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Introduccion.

1.1. La Matriz Extracelular (MEC).

Los tejidos animales no estan constituidos exclusivamente por células, sino
gue una gran parte de su volumen estd ocupado por la matriz extracelular
(MEC) que supondria el espacio existente entre las diferentes células. En el
caso de los tejidos conjuntivos, la matriz esta compuesta por moléculas muy
diversas, secretadas y ensambladas localmente, formando una compleja red
que se encuentra en intima asociacién con la superficie de la célula que la

produce.

La matriz extracelular ha sido considerada durante mucho tiempo un material
inerte que hidrataba y que tenia como funcion principal la de servir de
plataforma estabilizante de la estructura tisular. Sin embargo, estudios
recientes, apoyados en sofisticadas técnicas analiticas, han demostrado que la

MEC desempefia un papel muy activo y complejo en la regulaciéon del
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comportamiento de las células en contacto con ésta y que los polisacaridos
gue la componen juegan una importante labor en numerosos procesos tanto
fisiol6gicos como patolégicos, como por ejemplo, en el crecimiento y
desarrollo celular, la angiogénesis, el cancer y la patogénesis microbial, entre

otros.!

La MEC estad compuesta principalmente por tres tipos de macromoléculas:
proteinas estructurales, glicoproteinas (GPs) adhesivas y proteoglicanos
(PGs). Todas ellas se hallan en un medio acuoso junto con otras moléculas de
menor tamafio e iones. La cantidad, la proporcion y el tipo de cada una de
estas macromoléculas es lo que distingue a unas matrices extracelulares de

otras.

Las proteinas estructurales mas abundantes son el colageno y la elastina. El
principal papel del colageno es formar un armazén que sostiene los tejidos y
que resiste las fuerzas de tensién mecénica. Por otro lado, la elastina confiere
elasticidad a los tejidos ya que, en contraposicion a las fibras de colagenos,
tiene la capacidad de estirarse y contraerse en respuesta a dichas tensiones,

recuperando asi su longitud inicial.

Las distintas moléculas que forman la matriz extracelular estan unidas entre si
para formar un entramado altamente cohesionado. La mayoria de estas
conexiones se dan entre distintas proteinas o entre proteinas y azlcares y estan
mediadas principalmente por glicoproteinas (GPs) adhesivas. Existen tres
tipos de uniones que dan consistencia a los tejidos, cada una de las cuales esta
mediada por GPs adhesivas diferentes entre las que encontramos las
fibronectinas, que intervienen en la cohesion de las distintas moléculas de la
MEC; las integrinas, que ensamblan las células y la matriz extracelular, y las
cadherinas, inmunoglobulinas, selectinas y algunos tipos de integrinas, que

dan lugar a uniones entre células contiguas.
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Las proteinas de colageno, las fibras elésticas y otras moléculas presentes en
la matriz extracelular se encuentran embebidas en un medio compuesto
fundamentalmente por agua y polimeros no ramificados de azUcares de tipo
glicosaminoglicano (GAG) o mucopolisacaridos. Estas macromoléculas se
unen a proteinas para formar estructuras complejas conocidas como

proteoglicanos (PGs) (Figura 1).

PROTEOGLICANO
GAGs

. 4 pROTEINA

COLAGENO

HIALURONANO

FIBRONECTINA

INTEGRINA MICROFILAMENTOS i

DEL CITOESQUELETO

MEMBRANA
PLASMATICA

Figura 1. Representacion esquematica de la matriz extracelular y sus principales componentes.

Aungue el entendimiento acerca de la estructura, la organizacién y la funcién
de este tipo de macromoléculas es todavia limitado, se estan llevando a cabo

rapidos avances en estos campos del conocimiento.



Capitulo 1 Introduccion

1.2. Los Proteoglicanos (PGs).

Los proteoglicanos estan constituidos por una proteina nucleo (core) y varias
cadenas laterales de polisacaridos (glicosaminoglicanos). Aungue existan
algunos tipos intracelulares, la mayoria de los PGs se encuentran en la
superficie extracelular de las membranas o en el espacio extracelular (MEC),
dependiendo de la localizacion de la proteina misma. En los vertebrados
podemos encontrar varias combinaciones de proteinas (de la matriz,
transmembrana o unidas covalentemente a glicosilfosfatidilinositoles (GPI) de
la membrana) y de cadenas de GAGs (Figura 2).? La diversidad estructural de
los proteoglicanos es la base de sus diferentes funciones biologicas.

Sindecanos Glipicanos Perlecanos

GAGs

matriz
extracelular

citoplasma
o000 Sulfato de heparano (GAG) Membr. plasm.
ooooco Sulfato de condroitina (GAG) -

I Proteina (core) ﬂ GPI

Figura 2. Diferentes tipos de proteoglicanos extracelulares y transmembrana. Cada
proteoglicano se compone de una proteina nucleo (core) y de varias cadenas laterales de
glicosaminoglicanos (sulfato de heparano y sulfato de condroitina, por ejemplo).

Los polisacaridos que los componen (GAGS) poseen habitualmente una carga
neta negativa (debida a la presencia de grupos sulfato y carboxilato), estan

altamente hidratados y ocupan una parte importante del espacio extracelular,
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lo cual es adecuado para cumplir con su funcién de lubricantes y filtros

moleculares.

La funcién mas evidente de los PGs es la de proporcionar soporte mecénico,
aungue ofrecen también una gran superficie de contacto a la cual se pueden
fijar otros componentes de la matriz tales como moléculas con funcion
reguladora. Mediante su union a biomoléculas, como ciertos factores de
crecimiento, los PGs han demostrado tener papeles cruciales de regulacion
tanto en procesos fisiolégicos normales, como por ejemplo en la
embriogénesis, como en condiciones patofisioldgicas, incluyendo los procesos

de aparicion de tumores y progresién de los mismos.
Las tres principales familias de proteoglicanos son (Figura 2):*

- Proteoglicanos de la superficie celular (sindecanos, glipicanos, CD44 y
betaglicanos, entre otros)

- Proteoglicanos extracelulares (de la membrana basal y grandes y pequefios

PGs intersticiales, p. ej. perlecanos)
- Proteoglicanos intracelulares (en granulos secretores)

Dos ejemplos de PGs de la superficie celular son los sindecanos y los
glipicanos. Estos se unen a una multitud de factores de crecimiento y de
moléculas de la matriz extracelular, y estdn implicados en varias vias de
sefializacion que regulan la proliferacion y diferenciacion celular. Mientras los
sindecanos son proteinas transmembrana con un dominio citoplasmatico
intracelular, los glipicanos estan unidos a regiones de la membrana celular por

un anclaje con GPL.*

Los perlecanos son un ejemplo de proteoglicanos extracelulares. Una vez
secretados en la matriz extracelular contribuyen a la organizacion y

estructuracion de la misma, participando también en procesos fisiol6gicos
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como la regulacion de factores de crecimiento y la creacion de gradientes de

morfégenos.

