nuevo nos confirma el
puente de hidrégeno intramolecular en la parte de enamina. También son comunes el
resto de las sefiales de los carbonos de enamina, de fenilo y de acetilo.

TABLA 10

Datos de desplazamientos quimicos de !3C-RMN (8, ppm) para los compuestos 70-74 y

87 ‘

Comp. C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
70b 81,7 70,1 72,80 70,58 71,7 17,6
713 84,5 70,3 74,3¢ 70,5 74,78¢ 17,7
724 85,6 68,2 74,3 70,4 72,1 174
73a 85,5 69,0 76,6 69,8 739 17,4
743 84,1 69,3 70,9¢ 69,5¢ 72,2 17,3
872 84,9 68,4 71,0¢ 70,1¢ 68,4¢ 16,1

a En CI3CD, 50,3 MHz. ® En CI3CD, 125,7 MHz.¢ Intercambiables.

En estos derivados (tabla 10) se observa que la introduccién de un grupo acilo
apantalla a los carbonos en disposicién P respecto a este grupo. En los derivados 2,3-
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diacilados (71) y 3,4-diacilados (72 y 87) el carbono 3 (en B respecto al grupo benzoilo o
acetilo) estd apantallado (3 74,3, 74,3 y 71,0 ppm respectivamente) respecto al mismo
carbono en el compuesto 3-monosustituido (8 76,6 ppm). Del mismo modo, el carbono 3
en los derivados peracilados 70 y 87 aparece a campo m4s alto (8 71,8 y 70,9 ppm
respectivamente) que el mismo carbono en los derivados dibenzoilados 71 y 72 (8 74,3
ppm), debido a que en los primeros s6lo hay un grupo acilo en posicién B y en los
segundos hay dos grupos.

Los desplazamientos quimicos de C-2 y C-4 en todos 1los compuestos son
similares debido a que dichas posiciones est4n siempre B-aciladas.

Espectrometria de masas.

Los picos mdés significativos de los espectros de masas de los compuestos
estudiados en este capftulo, junto con sus asignaciones e intensidades, estdn recogidos en
la parte experimental de esta memoria.

Los espectros de masas de EI de los derivados 70-73 presentan el pico base am/z
105 (Bz*) correspondiente al 4cido benzoico proveniente del grupo protector y como
picos intensos, los de m/z 122 (BzOH*) y 77 (Pht).

El esquema 1 muestra la principal ruta de fragmentacién de estos compuestos 1o
que est4 de acuerdo con lo descrito?324 para el grupo dietoxicarbonilvinil.

Las primeras fragmentaciones indicadas en el esquema 1 son la pérdida del
radical EtO" para dar el pico A, la salida del grupo enamino para dar la estructura B y la
eliminacidn de la parte de azicar quedando el pico D.

El pico C procede de la composicién atémica CgH1405N para la que se propone

la estructura que se presenta en el esquema 1 y el pico E procede de 1a pérdida de EtO-
del fragmento de m/z 187.

Para el derivado acetilado 87 el pico base es m/z 43 que correspondiente a grupo
Ac.
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2.3.2. Derivados de L-fucopiranosilenamina (89-92).

Las estructuras de los compuestos 89-92 han sido asignadas por estudio de sus
andlisis elementales y datos de UV, IR RMN y EM recogidos en la parte expe-rimental.

H
Me o SN COzE(
R Rl
~
RO 2 R. " ort

89 90 91 92

Ry OH OAc OBz OH
R, OH OAc OBz OAc

Ultravioleta e infrarrojo.

En los espectros de UV se observan dos bandas (recogidas en el apartado 4.5)
con méximos entre 275-274 nm y 242-219 nm lo que est4 de acurdo con 1o descrito24.37
. para compuestos similares.

Las frecuencias mds caracterfsticas en los espectros de IR de los compuestos 89-
92 se recogen en la parte experimental apartado 4.5.

En todos los casos la vibracién de tensién Ny aparece a frecuencia baja (3298-
3272 cm-1), al igual que una de las bandas V=g (1660-1696 cm-1) lo que indica, junto
con los datos de RMN que veremos m4s adelante, una estructura quelatada con un puente
de hidrégeno intramolecular38, de manara an4loga a la de los derivados de L-ramnosa
(apartado 3.1).

En 1a region del carbonilo, se observan las bandas de vibracién del carbonilo libre
(1699-1748 cm1) y de carbonilo de éster cuando hay grupos acetilo o benzoilo en la
molécula. La banda que aparece entre 1605 y 1613 cm-! se asigna la vibraci6n de tensién
del doble enlace C=C y vibracién de flexién del enlace N-H. Para le derivado benzoilado
la banda a 710 cm-! corresponde a la flexi6n fuera del plano del C-H aromético del anillo
de fenilo monosustituido.
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Resonancia magnética nuclear de ! H y andlisis conformacional.

Los espectros de H-RMN de los compuestos 89-92 se recogen en las figuras 18-
22 y los valores de desplazamientos qufmicos y constantes de acoplamiento
correspondientes a los protones del anillo de azicar, en las tablas 11 y 12, El resto de las

sefiales se recogen en la parte experimental apartado 4.5.

Los espectros de 90, 91 y 92 se realizaron a 200 MHz en CI3CD y adicional-
mente para 91 también se registré a 500 MHz. Para 89 se registré a 200 MHz en DMSO-

dg.

En todos los casos se observa la sefiales caracteristicas del grupo enamino. Cabe
destacar la sefial del NH a campo muy bajo y una constante de acoplamiento, JNH ~CH =
12 Hz, lo cual es indicativo de protones en disposici6n antiperiplana. Esto confirma que

existe un puente de hidrégeno intramolecular en estos compuestos.

TABLA 11

Datos de desplazamientos quimicos H-RMN (3, ppm) de los compuestos 89-92

Comp H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
892 4,40t 3,53-3,29m - 3,65¢ 1,24d
9Qb 449t 5,28t 5,11dd 5,18dd 3,92dc 1,22d
91¢ 481t 5,78dd 5,69dd 5,76dd 4,19dc 1,33d
92b ' 4,34t 3,86ddd 4,94dd 5,26dd 3,94-3,8()m' 1,31d

a En DMSO-dg, 500 MHz. ® En C13CD, 200 MHz. € En C13CD, 500 MHz.



La figura 18 muestra el espectro de protones del compuesto 89. Se oberva que
s6lo son asignables los protones OH, H-1, =CH y NH, mientras que el resto de protones
aparecen como multipletes entre 3,29-3,53 ppm. La asignacién se ha confirmado por
experiencias de desacoplamineto. Irradiando sobre NH la sefial de H-1 pasa de triplete a
doblete y 1a de =CH de doblete a singulete.

El espectro realizado en presencia de 6xido de deuterio nos muestra la desaparicion de las
sefiales asignadas a OH y NH.

El derivado peracetilado 90 mostr6 el espectro de !H-RMN de la figuras 19
observandose que las sefiales de los protones H-2, H-3 y H-4 se desplazan a campo més
bajo respecto al compuesto sin acetilar 89. Las asignaciones se hicieron por experiencias
de desacoplamiento, asf cuando se irradia sobre NH (8 9,22 ppm) la sefial de H-1 colapsa
de triplete a doblete, cuando se irradia sobre H-6 (6 1,22 ppm) la sefial de H-5 pasa de
doble cuartete a cuartete y cuando se irradia sobre H-5 (8 3,92 ppm) el doble doblete de
H-4 se transforma en doblete.

La figura 22 muestra el espectro del compuesto 3,4-diacetilado 92. Los protones
de azidcar que aparecen a campo més bajo son H-3 y H-4, siendo H-2 un doble doblete de
doblete con un desplazamiento quimico de 3,86 ppm. Cuando el espectro se registré en
presencia de 6xido de deuterio, se observa que el doble doblete de doblete de H-2 se
transforma en doble doblete. Experiencias de doble resonancia confirmaron la asignacién

. realizada.

El compuesto perbenzoilado 91 también se pudo asignar por experiencias de
desacoplamiento. La figura 20 muestra el espectro realizado a 500 MHz y la figura 21
algunas ampliaciones. Al igual que el compuesto 90 las sefiales de H-2, H-3 y H-4 son las
que m4s varfan respecto al compuesto sin esterificar.

Los valores de constantes de acoplamiento vecinales J1 2, J2,3, /3.4 ¥ Ja,5 (tabla
12) muestran que la conformacién predominantede de estos compuestos en solucién
cloroférmica es 4Cy, al igual que ocurre para los derivados de la L-ramnosa (apartado
3.1).
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TABLA 12

Datos de constantes de acoplamiento (J, Hz) para los compuestos 89-92

Comp JiNH Ji2 J23 J34 Ju4s Js56
892 84 84 - - =() 7.2
90b 9,5 9,5 9,5 32 0,7 6,4
91¢ 8,2 8.2 10,0 2,7 038 6,7
92b 9,0 9,0 9,0 3,7 1,3 -

3 En DMSO-ds, 200 MHz. b En Cl3CD, 200 MHz. ¢ En CI3CD, 500 MHz.

Resonancia magnética nuclear de 13C.

La tabla 13 muestra las asignaciones de los carbonos del anillo de aziicar de los
compuestos 89-92 mostrados en las figuras 23 y 27. La sefiales correspondientes al grupo
enamino y sustituyentes, se recogen en la parte experimental apartado 4.5.

Estas asignaciones se hicieron en base a sus espectros APT®3 y, en el caso del
compuesto 91 por heterocorrelacién protén-carbono (figura 26) y registro de DEPT
(figura 25).

Los espectros de 90 y 92 se registraron en C13CD y el de 89 en DMSO-dg a 50,3
MHez. El espectro de 91 se registré a 125,7 MHz y 50,3 MHz en ClI3CD.

En estos compuestos son comunes las sefiales de los carbonos del sustituyente
enamino destacando en todos los casos, la sefial a & 165,5-168,0 ppm que se asigna al
carbono ligado por puente intramolecular. Adicionalmente los compuestos 90 y 92
presentan los carbonos caracterfsticos de 1os grupos acetilo y 91 de los grupos benzoilo.



Para los compuestos peracilados 90 y 91 los datos de desplazamientos quimicos
de los carbonos del anillo de azicar presentan sefiales que se diferencian poco de un
compuesto a otro.

TABLA 13

Datos de desplazamientos quimicos de 13C-RMN (8, ppm) para los compuestos 89-92

Comp. C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
893 88,5 70,0 72,4 713 73,8 17,0
90b 873 68,0 709 69,8 71,0 16,0
91b 87,8 69,1 71,6 70,7 71,7 16,2
92b 88,8 68,4 73,5 70,1 71,0 16,1

aEn DMSO-dg, 50,3 MHz. © En CI3CD, 50,3 MHz.

Espectrometria de masas.

Los picos més significativos de los espectros de masas (EI) de los compuestos
89-92 se recogen en la parte experimental apartado 4.5. En todos los casos se observan
los iones moleculares y la pérdida de los picos A, B, C, D y E del grupo enamino
(esquema 1).

Para el derivado perbenzoilado 91 el pico base es el de m/z 105 (BzY),
observandose también los fragmentos de m/z 122 (BzOH*) y 77 (Pht). Para el derivado
acetilado 90 el pico base es el de m/z 111 (pico B-3AcOH-2CH;CO),para 92 es el de m/z
170 y para 89 es el pico E de m/z 142.

Se han realizado los espectros de alta resolucién (HR-EI) para los derivados 90 y

92 consiguiéndose 1a masa del i6n molecular M+* con una desviacién, expresada en ppm,
del peso molecular calculado, menor de 1,0 ppm.
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2.3.3. Derivados de D-glucopiranosilenamina (83-86).

Las estructuras de 83-86 se asignan de acuerdo con sus andlisis elementales y
datos espectroscépicos de UV, IR, RMN y EM que se recogen en la parte experimental

apartado 4.5.
Ph— VQ W 0\ OEt
© 2 AA\';[
R,0 Z
2 oR, r CO,Et

83 84 85 86

Ry H Ac Bz H
Ry H Ac Bz Ac

Ultravioleta e infrarrojo.

Las bandas de absorcién en el UV e IR est4n recogidas en la parte esperimental
. apartado 4.5.

Estos compuestos presentan méximos de absorcién en el UV entre 273,6 y 275,0

Las frecuencias més caracterfsticas en el IR de estos compuestos son: 3282-3285
cm-1 Congp y 1680-1690 cm-1 (v¢=0 quelatado). Este tltimo valor a baja frecuencia
indica una estructura quelatada con puente de hidrégeno intramolecular, 1o que est4 de
acuerdo con lo descrito3® para compuestos andlogos.

Al igual que en los apartados 3.1 y 3.2 se observa la banda de vibracién de
carbonilo libre (1730 cm!) y de carbonilo de éster para 83-86.
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Resonancia magnética nuclear 1 H y andlisis conformacional.

Los espectros de !H-RMN de los compuestos 83-86 se recogen en las figuras 28-
30 y los valores de desplazamientos qufmicos y constantes de acoplamiento de los
protones del anillo de azidcar en las tablas 14 y 15, mientras que los datos de las sefiales
correspondientes al grupo enamino y de los sustituyentes se recogen en la parte
experimental apartado 4.5. Los espectros se han registrado en Cl3CD a 200 MHz excepto
para el compuesto 78 que fue realizado a 300 MHz.

Paralelamente a 1o que hemos visto para los derivados de L-ramno (apartado 3.1)
y L-fucopiranosilamina (apartado 3.2), en todos los espectros se observaron la sefial de
NH a campo muy bajo y como doble doblete (6 9,08-9,30 ppm). También son comunes
los valores de JNH,=cH Y el resto de las sefiales de protones del grupo enamino.

En estos cuatro compuestos, los protones H-4 y H-6 (tabla 14) dan valores muy -
semejantes de desplazamientos qufmicos (8 3,46-3,96 y 3,77-4,37 ppm respectivamente).
En todos los casos aparece una sefial singulete a 5,48-5,58 ppm correspondiente a un
protén de tipo acetdlico del grupo bencilidén.

En el compuesto 83, ademds de las sefiales anteriormente citadas, s6l0 se ha
podido asignar el protén anomérico, apareciendo todas la dem4s sefiales entre 3,42-3,82
ppm. La asignacién de H-1 fue posible por experiencias de desacoplamiento, irradiando
sobre NH. El espectro realizado en presencia de 6xido de deuterio nos muestra que las
seflales de OH desaparecen y la sefial de 1a sefial de H-1 se simplifica.

El derivado diacetilado 84 tiene el espectro mostrado en la figura 28 donde
vemos como las sefiales de H-2 (8 5,08 ppm) y H-3 (d 5,42 ppm) aparecen a campo m4s
bajo que en el compuesto anterior,

El compuesto dibenzoilado 85 mostré el espectro de 'H-RMN que aparece en la
figura 29, el cual se interpret6 con ayuda de experiencias de desacoplamiento
homonuclear, dos de las cuales aparecen en la figura 29. Al igual que en el compuesto
anterior, las sefiales de los protones H-2 (8 5,52 ppm) y H-3 (8 5,90 ppm) son las que
aparecen a campo m4s bajo, debido a que las posiciones C-3 y C-4 estén sustituidas por
grupos benzoilo.
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TABLA 14

Datos de desplazamientos quimicos H-RMN (8, ppm) de los compuestos 83-86

Comp H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b
832 4,39dd & 3,82-342m —>
84b 4,62t 5,08t 541t 3,70t 3,62dd 4,37dd 3,77t
85a 4,84t 5,52t 5,90t 3,96t «— 3,92-3, 7o
862 4,55t 3,69-3,46m 5,23t ~—-3,69-346m —— 4,36dd 3,74t

2 En CI3CD, 200 MHz. b En C15CD, 300 MHz.



La figura 30 recoge el espectro de LH-RMN del derivado monacetilado 86, que se
asigna con ayuda de las experiencias de desacoplamiento selectivo realizadas irradiando
sobre NH, H-1, H-2 y H-3. La sefial de H-3 (5 5,23 ppm) es la que sale a campo m4s bajo
y la sefial de H-2 (6 3,46-3,69 ppm), comparada con H-2 en 84 a campo més alto, 1o que
implica que 1a posicién C-2 no est4 esterificada.

Los valores de las constantes de acoplamiento Jy 2, J23,J3,4, J4,5 Y J5,6 (8,3-9,2
Hz) estén en el rango de lo esperado para protones en disposicién antiperiplana, lo cual
permite asignar la conformacién 4Cy(D) como mayoritaria en disolucién cloroférmica y
anomerfa 3 en todos los casos.

TABLA 15

Datos de constantes de acoplamiento (J, Hz) para los compuestos 83-86

Comp Jynu___ Ji12 J23 J3g Jas Jsea  Jsev  Jeagh

—tl ——_0G

832 8,4 ; ; . ; - - -
84b 9.2 9.2 92 9,2 92 46 102 102
858 83 83 8,3 83 8,3 - - -

867 84 84 84 84 - 34 10,1 10,1

a En Cl3CDa 500 MHz. ® En Cl3CD a 300 MHz. ¢ En MeOH-dj4

Resonancia magnética nuclear de 13C.

La tabla 16 muestra las asignaciones de los carbonos del anillo de azdcar de los
espectros de 13C-RMN de los compuestos 83-86, recogiéndose los demds datos en la
parte experimental, apartado 4.5. Estas asignaciones se hicieron en base a sus espectros
APT®3 y por comparacién con compuestos andlogos.
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Los espectros de estos compuestos, mostrados en las figuras 31-34, se registraron
en Cl3CD a 50,3 MHz excepto para 84 que se registré a 75,4 MHz.

En todos estos compuestos aparecen una sefial para un carbono de carbonilo a
campo m4s bajo que los demds (8 167,7-168,6 ppm) que confirma la existencia de un
puente de hidrégeno intramolecular en el grupo enamino. Son comunes adem4s el resto
de las sefiales de enamino y la sefial correspondiente a un carbono de tipo acetélico (&
100,6-102,3 ppm) perteneciente al grupo bencilidén. También coinciden las sefiales de
los grupos fenilo (8 136,5-126,1 ppm) y acetilo (8 20,4-20,9 ppm).

En los derivados acetilados 84 y 85 (tabla 16) se observa que la introduccién de
los grupos acetilo o benzoilo apantalla a los carbonos C-2 y C-3 respecto a 10s mismos
carbonos en el compuesto 83. Del mismo modo el carbono C-2 en 86 aparece a
desplazamiento qufmico menor (& 68,2 ppm) que el correspondiente carbono en el
derivado desacilado 83 (8 73,0 ppm).

TABLA 16

Datos de desplazamientos quimicos de 13C-RMN (8, ppm) para los compuestos 83-86

Comp. C-1 C-2 c-3 C-4 C-5 C-6
832 88,6 73,0 80,0 679 73,6 68,3
84> 87,5 68,4 71,3 71,2 78,0 68,1
852 88,3 69,3 72,5 72,5 79,1 68,9
862 89,2 68,2 72,8 719 74,3 68,2

a En CI3CD, 50,3 MHz. b En CI3CD, 75,4 MHz.
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2.3.4. Derivados de D-glucosamina (7, 76-82).

Las estructuras de los compuestos 7, 76-82 han sido asignadas por estudios de sus
andlisis elementales y datos de RMN y EM.

ORy

R.0 Q
R0 OMP

NPhth

7 76 77 78 79 80 81 82

Ry Bn Bn Bn H Ac Bn Bn Ac
Ry H H Bn Bn Ac Ac Bn Bn
R3 Bn H H H Ac Ac Ac Ac

Resonancia magnética nuclear 1H y andlisis conformacional.

Los espectros de 'H-RMN para 76-82 se registraron a 300 MHz o 500 MHz en
C13CD y, adicionalmente, para el derivado 6-O-bencilado 76 se registr6 en MeOH-d3.

Los espectros se muestran en las figuras 35-44 y los datos de desplazamientos
quimicos y valores de constantes de acoplamiento de los protones del anillo de azicar en
las tablas 17 y 18. Las sefiales correspondientes a los sustituyentes comunes (OMP,
NPhth y Bn) para todos los compuestos se recogen en la parte experimental apartado 4.5.

Asf son comunes las seflales para los protones de anillo aromético
correspondientes a los grupos NPhth y Bn a 8 7,20-7,86 ppm y al grupo OMP a § 6,67-
6,91 ppm y una sefial singulete para OCHj3 del grupo OMP a § 3,71-3,72 ppm y sefiales
dobletes para el metileno de bencilo (3 4,80-4,40 ppm).

El espectro del compuesto 76 registrado a 300 MHz en MeOH-d, se muestra en
la figura 36. La figura 35 muestra el espectro registrado a 500 MHz en Cl3CD, donde se
observa efecto de segundo orden en muchas sefiales.

71



8L

TABLA 17

Datos de desplazamientos quimicos H-RMN (8, ppm) de los compuestos 76-82

Comp H-1

H-2 H-3

H-4 H-5 H-6a H-6b

76¢ 5,66d

762 5,74-5,12m

772 5,69d
7823 5,76d
79b 5,86d
80P 5,86d
81b 5,87d
82a 5,86d

——4.334,19m

- 3,51-348m 3,97-391m  3,77-3,70m

«———4,42-438m
4,41dd 4,51dqd
4,37dd 4,53dad
4,57dd 5,85dd

4,64-4,50m 5,85dd

4,54-4,50m 5,83dd

4,46dd 5,86t

- 3,87-3,70m —

367dd  3,74-371m  3,84dd  3,82-3,79m
~——3,67-3,62m ——— 395444 3,81ddad
5,24dd 3,96ddd 4,35dd 4,18dd

5,22t 397-392m ¢~ 3,68-3,62m ——

391t  «——3,81-3,78m ———> 3,70-3,64m
3,81t 4,88ddd 4,41dd 4,30dd

2 En Cl3CD, 500 MHz. b En CI5CD, 300 MHz. ¢ En MeOH-dy, 300 MHz. 4 Cambian en presencia de D,O



Como complemento al estudio estructural de este compuesto se sintetizé su
derivado acetilado (80). El espectro COSY (figura 41) permiti6 asignar todas las sefiales,
observéndose que la sefial H-2 (8 4,50-4,64 ppm) coincide con los protones del metileno
de bencilo. El hecho de que los protones H-3 y H-4 aparezcan a campo bajo es indicativo
de las posiciones C-3 y C-4 est4n acetiladas.

En la figura 37 se muestra el espectro de 1H-RMN del compuesto 4,6-dibencilado
77. Los protones de azidcar se pudieron asignar en base a su espectro COSY. El espectro
realizado en presencia de 6xido de deuterio(figura 38) nos muestra que la sefial asignable
a OH (8 2,28 ppm) desparece y la sefial del proton H-3 pasa de multiplete a doble
doblete.

Con objeto de confirmar esta asignacién se sintetiz6 el derivado 81, observandose
en su espectro (figura 21) que H-3 se desplaza hacfa campo més bajo ( 5,83 ppm).

El espectro del compuesto 3-monobencilado 78 se pudo asignar en base a su
espectros COSY (figura 39). Las sefiales de los protones H-3 y H-6 que aparecen como
multipletes se transforman en doble doblete al registrar el espectro en presencia de 6xido
de deuterio (figura 40).

La figura 43 muestra el espectro del derivado acetilado 82 que se pudo asignar en
base a su espectro COSY (figura 44).

Los valores de las constantes de acoplamiento vecinales (tabla 18) permiten
asignar la conformacién 4C1(D) como predominante en disolucién cloroférmica y
anomerfa 3 en todos los casos.
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TABLA 18

Datos de constantes de acoplamiento (J, Hz) para los compuestos 76-82

Comp J12 J23 J34 Jas J5.6a Js .60 J6a,6b
762 : ; . ] ; ; -
76¢ 82 . ; ; ) ] .
773 8,3 10,9 8.2 9,6 1,8 - 10,9
79b 8,5 10,9 8,6 9,7 1,8 42 11,2
783 8,4 109 109 - 2,0 3,6 12,2
80b 7,0 9,0 10,6 10,6 - - -
81b 8,6 8,6 10,0 10,0 - - -
822 8,5 10,3 10,3 10,3 22 50 119

aEn Cl3CD, 500 MHz. ® En C13CD, 300 MHz. ¢ En MeOH-dy, 300 MHz
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Resonancia magnética nuclear de 13C.

La tabla 19 muestra las asignaciones de los carbonos del anillo de azdcar de los
espectros de 13C-RMN de los derivados 7, 76-78 y 80-82. Las sefiales de los carbonos de
los sustituyentes NPhth, OMP y Bn se recogen en la parte experimental apartado 4.5.

Los espectros, mostrados en las figuras 45-51 se han registrado en Cl3CD a 125,7
MHz para 76, 77y 82 y a 75,4 MHz para 7, 78, 80 y 81.

TABLA 19

Datos de desplazamientos quimicos de 13C-RMN (3, ppm) para los compuestos 7,

76-78 y 80-82

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

7a 97,5 55,2 78,5 73,7 73,7 70,4
76b 974 56,0 73,2 73,5 71,3 70,0
77 97,4 56,3 73,3 79,2 71,6 68,4
782 97,2 56,3 74,8 78,8 71,3 61,5
802 97,2 54,5 73,5 70,8 68,7 69,6
812 973 55,0 734 75,0 73,1 68,2
82b 97,2 54,8 73,0 76,2 72,8 62,5

a En Cl3CD, 75,4 MHz. b En C13CD, 125,7 MHz.

Las asignaciones se hicieron por comparacién con datos descritos para
compuestos andlogos y en el caso del derivado 7 por heterocorrelacién protén-carbono.

Las sefiales comunes de los sustituyentes NPhth, OMP y Bn son las que a
continuacién se detallan: 8ope(OMP) 55,0-55,5 ppm, dcpz(Bn) 74,3-75,1 ppm, d(anillo
aromdtico) 114,2-137,5 ppm y 8c-o(NPhth) 168,2-168,0 ppm.
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Las posiciones benciladas de los derivados 76-78 se confirman comparando datos
de carbono del anillo de azicar de estos compuestos con los de sus respectivos derivados
acetilados. Asf por ejemplo, para los derivados acetilados 80-82 vemos que C-2 y C-4
queda ligeramente apantallado con respecto a los mismos 4tomos de carbono en los
productos de partida. Esto demuestra la presencia en posicién C-3 de un grupo acetilo en
todos los compuestos acetilados o lo que es 1o mismo que en los derivados 76-78 la
posicién C-3 est4 libre.

Espectrometria de masas.

Se realizaron los espectros de FAB de las muestras salinizadas, con yoduro
sédico, obteniéndose en todos los casos €l pico [M+Na]t (M+23) con intensidades del
100% excepto para 81 que fue del 65%.
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2.3.5. Oligosacdridos de L-ramno y L-fucopiranosilenamina (93-105).

Las estructuras de los compuestos 93-105 han sido asignadas por estudio de
an4lisis elemental, RMN y EM. Adicionalmente para los compuestos 93, 97 y 101 se han
realizado experiencias de UV ¢ IR cuyos datos estdn recogidos en la parte experimental

apartado 4.5.
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Ultravioleta e infrarrojo.

Las frecuencias de los espectros de IR de los compuestos 93, 95 y 101 presenta
las bandas caracterfsticas del grupo enamino (Vg 3300 cm-1, ve-o quelatado 1665
cm-1, ve=0 libre 1720 cm-!, ve=C y Snu 1610 cm-1) ya consideradas para los derivados
monosacaridicos, que junto con los datos de RMN de protones y carbonos indican una
estructura quelatada con un puente de hidrégeno intramolecular para el grupo enamino
(ver apartados 3.1, 3.2 y 3.3).

Resonancia magnética nuclear ' H y andlisis conformacional.

Los espectros de los compuestos 93, 97-102, 104 y 105 se reproducen en las
figuras 52-62. Para todos los casos los valores de desplazamientos quimicos y constantes
de acoplamiento de los protones de los anillos de aziicar se recogen en las tablas 20, 21 y
22. Los datos del grupo enamino y otros sustituyentes se recogen en la parte experimental
apartado 4.5.

Los espectros se registraron en Cl3CD a 500 MHz para 93 y 96-105 y a 200
MHz para 94 y 95.

En todos los casos se observan las sefiales del grupo enamino, destacando la sefial
del NH a 6 9,28-9,69 ppm. Los valores de JNg,=cH Y de d, de esta sefial, son indicativos
de la existencia de un puente de hidrégeno intramolecular, al igual que se ha vista en los
apartados 3.1-3.4.

Como complemento al estudio estructural de 93, 95, 97, 99, 101 y 104 se han
sintetizado sus derivados acetilados (94, 96, 98, 100, 102 y 105).

El espectro de 'H-RMN del compuesto 93 (fig 52) aparece ampliado en la figura
y el espectro COSY en la figura 53. Localizando 1a sefial de NH en el espectro COSY, si
descendemos verticalmente desde la sefial de este prot6n hasta la diagonal,
horizontalmente y hacia la derecha de ella se correlaciona con H-1, haciendo lo mismo
con H-1 llegamos a H-3 y asf sucesivamente llegamos a asignar todos los protones de la



unidad de L-ramnosa. Andlogamente, localizando H-1" por correlacién asignamos las
sefiales correspondientes a la unidad de D-glucosa.

En el espectro de 94 se pudieron asignar todos los sefiales (tabla 20) por
experiencias de desacoplamiento homonuclear.

La posicién de 1a glicosidacién en 93 se confirma comparando los valores de
desplazamientos qufmicos para la resonancia de los protones libres antes y después de la
acetilacién. Se observa que los protones que mds varfan son : H-2 que pasa de 4,20 ppm a
5,40 ppm y H-4 que pasa de 3,64 ppm a 5,02 ppm. De esto se concluye, junto con los
datos de 13C-RMN, que 93 ticne libre las posiciones C-2 y C-4.

El disacdrido 95 se pudo asignar a 200 MHz (tabla 20) por experiencias de
desacoplamiento selectivo irradiando sobre NH, H-3, H-4, H-5 y H-6 en la unidad de L-
ramnosa y sobre H-1’, H-2’, H-3’ y H-5 en la unidad de D-glucosa.

El espectro del derivado acetilado 96 se registr6é a 500 MHz, asigndndose en base
a su espectro COSY (tabla 20). Los desplazamientos qufmicos de H-2 y H-3 a campo
m4s bajo, respecto al compuesto sin acetilar 95, confirman que 1a posicién glicosidada es
la C4.

Los disacdridos de L-fucopiranosilenamina 101 y 102 tienen los espectros que se
muestran en las figuras 59 y 60 respectivamente. En ambos casos el espectro COSY ha
permitido la asignacién inequfvoca de los protones (tabla 21). Comparando ambos
espectros, se observa una variacién de los desplazamientos quimicos de los protones H-2
y H-4, por ser C-3 1a posicion glicosidada.

En estos seis compuestos (93-96, 101 y 102) los protones de la unidad de D-
glucosa presentan sefiales que se diferencian poco de un compuesto a otro (tabla 20 y

21), estando de acuerdo con los valores descritos para compuestos relacionados.

La figura 54 muestra el espectro de protones del compuesto 97 en el que se pudo
asignar todas las sefiales en base a su espectro COSY (figura 55).

El espectro de protones del derivado acetilado 98 se pudo interpretar en base al
registro del espectro COSY que se muestra en la figura 56.

85



98

TABLA 20

Datos de desplazamientos quimicos 1H-RMN (8,ppm) de los compuestos 93-100

Gonp. Anlb2 H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b

93b A 4,62dd  4,20dd 3,56dd 3,64t 3,40dq 1,35d -

B 472 5,04dd 5,31t 502t 3,78ddd ¢— 4,30-4,08m ——
94¢ A 471dd 5,40dd 3,86dd 5,02t 3,51dq 1,31-1,25m -

B 461d 4,91dd ~—522-500m ——> 3,72-3,60m 4,31dd 4,31-4,15m
95¢ A 4,50dd 3,95dd 3,75-3,57Tm 344 3,38-3,27m 1,31d - )

B 4381d 4,83dd 5,16t 498t 3,75-357Tm «—4,20407Tm ——
96b A 473dd  5,384d 5,18dd 3,59 3,52m 1,35-1,25m -

B 4,68 4,96dd 517t 5,07t 3,76m e 427-418m ——
97b A 4,60dd 4,11dd 3,52dd 3,63t 341m 1,35d -

B  4,63d 5,24dd 5,06dd 5,40d 3,95dd e 427-4,16m ——o>
9gb A 4,70dd 5,53dd 3,88dd 5,06t 3,52m 1,33-1,20m -

B 4,59 5,09dd 494dd 5,35d 3,85-390m 4,254,11m 4,17dd
ggb A 459dd 4,11dd 3,53dd 3,61t 3,40m 1,20-1,10m -

B  4,65d 5,23dd 5,05dd 5,40d 3,96m 4,08dd 4,26-4,15m
1000 A 4,6dd 533-527m 493dd 3,52t 345m 1,10d -

B 4,55 5,07dd 498dd 5,32-5,27m 3,87t 4,17-4,10m 4,01dd

a Para 93-100 los anillos A y B son unidades de ramno(fuco) y gluco(galacto) respectivamente. En Cl3CD a: b
500 MHz, €200 MHz.
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TABLA 21

Datos de desplazamientos quimicos !H-RMN (8, ppm) de los compuestos 101-105

Comp. Anjlbz H-1 H-2 H-3 H4 H-5 H-6a H-6b
1018 A 432 3,82t 357dd ——387-360m——  1,30d

B 4,65 5,00t 5,26t 504t 387-3,60m «—4,17-4,07Tm ——>
1028 A 446t 5,14t 401dd 5,27dd 3,78dc 1,19d .

B 4654  4,88dd 5.17t 514t 370dc 4,35dd 4,08dd
103> A 470dd 361t e—— 373366m— > 121-1,39m -

B 460d  506dd 5,25t 510t 383-380m «—430-4,10m——>
1046 A 451da 4314,10m  3494d 343t 3,36m 1,35d -

B 493d  530dd  50550lm  542d 398t  e—4314,10m——>

C 4694 518dd  505-50lm  537d 3,38t 4,31dd 4,12dd
1055 A 453a 435420m  374dd 4,80t 34Tm 1,23 -

B 4954  535dd 506dd  543-542m 396-391m  4,35420m  4,06dd

C 467d  517dd 502dd  543-542m  396-391m 4.35420m  4,17dd

ab, ¢ Ver tabla 20



TABLA 22

Datos de constantes de acoplamiento (J, Hz) para los compuestos 93-105

Comp.  Anillo® J12 J23 J34 Jas Js6  Jsea-  Jesb
93 b A <1 1.7 9.6 9.6 6.1 - -
B 7.9 9.3 9.3 9.3 2.5 6.4 -
94¢ A <1 2.9 10.1 10.1 6.4 -
B 8.3 9.6 9.6 9.6 2.4 - 129
95¢ A <1 1.7 8.6 8.6 6.5 -
B 8.0 9.7 9.7 9.7 - - -
96b A <1 33 94 94 - - -
B 8.1 9.6 9.6 9.6 - - -
97b A <1 3.0 9.3 9.3 6.1 - -
B 1.5 109 34 0.0 - - -
98b A <1 3.2 9.3 9.3 - - .
B 7.9 10.5 3.0 0.0 - - 114
99b A <1 3.1 9.2 92 - - -
B 7.8 104 34 0.0 52 - 11.5
1000 A <1 - 9.5 9.5 5.8 - -
B 8.0 10.5 3.2 - - 7.3 11.3
101¢ A 8.0 8.0 33 - 71 - -
B 8.0 9.2 9.2 9.2 - - -
1020 A 9.5 9.5 2.9 0.8 6.0 - -
B 1.5 9.1 9.1 9.1 4.3 24 124

103b A 9.0 9.0 - - .
B 8,5 9,6 9,6 9,6 - - -
104t A 20 2.2 9,3 9,0 59 - -
B 7,8 10,3 3,2 0 7.1 7,1 -
C 7.6 10,3 2,7 0 72 72 114
10sb A *0 2,8 9,6 9,6 6,1 - -
B 7.8 10,6 35 0 - 6,7 12,2
C 79 10,5 3,3 0 - 6,1 114

3 Ver tabla 20 ® En Cl3CD, 500 MHz. ¢ En C13CD, 200 MHz.
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Al igual que en los casos anteriores, los valores de desplazamientos quimicos de
las sefiales de los protones de 1a unidad de L-ramnosa en 97 y 98 confirman la posicién
de la glicosidacioén.

El disacdrido 99 tiene el espectro mostrado en la figura 57. En este espectro se
pudieron asignar todas las sefiales de protones excepto H-6 de la unidad de L-ramnosa
por coincidir, en desplazamiento quimico, con la sefial de metilo del grupo enamino. El
espectro COSY realizado a 500 MHz pemmiti6 asignar todas las sefiales que aparecen.

Para el derivado acetilado 100 el espectro COSY (figura 58) permitié asignar
todos los protones. Nuevamente la comparacién de 99 y 100 confirma la estructura

En estos dltimos cuatro compuestos (93-105) los valores de desplazamientos
quimicos de los protones de la unidad de D-galactosa son muy parecidos y coinciden con
los valores descritos para este tipo de compuestos.

La figura 61 muestra dos ampliaciones del espectro de !H-RMN del trisacrido
104. Las sefiales de los protones de los anillos de aziicar se pudieron asignar por
experiencias COSY. En la figura 62 se muestra el espectro COSY del derivado acetilado
105. Comparando el desplazamiento quimico de H-4 en ambos compuestos se determina
las posiciones de glicosidacion, posteriormente confirmada por datos de !13C-RMN.

Los valores de las constantes de acoplamiento vecinales (tabla 22) de estos
compuestos (93-105), muestran que la conformacién predominante en solucién
cloroférmica es la 4Cy(D) para las unidades de D-glucosa o D-galactosa y 1Cy4 para las
unidades de L-ramno o L-fucopiranosilamina.

Resonancia magnética nuclear de 13C.

La tabla 23 muestra las asignaciones de los carbonos del anillo de azicar de los
espectros de 13C-RMN de los compuestos 93-105 algunos de los cuales, se muestran en
las figuras 63-70, las demds asignaciones se recogen en la parte experimental.

89



Las asignaciones se hicieron en base a sus espectros APT y por comparacién con
compuestos andlogos.

Los espectros de estos compuéstos se registraron en Cl3CD a 50,3 MHz para 93-
96 y 101, a 75,4 MHz para 97, 98, 100, 103 y 104 y a 125,7 MHz para 99 y 102.

Al igual que en los apartados 3.1-3.4, en todos los compuestos, se asignan las
seflales corespondientes al grupo enamino destacando la presencia de una sefial para un
carbono de carbonilo a campo més bajo que los demds (& 167,6-168,4 ppm), lo que de
nuevo nos confirma el puente de hir6geno intramolecular. También son comunes las
sefiales de los carbonos de los grupos acetilo.