Los PGs poseen numerosas funciones (Figura 3):°

Acttan como co-factores de la union entre factores de crecimiento y
sus receptores tirosina kinasa, presentes en la misma célula (a) o en
una adyacente (b).

Transportan quimiocinas a través de las células (c) para presentarlas
en la superficie celular a sus receptores especificos (d).

Liberan ligandos tales como factores de crecimiento por accion
secuencial de una degradacién proteolitica () y de una enzima
especifica (f).

Se internalizan de forma activa por endocitosis (g). Una vez en el
interior de la célula pueden ser reciclados de nuevo a la superficie o
degradarse en los lisosomas (h).

Facilitan la adhesion celular (i) y forman puentes con el citoesqueleto
-

Estan involucrados en la formacion de matrices extracelulares
organizadas que forman barreras fisiologicas (k) y secuestran factores
de crecimiento y morfdgenos para su posterior liberacion (1).

Se empaquetan en granulos secretores de las células (m) y en el

nlcleo (n), aunque su funcion en éste es todavia desconocida.
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Figura 3. Diferentes procesos en los que estan involucrados los proteoglicanos.

En general, se acepta que los GAGs (el componente polisacaridico de los
PGs) son los principales responsables de todas estas funciones biol6gicas, de
ahi la importancia de su estudio. Es en esta familia de polisacaridos donde se

centra la presente Tesis Doctoral.
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1.3. Los Glicosaminoglicanos.

Los Glicosaminoglicanos o GAGs, una de las clases mas importantes de
moléculas extracelulares, son cadenas polisacaridicas lineales. A excepcion
del &cido hialuroénico, los GAGs se unen frecuentemente de forma covalente a
un nuacleo de proteina (core) de la superficie celular o de la matriz
extracelular, formando los proteoglicanos (PGs) (Figuras 1 y 2) tal y como
hemos sefialado anteriormente. Los GAGs actian como moduladores de

sefiales en procesos de comunicacion entre la célula y su entorno.®

Estan formados por unidades disacaridicas repetitivas que consisten, en lineas
generales, en un acido urénico (acido a-L-idurénico o acido B-D-glucurdnico)
unido a través de un enlace (1—3) 6 (1—4) a un amino aztcar (N-acetil
glucosamina o N-acetil galactosamina). La presencia de grupos sulfato y de
grupos carboxilato a lo largo de la cadena confiere a estas macromoléculas

una elevada carga negativa.

Dependiendo de los monosacaridos que constituyan la unidad disacaridica, del
tipo de enlace entre ellos y del nimero y la localizacion de los grupos sulfato,
podemos catalogar los GAGs en cuatro grandes familias: la primera
constituida por el sulfato de heparano (HS) y la heparina; una segunda, a la
que pertenecen el sulfato de condroitina (CS) y el sulfato de dermatano (DS);
el sulfato de queratano (KS) y, finalmente, el &cido hialurénico (HA) (Figura
4)."
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heparina sulfato de heparano
-00C, OR OR OR OR
o
zmoéo&o/z FONER o &o&o/‘a
OR OR
NHAc ooc NHAC
sulfato de condroitina sulfato de dermatano

sulfato de queratano

OH
%M‘?&&oi
NHAc

acido hialurénico

Figura 4. Diferentes clases de glicosaminoglicanos y sus unidades disacaridicas de repeticion.
R=SOg, H; R’=SO3", COCH; 6 H.

A continuacion, describiremos en detalle la estructura de los distintos GAGs.

1.3.1. SULFATO DE HEPARANO (HS) y HEPARINA (Figura 4).

La heparina, empleada como anticoagulante durante los Gltimos 60 afios, se
encuentra exclusivamente en los mastocitos y se caracteriza por tener un peso
molecular que varia entre 5y 40 kDa, con un valor medio de alrededor de 15
kDa. Este polisacarido lineal no ramificado, altamente sulfatado, se compone

de unidades disacaridicas que consisten en un residuo de acido urénico unido
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a una D-glucosamina a través de un enlace (1,4). Los residuos de acido
urénico mas frecuentes son de &cido L-idurénico (90%) mientras que su

epimero C5 (acido D-glucurdnico) solo estéa presente en un 10%.°

En general, para todos los GAGs, se generan in vivo diferentes patrones de
sulfatacion a partir de diversas modificaciones en la cadena principal. Por
ejemplo, la sulfatacion de la unidad disacaridica repetitiva de la heparina se
puede dar en la posicion 2 de los &cidos urénicos y en la 3 y/o 6 de la unidad
de glucosamina. Ademas, el grupo amino de la posicion 2 de la glucosamina
puede estar sulfatado, acetilado o incluso no estar modificado, lo cual se da
con menor frecuencia.® La estructura mas comdn en la heparina es el
disacérido trisulfatado que se denomina region regular (Figura 5). Sin
embargo, pueden existir variaciones estructurales (regién variable) de este
disacarido, que conducen a la alta heterogeneidad de dicho

glicosaminoglicano.’

OX
0SO0y “’a
? OH o
OH HO )\#
.OOW
'ZL"- "03S0
regién regular region variable
heparina

Figura 5. Regidn regular y variable de la heparina. X=H 0 SO3’; Y=Ac, SO; 0 H.

Todas estas variaciones dan lugar a 48 posibles disacaridos diferentes en la
estructura de la heparina. Los grupos sulfato presentes a lo largo de la cadena,
junto con los grupos carboxilato, hacen de la heparina una de las

macromoléculas mas acidas de la naturaleza.
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El sulfato de heparano (HS) estd relacionado estructuralmente con la
heparina, pero, a diferencia de ésta, se distribuye ampliamente en los
diferentes tipos de células y tejidos y tiene un mayor nimero de funciones
fisioldgicas. Con un intervalo de peso molecular de 5 a 50 kDa y un peso
molecular medio de 30 kDa, las cadenas de este GAG son generalmente mas
largas que las de la heparina. Al igual que la heparina, el HS es un copolimero
lineal formado por la repeticion de la unidad disacaridica compuesta por un
acido urénico (principalmente acido glucurénico, GICA y, en menor cantidad
4cido idurénico, 1doA) y una N-acetil glucosamina.® En el HS también existe
una regién regular, mucho menos frecuente que la regién variable, lo cual da

una estructura mucho mas compleja aungue mucho menos sulfatada.