Para todos los compuestos se observan que los valores de & en los distintos
carbonos del anillo de 1a unidad de D-gluco o D-galacto son muy semejantes y estdn de
acuerdo con los datos publicados para compuestos an4logos.

Los carbonos de la unidad de L-ramnosa o L-fucosa se han asignados por
experiencias de APT y comparandolos con otros espectros realizados, como por ejemplo
el de 73 y 89. Las posiciones de glicosidacién se confirman al compobar que los
desplazamientos qufmicos de los carbonos C-3 en 93,95 y 103, C-4 en 95y 99, C-2 en
103 y C-2 y C-3 en 104 aumentan entre 10-12 ppm, con respecto a los mismos dtomos de
carbono de los productos de partida respectivos.

Espectrometria de masas.

Los espectros de masas de estas sustancias obtenidos por FAB estén recogidos en
la parte experimental apartado 4.5. Las muestras se disolvieron en metanol, se salinizaron
con yoduro sédico. En todos los casos se observa el i6n (M+Na)* como una de las
sefiales principales del espectro.

En los espectros de impacto electrénico de los derivados acetilados destacan: el
pico. molecular, el pico a m/z 331 correspondiente al grupo tetra-O-acetil-D-
gluco(galacto)pirandsilo y los picos A, B, C, D y E de la fragmentacién ya descrita para
el grupo enamino (ver esquema 1).



Los espectros de impacto electrénico de alta resolucién de los derivados 94,96,
98, 100, 102 y 105 dan la composicién del i6n molecular con una desviacién de la masa
del peso molecular calculado menor a 5,0 ppm.

TABLA 23

Datos de desplazamientos quimicos de 13C-RMN (8,ppm) para los compuestos 93-104

Comp.  Anillo? C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
93d A 85,2 69,1 84,4 69,9 72,0 174
B 101,1 71,3 73,2 68,2 72,0 61,8

94d A 84,3 70,6 759 71,9 71,7 17,2
B 100,6 70,1 72,3 68,0 71,6 609

95d A 85,3 719 73,3 80,8 71,6 17,5
B 101,0 704 72,6 68,2 71,8 619

964 A 84,0 732 69,7 75,8 72,1 17,6
B 100,6 710 72,6 68,5 714 619

97¢ A 85,1 69,1 84,6 71,2 73,6 174
B 101,6 689 70,0 66,6 70,2 61,4

98¢ A 84,5 719 75,7 72,1 72,0 17,2
B 101,1 68,6 70,6 66,6 70,8 60,8

99b A 85,1 71,2 73,1 84,6 70,2 174
B 101,6 689 69,9 66,6 70,1 614

100¢ A 84,0 73,2 69,6 75,6 72,7 17,7
B 101,9 68,6 70,3 66,7 70,8 609

1014 A 88,0 69,0 85,6 71,3 72,0 16,1
B 100,9 70,1 72,1 68,2 72,0 619

1020 A 87,3 69,2¢ 76,2 69,0 71,4 16,2
B 98,5 71,1 72,8 67,8 71,7 61,7

103¢ A 88,6 829 714 72,4 72,2 16,2
B 101,9 71,2 734 679 71,9 614

104¢ A 85,6 84,7 84,8 70,9 73,7 17,5
B 101,2 694 70,7 66,7 70,6 61,3

C 1031 68,8 70,7 66,5 70,6 61,1

a Ver tabla de H. En CI3CD a: b 125,7 MHz, ¢ 75,4 MHz, ¢ 50,3 MHz. © Inter-
cambiables
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2.3.6. Isotiocianatos y tioureas (106-109).

Las estructuras de los derivados 106-109 se han asignado en base a sus datos de
andlisis elemental, UV, IR, RMN y EM.

Ry Ry Ph
Me fo} N N/\r(
R; OBz Ry R4M H H o
OBz
R
Rj 2

106 107 108 109
Ri H OBz Ri H OBz
R, OBz H R, OBz H
Rz H OBz R3 H OBz
Ry OBz H Ry OBz H

Ultravioleta e infrarrojo.

Los valores de 1os mdximos de absorcién en el UV de estos derivados (apartado
4.5) estdn de acuerdo con datos descritos para compustos similares.

Los datos de las frecuencias en el IR se recogen en el apartado 4.5. La banda més
caracterfstica para los isotiocianatos 106 y 107 es la correspondiente a la vibracién de
tensién del grupo N=C=S a 2020-2025 c¢m-!. Por otro lado, para las tiourcas 108 y 109
destaca la banda de vibracién de tensién vy a 3347 3343 cm-! y las bandas de vibracién
de tensi6n del grupo C=S a 1263 y 1263 cm-L.
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Resonancia magnética nuclear de ! H y andlisis conformacional.

Los espectros de los compuestos 106-107 se recogen en las figuras 71y 72 y los
valores de desplazamientos qufmicos y constantes de acoplamiento de los protones del
anillo de azicar, de 106-109, en la tabla 24 y 25. Los datos del resto de las sefiales se
recogen en la parte experiemntal apartado 4.5.

En todos los casos los espectros se registraron en Cl3CD a 200 MHz, excepto
para 109 que se registr6 a 500 MHz.

En todos los casos las sefiales de los protones del anillo de azicar se asignaron
por experiencias de desacoplamiento selectivo y por comparacién con otros derivados de
L-ramnosa y L-fucosa ya estudiados (tablas 7, 8, 11 y 12).

Los espectros de las tioureas 108 y 109 presentan como principal caracteristica -
una sefial a 3 4,98-5,02 ppm correspondiente al CH, del grupo fenacilglicosiltiourea.

TABLA 24

Datos de desplazamientos quimicos !H-RMN (8, ppm) de los compuestos 106-109

Comp H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
1062 5,20dd 5,95dd 5,53dd 5,61t 3,91de 1.46d
1072 5,31d 5,86dd 5,56dd 5,74dd 4,15dc 1,37d
1082 6,15sa 597m —1559-574m —— - 4,12m 1,48d
1090 5,78-5.82m 5,68t ———578582m——  4.33dc 1,44d

a En Cl3CD, 200 MHz. b En CI3CD, 500 MHz.

Los valores de las constantes de acoplamiento vecinales (tabla 25), como en los
apartados 3.1, 3.2 y 3.5, muestran que la conformacién predominante en solucién
cloroférmica es 4Cj.



TABLA 25

Datos de constantes de acoplamiento (J, Hz) para los compuestos 106-109

Comp J12 J23 J34 Jus Js6
1062 13 3,1 9,3 93 6,15
1092 - - - - 6,0
1072 8,5 10,6 35 09 6,5
109® 93 9,3 - - 6,25

a En CI3CD, 200 MHz. b En C15CD, 500 MHz
Resonancia magnética nuclear 13C.

La tabla 26 muestra algunas de las asignaciones de las sefiales de carbonos de los
derivados 106-109, el resto de las sefiales se recogen en la parte experimental apartado
4.5.

Los espectros se registraron én Cl3CD a 50,3 MHz para los compuestos 106 y
108 y a 75,4 MHz para los compuestos 107 y 109.

Los desplazamientos quimicos de los carbonos del anillo de azicar para estos
compuestos estdn de acuerdo con los obtenidos para otros derivados de L-ramnosa y L-
fucosa (ver tablas 10 y 13). Las asignaciones se hicieron en base a sus espectros APT®y,
en el caso de 108, por heterocorrelacién (figura 76).

Los isotiocianatos 106 y 107 (figuras 73 y 74) presentan como principal
caracterfstica la sefial a 8 144 ppm correspondiente al grupo NCS.
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Las tioureas 108 y 109 (figuras 75, 76 y 77) presentan las sefiales del grupo
fenacilglicosiltiourea que a continuaci6n se detallan: & (CHz) = 53,0, S(CS)~1825yd
(CO) = 194,0 ppm.

TABLA 26

Datos de desplazamientos quimicos de 13C-RMN (8, ppm) para los compuestos106-109

Comp. C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 NCS C=S

1062 828 699 71394  704¢ 731 17,5 1454 -
1082 81,2 70,1 71,19 7194 72,4 17,7 - 1823
107b 84,1 69,9 71,7 70,5 72,1 16,1 143,7 -

109¢ 83,1 69,5 71,3 71,0 71,6 16,2 - 1828

En CI3CD a :2 50,3 MHz, b 75,4 MHz, ¢ 124,7 MHz. 4 Intercambiables



Espectrometria de masas.

Los picos m4s significativos de los espectros de masas (EI) de los compuestos
estudiados en este capftulo, junto con sus asignaciones ¢ intensidades, est4n recogidos en
la parte experimental.

El espectro de masas EI para los derivados 106 y 107 presenta el pico a m/z 459
correspondiente a la pérdida del grupo NCS en el i6n molecular como ocurre en otros
isotiocianatos relacionados?’.
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3. SINTESIS DE LIPOOLIGOSACARIDOS

3.1. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA



Las bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico, en simbiosis con ciertas plantas
leguminosas poseen toda la informacién genética necesaria para, en conjuncién con la
planta, desarrollar la formacién de unas estructuras especializadas llamadas nédulos.
Dentro de los nédulos, el nitrégeno atmosférico es reducido a amonio y en esta forma
asimilado por la planta. A lo largo del proceso de infeccién de las leguminosas por las
bacterias del género Rhizobium, se establece un continuo intercambio de sefiales que, si
son adecuadas, llevarin al establecimiento de la simbiosis funcional. Esta simbiosis es
especifica en el sentido de que una determinada especie de leguminosa es nodulada por
su rhizobio especifico?. El reconocimiento especifico viene determinado por moléculas
sefiales producidas por la planta, flavonoides o isoflavonoides, que son reconocidos por
la bacteria que a su vez y en respuesta, sintetiza y secreta una molécula glicolipidica,
conocida como factor Nod, que es reconocida por la correspondiente leguminosa
hospedadora. Esta molécula glicolipfdica se ha podido demostrar que induce la mayorfa
de los procesos de la infecci6n.

En 1990 P. Lerouge y cols.’ aislaron y estudiaron la estructura del primer factor
Nod —Nod-Rm— 110 secretado por el Rhizobium meliloti : un lipooligosacérido sulfatado
de N-acetil-D-glucosamina con estructura tri o tetrasacéridica en donde el grupo sulfato
se encuentra en la posicién C-6 del extremo reductor y la cadena grasa en forma de
amida, en el extremo no reductor. Posteriormente se determinaron las estructuras de otros
factores Nod observandose que el esqueleto de oligosacdrido posee una gran variedad de
sustituyentes. Asf por ejemplo, 1a molécula 111, secretada por Rhizobium leguminosarum
con estructura tetra o pentasacarfdica, posee en el extremo no reductor del oligosacérido,
un grupo acetato en la posicién C-6 y una amida grasa en la posicién C-2, que puede
presentar dos tipos de cadenas lipidicas. La molécula 112, secretada por Bradyrhizobium
Japonicum presenta estructura tetrasacdridica y estd o-fucosilada en la posicién C-6 del
extremo reductor.
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HO (0] OHO o (0}
HO ) HO OH
NH NHAc

110 R =C18:2(tans, cis-A2,9); R; =803 R;=H;n=263

111 R =C18:4(A2,4,6,11) 6 R = C18:1(cis-Al1); Ry =H; Rp=Ac;n=263
OH

o}
112 R=C18:1(cis-All); R = f/oéml ; Ro=H;n=263
3

La importante accién de estas moléculas, su papel especifico y la escasez natural
hace que haya despertado un gran interés su sfntesis quimica. La primera sintesis total de
un factor-Nod fue realizada por K. C. Nicolaou y cols.%4 en 1992. Estos autores
abordaron la sintesis de 1a molécula sefial secretada por Rhizobium meliloti en una
secuencia lineal, segin las desconexiones sefialadas en la molécula 110, desconexiones
que en sus puntos finales nos llevan a los glicosil donadores 113, 114 y los glicosil
aceptores 115.
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: NHA

&, T ﬁ 2 c

o @/f w
110 R = C16:2(trans, cis-A2.9)

JJ

OTBDMS OMP
PMBO BnO
NPhth NPhth NPhth
113 114 115

Un afio més tarde Y-Z. Hui y cols.55 publican la sintesis total de esta misma
molécula sefial segtin una secuencia convergente, que les lleva en las primeras etapas, a
1a utilizacién de los glicosil aceptores 116 y 117 y glicosil donadores 118.

OBn OPiv OBn
AN °
HO BnO
Bn(’)% All BnO OBn [i3n0
NPhth NPhth N3 o
3
116 117 3 X
118 T

En 1994, T. Ogawa y cols.56 publican la sintesis total del factor Nod 112
secretado por Bradyrhizobium japonicum aplicando una ruta sintética convergente,
empleando en sus primeros pasos los sintones 119, 120 y 121.
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AcO HO 0
NPhth NPhth NPhth
119 120 121

104



3.2. NUEVOS METODOS DE GLICOSIDACION APLICA-
DOS A LA SINTESIS DE PRODUCTOS NATURALES

105



Los métodos y las estrategias en la sfntesis total de oligosacdridos complejos han
adquirido en la Gltima década un marcado avance como consecuencia del estudio del
papel biolégico de la parte de carbohidrato componente de las glicoproteinas y
glicolfpidos. Las unidades de oligo- y polisacdridos poseen una gran capacidad de
informacién debido no s6lo a la secuencia de unidades bdsicas sino también por la
localizacién de los enlaces glicosidicos y la configuracién de los mismos.

El primer método de glicisidacién util en sintesis de oligosacaridos fue
introducido en 1901 por Koenigs-Knorr87, siendo los glicosil donadores bromuros y
cloruros de glicosilo. Estas reacciones estdn promovidas por una gran variedad de sales
de metales pesados principalmente de plata o mercurio.

En relacién con el control de la estereoquimica existen tres aproximaciones
bésicas: el método de asistencia de grupo vecino, que promueve la formacion de 1,2-
trans-glic6sidos tales como glic6sidos tipo P-gluco o o-mano, el método de
anomerizacion in situ68 para la sfntesis de glic6sidos tipo a~gluco y o-mano y el método
de catdlisis heterogénea? para la preparacién de o-mano glicésidos.

Si bien el método de Koenigs-Knorr ha sido muy utilizado para la sintesis de
oligosacdridos de gran tamafio, actualmente se han desarrollado otros procedimientos. En
este sentido en 1981 T. Mukaiyama y cols.”C introdujeron el uso de fluoruros de glicosilo
convenientemente activados, con el complejo SnCl;-AgClO4. Después de este avance
~ incial, K. C. Nicolaou y cols.”! lo aplicaron extensamente en la sfntesis de productos
naturales, y adem4s desarrollaron la preparacién de estos glicosil fluoruros a partir de los
correspondientes tioglicésidos.

Una de las principales ventajas del uso de estos glicosil fluoruros es su alta
estabilidad tanto quimica como térmica comparada con otros haluros de glicosilo. Esta
propiedad hace que hayan sido utilizados por varios autores en sintesis de oligosacaridos
complejos y que se haya investigado el uso de distintos promotores. Asf por ejemplo, T.
Mukaiyama y cols.”2 entre otros, usan como promotor SnCly-TrCl0Oy. J. Thiem y cols.”3
emplean TiF4 y SnFy4, mientras que el complejo de CpoMCly-AgX (M=Zr; Hf y X=
Cl0y47; TfO") fue empleado por K.Sukuki’ y K. C. Nicolaou”5

Los tioglicésidos también han sido utilizados como sintones en sintesis de
oligosacdridos de gran tamafio. A pesar de su alta estabilidad, en presencia de grupos que
tengan afinidad por el azufre se convierten en buenos glicosil donadores por formacién
de un intermedio muy reactivo.
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En 1973 R. J. Ferrier y cols.”6 introdujeron su uso promovidos por sales de
mercurio. A partir de esta fecha, se han empleado como promotores otras sales metélicas.
como por ejemplo PhHgOTT introducido en 1983 P. J. Garegg y cols.””. Posteriormente
se han empleado otros grupos que presentan afinidad por el azufre como hal6genos (Bra
y AgOT{-Br) y en 1983, K. C. Nicolaou y cols.”8 fueron los primeros que utilizaron
NBS como promotor para fenil tioglicosidos.

En relacién con este tipo de promotores, €l grupo de B. Fraiser-Reid”? y el de J.
H. van Boom39, independiente pero simultancamente, encontraron que metil y etil
tioglicésidos desarmados podfan ser activados por promotores més reactivos como NIS-
TfOH.

El concepto de “armado-desarmado” fue empleado por primera vez en 1988 por
B. Fraiser-Reid y cols.% aplicado a los 4-pentenil glicésidos. Encontraron que glicosil
donadores con grupos electrén atrayentes en posicion C-2, como el aciloxi, eran menos
reactivos que los correspondientes glicosil donadores con grupos bencilos en la misma
posicion. El glicosil donador més reactivo o activado se denomina “azicar armado” y el
desactivado , menos reactivo, azicar desarmado”. J. H. van Boom y cols.8! emplearon
este concepto en reacciones de glicosidacion usando tioglicésidos y IDCP como
promotores y concluyeron que el uso de IDCP como promotor era apropiado en
reacciones selectivas de glicosidacién de un azicar armado y un tioazicar desarmado.

Como promotores de alquiltioglic6sidos se han utilizado agentes metilantes como
Mel y MeSOTY.

Las glicosidaciones mediadas por tricloroacetimidatos fueron desarrolladas por
R. R. Schmidt y cols.82 en 1980 como un método alternativo al procedimiento cldsico de
Koenigs-Knorr. Los tricloroacetimidatos se sintetizan f4cilmente a partir de los
correspondientes azicares hemiacetdlicos por tratamiento con CI3CCN y bases como
K2COs3, NaH o DBU. La reaccién de glicosidacion se lleva a cabo en condiciones suaves
en presencia de cantidades catalfticas de dcidos de Lewis como BF3-Et20 TMSOTT.

Estos glicosil donadores han sido muy utilizados en la sintesis de productos
naturales. Asf por ejemplo, R. R. Schmidt®3 los ha empleado en la sintesis de
glicoesfingolfpidos, T. Ogawad4 en la sintesis de gangliésidos y K. C. Nicolaou85 en la
sfntesis de amphotericin B.
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El estudio de la formacién de enlace de amida tiene un amplio campo de
aplicacién en la sfntesis de productos de importancia biolégica como son los
neoglicoconjugados, lipopolisacdridos o glicolipidos.

En general el acoplamiento entre un compuesto carboxflico y una amina requiere
la presencia de un reactivo que transforma el compuesto carboxilico en un intermedio
reactivo que facilita la reaccién.

Existe una gran variedad de métodos segiin el reactivo empleado. Asi por
ejemplo, el uso de carbodiimidas como la 3-(dimetilaminopropil)-1-etilcarbodimida
(DAEC)86, 1a N,N -diciclohexilcarbodimida (DCC)87 o la 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodimida (EDCI)88, activan la reaccién por formacién de un éster
reactivo que en presencia de un grupo amino se acopla preferentemente con €l

El tratamiento del derivado carboxilico con cloroformiato de isobutilo89 o
N,H,4-H,0O/HONOS! promueve la formacién de un anhidrido mixto o un acil-azido
respectivamente, que reacciona ficilmente con el compuesto amino.

Otro forma de activar la formacién del enlace amido es haciendo reaccionar el
grupo carboxflico con una sal de oxaziolidina (N-etil-5-fenilisoxazolidina 3’-sulfonato92)
dando un enol-éster activado, que reacciona selectivamente con el grupo amino.

Para el caso concreto de sintesis de lipopolisacdridos, en donde se forma un
enlace de amida entre un 4cido carboxilico de cadena grasa y un grupo amino derivado
de azicar, existen antecedentes del uso de derivados de 4cidos grasos activados. Asi por
ejemplo, autores como T. Ogawa®6, y-Z Hui®5 y K. C. Nicolaou®4 han empleado
derivados de N-hidroxisuccinimida, 3-aciltioazolidina-2-tiona y de 2-acil-1-
metilpiridinio.
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3.4. MOLECULAS OBJETIVO Y RETROSINTESIS
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Como se ha expuesto en la introduccién la sintesis de andlogos de factores Nod
tiene un gran interés ya que el estudio de su actividad biolégica permitird elucidar qué
grupos funcionales tienen una participacién activa en el proceso simbidtico.

En esta tesis se ha abordado la sfntesis de andlogos con estructura tetrasacaridica
122 en donde las dos unidades de D-glucosamina centrales se han sustituido por una de
celobiosa, 1o que supone una ventaja desde el punto de vista sfntetico por incorporar en
un bloque dos unidades de glucosa.

OH OH OH NHAc
HO’&/ HO o o HO OH
0 (0]

NH OH oH
0= OH
R

122 R =Cl18:1(cis-All)

Ademis con el fin de estudiar la disposicién relativa de la cadena lipfdica con
respecto al resto de azdcar hemos sintetizado los trisac4ridos 123 y 124 en donde s6lo
hay una funcién amino y se ha hecho su estudio conformacional.

OH OH
0 .
HO d HO OH
NH OH
R

123 R =Cl18:1(cis-Al1)

124 R = C18:2(trans, cis-A2,9)
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A la hora de abordar la sfntesis tendremos que tener en cuenta que la magnitud de
estas moléculas con tres y cuatros unidades de azicar y la multifuncionalidad que
presentan (con dtomos de N y S, dobles enlaces y los propios hidroxilos del aztcar)
exigen un cuidadoso disefio y delicada ejecucién de 1a estrategia sintética.

Si usamos como bloque para la sintesis una unidad de celobiosa, los puntos
claves en el andlisis retrosintético son las dos desconexiones que implican reacciones de
glicosidacién B(1—4), que nos lleva a un glicosil aceptor y a un glicosil donador
derivado de D-glucosamina, que tendrian que acoplarse con una unidad de celobiosa
convenientemente protegida.

[ dadadiidialindh i % ittt aiiedinb i "
OH E OH OH E NHAc
HO O | HO O ) HO OH
' 0O (0] 156
HO : - W HO ' 0
o =<NH .: ol OH E OH
R L ecscmmmeesmsscce—mmmemem—em—e—- a4
. OR
. /\/Q/ X RO OR'
NPr NPr
GLICOSIL DONADOR GLICOSIL ACEPTOR
0}
O/V
HO /_/_/\7\,‘\0 e A/X
BLOQUE DE CELOBIOSA
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Aplicando esta estrategia de retrosfntesis a 1a molécula objetivo 122 resulta el
siguiente esquema:

122 R = C18:1(cis-All)

|
Ho%&/ ”3%’7\ ﬁ/ wﬁw

NR'R?

133 R! = H; R? = CO- C18:1(cis-Al1)

132 R'=R?=H
Ohe NHA
(o]
Acofév\/ Rg%@\ ’ég/ ‘?7\05"’
NPhth
131 R=H
130 R=Bn

OAc U
NHAc

OBn
O BnO
AcoA{Oa/OYNH + HO%%nO wOMP
NPhth oBn
12

ccl,
128 9

OAc
NPhth
U OBn

AcO (o]
AcO /ég, + H%n’o&A/OMP
NPhth

7
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La desconexién en la posici6n indicada en 131 nos lleva al glicosil donador 128 y
al trisacdrido glicosil aceptor 129, que proviene del feniltiocelobi6sido 125 y del aceptor
7 derivado de D-glucosamina.

Andlogamente para las moléculas con estructura trisacdridica 123 y 124, una

desconexién en la posicién indicada en 137 nos lleva al glicosil donador 128 derivado de
D-glucosamina y al aceptor 136 derivado de celobiosa.

OH OH
HO 0\%/37\ HO —~OH
o™ oH OH

R 124 R = C18:2 (trans, cis-A2.9)
123 R = C18:1(cis-Al1)

OH OH
OH
o Ho o)
HO%o 0\%?\ %o MP
NR'R? - OH

141 R! =H; R? = CO-C18:2(trans, cis-A2,9)
140 R!=H; R?= CO- C18:1(cis-Al1)
139 R'=R?=H

I

OAc ‘ OR
OR
e} RO o
ACO@O% RO MP
OR
NPhth oR
138 R=H
137 R=Bn
OAc U OBn
ACO{O%OYNH + HO J %o P
NPhth OBn
CCly OBn

128 136
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Para la sintesis de estas moléculas tendremos que construir derivados de mono y
oligosacéridos convenientemente protegidos que permitan acceder facilmente a los
sintones anteriormente mencionados.

En lo que se refiere a los grupos protectores se ha elegido el grupo p-metoxifenilo
para la posicién anomérica porque, adn siendo aparentemente simple, confiere un grado
importante de flexibilidad en el esquema general de sintesis. Por un lado permite su
desproteccién en condiciones que no afectan ni a los enlaces glicosfdicos ni a otros
grupos presentes en la molécula y por otro lado, es estable bajo un amplio rango de
condiciones de reaccién (hidrogen6lisis, hidrazin6lisis y los 4cidos de Lewis empleados
en reacciones de bencilidenacién y de glicosidacion), condiciones que no hubieran
resistido otros grupos protectores como OAll, OTBDMS, OB, etc.

La posicién C-4 del compuesto 7 es muy poco reactiva®2 sobre todo cuando el
anillo se encuentra en conformaci6n #C;. Esta baja reactividad requiere una cuidadosa
eleccién de los grupos protectores de 1a funcién amino y de los grupos hidroxilicos que,
en general, no deberan ser electrén atrayentes.

En base a esto y a otras consideraciones que expondremos en el apartado 3.6
hemos escogido el grupo NPhth como protector de la funcién amino y al Bn para los
posiciones C-3 y C-6. Andlogamente para los glicosil aceptores 129 y 136 se escoge
también el grupo Bn.

Con el fin de controlar la diastereoselectividad en las reacciones de glicosidacion,
se han elegido glicosil donadores con grupos vecino participante que favorecen la
formacién de 1,2-trans-glic6sidos como son el grupo NPhth en 128 y el OAc en el
tiofenilglicésido 125.

Por otra parte 1a presencia en 122 de dos funciones amino diferentemente
sustituidas exige escoger un momento determinado en 1a ruta sintética (antes de la
segunda glicosidacién) para la conversién del grupo NPhth, de la unidad de D-
glucosamina del extremo reductor en NHAc.

Por ultimo destacar que, 1a existencia de una amida grasa insaturada requiere la
eliminacidn de los grupos bencilos antes de 1a introduccién de la cadena lipidica.
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3.5. PREPARACION DE GLICOSIL ACEPTORES
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3.5.1 Sintesis del glicosil aceptor 7.

Como se ha destacado anteriormente, la baja reactividad de la posicion C-4 en
derivados de D-glucosamina®2 condiciona la eleccién de los grupos protectores.

Recientemente P. Boullanger y cols.?3 han estudiado la influencia del grupo
protector del nitr6geno sobre la reactividad relativa de glicosil aceptores derivados de D-
glucosamina en recciones de glicosidacién B(1—4). De este estudio se deduce que son
los derivados de 2-ftalimido-D-glucosamina y 2-azido-D-glucosamina los sintones que
originan reacciones con mejores rendimientos.

Existen en la bibliograffa otros muchos ejemplos de glicosil aceptores derivados
de 2-ftalimido-D-glucosamina como de 2-azido-D-glucosamina.

Asf T. Ogawa y cols!6 han empleado el p-metoxifenil 3,6-di-O-bencil-2-desoxi-
2-ftalimido-B-D-glucopiranésido (7) como glicosil aceptor en la siguiente reaccion:

AcO OAll OBn
4 Ho%ow
AlIO + BnO et
AcO
a1 7
AgTfO en (CICH3),
91%
AcO _OAl

NPhth
O, BnO OMP
AllO o d
OAc
OBn

123



Como ejemplo del uso de glicosil aceptores derivados de 2-azido-D-glucosamina
destacan los trabajos realizados por R. R. Schmidt y cols.%4,

OBn _OBn
BnO 0 HO 0
BnO . + Me\ro OTBMS
N
Nsochh COOMe ’
NH
BF;0E, en Cl,CH,
70%
OBn

BnO Ns o o

Bno% o OTBMS
T N3

OBn

COOMe

La preparacion de los 2-azido-2-desoxi derivados se aborda tanto por reacciones
de azidonitracién como de yodociclacién. A. Vasella y cols.95 han preparado derivados
de este tipo partiendo de tri-O-bencil-D-glucal y tri-O-bencil-D-galactal por reaccién de
azidonitracion por tratamiento con NaN3 y CAN en acetonitrilo, 10s resultados se recogen
enla Tabla 27.

TABLA 27

Producto de partida Productos aislados y rendimientos (%)

Tri-O-bencil-D-galactal  a-D-Galacto-azido (48-51) B-D-Galacto-azido (6-8)

Tri-O-bencil-D-glucal  o-D-Gluco-azido  B-D-Gluco-azido  o-D-Mano-azido
33) (13) (13)
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OBn BnO _OBn

BnO
o NalNy, CAN ﬁ
BnO _ BnO NO,

OBn OBn

BnO N,
o T é@ AN
" - BnO NO, BnO
N

3 NO,

J. M. Beau y cols%, han preparado derivados de 2-azido-2-desoxi-B-D-
glucopiranosas por reaccion de yodociclacién a partir de D-glucal en dos pasos [(i) 6xido
de bis-tributilestafio, I en acetonitrilo; (ii) NaN, en DMF-agua] para dar 1,6-anhidro-2-
azido-2-desoxi-B-D-glucopiranosa.

OH OH

m\é/o (@, (i) ~o
HO
—

OH

La preparacién de derivados de 2-desoxi-2-ftalimido-D-glucopiranosa se ha
abordado por tratamiento de la D-glucosamina libre con anhidrido ftélico y posterior
acetilacién (ver apartado 4.4).
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En cuanto a la proteccién de los grupos hidroxilos, R. R. Schmidt y cols.?4 han
estudiado la influencia que tiene el grupo protector del hidroxilo en posicién C-6 sobre la
reactividad de la posicién C-4 (ver tabla 28), llegando a la conclusién que grupos
electrén atrayentes y/o voluminosos no son adecuados para la proteccién de dichas
posiciones. Por ello se ha elegido al grupo bencilo como protector de las funciones

hidroxilicas en los glicosil aceptores 7, 129 y 136.

OBn

BnO 0
BnO

N3o

\[fcch

NH

Glicosil donador

OR

HO 0
Mo O OTBMS

T Ns

COOMe

Glicosil aceptor

TABLA 28
Glicosii{aceptor Catalizador Resultados glicosidacicgn%
TBDMS BF3-EtO bajo bajo
Bz TMSOTf 8 -
Bn BF3-EtO 70 -

La sintesis de 7 se ha realizado por bencilacién regioselectiva via estannileno a
partir del p-metoxifenil B-D-glucopiranésido (75) (ver apartado 2.2.1) con excelentes

resultados.

OH
HO G

» BnBr, Sn(Bu,0),

HO 0

NPhth BuyNBr, en CH3CN

75

126

OBn

HO 0
BnO OMP
NPhth
7



3.5.2 Sintesis del glicosil aceptor 136.

La obtencién de 136 se ha efectuado a partir del 4,6-bencilidén derivado 135, por
reduccion regioselectiva por tratamiento con cianoborohidruro sédico con un rendimiento
del 60%. El compuesto 135 a su vez se ha obtenido a partir de celobiosa peracetilada, via
134, en cuatro etapas [(i) p-PhOCH3, TMSOTT, Cl;CHj, 60%; (ii) MeONa/MeOH; (iii)
bencilidenacién: PhCHO, ZnCly, 95%; (iv) bencilacién transferencia de fase®>: BnBr,
NaOH, BuyNHSO4, DMF, BulOH, 65%)].

OAc
OAc
AcO (0] éco OAc
AcO o
OA
¢ OAc

i) p-Metoxifenol, TMSOTf, Cl,CHy; 60%
ii) MeONa/MeOH; iii)PhCHO, ZnCly;

Ph/VO (0] HO OH OMP
0 o
HO \W
OH
OH
134

BnBr, NaOH, BuyNHSOy,
DMF, Bu'OH; 65%

Ph/VOO 0 BuO OBn_ vip
BnO Y \%
OBn OBA
135
NaCNBHj;, HCl/éter, THF; 60%

OBn
O  BnO OBn . omp
HO o
BnO )
OBn
OBn
136
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Hay que destacar que en la sfntesis del p-metoxifenil 2,3,6,2°,3’,4°,6’-hepta-O-
acetil-celobidsido se produce una mezcla de an6meros que no se¢ pudo separar por
cromatograffca en columna sobre gel de sflice. Las etapas subsiguientes del esquema de
sfntesis se realizan con mezclas de anémeros. La proporcién o/f en las mezclas se
determina en los espectros de |H-RMN, por comparacion de las integrales relativas de los
protones H-1o y H-1PB (ver apartado 3.10).
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3.5.3 Sintesis del glicosil aceptor 129.

Para la sintesis del glicosil aceptor 129 con estructura trisacéridica se prepara el
4,6-0O-bencilidén derivado 128 a partir del trisacdrido 126 en tres etapas [(i)
MeONa/MeOH; (ii) bencilidenacién: PhCHO/ZnCl,, 90%; (iii) bencilacién por
transferencia de fase”: BnBr, NaOH, BusNHSO4, DMF, BulOH, 60%]. A su vez el
trisacdrido 126 se obtiene por glicosidacién del tioglic6sido 125 y el aceptor 7.

La obtenci6n del aceptor 129 a partir del derivado 128 se aborda por dos rutas:
apertura por reduccién regioselectiva del acetal (ruta a: NaCNBH3; HCl/éter, THF, 60%)
o hidr6lisis del acetal y bencilacién regioselectiva vfa estannileno del diol resultante [ruta
b: (i) PTSA, Cl,CHjy, 55%; (ii) BnBr, Bu;SnO, BuyNBr, CH3CN, 80%].
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OAc OAc OBn
O  AcO 0
AcO 0 OMP
AcO o o) BnO
OAc NHAc
OAc

126
i) MeONa/MeOH; ii)PhCHO, ZnCly;
rto (ii+iii) 90%
OBn
Ph/TO o HO OH o o
%%o OWBM) OMP
OH 0 NHAc
OH
127

BnBr, NaOH, BusNHSOy4,
DMF, BU'OH; 60%

OBn
Ph OB
/Too o B0 n o o
BnO 0o o Bo OMP
OBn oB NHAc
n

128 Ruta a:
Ruta b; PTSA, Cl,CH,;
55%
NaCNBHj3, HCl/éter,

OBn

OH
OBn
A %e %
HO O
Bnmo@ngno omP
OBn OBn NHAc

/BnBr, Bu,SnO, BuyNBr, CH;CN;
80%
OBn OBn
HO O, Bro o °
BnO Y 4 Bo OMP
OBn NHAc
OBn

129

THF; 60%
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Las estructuras de los glicosil aceptores 129 y 136 se confirman de un modo claro
por datos de andlisis elemental y de RMN. La confirmaci6n de la posicién HO-4 libre se
efectua mediante la preparacién y estudio por !H-RMN de los correspondientes
derivados acetilados (142 y 143). La aparicién de una sefial triplete a 4,96 ppm en el
espectro de H-RMN de 142 y de un cambio en l1a zona entre 5,00-5,95 ppm en el de 143,
confirman la existencia de un grupo acetiloxi en la posicién C-4.

Para el estudio estructural de 127 se sintetiz6 el correspondiente derivado
acetilado 144.

OBn
OBn
AcO (o) 1(3),,0 OMP
BnO le)
OB
n OBn
142
OBn OBn OBn
O  BnO 0
AcO O OMP
BnO 0 o Bno
OBn NHAc
OBn
143
OAc
Ph/VOo 0 AO OAc o %
ACO o d Ao -~ OMP
A c
OAc OAc
144
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3.6. PREPARACION DE GLICOSIL DONADORES
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En la secuencia de sfntesis en estudio se han empleado dos tipos de donadores:
tricloroacetimidatos (128) y tiofenilglicésidos (125).

3.6.1 Stntesis del glicosil donador 128,

H. Paulsen y cols.%8 realizaron estudios de la eficacia relativa de distintos
métodos de glicosidacién aplicado a 1a sintesis de disac4ridos de D-glucosamina. Los
resultados obtenidos en la glicosidacién de 151 con los glicosil donadores 128 y 152-156
se recogen en la Tabla 29 y de ellos se concluye que el tricloroacetimidato de 3,4,6-tri-O-
acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido (128) es el sintén que mejores resul-
tados da en este tipo de glicosidaciones.

OAc OBz
(0] (0]
HO

NPhth NPhth
152 X=Br
153 X=Cl
154 X =SEt
155 X=F
156 X = OAc
TABLA 29
Donador Disolvente  Catalizador Tiempo (h) Temp. (°C) Rendimiento
glicosidacién
(%)
128 Cl,CH; BF3-Et;,0 0.5 -20 69
152 Cl,CHy AgTfO 2 -30 62
153 Cl,CHy AgTfO 1 -30 60
154 C1,CH; DMTST 5 20 57
155 CH3CN TMSOTE 24 0 44
156 Cl,CH3 TMSOTE 16 20 18
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Por otro lado la existencia del grupo NPhth en la posicién C-2, en el derivado de
D-glucosamina (128), presenta una doble ventaja: aumentar la reactividad del donador
por asistir 1a partida del grupo saliente formando un intermedio altamente deslocalizado y
promover la formaci6n de manera exclusiva del 1,2-trans-glicésido, ya que este
intermedio apantalla la cara a, consigufendose un control de la diastereoselectividad 8
del 100%.

-0 0

_0

—
N‘ +° NPhth
x-
0

La sintesis del tricloroacetimidato 128 se aborda a partir del derivado
hemiacetdlico (150) por tratamiento en médio bésico (K;CO3) con CI3CCN en 1,2-
dicloroetano. A su vez, el derivado hemiacetdlico se prepara a partir de la 1,3,4,6-tri-O-
acetil-2-desoxi-2-ftalimido-D-glucopiranosa por dos rutas: desacilacion regioselectiva de
la posicién anomérica (ruta a;: MeONa/THF, 44%) o formacién del p-metoxifenil
glicésido y desproteccién por oxidacién?® del mismo [ruta b: (i) p-metoxifenol,
TMSOTY, Cl,CHjy, 70%; (ii) CAN, CH3CN:PhCH3:H,0, 98%].

X
NPhth Promotor
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NPhth lzuta NPhth
Ruta b 150
CI;CN, K,CO3,
(CICH,),

OAc

o)
AcO
cAcO o \’r CCl
NPt
128
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3.6.2 Sintesis del glicosil donador 125.

El otro donador empleado en la secuencia de sintesis es el tioglic6sido desarmado
125 derivado de celobiosa, que se ha preparado a partir de acetobromocelobiosa por
tratamiento con NaOH y tiofenol en condiciones de transferencia de fase.

OAc o OAc
AcO A0 SPh
AcO o
OAc OAC
125

El compuesto 125 es un tioglicésido desarmado, que presenta la ventaja de tener -
en la posicién C-2 un grupo vecino participante, que favorece la formacién de 1,2-trans-
glicésido.

_-0 —0. _-0 ox
’Q"’X Promotor T ), ROH ’Q/
OA 0o A
c 0 \.’.( X' OAc
Me

Los datos de 1H-RMN del compuesto 125 revelan la existencia de dos protones
anoméricos a 4,40 y 4,58 ppm, que confirman la formacién de B-glic6sidos (3, J1,2= 7.9
y 10,2 Hz respectivamente).
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3.7. CONSTRUCCION DE LOS FRAGMENTOS DE OLI-
GOSACARIDOS: REACCIONES DE GLICOSIDACION
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En la sfntesis de las moléculas objetivo las etapas claves son reacciones de
glicosidacién que nos lleva a las estructuras tri-(126 y 137) y tetrasacdridicas (130).

OAc OBn
AcO 0 AcO o (o) O
OMP
AcO 0 o BnO
OAc
OAc NHAc
126
OBn OBn
AcO NPhth o o BrO OBn o o
AcO d BnO O\W BnO omP
OB
OAc ; OBn NHAe

130

OAc OBn
AcO d BnO = OMP
OBn n

NPhth

137

141



3.7.1 Fragmento de oligosacdrido 126.

Para 1a molécula objetivo 122 se ha disefiado una sintesis lineal, construyendo en
primer lugar el trisacdrido 126 por acoplamiento de los sintones 125 y 7 en presencia de
NIS (4,2 eq) con cantidades catalfticas de 4cido triflico (TfOH). El uso de TfOH98 es
indispensable para que la reacci6n sea efectiva con el sinton desarmado 125. La NIS en
presencia de 4cidos carboxflicos genera i6n yodonio que, al ser m4s electréfilo que la
NIS, facilita de un modo mds eficaz la partida del grupo saliente.

122 R =Cl18:1(cis-Al1)
OBn

0O 0

H*A" x-
N-I N-H + I ‘A

0 O

OAc OAc o
A"‘O%’S"O s+ MR, —\_-OMP
AcO oA o) NPhth
¢ OAc
125

i) NIS/TfOH, Cl,CH,

ii) NyH4-H0, EtOH

iii) Ac,OfPy

Rto (i+ii+iii) = 80%
Estereoselectividad B 100%

OBn
OAc OAc fe)
AcO O Ao 0 OMP
0 BnO
AcO OA Y NHAc¢
¢ OAc
126
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La reaccién de glicosidacién seguida de hidrazindlisis y acetilacion transcurre
con un rendimiento total del 80%, formandose de modo exclusivo el 1,2-trans-glicésido.

La estructura de 126 ha sido rigurosamente confirmada por datos de andlisis
elemental y estudio de !H y 13C-RMN , incluyendo experiencias COSY y de
heterocorrelacién que revelan la presencia de tres dobletes a desplazamientos quimicos
de 5,27, 4,51 y 4,44 ppm, con de Jq 2 = 6,0-8,0 Hz correspondientes a los protones
anémericos con configuracién .

El trisacarido 126 se transforma en el glicosil aceptor 129 segin se ha explicado
en el apartado 3.6.2.
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3.72 Fragmento de oligosacdfklo 130.

La glicosidaci6n del tricloroacetimidato 128 y el trisac4rido 129 se lleva a cabo
en presencia de AgOT{ y aplicando el procedimiento experimental inverso, obteniéndose
asf el tetrasacdrido 130 con un rendimiento del 60% y diastereoselectividad 8 del 100%.

OBn
AcO n (o]
AcO O\H/CC13 * Hgmo o BnO OMP
NPtht OBn NHAc
NH ‘ OBn
128 129

AgOTI, Cl,CHy; 60%
Estereoselectividad B 100%

OBn
NPhth OB“O OBn o
AcO o BnO 0 OMP
AcO BnO o g BnO
O OBn NHAC
OAcC OBn

130

Para este caso concreto la diferencia de reactividades entre los sintones glicosil
aceptor y donador condiciona la eleccién tanto del promotor, como del procedimiento
experimental. De acuerdo con el mecanismo propuesto para esta reaccion (ver siguiente
esquema), se ha elegido AgOTf19 como promotor por activar m4s lentamente la partida
del grupo saliente y de esta forma minimizar la descomposicién de donador.
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OAc OAc II\IH
V) 0 :
AcO —= AcO
N, — agx R, - [T
NPtht NH NPtht ]
- CH,3
+
128 &\J‘Ag
CF;805° ROH
Glicésido

En cuanto al procedimiento. experimental, una secuencia normal (PN)7 de -
reaccioén ternaria [donador (D)-aceptor (A)-promotor (P)] no es aplicable a este caso ya
que, al ser el donador mds reactivo que el aceptor, se descompondrfa al entrar en contacto
con el promotor antes de reaccionar con el aceptor. Este problema se resuelve aplicando
un procedimiento inverso (PI), donde se hace interaccionar el promotor con ¢l aceptor

antes de la adicién del donador.
\\ C A ——— p—— g a g e

/>\' ‘>/

Descomp.

D+C+A

>-_--
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El estudio estructural del tetrasacdrido 130 estd basado en datos de andlisis
elemental, 1H y 13C-RMN con experiencias COSY y de heterocorrelacién. La existencia
de cuatro sefiales dobletes (/1,2 = 6,7-8,4 Hz) a desplazamientos quimicos de 5,51, 5,23,

4,40-4,39 y 4,26-4,23 ppm, confirman la existencia de cuatro protones anoméricos con
uniones PB-glicosidicas
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3.7.3 Fragmento de oligosacdrido 137.

En la sintesis de la molécula objetivo 123 y 124 se construye el fragmento de
trisacdrido 137 por acoplamiento de un bloque de celobiosa convenientemente protegida
136 y el glicosil donador derivado de D-glucosamina 128.

OH
OH o OH o
HO OHO (o] .
HO o) HO OH

OH
o=< NH OH
R

123 R =Cl18:1(cis-Al1)
124 R = C18:2(trans, cis-A2,9)

BnO
AO

NPtht
128

AgOTf, C1,CHy; 60%
Estereoselectividad p 100%

AcO B nO
AcO BnO
NPhth

Bn

137
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Por la razones ya expuestas en el apartado anterior para esta glicosidacion se ha
escogido el método del tricloroacetimidato’8 usando como promotor AgOTf%9. Se
obtiene asf el oligosacdrido 137 con un 65% de rendimiento, formé4ndose en exclusividad
el 1,2-trans-glic6sido.

La determinacion estructural del trisacdrido 137 se ha hecho en base a datos de E
M y de 'H y 13C-RMN incluyendo experiencias COSY y de heterocorrelacién que
revelan la presencia de dos sefiales dobletes para el protén anomérico de 1a unidad de D-
glucosamina a 5,25 (8, J; 2 = 3,6 Hz, 0,5 H) y 4,79 (8,J1 2 = 8,2 Hz, 0,5 H) asignados
como o y B-glicésidos respectivamente y dos sefiales dobletes a 5,51-5,25 (1H) y 4,60-
4,80 (1H) ppm para los protones anoméricos correspondientes a las unidades de D-
glucosa, cuya asignacién se confirma por el estudio del correspondiente derivado
acetilado 145. El espectro de !H-RMN para 145 muestra dos sefiales dobletes para el
protén anomérico de la unidad de D-glucosamina a 5,48 (J12= 3,7 Hz, 0,5 H) y 4,40-
4,42 (J12 = 7,8 Hz, 0,5 H) asignados como « y B-glicésidos respectivamente y dos
sefiales dobletes para los protones anoméricos de las unidades de D-glucosa a 4,85 ppm -
(J12=179 Hz, 1H) y 5,30 ppm (J12 = 8,3 Hz, 1H) asignados inequivocamente como [3-
glicosidos.
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3.8. TRANSFORMACION DE LOS FRAGMENTOS DE
OLIGOSACARIDOS EN LAS MOLECULAS OBJETIVO.
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Una vez obtenidos las estructuras tri-(137) y tetrasacaridicas (130) se transforman
en las moléculas objetivo (122, 123 y 124) mediante una funcionalizacién adecuada y
eliminacién de los grupos protectores.

El paso clave en la transformaci6n de los fragmentos de oligosacdridos 130 y 137
en las moléculas objetivos 122, 123 y 124 es la formacién del enlace de amida. Se ha
escogido el yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio, como agente activante del 4cido vacénico
y 4cido (2E, 9Z)-2,9-octadienoico en la N-acilacién selectiva de los aminoalcoholes 132
y 139. La reaccién unicamente tiene lugar cuando la sal de piridinio, el aminoazicar y el
4cido carboxilico se adicionan simultaneamente. Sin embargo si se hace reaccionar en
primer lugar la sal con el 4cido carboxilico y seguidamente se afiade el aminoazicar, la
reaccién no procede, recuperdndose las sustancias de partida.. Aunque no existen
antecedentes del estudio tedrico de este aspecto, tan poco hay constancia experimental de
la diferencia de estos dos tipos de adicion.
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3.8.1 Molécula objetivo 122,

La transformacién del fragmento de oligosacdrido 130 en la molécula 133 se

lleva a cabo en 3 pasos: (i) PA(OH)2/H; en metanol-acetato de etilo; (ii) NoHg-H2O en
etanol; (iii) Et3N, yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio, 4cido vacénico.

OBn
OAc NHAc
OBn
0o
Acotoz BnO o/ﬁ&/%" OMP
NPhth OB OBn OBn
130

i) Pd(OH),/C, EtOH-THF
ii) N,H,H,0, EtOH

OR; OH OH NHAc
R30/% HO o o Jo OMP
R;0 0 d HO : d
NR,R, o OH o
131 R; =R, = NPtht; Ry = Ac

132 R;=R,=R;=H

Et3N, yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio,
4cido vacénico, DMF

OH OH OH NHAc
0 (o]
HO o) HO o o
NH
R

133 R =Cl18:1(cis-Al1)
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La desproteccién de la posicién anomérica en 133 nos llevarfa a 1a molécula
objetivo 122,

OH OH OH NHAc
HO o le) le)
NH OH OH
0O =< OH
R

133 R = C18:1(cis-All)

OH OH , OH NHA.
Ho 0  Ho o 0O HO ~OH
HO 0 HO 0
NH 0 OH °
o= OH OH
R
122 R = C18:1(cis-Al1)

Con objeto de facilitar la purificacién de 133 y su caracterizacion espectroscopica
se realiz6 1a acetilacién convencional del mismo. El derivado 149 se pudo purificar por
cromatograffa en columna sobre gel de sflice. Todas estas reacciones transcurren con un
rendimiento total del 25%.

OAc
OAc NHAc
OAc
O  AcO
AcO O A®© 0/&/ A OMP
AcO o) AcO ™ ()

NH c
o =< OAc OAc

R

149 R =Cl18:1(cis-All)
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3.8.2 Moléculas objetivo 123 y 124.

Andlogamente la transformacién del fragmento de oligosacédrido 137 en las
moléculas objetivo 140 y 141 se lleva a cabo en 3 pasos: (i) PA(OH)2/H2 en metanol-
acetato de etilo; (ii) NoH4-H,O en etanol; (iii) Et3N, yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio,
dcido vacénico 6 dcido (2E, 9Z)-2,9-octadienoico. Si en el paso (iii) empleamos el 4cido
vacénico llegamos a la molécula 140 con un 55% y si empleamos el 4cido (2E, 9Z)-2,9-
octadienoico obtenemos ¢l derivado 141 con un 25% de rendimiento .

OAcO OBn OBn
AcO o gWO (0]
Ac BnO MP
NPhth o oBn ©
OBn
137

i) PA(OH),/C, AcOEt-MeOH
ii) N,H,H,0, EtOH

OR; OH
OH
Rs"% N % :
R;0 ° o HO OMP
OH
OH

NR,R;

138 R; =R, = NPhth; R = Ac
139 R, =R,=R;=H

Et;N, yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio,
4cido vacénico o icido (2E,97)-2,9-octade-
cadienoico, DMF

OH OH
o
HO d HO OMP
NH
R

140 R = C18:1(cis-Al1)
141 R = C18:2(trans, cis-A2,9)
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La desproteccién de la posicién anomérica en 140 y 141 nos llevarfa a las
moléculas objetivo 123 y 124,

OH OH
HO OW HO OMP
o =<NH ol OH
R

140 R = C18:1(cis-All1)

141 R = C18:2(trans, cis-A2,9)

- ———————

OH OH
o o
HO W HO OH
NH OH
0 =< OH
R

123 R = C18:1(cis-Al1)

124 R = C18:2(trans, cis-A2,9)

La molécula objetivo 124 se prepara a partir de 141 en dos pasos:(i) CAN,
acetonitrilo-tolueno-agua, 34%; (ii) MeONa/MeOH, 64%.
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Como en el apartado anterior para la purificacién y caracterizaci6n
espectroscépica de 140 y 141 se preparan sus derivados acetilados 147 y 148.

OAc OAc
OAc
A°°%300 2 :
AcO o AcO OMP
NH OAc
o< OAc
R

147 R = Cl18:1(cis-Al1)
148 R = C18:2(trans, cis-A2,9)

OAc OAc OAc
AcO O A0 0 °
AcO 0 o Ao OMP
NPhth oA OAc
C
145
OAcO OAc OAc
AcO AcO
0 OMP
NHAc
OAc OAc

146

La acetilacién de los compuestos 138 y 139 dio los correspondientes derivados
145 y 146. Estos compuestos se usaron en la caracterizacién de 138 y 139.
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3.9 DETERMINACION ESTRUCTURAL
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3.9.1 Determinacion estructural de 126, 129, 130, 143, 144 y 149.

Las estructuras de estos compuestos se determinaron en base a sus andlisis
elementales o espectros de masas y datos espectrosc6picos de H- y 13C-RMN.

OR
0R4O o OR, ! o
2 (o]
R’%E&/O ' R,0 oMP
2 OR o NHAC
2 OR,

126 R;=Bn; Ry;=R3=Ry=Ac
144 R1=Bn; R2=AC; R3=R4=Ph
129 R;=Ry=R4=Bn; R3=H
143 R =Ry=R4=Bn; R3=Ac

NPhth OBn OBn OBa
AcO O  BnO 0
o 0~ OMP
AcO 4 BO 0 o BnO
OBn NHAc
OAc OBn
130
OAc OAc OACO Ao NHAc
AcO O A© o Ac OMP
AcO 0 AcO 0

NH OAc OAC

0=< OAc ‘
R

149 R = C18:1(cis-All)
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Resonamcia magnética nuclear 'H y andlisis conformacional.

Los espectros de 1H-RMN a 500 MHz en Cl3CD de los compuestos 126, 129,
130, 143, 144 y 149 aparecen en las figuras 78-90 y los valores de desplazamientos
quimicos y constantes de acoplamiento de los protones anoméricos de los anillos de
azucar en las tablas 30 y 31. Las sefiales correspondientes al resto de protones de los
anillos de azicar y a los sustituyentes se recogen en la parte experimental apartado 4.6.

Son comunes para todos ellos, las sefiales correspondientes al grupo p-
metoxifenilo (OMP) a los siguientes desplazamientos quimicos: 8 (OCH3) = 3,75 ppm y
d (aromdticos) = 6,69-6,98 ppm.

El estudio estructural de 127 se realizé en su derivado acetilado 144.

Las figuras 78, 80 y 82 muestran los espectros de protones de 1os compuestos
126, 144 y 129 en los que se han podido asignar todos los protones. Estas asignaciones se
hicieron en base sus espectros COSY que se muestran en las figuras 79, 81 y 83.

Como complemento al estudio estructural del compuesto 129 se sintetiz6 el
derivado acetilado 143 cuyo espectro de 'H-RMN se reproduce en la figura 84 y 85. Si
comparamos los espectros de ambos compuestos, vemos que la mayor variacién se da en
el protén H-4” que se ha desplazado a campo més bajo al acetilarse. La figura 86 muestra
algunas irradiaciones sobre H-3”, H-4” y H-5" que confirmanan esta asignacion.

La figura 88 muestra el espectro del derivado 130 asignado en base al registro de
su espectro COSY (figura 87).

El espectro de 149 (figura 89) presenta como principal caracteristica las sefiales
corespondientes a la cadena lipidica.
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TABLA 30

Datos de desplazamientos quimicos TH-RMN2 (3, ppm) de protones anoméricos de los compuestos 126, 144,

129, 143,130 y 149
Prot6n Compuestos
anomérico 126 144 129 143 130 149
H-1 5.26d 5,16d 5,38d 5,31d 5,33d 4,96d
H’-1 4,51d 4,454 4,52-448m  4,81-433m  440-4,16m  4,56-442m
H”-1 444d 4,46d 448-452m  4,81-433m  440-4,16m  4,56-442m
H”-1 - - - - 5,51d 4,56-442m
2En Cl3CD, 500 MHz.
TABLA 31
Dz;t:; de constantes de acoplamiento 2 (J, Hz) de protones anoméricos de los compuestos 126, 144, 129, 143, 130
y
Compuestos
J 126 144 129 143 130 149
Ji2 57 9.5 6,8 6,9 6,7 7,1
Ty 8.1 8,5 - - - -
Ji»» 8,1 8,0 - - - -
Jyr o - - - - 8.3 -

2 En CIiCD, 500 MHz.



Resonancia magnética nuclear 13C.

La tabla 32 muestra las asignaciones de los carbonos anoméricos de los anillos de
azucar en esta serie de compuestos. Las asignaciones se hicieron en base a los espectros
de heterocorrelacién protén-carbono y para el derivado 126 se realiz6 también
heterocorrelacién protén-carbono directa. Los espectros se realizaron en C13CD a 300 6
500 MHz,

Las figuras 90, 92, 93, 94, 95, 96 muestran los espectros de 13C-RMN de estos
compuestos. Los espectros de heterocorrelacién protén-carbono de 126 y 149 se
muestran en las figuras 91 y 96.

Los valores de desplazamientos quimicos de los carbonos de las unidades de D-
glucosa y D-glucosamino son muy similares entre si.
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TABLA 32

Datos de desplazamientos quimicos de 13C-RMN (3, ppm) de carbonos anoméricos de los compuestos 126, 144,

129,143,130y 149

Carbono Compuestos

anomérico 1262 144 1292 143b 1302 1492
C-1 98,6 98,6 98,7 989 97,1 99.8
C-1 99,2 99,2 102,3 102,1 101,1¢ 100,2
Cc -1 100,6 101,5 1029 1029 102,3¢ 100,6
c™o1 . - - - 95,4 100,8

aEn ClyCD, 125,7 MHz. b En CI3CD, 75,4 MHz. ¢ Intrercambiables.



Espectrometria de masas.

Para los compuestos 126, 129, 130, 143, 144 y 149 se han realizado los espectros
de masas de FAB, que estan recogidos en la parte experimental apartado 4.6. En todos los
casos se observan los picos a m/z [M+Nal*" con intensidades que van de 77 a 100%.

168



3.9.2 Determinacién estructural de 124, 134-137, 142, 145, 146-148 y de los p-
metoxifenil 2,3,6,2°,3’,4°,6’-hepta-O-acetil-ay B-celobidsido (157).

Las estructuras de 124, 134-137, 142, 145, 146-148 y 157 se basaron en sus
andlisis elementales 0 en sus espectros de masas obtenidos por bombardeo con 4tomo
répido (FAB) y en las espectroscopias de 1H- y 13C-RMN. Para el estudio por
espectroscopia de RMN de los derivados 138 y 139 se sintetiz6 los correspondientes
derivados acetilados 145 y 146.

OR,

OR
OR,

OR,

157 R1=R2=R3=AC

134 Ry=R;=Ph; R3=H
135 R, =R, =Ph; R;=Bn
136 Ry =H; Ry=R;=Bn
142 R1=AC;R2=R3=BI\

OR3 OR4 OR4
RS"% 0% O%
R;0 o d RrRo R OMP
ORy

NR,R,
137 R; =R, = NPhth; R3 = Ac; R4=Bn
145 R; =R, =NPhth; Ry =Ry =Ac
146 R1 =H; R2=R3=R4=AC

147 R; = H; Ry = COC18:1(cis-Al1); R3=R4 = Ac
148 R, = H; R, = COC18:2(trans,cis-A2,9); R3 =Ry = Ac

OH o OH
H
HO/%OHO 9 .
HO o HO OH
NH OH
o=< OH
R
124 R = C18:2(trans, cis-A2,9)
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Resonancia magnética nuclear de ! H y andlisis conformacional.

Los espectros de 'H-RMN de estos compuestos se muestran en las figuras 98-111
y los valores de desplazamientos qufmicos y constantes de acoplamiento de los protones
anoméricos de los anillos de azicar se recogen en las tablas 33, 34, 36 y 37. El resto de
las sefiales se recogen en el apartado 4.6.

Los espectros se registraron a 500 MHz en Cl3CD, excepto para 134 y 124 que se
realizaron en DMSO-dg.

En esta rerie de compuestos hay mezcla de andmeros, observandose coincidencia
de desplazamientos quimicos para los protones de las unidades no reductoras y
encontrandose una unidad o y otra § para el extremo reductor. La proporcién de
anémeros en la mezcla (indicada en las tablas 33 y 36) se determina por las integrales
relativas de los protones anoméricos o y B en la unidad del extremo reductor.

En todos los casos, excepto para 124, son comunes las sefiales los protones de
anillo aromético a & 7,06-6,78 ppm y una sefial singulete a & 3,79-3,33 ppm
correspondiente al grupo p-metoxifenilo (OMP) de 1a posicién anomérica.

Para los derivados con sustituyentes bencilos (135-137 y 145) son caracteristicas
las sefiales de los protones aromdticos a & 7,44-7,22 ppm vy las sefiales dobletes de los
grupos metilenos que aparecen a desplazamientos qufmicos entre 4,22 y 5,03 ppm, con
constantes de acoplamiento geminal (10,7-12,0 Hz).

En los 4,6-0O-becilidén derivados 134 y 135 la sefial del protén acetédlico
perteneciente al grupo bencilidén aparece a 6 5,58 y 5,49 ppm.

Para los derivados 137 y 145 las sefiales de los protones del anillo aromdtico del
grupo NPhth aparece a & 7,87-7,73 ppm.

El espectro COSY de los p-metoxifenil 2,3,4,6,2°,3°,6’-hepta-O-acetil-o y B-D-
celobidsidos aparece en la figura 98. Se identificaron tres protones anoméricos a
desplazamientos quimicos 5,52 , 4,90 y 4,53 ppm y constantes de acoplamiento de 3,7,
8,6 y 8,0 Hz. A partir de las seflales H-1a (d 5,52 pm) y H-1f (d 4,90 ppm), en el
espectro COSY, se pudieron seguir una unidad de glucosa o y otro § para el extremo
reductor. Los desplazamientos quimicos de los protones de la otra unidad de glucosa,
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para los dos anémeros, coinciden llegandose a interpretar s6lo una unidad .de glucosa a
partir del protén H-1’ (d 4,53 ppm).

La figura 99 corresponde al espectro de !H-RMN de 134 en DMSO-dg en el que
tnicamente se pudieron asignar las sefiales de los protones H-1o, H-1B, H-1’, H-2¢, H-
23, H-2 y H-3B. Nuevamente como en el caso anterior se identifican para el extremo
reductor dos unidades (o y B) y una unidad de glucosa para el extremo no reductor.

El espectro de 'H-RMN de 1a mezcla de anémeros 135 aparece en la figura 100
y al igual que en los compuestos anteriores se realiz6 el espectro de correlacién COSY.
Unicamente se pudieron asignar H-1at, H-1B, H-1°, H-5a, H-5’, H-6’a y H-6’B. Estas
asignaciones se confirmaron por heterocorrelacion carbono-protén.

Para la mezcla de derivados 136 (figura 101) s6lo se pudo asignar los protones
anoméricos H-1a a 5,30 ppm, H-1B a 4,50 ppm y H-1" a 4,36 ppm. El resto de las
sefiales aparecen en los intervalos 4,05-4,00, 3,82-3,77 y 3,66-3,21 ppm. La posicion
HO-4 libre se confirma por comparacién con el espectro de los derivados acetilados 142.

La figura 102 muestra el espectro de 1a mezcla de compuestos 142 para el que se
registr6 el espectro COSY. Comparando con el espectro de 136 se observa una variacion
en la zona de desplazamiento qufmico 5,00 ppm (figura 103), que se interpreta como el
cambio de desplazamiento qufmico de H-4’ hacfa campo mdés bajo por estar ahora
esterificado.

En las cinco mezclas de anémeros anteriores vemos que los desplazamientos
qufmicos de las unidades de glucosa son parecidos y andlogos a los descritos para
celobidsidos. :

El espectro de 'H-RMN de 1a mezcla de compuestos 137 (figura 104) presenta
como principal caracterfstica la existencia de seis protones anoméricos a & 5,25, 4,79,
4,38-4,22, 4,12-4,02, 5,51 y 5,52 ppm, debido a la no coincidencia de desplazamiento
qufmico en las sefiales de los protones de los anillos de azicar de las unidades no
reductoras. Las sefiales a campo més bajo se asignan a H-1a.(d 5,25 ppm) y alos H-1" (d
5,51 y 5,52 ppm) de la unidad de D-glucosamina. S6lo se pudieron interpretar algunas
sefiales gracias al espectro de correlacién COSY. Las seflales H-2”, H-3” y H-4” son las
que aparecen a campo més bajo por estar acetiladas y se asignan como multiplete debido
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a que los desplazamientos qufmicos de estos protones en ambos anémeros son muy
préximos, no llegando a coincidir.

Para el estudio estructural de los derivados 138 se prepar6 el derivado acetilado
de la mezcla (145).

En el espectro de la mezcla 145 (figura 105) ademés de los protones anoméricos
se pudieron asignar las sefiales de H-2’, H-2” y H-3”.

El espectro de los derivados 146 se interpret6 gracias al espectro COSY (figura
106), pudiendose asignar s6lo algunas sefiales. Destaca la aparicién de una sefial doblete
a 3 5,90 ppm correspondiente al grupo NHAC.

El espectro de 'H-RMNde la mezcla de compuestos 148 a 500 MHz en CI3CD,
(figura 109), comparado con los espectros de los derivados 137, 145 y 146, resulta ser
mds complejo y asf, por ejemplo se observa como notable caracterfstica la aparicion de
dos grupos de sefiales para el NH de amida. Cada una de estos grupos de sefiales -.
aparecen como dos dobletes superpuestos a d 5,85, 5,86, 5,92 y 5,92 ppm.

Cuando el espectro se registra en Cl3CD incrementando la temperatura (figura
110), desde 303 a 333°K, las sefiales correspondiente al NH se desplazan a menor 8 y en
DMSO-dg llegan a colapsar siendo la temperatura de coalescencia de 363°K, lo que
indica una barrera rotacional de energia alta.

Las seflales presentan una constante de acoplamiento Jo Ny de 8,3-9,0 Hz,
correspondiente a una disposicién antiperiplana, observdndose ademds que permanecen
invariable con la temperatura.

Todos estos datos, en una primera aproximacién indican, que existe un equilibrio
conformacional por giro alrededor de los enlaces C-N 6 C-C indicados. Estos enlaces
tienen caricter parcial de doble enlace debido a la existencia de conjugacion (estructuras
I, I y III), lo que explicarfa la alta temperatura de coalescencia. Los posibles
conformeros que resultan de estos giros son los que a continuacion se muestran:
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Debido a la mayor contribucién de la forma I al hibrido de resonancia, los
equilibrios m4és probables son:

R
H
H Z/ H H O H
Cy = z
cﬁ\r;:s 0 caﬁ\r;:;)%/kn
H H H
R
H
0
C*i\‘f == 3l e _n
C3 ’;IE O C3 I
H H S
EZ == 77 6 EE == ZE

El espectro ROESY (figura 111) muestra una relacién entre H-2" del azdcar y
H-2 de la cadena lipfdica, lo que indica que estos dos dtomos estdn préximos en el

espacio (conformacién EZ) y que por tanto el equlibrio conformacional predominante es
el que se daentre EZ y ZZ.
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En el espectro del lipotrisacdrido 124 registrado a 500 MHz en DMSO-dg
aparecen tres grupos de sefiales multipletes a desplazamientos qufmicos de 5,05-5,15,
4,52-4,47 y 3,30-3,95 ppm que no se pudieron asignar.

El espectro de la mezcla de anémeros 147 (figura 107) se interpret6 con ayuda
del espectro COSY (figura 108). En este espectro, a diferencia con el espectro de 148,
s6lo se observa una sefial para NH no observéndose equilibrio conformacional en el
enlace de amida.

Los espectros de los lipotrisacridos 147, 148 y 124 presentan ademds las sefiales
caracterfsticas de la cadena lipidica que estén recigidas en la parte experimental apartado
4.5.

Los valores de las constantes de acoplamiento vecinales, en los casos en que s
pudieron medir, muestran que la confornacién predominante de los anillos de azdcar en
solucién clorof6rmica es la 4Cy (D).
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TABLA 33

Datos de desplazamientos quimicos 1H-RMN2 (3, ppm) de protones anoméricos de los compuestos 157, 134-136
y 142

Protén Compuestos
anomérico 157 134 135 136 142
H-la 5,52d 5,244 5,30d 5,30d 528d
(%) (0,25) (0,50 (0.25) (0,50) (0,50
H-1B 490d 4,77d 4,85d 4,50d 4.85d
(%) 0.75) (0,50) 0,74) (0,50 (0,50)
H’-1 4,53d 4,52d; 4,49d 4,55d 4,36d 4,51d

SL1

aEn Cl3CD, 500 MHz.

TABLA 34

Datos de constantes de acoplamiento? (J, Hz) de protones anoméricos de los compuestos 157, 134-136 y 142

Compuestos
J 157 134 135 136 142
Ji2(0) 3,7 3,7 3,6 3.7 3,6
Ji2B) 8,6 7.6 7.6 7.6 N
Jy 2 8,0 7.8 7.1 72 14

3En Cl3CD, 500 MHz.



TABLA 36

Datos de desplazamientos quimicos 'H-RMN (8, ppm) de protones anoméricos de los compuestos 137, 145-148
y 124

9L1

Prot6n Compuestos
anomeérico 1372 1452 1462 1472 1482 124

H-la 5,25d 5,48d 5,53d 5,53d 5,53-5,52m  5,15-5,05m
(%) (0,50) (0.50) 0,50 (0.25)

H-1B 4,79d 4,42-4,40m 4,90d 4,90d 490-4,88m  4,52-447m
(%) (0,50) (0,50 (0,75)

H’-1 438-4,22m 4,85d 4,50d 4,50d 451-449m  4,52-447m
H”-1 5.51d; 5,524 5,37d 4,574,55m  4,57454m  4,56-451m  4,52-447m

aEn Cl3CD, 500 MHz. ® En DMSO-d¢, 500 MHz.

TABLA 37

Datos de constantes de acoplamiento (J, Hz) de protones anoméricos de los compuestos 137, 145-148 y 124

Compuestos
J 1372 1452 1462 1472 1482 124b
J12(0) 36 37 3,7 38 - -
Ji2 B 82 - 6,4 78 - N
Ty - 7.9 6,4 7.9 - -

Jin 2 838; 83 83 - - - -

3 En Cl3CD, 500 MHz. b En DMSO-dg, 500 MHz.



Resonancia magmética nuclear de 13C.

Las tablas 35 y 38 recogen las asignaciones de los carbonos anoméricos de los
anillos de azdcar de los p-metoxifenil 2,3,4,6,2°,3°,6’-hepta-O-acetil-a. 'y [-D-
celobi6sidos, 134-137, 142, 145-148 y 124 y los espectros se¢ muestran en las figuras
112-121. Las asignaciones de los p-metoxifenil 2,3,4,6,2°,3°,6'-hepta-O-acetil-o. y B-D-
celo-bi6sidos y de los derivados 135, 137, 145 y 146 se hicieron en base a sus espectros
de heterocorrelacién protén-carbono y en el resto de los casos por comparacién con
compuestos andlogos o con las heterocorrelaciones protén-carbono anteriormente citadas.

Los espectros de carbono de los p-metoxifenil 2,3,4,6,2°,3’,6’-hepta-O-acetil-ou y
B-D-celobiésidos y de 134, 137, y 145-148 se registraron a 125,7 MHz en CI3CD. Los de
136 y 142 a 75,4 MHz en ChCD y los 134 y 124en DMSO-dg.a 75,4 y 125,7 MHz
respectivamente.

Todos estos compuestos son mezcla de anémeros y en todos los casos, excepto
para 137, al igual que ocurrfa en lH-RMN, se observa coincidencia de desplazamientos
quimicos de los carbonos de los anillos de azicar de las unidades no reductoras.

Las asignaciones del resto de carbonos de azicar y de 1os sustituyentes se rcogen
- enla parte experimental paginas 4.6.

Para los p-metoxifenil glicésidos son comunes las sefialesa: o (OCH3) =55,5
ppm, & (C1 aromético) = 151,0 ppm y & (C4 aromdtico) =155,0 ppm, que por tratarse de
mezclas de anémeros aparecen en la mayorfa de los casos por duplicado.

Para 134 y 135 las sefiales correspondientes al protén acetdlico del grupo
bencilidén aparece a & 100,7 y 100,9 ppm.

En los compuestos con sustutuyentes bencilos son comunes, ademds de las
seflales de los carbonos arométicos, las seflales orrespondientes a 10s metilenos que
aparecen a d entre 75,4 y 73,0 ppm.

El espectro de 13C-RMN de la mezcla de los p-metoxifenil 2,3,4,6,2°,3",6’-hepta-
O-acetil-a. 'y B-D-celobiésidos (figura 112) se pudo asignar gracias al registro del
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espectro de heterocorrelacién protén-carbono (figura 113) ya que todas las sefiales de
protones estaban asignadas.

La figura 114 muestra el espéctro de 134, que se pudo asignar por comparacién
con datos bibliograficos.

En el espectro de 135 (figura 115), interpretado por heterocorrelacién protén-
carbono, y en los espectros de 136 y 142 (figura 116 y 117), interpretados por
comparacién con 135, s6lo se pudieron asignar los carbonos anoméricos y los C-6B y C-
6’ y adicionalmente para 135 el C-5.

Los espectros de 145 y 146 se muestran en 1as figuras 119 y 120.

La figura 118 muestra el espectro de !3C-RMN de la mezcla de anémeros 137.
Este espectro es mds complejo que el de los derivados anteriores debido a que no hay
coincidencia de desplazamientos quimicos de los carbonos de los anillos de azicar de las -
unidades no reductoras en ambos anoméros. Asf por ejemplo, se observan dos sefieles
para C-1"y C-2".

El espectro de la mezcla 148 se mustra en la figura 121, En este espectro la
existencia de seis seflales a & 101,1, 100,7, 100,6, 100,4 y 100,0 ppm asignadas a
carbonos anoméricos B confirman la existencia de un equilibrio conformacional en el
enlace de amida .

Los espectros de los lipopolisacdridos 147, 148 y 124 presentan las sefiales de
carbono caracterisricas de la cadena lipfdica que se recoge en el apartado 4.6.
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6L1

TABLA 35

Datos de desplazamientos quimicos de 13C-RMN (8, ppm) de carbonos anoméricos de los compuestos 157, 134-
136y 142

Carbono Compuestos

anomérico 1572 134® 1352 136¢ 142¢
C-la 94,7 984 96,5 96,6 96,7
C-1B 99.9 103,3 102,7 1024 1022
C-1 100,6 1003,1 102,8 102,7 102.6

3 En CI3CD, 125,7 MHz. ® En DMSO-dg, 75,4 MHz. ¢ En Cl3CD, 75,4 MHz.

TABLA 38

Datos de desplazamientos quimicos de 13C-RMN (8, ppm) de carbonos anoméricos de los compuestos 137, 145-
148 y 124

Carbono Compuestos

anomérico 1373 1452 1462 1472 1482 124b
C-la 96,5 94,7 952 95,0 94.9 93,7
C-1B 102,6 1004 99,9 99.9 101,1; 100,7 104,3¢
C-1 102,1 99,8 100,5 100,5 100,6 103,0¢
Cc1 96,7; 96,6 974 100,7 1007 100,4; 100,0 98.7¢

aEn CI3CD, 125,7 MHz. ® En DMSO-dg, 125,7 MHz. ¢ Intrercambiables.



Espectrometria de masas.

Para esta serie de compuestos los especros de baja resolucién obtenidos por
bombardeo con 4tomo rdpido (FAB) confirmaron los pesos moleculares. Estos espectros
se realizaron usando la glicerina como matriz y salinizando la muestra con yoduro
sédico. En la parte experimental se recogen los iones [M+Na]* y su intensidad relativa.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 METODOS GENERALES
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Técnicas generales de laboratorio.

Los puntos de fusién se han medido en un aparato Gallenkamp MFB-595, est4n
sin corregir y se refieren a muestras secadas sobre P05 a vacfo de trompa.

Los andlisis elementales se han realizado en el Departamento de Quimica
Analftica de la Facultad de Quimica de la Universidad de Sevilla, en la seccién de
Microandlisis del Instituto de Qufmica Orgdnica General del C.S.1.C. de Madrid y en el
Instituto de Qufmica de Sarri4 de Barcelona.

Cromatografia analitica.

Con fines analiticos cualitativos se ha usado la cromatograffa en capa fina (c.c.f.),
con objeto de controlar las reacciones y 1a pureza de los productos obtenidos. Se han
usado ldminas de aluminio prefabricadas para cromatograffa de capa fina Alugram Sil.
G/UV254 Merck de 0,25 mm de espesor. Como eluyente se han empleado los que en
cada caso se indican.

Los reveladores usados han sido 4cido sulfirico-etanol al 10% en caliente y luz
UV de 254 mm de longitud de onda.

Cromatografia preparativa.

Con fines preparativos se han.utilizado cromatoplacas de gel de sflice 60 Fa54S
Merck de 1 mm de espesor y la cromatograffa en columna. Como soporte para esta
Gltima se ha emplaado gel de sflice 60 Merck 230 mesh, y como eluyentes 10s que en
cada caso se indican.
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Rotacién optica.

Se han medido en un espectropolarimetro Perkin-Elmer modelo 241 MC,
empleando luz amarilla de sodio (A 589 nm) a 22°.

Espectros de absorcién en el UV.

Se han registrado en un espectrofotémetro Philips PU 8710, siendo el camino
6ptico de 1 cm. Como disolvente se emple6 diclorometano, utilizando concentraciones
comprendidas entre 104 y 10-5 M.

Espectros de absorcién en el IR,

Se han registrado en un espectrofotémetro Bomem Michelson FT IR MB-120.
Para preparar la muestra se usé la tecnica de pastilla de KBr o 1a de pelicula liquida.