1.3.2. SULFATO DE CONDROITINA y SULFATO DE DERMATANO
(CSy DS) (Figura 4).

El sulfato de condroitina (CS) y el sulfato de dermatano (DS) son
polisacaridos lineales altamente heterogéneos y sulfatados.’®'* El CS est&
formado por la repeticion de unidades del disacérido de &cido D-glucurénico
(GlcA) y N-acetil-D-galactosamina (GalNAc), siguiendo la secuencia GICA-
B(1—3)-GalNAc-B(1—4) (Figura 6). El disacarido de repeticion del DS
contiene principalmente acido L-idurénico (IdoA) en lugar de GIcA. Ambos
polisacéaridos pueden contener grupos sulfato en diferentes posiciones de la

cadena.

Segun el patron de sulfatacion, podemos distinguir diferentes tipos de cadenas
de CSy DS (Figura 6)."
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Figura 6. Unidades disacaridicas tipicas que se encuentran en las cadenas de CS y DS. Las
diferentes unidades A, B, C, D, E e iE son caracteristicas de CS-A, DS-B,
CS-C, CS-D, CS-E y DS-E, respectivamente. La abreviatura 'i' en 'iE' significa IdoA.

Por ejemplo, el disacarido E [GlcAB1-3GalNAc(4S,6S)] es caracteristico del
sulfato de condroitina tipo E (CS-E), en el cual estan sulfatadas las posiciones
4y 6 de la N-acetil galactosamina. Si la Gnica posicion sulfatada es la 4, la
unidad disacaridica [GlcAB1-3GalNAc(4S)] vy el correspondiente sulfato de
condroitina se llamaréan de tipo A (CS-A).

1.3.3. SULFATO DE QUERATANO (KS) (Figura 4).

El sulfato de queratano es el glicosaminoglicano mas peculiar, ya que
contiene monosacéridos que no se encuentran en otras categorias de GAGs,

carece de acido uronico y posee regiones ramificadas. A diferencia de otros
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GAGs, para el sulfato de queratano no se ha encontrado unién especifica a

ninguna proteina funcional.

1.3.4. ACIDO HIALURONICO (HA) (Figura 4).

El &cido hialurénico (HA), aislado por primera vez en 1934 por Mayer y
Palmer del humor vitreo bovino, * es un polimero de alto peso molecular de
la matriz extracelular de mas de 2x10* kDa. En claro contraste con los demés
glicosaminoglicanos, el HA no se sintetiza en el aparato de Golgi sino en la
superficie citoplasmatica de la membrana celular. EI HA es el Unico
glicosaminoglicano no sulfatado y la unidad repetitiva estd compuesta por un
acido glucurdnico unido a una N-acetil glucosamina a traves de un enlace B(1-
3).

1.4. Glicosaminoglicanos: biosintesis y funciones biolégicas.

La gran complejidad estructural de los GAGs y, en consecuencia, la elevada
densidad de informacidon que éstos contienen, deriva de su biosintesis, un
complejo proceso donde estan involucradas varias enzimas con isoformas

distintas en funcion del tejido en el que se encuentren.

La biosintesis (Figura 7) comienza con la union de un espaciador
tetrasacaridico (GIcAB1-3Galf1-3GalB1-4XylB1-O) al oxigeno de un residuo
de serina de la proteina del nlcleo, la cual se lleva a cabo por cuatro enzimas
diferentes (Xyl-T, GalT-I, GalT-1l y GICAT-I). Posteriormente, tiene lugar un
paso de elongacién de la cadena, mediante la transferencia de N-acetil
glucosamina o de N-acetil galactosamina, que define el tipo especifico de
GAG que se obtendrd a continuacion. La construcciéon real de la cadena
comienza en el siguiente paso, en donde una glicosiltransferasa multidominio

transfiere sucesivamente unidades de acido PB-D-glucurénico, N-acetil
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glucosamina o - galactosamina. Una vez que la cadena polisacaridica esté
madura, actuaran sobre ella una nueva serie de enzimas. La accion de estas
enzimas biosintéticas da lugar a la epimerizacion de algunos é&cidos D-
glucurdnicos a &cido L-idurdnico, y también a la O-sulfatacion, N-sulfatacion
y N-deacetilacion. EIl resultado final serd la sintesis de cadenas de

glicosaminoglicanos con patrones de sulfatacion diversos.*®

PROTEOGLICANOS

A~ “£{ ¢ PROTEINA (core)
D
T D

Xilosa

GLICOSAMINOGLICANOS

Sulfato de Heparano (HS)

68 Galactosa

Galactosa
28 NS3S 28 NS 25 Ns3S

45 45 45 A. Glucurénico

OHOH A O—

Sulfato de Condroitina (CS)

@ canac  @hcica (OoicNac @) 1doA

Figura 7. Biosintesis de glicosaminoglicanos. Como se describe en el texto, los GAGs se
sintetizan a partir de un tetrasacarido comuin, unido a la proteina core a través de un residuo de
serina. La cadena se elonga por accion de glicosiltransferasas especificas alternando la
introduccion de una hexosamina y de un GIcA. Por ultimo, enzimas especificas se ocuparan de
las modificaciones postsintéticas (por ejemplo, epimerizacion y sulfatacion).

Resulta, por tanto, evidente que la diversidad de secuencias de una cadena de
GAG se rige por la expresion de estas enzimas (y sus isoformas especificas de

tejido) y sus distintas especificidades de sustrato.
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Una de las consecuencias de la inmensa diversidad estructural de los GAGs es
que estas moléculas son capaces de unirse e interactuar con una amplia
variedad de proteinas, tales como factores de crecimiento, quimiocinas,

morfégenos y enzimas, "%

Como se puede ver en la Tabla 1, la unién de los GAGs a las proteinas es
mediada por secuencias especificas donde el tamafio de la cadena y el patrén

de sulfatacion de la misma juegan un papel muy importante.**

GAG-proteina Funciones bioldgicas Secuencia especifica

Heparina-FGF1 -[1doAgs-GIcNs s]n- N>2

Oligomerizacién de FGFs, union | interaccion n>5

Heparina-FGF2

FGF-FGFR con oligomerizacion y
sefializacion celular. Crecimiento
celular y desarrollo, angiogénesis.

sefializacion mediada por
FGF

-[1doA,s-GlcNys gx]n- N>2

interaccion n>5
sefializacion mediada por
FGF
CS-Midkina/ Adhesion, migracion y | -[GlcA-GalNyac4s6s]n- 0
pleiotrofina crecimiento neuronal -[GlcAzs-GalNyac ss]n-
Heparina-AT-11l | Anticoagulacién y antitrombosis -[GlcNyac gs-GICA-
GICNNSV3S’55-|dOA23'
GIcNyses]-
Heparina- Antitrombosis -[1doAs-GlcNs 6s]n-
Annexina V
HA-CD44 Migracion celular octasacarido

Tabla 1. Interacciones GAG-proteina y funcion bioldgica especifica. Cada interaccion esta
mediada por una secuencia bien definida de glicosaminoglicanos, donde el tamarfio y el patrén
de sulfatacion juegan un papel muy importante. (IdoA= acido idurénico, GlcN=glucosamina,
GlcA=4cido glucurdnico, GalN=galactosamina, FGFs=factores de crecimiento de fibroblastos,
AT-lll=antitrombina I11, CD44=cluster de diferenciacion 44).
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1.5. Actividades bioldgicas mediadas por secuencias especificas de los
GAGs: papel de la sintesis quimica.

Los mecanismos moleculares por los que los glicosaminoglicanos contribuyen
a estos eventos bioldgicos estdn empezando a ser entendidos. Muchos
estudios sugieren que tanto el peso molecular como el patrén de sulfatacion
especifico son cruciales para la unién y el ensamblaje del complejo GAG-
proteina, responsable de dichas funciones bioldgicas.

En la actualidad, no existe ningin método para una rapida identificacion de
los motivos de sulfatacién biolégicamente activos y de la secuencia
verdaderamente implicada en el proceso. Esta identificacion requiere el
desarrollo de nuevas estrategias para el analisis y la evaluacion de las

estructuras especificas de glicosaminoglicanos.

Dada la complejidad estructural y la heterogeneidad de los
glicosaminoglicanos, su aislamiento a partir de fuentes naturales posee
notables limitaciones. Los preparados obtenidos a través de estas técnicas son
sistemas polidispersos, caracterizados por multiples y distintos motivos de
sulfatacion, lo cual hace dificil la atribucion de una funcién biolégica

especifica a un patron de sulfatacién concreto.

En este contexto, la sintesis organica se presenta como una alternativa muy
interesante para la preparacion de oligosacaridos estructuralmente bien
definidos. Mediante la quimica sintética se puede preparar practicamente
cualquier glicosaminoglicano con un elevado control en la estereoquimica, el
tamafio y el patron de sulfatacion. La obtencion de estructuras bien definidas
facilita la identificacion de secuencias bioldgicamente activas y la obtencion
de relaciones estructura-actividad, lo cual permite analizar el potencial
terapéutico de los glicosaminoglicanos, en areas como la biologia del cancer,

la neurobiologia y la virologia.
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A continuacion, veremos algunos ejemplos de interaccion GAG-proteina en
los que se han usado oligosacéridos sintéticos para obtener informacion de
estos procesos de reconocimiento molecular e incluso para interferir en las

funciones bioldgicas de los polisacaridos naturales.

1.5.1. Heparina.

1.5.1.1. Heparina y factores de crecimiento para fibroblastos (FGFSs).

Muchos factores de crecimiento, incluyendo los FGFs (factores de
crecimiento para fibroblastos), necesitan, para la union a su diana biolégica, la
interaccién, probablemente previa, con GAGs tales como la heparina y el

sulfato de heparano.

Los factores de crecimiento para fibroblastos de mamiferos pertenecen a una
familia de méas de veinte polipéptidos diferentes que estan involucrados en
una elevada variedad de procesos bioldgicos incluyendo la proliferacion

celular, la diferenciacion y la angiogénesis.

FGF-1y FGF-2 son los factores de crecimiento arquetipicos de esta familia de
proteinas. Las funciones bioldgicas de los FGFs se activan por la unién de
éstos a los receptores quinasa transmembrana especificos de tirosina (FGFR)
presentes en la superficie celular.® La unién entre FGF y su receptor
especifico (FGFR) est4 mediada principalmente por la heparina,® la cual actta

como regulador de dicha interaccion.

Estos procesos de reconocimiento molecular son altamente complejos. Por
ejemplo, para el caso de FGF-1 y FGF-2 se conoce que tanto el grado de
sulfatacion de la heparina como su tamafio son cruciales para la interaccion y
por tanto para la funcion bioldgica, hasta el punto de dar lugar a procesos

opuestos dependiendo del tipo de heparina que medie la interaccion.
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Las secuencias minimas requeridas para promover la unién entre heparina y
FGF-2, consisten en oligdmeros cortos tales como tri-y pentasacaridos de la
region regular, los cuales son capaces de interaccionar con FGF-2 pero no dan
lugar a la activaciéon del proceso. Sin embargo, oligbmeros méas largos si
conducen a la dimerizacion de FGFRs, activando la cascada de sefializacion

mediada por factores de crecimiento."’

La region de union a FGF-2 ha sido identificada como una secuencia
pentasacaridica que contiene un Unico grupo O-sulfato, esencial, en el C2 del
acido iduronico y una D-glucosamina N-sulfatada. Para una union eficiente a
FGF-2, todas las unidades de &cido urénico deben estar presentes como &cido
L-idurdnico. La sulfatacion en la posicion 6 de la GICNAc no es necesaria
para la unién a FGF-2,"® pero se cree que es esencial para la actividad
mitogénica de FGF-1 (Figura 8).%°
Jy

0SO05 0

OH
0 -0,C7J1Oo
0SO;y oH 0" HO il
~ O -
/%&‘ -0,C7]0 .08 0SO0;
0" HO

OH HN 0 0SO.
-0,C O -03S 3

o)
L'g 0SO5

Figura 8. Dominio pentasacaridico de la heparina necesario para su unién a FGF-1.

En nuestro grupo de investigacion se han desarrollado rutas sintéticas para la
preparacion de oligosacéaridos de heparina de diferente tamafio y patron de
sulfatacion, 2222

9).

tanto de la region regular como de la region variable (Figura
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Esta libreria de compuestos ha contribuido a la elucidacion de las bases
moleculares del proceso de activacion de FGF y la influencia del patrén de

sulfatacion en la actividad biolégica de FGF-1.%

Asi, el hexasacérido sintético B (Figura 9), donde todos los grupos sulfato se
orientan hacia uno de los dos lados de la estructura tridimensional de la
molécula, fue capaz de activar la mitogénesis mediada por FGF-1. Esta
actividad fue similar a la mostrada por la heparina natural y muy superior a la
obtenida con el hexasacérido sintético de la region regular A (Figura 9). Se
demostrd, por primera vez, con estos compuestos sintéticos, que la
dimerizacién del FGF-1 no es un requisito indispensable para su actividad
biolégica. Ademas, se obtuvieron las estructuras tridimensionales de los
complejos de estos oligosacaridos sintéticos con FGF-1 y su correspondiente

receptor FGFR, aportando datos de estas interacciones a nivel molecular.