Espectros de |H-RMN y 13C-RMN.

Se han registrado en los espectrémetros de transformada de Fourier Varian XL-
200 a 200 MHz (!H) y 50,3 MHz (13C), Bruker 300 AMX a 300 MHz (1H) y 75,5 MHz
(13C) y Bruker 500 AMX a 500 MHz (1H) y 125,7 MHz (13C).

Se han empleado como disolventes Cl3CD, DMSO-dg, CsDg y MeOH-dy y como
referencia intema el TMS. Para el desplazamiento quimico se usa el pardmetro 0.

La interpretacién de los espectros se han facilitado mediante experiencias de
intercambio con deuterio, desplamiento homo y heteronuclear y por experimentos de
correlacion homonuclear 2D COSY. Las constantes de acoplamiento (/) se dan en Hz y
se leyeron directamente sobre el espectro ampliado o de los listados del computador.
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La forma de las sefiales se indican con algunas de las abreviaturas siguientes: s,
singulete; d, doblete; t, triplete; dd, doble doblete; m, multiplete y a, sefial ancha.

La asignacion de las sefiales en el caso de los espectros de 13C-RMN se facilit6
mediante el empleo de la técnica APT, DEPT y espectro de correlacién heteronuclear.

Espectrometria de masas.

Se utiliz6 un espectrémetro de masas Kratos, modelo MS-80RFA. Las muestras
se introdujeron mediante una sonda de sé6lidos calentando de 30 a 280°. La temperatura
de 1a fuente de ionizacién fue de 150-250° segin las experiencias realizadas que fueron
las siguientes:

a) Ionizaci6n por impacto electrénico a 70 eV, corriente de ionizacién 100 pA, voltaje
acelerador de 4 KV, resolucién 1000 (definicién del 10% de valle) y velocidad de barrido
de 3 s/dec.

b) Ionizacién por impacto electrénico a 70 eV, corriente de ionizacién 100 pA, voltaje
acelerador de 4 KV, resolucién 10000 (definicién del 10% de valle) y velocidad de
barrido de 10 s/dec.

¢) FAB (bombardeo con dtomo acelerados). El gas usado es argon y/o xenon. Velocidad
de barrido 3s/dec. y voltage acelerador de 4 KV. Voltage acelerador 7 KV (cafion de
xenon y/o argon); 1 pA, 2.10-4 mBar. Las matrices usadas fueron glicerina y tioglicerina.
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4.2 PRODUCTOS COMERCIALES.
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Se han empleado muestras comerciales de los siguientes productos:
Acido p-toluensulfénico monohidratol(Merck).
Acido triflico (Fluka).
Acido vacénico (Aldrich).
Agua oxigenada (30%) (Merck).
Anhfdrido acético (Panreac).
Anhfdrido ftilico (Panreac).
Benzaldehido (Panreac).
Bromhfdrico en acético (Merck).
Bromuro de bencilo (Merck).
Bromuro de mercurio (II) (Merck).
Bromuro de tetrabutilamonio (Aldrich).
Butil litio (Aldrich).
Carbonato potésico (Fluka).
Celobiosa (Fluka).
Cianoborohidruro sédico (Fluka).
Cianuro de mercurio (II) (Merck).

Cloruro de benzoilo (Merck).
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Cloruro de zinc (II) (Panreac).
Difenilselenuro (Aldrich).
Diisopropilamina (Merch).
Etoximetilenmalonato de dietilo (Fluka).
L-Fucosa (Merck).

D-Glucosa (Merck).

Hidrazina monohidrato (Fluka).
Hidrocloruro de D-glucosamina (Merck).
Hidré6xido de litio (Merck).

Hidré6xido de paladio sobre carb6n 20% (Aldrich).
Hidruro de fenacilamina (Fluka).
Hidruro sédico (Merck).

p-Metoxifenol (Fluka).

Nitrato cérico aménico CAN (Fluka).
Oleato de etilo (Aldrich).

Oxido de dibutilestafio (Merck).
Peryodato s6dico (Merck).

Piridina (Panreac).
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L-Ramnosa moﬁohirato (Merck).
Tiofosgeno (Merck).
Tricloroacetimidato (Fluka).
Trietilamina (Merck).

Triflato de plata (Fluka).
Triflato de trimetilsililo (Fluka).
N-Yodosuccinimida (Fluka).

Yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio (Aldrich).
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4.3. SECADO DE DISOLVENTES Y REACTIVOS
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Se ha realizado el secado de algunos de los disolventes y reactivos que a
continuacién se detallan.
Acetonitrilo.

Se destila tres veces, una sobre P, Os, otra sobre K2CO3 y finalmente en atmdsfera
inerte.

Benzaldehido.

Destilado a presién reducida.
Cloruro de zinc (11).

Secado en estufa a 100° durante 16 horas.
Dimetilformamida.

Destilada a presi6én reducida previo secado sobre MgSOj.

. Piridina anhidra.

Se calienta a reflujo, durante una hora sobre potasa y se destila con columna de
fraccionamiento.

Diclorometano y 1,2-dicloroetano.
Secado sobre CaCl, 18 horas y destilado sobre CaH» en atmdsfera inerte.
Tetrahidrofurano.

Destilado sobre hidruro de aluminio y litio en atmdésfera inerte.
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Cianoborohidruro sédico.

Secado a vacio durante 8 horas.

Triflato de plata.

Secado en estufa a 100° durante 24 horas.
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4.4. MATERIAS PRIMAS

197



4.4.1 B-D-Glucopiranosilamina.

A una suspensién de D-glucosa (50,0 g, 277,8 mmol) en metanol (100 mL), a 0°
se burbujea NH3 seco hasta total disolucién. La mezcla de reaccién se mantiene a O °
durante 1 mes, aparaciendo un s6lido blanco que se filtra y se lava con metanol. Rend.
60,0 g, 60%; p.f. 126°. (Bibliograffal0l, rend. 57%; p.f. 127-128°).

4.4.2 N-(2,2-Dietoxicarbonilvinil)- B-D-glucopiranosilamina.

A una disolucién de etoximetilénmalonato de dietilo (5,6 mL, 27,9 mmol) en
metanol (56 mL) se afiade B-D-glucopiranosilamina (5,00 g, 27,9 mmol). La mezcla de
reaccion se agita a temperatura ambiente hasta aparicién de un s6lido blanco que se filtra
y lava con metanol. Rend. 7,97 g, 82%; p.f. 167° (metanol). (Bibliograffal92, rend 25%;
p.f. 167-169°).

4.4.3 B-L-Ramnopiranosilamina.

A una suspensién de L-ramnosa monohidrato (5,0 g, 30,5 mmol) en metanol (10
mL) a 0°, se burbujea NHj hasta total disolucién. La mezcla de reaccién se mantiene a 4°
durante 1 mes, apareciendo un s6lido blanco que se filtra y lava con metanol. Rend. 3,3
g, 66%; p.f. 115-116°. (Bibliografial0l, rend. 77%; p.f. 114-116°).

4.4.4 N-(2,2-Dietoxicarbonilvinil)- B-L-ramnopiranosilamina (69).

A una solucién de etoximetilénmalonato de dietilo (3,7 mL, 18,4 mmol) en
metanol (36,8 mL) se afiade -L-ramnopiranosilamina (3,0 g, 18,4 mmol). La mezcla de
reaccién se agita a temperatura ambiente hasta aparicién de un sélido blanco que se filtra
y lava con metanol. Rend. 3,71 g, 60%; p.f. 155-157°. (Bibliograffal®3, rend. 8%, p.f.
155-157°).
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44.5 2,3,4-Tri-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)- -L-ramnopiranosilamina (74).

A una suspensién de N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-f-L-ramnopiranosilamina (69)
(0,40 g, 1,4 mmol) en piridina anhidra (4 mL) se afiade anhfdrido acético (2 mL) a 0°. La
mezcla de reaccién se mantiene 24 horas a temperatura ambiente, seguidamente se vierte
sobre hielo-agua y se extrae con diclorometano. La fase orgdnica se lava sucesivamente
con disolucién acuosa de HySO4 1M, disolucién saturada de NaHCO3 y agua, se seca
sobre MgSO4 y se concentra hasta sequedad. Rend. 0,48g, 89%; p.f. 113-116°.
(Bibliograffal03, rend. 19%; p.f. 113-116°).

4.4.6 Bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosilo.

Procedimiento (a): a una mezcla de D-glucosa (59,40 g, 0,3 mmol) en Ac20 (280
mL, 2,8 mmol) se afiade 3 gotas de HoSO4 concentrado y se agita hasta disolucién total,
calentandose entonces en bafio de vapor durante 2 horas. Seguidamente se elimina el
4cido acético que se genera en la reacién (= 200mL), y se aflade anhfdrido acético (64
mL, 0,6 mmol). A continuacién se burbujea HBr gaseoso hasta un aumento en peso de
140-160 g. El exceso de HBr, 4cido acetico y anhidrido acético se elimina por destilacién
~ a presion reducida y el residuo resultante se cristaliza de éter isopropilico. Rend. 115 g,
85%; p.f. 87-88°. (Bibliograffal®4, rend. 80-87%; p.f. 87-88°).

Procedimiento (b): una suspensién de 1,2,3,4,6-penta-0O-acetil-o y B-D-glucosa
(50 g, 250 mmol) en HBr/AcOH (40 mL) se agita a temperatura ambiente durante 1,5
horas hasta disolucién. Seguidamente se vierte, lentamente, sobre hielo-agua y se extrae
con éter etflico. La fase ogdnica se lava con solucién saturada de NaHCO3 y agua. Se
seca sobre CaCl; y se concentra a sequedad, obteniendose un aceite que cristaliza al
afiadir éter de petr6leo. Rend. 50,6 g, 50%; p.f. 82-84°. (Bibliograffal05, rend. 45%).
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4.4.7 Bromuro de 2,3 ,4,6-tetra-O-acetil- o-D-galactopiranosilo.

Una suspensién de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-o y §-D-galactosa (50 g, 250 mmol)
en HBr/AcOH (40 mL) se agita a temperatura ambiente durante 1,5 horas hasta
disolucién. Seguidamente se vierte, lentamente, sobre hielo-agua y se extrae con éter
etflico. La fase ogdnica se lava con solucién saturada de NaHCO3 y agua. Se seca sobre
CaCl; y se concentra a sequedad, obteniendose un aceite que cristaliza al afiadir éter de
petrleo. Rend. 50,0 g, 49%; p.f. 82-84°. (Bibliograffa1°5, rend. 47%; p.f. 85°).

4.4.8 1,34,6-Tetra-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-ay B-D-glucopiranésido.

Se adiciona hidrocloruro de D-glucosamina (10,0 g, 46,3 mmol) a una solucién de

MeONa en metanol (1,0 g, de Na métalico en metanol absoluto 70 mL). Al cabo de 10
minutos el NaCl que se forma se separa por filtracién y se lava con metanol (20-25 mL).
Al filtrado se le afiade anhfdrido ftélico (7,0 g, 47,3 mmol) finamente pulverizado y se
agita a temperatura ambiente durante 10 minutos. Seguidamente 1a solucién resultante se
calienta a reflujo durante 10-15 minutos. Al enfriar aparece un sélido que se filtra y se
lava con metanol frfo.
Una solucién del sélido anterior conteniendo 2-(2-carboxibenzamido)-2-desoxi-o-D-
glucopiranosa (10,0 g, 30,6 mmol) en piridina anhidra (54 mL) se enfrfa y se afiade
anhfdrido acético (30 mL). La mezcla de reaccién se mantiene durante 24 horas a
temperatura ambiente y luego se vierte sobre hielo-agua. Se extrae con cloroformo. y la
fase orgédnica se lava sucesivamente con agua frfa, disolucién acuosa de HCl 1M,
disolucién acuosa saturada de NaHCO3 y agua. Se seca sobre Na;SO4 y se concentra
hasta sequedad a vacfo. El residuo resultante se cristaliza de éter etilico. Rend. 18,10 g,
82%. (Bibliografial%6, rend. 50-70%).

449 3,4,6-Tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-D-glucopiranosa (150).

A una suspensién de MeONa (2,45 g, 45,5 mmol) en THF (270 mL) se afiade una
mezcla de los 1,3,4,6-tetra-0-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-o. y B-D-glucopirandsidos
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(10,50 g, 22,0 mmol) y se agita durante 20 minutos a -15° . Seguidamente se afiade 4cido
acético (4,5 mL) y se agita durante 10 minutos. La mezcla de reaccién se lleva a
sequedad a vacfo, el residuo resultante se disuelve en diclorometano y se lava
sucesivamente con agua, disolucién saturada de NaHCQ3 y agua. El residuo resultante se
purifica en columna cromatogréifica sobre gel de sflice (éter etflico-éter de petréleo,
1:1-1:3). Rend. 4,20 g, 44%;p.f. 169-171°. (Bibliografia?®, rend. 82%; p.f. 168-170°).

4.4.10 Tricloroacetimidato de 3 4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-3-D-glucopira-
nosilo(128).

A una solucién de 3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-fB-D-glucopira-nosa ( )
(1,03 g, 2,4 mmol) en 1,2-dicloroetano recien destilado (12 mL) se afiade K2CO3 (1,5 g,
10,8 mmol) y Cl3CCN destilado (1,3 mL, 13,0 mmol). La mezcla de reaccién se
mantiene a temperatura ambiente durante 15 horas, seguidamente se filtra y se lleva a
sequedad a vacfo. Rend. 0,98 g, 75%; p.f. 146-148°. (Bibliograffal®7, rend. 73%; p.f.
146°).

4.4.11 p-Metoxifenil 3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido (79).

A una mezcla de los 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-oc y [-D-
glucopirandsidos (16, 80 g, 35,2 mmol) y p-metoxifenol (6,60 g, 52,8 mmol) en
diclorometano (72 mL) a 0° se afiade Me3SiOTf (7,2 mL, 42,2 mmol). La mezcla de
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 15 horas, seguidamente se diluye con
diclorometano y se lava con disolucién acuosa de NaOH (1M, 3x30 mL). La fase
orgénica se seca sobre NaySOy4 y se concentra a sequedad para dar un s6lido que se
purifica por cromatograffa en columna sobre gel de sflice (éter etilico-éter de petréleo,
1:3). Rend. 13,10 g, 70%; p.f. 148-149°. (Bibliograffal6, rend. 84%; p.f. 148-148°).
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4.4.12 p-Metoxifenil 2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopirandsido.

A una solucién de p-metoxifenil 3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-
glucopiranésido (1,91 g, 3,5 mmol) en una mezcla de THF-metanol (1:1, 40 mL) se
afiade MeONa/metanol (0,2 M, 8,6 mL). La mezcla de reaccién se mantiene a
temperatura ambiente durante 1,5 horas, seguidamente se neutraliza con Amberlita IRA-
120(H*) y se evapora a sequedad. El residuo resultante se utiliza sin purificar en los
siguientes pasos. (Bibliograffal6),

4.4.13 Bromurode 2,3,6,2' 3’ 4°,6’-hepta-O-acetil-a-D-celobiosilo.

A una soluci6én de octaacetilcelobiosa (16,30 g, 24,0 mmol) en diclorometano (50
mL) a 0° se afiade HBr/AcOH (33 mL) y se mantiene 5-10° durante 24 horas. La fase
orgédnica se lava con disoluci6én acuosa saturada de NaHCO3, agua y se seca sobre
MgS0;4. El residuo se purifica por cromatograffa en columna sobre gel de silice (tolueno-
acetona, 8:1), dopada con Et3N. Rend. 10,3 g, 60%; p.f. 182-184°. (Bibliograffal® p.f.
183°).

4.4.14 Acido (2E, 9Z)-2 ,9-octadecadienoico.

A una solucién de HNiPl'z (1,5 mL, 10,66mmoles) en THF seco (2 mL)a0° y en
atmosfera de Ar se afiade DBuLi (6,67 mL, 10,66 mmoles). La mezcla se lleva a -78° y se
transfiere oleato de etilo (1,9 mL, 5,3 mmoles) en THF (2 mL). Seguidamente se adiciona
PhSeSePh (2 g, 6,41 mmoles) en THF (4 mL) y se mantiene con agitacién 15 minutos. Se
deja alcanzar t. a, y se afiade NalO4 (3,3 g, 15,4 mmoles), NaHCO3 (0,667 g) en MeOH-
H,0 (6:1, 126 mL), calentando a 50° durante 4 h. Se diluye con una solucién saturada de
NaHCO3 y se extrae con éter etfico (3x30 mL). La fase orgénica se lava con HO, se seca
sobre Na;SOy4 y se evapora a vacfo hasta sequedad dando un aceite (3 g) que se disuelve
en 1,2-dimetoxietano (30 mL) y KOH (10 mL, 8M). La mezcla se calienta a 80° durante
15 horas. Se afiade HCI (1M) hasta pH 4cido, se extrae con éter (3x40 mL). La fase
orgénica se lava con disolucién saturada de NaCl y se seca sobre Na;SO4. Se concentra
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hasta sequedad a vacfo dando un residuo que se purifica en cromatograffa sobre gel de
sflice (ClpCHj-acetona, 30:1) para dar el 4cido (2E, 9Z)-2,9-octadecadienoico. Rend. 0,1
g, 70%. (Bibliograffal09, rend. 80%).
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4.5. NUEVOS PROCEDIMIENTOS
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4.5.1 3,4,6-Tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-D-glucopiranosa®? (150).

A una solucién del p-metoxifenil 3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-p-D-
glucopiranésido (4,38 g, 8,0 mmol) en acetonitrilo-tolueno-agua (3,3:1,5:1; 155 mL) se
afiade CAN (11,0 g, 22,9 mmol) y la mezcla resultante se mantiene con agitacién a
temperatura ambiente durante 12 minutos. Seguidamente se diluye con diclorometano y
se lava sucesivamente con disolucién saturada de NaCl, disolucién saturada de NaHCOg3,
agua y se seca sobre MgSOj4. El residuo resultante se purifica en columna cromatogréfica
sobre gel de sflice (diclorometano-acetona, 20:1).

Rend. 3,42 g, 98%.

E. M., FAB: m/z 458 [100%, (M+Na)*'].

4.52 Fenil 2,3,6,2',3' 4’ 6 -hepta-O-acetil-1-tio-B-D-celobiosido! 10 (125).

Una mezcla de NaOH (1,42 g, 35,4 mmol) y tifenol (3,3 mL, 35,4 mmol) en agua
(8 mL) se agita durante 30 minutos a temperatura ambiente y se afiade a una disolucién
- formada por acetobromocelobiosa (16,70 g, 23,0 mmol) y HSO4NBuy4 (1,20 g, 4,1 mmol)
en diclorometano (50 mL). La mezcla se agita vigorosamente durante 30 horas,
seguidamente se diluye con diclorometano y 1a fase orgédnica se lava con agua y se seca
sobre NazSO4. El residuo resultante se purifica en cromatograffa en columna sobre gel de
sflice usando como eluyente diclorometano-acetona (30:1—15:1).

Rend. 9,87 g, 60%.

E. M., FAB: m/z 751 (84%, (M+Na)*].
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4.5.3 p-Metoxifenil 3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido!6 (7).

Procedimiento (a): una mezcla de p-metoxifenil 2-desoxi-2-ftalimido-$3-D-
glucopiranésido (75) (0,42 g, 1,0 mmol), BuSnO (0,49 g, 2,0 mmol), BuyNBr (0,49 g,
1,6 mmol) y BnBr (1,76 mL, 14,8 mmol) en acetonitrilo recién destilado (50 mL), se
calienta a reflujo conectado a un aparato Soxhlet conteniendo tamiz 3 A duranta 6 dias. A
continuacién se aftade Bu;SnO (0,23 g, 1,1 mmol), BuyNBr (0,34 g, 1,1 mmol) y BnBr
(0,31 mL, 2,6 mmol), se reemplaza el tamiz molecular y se calienta a reflujo durante 3
dfas més. Seguidamente se concentra a sequedad y el residuo resultante se disuelve en
acetato de etilo (50 mL), se aflade disolucién saturada de NaHCO3 (50 mL) y se agita
durante 3 horas; se filtra y la fase orgdnica se lava con solucién saturada acuosa de KCl,
se seca sobre NaSO4 y se concentra a vacfo. El residuo resultante se purifica por
cromatograffa en columna sobre gel de sflice (tolueno-acetona, 15:1) para dar p-
metoxifenil 3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido (7).

Rend. 0,368, 60%; [a]p +56,1° (c 0,8.cloroformo).

Espectro 13C-RMN: a 50,3 MHz en Cl3CD, tabla 19 y 8 168,1 (2CO de NPhth),
137,5, 1374, 133,8, 127,88, 127,7, 1274, 128,4, 128,1, 123,3, 118,5, 114,2 (22C, Ar),
155,3 (C4” de C¢gH4O0Me), 150,2 (C;” de C¢H4OMe), 74,3, 74,1 (2C de CH,CgHs) y
- 55,4 (C¢H4OCH3).

Procedimiento (b): una mezcla de p-metoxifenil 2-desoxi-2-ftalimido-B-D-
glucopiranésido (75) (3,00 g, 7,2 mmol), BuSnO (3,60 g, 14,5 mmol), BuyNBr (3,57 g,
14,5 mmol) y BnBr (3,57 mL, 11,6 mmol) en acetonitrilo recién destilado (350 mL), se
calienta a reflujo conectado a un aparato Soxhlet conteniendo tamiz 3 A duranta 4 dias.
Seguidamente se concentra a sequedad y el residuo resultante se disuelve en acetato de
etilo (150 mL), se afiade disoluci6n saturada de NaHCO3 (150 mL) y se agita durante 3
horas; se filtra y la fase organica se lava con solucién saturada acuosa de KCl, se seca
sobre NazSOy4 y se concentra a vacfo. El residuo resultante se purifica por cromatograffa
en columna sobre gel de sflice (tolueno-acetona, 15:1) para dar p-metoxifenil 3,6-di-O-
bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido (7) (1,86 g, 44%) y el p-metoxifenil 6--
O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-f-D-glucopirandsido (76) (1,12 g, 30%) .
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Procedimiento (c): una mezcla de p-metoxifenol 6-O-bencil-2-desoxi-2-
ftalimido-B-D-glucopiranésido (76) (0,50 g, 1 mmol), BupSnO (0,37 g, 1,5 mmol),
BugNBr (0,46 g, 1,5 mmol) y BnBr (0,41 mL, 3,5 mmol) en acetonitrilo recién destilado
(50 mL), se calienta a reflujo conectado a un aparato Soxhlet conteniendo tamiz
molecular de 3 A durante 3 dfas. Seguidamente se retira el aparato Soxhlet y se elimina el
exceso de BnBr afiadiendo Et3N (6 mL) y calentando a reflujo durante 1 hora. A
continuacién se concetra a sequedad y el residuo resultante se disuelve en acetato de etilo
(50 mL), se afiade disolucién saturada de NaHCO3 (50 mL) y se agita durante 3 horas;
se filtra y la fase orgédnica se lava con soluci6n saturada acuosa de KCl, se seca sobre
Na2SO04 y se concentra a vacfo. El residuo resultante se purifica por cromatografia en
columna sobre gel de sflice (tolueno-acetona, 15:1) para dar p-metoxifenil 3,6-di-O-
bencil-2-desoxi-2-ftalimido-f-D-glucopiranésido (7).

Rend. 047 g, 80%.
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4.6. NUEVOS PRODUCTOS
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4.6.1 Benzoilaciones de N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (69).

Procedimiento (a): a una disolucién de N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-
ramnopiranosilamina (69) (2,50 g, 7,5 mmol) en piridina anhidra (7 mL) se adiciona
gradualmente BzCl (2,8 mL, 26,0 mmol, 3,5 eq) en piridina (7 mL) con enfriamiento
simultdneo de la mezcla de reaccién bajo corriente de agua. La mezcla de reaccién se
mantiene a temperatura ambiente 1 hora, seguidamente se vierte sobre hielo-agua (150
mL) y se extrae con diclorometano. La fase orgdnica se lava sucesivamente con
disoluci6n acuosa de H»SO4 1M, disolucién acuosa saturada de NaHCO3 y agua. Se seca
sobre NaySOg4 y se concentra a sequedad, dando un aceite (1,53 g) que se purifica por
cromatograffa en columna sobre gel de sflice (éter etflico-hexano 2:1—5:1). Se obtienen
asf los compuestos que a continuacién se detallan como sélidos blancos: 2,3,4,-tri-O-
benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (70) (0,80 g, 16%), 2,3-di-
0-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (71) (0,83 g, 21%), 3,4-
di-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (72) (1,06 g, 26%) y
3-0-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (73) (0,81 g, 25%).

Procedimiento (b): cuando la reaccién se lleva a cabo con N-(2,2-
dietoxicarbonilvinil)-8-L-ramnopiranosilamina (69) (3,00 g, 9,0 mmol) en piridina
anhidra (10,5 mL) y BzCl (4,5 mL 40,5 mmol, 4,5 eq) en las mismas condiciones que en
el apartado (a) se obtiene 2,3,4,-tri-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopi-
ranosilamina (70) (2,26 g, 46%), 2,3-di-0-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ram-
nopiranosilamina (71) (0,20 g, 5%), 3.,4-di-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-
ramnopiranosilamina (72) (0,36 g, 8%) y 3-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-
ramnopiranosilamina (73) (1,00 g, 26%).

Procedimiento (c): a una disolucién de N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-f3-L-ramnopi-
ranosilamina (69) (0,95 g, 2,8 mmol) en piridina anhidra (1,9 mL) a 0° se le afiade
gradualmente y con agitacién BzCl (1,9 mL, 17,0 mmol, 6,0 eq) en piridina (8,5 mL). La
mezcla se mantiene 48 horas a temperatura ambiente. Seguidamente se vierte sobre hielo-
agua (100 mL) y se extrae con diclorometano. La fase organica se trata como en (a) y el
crudo obtenido se cristaliza de etanol para dar 2,3,4,-tri-O-benzoil-N-(2,2-
dietoxicarbonilvinil)-p-L-ramnopiranosilamina (70) (1,28 g, 70%).
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Procedimiento (d): a una disolucién agitada de N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-
ramnopiranosilamina (69) (1,00 g, 3,0 mmol) en piridina anhidra (2 mL) a 0° se le
adiciona gradualmente BzCl (1 mL, 9,0 mmol,3,0 eq) en piridina (4,7 mL). La mezcla se
mantiene 24 horas a -14°, seguidamente se vierte sobre hielo-agua (100 mL) y se elabora
como en el apartado (a). El producto bruto obtenido se cromatograffa en columna sobre
gel de sflice usando como eluyente éter etflico-hexano, (2:1-5:1), para dar 2,3-di-O-
benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (71) (0,19 g, 8%), 3,4-di-
0O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (72) (0,18 g, 10%) y 3-
O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (73) (0,76 g, 56%). La
fase acuosa se extrae con éter etflico (3x20 mL), de donde se recupera N-(2,2-
dietoxicarbonilvinil)-f-L-ramnopiranosilamina (69) (0,16 g, 16%) sin reaccionar.

Procedimiento (e): a una disolucién de N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-p-L-
ramnopiranosilamina (69) (0,50 g, 1,5 mmol) en piridina anhidra a 0° se afiade BzCl (0,3
mL, 3,0 mmol, 2,0 eq) en piridina (1,6 mL). La mezcla se mantiene 24 horas a -14° y
seguidamente se elabora como en el apartado (c). El crudo se cromatografia en columna
sobre gel de sflice obteniéndose 2,3-di-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)--L-ram-
nopiranosilamina (71) (62 mg, 40%), 3,4-di-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-3-L-
ramnopiranosilamina (72) (77 mg, 5%) y 3-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-
ramnopiranosilamina (73) (0,28 g, 44%); recuperandose N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-
ramnopiranosilamina (69) (0,29 g, 35%) sin reaccionar.
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4.6.1.1 2,3 4,-Tri-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)- B-L-ramnopiranosilamina (70).

H

Me lo} N > COzEt
BzO A X!l _
0Bz 0 OEt

0Bz

RF 0,65 (éter etilico-hexano, 3:1); p.f. 160-162° (etanol); [alp +57,0 ° (¢ 1,0,
diclorometano); Amax 275 y 242 nm (€qmM 26,8 y 24,5).

Espectro IR: vVpmax 3256 (NH), 1732(C=0 libre), 1707 (C=0), 1664 (C=0
quelato), 1609 (NH y C=C), 1258 (C-O-C, aromitico) y 708 cm-!(CH arom4tico).

Espectro !H-RMN: a 500 MHz en C13CD, tablas 7, 8 y & 9,41 (dd, 1H, J NH,-CH
13,5 Hz, NH), 7,14-8,13 (m, 16 H, 3Bz, =CH), 4,13, 4,02 (2c, 2H cada uno, 3/y .y 7,0
Hz, 2 CH3CHj), 1,20 y1,10 (2t, 3H cada uno, 2 CH3CH3). A 500 MHz en C¢Dg tablas 7,
8y 89,98 (dd, 1H, /Ny, =cH 13,1 Hz, NH), 8,22-6,92 (m, 15 H, 3Bz), 8,15 (d, 1H, =CH),
4,20-4,14, 3,92-3,84, (2m, 2H cada uno, 2 CH3CH>), 1,08 y 0,90 (2t, 3H cada uno, 3/y g
- 1,1 Hz, 2 CH3CHp). A 200 MHz en (CD)3SO0, tablas 7, 8 y 8 9,34 (dd, 1H, JNH,=cH 13,6
Hz, NH), 8,12 (d, 1H, =CH), 8,06-7,20 (m, 15H, 3Bz), 4,04 (c, 4H, 2 CH3CH>), 1,20 y
1,08 (2t, 3H cada uno, 3Jy g 7,5 Hz, 2 CH3CHy).

Espectro 13C-RMN: a 50.3 MHz en CI3CD, tabla 10 y & 167,5 (CO quelato),
165,5, 165,4 (3 CO de Bz y CO libre), 157,6 (=CH), 128,2-134,4 (18C de Ph), 94,0 (=C),
60,0 (2 CHj), 14,0y 14,3 (2 CH3).

E. M.: m/z 645 (1, M), 600°(1, pico A), 459 (1, pico B), 337 (1, 459-BzOH),
216 (1, pico C), 187 (1, pico D), 142 (1, pico E), 122 (45, BzZOH™"), 105 (100, Bz+)y 77
(43, Pht).

Andlisis. Calculado para C3sH3s5NOq;: C, 65,00; H, 5,45; N, 2,12, Encontrado:
C, 65,40; H, 5,70; N, 2,30.
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4.6.1.2 2,3-Di-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)- B-L-ramnopiranosilamina (71).

H

HO !
OBz H. =

OBz 0O~ TOEt

RF 0,50 (éter etflico-hexano, 3:1); p.f. 77-79° (éter etflico-hexano); [a]p -26,0°
(c 1,0, diclorometano); Amax 275 y 233 nm (EmMm 10,6 y 11,8).

Espectro IR: vpax 3500-3250 (OH, NH), 1726 (C=0 libre), 1700 (C=0), 1663
(C=0 quelato), 1609 (NH y C=C), 1262 (C-0-C) y 708 cm"! (CH aromético).

Espectro 'H-RMN: a 200 MHz en CI3CD, tablas 7, 8 y & 9,43 (dd, 1H, J NH,
=CH 13,1, NH), 8,12-7,26 (m, 10H, 2Bz), 8,12 (d, 1H, =CH), 4,17, 4,06 (2c, 2H cada
uno, 3J H.H 7,0 Hz, 2CH3CH»), 1,27, y 1,16 (2t, 3H cada uno, 2CH3CH3). A 500 MHz
en Cg¢Dg, tablas 7, 8 y & 9.4 (dd, 1H, JNy-cy 10,4 Hz, NH), 6,94-8,15 (m, 16H, 3Bz,
=CH), 4,11-4,14, 3,85-3,88 (2m, 2H cada uno, 2 CH3CH>), 1,05 y 0,90 (2t, 3H cada uno,
- 3Jgn 74, 7.1 Hz, 2 CH3CHp).

Espectro 13C-RMN: a 50.3 MHz en Cl3CD, tabla 10 y § 167.5 (CO quelato),
166,2 (2CO de Bz), 165,4 (CO libre), 156,9 (=CH), 133,6, 133,4 (2C-4" de Ph), 129,9,
129,7 (4C, 2C-2", 6" de Ph), 128,8 (2C, 2C-1" de Ph), 93,7 (=C), 59,9 (2CHy), 142 y
14,0 (2CHj).

E. M., miz 541 (1, M*), 496 (1, pico A), 355 (2, pico B), 233 (3, 355-BzOH), 216
(2, pico C), 187 (2, pico D), 170 (3), 142 (4, pico E), 122 (47, BzOH™), 105 (100, Bz+) y
77 (23, Ph*).

Andlisis. Calculado para CogH31NOjo: C, 62,10; H, 5,77; N, 2,60. Encontrado;
C, 61,98; H, 5,60; N, 2,35.
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4.6.1.3 3,4-Di-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)- B-L-ramnopiranosilamina (72).

H

Me o NTX CO,Et
BzO Ill _
OBz “o OFt

OH

RF 0,60 (éter etflico-hexano, 3:1); p.f. 90-92° (éter etilico-hexano); [o]p +11,0°
(c 1,0, diclorometano); Amax 274 y 232 nm (emM 26,3 y 28,6).

Espectro IR: bmax 3500-3250 (OH, NH), 1726 (C=0 libre), 1665 (C=0 quelato),
1605 (NH y C=C), 1260 (C-O-C) y 710 cm-! (CH aromético).

Espectro !H-RMN: a 500 MHz en C13CD, tablas 7, 8 y & 9,68 (dd, 1H, J NH,=CH
13,7, NH), 8,12 (d, 1H, =CH), 8,00-7,25 (m, 10H, 2Bz), 4,29-4,16 (m, 4H, 2CH3CH3),
1,32y 1,31 (2t, 3H cada uno, 3 J gy i 7,3, 7.5 Hz, 2CH3CH2).

Espectro 13C-RMN: a 50.3 MHz en CI3CD, tabla 10 y & 167,8 (CO quelato),
165,6 (2CO de Bz), 157,7 (=CH), 133,2-128,3 (10C, 2 C-1", 2", 3", 4", 5", 6" de Ph),
93,5 (=C), 60,1, 59,9 (2CH3), 14,3 y 14,1 (2CH3).

E. M.: m/z 541 (1, M*), 496 (1, pico A), 355 (2, pico B), 233 (3, 355-BzOH),
216 (2, pico C), 187 (2, pico D), 170 (2), 142 (4, pico E), 122 (40, BzOH), 105 (100,
BzOHY) y 77 (21, Pht).

Andlisis. Calculado para CogH31NOj0; C, 62,10; H, 5,77; N, 2,60. Encontrado:
C, 62,37, H, 5,43; N, 2,52.
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4.6.1.4 3-O-Benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (73).

H
HO li«l
OBz OH “ O/ OEt

RE 0,46 (éter etilico- hexano) p.f. 88-90° (etanol 96°); [o]p -34,0° (¢ 1,0,
diclorometano); Amax 275 y 230 nm (gm 20,8 y 14,0).

Espectro IR: vpax 3450 (OH), 3290 (NH), 1700 (C=0 libre), 1696 (C=0), 1665
(C=0 quelato), 1603 (NH y C=C), 1256 (C-O-C) y 712 cm-! (CH aromitico).

Espectro H-RMN: a 200 MHz en Cl3CD, tablas 7, 8 y 8 9,63 (dd, 1H, J NH.=CH
12,2 Hz, NH), 8,08 (d, 1H, =CH), 8,74-7,26 (m, 5H, Bz), 4,17 (c, 4H, 3Jy y 7,0 Hz,
2CH3CH3) y 1,23 (t, 6H, 2CH3CH3).

Espectro 13C-RMN: a 50.3 MHz en Cl13CD, tabla 10 y & 168,1 (CO quelato),
166,3 (CO de Bz), 165,7 (CO libre), 157,8 (=CH), 133,5 (C-4" de Ph), 129,7 (2C, C-2",
6" de Ph), 129,1 (C-1" de Ph), 1284 (2C, C-3", 5" de Ph), 93,1 (=C), 60,1, 59,9 (2CH3),
14,4 y 14,1 (2CHs).

E. M.: m/z 437 (1, M), 392 (1, pico A), 251 (1, pico B), 216 (11, pico C), 187
(10, pico D), 142 (29, pico E), 122 (41, BzZOH*), 105 (100, Bz*), y 77 (23, Pht).

Andlisis. Calculado para C21H27N09 C, 57,66; H, 6,22; N, 3,20. Encontrado:
C,57,63; H, 6,35; N, 2,95.
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4.6.2 Bencilaciones en médio bdsico de p-metoxifenil 2-desoxi-2-fralimido-3-D-glu-
copirandsido (75).

A una solucién de p-metoxifenil 2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido (75)
(0,10 g, 0,24 mmol) en DMF a 0° se afiade NaH (55% en parafina) (0,03 g, 0,72 mmol) y
BnBr (0,086 mL, 0,72 mmol). La mezcla de reaccién se mantiene a temperatura ambiente
durante 3 dfas y a continuacién se afiade NaH (55% en parafina) (15 mg, 0,36 mmol) y
BnBr (0,86 mL, 0,72 mmol) y la mezcla se mantiene a temperatura ambiente durante 5
dfas més. A continuacién se elimina el exceso de NaH y BnBr afiadiendo al crudo de
reaccién metanol y Et3N, se agita durante 30 minutos, se filtra sobre celita y se concentra.
El crudo resultante se diluye con diclorometano, se lava con disolucién saturada de
NaHCOj3 y agua y se seca sobre MgSQ4 y se concentra a sequedad, dando un aceite que
se purifica por cromatograffa en columna sobre gel de silice (tolueno-acetona, 6:1). Se
obtienen asf 1os compuestos que a continuacién se detallan:

4.6.2.1 p-Metoxifenil 6-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido (76).

OBn

(o]
EA
HO OMP

NPhth

Rend. 25 mg, 21% (solido blanco); RF (toluene-acetone, 6:1), 0,2; p.f. 155-1570
(etanol); [alp -7.3 (g 1.1, diclorometano).

Espectro IH-RMN: a 500 MHz en CI3CD, tablas 17, 18 y & 7,84-7,30 (m, 9H,
NPhth, CH,CgHs5), 6,90-6,70 (m, 4H, CgH4OMe), 4,65 (d, 1H, Jyuy 119 Hz,
CH2CgHs), 4,59 (d, 1H, Jy y 11.9 Hz, CH2CgHs), 3,70 (s, 3H, OCH?3), 3,20, 1,80 (sa,

2H, OH).
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Espectro 13C-RMN: a 125,7 MHz en Cl3CD, tabla 19 y § 168,2 (2CO de NPhth),
137,4, 133,9, 131,4, 128,3, 127,6, 123,2, 118,5, 114,3 (16 C, Ar), 155.2 (C4” de
CsH4OCH3), 150,5 (C,” de CgH40CH3), 74,4 (2C de CH,CgHs), 55,5 (CcH4OCH3).