0SO5 0SOy 0SOg J\
HO 0 ‘0,C %H o O "0,C—0OH g 0 0,C %H 0
HO HO Q7" Ho A
N 07 0,86 A o7 - A 07 0,80
0,8 3 0,8 0550 ‘0,5 3
hexasacérido de la region regular
OH 0SO0y OH J\
HO HO Q7 Ho B
"N 07 o.s0 o "N 07 o0
"03S 3 Aé HO ‘055 3

hexasacarido de la region variable

Figura 9. Dos hexasacaridos, uno de la region regular y otro de la region variable, sintetizados
en nuestro grupo de investigacion.
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1.5.1.2. Heparina y antitrombina 11 (AT-111). La cascada de la coagulacién.

Una de las principales razones por las que la heparina y el sulfato de heparano
son los GAGs méas estudiados es su participacion en procesos de

anticoagulacion y en el trastorno tromboembodlico.

La hemostasia 0 hemostasis es el conjunto de mecanismos que permite la
formacion de coagulos para detener una hemorragia, posteriormente reparar el
dafo y finalmente reabsorber el coagulo. Este proceso esta controlado por un
complejo sistema del que forman parte, entre otros, los factores de
coagulacién y las plaquetas. La estimulacién de este sistema promueve la
activacion secuencial de una cascada de zimdgenos, que, en ultima instancia,
conduce a la formacion de un codgulo de fibrina (Figura 10). Una vez
iniciada, dicha cascada de coagulacién se puede ver alterada en diferentes
puntos, debido a la accion de ciertos compuestos, como es el caso de la
antitrombina 111 (AT-I11). El efecto de la antitrombina sobre las cascadas de
reacciones anteriormente descritas impediria la coagulacion en el sitio de la
lesion local, previniendo efectos potencialmente letales, como por ejemplo, la

coagulacion intravascular.

VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA
N
Xl l
T

IX
heparina
N e

Figura 10. La cascada de la coagulacion, una secuencia compleja de reacciones proteoliticas,
esta formada por dos vias, extrinseca e intrinseca, que, al unirse, forman la via comdn, que
termina con la formacion del coadgulo de fibrina. Este proceso estd finamente regulado en
diferentes puntos.

22



Introduccion Capitulo 1

En este sentido, la interaccion con heparina conduce a la formacion de un
complejo ternario junto con la trombina y la AT-111 (Figura 10), aumentando
asi la capacidad inhibitoria de la AT-III sobre la trombina en mas de 2000
veces, impidiendo de este modo la progresion de la cascada.?* La capacidad
de la heparina para inhibir la coagulacion a través de su union a AT-lII es

esencial para su uso terapéutico.

La heparina que se usa como farmaco anticoagulante se aisla principalmente
de intestinos porcinos o bovinos. Los criterios de seguridad de la heparina asi
obtenida pueden verse comprometidos debido a la contaminacion por otros
derivados. En 2007, lotes de este glicosaminoglicano, contaminados por
sulfato de condroitina sobre-sulfatado, condujeron a mas de 80 muertos y

cerca de 1.000 casos de reacciones alérgicas en los EE.UU. y Alemania.??

Aproximadamente el 3% de los pacientes desarrolla trombocitopenia inducida
por heparina (HIT),” una respuesta autoinmune severa provocada por la
formacion de un complejo entre la heparina y el factor plaquetario 4 (PF4). En
conjunto, estos hechos ponen en relieve la necesidad de desarrollar
alternativas mas seguras a la utilizacion de heparina de origen animal. En
lineas generales, para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades
tromboembodlicas, los fragmentos cortos de heparina obtenidos por sintesis
guimica se prefieren a la heparina no fraccionada debido a su farmacocinética
mas predecible, vidas medias mas prolongadas y un menor riesgo de efectos

secundarios.

AT-IIl reconoce selectivamente la secuencia pentasacaridica [GICNnaces-
GIcA-GIcNps 35 65-1d0As-GlcNns 6s]  (Figura 11); es decir, dentro de la
compleja estructura de la heparina, AT-I11 s6lo interacciona con una porcion

pentasacaridica que es la responsable de la actividad anticoagulante.
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HO ° 0SO,N
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Figura 11. Secuencia pentasacaridica, dentro de la estructura de la heparina, reconocida por
AT-1II, responsable de la actividad anticoagulante.

En preparados comerciales, este motivo pentasacaridico se encuentra tan sélo
en una proporcion del 3%,* lo cual hace necesaria la blsqueda de métodos
alternativos para la obtencién de dicho epitopo. En este sentido, se ha
demostrado el gran potencial de la sintesis quimica para la preparacion de

glicosaminoglicanos con interesantes aplicaciones bioldgicas.

% sintetizaron en 1983 el pentasacarido sulfatado

Choay y colaboradores
clave que interactuaba con la antitrombina Il (AT-III), inhibiendo la
coagulacion de la sangre. La sintesis de este compuesto ayudé a dilucidar el
mecanismo de la actividad anticoagulante de la heparina y condujo a la
produccion y comercializacion del farmaco Arixtra™ (Figura 12), una
alternativa eficaz de bajo peso molecular a la heparina para el tratamiento de

la trombosis venosa profunda.
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0SOsNa
HOZ N2 0SO:Na
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NaOsS™ 6—ho o) Q oy & HO
NaO5;SO N OMe
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OSOzNa

Figura 12. Arixtra™, el a-O-metil glicésido anélogo del pentasacérido reconacido por AT-III.

La preparacion de oligosacaridos sintéticos ha permitido elucidar los grupos
funcionales claves para la actividad anticoagulante, abriendo la puerta a la
obtencion de andlogos simplificados que compartan las caracteristicas
fundamentales de los glicosaminoglicanos y su capacidad para modular las

proteinas.

1.5.2. Sulfato de condroitina y estimulacién neuronal.

Histéricamente, los estudios de los glicosaminoglicanos se han centrado en el
sulfato de heparano y en la heparina. Sin embargo, evidencias recientes
sugieren que los glicosaminoglicanos de la clase CS también juegan un papel
esencial en procesos biolégicos tales como el crecimiento y la regeneracion

neuronal.