E. M., FAB: m/z 528 ( 100%, [M+ Na]*"),

Andlisis. Calculado para CogH2708N: C, 66.53; H, 5.35; N, 2.27. Encontrado: C,
66.43; H, 5.52; N, 2.90.

4.6.2.2 p-Metoxifenil 4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido--D-glucopirandsido (77).

OBn

(0]

NPhth

Rend. 18 mg, 13% (aceite); RF (tolueno-acetona, 6:1), 0,51,

Espectro !H-RMN: a 500 MHz, CI3CD, tablas 17, 18 y 8 7,65-7,20 (m, 14H,
NPhth, CH;CgH5), 6,94-6,67 (m, 4H, C¢H4OMe), 4,80-4,40 (m, 4H, CH,CgHs), 3,71 (s,
3H, OCH3) y 2,28 (sa 1H, OH).

Espectro 13C-RMN: a 125,7 MHz, tabla 19 y § 168,0 (2CO de NPhth), 137,8,
133,9, 131,5, 128,5, 1284, 128,2, 127,9, 127,7, 1276, 127.5, 126,83, 1233, 118.5, 1144,
114,2 (22C, Ar), 155,7 (C1” de CsH4OMe), 150,6 (C4” de CgH4OMe), 74,6, 75.1 (2C de
CHyC¢Hs) y 55.4 (C¢H4OCH3).

E. M., FAB: m/z 618 ( 100%, [M+ Na]*+) y 595 (2, M*-).
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4.6.2.3 p-Metoxifenil 4-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido (78).

OH

BnO 0,
HO OMP

NPhth

Rend. 7 mg, 6% (aceite); Rp(tolueno-acetona, 6:1), 0,3.

Espectro H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tablas 17, 18 y & 7,82-7,26 (m, 9H,
NPhth, CH,CgHs), 6,72-6,84 (m, 4H, C¢H4OMe), 4,82, 4,78 (d, 1H, cada una JQH‘H 12,7
Hz, CH,CgHs), 3,71 (s, 3H, OCH3) y 2,05, 1,65 (sa 2H, OH).

Espectro !3C-RMN: a 50.3 MHz en C13CD, tabla 19 y 6 168,1 (2CO de NPhth),

137,8, 134,1, 131,5, 128,1, 127,9, 1234, 118,2, 114,4 (16C, Ar), 155,3 (C4” de
CgH40Me), 150,4 (C;” de C¢H4OMe), 74,8 (1C de CHaCgHs) y 55,5 (CeH4OCH3).
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4.6.3 Acetilacionde (76), (77) y (78).

A una solucién de (76), (77) 6 (78) (0,017 mmol) en piridina (1mL) a 0° se afiade
anhfdrido acético (0,5 mL). La mezcla de reaccién se mantiene a temperatura ambiente
durante 24 horas. Seguidamente se elimina el exceso de anhidrido acético y piridina
afladiendo metanol a 0° y coevaporando con tolueno. Se obtiene asf, los compuestos que
a continuaci6n se detallan en forma de aceite:

4.6.3.1 p—Metoxifenil 3 ,4-di-O-acetil-6-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopira-
nésido (80).

OBn

AcO 0
AcO OMP
NPhth

Rend. 94 mg,, 95%.

Espectro 1H-RMN: a 300 MHz, Cl3CD, tablas 17, 18 y & 7,87-7,15 (m, 9H,
NPhth, CH>CgHys), 6,91-6,69 (m, 4H, C¢H40Me), 4,69, 4,51 (d, 1Hcada una CH,CgHs,
J2yy 12,1y 12,1 Hz), 3,71 (s, 3H, OCH3), 1,95 y 1,89 (s 3H cada una, COCH3).

Espectro 13C-RMN: a 50,3 MHz en CI3CD, tabla 19 y & 170,2 (2CO de
COCH3), 169,5 (2CO de NPnth), 137,7 134,9, 131,3, 128,2, 127,7, 127,6, 123,6, 118,6,
114,3 (18C, Ar), 155,5 (C4” de CgH40Me), 150,5 (C1” de C¢H4OMe), 73,5 (2C de
CHCgHs) y 55,5 (CsH4OCH3).

E. M., FAB: m/z [100%, (M+Na)*7] y 589 (2%, M*").
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4.6.3.2 p-Metoxifenil 3-O-acetil-4,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-p-D-glucopira-
nésido (81). )

OBn

BnO 0
AcO OMP

NPhth

Rend. 9,5 mg, 90%.

Espectro 1H-RMN: a 300 MHz, CI3CD, tablas 17, 18 y 8 7,86-7,17 (m, 14H,
NPhth, CH,CgH5), 6,89-6,70 (m, 4H, C¢H4OMe), 4,70-4,45 (m, 4H, CH,CgHs), 3.72 (s,
3H, OCH3) y 1,79 (s, 3H, COCH3).

Espectro 13C-RMN: a 50,3 MHz en Cl3CD, tabla 19 y 8 170,1 (3CO de NPhth y
COCH3), 137,9, 137,7, 134,1, 128,3, 128,0, 127,7, 127,6, 123,5, 118,7, 118,6 y 114,3
(26C, Ar), 1554 (C4” de CgH40Me), 150,6 (C;” de CgH40Me), 74., (2C de CHpCgHs)
y 55,5 (C¢H4OCH3).

E. M., FAB: m/z [65%, (M+Na)*1y 637 (2%, M*").
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4.6.3.3 p-Metoxifenil 3,6-di-O-acetil-4-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopira-
nosido (82).

OAc

BnO 0
AcO OMP
NPhth

Rend. 9,5 mg, 95%.

Espectro lH-RMN: a 300 MHz, Cl3CD, tablas 17, 18 y & 7,86-7.25 (m, 9H,
NPhth, CH,CgHs), 6,85-6,71 (m, 4H, CcH40Me), 4,66, 4,52 (d, 1H,cada una CH,CgHs,
J2yy 11,3 y 11,4 Hz), 3,72 (s, 3H, OCH3), 2,08 y 1,83 (s 3H cada una, COCH3).

Espectro 13C-RMN: a 50,3 MHz en ClI3CD, tabla 19 y & 170,4 (2CO de
COCH3), 169,8 (2CO de NPhth), 137,1, 134,1, 131,2, 128,4, 127,9, 127,7, 123,4, 118,7,
114,2 (16C, Ar), 155,5 (C4” de C¢H40OMe), 150,4 (C;” de C¢H4OMe), 74,5 (C de
CH,CgHs) y 55.4 (C¢H4OCH3).

E. M., FAB: m/z 612 [100%, (M+Na)*"] y 589 (4%, M*").
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4.6.4 4,6-O-Bencilidén-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)--D-glucopiranosilamina (83).
Ph’?&/}ro\
o] !
N
HO o gCOZEt
H

A una solucién de N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-D-glucopiranosilamina (6,00 g,
17,2 mmol) en benzaldehfdo destilado (30 mL) se afiade ZnCL; seco (6,00 g, 44,0
mmol). La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 12 horas y seguidamente se
lava con agua (3x12 mL). La fase orgénica se trata con hexano precipitando un sélido
que se filtra, se lava con hexano y se purifica por cristalizacion de etanol para dar el 4,6-
O-bencilidén-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-D-glucopiranosilamina (83) como sélido
amorfo.

Rend. 5,50 g, 76%, RF 0,6 (diclorometano-metanol, 7:1); p.f. 162-164° (etanol);
[op +19,0 (¢ 1,0, diclorometano); Amax 275,4 nm (EmM 29,60).

Especro IR: vipax 3426 (OH), 3283 (NH), 1724-1600 (C=0 libre, C=0 quelato,
NH y C=C), 1244 (C-O-C, aromfitico) y 702 cm-! (CH aromético).

Espectro 1H-RMN: a 200 MHz en CI3CD, tablas 14, 15 y 6 9,32 (dd, 1H, J
NH=cH 8,4 Hz, NH), 8,04 (d, 1H, =CH), 7,25-7,53 (m, 5 H, Ph), 548 (s, 1H, HC-Ph),
4,20(c, 4H, 3Jg 1 7.1 Hz, 2 CH3CHy), 3,88 (s.2, 1H, OH) y 1,29 (t, 6H, 2 CH3CHy).

Espectro 13C-RMN: a 50.3 MHz en CI3CD, tabla 16 y & 168,6 (CO quelato),
165,8 (CO libre), 157,9 (=CH), 129,2-136,5 (6C de Ph), 100,6 (HC-PH), 93,2 (=C), 60,1,
60,5 (2 CH»), 14,0y 14,4 (2 CH3).

E. M.: m/z 179 (18), 142 (16, pico E), 105 (100) y 77 (75, Ph™*).

Andlisis. Calculado para C21H27NQg: C, 57,67; H, 6,18; N, 3,20. Encontrado: C,
57,53; H, 6,16; N, 3,23.
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4.6.5 2,3-Di-O-acetil-4,6-O-bencilidén-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)- B-D-glucopirano-
silamina (84).
RSN
AcO one NF CO,Et
H

A una solucién de 4,6-0-bencilidén-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-D-
glucopiranosilamina (83) (1,00 g, 2,3 mmol) en piridina anhidra (10 mL) a 0° se afiade
anhfdrido acético (5 mL) y se mantiene con agitaci6n a temperatura ambiente durante 16
horas. Seguidamente se vierte sobre hielo-agua y se extrae con cloroformo (3x60 mL); la
fase cloroférmica se lava con disolucién acuosa 1M de H;SOy, disolucién saturada de
NaHCO3 y agua. Se seca sobre MgSO4 y se concentra a sequedad, obteniéndose un
s6lido que se cristaliza de etanol para dar 2,3-di-O-acetil-4,6-O-bencilidén-N-(2,2-
dietoxicarbonilvinil)-B-D-glucopiranosilamina (84) como sélido blanco.

Rend. 0,86 g, 72%; RF 0,6 ( eter etflico- hexano, 7:1); p.f. 144-146° (etanol);
[alp -31,0° (¢ 1,0, diclorometano); Amax 273,6 nm (emM 24,17).

Espectro IR: vpax 3285 (NH), 1757 (C=0 libre), 1715 (C=0), 1690 (C=0
quelato), 1615 (NH y C=C), 1225 (C-O-C, arom4tico) y 700 cm~! (CH aromético).

Espectro 1H-RMN: a 300 MHz en Cl3CD, tablas 14, 15 y § 9,25 (dd, 1H, J
NH,=cH 13,0 Hz, NH), 7,95 (d, 1H, =CH), 7,37-7,35 (m, 5 H, Ph), 5,51 (s, 1H, HC-Ph),
4,26, 4,227 (2c, 2H cada uno, 3JH,H 7.1 Hz, 2 CH3CH»), 2,07, 2,05 (2s, 3H cada uno,
COCH3), 1,33 y 1,30 (2t, 3H cada uno, 2 CH3CHjy).

Espectro 13C-RMN: a 75,4 MHz en CI3CD, tabla 16 y § 169,8, 169,6 (2 CO de
Ac), 167,7 (CO quelato), 165,3 (CO libre), 157,2 (=CH), 136,4-129,1 (6 C de Ph), 101,4
(HC-PH), 94,7 (=C), 60,3, 60,1 (2 CH,CH3), 20,6, 20,4 (2 COCH3), 14,2 y 14,1 (2
CH2CH3).
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E. M., FAB: m/z 544 [100%, (M+Na)**] y 521 2%, M*").

Andlisis. Calculado para CsH31NOj1: C, 57,58; H, 5,95; N, 2,69. Encontrado:
C,57,32; H, 5,97; N, 2,69.
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4.6.6 2,3-Di-O-benzoil-4,6-0-bencilidén-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)--D-glucopirano-
silamina (85).
Ph/Vo H"O\ OEt
EAN
Bz0 N 0B
H

A una solucién de 4,6-0-bencilidén-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-fB-D-
glucopiranosilamina (83) (0,20 g, 0,47 mmol) en piridina anhidra (0,4 mL) a 0° se afiade
BzCl (0,16 mL, 1,41 mmol) en piridina (0,72 mL). La mezcla de reaccién se mantiene
durante 24 horas a 0° y seguidamente se vierte sobre hielo-agua (40 mL). La emulsién
resultante se extrae en diclorometano y la fase orgénica se lava sucesivamente con
solicién acuosa 1M de H;SOy, disolucién acuosa saturada de NaHCO3 y agua, se seca
sobre NaySO,4 y se concentra a sequedad. El residuo resultante se purifica por
cristalizacion en etanol.

Rend. 1,10 g, 73%; p.f. 172-174°; [a]p -10,0° (¢ 1,0, diclorometano); Ayax 274,9
y 2349 nm (g,M 26,48 y 27,68).

Espectro IR: Viax 3293 (NH), 1723 (C=0 libre y C=0), 1667 (C=0 quelato),
1609 (NH y C=C), 1258 (C-O-C, aromé4tico) y 710 cm-! (CH aromitico).

Espectro 1H-RMN: a 200 MHz en Cl3CD, tablas 14, 15 y 8 9,40 (dd, 1H, J
NH,=CH 12,4 Hz, NH), 7,90 (d, 1H, =CH), 7,26-7,89 (m, 19 H, 2Bz), 5,58 (s, 1H, HC-Ph),
4,28, 4,17 (2¢, 2H cada uno, 3JH,H 7,4 Hz, 2 CH3CH>), 1,35 y1,25 (2t, 3H cada uno, 2
CH3CH)y).

Espectro 13C-RMN: a 50.3 MHz en CI3CD, tabla 16 y § 168,0 (CO quelato),

166,0, 165,8 (3 CO de Bz y CO libre), 157,8 (=CH), 126,6-137,0 (18C de Ph), 102,3
(HC-PH), 96,0 (=C), 60,6 (2 CH»), 14,8 (2 CH3).
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Andlisis. Calculado para C34H3sNO1;: C, 64,45; H, 5,53; N, 2,21. Encontrado:
C, 64,08; H, 5,59; N, 1,94.
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4.6.7 Reaccién de la 2,3-di-O-acetil-4,6-O-bencilidén-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil )-B-D-
glucopiranosilamina (84) con hidroperoéxido de litio.

A una solucién de 2,3-di-O-acetil-4,6-O-bencilidén-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-
B-D-glucopiranosilamina (84) (0,30 g, 0,6 mmoles) en THF (5 mL) a 0° se afiade
gradualmente una disolucién formada por LiOH (1M en agua, 0,7 mL) y H202 (30%, 2
mL) en THF (9 mL). La mezcla de reaccién se mantiene durante 1 hora a 0° y durante 30
minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se lleva de nuevo a 0° y se afiade una
disolucién acuosa saturada de NaxS203 (2 mL). A continuacién se elimina el THF a
vacfo y la disolucién resultante se extrae con acetato de etilo (3x30 mL). La fase orgénica
se lava con disolucion saturada de NaHCO3 y agua y se seca sobre NaySOy4, El residuo
resultante se purifica en columna cromatogréafica de gel de sflice usando como eluyente
eter etflico-hexano (1:1—3:1) para dar 4,6-0-bencilidén-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-f3-
D-glucopiranosilamina (83) (58 g, 25%), 3-0-acetil-4,6-0O-bencilidén-N-(2,2-dietoxi-
carbonilvinil)-B-D-glucopiranosilamina (86) (110 mg, 40%) y producto de partida sin
reaccionar (0,10 g, 35%).
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4.6.7.1 3-0-Acetil4,6-0-bencilidén-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-D-glucopiranosil-
amina (86).
Ph/:%}l"o\ OEt
I
N
AcO o W;ECOﬁt
H

[adp -11,8° (¢ 1,0, diclorometano), Amax 275,0 nm (EmM 17,63).

Espectro IR: vipax 3426 (OH), 3285 (NH), 1742 (C=0 libre), 1699 (C=0), 1680
(C=0 quelato), 1613 (NH y C=C), 1238 (C-O-C, aromético) y 700 cm-! (CH aromitico).

Espectro 1H-RMN: a 200 MHz en Cl3CD, tablas 14, 15 y 8 9,40 (dd, 1H, J
NH,=cH 12,6 Hz, NH), 8,06 (d, 1H, =CH), 7,48-7,27 (m, 5H, Ph), 5,52 (s, 1H, HC-Ph),
4,29, 4,21 (2¢, 2H cada uno, 3/y 4 8,4 Hz, 2 CH3CH»), 2,16 (3H, COCH3), 1,37 y 1,33
(2t, 3H cada uno, 2 CH3CH»).

Espectro 13C-RMN: a 50.3 MHz en C13CD, tabla 16 y 8 171,5 (CO de Ac), 168,5
(CO quelato), 165,4 (CO libre), 157.9 (=CH), 128,2-126,0 (6C de Ph), 101,3 (HC-PH),
93,4 (=C), 60,3, 60,0 (2 CH,CH3), 20.9 (COCH3), 14,2, y 14,1 (2 CH,CH3).

E. M.: m/z 216 (19, pico C), 170 (23), 149 (30), 142 (18, pico E), 105 (100), 77
(57, Ph*) y 43 (25, Ac).

E. M., FAB: m/z 502 [100%, (M+Na)**] y 479 (5, M*).
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4.6.8 Reaccién de la 2,3,d4-tri-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramno-
piranosilamina (74) con hidroperéxido de litio.

Procedimiento (a): a una disolucién de 2,3,4-tri-O-acetil-N-(2,2-dietoxi-
carbonilvinil)-f-L-ramnopiranosilamina (74) (0,28 g, 0,6 mmoles) en THF (6 mL) se
aflade gradualmente a -15°, una disolucién formada por LiOH (1M en agua, 0,7 mL) y
H;0;, (30%, 1,9 mL) en THF (10 mL). La mezcla de reaccién se mantiene durante 30
minutos a -15°, se aflade entonces una disolucién acuosa saturada de Na;S,03 (2 mL), y
se elimina el THF a vacfo. La disolucién resultante se extrae con acetato de etilo (30
mL), la fase orgénica se lava con disolucién saturada de NaHCO3 y agua, y se seca sobre
Na,S0y4, El residuo resultante se purifica en columna cromatografica sobre gel de silice
(eter etflico-hexano, 1:1) obteniéndose 3,4-di-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-3-L-
ramnopiranosilamina (87) en forma de sélido amorfo (45 mg, 20%), una mezcla de tres
productos que no se pudieron identificar (69 mg, 30%) y producto de partida sin
reaccionar (67 mg, 50%).

Procedimiento (b): una disolucién de 2,3,4-tri-O-acetil-N-(2,2-dietoxi-
carbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (74) (1,00 g, 2,2 mmol) en THF (20 mL) se trata
con LiOH (IM en agua, 2,6 mL) y HyO; (30%, 7 mL) en THF (35 mL). La mezcla se
mantiene a 0° durante 20 minutos y seguidamente se elabora como en el apartado (a).
Después de purificar el residuo en columna cromatogréfica de gel de sflice se obtienen
los productos de la desacilacién parcial que a continuacién se detallan: 3,4-di-O-acetil-N-
(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (87) (95 mg, 20%), mezcla de tres
productos que no se identifican (0,10 g, 30%) y producto de partida sin reaccionar (0,17
g, 50%).

Procedimiento (c): a una disolucién de 2,3,4-tri-O-acetil-N-(2,2-dietoxi-
carbonilvinil)-f-L-ramnopiranosilamina (74) (0,50 g, 1,1 mmol) en THF (10 mL) se
afiade LiOH (1M en agua, 1,3 mL) y Hy02 (30%, 3 mL) en THF (17 mL). La mezcla se
mantiene a 0° durante 1 hora. Seguidamente se lleva a temperatura ambiente y se agita
durante 30 minutos, procediendo entonces como en el apartado (a). Tras separacién
cromatogréfica sobre gel de sflice se recupera producto de partida sin reaccionar (0,04 g,
10%), una mezcla de 3,4-di-O -acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-f-L-ramnopira-
nosilamina (87) y 2,4-di-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-f-L-ramnopiranosilamina
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en proporcién 2:1 (68 mg, 15%) y una mezcla de tres productos que no se pudieron
identificar (62 mg, 29%).

4.6.8.1 3,4-Di-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (87)

H
Me o N7 CO,Et
AcO s |}
Al .
¢ OH H 'O/ OEt

[alp -1,1° (c 1,0, diclorometano); Amax 274,0 nm (EmM 22.93).

Espectro IR: vmax 3445 (OH), 3312 (NH), 1740 (C=0 libre), 1709 (C=0), 1677
(C=0 quelato), 1607 (NH y C=C) y 1248 (C-0-C).

Espectro lH-RMN: a 200 MHz en CI3CD, tablas 7. 8 y 8 9,63 (dd, 1H, J NH,=CH
13,0 Hz, NH), 8,06 (d, 1H, =CH), 4,29-4,15 (m, 4H 2 CH3CH3), 2,10, 2,07 (3H cada
uno, 2 COCH3), 2,95 (sa, 1H, OH), 1,74-1,23 (m, 6H, 2 CH3CH3).

Espectro 13C-RMN: a 50.3 MHz en C13CD, tabla 10 y 8 170,5, 170,4 (2CO de
Ac), 168,7 (CO quelato), 165,5 (CO libre), 158,1 (=CH), 93,2 (=C), 60,2, 59,9 (2
CH,CH3), 20,7, 20,5 (2 COCH3), 14,2, y 14,1 (2 CH,CH3).

E.M: m/z 417 (8, M*+), 372 (7, pico A), 312 (2, 372-AcOH), 231 (13, pico B),
216 (19, pico C) 170 (30), 142 (28, pico E), 60 (30, AcOH) y 43 (100, Ac).

E. M., M+ calculado para Cy;gH27NO1¢: 417,1635. Encontrado: 417,1639.
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4.6.9 N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-fucopiranosilamina (89).

H
i
0

1o 0%

OEt

Sobre una suspensién L-fucosa (5,00 g, 30,5 mmol) en metanol (10 mL), enfriada
a 0°, se burbujea NH3 hasta disolucién total. A continuacién la mezcla de reaccién se
hidrogena a temperatura ambiente y 50 atm de presién durante 15 dfas. Se obtiene asf la
L-fucosilamina (88) (3,60 g, 72%) como un s6lido blanco. Seguidamente se disuelve en
metanol (5 mL) y se afiade etoximetilenmalonato de dietilo (1 mL, 4,9 mmol). La mezcla
de reaccion se deja 7 dfas a temperatura ambiente y después se concentra a sequedad. La
cromatograffa en columna (diclorometano-metanol, 20:1) del residuo dio N-(2,2-
dietoxicarbonilvinil)-B-L-fucopiranosilamina (89) como sélido blanco que se recristaliza
de diclorometano-metanol.

Rend. 0,74 g, 91%; p.f. 116-118°; [a]p -15,0° (c 1,05, diclorometano); Amax 274
y 219 nm (emM 11,0y 24,1).

Espectro IR: vmax 3486 (OH), 3298 (NH), 1728, 1699 (C=0 libre), 1663 (C=0
quelato), 1605 (NH y C=C) y 1244 cm-! (C-0-C).

Espectro 1H-RMN: a 200 MHz en (CD3),SO0, tablas 11, 12 y 8 9,19 (dd, 1H, J
NH=cH 13.9 Hz, NH), 8,06 (d, 1H, =CH), 5,27, 4,85, 4,56 (3d, 1H cada uno, ZJH,H 7.2,
30H), 4,13, 4,03 (2q, 2H cada uno, 3/yy 7.0, Hz 2CH3CH>), 1,24 y 1,21 (2t, 3H cada
uno, 2CH;3CH>).

Espectro 13C-RMN: a 50.3 MHz en (CD3)2S0, tabla 13 y § 168,0 (CO quelato),
165,3 (CO free), 158.,4 (=CH), 90,6 (=C), 59,6, 59,5 (2CH3), 14,6 y 14,7 (2CH3).

E. M.: m/z 333 (23, Mt"), 288 (17, pico A), 216 (51, pico C), 187 (20, pico D) y
142 (100, pico E).
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Andlisis. Calculado para C14H23NOg; C, 50,45; H, 6,90; N, 4,20. Encontrado: C,
50,59; H, 7,02; N, 4,50.
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4.6.10 2,34-Tri-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-fucopiranosilamina (90).

H
Me o NTXCOE
Ac }!{
Ao ‘0% ~OEt

A una disolucién de N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-fucopiranosilamina (89)
(0,30 g, 0,9 mmol) en piridina anhidra (2 mL) se le aflade anhfdrido acético (1,5 mL) a
0°. La mezcla de reaccién se mantiene 24 horas a temperatura ambiente, seguidamente se
vierte sobre hielo-agua y se extrae con diclorometano. La fase orgdnica se lava
sucesivamente con disolucién acuosa de H,SO4 1M, disolucién saturada de NaHCO3 y
agua, se seca sobre MgSOy4 y se concentra a sequedad. El residuo resultante se disuelve
en éter etflico y se precipita con hexano para dar un sélido higroscépico amorfo
correspondiente a la 2,3,4-tri-O -acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-fucopira-
nosilamina (90).

Rend. 0,32 g, 76%; [0} +0,95°(c 1,05, diclorometano); Amax 274 nm (EmM
23,3).

Espectro IR: vpax 3272 (NH), 1748, 1718 (C=O0 libre), 1672 (C=0 quelato),
1613 (NH y C=C), 1225y 1240 cm"! (C-O-C).

Espectro !H-RMN: a 200 MHz en CI3CD, tablas 11, 12 y § 9,23 (dd, 1H,
J NH,=CH 14,2 Hz, NH), 7,98 (d, 1H, =CH), 4,30, 4,23 (2c, 2H cada uno, 3Jyy 7,1 Hz,
2CH3CH»), 2,21 (s, 3H, Ac ax), 2,05, 2,02 (2s, 3H cada uno, 2 Ac ec), 1,34 y 1,31 (2t,
3H cada uno, 2CH3CH»).

Espectro 13C-RMN: a 50,3 MHz en Cl3CD, tabla 13y & 1704, 169,9, 169,7

(3CO de Ac), 167,7 (CO quelato), 165,5 (CO libre), 157,5 (=CH), 94,0 (=C), 60,2, 59,9
(2CHyp), 14,2 y 14,1 (2CH3).
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E. M.: m/z 414 (23, pico A), 273 (77, pico B), 171 (84, 273-AcOH-CH2CO),
153 (84, 273-2AcOH), 111 (100, 153-CH,CO), 216 (91, pico C), 187 (7, pico D) y 142
(47, pico E).

E. M., M+ calculado para CooHagNOq: 459,1740. Encontrado: M+, 459,1742.
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4.6.11 2,3,4-Tri-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)- B-L-fucopiranosilamina (91 ).

OEt

H
Me 0 NN COzEt
Bz
Bz H -~
BzO O

A una disolucién de N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-fucopiranosilamina (89)
(1,00 g, 3,0 mmol) en piridina anhidra (2 mL) a 0° se afiade gradualmente BzCl (6 mL,
54,0 mmol). La mezcla de reaccién se mantiene a temperatura ambiente durante 4 dfas,
seguidamente se vierte sobre hielo-agua (100 mL) y se extrae en diclorometano. La fase
orgénica se lava sucesivamente con disolucién acuosa de H,SO4 1M, disolucién acuosa
saturada de NaHCO3 y agua, se seca sobre MgSO4 y se evapora a sequedad. El residuo
resultante se purifica en columna cromatogréfica sobre gel de sflice (éter etilico-hexano,
2:1~5:1) para dar 2,3,4-tri-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-fucopirano-
silamina (91) como sdlido blanco.

Rend. 1,28 g, 70%; p.f. 97-100° (éter etflico-éter de petréleo); [alp -70,0° (¢ 1,0,
diclorometano); Amax 275 y 242 nm (EqmMm 25.0 y 24.4).

Espectro IR: vmax 3284 (NH), 1728 (C=0 libre), 1694 (C=0), 1660 (C=0
quelato), 1610 (NH y C=C), 1586, 1263 (C-O-C) y 710 cm-1(CH aromdtico).

Espectro 1H-RMN: a 200 MHz en CI3CD, tablas 11, 12 y § 9,47 (dd, 1H, J
NH,=cH 12,5 Hz, NH), 8,15-7,21 (m, 16H, 3Bz, =CH), 4,29, 4,16 (2¢, 2H cada uno, 3JH.H
7.3 Hz, 2CH3CH3), 1,37 y 1,27 (2t, 3H cada uno, 2CH3CHj).

Espectro 13C-RMN: a 125,7 MHz en Cl3CD, tabla  y & 167,6 (CO quelato),
165,8 y 165,5 (3CO de Bz), 165,4 (CO libre), 157,6 (=CH), 133,5-128,2 (18C, 3Ph), 94,2
(=0, 60,2, 59,9 (2CH»), 14,2 y 14,1 (2CH3).

E. M.: m/z 645 (1, M%), 459 (1, pico B), 354 (1, 459-Bz), 216 (1, pico C), 187
(1, pico D), 142 (1, pico E), 122 (43, BzOH*), 105 (100, Bz+) y 77 (39, Ph*).

238



' Andlisis. Calculado para C35H3sNOq; ; C, 65,0; H, 5,45; N, 2,20. Encontrado: C,
65,02; H, 5,54; N, 2,40.
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4.6.12. Reaccién de 2,3 4-tri-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)- B-L-fucopirano-
silamina (90) con hidroperdéxido de litio.

A una disolucién de 2,3,4-tri-O -acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-f-L-
fucopiranosilamina (90) (0,20 g, 0,4 mmol) en THF (4 mL) s¢ afiade gradualmente a -15°
una disolucién formada por LiOH (1M en agua, 0,5 mL) y HyO, (30%, 1,3 mL). La
mezcla de reaccién se mantiene durante 30 minutos a -15° y a continuacién se afiade una
disolucién saturada de Nay;S,03 (2 mL). Se elimina el THF a vacfo y la disolucién
resultante se extrae con acetato de etilo (3x30 mL). La fase orgdnica se lava
sucesivamente con disolucién saturada de NaHCO3 y agua, y se seca sobre NaySQjy. El
residuo resultante se purifica en columna cromatogréfica de gel de silice (éter etilico-
hexano, 3:1). Se obtiene asf la 3,4-di-O -acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-
fucopiranosilamina (92) (9 mg, 8%), una mezcla de cuatro productos que no se llegan a
identificar (41 mg, 76%) y producto de partida sin reaccionar (32 mg, 16%).

4.6.12.1 34-Di-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-fucopiranosilamina (92).

u
MWN/jcozEt
!
Ac H -~
AcO O

OEt

[adp -3,0° (¢ 0,7, diclorometano).

Espectro IR: vimax 3447 (OH), 3285 (NH), 1748 (C=0 libre), 1705 (C=0), 1696
(C=0 quelato), 1611 (NH y C=C) y 1227 (C-0-C).

Espectro IH-RMN: a 200 MHz en Cl3CD, tablas 11, 12 y § 9.44 (dd, 1H,

JNH,=cH 13,7 Hz, NH), 8,09 (d, 1H, =CH), 4,29-4,14 (m, 4H, 2 CH3CH>), 2,17, 2,07 (2s,
3H cada uno, 2 COCH3), 1,38-1,32 (m, 6H, 2 CH3CH3).
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Espectro 13C-RMN: a 50.3 MHz en Cl3CD, tabla 13 y & 170,5 (2 CO de Ac),
170,3 (CO quelato), 165,4 (CO libre), 158,1 (=CH), 88,9 (=C), 60,2, 59,9 (2 CH,CH3),
20.7,20,5 (2 COCHs), 14,2, y 14,1 (2.CHoCH).

E. M. m/z: 417 (25, M*"), 372 (28, pico A), 357 (23), 312 (2, 372-AcOH), 231
(23, pico B), 216 (84, pico C), 170 (100), 142 (90, pico E), 60 (5, AcOH) y 43 (24, Ac).

E. M., M** calculado para C;gH»7NOq: 417.1635. Encontrado: 417.1639.
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4.6.13. Glicosidaciones regioselectivas de L-ramno- (69) y L-fucopiranosilenamina (89).

Meétodo general.- A una disolucién de acetobromoglucosa(galactosa) (1,23 g, 3,0
mmol) en acetonitrilo destilado (15 mL) se transfiere bajo atmdsfera de N, una mezcla
del aceptor (69 6 89, 0,50 g, 1,5 mmol), Hg(CN); (1,01 g, 4,0 mmol), HgBr; (1,44 g, 4,0
mmol) y tamiz molecular de 3 A. La mezcla de reaccién se mantiene con agitacién y en
atmésfera de N2 durante 48 horas a -10°. Seguidamente se filtra sobre celita y se lava con
diclorometano (3x30 mL). El residuo se lava sucesivamente con agua, con disolucién
acuosa al 10% de K1, disolucién saturada de NaHCO3 y agua; se seca sobre MgSO4 y se
concentra a sequedad. El residuo resultante se purifica por cromatografia en columna
sobre gel de silice (diclorometano-acetona, 10:1—5:1) para dar los compuestos que a
continuacién se detallan.

N-(2,2-Dietoxicarbonilvinil)-3-0-(2,3 4,6-tetra-O-acetil- }-D-glucopiranosil)- -L-
ramnopiranosilamina (93) y N-(2,2-Dietoxicarbonilvinil)-4-0-(2,3 4,6-tetra-O-acetil- -
D-glucopiranosil)-B-L-ramnopiranosilamina (95).

El crudo resultante de la reaccién de N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-
ramnopiranosilamina (69) y acetobromoglucosa se purifica en columna cromatogréfica
para dar 93 (0,30 g, 30%) y 95 (0,24 g, 24%).
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4.6.13.1 N-(2,2-Dietoxicarbonilvinil)-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil- 3-D-glucopiranosil)-f-
L-ramnopiranosilamina (93)

COOEt

Me lo) N
HO H -
o OH (0] OEt
OAc O
AcO OAc
AcO

P.f. 175-177° (diclorometano-acetona); [alp +19,0° (¢ 1,0, cloroformo); Amax
225,4y275,2nm (EmM 5,2 'y 22,5).

Espectro IR: vmax 3543 (OH), 3310 (NH), 1755 (C=0), 1720 (C=0 libre), 1659
(C=0 quelato), 1609 (NH y C=C), 1233 (C-0-C).

Espectro !H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tablas 20, 22 y & 9,63 (dd, 1H, JNu.1
9,1 Hz, NH), 8,08 (d, 1H, /Ny =cH 1,2 Hz, =CH), 4,30-4,08 (m, 4H, 2CH,CH3), 3,14 (d,
1H, Jy,01 2,7 Hz, OH), 2,74 (d, 1H, Jy 0H 2.9 Hz, OH), 2,07, 2,06, 2,05, 2,04 (4s, 3H
cada uno, 4 COCH3), 1,31y 1,29 (2t, 3H cada uno, Jy y 7,2 Hz, 2CH,CH3).

Espectro 13C-RMN: a 50,3 MHz en CI3CD, tabla 23 y 8 170,7, 170,0, 169,3 (4
COCH3), 167,7 (CO quelato)17, 165,8 (CO libre), 157,8 (=CH), 93,0 (=C), 60,1, 59,9 (2
CH,CH3), 20,6, 20,5, 20,5, 20,4 (4 COCH3), 14,3 y 14,1 2CH2CH3).

E. M., FAB: m/z 686 [100%, (M+Na)*] y 664 {82, (M+H)*"].

Andlisis. Calculado para CpgH41NO17: C, 50,68; H, 6,18; N, 2,11. Encontrado:
C, 50,58; H, 6,41; N, 2,46.
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4.6.13.2 N-(2,2-Dietoxicarbonilvinil)-4-0-(2,3 4 6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil )-3-
L-ramnopiranosilamina (95).

OAc .~ COOE!
A I
AcO z

OAc ho I T o7 Tom

P.f. 78-80° (diclorometano-acetona); [a]p -7,0° (¢ 1,1, cloroformo); Amax 227,2
y 275,2 nm (gmM 6,2 y 15,9).

Espectro IR: vinax 3488 (OH, NH), 1755 (C=0), 1730 (C=0 quelato), 1675,
1607 (NH y C=C), 1231 (C-0-C).

Espectro 1H-RMN: a 200 MHz en CI3CD, tablas 20, 22 y 8 9,63 (dd, 1H, /N1
9,2 Hz, NH), 8,08 (d, 1H, /NH,=cH 12,2 Hz, =CH), 4,20 - 4,07 (m, 4H, 2CH,CH3), 3,15
(sa, 2H, 20H), 2,08, 2,08, 2,04, y 2,01 (4s, 3H cada uno, COCH3), 1,36 - 1,26 (m, 6H,
2CH,CHs;).

Espectros 13C-RMN : a 50,3 MHz en CI3CD, tabla 23 y § 170,1, 169,4, 169,3 (4
COCH3), 167,9 (CO quelato), 165,7 (CO libre), 157,9 (=CH), 93,1 (=C), 60,1, 60,0
(2CH,CH3), 20,7, 20,6, 20,5 (2C) (4 COCHj3), 14,3 y 14,1 (2 CH2CH3).

E. M., FAB: m/z 686 [100%, (M+Na)*7 y 664 [22, (M+H)*"].

Andlisis. Calculado para CygH41NO17: C, 50,68; H, 6,18; N, 2,11. Encontrado:
C, 50,86; H, 6,35; N, 2,40.
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N-(2,2-Dietoxicarbonilvinil)-3-0~(2,3 4,6-tetra-O-acetil- B-D-galactopiranosil )- B-L-
ramnopiranosilamina (97), N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-4-0-(2,3 4 6-tetra-O-acetil-f-D-
galactopiranosil)-B-L-ramnopiranosilamina (99) y N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-2 3-di-O-
(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-B-L-ramnopiranosilamina (104).

La reaccién de la N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopiranosilamina (69) y
acetobromogalactosa y posterior purificacién dio 97 (0,30 g, 30%), 99 (0,20 g, 20%) y
104 (5%).

4.6.13.3 N-(2,2-Dietoxicarbonilvinil)-3-0-(2,3 4,6-tetra-O-acetil- B-D-galactopiranosil)-
B-L-ramnopiranosilamina (97).

P.f. 93-95° (diclorometano-acetona); [o]p +24,0° (¢ 1,0, cloroformo).

Espectro !H-RMN: a 500 MHz en CI3CD, tablas 20, 22 y 6 9,68 (dd, 1H, JNH,1
8,8 Hz, NH), 8,07 (d, 1H, JNu,=cH 13,6 Hz, =CH), 4,27-4,16 ( m, 4H, 2CH,CH3), 2,19,
2,09, 2,03, 2,01 (4s, 6H cada uno, 8COCH3), 1,32 y 1,30 (2t, 3H cada uno, Jy H 7.2 Hz,
2CH;CH3).

Espectro 13C-RMN: a 75,4 MHz en CI3CD, tabla 23 y & 170,5 (2C), 170,1 (2C),
170,0 (2C), 169,9 (8 COCH3), 167,7 (CO quelato), 165,8 (CO libre), 157,8 (=CH), 93,2
(=0, 60,4, 59,9 (2 CH,CH3), 20,7, 20,5, 20,4 (2C) (4 COCH3), 14,3 y 14,2 (2 CH,CH3).

E. M., FAB: m/z 686 [100%, (M+Na)*7] y 664 [33, (M+H)*"].
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Andlisis. Calculado para CogH41NOj7: C, 50,68; H, 6,18; N, 2,11. Encontrado:
C, 50,74; H, 6,18, N, 2,01.

4.6.13.4 N-(2,2-Dietoxicarbonilvinil)-<4-0-(2,3 4 ,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-
B-L-ramnopiranosilamina (99).

AcO OAc

COOEt
N~ ¢
AcO H =
HO 0" TOEt
OH

(o}
(0]
OAc

P.f. 77-79° (diclorometano-acetona); [o]p -17,0° (¢ 0,7, cloroformo).

Espectro 1H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tablas 20, 22 y § 9,69 (dd, 1H, JNu,1
8,8 Hz, NH), 8,07 (d, 1H, JNg,=cH 13,8 Hz, =CH), 4,26-4,15 (m, 4H, 2CH,CH3), 3,00
(sa, 1H, OH-2), 2,18, 2,09, 2,02, 2,01 (4s, 3H cada uno, 4 COCH3), 1,31 y 1,30 (2t, 3H
cada uno, Jy y 7.1 Hz, 2 CH,CH3).

Espectro 13C-RMN: a 125,7 MHz en Cl3CD, tabla 23 y § 170,4, 170,1, 170,0,
169,9 (4 COCH3), 167,7 (CO quelato), 165,8 (CO libre), 157,8 (=CH), 93,2 (=C), 60,0,
59,9 (2 CH,CH3), 20,7, 20,5, 20,4 (2C) (4 COCH3), 14,3y 14,2 (2 CH,CH3).

E. M., FAB: m/z 686 [100%, (M+Na)*']y 664 {22, (M+H)*"].

Andlisis. Calculado para CpgH43NO17: C, 50,68; H, 6,18; N, 2,11. Encontrado:
C,51,06; H, 6,06, N, 1,75.
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4.6.13.5 N-(2,2-Dietoxicarbonilvinil)-2,3-di-0O~(2,3 4,6-tetra-O-acetil- B-D-galactopira-
nosil)-B-L-ramnopiranosilamina (104).

Me o NTX COOEt
HO !:I _
0 OEt

OAc

AcO OAc

Fue aislado como s6lido amorfo; [a]p +20,0° (¢ 0.4, cloroformo).

Espectro 'H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tablas 21, 22 y § 9,44 (m, NH), 7,97
(d, 1H, JNg,=ch 13,7 Hz, =CH), 4,31-4,10 ( m, 4H, 2CH,CH3), 2,22, 2,16, 2,14, 2,06,
2,04, 2,01, 1,98 (8s, 3H cada uno, 8COCH3), 1,31 y 1,28 (2t, 3H cada uno, Jy y 7,1 Hz,
2CH,CH3).

Espectro 13C-RMN: a 75,4 MHz en Cl3CD, tabla 23 y & 170,3, 170,1, 169,9,
169,8, 169,7 (8 COCH3), 166,9 (CO quelato), 166,1 (CO libre), 157,9 (=CH), 93,6 (=C),
59,9, 59,7 (2 CH,CH3), 20,8, 20,7 (2C), 20,6 (2C), 20,5, (2C) 20,4 , 20,3 (4 COCH3),
14,3y 14,2 (2 CH,CH3).

E. M., FAB: m/z 1016 [100%, (M+Na)**] y 994 [8, (M+H)*").
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N-(2,2-Dietoxicarbonilvinil)-3-0-(2,3 4,6-tetra-O-acetil- B-D-glucopiranosil)- B-L-fucopi-
ranosilamina (101) y N~(2,2-dietoxicarbonilvinil)-2-0-(2,3 4 6-tetra-O-acetil-B-D-gluco-
piranosilamina)- B-L-fucopiranosilamina (103).

El residuo resultante de la reaccién de N -(2,2-dietoxicarbonilvinil)-p-L-
fucopiranosilamina (89) y acetobromoglucosa se purifica en columna cromatogréfica
para dar 101 (0,376 g, 44%) y trazas de 103.

4.6.13.6 N-(2,2-Dietoxicarbonilvinil)-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil--D-glucopira-nosil)-
B-L-fucopiranosilamina (101).

HO O

Me o f;‘ N COOEt
OH
0~ Okt
0

OAc

AO OAc
AcO

P.f. 171-173° (diclorometano-acetona); [a]p -10,5° (¢ 1,1, cloroformo); Amax
227,3y276,8 nm (emMm 4,3 y 19,8).

Espectro IR: vimax 3549 (OH), 3300 (NH), 1751 (C=0), 1724 (C=0 libre), 1669
(C=0 quelato), 1611 (NH y C=C), 1229 (C-O-C).

Espectro !H-RMN: a 200 MHz en CI3CD, tablas 21, 22 y 9,45 (dd, 1H, JNy 1
8,0 Hz, NH), 8,09 (d, 1H, JNH =cH 14,9 Hz, =CH), 4,24-4,12 (m, 4H, 2 CH,CH3), 2,08,
2,07, 2,04, 2,02 (4s, 3H cada uno, COCH3) y 1,36 - 1,26 (m, 6H, 2 CH;CH3).

Espectro 13C-RMN: a 50,3 MHz en Cl3CD, tabla 23 y & 170,4, 170,0, 169,5,

169,2 (4 COCH3), 168,4 (CO quelato), 165,7 (CO libre), 157,9 (=CH), 92,3 (=C), 60,0,
59,8 (2 CH,CH3), 20,7, 20,6, 20,4 (2C) (4 COCH3), 14,3 y 14,2 (2 CH,CH3).
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E. M., FAB: m/z 686 [100%, (M+Na)*7 y 664 [98, (M+H)*"].

Andlisis. Calculado para CogH41NO17 : C, 50,68; H, 6,18; N, 2,11. Encontrado:
C, 50,74; H, 6,18; N, 2,01.
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4.6.14 Acetilacionde 3,5,9,11y 15.

A una disolucién de 93, 95, 97, 99, 101 6 104 (0,05 g, 0,07 mmol) en piridina
(0,3 mL) a 0° se le afiade anhfdrido acético (0,3 mL). La mezcla de reaccion se mantiene
con agitacién a temperatura ambiente durante 24 horas. Seguidamente se vierte sobre
hielo-agua y la emulsion resultante se extrae con diclorometano. La fase orgdnica se lava
con disolucién acuosa de H2SO4 1M, disolucién saturada de NaHCO3 y agua; se seca
sobre MgSO,4 y se concentra a sequedad. El sirupo resultante se purifica por
cromatograffa en placas preparativas (diclorometano-acetona, 8:1) para dar los
correspondientes derivados acetilados 94, 96, 98, 100, 102 6 105 en forma de sélido
amorfo higroscépico.

4.6.14.1 24-Di-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-3-0-(2,3 4,6-tetra-O-acetil- -D-
glucopiranosil)-B-L-ramnopiranosilamina (94).

Me o N COOEt
AcO }'; -
o OAc O~ TOEt
0

OAc
ACO OAc
AcO

Rend. 0,04 g, 70%, [a]p - 13,2°(c 0,5, diclorometano).

Espectro !H-RMN: a 200 MHz en Cl3CD, tablas 20, 22 y § 9.45 (dd, 1H, JNH, 1
8,5 Hz, NH), 8,09 (d, 1H, JNH,=cH 13,2 Hz, =CH), 4,31-4,15 (m, 4H, 2 CH,CH3), 2,23,
2,12, 2,11, 2,03, 2,03, 2,02 (6s, 3H cada uno, 6 COCH3) y 1,31-1,25 (m, 6H, 2 CH,CH3).

Espectro 13C-RMN: a 50,3 MHz en CI3CD, tabla 23 y & 170,7, 170,3, 170,0,
169,3, 169,1, 168,9 (6 COCH3), 167.8 (CO quelato), 165,5 (CO libre), 157,0 (=CH), 93,6
(=C), 60,1, 59,9 (2CH,CH3), 20,8, 20,7, 20,5, 20,3(3C) (6 COCH3), 143 y 14,1 (2
CH,CH3).
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E. M.: m/z 747 (1, M%), 702 (1, pico A)6' 4 561 (1, pico B), 331 (40,
C14H19091), 216 (3, pico C), 187 (2, pico D), 169 (96, 331-2AcOH-CH,CO), 142 (§,
pico E), 60 (18, AcOH) y 43 (100, Ac).

E.M., M** calculado para C32H45NO19: 747,2585. Encontrado: M, 747,624,

Andlisis. Calculado para C3;H4sNOj9: C, 51,40; H, 6,02; N, 1,87. Encontrado:
C,51,41; H, 6,38; N, 1,87.

251



4.6.14.2 24-Di-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-4-0-(2,3 4 6-tetra-O-acetil-B-D-
glucopiranosil)-B-L-ramnopiranosilamina (96).

OAc
COOEt
AcO H =
OAc A0 .. O TOE

Rend 0,04 g, 70%; [a]p +2,0° (¢ 0,5, diclorometano-acetona 2:1).

Espectro 1H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tablas 20, 22 y & 9,52 (dd, 1H, JNu,]
8,5 Hz, NH), 8,09 (d, 1H, JNH,=cy 13,2 Hz, =CH), 4,31-4,17 (m, 4H, 2 CH,CH3), 2,29,
2,11, 2,09, 2,04, 2,00, 1,99 (6s, 3H cada uno, 6 COCHj3) y 1,25-1,40 (m, 6H, 2CH,CH3).

Espectro !3C-RMN: a 50,3 MHz en Cl3CD, tabla 23 y § 1704, 170,2, 170,1,
169,7, 169,3, 169,2 (6 COCH3), 167,6 (CO quelato), 165,2 (CO libre), 157,0 (=CH), 93,8
(=0), 60,1, 59,9 2CH,CH3), 20,7, 20,6(3C), 20,5, 20,4 (6 COCH3), 143 y 14,1 (2
CH,CH3).

E. M.: m/z 747 (1, M*"), 702 (1, pico A), 561 (1, pico B), 331 (12, C14H909"),
216 (1, pico C), 187 (1, pico D), 169 (37, 331-2AcOH-CH»CO), 142 (1, pico E), 60 (20,
AcOH), y 43 (100, Ac).

E.M., M** calculado para C3oH4sNO9: 747,2585. Encontrado: M*', 747,2574 .

Andlisis. Calculado para C33Hy5NOj9: C, 51,40; H, 6,02; N, 1,87. Encontrado:
C,5128;H,6,19; N, 1,87.

252



4.6.14.3  2,4-Di-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-3-0-(2,3 4,6-tetra-O-acetil- 3-D-
galactopiranosil)-3-L-ramnopiranosilamina (98).

Me o N COOEt
AcO }ll P
o OAc 0 OEt

AcO OAc O
OAc
AcO

Rend. 0,04 g, 75%, [a]p +4° (¢ 0,5, cloroformo).

Espectro 1H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tablas 20, 22 y 8 9,42 (dd, 1H, JNu,1
8,8 Hz, NH), 8,02 (d, 1H, JNH,=cH 13,6 Hz, =CH), 4,23, 4,20 (2c, 2H, cada uno Jyy 7,1
Hz, 2CH,CH3), 2,28, 2,24, 2,12, 2,06, 2,04, 1,98 (6s, 3H cada uno, 6 COCH3) y 1,33 -
1,20 (m, 6H, 2CH;CH3).

Espectro 13C-RMN: 75,4 MHz en CI3CD, tabla 23 y 8 170,3, 170,3, 170,1,

- 170,0, 169,3, 169,0 (6 COCH3), 167,8 (CO quelato), 165,6 (CO libre), 156,9 (=CH), 94,2

(=0), 60,1, 59,9 (2 CHCH3), 20,8, 20,6, 20,5 (2C cada uno, 6 COCHj3), 14,3 y 14,2 (2
CH,CHs3). ’

E. M.: m/z 747 (2, M+°), 702 (4, pico A), 561 (2, pico B), 331 (25, C14H1909™),
169 (35, 331-2AcOH-CH2CO), 216 (14, pico C), 187 (2, pico D), 142 (10, pico E), 60
(15, AcOH) y 43 (100, Ac).

E.M., M** calculado para C33H4sNO19: 747,2585. Encontrado: M**, 747,2587

Andlisis. Calculado para C3pH4sNOjg: C, 51,40; H, 6,02; N, 1,87. Encontrado:
C,51,46; H, 6,14; N, 1,88,
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4.6.14.4 2,3-Di-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-4-0-(2,3 4 ,6-tetra-O-acetil- 3-D-
galactopiranosil)-f-L-ramnopiranosilamina (100).

AcO OAc

COOE!
(o]
A H =
0 AcO 0”7 NOoE

OAc OAc

Rend. 0,04 g, 70%, [a]p 0° (¢ 0,5, cloroformo).

Espectro !H-RMN: a 500 MHz en CI3CD, tablas 20, 22 y 8 9,45 (dd, 1H, JNH,1
8,0 Hz, NH), 7,94 d, 1H, JNH=cy 13,2 Hz, =CH), 4,10-4,17 (m, 4H, 2CH,CH3), 2,22,
2,20, 2,09, 2,00, 1,92, 1,91 (6s, 3H cada uno, 6 COCH3) y 1,25-1,18 (m, 6H, 2 CH,CH3).

Espectro 13C-RMN: a 75,4 MHz en Cl3CD, tabla 23 y & 170,4, 170,1 (3C),
169,7, 169,3 (6 COCH3), 168,2 (CO quelato), 165,2 (CO libre), 157,1 (=CH), 93,8 (=C),
60,1, 59,9 (2 CH,CH3), 20,7 (2C), 20,6, 20,5, 20,4, 20,3 (6 COCH3), 14,3 y 14,1 (2
CH,CH3).

E. M.: m/z 747 (2, Mt"), 702 (4, pico A), 561 (1, pico B), 331 (57, C14H;909™"),
216 (1, peak C), 187 (1, pico D), 169 (50, 331-2AcOH-CH2CO), 142 (4, pico E), 60 (13,
AcOR), y 43 (100, Ac).

E.M., M** calculado para C33H45NO19: 747,2585. Encontrado: M 747,2595.

Andlisis. Calculado para C32H5NOq9: C, 51,40; H, 6,02; N, 1,87. Encontrado:
C, 51,23; H, 6,34; N, 1,89.
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4.6.14.5 2,4-Di-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-3-0-(2,3 4 ,6-tetra-O-acetil--D-
glucopiranosil)-B-L-fucopiranosilamina (102).

COOEt
Me n
WMT
H =~
AO O 0~ OEt
OAc °

AcO OAc

AcO

Rend. 0,04 g, 70% [odp -10,8° (¢ 1,0, diclorometano).

Espectro 1H-RMN: a 500 MHz en CI3CD, tablas 21, 22 y § 9,28 (dd, 1H, JNH,1
9,2 Hz, NH), 7,96 (d, 1H, JNH~cH 13,5 Hz, =CH), 4,26, 4,21(2c, 2H cada uno, JuH
7,1Hz, 2 CH,CH3), 2,15, 2,05, 2,04, 2,03, 2,02, 1,99 (6s, 3H cada uno, 6 COCHj3), 1,34,
y 1,31 (2t, 3H cada uno, 2 CH,CH3).

Espectro 13C-RMN: a 125,7 MHz en Cl3CD, tabla 23 y 8 170,4, 170.4, 170,1,
169,7, 169,3, 169,2 (6 COCH3), 167,6 (CO quelato), 165,8 (CO libre), 157,5 (=CH), 94,0
(=C), 60,2, 60,0 (2 CH;CH3), 20,6 (2C), 20,5 (3C) 20,4 (6 COCH3), 14,3 y 14,2 (2CH3).
E. M.: m/z 747 (5, M+, 702 ‘(8, pico A), 561 (20, pico B), 331 (3, C14H1909%),

216 (1, pico C), 187 (1, pico D),169 (12, 331-2 AcOH-CH,CO), 142 (1, pico E), 60 (17,
AcOH), y 43 (100, Ac).

E.M., M** calculado para C3pH45NO1g: 747,2585. Encontrado: M+* 747,2584.

Andlisis. Calculado para C3pH4s5NO9: C, 51,40; H, 6,02; N, 1,87. Encontrado:
C,51,41; H, 6,38; N, 1,88.
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4.6.14.6 4-0-Acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-2,3-di-O-(2,3 4,6-tetra-O-acetil- 3-D-
galactopiranosil)-B-L-ramnopiranosilamina (105).

0\?\7 T

AcO

Rend. 0,06 g, 80%.

Espectro |H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tablas 21,22y § 9,38 (dd, 1H, JNH,1
8,1 Hz, NH), 7,99 (d, 1H, /Ny =cH 13,5 Hz, =CH), 4,32-4,21 ( m, 4H, 2CH,CH3), 2,26,
2,18, 2,13, 2,10, 2,05 (2C), 2,04, 2,02, 2,01 (9s, 3H cada uno, 9COCH3), 1,35 y 1,31 (2t,
3H cada uno, Jyy 7,1 Hz, 2CH,CH3).
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4.6.15 Isotiocianato de 2,3 4-tri-O-benzoil-B-L-ramnopiranosilo (106).

Me ) NCS
BzO
OBz

OBz

A una solucién de 2,3,4-tri-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-
ramnopiranosilamina (70) (0,40 g, 0,6 mmol) en diclorometano (5,1 mL) se burbujea Cl,
hasta que 1a c.c.f. (éter etflico-hexano, 4:1) indica consumo total del producto de partida .
A la solucién resultante que contiene el hidrocloruro de 2,3,4-tri-O-benzoil-B-L-
ramnopiranosilamina, se afiade una disolucién de CaCOj3 (0,25 g, 1,9 mmol) en agua (2
mL) y tiofosgeno (0,14 mL, 1,9 mmol). La mezcla de reaccién se agita vigorosamente a
temperatura ambiente durante 48 horas, y después, se filtra. La fase orgénica se lava con
agua, se seca sobre CaCl, y se concentra hasta sequedad a vacfo. El residuo resultante se
purifica por cromatograffa en columna sobre gel de sflice (éter etflico-hexano, 1:1) para
dar el isotiocianato de 2,3,4-tri-O-benzoil-B-L-ramnopiranosilo como sélido amorfo.

Rend. 0,18 g, 55%; p.f. 55-57° (éter étilico-hexano 1:1); [a]D +182,0° (¢ 1,0,
diclorometano); Amax 284, 275, y 232 nm (emM 6,0, 8,1 y 39.5).

Espectro IR: Umax 2020 (NCS), 1728 (C=0), 1601 (C=C arom4tico),1260 (C-O-
C) y 710 cm-1(CH aromético).

Espectro !H-RMN: a 200 MHz en Cl3CD, tablas 24, 25 y 8 8,12-7,22 (m, 15H,
3Bz).

Espectro 3C-RMN: a 50,3 MHz en C13CD, tabla 26 y & 165,3 (3CO de Bz), y
133,2-128,1 (18C, 3Ph).

E. M.: m/z 459 (12, M*-NCS), 337 (1, 459-Bz0OH), 232 (1, 337-Bz), 215 (12,
459-2BzOH), 122 (56, BzOH™), 105 (100, Bz*+) y 77 (36, Pht).
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Andlisis. Calculado para CogHp3NO7S; C, 64,98; H, 4,48; N, 2,71. Encontrado:
C, 64,96; H, 4,63; N, 3,00.
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4.6.16 Isotiocianato de 2,3 4-tri-O-benzoil-B-L-fucopiranosilo (107).

Me o) NCS
Bz
OBz

BzO

A una solucién de 2,3,4-tri-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-p-L-
fucopiranosilamina (91) (0,40 g, 0,6 mmol) en diclorometano (5,1 mL) se burbujea Cl,
hasta que la c.c.f. (éter etflico-hexano, 4:1) indica consumo total del producto de partida.
La solucién resultante conteniendo el hidrocloruro de 2,3,4-tri-O-benzoil-B-L-
fucopiranosilamina se afiade una disolucién de CaCO3 (0,25 g, 1,9 mmol) en agua (2
mL) y tiofosgeno (0,14 mL, 1,9 mmol). La mezcla de reaccién se agita vigorosamente a
temperatura ambiente durante 48 horas, y después, se filtra. La fase orgénica se lava con
agua, se seca sobre CaCly y se concentra hasta sequedad. El residuo resultante se purifica
por cromatograffa en columna sobre gel de silice (éter etilico-hexano, 1:1) para dar el
isotiocianato de 2,3,4-tri-O-benzoil-B-L-fucopiranosilo (107) como sélido blanco.

Rend. 0,26 g, 81%; p.f. 58-60° (éter etflico-hexano, 1:1); [a]D -174,(° (¢ 1,0,
diclorometano); Amax 278, 275 y 244 nm (emMm 10,7, 13,2 y 66,5).

Espectro IR: vmax 2025 (NCS), 1726 (C=0), 1601 (C=C aromitico), 1265 (C-
0O-C, y 708 cm-! (CH aromético).

Espectro !H-RMN: a 200 MHz en Cl3CD, tablas 24, 25 y § 8,13-7,26 (m, 15H,
3Bz).

Espectro 13C-RMN: a 75,4 MHz en Cl3CD, tabla 26 y § 165,7, 1654 y 165.0
(3CO de Bz) y 133,5-128,2 (18C de Ph).

E. M.: m/z 459 (12, M*-NCS), 337 (5, 459-BzOH), 232 (2, 337-Bz), 215 (6.
459-2BzOH), 122 (27, BzOH*), 105 (100, Bz+) y 77 (17, Pht).
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Andlisis. Calculado para CagH3NO7S: C, 64,8; H, 4,48; N, 2,71. Encontrado: C,
65,10; H, 4,60; N, 3,04.
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4.6.17 N-Fenacil-N’-[2,3 4-tri-O-benzoil-B-L-ramnopiranosilJtiourea (108 ).

A una solucién de hidrocloruro de fenacilamina (53 mg, 0,3 mmol) y NaHCO3
(23 mg, 0,3 mmol) en agua (2 mL) se aflade gradualmente, bajo atmésfera de Na,
isotiocianato de 2,3,4-tri-O-benzoil-B-L-ramnopiranosilo (106) (0,16 g, 0,3 mmol) en
acetona (4 mL). La solucién resultante se mantiene a temperature ambiente durante 1,5
horas. Seguidamente se concentra hasta sequedad a vacio. El residuo asi obtenido se
disuelve en diclorometano/agua, se separa la fase orgénica, se seca sobre MgSOy4 y s¢
concentra a sequedad. Tras una purificacién en columna cromatogréfica sobre gel de
sflice (éter etilico-hexano, 4:1) se obtiene la N-fenacil-N'-[2,3,4-tri-O-benzoil-B-L-
ramnopiranosilJtiourea (108) como s6lido blanco.

Rend. 0,14g, 70%; p.f. 174-175° (éter etilico-hexano); [a]p+100° (¢ 1,1,
diclorometano); Amax 238 nm (gmM 41,6).

Espectro IR: vmax 3347 (NH), 1730 (CO éster), 1694 (CO cetona), 1601, 1540
(C=C arom4tico), 1277 y 1263 (C-O-C y C=S) y 712 ¢cm"1 (CH aromitico).

Espectro H-RMN: a 200 MHz en CI3CD, tablas 24, 25 y 8 8.07-7.14 (m, 17H,
3Bz, NH, N'H) y 4.98 (sa, 2H, CH»).

Espectro 13C.RMN: a 50,3 MHz en CI3CD, tablas 26 y § 194.3 (CO cetona),
165.9, 165.6, 165.2 (3CO de Bz), 134.4-128.1 (24C de Ph) y 51.9 (CH»).

E. M.: m/z 459 (6, M*-NHCSNHCH,COPh), 337 (2, 459-BzOH), 232(3, 337-
Bz), 215 (1, 459-2BzOH), 122(36, BzOH), 105 (100, Bz*) y 77 (48, Ph™*).
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Andlisis. Calculado para C3gH3aN20gS: C, 66,25; H, 4,91; N, 4,29. Encontrado:
C, 66,20; H, 4,45; N, 4,20.
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4.6.18 N-Fenacil-N’-[{2,3 ,4-tri-0-berizoil-ﬁ-L-fucopimnosil]tiourea (109).
i
Me fe) Ph
N7 N
mﬂ N
OBz
BzO

A una solucién de hidrocloruro de fenacilamina (53 mg, 0,3 mmol) y NaHCO3
(23 mg, 0,3 mmol) en agua (2 mL) se aflade gradualmente, bajo atmdsfera de N,
isotiocianato de 2,3,4-tri-O-benzoil-B-L-fucopiranosilo (107) (0,16 g, 0,3 mmol) en
acetona (4 mL). La solucién resultante se mantiene a temperature ambiente durante 0,5
horas. Seguidamente se concentra hasta sequedad a vacfo. El residuo obtenido se disuelve
en diclorometano/agua, se separa la fase orgénica, se seca sobre MgSQOy4 y se concentra a
sequedad. Tras una purificacién en columna cromatografica sobre gel de silice (éter
etflico-hexano, 4:1) se obtiene la N-fenacil-N’-[2,3,4-tri-O-benzoil-B-L-fucopiranosil]-
tiourea (109) como s6lido amorfo.

Rend. 0,15g, 76%; [a]p-123,0° (¢ 1,1, cloroformo); Amax 244 nm (€mM 38,6).

Espectro IR: vmax 3343 (NH), 1726 (éster), 1697 (cetona), 1600, 1528 (C=C
aromético), 1288, 1263 (C-O-C, C=S)y 710 cm-1 (CH aromatico).

Espectro LH-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tablas 24, 25 y & 8,08-7,47 (m, 22H,
4Ph, NH, N'H), 5,02 (sa, 2H, CH>).

Espectro 13C-RMN: a 75,4 MHz en Cl3CD, tabla 26 y & 193,5 (CO, cetona),
165,7, 165,4 (3CO de Bz), 129,9-127,9 (24C de Ph) y 54.2 (CHy).

E. M.: m/z 459 (4, M+-NHCSNHCH2COPh), 337 (2, 459-BzOH), 232 (1, 337-
Bz), 215 (3, 459-2Bz0OH), 122 (21, BzOH*), 105 (100, Bz*) y 77 (33, Ph*).

E. M., FAB m/z 785.0975 [18%, (M+Cs)+]; calculado para C3¢H32N20gSCs
785,00331].
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4.6.19 p-Metoxifenil O-(2,3 4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1--4)-0-(2,3,6-tri-
O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1—>4)-2-acetamido-3 ,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopi-
ranésido (126).

OBn
OAc OAc
o AcO le] Q
AcO OMP
AcO o g Bro
OAc NHAc
OAc

A una solucién del fenil 2,3,6,2°,3’,4°,6’-hepta-0O-acetil-1-tio-B-D-celibiésido
(125) (4,00 g, 5,5 mmol) y p-metoxifenil 3-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-f-D-gluco-
piranésido (7) (1,64 g, 2,8 mmol) en diclorometano (30 mL) seco, conteniendo tamiz
molecular de 4A, se afiade N-yodosuccinimida (2,56 g, 11,8 mmol) en atméfera de Ar y
protegida de la luz. La mezcla de reaccién se mantiene con agitacion a temperatura
ambiente durante 30 minutos, se enfrfa a 0°y se afiade una solucién de TfOH (52 uL) en
diclorometano (45 mL). La reaccién se mantiene a 0° durante 3 horas, seguidamente se
diluye con diclorometano y se filtra sobre celita. El filtrado se lava sucesivamente con
agua, disolucién acuosa saturada de NaHCO3, disolucién acuosa al 10% de NayS;03 y
- agua; se seca sobre Na;SO4 y se concentra a vacfo. El residuo resultante sin purificar
conteniendo el p-metoxifenil 0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-
(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-3-D-
glucopiranésido se disuelve en etanol (420 mL), se afiade NaH4-H2O (17 mL) y se
calienta a reflujo durante 3 dfas. Seguidamente 1a mezcla de reacci6n se concentra a vacfo
y las trazas de NoH4-H,O se eliminan por coevaporacién con tolueno/etanol. El crudo
resultante se disuelve en piridina (60 mL) y se afiade anhfdrido acético (30 mL) a 0°. La
mezcla se mantiene durante 18 horas a temperatura ambiente y a continuacién se vierte
sobre hielo-agua (100 mL). La emulsi6n resultante se extrae con diclorometano (3x40
mL) y la fase orgénica se lava sucesivamente con disolucién acuosa 1M de H»SOg4,
disolucién acuosa saturada de NaHCOs3 y agua y se seca sobre NaxSQy4, El residuo
resultante se purifica por cromatograffa en columna sobre gel de sflice (diclorometano
-acetona, 20:1—5:1) para dar el p-metoxifenil 0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-
glucopiranosil)-(1-4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1 —4)-2-acetami-do-
3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (126) en forma de s6lido blanco.
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Rend. 2,50 g, 80%; p. f. 164-166° (etanol); [a]p -28,2° (¢ 1,1, diclorometano).

Espectro !H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tabla 30 y 31 y & 7,33-7,26 (m, 10H,
CH2Ph), 6,92-6,76 (m, 4H, C¢H4OCH3), 5,90 (d, 1H, Jo,Nu 8,2 Hz, NH), 5,14-5,04 (m,
3H, H’-3, H”-3, H"4), 4,93 (t, 1H, J2 3 8,1 Hz, H"-2), 4,87 (dd, 1H, /23 9,7 Hz, H’-2),
4,77, 4,65, 4,55, 4,40 (4d, 1H cada uno, Jyy 11,8, 11,9, 11,9, 11,9 Hz, cHapn), 4,36 (dd,
1H, Js5 62 4,2 Hz, Jga 6 12,7 Hz, H”-6a), 4,05 (dd, 1H, J56a 5,1 Hz, Jga,6b 12,1 Hz, H’-
6a), 4,03-3,99 (m, 2H, H-4, H-6b), 3,96 (t, 1H, J3 4 6,8 Hz, H-3), 3,91 (ddd, 1H, /23 6,8
Hz, H-2), 3,75-3,66 (m, 4H, H’-4, H-5, H’-6b, H-6b), 3,75 (s, 3H, OCH3), 3,62 (ddd, 1H,
Ja59,7Hz, J5 ¢, 2,3 Hz, H”-5), 2,08, 2,04, 2,01, 2,00, 1,98 (s, 24H, Ac, NHAc).

Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en Cl3CD, tabla 32 y § 170,3, 170,1, 170,05,
170,0, 169,8, 169,4, 169,1, 168,8 (8CO de Ac y NHACc), 154,9 (C4” de C¢H4OCH3),
151,0 (Cy” de C¢H40OCH3), 1384, 137,6, 128,3, 127,5, 1274, 1179, 114,3 (16C
arométicos), 76,5 (C-3), 76,2 (C’-4), 75,3 (C-4), 74,3 (C-5), 73,3, 72,9 (2 cy2pn), 72,7
(C”-3), 72,5 (C’-5), 72,0 (C’-3), 71,8 (C™-5), 71,6 (C’-2), 71,3 (C”-2), 68,5 (C-6), 67,5
(C’4), 61,6 (C’-6), 61,3 (C”-6), 55,4 (C¢H4OCH3), 52,8 (C-2), 20,5, 20,4, 20,3 (4
COCH3y).

E. M., FAB: m/z 1125 (4%, M*") y 1148 [100%, (M+Na)*"].

Andlisis. Calculado para Cs5Hg7NO24: C, 58,67; H, 5,96; N, 1,24. Encontrado:
C, 59,31; H, 5,94; N, 1,32.
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4.6.20 p-Metoxifenil O-B-D-glucopiranosil)-(1-4)-O-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-
acetamido-3 ,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido.

OH OBn
HO% N =70 R
HO Y o Bno OMP
OH ol NHAc

A una solucién de p-metoxifenil 0-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-
(1-4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1—»4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil -2-
desoxi-B-D-glucopiranésido (126) (1,80 g, 1,6 mmol) en metanol (60 mL) se afiade
MeONa en metanol (1M, 3 mL). La mezcla de reaccién se mantiene con agitacién a
temperatura ambiente durante 24 horas, seguidamente se neutraliza con resina dcida
Amberlite IRA-120 (H*), se filtra y concentra a sequedad. El residuo resultante se
cristaliza de etanol para dar p-metoxifenil O-B-D-glucopiranosil-(1—4)-0-B-D-
glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido en for-
ma de sélido blanco

Rend. 1,31 g, 99%.
E. M., FAB: m/z 854 [100%, (M+Na)*'].

Andlisis. Calculado para C41H53NOj7: C, 59,21; H, 6,38; N, 1,68. Encontrado:
C, 59,28; H, 6,44; N, 1,88.
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4.6.21 p-Metoxifenil O-(4,6-O-bencilidén-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-O-p-D-glucopira-
nosil-(1—4)-2-acetamido-3 ,6-di-O-bencil-2-desoxi--D-glucopiranésido (127).

NHAc

' o OBn
HO OW BnO OMP
OH $on

A una solucién de p-metoxifenil O-B-D-glucopiranosil-(1—>4)-0-B-D-
glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-f-D-glucopiranésido (1,31
g, 1,6 mmol) en benzaldehido destilado (20 mL) y se afiade ZnCl; (0,44 g). Después de
16 horas a temperatura ambiente se lava con agua y se afiade éter de petréleo apareciendo

un s6lido que se filtra y lava con agua, éter de petr6leo y éter etflico. El sélido se purifica
por cristalizacién de etanol.

Rend. 1,31 g, 90%; p. f. 201-203° (etanol);[a]p +11,8° (c 1,1, metanol)
E. M., FAB: m/z 1030 [77%, (M+Na)*t].

Andlisis. Calculado para C4gH57NO17: C, 62,68; H, 6,20; N, 1,52. Encontrado:
C, 62,70,; H, 6,20; N, 1,55.
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4.6.22 p-Metoxifenil O-(2,3-di-O-acetil-4,6-O-bencilidén-p-D-glucopiranosil)-(1 —4)-O-
(2,3,6-tri-O-acetil- B-D-glucopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-f-
D-glucopirandésido (144).

NHAc

OAc
PhTN\O 0 A OAc o
0 0
AcO o d A0 OMP
OAc OA
(A

A una solucién de p-metoxifenil 0-(4,6-O-bencilidén-B-D-glucopiranosil)-
(1-54)-0-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-gluco-
pirandsido (127) (0,02 g, 0,02 mmol) en piridina (1 mL) se afiade a 0° anhfdrido acético
(0,5 mL). La mezcla de reacci6n se mantiene a temperatura ambiente durante 16 horas,
seguidamente se destruye el exceso de anhidrido acético afiadiendo metanol a 0° y se
elimina el disolvente por coevaporacién con tolueno. Se obtiene asf un sélido amorfo
correspondiente al p-metoxifenil 0-(2,3-di-O-acetil-4,6-0-bencilidén-B-D-glucopi-
ranosil)-(1-4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-
bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (144).

Rend. 0,02 g, 91%; [a]p +28,8° (¢ 0,7, diclorometano).

Espectro 'H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tabla 30 y 31 y § 7,35-7,20 (m, 15H,
CHPh, CH2Ph), 6,88-6,69 (m, 4H, C¢H4OCH3), 5,82(d, 1H, JoNH 8,1 Hz, NH), 5,41 (s,
1H, CHPh), 5,23-5,19 (m, 1H, H"-3), 5,03 (t, 1H, J3 4 9,5 Hz, H’-3), 4,86 (t, 1H, /2,3 8,0
Hz, H"-2), 4,80 (t, 1H, J2 3 9,2 Hz, H'-2),4,70 4,58, 4,48, 4,33 (4d, 1H cada uno, Jy,H
11,8, 11,7, 11,9, 11,9 Hz, cHaph), 4,29-4,25 (m, 1H, H-6a), 3,97 (dd, 1H, J5 6, 4.8 Hz,
Jea,6b 12,1 Hz, H'-6a), 3,94 (t, 1H, J4 5 6,7 Hz,H-4), 3,89 (t, 1H, J3 4 6,7 Hz, H-3),3,73-
3,68 (m, 1H, H”-6b), 3,78 (dd, 1H, 1H, J5 ¢, 4,2 Hz, Jsa,6b 10,0 Hz, H-6a), 3,68-3,59 (m,
4H, H’-4, H”4, H-5, H’-6b), 3,41-3,37 (m, 2H, H"-5, H-6b), 3,68 (s, 3H, OCH3), 3,27
(ddd, 1H, J4 5 9,5 Hz, J5 61, 2,7 Hz, H’-5), 1,99, 1,96, 1,95, 1,94, 1,94, 1,90, 1,81 (s, 18H,
Ac, NHAC).
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Espectro 13C-RMN: 75,4 MHz en C15CD, tabla 32 y § 170,2, 170,0 169,8, 169,3
(6CO de Ac y NHAC), 154,9 (C4” de C¢H4OCH3), 151,1 (C;” de CgH4OCH3), 1384,
137,7 136,4, 129,1, 1284, 128,2, 127,8 127,6, 127,5, 125,9, 117,9, 114,3 (16C
arométicos), 101,5 (CHPh), 77,8, 75,4, 74,3, 72,6, 72,3, 71,7, 71,7, 68,5, 68,3, 66,2, 61,6
(carbonos de anillo de azidcar), 75,4 (C-3), 74,3 (C-5), 73.4, 73,0 (2 cH2ph)» 72,3 (C-3),
71,75 (C’-2), 71,7 (C"-2), 68,5 (C-6), 68,3 (C-6), 61,7(C’-6), 55,5 (C¢H40CH3), 52,9
(C-2), 20,5, 20,4, 20,3 (6 COCH3).

E. M., FAB: m/z 1152 [100% (M+Na)*].
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4.6.23 p-Metoxifenil O-(2,3-di-O-bencil-4,6-0-bencilidén-B-D-glucopiranosil)-(1-—4)-
0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3 6-di-O-bencil-2-desoxi-
B-D-glucopiranésido (128).