Asi, el sulfato de condroitina estd implicado en la division celular, el
desarrollo neuronal y en las lesiones de la médula espinal. ™ *** Estudios
preliminares demostraron que dicho polisacarido era activo tanto para
estimular como para inhibir el crecimiento de las neuronas en cultivos
bioldgicos. En estos primeros trabajos, se emplearon muestras con 200 tipos
de sacéaridos de longitud diferente y heterogéneamente sulfatados, hecho que

podria explicar estos resultados contradictorios (estimulacion e inhibicion).
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Hsieh-Wilson y colaboradores * publicaron en 2004 los primeros estudios
bioldgicos en los que se empleaban moléculas de CS sintéticas de tamafio bien
definido, partiendo de la hip6tesis de que, entre los patrones de sulfatacion
implicados en la modulacion del crecimiento celular, el motivo CS-E era
probablemente uno de los mas importantes. Se sintetizaron dos tetrasacaridos
(uno de secuencia tipo CS-E, Figura 13, y otro no sulfatado) y un disacarido
CS-E y se probaron en la estimulacion del crecimiento de neuronas del

hipocampo embrionario.

0S04 i
) 0S0
. 0s0 3.
O0C o 3 -00C 0S0,
Ho/m/o o /m/ o
HO— on OHo o OAll
NHAC OH NHAC

Figura 13. Tetrasacarido de sulfato de condroitina tipo E.

Como se puede apreciar en la Figura 14, el tetrasacarido CS-E promueve el
crecimiento de neuritas en un 40%, mientras que el disacarido y el

tetrasacarido no sulfatado no poseen actividad estimulante.
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disacarido

tetrasacarido. tetrasacarido
no sulfatado

control
disacarido
tetrasacarido no sulf.

tetrasacarido +p<0.0001

*

0 25 50 75 100 125 150

longitud relativa de neuritas (%)

Figura 14. El tetrasacarido sulfatado estimula el crecimiento neuronal en el hipocampo,
mientras que el control, el disacarido y el tetrasacarido no sulfatado no tienen esta capacidad.
(A) Iméagenes de inmunofluorescencia de neuronas 48 h después del tratamiento con el
compuesto indicado. (B) Andlisis estadistico de la longitud de las neuronas.

Estos resultados demuestran que es necesaria la sulfatacion de CS para
promover el crecimiento neuronal y define un tetrasacarido como el motivo

funcional minimo.

Para poder demostrar que es necesario un patron de sulfatacion especifico

3

para esta actividad, Hsieh-Wilson y colaboradores *' prepararon cuatro

tetrasacaridos de CS sulfatados en diferentes posiciones (Figura 15).
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-00C -ooc
HO
O OR3o OAIl

NHAcC NHAC

Figura 15. Patrones de sulfatacién de los 4 tetrasacaridos preparados. CS-E, R'=R?=SOj
,R’=H; CS-C, R%= S03, R'=R*=H; CS-A, R'= SO5, R*=R*=H; CS-R, R*= SO;, R'=R?*=H.

Se utilizaron estas estructuras bien definidas para la construccion de
microarrays de carbohidratos, explorando las consecuencias de la sulfatacion
en la unién con el factor de crecimiento neuronal midkina. Observaron asi que
el tetrasacarido CS-E se une selectivamente a la proteina en una concentracion
dentro del rango fisiol6gico, y que la interaccion de la midkina con CS-A, CS-
C y CS-R, los motivos de sulfatacion mas abundantes en el cerebro de
mamifero, es significativamente mas débil que con CS-E, lo que indica que la
asociacion proteina-CS requiere una disposicion especifica de grupos sulfato

y no se rige por interacciones electrostaticas no especificas.

Estos estudios proporcionan la primera demostracion directa de que la
actividad de CS puede ser controlada a nivel molecular a través de sus
patrones de sulfatacion. Oligosacéridos sintéticos estan siendo empleados en
la actualidad para dilucidar los mecanismos moleculares que subyacen a la
actividad del CS-E.

1.5.3. Acido hialurénico y CD44.

Al contrario que el resto de los GAGs, el acido hialurénico no presenta
sulfatacion ni epimerizacion a lo largo de la cadena, modificaciones
postsintéticas sobre las que se basa la gran variedad estructural y funcional de
este tipo de moléculas. No obstante, a pesar de su sencillez estructural, el HA

participa también en un elevado numero de actividades bioldgicas. En este
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sentido, las variables que determinan qué tipo de funcion fisiologica tendra el
HA en cuestion serén la ubicacion de la proteina con la que éste interacciona,
la concentracién de polimero y el tamafio de la cadena polisacaridica, siendo

esta Ultima la mas importante.

El 4cido hialurénico se degrada mediante tres vias diferentes, aunque las
enzimas de la familia de las hialuronidasas (Hyal) parecen tener un papel
predominante en el catabolismo de HA. Es probable que tanto las enzimas de
la sintesis como las implicadas en la degradacion estén involucradas en la
generacién de oligosacaridos de tamafio definido de HA. Polimeros de HA de

diferentes tamafios tienen funciones bioldgicas que pueden ser contradictorias.

En lineas generales, se puede decir que cadenas de HA de alto peso molecular
(2-10° — 10° mondmeros) son inmunosupresivas y anti-angiogénicas mientras
que oligosacéridos més pequefios (4 — 10° mon6meros) son

inmunoestimulantes y angiogénicos (Tabla 2).%

Tamafio (n°® monosacéridos) Funcién
HA de gran peso molecular
HA>1000-5000 Inmunosupresion

Anti-angiogénicos

Inhibicion de fagocitosis

Supresién de sintesis de HA
Fragmentos de HA

~1000 Induccion de citoquinas
inflamatorias

10-40 Promocidn de la migracion de
células tumorales

8-32 Estimulacion de angiogénesis

4 Supresion de apoptosis

Tabla 2. Funciones bioldgicas de fragmentos de HA en funcion de su tamafio.

Otro ejemplo donde puede verse la importancia del tamafio del HA es en la

interaccion con la CD44 (cluster de diferenciacion 44), una glicoproteina
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transmembrana de la superficie celular que se expresa en un gran nimero de
tipos de células de mamiferos y esta sobreexpresada en muchos tipos de
tumores,* participando en las interacciones célula-célula y en la adhesion y

migracion celular.®

Asi, el HA de bajo peso molecular induce la escision proteolitica de CD44 en
la superficie de las células cancerosas, promoviendo asi la migracion de
células tumorales de una manera dependiente de CD44,* lo cual afianza la
hipotesis de que los fragmentos de HA facilitan la progresion del cancer.
Cadenas de alto peso molecular, son incapaces de activar la CD44 y, por

tanto, no inducen migracion celular.