NHAc

OBn
OB
Ph/voo o BnO n o o
BnO o ) BnO OoMP
OBn OB
n

A una mezcla de p-metoxifenil 0-(4,6-0-bencilidén-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-
O-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopirandsido
(127) (5,00 g, 5,4 mmol) y NaOH pulverizado (3,27 g, 80,0 mmol) en DMF (26 mL) se
afiade una solucién de (But4N)HSO4 (0,21 g, 0,54 mmol) en terc-butanol (30 mL). La
reaccién se agita vigorosamente durante 15 minutas, entonces se afiade BnBr (10 mL,
80,0 mmol) y se mantiene a temperatura ambiente con fuerte agitacion durante 16 horas.
Seguidamente se elimina el disolvente y el residuo resultante se recoge en diclorometano,
filtrando el exceso de NaOH sobre celita. El filtrado se lava con agua (3x30 mL), se seca
sobre MgSO4 y se evapora a vacfo. La cromatograffa en columna sobre gel de silice
(tolueno-acetona, 20:1—8:1) del residuo dio el p-metoxifenil O-(2,3-di-O-bencil-4,6-0-
bencilidén-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-
2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-f-D-glucopirandsido (128) en forma de aceita.

Rend. 4,38 g, 60%.

E. M., FAB: m/z 1392 [27%, (M+Na)*].
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4.6.24 p-Metoxifenil O-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-
bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi--D-glucopi-
ranésido (129).

OBn OBn
O  BnO OBn o
HO 0 p
BnO o o Bno oM
OBn NHAc¢
OBn

Procedimiento (a): a una solucién del p-metoxifenil 0-(2,3-di-O-bencil-4,6-0-
bencilidén-B-D-glucopiranosil)-(1-4)-0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-
2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (128) (2,93 g, 2,1 mmol) y
NaCNBH3 (1,35 g, 21,4 mmol) en THF seco (35 mL) conteniendo tamiz molecular de
4A se afiade a 0° una solucién saturada de HC en éter etflico hasta pH 4cido. Después de
2 horas de reaccién un andlisis por c. c. f. (tolueno-acetona, 4:1) indic6 total consumo del
producto de partida. La mezcla de reaccién se vierte sobre hielo-agua y se extrae con
diclorometano (2x30 mL). La fase orgénica se lava sucesivamente con agua, disolucién
acuosa saturada de NaCOs3 y agua, se seca sobre Na;SO4 y se concentra hasta sequedad a
vacio, obteniendose un sirupo que se purifica por cromatograffa en columna sobre gel de
sflice (tolueno-acetona, 15:1—8:1) para dar el p-metoxifenil 0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-
glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-
di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (129) en forma de sélido blanco.

Rend. 1,61 g, 60%, [a]p +9,1 (¢ 0,9, diclorometano).

Espectro IH-RMN: a 500 MHz en CI3CD, tabla 30 y 31 y & 7,35-7,23 (m, 15H,
CHPh, cH2ph), 6,78-6,98 (m, 4H, C¢H4OCH3), 5,77 (d, 1H, Jo Ny 7.8 Hz, NH), 5,01,
4,84 (2d, 1H cada uno, Jyy 11,0, 12,1 Hz, cHaph), 4,81-4,33 (m, 14H, cH2ph), 4,11 (4,
1H, J23 8,1 Hz,J3 4 8,1 Hz, H-3), 4,07-3,80 (m, 3H, H-4, H’-4, H”-4), 3,5-3,71 (m, 1H,
H-2), 3,63 (t, 1H, J3 4 9,0 Hz, H’-3), 3,65-3,20 (m, 6H, H’-5, H”-5, H’-6a, H’-6b, H”-6a,
H”-6b), 3,57-3,51 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3,48 (t, 1H, 1H, J3 4 9,0 Hz, H”-3), 3,41-3,36 (m,
1H, H’-2), 3,36-3,31 (m, 1H, H-2),3,26-3,20 (m, 1H, H-5), 3,79 (s, 3H, OCH3), 1,80 (s,
3H, NHAc).
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Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en CI3CD, tabla 32 y § 170,2(CO de NHAc),
155,0 (C4” de CgH4OCH3), 151,3 (Cy” de C¢H4OCH3), 1143,7, 139,0, 138,8 138,6,
138,3, 138,2, 138,1, 137,9, 137,7 137,5, 128,3, 128,2, 1279, 127,6 127,5, 1274, 127,1,
118,7, 114,5 (48C aromiticos), 84,2, 82,9, 81,9, 81,89, 76,2, 75,2, 75,1, 74,8, 74,8
(carbonos de anillo de azicar), 73,7, 73,5 73,49, 73,3, 73,1, 73,0, 72,9 (8CH,Ph), 71,5
(C-6), 68,5, 67,9 (C’-6, C”-6), 55,5 (C¢H40OCH3), 54,5 (C-2), 23,3(COCH3).

E. M., FAB: m/z 1395 [100%, (M+Na)*"].

Andlisis. Calculado para CgzHggNOj7: C, 72,65; H, 6,49; N, 1,02. Encontrado:
C, 72,53; H, 6,50; N, 1,30.

Procedimiento (b): a una solucién de p-metoxifenil 0-(2,3-di-O-bencil-4,6-0-
bencilidén-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1->4)-
2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopirandsido (128) (2,34 g, 1,71 mmol) y
TsOH-H;0 (34 mg, 0,18 mmol) en metanol-1,4dioxano se calienta a 60° durante 2 horas
y a continuacion se afiade TSOH-H,0 (34 mg, 0,18 mmol) y se calienta a 80° durante 1,5
horas més. Seguidamente se neutraliza con Et3N y se lleva a sequedad. El residuo
resultante se purifica en columna cromatogréfica sobre gel de sflice (tolueno-acetona,
10:1—-6;1) para dar p-metoxifenil 0-(2,3-di-O-bencil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-0O-
(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil -2-desoxi- -
D-glucopiranésido. :

Rend. 1,20 g, 55%.

Una mezcla de p-metoxifenil 0-(2,3-di-O-bencil-f-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-
(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi--
D-glucopiranésido (0,70 g, 0,55 mmol), BuzSnO (0,21 g, 0,85 mmol), BuyNBr (0,27 g,
0,88 mmol) y BnBr (0,33 mL, 2,82 mmol) en acetonitrilo seco (120 mL) se calienta a
reflujo conectado a un aparato Soxhlet conteniendo tamiz molecular de 3A durante 3
dfas. Seguidamente se retira el aparato Soxhlet, se aflade EtsN (5 mL) y se calienta a
reflujo durante 1 hora para eliminar el exceso de BnBr. Se concentra hasta sequedad y el
residuo resultante se disuelve en acetato de etilo (60 mL) y se afiade disolucién saturada
de NaHCOj3 (40 mL). La mezcla se agita durante 3 horas, se filtra y 1a fase orgénica se
lava con disolucién acuosa de KCl y se seca sobre NapSO4. La cromatograffa en columna
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sobre gel de silice (tolueno-acetona, 15:1—8:1) del residuo dio p-metoxifenil 0-(2,3,6-
tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil)-(1—-4)-0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-gluco-piranosil-
(1-4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-f-D-glucopirandsido (129).

Rend. 0,60 g, 80%.
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4.6.25 p-Metoxifenil O-(4-O-acetil-2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopirano-sil)-(1—4)-O-
(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi- -
D-glucopirandsido (143).

OBn OBn OBn
o] BnO o
AcO O OMP
BnO o g BrO
OBn
OBn

NHAc

A una solucién de p-metoxifenil 0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil)-
(1-4)-0-(2,3,6-tri-0-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-
desoxi-B-D-glucopiranésido (129) (15 mg, 0,01 mmol) en piridina (1 mL) se afiade
anhfdrido acético (0,5 mL) a 0° y mantiene a temperatura ambiente durante 16 horas.
Seguidamente se elimina el exceso de anhidrido acético afiadiendo metanol a 0° y el
disolvente por coevaporcién con tolueno. Se obtiene asf un sélido amorfo blanco
correspondiente al p-metoxifenil 0-(4-0-acetil-2,3-di-O-bencil-4,6-0-bencilidén-B-D-
glucopiranosil)-(1-4)-0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-
di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (143).

Rend. 13 mg, 95%; [alp + 12,0 (¢ 1,0, diclorometano).

Espectro lH-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tabla 30y 31 y § 7,32-7,21 (m, 15H,
CHPh, cH2pPh), 6,96-6,76 (m, 4H, C¢H4OCH3), 5,74 (d, 1H, J2,NH 7.8 Hz, NH), 5,01,
4,91, 4,23 (3d, 1H cada uno, Jy y 10,9, 12,1, 11,8 Hz, CH;Ph), 4,81-4,33 (m, 13H,
CH3Ph), 4,96 (t, 1H, J3 4 9,0 Hz, J4 5 9,0 Hz, H"-4), 4,81-4,33, 4,09-3,36, 3,48-3,39,
3,35-3,19 (4m, protones de anillo de azidcar), 3,48-3,39 (m, 2H, H”-3, H"-5), 3,75 (s, 3H,
OCH3), 1,81, 1,80 (2s, 3H cada uno, Ac, NHAc).

Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en CI3CD, tabla 32 y § 170,2, 169,6 (2CO de
NHACc, Ac), 155,0 (C4” de CgH4OCH3), 151,2 (C;” de CsH4OCH3), 113,9, 138,2, 138,1,
138,0, 137,9, 128,3, 128,2, 128,19, 128,1, 128,0, 127,9, 127,8 127,7, 127,5, 1274, 127,3,
127,2 (48C aromdéticos), 82,8, 82,3, 81,8 76,3, 75,3, 75,1, 74,9, 74,7, 71,4 (carbonos de
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anillo de azicar), 73,7, 734, 73,1, 73,0 (8CH2Ph), 71,5 (C-6), 70,0 (C-6), 68,4, 67,8 (C’-
6. C™-6), 55,5 (CeH4OCH3), 54,5 (C-2), 20,3, 23,6 (2COCH3).

E. M., FAB: m/z 1438 [100%, (M+Na)*"].
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4.6.26 p-Metoxifenil O-(34,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranosil)-
(1-4)-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopirano-sil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-gluco-
pira-nosil-(1—4)-2-acetamido-3 ,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (130).

NPhth OBn OBn OB"O
AcO 0 O, Bro o oMP
AcO S BnO 0 o) BnO
OBn NHAc
OAc OBn

Una mezcla de p-metoxifenil 0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-
0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-
B-D-glucopiranésido (129) (1,00 g, 0,73 mmol), AgOTf (0,12 g, 0,36 mmol) y tamiz
molecular de 4 A en diclorometano seco (6 mL), s agita a temperatura ambiente durante
30 minutos en atmésfera de argon y se transfiere una solucién de tricloroacetimidato de
3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranosilo (128) (0,20 g, 0,36 mmol) en
diclorometano (6 mL). La mezcla de reaccién se mantiene a temperatura ambiente en
atmosfera inerte y a los tiempos de reaccién: 4,5, 7,5, 22,5 y 27,5 horas, se afiade AgOTf
(0,12 g, 0,36 mmol) y a los 30 minutos se transfiere una solucién de tricloroacetimidato

- de 3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranosilo (128) (0,20 g, 0,36 mmol)

en diclorometano (4 mL). A continuacién a los tiempos de reaccién: 31 y 44 horas, se
afiade nuevamente una solucién de tricloroacetimidato de 3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-
ftalimido-B-D-glucopiranosilo (128) (0,20 g, 0,36 mmol) en diclorometano (4 mL) y se
mantiene a temperatura ambiente durante S horas m4s. Finalmente se diluye con
diclorometano, se filtra, se lava sucesivas veces con disolucién acuosas saturada de
NaHCO3, agua; se seca sobre NaySOj4 y se evapora a sequedad. El residuo resultamte se
purifica por cromatograffa sobre gel de silice usando como eluyente éter-etilico-éter de
petrleo (4:1—10:1) para dar p-metoxifenil 0-(3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-[3-
D-glucopiranosil)-(1-4)-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopirano-sil)-(1-4)-0-(2,3,6-tri-O-
bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-aceta-mido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopira-
nésido (130) en forma de sélido blanco.

Rend. 0,78 g, 60%; p.f. 72-74° (etanol); [a]p +6.0° (¢ 0,7, diclorometano).
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Espectro lH-RMN: a 500 MHz en CI3CD, tabla 30 y 31 y 8 7,80-6,95 (m, 19H,
CH2Ph, NPhth), 6,95-6,70 (m, 4H, C¢H4OCH3), 5,73 (d, 1H, Jong 7,6 Hz, NH), 5,69
(dd, 1H, J» 3 10,7 Hz, H”-3),5,11 (t, 1H, J3 4 9,1 Hz, H"-4), 4,77-4,58 (m, 7H, CH,Ph),
4,40-4,16 (m, 6H, CH,Ph, H"-2), 4,16-4,03 (m, 2H, H-3, H-6a), 3,97 (t, 1H, 1H, J34 7,3
Hz, J45 7,3 Hz, H-4), 3,74-3,67 (m, 2H, H-2, H-5), 3,60-3,5- (m, 1H, H-6b), 3,32-3,24
(m, 1H, H”-5). 3,74 (s, 3H, OCH3), 1,97, 1,94, 1,83, 1,76 (4s, 3H cada una, 3Ac, NHAc).

Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en CI3CD, tabla 32 y § 170.6, 170,2, 170,1
(4CO de NHAC, Ac), 169,4 (2CO de NPhth), 155,3 (C4” de C4H4OCH3), 149,8 (Cy” de
Cs¢H40OCH3), 139,1, 139,0, 138,8, 138,5, 138,3, 138,2, 138,1, 137,8, 134,6, 134,7, 131,7,
131,3, 128,2, 128,1, 128,0, 127,9, 127,8, 127,7, 127,6, 127,5, 127,4, 127,1, 127,0 (58C
arométicos), 83,0, 82,9, 82,1, 81,8, 76,1, 73,6, 73,4, 73,3, 72,9, 72,3, 71,4, 70,6, 68,5,
68,0, 67,8, 66,5, 64,8, 62,3, 61,3 (carbonos de anillo de azidcar), 75,5, 75,2, 75,0, 74,99,
74,8, 74,7, 74,6, 74,1 (8CH,Ph), 55,5 (C¢H40OCH3), 545,2, 54,8 (C-2)y C,"-2), 20,3,
20,5, 20,6 (4COCH3).

E. M., FAB: m/z 1812 [88%, (M+Na)*"].

Andlisis. Calculado para Cio3H108N2026; C, 69,73; H, 6,04; N, 1,56.
Encontrado: C, 68,88; H, 5,99; N, 1,68.
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4.6.27 p-Metoxifenil O-{3 4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-[(112)-11-octadecaenoilamido]-3-
D-glucopiranosil}-(1—4)-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1 —4)-0-(2,3,6-tri-O-
acetil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3 ,6-di-O-acetil-2-desoxi-3-D-glucopi-
randsido (149).

OAc OAc OAc NHAC
ACO%ACO 0 o0 &° omp
AcO 0 d Ao d
NH 0A :
o =< OAc ¢ OAc
R

R =C18:1(cis-All)

Una mezcla de los p-metoxifenil 0-(3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-
glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopirano-sil)-(1—-4)-0-(2,3,6-tri-O-
bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopi-
ranésido (130) (172 mg, 0,096 mmol) y PA(OH);2-C (20%, 86 mg) en etanol-THF (1:1,
100 mL) se hidrogena a 3 atmdésfericas y temperatura ambiente durante 18 horas.
Seguidamente se filtra sobre celita y se evapora a vacfo hasta sequedad dando un residuo
(92 mg) que se utiliza sin purificar en el siguiente paso .

E.M., FAB: m/z 1091 [25%, (M+Na)*"].

A una solucién de p-metoxifenil O-(3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido--D-
glucopiranosil)-(1-—4)-8-D-glucopiranosil-(1—4)-0-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-aceta-
mido-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (131) (92 mg, 0,086 mmol) en etanol (15 mL) se
afiade NoH4-H,0 (0,42 mL, 1,immol). La mezcla se mantiene a reflujo durante 3 dfas.
Seguidamente se lleva a sequedad en el rotavapor eliminando las trazas de NoH4-H20 por
coevaporacién con tolueno y etanol. El residuo obtenido se utiliza sin purificar en el
siguiente paso.

A una solucién del crudo anterior conteniendo p-metoxifenil O-(2-amino-2-
desoxi-f3-D-glucopiranosil)-(1—4)-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-B-D-glucopiranosil-
(1-»4)-2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (132) en DMF (3 mL) se afiade Et3N
(0,13 mL, 0,98 mmol), yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio (230 mg, 0,88 mmoles) y
4cido vacénico (250 mg, 0,88 mmol). La reaccién se agita a temperatura ambiente
durante 4 horas y se lleva a sequedad. El residuo resultante se disuelve en una mezcla

279



anhfdrido acético/piridina 1:1 (4 mL) a 0° y se mantenie con agitacién a temperatura
ambiente durante 24 horas. Seguidamente se elimina el exceso de anhidrido acético y
piridina afiadiendo metanol y coevaporando con tolueno. El crudo resultante se purifica
por cromatograffa sobre gel de silice, usando como eluyente una mezcla de tolueno-
acetona (8:1 —=2:1).

Rend. 30 mg, 22%; [alp -3,5° (¢ 0,9, diclorometano).

Espectro 1H-RMN: a 500 MHz en CI3CD, tabla 30 y 31 y & 6,93-6,79 (m, 4H,
CsH4OCH3), 5,78, 5,74 (2d, 1H cada uno, Jo,NH 8,7, 9,2 Hz, NH), 5,37-5,35 (m, 2H, H-
9, H-10 cadena), 5,23 (t, 1H, J23 9,4Hz, J3 4 9,4 Hz, H-3), 4,87-4,82 (m, 1H, H-4), 5,17-
4,82, 4,56-3,45 (2m, protones de anillo de azdcar), 3,77 (s, 3H, OCH3), 2,16, 2,15, 2,14,
2,13, 2,12, 2,09, 2,08, 2,06, 2,05, 2,04, 2,02, 2,01, 2,00, 1,99, 1,97 (s, 26H, 12Ac, 2H de
cadena lipidica), 1,33-1,22 (m, 24H, CH; cadena), 0,91-0,88 (m, 3H, CH3 cadena).

Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en CI3CD, tabla 32 y 8 173,2 170,8, 170.4,
170,39, 170,2, 170,0, 169,7, 169,6, 169,4, 169,3, 169,2 (12CO de NHAc, Ac), 155,3 (C4”
de C¢H4OCH3), 150,9 (C;” de C¢H40CH3), 129,8, 129,7, 118,1, 114,4 (4C aromaticos),
76,1, 75,5, 73,0, 72,7, 72,64, 72,6, 72,4, 72,05, 71,8, 71,64, 71,6, 71,4, 68,0, 62,6, 61,8,
61,6, 61,5 (carbonos de anillo de aziicar), 55,5 (C¢gH4OCH3), 54,6, 53,0 (C-2, C’-2), 36,5,
31,6, 29,6, 29,59, 294, 29,3, 29,2, 29,1, 28,7, 27,1, 25,3, 23,1, 22,5, 20,8, 20,7, 20,5,
20,4, 20,39, 14,0 (12COCH3 y carbonos de cadena lipidica).

E. M., FAB: m/z 1561 [100%, (M+Na)*].
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4.6.28 p-Metoxifenil 2,3,4,6,2' 3’ 6'-hepta-O-acetil-o.y B-D-celobidsidos.
OAc
Aw\w AcO OMP
OAc
OAc

Una soluci6én de p-metoxifenol (0,35 g, 2,9 mmol) en 1, 2-dicloroetano (30 mL)
se transfiere a O © bajo atmésfera de N, a una disolucién de octaacetil-ai-D-celobiosa
(1,00 g, 1,5 mmol) y TMSOTT (0,4 mL, 2,3 mmol) en 1, 2-dicloroetano (30 mL). La
mezcla de reacci6n se lleva a temparatura ambiente y se mantiene con agitacion durante
18 horas Seguidamente se diluye con diclorometano y se lava con disolucién acuosa
saturada de NaHCOj3 y agua, se seca sobre MgSQOy4 y se evapora a vacfo hasta sequedad.
El crudo asf obtenido (1,40 g) se purifica en columna cromatografica sobre gel de silice
usando como eluyente tolueno-acetona, (6:1).

Rend. 0,68 g, 60%; p.f. 194-196° (etanol); [a]p +8,0° (¢ 1,0, diclorometano).

Espectro !H-RMN: a 500 MHz en CI3CD, tabla 33 y 34 y & 7,02-6,78 (m, 4H,
CgH4OCH3), 5,65 (t, 0,25H, J3 4 9,3 Hz, H-300), 5,24 (t, 0,75H, J3 4 9,6 Hz, H-3B), 5,15
t, 1H, J3 4 9,1 Hz, H'-3), 5,06 (t, 1H, J4 5 9,1 Hz, H-4), 5,19-5,12 (m, 0.75H, H-2B),
4,97-4,89 (m, 1,25H, H-20, H-2"), 4,53 (dd, 0,75H, J5 62 1,8 Hz, Jea.6b 11,6 Hz, H-6ap),
4,46 (dd, 0,25H, Jea 6p 11,8 Hz, H-6a01), 4,37 (dd, 1H, Jea6b 12,5 Hz, H’-6a),4,17-4,03
(m, 1,75H, H-6bo, H-6bB, H-5B),4,06 (dd, 1H, J5 6p 2,5 Hz, H-6’D), 3,3 (ddd, 0,25H,
Js,6a 3,5 Hz, J5 6p 11,6 Hz, H-5av), 3,36 (ddd, 1H, Js,62 4,4 Hz , J5 6b 2,5 Hz, H-5), 3,77
(s, 3H, OCH3), 3,85 (t, 0,75H, J4 5 9,6 Hz, H-4B), 3,80 (t, 0,25H, J4 5 9,3 Hz, H-40),
2,08, 2,06, 2,05,2,03,2,01,2,00 y 1,98 (s, 21H, Ac).

Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en Cl3CD, tabla 35 y & 170,3, 170,2, 170,1,
170,0, 169,6, 169,5, 69,4, 16,1, 168,9, 168,8 (7CO de Ac), 155,5, 1552 (C4” By . de
CsH40CH3), 150,7, 150,0 (C;” o y B de C¢H4OCH3), 118,4, 114,3, 117,6, 114,4 (4C
arométicos), 76,4 (C-4c), 76,2 (C-4B), 72,7 (C-5B), 72,3 (C’-5), 72,6 (C'-3), 71,8 (C-3P),
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71,4 (C’-2), 71,2 (C-2B), 70,5 (C-201),69,3 (C-3a), 68,6 (C-500), 67,6 (C’-4), 61,7 (C-6),
61,4 (C-60) y 61,3 (C’-6).

E.M,, FAB: m/z 742 2%, M*") y 765 [100%, (M+Na)*"].
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4.6.29 p-Metoxifenil 4’, 6’-O-bencilidén-ay -D-celobidsidos (134).
th(&&/ HO OH OMP
0 o
HO \%'
OH
OH

A una solucién de los p-metoxifenil 2,3,4,6,2°,3’,6’-hepta-O-acetil-o y B-D-
celobidsidos (2,69 g, 3,6 mmol) en metanol (100 mL) se afiade gota a gota MeONa (1 M)
hasta pH bésico segiin papel indicador. La mezcla de reaccién se mantiene con agitacién
a temperatura ambiente durante 1 hora, se neutraliza con Amberlita IRA-120 (H*) y se
evapora a vacfo hasta sequedad. El crudo resultante conteniendo los p-metoxifenil o- y -
D-celobiésidos se disuelve en benzaldehfdo destilado (31 mL) y se adiciona ZnCly seco
(0,99 g, 7,3 mmol). La mezcla de reacci6n se agita a temperatura ambiente durante 16
horas y seguidamente se lava con agua (3x30 mL). La fase orgénica se trata con hexano
hasta aparicién de un s6lido blanco que se filtra y se lava con hexano. La purificacién por
cromatograffa en columna sobre gel de sflice, usando como eluyente cloroformo-acetona
(1:1), da los p-metoxifenil 4°, 6’-O-bencilidén-a y B-D-celobiésidos (134) en forma de
s6lido balnco.

Rend. 1,44 g, 95%; p.f. 188-190°; [a]p +13,0° (¢ 1,0, metanol).

Espectro 1H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tabla 33 y 34 y § 7,44-7,36 (m, SH,
Ph), 7,02-6,84 (m, 4H, C¢H4OCH3), 5,58 (s, 1H, PhCH), 5,52, 5,49, 5,42, 5,37, 5,36,
516, 4,66, 4,60, 4,51, 4,37 (d 6 sa, SH, OH), 3,74-3,43 (m 9,5H, protones de anillo de
azicar), 3,45-3,39 (m, 0,5H, H-3B), 3,45-3,39 ( m, 0,5H, H-2w), 3,27-3,25 (m, 0,5H, H-
2B8), 3,14-3,11 (m, 1H, H’-2), 3,33 (s, 3H, OCH3),

Espectro 13C-RMN: 75,4 MHz en Cl3CD, tabla 35 y § 154,5, 154.4 (1C, C4” By
o. de CeH4OCH3), 151,4, 150,9 (1C, C1” oy B de CsH4OCH3), 1378, 128,9, 128,1,
126,4 (10C, aromdéticos), 100,75, 101,2 (1C, PhCH a y B), 80,4 (0,5C, C-4pB), 80,4 (1C,
C’-4), 78,6 (0,5C, C-5B), 74,5 (1C, C’-4), 72,9 (1C, C’-3), 67,8 (1C, C’-6), 66,1 (1C, C’-
5), 59,9 (5,0C, C-6B), 73,3, 71,6, 71,2, 72,8, 78,8, 59,7 (3,5C, carbonos de anillo de
azidcar) y 55,5 (1C, C¢H4OCH3).
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E. M., FAB: m/z 536 (2%, M*") y 559 [100%, (M+ Na)*'].

Andlisis. Calculado para Ca6H32012; C, 58,21; H, 5,97. Encontrado: C, 57,55; H,
5,82.
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4.6.30 p-Metoxifenil 2,3,6,2’ 3’ -penta-O-bencil-4’ 6’ -O-bencilidén-a 'y -D-celobidsidos
(135).

ph/Voo 0 Bio OBn_ p
BnO 0 d
OBn oB
n

A una mezcla de los p-metoxifenil 4°,6’-O-bencilidén-a y B-D-celo-bidsidos
(134) (2,64 g, 4,9 mmol) y NaOH pulverizado (3,00 g, 73,6 mmol) en DMF (26 mL) se
afiade una solucién de (But4N)HSO4 (0,17 g, 0,5 mmol) en Bu!OH (26 mL). La reaccién
se agita vigorosamente durante 15 minutos, se afiade BrBn (6 mL, 50 mmol) y se
mantiene con fuerte agitacién a temperatura ambiente durante 15 horas. Seguidamente se
diluye con diclorometano y el exceso de NaOH sin reaccionar se filtra sobre celita. El
filtrado se lava con agua (3x30 mL), se seca sobre MgSO4 y evapora a vacio. La
cromatograffa en columna (tolueno-acetona, 35:1) del residuo (5,40 g) da los p-
metoxifenil 2,3,6,2’,3'-penta-O-bencil-4’,6’-0-bencilidén-a y B-D-celobiésidos(135) en
forma de sélido blanco.

Rend. 2,95 g, 65%; p.f. 154-156°; [adp -6.0° (¢ 1,0, diclorometano).

Espectro lH-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tabla 33 y 34 y § 7,49-7,22 (m, 30H,
PhCH y 5CHyPh), 7,03-6,78 (m, 4H, CsH4OCH3), 5,49 (s, 1H, PhCH), 4,99, 4,98, 4,94,
4,91, 4,81,4,80,4,72, 4,66, 4,53, 4,38, 4,27 (114, 10H, ﬂHH 10,9, 10,6, 10,7, 11,3, 11,2,
10,0, 11,2, 12,0, 11,7, 11,9, 12,0 Hz, 5CH,Ph), 4,22-4,18 (m , 0,25H, H-6ac), 4,20 (dd,
1H, Jga6p 10,3 Hz, H’-6), 4,05-3,99 (m, 1,25H, H-3c, H’-3), 3,85-3,33 (m, 6,5H,
protones de anillo de azidcar), 3,77 (s; 3H, OCH3), 3,50 (dd, 1H, H’-6b), 3,19 (ddd, 1H,
J5,6a5,0,J56b 3,5 Hz, H’-5) y 3,11 (ddd, 1H, J5624.9, J5,65 9,7, J6a,6b 14,2 Hz, H-500).

Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en C13CD, tabla 35 y & 155,1, 154,9 (1C, C4” B
y o de C¢H4OCH3), 151,4, 150,8 (1C, C;” oy B de C¢H4OCH3), 139,1, 138.8, 138,4,
138,3, 138,2, 138,1, 138,0, 1376, 137,3, 137,2, 128,9, 128,8, 128,3, 128,2, 128,1, 128,0
127,9, 127,7, 127,6, 127,5, 127,4, 127,3, 125.9, 1252, 118,4, 118,1, 114,4 (40C,
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aromiticos), 100,9 (1C, PhCH),82,7, 82 4, 81,6, 81,3, 81,0, 80,9, 79,8, 78,7, 70,5, 68,7,
67,9, 65,7, 65,6 (7,25C, carbonos de anillo de azidcar),75.4, 75,1, 75,0, 74,9, 74,8, 73,1
(6C, CH,Ph), 68,6 (1C, C’-6), 67,8 (0,75C, C-6B), 66,6 (1C, C’-5) y 55,5 (1C,
CsH4OCHa3).

E. M., FAB: m/z 986 (3%, M**) y 1009 [28%, (M+Na)*"].

Andlisis. Calculado para Cg1HepO12; C, 74,24; H, 6,29. Encontrado: C, 74,24; H,
6,44,
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4.6.31 p-Metoxifenil 2,3,6,2’ 3’ ,6’-hexa-O-bencil-a.y B-D-celobidsidos (136).

OBn’
(o] BnO OBn OMP
HO o)
BnO O
OBn
OBn

A una solucién de los p-metoxifenil 2,3,6,2’,3’-penta-O-bencil-4’,6’-0-
bencilidén-o y B-D-celobidsidos (135) (5,45 g, 5,5 mmol) y NaCNBHj3 (3,00 g, 47,6
mmol) en THF recién destilado (75 mL) conteniendo tamiz molecular de 4A se adiciona
a 0°, una soluci6n saturada de HCI en éter etilico hasta pH 4cido. Después de 3 horas de
reaccién a 0°, un anélisis por c. c. f. (tolueno-acetato de etilo, 4:1) indic6 total consumo
del producto de partida. La mezcla de reaccién se vierte sobre hielo-agua y se extrae con
diclorometano (3x40 mL). La fase org4nica se lava sucesivamente con disolucién acuosa
saturada de NaCl, disolucién acuosa saturada de NaHCO3 y agua, se seca sobre MgSOy y
se concentra hasta sequedad a vacio, obteniéndose un residuo que se purifica por
cromatografia en columna (éter etflico-éter de petr6leo, 1:1) para dar los p-metoxifenil
2,3,6,2°,3°,6’-hexa-0-bencil-a y B-D-celobidsidos (136) en forma de sélido blanco.

Rend. 5,08 g, 94%; p.f. 98-100°; [alp +12,2° (¢ 0,9, diclorometano).

Espectro 1H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tabla 33y 34 y § 7,34-7,23 (m, 30H,
6CH2Ph), 7,06-7,01 (m, 4H, CeH4OCH3), 5,03, 4,98, 4,65, 4,58, 4,56, 4,33 (6d, 1H cada
uno, J2y y 10,9, 11,0, 12,0, 11,9, 12,0, 12,0 Hz, CH,Ph), 4,89-4,63, 4,48-4,38 (2m, 6H,
CH,Ph), 4,05-4,00, 3,82-3,77, 3,66-3,21 (3m, 12H, protones de anillo de azicar), 3,79,
3,78 (2s, 3H, OCH3 . y B) y 2,90 (sa, 1H, OH).

Espectro 13C-RMN: 75,4 MHz en CI3CD, tabla 35 y § 155,1, 154,9 (1C, C4" B y
o de C¢H4OCH3), 151,4, 150,8 (1C, C1” oy B de CgH4OCH3), 139,0, 139,0, 138,6,
138,2, 138,1, 138,0, 137,7, 137,6, 128,3, 128,2, 128,1, 128,0, 127,9, 127,8, 127,7, 127,6,
127,5, 127,1, 127,0, 118,4, 118,1, 114,4 (40C, arométicos), 100,9 (1C, PhCH),84,2, 84,1,
82,7, 819, 81,3, 79,9, 78,7, 76,4, 71,0, 70,9, 70,5 (4,5C, carbonos de anillo de azdcar),
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75,2, 75,1, 75,0 74,8, 73.5, 73,3, 73,1, 73,0 (6C, CH2Ph) 68,0 (1C, C’-6), 67,6 (0,5C, C-
6B) y 55,5 (1C, CgH4OCH3).

E. M., FAB: m/z 987 (1%, M*") y 1010 [545, (M+ Na)*']

Andlisis. Calculado para C¢1He3012; C, 74,16; H,6,38. Encontrado: C, 73,38; H,
6,30.
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4.6.32 p-Metoxifenil 4-O-acetil-2,3,6,2’ 3’ 6 -hexa-O-bencil-a'y B-D-celobidsidos (142).

OBn
OBn
AO Q I(B)nO OMP
BnO o
OB
? OBn

A una solucién de los p-metoxifenil 2,3,6,2°,3’,6’-hexa-O-bencil-o y B-
celobiésidos (136) (0,02 g, 0,02 mmol) en piridina (1 mL) se afiade a 0° anhidrido acético
(0,5 mL). La mezcla de reaccién se mantiene a temperatura ambiente durante 16 horas.
Seguidamente se destruye el exceso de anhidrido acético afiadiendo metanol gota a gota a
0° y se elimina el disolvente por coevaporacién a vacfo con tolueno. Se obtiene asf un
s6lido blanco correspondiente a los p-metoxifenil 4-O acetil-2,3,6,2°,3,6’-hexa-O-
bencil-a y B-D-celobi6sidos (142).

Rend. 0,02 g, 99%; p.f. 108-110°; [a]p +29,0 (¢ 1,5, cloroformo).

Espectro !H-RMN: a 500 MHz en CI3CD, tabla 33 y 34 y 8 7,42-7,22 (m, 30H,
- 6CH3,Ph), 7,06-7,01 (m, 4H, C¢H4OCH3), 5,03, 4,99, 4,97, 4,82, 4,75, 4,72, 4,70, 4,63,
4,59, 4,57, 4,44, 442, 4,38, 4,35, 4,25, 4,22 (16d, 12H, J?g y 12,0 Hz, CH,Ph), 5,03-
4,88 (m B’-4), 3,31-4,05 9 (m, 12H, protones de anillo de azicar), 3,78, 3,77 (2s, 3H,
OCH3z oy B) y 1,83, 1,82 (2s, 3H cada uno, Ac).

Espectro 13C-RMN: 75,4 MHz en CI3CD, tabla 35 y 8 169,7 (1C, COCH3),
(155,1, 154,9 (1C, C4” By o de C¢H40OCH3), 151,4, 150,8 (1C, C;” oty B de
CeH4OCH3), 113,9, 138,8, 18,2, 138,1, 136,7, 128,3, 127,6, 1184, 118,1, 114,3 (40C,
aromdéticos), 82,6, 82,3, 81,9, 81,8, 81,3, 79,9, 78,7, 76,6, 71,3, 70,5, 69,9, 69,8 (8,5C,
carbonos de anillo de azicar), 75,4, 75,2, 75,1, 75,0, 73,4, 73,3, 73,1 (6C, CH,Ph), 68,0
(1C, C’-6), 67,6 (0,5C, C-6), 55,5 (1C, C¢H40CH3) 20,2 (1C, COCH3).

E. M., FAB: m/z 1054 [100%, (M+Na)*"].
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Andlisis. Calculado para Cg3Hg5013: C, 73,40; H, 6,31. Encontrado: C, 73,38; H,
6,30.
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4.6.33 p-Metoxifenil O-(34,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranosil)-
(1-34)-0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-2,3,6-tri-O-bencil-o y 3-D-
glucopirandsidos (137).

OBn

OAc OBn
AcO BnO
NPhth Y o OMF

A una mezcla del tricloroacetimidato de 3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-
B-D-glucopiranosilo (128) (1,08 g, 1,9 mmol), los p-metoxifenil 2,3,6,2°,3’,6’-hexa-O-
bencil-a y B-D-celobiésidos (136) (1,50 g, 1,5 mmol), AgOTF (0,50 g, 1,5 mmol) y
tamiz molecular pulverizado AW-300 (7,5 g) se afiade diclorometano seco (10 mL) bajo
atmosfera de Ar y a 15°. La mezcla de reaccién se mantiene con agitacion durante 48
horas a 15°. Seguidamente se diluye con diclorometano, se filtra, se lava sucesivamente
con disolucién acuosa saturada de NaHCO3 y agua, se seca sobre NaSO4 y se evapora a
vacfo. El residuo resultante se purifica por cromatograffa sobre gel de silice usando
mezclas de éter etflico-éter de petréleo (1:1) como eluyente para dar los p-metoxifenil O-
(3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-f-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-
bencil-B-D-glucopiranosil)-(1-4)-2,3,6-tri-O-bencil-a y B-D-glucopirandsidos (137) en
forma de sélido amorfo.

Rend. 1,21 g, 65%; p.f. 174-176°; [a]p + 14,9° (¢ 1,1, diclorometano).

Espectro IH-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tabla 36 y 37 y & 7,87-7,08 (m, 34H,
6CH,Ph, NPhth), 6,98-6,76 (m, 4H, CsH4OCH3), 5,68-5,74 (m 1H, H’-3), 5,08-5,14 (m,
1H, H’-4), 4,74-5,68, 5,07-4,92, 4,78-4,68, 4,55-4,57 (3m, 12H, CH,Ph), 4,26-4,19 (m,
1H, H’-2), 3,97 (t, 0,5H, J2 3 8.9, J3 4 8,9 Hz, H-3a), 3,95-3,22 (m, 13,5H, protones de
anillo de azidcar), 3,77, 3,76 (2s, 3H, OCH3 a. y B) 3,63-3,52 (m, 0,5H, H-2p), 3,58-3,54
(m, 0,5H, H-2a) y 1,97, 1,95, 1,84, 1,83 (5s, 9H, Ac).

Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en ClI3CD, tabla 38 y § 170,5, 169,9 (3C,
COCH3), 169,2 (2CO de NPhth), 1550, 154,8 (1C, C4” By o de CcH4OCH3), 151.4,
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150,8 (1C, C1” o y B de C¢H4OCH3), 138,9, 138,4, 138,3, 137,9, 128,1, 128,0 127.9,
127,8, 127,6, 127,5 127,0 123,4 118,3, 118,1, 114,3 (46C, arométicos), 82,9, 82,8, 82,6,
82,0, 81,2, 80,0 78,5, 76,3, 76,2, 73,2, 73,0, 72,9, 72,2, 71,3, 70,5, 70,4, 68,4, 67,9, 67,8
(15C, carbonos de anillo de azicar), 75,1, 74,9, 74,8, 74,7, 74,6, 74,5, 74,1, 74,0 (6C,
CH,Ph), 61,2 (1C, C-6), 554 (1C, C¢H40CH3) , 55,2, 55,1 (1C, C”-2), 20,5, 20,4, 20,2,
2,19 (3C, COCH3).

E. M., FAB: m/z 1405 (2%, M**) y 1429 [70%, (M+Na)*'].

Andlisis. Calculado para Cg;Hg3NO2;; C, 69,18; H, 5,91; N, 1,00. Encontrado:
C, 69,06; H, 5,81; N, 1,00.
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4.6.34 p-Metoxifenil O-(3 4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranosil)-
(1-4)-O-B-D-glucopiranosil-(1—4)-ay B-D-glucopirandsidos (138).

NPhth

OH
OAcO OH o
A ?
AcO 0 d Ho OMP
OH
OH

Una mezcla de los p-metoxifenil 0-(3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-
glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6,-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-2,3,6-tri-O-
bencil-a y B-D-glucopiranésidos (137) (0,79 g, 0,56 mmol) y Pd(OH),-C (20%, 0,39 g)
en acetato de etilo-metanol (1:3, 50 mL) se hidrogena a presién atmdésferica y
temperatura ambiente durante 13 horas. Seguidamente se filtra sobre celita y se evapora a
vacfo hasta sequedad dando un residuo (0,51 g) que se utiliza sin purificar siguientes
paso s.

E.M., FAB: m/z 865 (1%, M*) y 888 [48%, (M+Na)*].
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4.6.35 p-Metoxifenil O-(3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido- 3-D-glucopiranosil)-
(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-2,3,6-tri-O-acetil-a y B-D-
glucopirandsidos (145).

0A
OAc OAc co
AN :
AcO o o A0 OMP
NPhth OAc
OAc

Una solucion de los p-metoxifenil 0-(3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-f3-
D-glucopiranosil)-(1—4)-0-B-D-glucopiranosil-(1—4)-a y B-D-gluco-piranésidos (138)
(50 mg, 0,06 mmol) en piridina-anhfdrido acético (1:1, 2 mL) se agita a temperatura
ambiente durante 24 horas. Seguidamente se afiade gota a gota metanol a 0° para destruir
el exceso de anhfdrido acético y se elimina la piridina por coevaporacién con tolueno. El
crudo resultante se purifica en placa preparativa sobre gel de sflice usando como eluyente

una mezcla de tolueno-acetona (4:1), obteniéndose en forma de s6lido higroscépico
amorfo.

Rend 52 mg, 80%:; [aIp +10,0° (¢ 0,2, diclorometano).

Espectro 1H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tabla 36 y 37 y § 7,86-7,75 (m, 4H,
NPhth), 6,96-6,88 (m, 4H, C¢HH4OCH3), 5,76 (dd 1H, J3 4 9,2, H”-3), 5,18-5,10 (m, 2,5H,
H-3a, H’-3, H’-4), 5,07 (t 1H, J2,3 7,9, H’-2), 4,51-4,41 (m, 2H, H-6ac, H-6ba, H-6a),
4,22 (dd 1H, J5 3 10,5, H”-2), 3,75 (s, 3H, OCH3) y 2,12-2,01 (m, 27H, Ac).

Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en Cl3CD, tabla 38 y & 170,4, 170,1, 170,0,
169,9, 169,8, 168,79, 169,7, 1689,5, 169,4, 169,3, 168,2 (9C, COCHj3), 169,2, 169,1
(2CO de NPhth), 155,5, 155,1 (1C, C4” B y o de CgH4OCH3), 150,7, 150,0 (1C, C1” ov y
B de C¢H4OCH3), 74,6 (1C, C"-4), 72,6, 72,45, 72,4, 72,25, 72,2, 72,19 (8C, C’-2, C’-5,
C’-3, C-3, C-4, C-5, C-2, C4),71,8 (2C, C-2a, C-401), 70,3 (1C, C”-3), 68,1 (1C, C-
5a), 61,9, 61,5, 61,3, 61,2 (3C, C-6, C’-6, C”-6), 55,45, 55,4 (1C, CsH4OCH3 oy B ),
54,5 (1C, C"-2) y 20,6, 20,5, 20,45, 20,4 20,39, 20,37, 20,3, 20,2, 20,1 (9C, COCH3).
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E. M., FAB: m/z 1117 (4%, M*") y 1140 [100%, (M+Na)*].

Andlisis. Calculado para C5;HsoNO»27; C, 54,79; H, 5,28; N, 1,25 Encontrado: C,
54,43; H, 5,51; N, 1,20.
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4.6.36 p-Metoxifenil O-(2-acetamido-34,6-tri-O-acetil-2-desoxi-B-D-glucopiranosil)-
(1-4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2,3 ,6-tri-O-acetil-a y B-D-
glucopira-nésidos (146).

OAc OAc
OAc
A AcO
o) OMP
NHA; (o)
c OAc Ac

A una solucién de p-metoxifehil 0-(3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-f-D-
glucopiranosil)-(1—4)-0-B-D-glucopiranosil-(1—4)-o y B-D-gluco-pirandsidos (138)
(0,21 g, 0,2 mmol) en etanol (30 mL) se afiade NoH4-H,0 (0.84 mL, 18,0 mmol). La
mezcla se mantiene a reflujo durante 48 horas. Seguidamente se lleva a sequedad en el
rotavapor eliminando las trazas de NoHy4-H2O por coevaporacién con tolueno y etanol. El
residuo obtenido se utiliza sin purificar en el siguiente paso.

El crudo anterior conteniendo los p-metoxifenil O-(2-amino-2-desoxi-B-D-
glucopiranosil)-(1—4)-0-B-D-glucopiranosil-(1—4)-a y B-D-glucopirandsidos (139) se
disuelve a 0° en piridina-anhfdrido acético (1:1, 8 mL) y se mantiene a temparatura
ambiente durante 24 horas. Seguidamente se vierte sobre hielo-agua y se extrae con
cloroformo (3x20 mL). La fase org4nica se lava con disolucién acuosa 1M de H2SOy,
disolucién acuosa saturada de NaHCO3 y agua, se seca sobre NapSOy4y se lleva a
sequedad. El residuo resultante se purifica por cromatograffa en columna sobre gel de
sflice (tolueno-acetona, 4:1) para dar los p-metoxifenil O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-
2-desoxi-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-
2,3,6-tri-O-acetil-o. y B-D-glucopiranésidos (146) en forma de aceite.

Rend. 0,13 g, 60%. [alp +8,0 (¢ 0,4, diclorometano).

Espectro 'H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tabla 36 y 37 y & 7,01-6,80 (m, 4H,
CeH4OCH3), 5,91, 5,90(d, 1H cada uno, Jo Ng 8.9, 8,9 Hz, NH o y B), 5,25-5,20 (m,
1,5H, H-3B, H”-3), 5,20-5,12 (m, 1,5H, H-2B, H’-3), 5,03 (t, 1H, J3 49,7 Hz, J4,5 9,7 Hz,
H”-4), 4,57-4,54 (m, 1,5H, H-6aB, H’-6a), 4,94 (dd, 0,5H, J 3 9,7 Hz, H-21), 4,89-4,85
(m, 1H, H’-2), 4,39-4,36 (m, 1,5H, H-6ac, H"-6a), 3,87-3,55 (m, 5,5H, H-58, H"-2, H"-
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6b, H”-5, H'-5, H’-4), 3,78 (s, 3H, OCH3), 3,64 (t, 0,5H, J34 9.7 Hz, H-4¢), 2,17, 2,16,
2,11, 2,10, 2,08, 2,07, 2,05, 2,04, 2,02, 2,01, 2,01, 2, 2, 99, 1,95, 1,8 (s, 30H, Ac).

Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en CI3CD, tabla 38 y § 170,8, 170.5, 170.4,
170,2, 170,1, 169,6, 169,4, 169,2, 169,1 (10C, COCH3 NHCO), 155,6, 155,2 (1C, C4" B
y o de CgH4OCH3), 150,7, 150,0 (1C, C;” o0 y B de C¢H4OCH3), 76,3 (1C, C-4B),, 75,6
(1C, C-5B), 72,9, 72,6, 72,5, 72,3, 72,0, 71,7 (5C, C’-3, C’-4, C-2, C"-3, C-2B, C-3p),
71,5 (1C, C*-5), 71,3 (1C, C’-2), 70,5 (0,5C, C-2a), 69,4 (0,5C, C-3a), 68,6(0,5C, C-
50), 61,6, 61,5, 61,4 61,3 (3C, C-60, C-6B, C’-6, C-6), 55,7, 55,5 (1C, C¢H4OCH3 ot y
B), 20,8, 20,6, 20,5, 20,4 (10C, COCH3, NHAC).

E. M., FAB: m/z 1053 [100%, (M+Na)*'].
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4.6.37 p-Metoxifenil O-{3 4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-[(11Z)-11-octadecaenilamido]--
D-glucopiranosil}-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-3-D-glucopiranosil)-(1 —4)-2,3,6-tri-O-
acetil-ay B-D-glucopiranésidos (147).

OAc OAc
OAc
A°°%3co 2 :
AcO o AcO OMP
NH OAc
o< OAc
R

R = C18:1(cis-Al1)

A una solucién de p-metoxifenil 0-(3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-
glucopiranosil)-(1—4)-0-B-D-glucopiranosil-(1—4)-¢ y B-D-gluco-piranésidos (138)
(70 mg, 0,08 mmol) en etanol (10 mL) se afiade NpH4-H,0 (0,3mL, 6,4mmol). La
mezcla se mantiene a reflujo durante 48 horas. Seguidamente se lleva a sequedad en el
rotavapor eliminando las trazas de NoHy-H7O por coevaporacion con tolueno y etanol.El
residuo obtenido se utiliza sin purificar en el siguiente paso.

A una solucién del crudo anterior conteniendo los p-metoxifenil O-(2-amino-2-
- desoxi-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-B-D-glucopiranosil-(1—4)-o y B-D-glucopira-
" nésidos (139) en DMF (1 mL) se afiade EtsN (0,08 mL, 0,5 mmol), yoduro de 2-cloro-1-
metilpiridinio (125 mg, 0,5 mmoles) y 4cido vacénico (110 mg, 0,4 mmol). La reaccién
se agita a temperatura ambiente durante 6 horas y se lleva a sequedad. El residuo
resultante se disuelve en una mezcla anhidrido acético/piridina 1:1 (2 mL) a 0° y se
mantenie con agitacién a temperatura ambiente durante 24 horas. Seguidamente se
elimina el exceso de anhidrido acético y piridina afiadiendo metanol y coevaporando con
tolueno y el crudo resultante se purifica por cromatograffa sobre gel de silice, usando
como eluyente una mezcla de diclorometano-acetona (4:1 —1:1), obteniéndose en forma
de s6lido amorfo higrosc6pico.

Rend. 40 mg, 55%; [a]p +12,0 (¢ 0,4, diclorometano).
Espectro 1H-RMN: a 500 MHz en Cl3CD, tabla 36 y 37 y 8 7,01-6,80 (m, 4H,

Ce¢H4OCH3), 581 (d, 1H, Ja Ny 8.8 Hz, NH), 5,37-5,35 (m, 2H, H-11 y H-12 enlace cis
cadena lipfdica), 5,25-5,21 (m, 1,75H, H-3B, H"-3), 5,02 (d, J3 4 9,8 Hz, J4 5 9,8 Hz, H"-
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4), 4,93 (dd, 0,25H, J2 3 7,9 Hz, H-20), 4,89-4,85 (m, 1H, H”-2), 4,59-4,53, 4,40-3,55
(2m, 11,25H, protones anillo de azicar), 3,78 (s, 3H, OCH3) y 2,16-2,00 (m, 29H, SAc y
H-10 y H-12 de cadena lipfdica), 1,38-1,22 (m, 24H, CH;, cadena lipidica) y 0,87-0,82
(m, 3H, CH3 cadena lipidica).

Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en CI3CD, tabla 38y & 173,1, 173,0, 172,9,
172,7, 1724, 172,1, 171,9, 171,5, 171,2, 170,6, 170,5,170,3 (10C, COCH3, NHCO),
155,0 (1C, C4” de C¢H4OCH3), 129,7, 129,6, 123 4, 121,9, 118,5, 117,6, 1144, 114,3
(4C, aromdéticos), 75,5, 72,3, 72,2, 72,0, 71,9, 71,8, 71,7, 71,5, 71,45, 71,3 68,0, 62,0,
61,5, 61,0 (15C, carbonos de anillo de azicar), 55,5 (1C, C¢H4OCH3), 54,5 (1C, C”-2),
364, 31,6, 29,5, 29,3, 29,25, 29,15, 29,11, 29,07, 28,8, 27,0, 25,3, 22,4, 0,7, 20,5, 20,4,
20,38, 13,9 (26C, 9COCH3 y carbonos de cadena lipfdica).

E. M., FAB: m/z 1275 [60%, (M+Na)*'].
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4.6.38 p-Metoxifenil O-{34,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-[(2E, 9Z)-2,9-octadecadienil-
amido]-B-D-glucopiranosil }-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1—4 )-
2,3,6-tri-O-acetil-ay B-D-glucopiranésidos (148).

OAc

OAc

o ACO OAc fo)
AcO o (o]
AcO ) AcO OMP

NH OAc

0 =< OAc
R

R = C18:2(trans, cis-A2.9)

A una solucién de p-metoxifenil 0-(3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-
glucopiranosil)-(1—4)-0-B-D-glucopiranosil-(1—>4)-o y B-D-glucopiranésidos (138)
(0,21 g, 0,2 mmol) en etanol (30 mL) se aiflade NoH4-H>0 (0.84 mL, 18,0 mmol). La
mezcla se mantiene a reflujo durante 48 horas. Seguidamente se lleva a sequedad en el
rotavapor eliminando las trazas de NoHy-H7O por coevaporacién con tolueno y etanol.El
residuo obtenido se utiliza sin purificar en el siguiente paso.

A una solucién del crudo anterior conteniendo los p-metoxifenil O-(2-amino-2-
desoxi-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-B-D-glucopiranosil-(1—4)-o y B-D-glucopira-
ndsidos (139) en DMF (3,5 mL) se afiade Et3N (0,2 mL, 1,3 mmol), yoduro de 2-cloro-1-
metilpiridinio (0,30 g, 1,2 mmoles) y 4cido (2E, 9Z)-2,9-octadecadienoico (0,32 g, 1,1
mmol). La reaccién se agita a temperatura ambiente durante 2 horas y se lleva a
sequedad. El residuo resultante se disuelve en una mezcla anhfdrido acético/piridina 1:1
(8 mL) a 0° y se mantenie con agitacién a temperatura ambiente durante 24 horas.
Seguidamente se elimina el exceso de anhfdrido acético y piridina afiadiendo metanol y
coevaporando con tolueno y el crudo resultante se purifica por cromatografia sobre gel de
sflice, usando como eluyente una mezcla de tolueno-acetona (10:1 —6:1).

Rend. 76 mg, 25%; [a]p +20,0° (¢ 0,5, diclorometano).
Espectro 1H-RMN: a 500 MHz en CI3CD, tabla 36 y 37 y 8 7,01-6,91 (m, 4H,
CeH4OCH3), 6,80-6,83 (m, 1H, H-3 cadena lipfdica), 5,92, 5,92, 5,86, 5,85 (d, 1H, Jo NH

8,3, 8,5, 8,7, 9,0 Hz, NH a. y B), 5,72 (d, 1H, J 15,2 Hz, H-2 cadena lipidica), 5,47-5,38
(m, 2H, H-9 y H-10 enlace cis cadena lipfdica), 5,66-3,64 (m, 17H, protones de anillo de
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azicar), 3,77 (s, 3H, OCH3) y 2,16-2,00 (m, 29H, 9Ac y H-10 y H-12 de cadena
lipfdica), 2,15, 2,12, 2,10, 2,09, 2,07, 2,06, 2,04 (s, 27H, Ac), 2,05-1,98 (m, 3H, H-4, H-
8, H-11 de cadena lipfdica), 1,33-1,26 (m, 14H, CHj cadena lipfdica) y 0,93-0,89 (m, 3H,
CH3 cadena lipfdica).

Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en Cl3CD, tabla 38 y § 170,6, 170,5, 1704,
170,2, 170,1, 168,8, 169,7, 169,5, 169,4, 169,3, 169,2, 169,1 (10C, COCH3, NHCO),
167,6, 165,8 (2C, cadena lipfdica), 155,7, 155,3 (1C, C4” de C¢H4OCH3 o y B), 150,8
150,1 (1C, C;” de C¢H4OCH3 o y B), 135,0, 132,3, 130,8 130,2, 130,1, 129,4, 129,2,
128,7, 1209, 118,6, 117,7 114,5, 114,4 (4C, arométicos), 76,4, 75,4, 72,9, 72,7, 72,2,
71,9,7.8,71,7,71,6, 71,4, 70,6, 69,6, 68,7, 68,1, 68,0, 61,9-61,4 (15C, carbonos de anillo
de azicar), 55,2(1C, C¢H40CH3), 54,5 (1C, C”-2), 38,6, 35,2, 33,9, 324, 32,0, 31,8,
30,2, 29,6, 29,4, 29,3, 29,2, 28,9, 28,8, 27,14, 27,1, 27,0, 23,6, 22,9, 22,6, 20,7, 20,6,
20,5, 20,4, 14,0 14,0 13,9, 10,8 (24C, 9COCH3 y 15C de carbonos de cadena lipfdica).

E. M., FAB: m/z 1249 [30%, (M+Na)*'].

E. M. media resolucién, FAB. Calculado para Cg;Hg7NO26Cs (M+Cs)*:
Encontrado: 1382,4557.

301



4.6.39 0O-{3,4,6-Tri-O-acetil-2-desoxi-2-[(2E, 9Z)-2,9-octadecadienilamido]-B-D-
glucopira-nosil }-(1-4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-(1 —4)-2,3,6,-tri-O-
acetil-B-D-glucopiranosa.

OA
OACO OAc CO
AcO AcO 0o
AcO 0 g A0 OH
NH OAc
=< OAc
R

o

R = C18:2(trans, cis-A2.9)

A una mezcla de los p-metoxifenil 0-{3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-[(2E, 9Z)-
2,9-octadecadienilamido]-B-D-glucopiranosil }-(1—4)-0-(2,3,6,-tri-O-acetil-B-D-gluco-
piranosil)-(1—4)-2,3,6-tri-O-acetil-a y B-D-glucopiranésidos (148) (59 mg, 0,05 mmol)
en acetonitrilo-tolueno-agua (4:1,3:1, 0,63 mL) se afiade CAN (48 mg, 0.1 mmol) y se
mantiene con agitacion a temperatura ambiente durante 4 horas. Seguidamente se lleva a
sequedad a vacio y se purifica en placas preparativas de gel de sflice usando como
eluyente tolueno-acetona 2:1, aisl4ndose en forma de aceie.

Rend. 18 mg, 34%.
E. M., FAB: m/z 1166 [10%, (M+Na)*"].

E.M. media resolucién, FAB. Calculado para Cs4HgijNO25Cs (M+Cs):
Encontrado: 1166.4956.

302



4.6.40 O-{2-desoxi-2-[(2E, 9Z)-2,9-octadecadienilamido]-B-D-glucopiranosil }-(1—4)-
O-B-D-glucopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranosa (124).

OH
OH OH o
HO O, HO o )
H o d HO OH
~ NH OH
R

R = C18:2(trans, cis-A2,9)

A una solucién de 0-{3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-[(2E, 9Z)-2,9-octade-
cadienilamido}-B-D-glucopiranosil }-(14)-0-(2,3,6,-tri-O-acetil-B-D-glucopira-nosil)-
(1-4)-2,3,6,-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosa (7 mg, 0,006 mmol) en metanol (2 mL) se
afiade MeONa/metanol (1M, 0.5 mL). La mezcla se mantiene con agitacién a
temperatura ambiente durante 45 minutos, seguidamente se neutraliza con resina IRA-
120(H*). Se concentra a vacio hasta sequedad y se purifica en columna de biogel P-2
usando como eluyente metanol-agua, 1:1.

Rend. 3 mg, 64%.

Espectro !H-RMN: a 500 MHz en DMSO-dg, tabla 36 y 37 y & 6,82 (m, 1H, H-3
cadena lipfdica), 5,86 (dd, 1H, Jyy 15,3, 1,2 Hz, H-2 cadena lipidica), 5,32-5,28 (m, 2H,
H-9, H-10 cadena lipfdica), 5,15-5,05, 4,52-4,47, 3,95-3,30 (3m, 18H, anillo de azicar),
2,25-2,08 (m, 3H, H-4, H-8, H-11 cadena lipidica), 1,45-1,15 (m, 14H, CH; cadena
lipidica), 0,80 (m, 3H, CHj3 cadena lipidica).

Espectro 13C-RMN: 125,7 MHz en DMSO-dj, tabla 38 y & 80,6, 78.1, 76,3, 76,0,
74,5, 73,6, 73,2, 72,0, 71,4, 64,4, 62,6, 61,9, 61,4, 57,3 (carbonos ¢ anillo de azicar),
33,6, 33,0, 30,8, 30,6, 30,4, 23,7, 14,4 (carbonos de cadena lipfdica).

E.M., FAB: m/z 894 [8%, (M+Na)*'].
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5. CONCLUSIONES
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PRIMERA.

La benzoilacién regioselectiva de la N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramnopi-
ranosilamina (69) produce los siguientes derivados: 2,3,4-tri-O-benzoil- (70), 2,3,-di-O-
benzoil- (71), 3,4-di-O-benzoil- (72) y 3-O-benzoil- (73). El orden de reactividad de los
hidroxilos es HO-2 > HO-4 >> HO-3.

H
Me fo} N COQE!
RO~=TR H
7
2 OR, 0~ OEt

69 70 71 72 73

R, H Bz Bz H H
Rs H Bz Bz Bz Bz
Rj H Bz H Bz H

El derivado tribenzoilado 70 es el dnico producto obtenido cuando se usan 6 eq
de cloruro de benzoilo a temperatura ambiente 24 horas. La reaccién de 69 con 3,5 eq de

. cloruro de benzoilo, 1 hora a temperatura ambiente es la més favorable para la obtencién

de los derivados dibenzoilados 71 y 72. El derivado 3-O-benzoilado 73 se obtiene
preferentemente cuando 69 reacciona con 3 eq de cloruro de benzoilo, 24 horas a -14°,

Los datos de IR y RMN de los compuestos 70-73 demuestran que la
conformacioén 1C4 es 1a predominante en solucién cloroférmica y que existe la estructura
de quelato mostrada en las férmulas.

Ciélculos te6ricos de energfas totales, constantes de acoplamiento y 4ngulos
diedros-H para las distintas conformaciones de 70 y 73 muestran que, las energias
mfnimas corresponden a una conformacién 1Cy.

Estudios de rayos-X en el compuesto 70 confirman la anomerfa p.
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SEGUNDA.

La bencilacién del p-metoxifenil 2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido 75
con 6 eq de BnBr y 4,5 eq de NaH origina los derivados 6-O-bencil- (76), 4,6-di-O-
bencil- (77) y 3-0-bencil- (78). El orden de reactividad de los hidroxilos es HO-6 > HO-4

>> HO-3.

OR;
Rzg;% oMmP
NPhth
76 77 78 80 81 82
Rj Bn Bn H Bn Bn Ac
R, H Bn Bn Ac Bn Bn
R3 H H H Ac Ac Ac

La acetilacién convencional de los compuestos 76, 77 y 78 dio los
correspondientes derivados acetilados 80, 81 y 82. Estos compuestos se usaron para la

caracterizacion espectroscopica de 76, 77 y 78.
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TERCERA.

La reaccién del p-metoxifenil 2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido 75 y
p-metoxifenil 6-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopirandsido 76 con distintas
cantidades de Bu;SnO y BnBr produce ¢l p-metoxifenil 6-O-bencil-2-desoxi-2-ftalimido-
B-D-glucopiranésido 7 con rendimientos del 60% y 80%, respectivamente.

OBn

(o]
HO
BmOMP

NPhth

En estos procesos hay que destacar la excelente regioselectividad de las
reacciones y que nunca se llega a bencilar la posicién C-4.

Para la reaccién de bencilacién vfa estannileno del p-metoxifenil 2-desoxi-2-
ftalimido-B~D-glucopiranésido (75) se postula la formacién de un acetal de estafio entre
las posiciones C-4 y C-6, y un hemiacetal en la posicién C-3. La adecuada orientacién de
uno de los 4tomos de oxfgeno del grupo ftalimido permite estabilizar el hemiacetal, al
quedar el d4tomo de estafio coordinado.
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CUARTA.

La desacllacion regioselectiva de 84 por tratamiento con LiOOH en THF acuoso
es un procedimiento adecuado para la obtencién de derivados de D-glucosilenamina con
el hidroxilo en la posicién C-2 libre.

Ph .0
/V 0 H N OFEt
0 0 .
AcO -
OAc CO;E(
84 H

0
Ph/vo&/ﬁr X OEt
AcO ~ N F > com
86 H
QUINTA.

La L-fucopiranosilamina 88 se obtiene a partir de la L-fucosa en las condiciones
descritas el el apartado 4.5.

Me NH
H

HO

88
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La reaccién de 88 con etoximetilenmalonato de dietilo dio la N-(2,2-
dietoxicarbonilvinil)-B-L-fucopiranosilamina 89.

H
'
HO H H O/

OEt

La acetilacién y benzoilacién en las condiciones indicadas en el apartado 4.5
orginé los derivados peracilados 90 y 91.

H H
Me 3
B H
Ac0 % i B2O 07 0Et

OEt

90 91

SEXTA.

Para los derivados 2,3,4-tri-O-acetil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-
ramno(fuco)piranosilamina (74 y 90) las reacciones de desacilacién regioselectiva no son
de interés sintético debido, a las migraciones de acetatos observadas en los procesos de
purificacién por cromatograffa en columna sobre gel de sflice.

SEPTIMA.

La reacci6n de glicosidacién de la N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-B-L-ramno (69) y
L-fucopiranosilamina (89) a baja temperatura, usando como glicosil donadores
acetobromoglucosa y acetobromogalactosa, rinde los compuestos: 93, 95, 97, 101, 103 y
104. En todos los casos las reacciones se llevan a cabo en presencia de HgBry y (CN)2Hg
y los rendimientos totales son del orden del 55%.
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COOEt COOE!
WAy e X
R R H =
4 YH PN om 0~ "ok

R;0 R, Ho OH
oac © OAc
Rs OAc A0
AcO
AcO Ohe
Ri Ry R3 R4 Rs Ry 103

93 H OH H OH OAc H
97 H OH H OH H OAc
101 OH H OH H OAc H

COOE:t
0
AcO R.0 H =~

OAc

OAc
OAc

AcO
104 R=H
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La acetilacién convencional de los compuestos 93, 95, 97, 99, 101 y 104 dio los
correspondientes derivados acetilados 94, 96, 98, 100, 102 y 105. estos compuestos de
usaron para la caracterizacién espectroscopica de 93, 95, 97, 99, 101 y 104.

Ry
COOEt
R o Me o) N
© 0 H o
A
R,0 0~ > OEt
OAc OR,
R R R. fo]
1 2 3 Me o Iﬂ/j:c OEt
96 Ac OAc H R4 Riyg P~ oE
R; O R
100 Ac H OAc OAc ol 2
R¢
OAc
Rs
AcO
Ri Ry Rz Ry Rs Rg
994 H OAc H OAc OAc H
98 H OAc H OAc H OAc
102 OAc H OAc H OAc H
COO
Me o N7 Et
RO o
0 O OEt
0 OAc
A OAc J
OAc
AcO
105 R=Ac
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Los desplazamientos quimicos del carbono C-1’ en los compuestos 93-105 a &
sobre 100 ppm y los valores de la constante de acoplamiento Ji* - (7,5-8,5 Hz)
demuestran la configuracién f para dicho carbono, lo que indica que la glicosidacién
ocurre con inversién de 1a configuracién.

Los resultados de la glicosidacién regioselectiva del derivado de L-ramnosa 69
indican que, como en el caso de las benzoilaciones, el HO-3 es el hidroxilo m4s reactivo.

OCTAVA.

Para el derivado de la L-fucosilamina 90 los resultados de la glicosidacién
muestran que el hidroxilo més reactivo es HO-3, siendo la regioselectividad de este
proceso mayor que en el caso del compuesto 69.

NOVENA.

La N-desproteccién de 2,3,4-tri-O-benzoil-N-(2,2-dietoxicarbonilvinil)-p-L-
ramno(fuco)piranosilamina (70 y 89) seguida del tratamiento con tiofosgeno dio los
isotiocianatos 106 y 107.

Me
Bzo£\°7\~cs VAN
OBz 6Bz B2
OBz BzO

106 107
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DECIMA.

La reacci6n de los isoticianatos 106 y 107 con hidrocloruro de fenacilamina dio
las N-fenacil-N’-(2,3,4-tri-O-benzoil - B—L-ramno(fuco)piranosil)-tioureas 108 y 109.

S
Me A Ph
BzO o NTSNTN
H H o -

S
Me 0 A Ph
OBz Bz g/\r/
OBz 6Bz H 0

BzO

108 109

UNDECIMA.

El 4,6-0-bencilidén derivado 135 se obtiene a partir de celobiosa peracetilada en
cuatro etapas, segin se indica en el apartado 4.6.

Ph/TOO 0 Bno OBn_ up
BnO 0 o
OBn OB
n
135

DUODECIMA.

El derivado de celobiosa parcialmente protegido 136 se obtiene a partir del 4,6-
O-bencilidén derivado 135 por reduccién regioselectiva por tratamiento con
cianoborohidruro sédico.
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OBn

HO O BnO OBr .. omp
0
BnO \%

OBn
OBn
136

DECIMOTERCERA.

El derivado 128 se obtiene a partir del trisacdrido 126 en tres etapas segtin se
indica en el apartado 4.6.

OAc OAc OBnO
AcO 1) BnO
OAc OAc

NHAc
126
OB OBn
n
P\ 0 0 BnO o % omp
o o 4 BrO
OBn OBn NHAc
128
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DECIMOCUARTA.

La obtencién del glicosil aceptor 129 a partir de 128 se aborda por dos rutas:
apertura del acetal por reduccién regioselectiva o hidrélisis del acetal y bencilacién
regioselectiva via estannileno del diol resultante.

OBn OBn
OB
BnO Y S B OMP
OBn NHAc
OBn
129

DECIMOQUINTA.

Estudios de RMN sobre los derivados acetilados 142 y 143 confirman que el
HO-4 de 126 y 136 est4 libre.

OBn
OB
2O O  BnO “~OMP
BnO o o)
OB
. OBn
142
OBn OBn
OB
AcO O BnO 7 0 O
BnO o o B0 OMP
OBn OB NHAc¢
n
143
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DECIMOSEXTA.

El feniltiocelobidsido 125 se prepara a partir de acetobromocelobiosa segin se
indica en el apartado 4.6.

OAc o OAc
AcO A0 SPh
ACO O
. OA
N OAc
125

La formaci6n del B-glicésido se confirma por los valores de 8 C-1y Jj 2.
DECIMOSEPTIMA.

La reaccién de 79 con 125 en presencia de NIS catalizado por TfOH, seguida de
hidrazindlisis y acetilacién rinde 126 con un 80% de rendimiento.

OAc OBn
AcO O  Ac0 Ao 0
AcO o d BnO OMP
OAc OAc NHAc
126 :
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DECIMOOCTAVA.

La glicosidacién con tricloroacetimidato de 3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-
ftalimido-B—D-glucopiranosilo sobre el glicosil aceptor 129 rinde 130 con un 60% de
rendimiento.

NPhth OBn OBn OBn
AcO o) o, Bno o A omp
AcO d BnO o s BnO
OBn NHAc¢
OAc OBn
130
DECIMONOVENA.,

Cuando 1a misma reaccién descrita en la conclusién anterior se llevé a cabo sobre
136 se obtuvo 137 con un 65% de rendimiento.

B
OACO OBn ° "O
Aw%m 0
AcO ¢ g BrO OMP
OBn
OBn
13

NPhth

7

VIGESIMA.

Los desplazamientos quimicos de los carbonos anoméricos y los valores de las
constantes de acoplamiento de los protones anoméricos en 126, 137 y 130 demuestran la
configuracién B para dichos carbonos.
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VIGESIMOPRIMERA.

La transformacién de los oligosacaridos 130 y 137 en los lipopolisacéridos 147,
148 y 149 se ha llevado a cabo en cuatro pasos: hidrogeno6lisis, hidrazin6lisis, formacién
de amida grasa y acetilaci6n.

OAc
OAc o
AN ﬁ
AcO 0 AcO OMP
NH OAc
[ E¢ OAc
R

147 R = C18:1(cis-Al1)
148 R = C18:2(trans, cis-A2,9)

OAc NHAc
OAc
lo) AcO O AcO OMP
AcO 0 o 0
AcO AcO d
0 OAc
NH OA OAc
O < (o
R

149 R =Cl18:1(cis-A11)
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VIGESIMOSEGUNDA.

El paso clave en la transformacién de los oligosacédridos en 10s lipooligosacéridos
147, 148 y 149 es la formaci6n del enlace de amida. Se ha usado el yoduro de 2-cloro-1-
metilpiridinio, como agente activante de los 4cidos grasos en la N-acilacién selectiva de
los correspondientes aminoalcoholes.

VIGESIMOTERCERA.

La molécula objetivo 124 se obtiene a partir de 134 por desproteccién de la
posicién anomérica por oxidacién con CAN y desacetilacion.

oH (0} HO o R
HO O OH
NH OH
o=
R

124 R = C18:2(trans, cis-A2.9)

VIGESIMOCUARTA.

Experimentos ROESY muestran que el enlace de amida de 124 estd en el
equilibrio conformacional Ez == 7z
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4.6.21 p-Metoxifenil O-(4,6-O-bencilidén-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-
O-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-3,6-di-O-bencil-2-
desoxi-B-D-glucopiranésido (127). 268

4.6.22 p-Metoxifenil O-(2,3-di-O-acetil-4,6-O-bencilidén-

B-D-glucopiranosil)-(1—4)-0~(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil-
(1—4)-2-acetamido-3 ,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (144). 269
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4.6.23 p-Metoxifenil O-(2,3-di-O-bencil-4,6-O-bencilidén-
B-D-glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-
(1—4)-2-acetamido-3 ,6-di-O-bencil-2-desoxi-}-D-glucopiranésido (128).

4.6.24 p-Metoxifenil O-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil)-
(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1-4)-2-acetamido-
3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (129).

4.6.25 p-Metoxifenil O-(4-O-acetil-2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil)-
(1-4)-0-(23 ,6—tri—O-bencil-ﬂ-D-glucfopiranosil-( 1—4)-2-acetamido-
3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopiranésido (143).

4.6.26 p-Metroxifenil O-(3 4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido- 3-D-
glucopiranosil)-(1—4)-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil)-(1—4)-
0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2-acetamido-
3,6-di-O-bencil-2-desoxi-B-D-glucopirandsido (130).

4.6.27 p-Metoxifenil O-{3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-[(11Z)-11-octadecaenoil-
amido]-B-D-glucopiranosil}-(1—4)-(2,3,6-tri-O-acetil- f-D-glucopirano-
sil)-(1-4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranosil-(1 —4)-2-acetamido-
3,0-di-O-acetil-2-desoxi-B-D-glucopi-ranésido (149).

4.6.28 p-Meroxifenil 2,3,4,6,2’ 3’ 6’-hepta-O-acetil-ay B-D-celo-
bidsidos (157).

4.6.29 p-Metoxifenil 4°, 6’-O-bencilidén-a'y B-D-celobidsidos (134).
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4.6.30 p-Metoxifenil 2,3,6,2’ 3’ -penta-O-bencil-4’ 6’ -O-bencilidén-ay -D-

celobidsidos (135).

4.6.31 p-Metoxifenil 2,3,6,2’,3’,6’-hexa-O-bencil-ay [-D-celo-
bidsidos (136).

4.6.32 p-Metoxifenil 4-O-acetil-2,3,6,2’ 3’ ,6’-hexa-O-bencil-ay B-D-
celobidsidos (142).

4.6.33 p-Metoxifenil O-(3 4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido- 3-D-
glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-bencil-B-D-glucopiranosil)-
(1—4)-2,3,6-tri-O-bencil-ory B-D-glucopiranésidos (137).

4.6.34 p-Metoxifenil O-(34,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido- -D-
glucopiranosil)-(1 —4)-O-B-D-glucopiranosil-(1—4)-a 'y B-D-glucopi-
ranésidos (138 ).

4.6.35 p-Metoxifenil O-(3 4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-3-D-
glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil- B-D-glucopiranosil)-
(1—4)-2,3,6-tri-O-acetil-ay B-D-glucopirandsidos (145).

4.6.36 p-Metoxifenil O-(2-acetamido-3 4 ,6-tri-O-acetil-2-desoxi--D-
glucopiranosil)-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil- B-D-glucopiranosil-(1—4)-
2,3,6-tri-O-acetil-ay B-D-glucopiranésidos (146).

4.6.37 p-Metoxifenil O-{3 4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-[(11Z)-11-octade-
caenilamido]-B-D-glucopiranosil}-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-

glucopiranosil)-(1-4)-2,3 6-tri-O-acetil-a'y p-D-glucopirandsidos (147).

348

285

287

289

291

293

294

296

298



4.6.38 p-Metoxifenil O-{3 4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-[(2E, 9Z)-2,9-
octadecadienilamido]-B-D-glucopiranosil }-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-
glucopiranosil)-(1—4)-2,3 ,6-tri-O-acetil-ay f-D-glucopira-

ndsidos (148). 300

4.6.39 O-{34,6-Tri-O-acetil-2-desoxi-2-[(2E, 9Z)-2,9-octadecadienil-
amido]-B-D-glucopiranosil }-(1—4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil-B-D-glucopira-

nosil)-(1-4)-2 3,6 ,-tri-O-acetil- B-D-glucopiranosa. 302

4.6.40 O-{2-desoxi-2-[(2E, 9Z)-2,9-octadecadienilamido]--D-glucopira-

nosil }-(1-4)-0-B-D-glucopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranosa (124). 303
5. CONCLUSIONES 305
6. BIBLIOGRAFIA 323

7. ESPECTROS. (Este capitulo se incluye en el volumen anexo).

8. INDICE 335
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