Por otro lado, se ha demostrado que se requiere un octdmero de hialuronano
para la union de alta afinidad con CD44.%

Los fragmentos de hialuronano se estan utilizando cada vez mas para estudiar
las diferentes actividades bioldgicas del producto natural. Por tanto, la sintesis
guimica de oligosacaridos de HA de longitud y peso molecular bien definidos
resulta, en este sentido, de gran interés. A través de fragmentos sintéticos de
pequefio tamafio (tetra — octasacarido) se puede estudiar, a nivel molecular, la
interaccion con CD44, entendiendo mas en detalle este proceso y abriendo el
camino al disefio de potenciales inhibidores de la interaccion HA-CD44.
Ademas, la preparacion de estructuras multivalentes con oligosacaridos de
HA presenta mucho interés en el trasporte selectivo de farmacos a celulas

tumorales que sobre expresan CD44.
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2. Objetivos

Como hemos dicho anteriormente, la accion secuencial de un conjunto de
enzimas, presentes en el aparato de Golgi de las células eucariéticas, es la
base de la biosintesis de los glicosaminoglicanos. Hemos visto en detalle que
esta biosintesis genera estructuras muy complejas y heterogéneas capaces de
unirse a diferentes proteinas e influir asi en numerosos procesos bioldgicos.
La estructura especifica requerida para el enlace y, en consecuencia, la
modulacion de la funcién de las proteinas, ha sido establecida sélo en algunos
casos: la interaccion de la heparina con la antitrombina es el ejemplo mas
estudiado, como se ha visto anteriormente. En nuestro grupo de investigacion
existe una amplia experiencia en la sintesis de derivados de heparina, como

también hemos indicado.

En esta memoria centraremos nuestra atencién en GAGs menos estudiados,
tales como el &cido hialurénico y el sulfato de condroitina, que, como hemos

dicho, también participan en numerosos procesos bioldgicos.

Debido a la diversidad estructural de estas biomoléculas, el aislamiento de

acido hialurénico y de sulfato de condroitina desde fuentes naturales es un
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procedimiento complejo que, en lineas generales, genera sistemas

polidispersos, con una pureza limitada.

En este contexto, la sintesis quimica resulta ser una buena alternativa y una

937 tanto de

herramienta eficaz para acceder a oligosacaridos bien definidos,
HA como de CS. Estos pueden ser utilizados para la determinacion de
relaciones estructura-actividad y el estudio de las secuencias especificas y de
los patrones de sulfatacion implicados en el enlace con proteinas y, por tanto,
en la actividad biol6gica.**" Ademas, la sintesis quimica puede proporcionar
secuencias no naturales y analogos, como potenciales herramientas para

modular las interacciones proteina-GAG.

Asi, en la presente Tesis Doctoral se aborda la preparacion de oligosacaridos
de HA y CS para el estudio de sus interacciones con diversas proteinas,
mediante, por ejemplo, técnicas de RMN y polarizacion de fluorescencia.

La sintesis de oligosacaridos no es trivial. Las numerosas purificaciones
cromatograficas de los intermedios complican y alargan la preparacion de
estas moléculas, obteniendo muchas veces rendimientos globales muy bajos.
Un ejemplo representativo en este sentido es la sintesis de Arixtra, para la cual
se requieren alrededor de 50 pasos de reaccién con un rendimiento global de
tan solo el 0.1%.%

Ademas, en el caso especifico de la sintesis de glicosaminoglicanos, la
utilizacién de blogques pocos reactivos (como es el caso de los &cidos
urénicos), la formacién de intermedios de reaccion no deseados en las
glicosidaciones (como las oxazolinas) y las dificultades asociadas a las
reacciones de desproteccion y sulfatacion finales, complican y dificultan la

preparacion de estas moléculas.

En la presente Tesis Doctoral se desarrollan estrategias sintéticas que tratan de

solventar algunos de estos problemas.
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En concreto los objetivos de esta Memoria son los siguientes:

Preparacion de oligosacéridos de acido hialurénico para el estudio, a nivel
molecular, de sus interacciones con proteinas, como langerina y CD44,
mediante experimentos de RMN. Dado que uno de los mas importantes
problemas en la sintesis de oligosacaridos es el gran numero de
purificaciones cromatograficas requeridas, se evaluara el uso de etiquetas
perfluoradas para facilitar las purificaciones de los intermedios de

reaccion.

Desarrollo de una nueva ruta sintética para la obtencién de oligosacéridos
de sulfato de condroitina, con el objetivo de solucionar algunos de los
problemas méas comunes asociados con la preparacion de estos compuestos
(bajos rendimientos en las reacciones de glicosidacién y dificultades en las
reacciones de desproteccion-sulfatacién). Para ello se usardn nuevos
bloques monosacaridicos de N-acetil galactosamina, protegidos con un
grupo N-trifluoroacetilo. Se empleara radiaciéon microondas para facilitar
la introduccion de los grupos sulfato en las posiciones deseadas, uno de los
puntos criticos de la sintesis paso a paso. El esquema sintético debera

permitir acceder a oligosacaridos con distintos patrones de sulfatacion.

Puesta a punto de experimentos basados en medidas de fluorescencia para
evaluar la interaccion de los oligosacaridos GAG sintetizados con
determinadas proteinas. Los estudios se llevaran a cabo en microplacas
estandar, con un lector de fluorescencia convencional, usando FGF-2 como

proteina modelo.
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3. Sintesis de oligosacaridos de acido hialurénico.

3.1. Antecedentes.

En los ultimos afios el interés hacia el &cido hialuronico ha crecido
enormemente, no sélo por su utilizacién en cosmética y en la industria
médico-farmacéutica, sino también por su participacién en otros procesos
bioldgicos como el crecimiento tumoral. Desde su descubrimiento se han
hecho muchos avances hacia un conocimiento completo de la estructura y de

la funcién bioldgica de este polisacarido.

En 1934, Karl Meyer y su colaborador, John Palmer, describieron un
procedimiento para aislar un novedoso glicosaminoglicano del cuerpo vitreo
de ojos bovinos.'? Ellos demostraron que esta sustancia contenia un é&cido

urénico y un aminoazucar, pero carecia de grupos sulfato. Con el nombre de

39



Capitulo 3 Sintesis de Oligosacéaridos de HA

acido hialurénico (de la fusion de hyaloid, vitreo, y acido urénico) marcaron,
asi, el anuncio del descubrimiento de una nueva macromolécula, subrayando
su caracteristica de existir in vivo como molécula polianiénica y no en la

forma de acido protonado.

Se necesitarian otros 20 afios para que el laboratorio de Meyer completara
finalmente el estudio que determind la estructura quimica precisa del motivo
disacaridico basico que forma el acido hialurénico.®® Durante estos afios se
demostr6 que el acido urénico y el aminoazucar en la unidad repetitiva son,
respectivamente, el acido D-glucurénico (GlcA) y la N-acetil glucosamina
(GIcNAC), y que estan unidos entre si a través de la alternancia de enlaces
glicosidicos f(1—3) y p(1— 4) (Figura 16).

OH OH
“00C “00C
0 HO Q Q HO 2o
HO e} O™Ho e}
OH NHAc OH NHAC |

Figura 16. Fragmento de &cido hialurénico de tamafio tetrasacaridico y de secuencia
[GlcAB(1—3)GIcNACB(1—4)GIcAB(1—3)GIcNAC],

Desde la primera sintesis de un disacarido de HA publicada por Jeanloz en
1964, se han descrito varias rutas sintéticas para la construccion de
oligbmeros que pueden tener indistintamente un bloque de GICA o uno de

GIcNACc en el extremo reductor.*

En los trabajos publicados durante estos afios, se han utilizado, en lineas
generales, dos métodos para la obtencién de oligosacaridos de &cido
hialurénico. Por un lado, una sintesis clésica, definida como “paso a paso”
(del inglés stepwise), que requiere la purificacion de los productos
intermedios después de cada una de las etapas que componen la ruta sintética

general. Por otro lado, un método mas novedoso, definido con el término
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inglés one-pot, “en un solo recipiente”, donde multiples glicosidaciones
secuenciales pueden llevarse a cabo en el mismo matraz de reaccion, sin
purificacion intermedia, lo que permite la construccién de oligosacaridos de
acido hialurdnico en unas pocas horas. Ademas, la naturaleza repetitiva del
polimero de HA y los recientes avances en la quimica sintética han
estimulado, en los ultimos afios, el desarrollo de aproximaciones sintéticas en

fase sélida para la preparacién de este glicosaminoglicano.

A continuacion, veremos en detalle algunas de las estrategias que se han
usado para la sintesis de estas moléculas.

Jacquinet y colaboradores *? describieron la sintesis de oligosacéaridos de
acido hialurénico utilizando un método clasico en solucién. Los bloques de
glucosamina empleados contenian un grupo tricloroacetilo (TCA) para
bloquear la posicion amino: es éste el caso del monosacarido 1 (Figura 17).
En todas las sintesis precedentes, el residuo de acido D-glucurénico se
obtenia, después de la construccion del oligosacarido, por oxidacién selectiva
en C-6 de un residuo de la D-glucosa correspondiente. Sin embargo, en el
disefio sintético de Jacquinet, para las reacciones de glicosidacion, se utiliz6

directamente un bloque de acido D-glucurénico (monosacarido 2, Figura 17).
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Figura 17. La glicosidacion entre el donador de glucosamina 1 y el aceptor de &cido
glucuroénico 2 proporciond el disacarido 3, producto de partida para obtener el donador y el
aceptor disacaridico 4 y 5.

Asi, con estos dos bloques monosacaridicos (1 y 2) y empleando el método
del tricloroacetimidato para la formacion del enlace glicosidico, se preparé el
bloque disacaridico 3, que fue facilmente transformado en el correspondiente

donador 4 y aceptor 5 (Figura 17).

Con estos disacaridos (4 y 5), y utilizando una estrategia modular “2+2”, se
sintetizaron un tetrasacarido, un hexasacdrido y un octasacéarido

completamente protegidos (6-8, Figura 18).

Los grupos participantes 2-OBz y 2-NHTCA permitieron la obtencién de los
1,2-trans-glicésidos deseados. La completa desproteccion de estos derivados,
para la preparacion de los oligosacaridos 9-11 (Figura 18), se llevé a cabo por

tratamiento con BusSnH (hidruro de tributil estafio)) y AIBN
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(azoisobutironitrilo), obteniendo asi los acetamidos correspondientes, seguido
de hidrolisis &cida de los bencilidén acetales y saponificacion.

OH

HO
HO %

NHAc

NH
Ph O MeOOC Ph—X"O MeOOC
CIACO&S/OBZO 0~ “CClg Ho&& BzO OMe
NHTCA OBz NHTCA OBz
4 5

Figura 18. Esquema retrosintético para la preparacion de los oligosacaridos finales 9-11,
utilizando los bloques disacaridicos 4y 5.

Estas estrategias sintéticas clasicas, paso a paso, aunque proporcionan de
forma eficiente oligosacaridos de &cido hialurdnico, requieren un gran nimero
de purificaciones por columna cromatografica, hecho que complica y alarga

los tiempos de preparacién de estos compuestos.

A lo largo de esta Tesis han ido apareciendo varios trabajos relacionados con
la sintesis de acido hialurdnico, hecho que indica la importancia creciente de

estas biomoléculas en los Gltimos afios. En ellos se subraya la necesidad de
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desarrollar nuevos métodos que tienen como objetivo facilitar la purificacion
de los intermedios de reaccion, disminuyendo el tiempo necesario para la

preparacion de estas biomoléculas (métodos one-pot y sintesis en fase sélida).

Veremos, en primer lugar, el trabajo desarrollado en los ultimos afios por el
grupo de investigacién de Huang y colaboradores® de la Universidad de
Michigan (EEUU). En estos trabajos, debido a la baja reactividad de los
acidos glucurénicos, se empled un bloque de glucosa en su lugar
(monosacarido 12, Figura 19). En esta estrategia, un grupo protector
ortogonal, el p-metoxibencilo (PMB), se introdujo en la posicién 6 de la
unidad de glucosa. La desproteccion selectiva y posterior oxidacion de la
posicion 6 de todas las glucosas presentes en la cadena se llevé a cabo tras las
glicosidaciones y dio lugar a los productos finales de HA con los

correspondientes carboxilatos.

Como método de glicosidacion se eligié, como alternativa a los
tricloroacetimidatos, los tioglicésidos (12 y 13, Figura 19). El grupo tiotolilo
(STol) tiene la ventaja de ser estable a muchas de las condiciones utilizadas en
la sintesis de GAGs y de ser facilmente activado por una gran variedad de
promotores. Ademas, estos donadores pueden ser almacenados en nevera

durante meses sin descomposicion.

OPMB Ph—X-O
0 o 0
B0 a1 o2 _sa
OBz NPhth
12 13

Figura 19. Tioglic6sido de glucosa 12, utilizado como donador. Tioglicésido de glucosamina
13, utilizado como aceptor.
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Siguiendo el esquema de pre-activacion del donador 12 representado en la
Figura 20a, se sintetizd el bloque disacaridico 14, utilizado como donador en
las siguientes reacciones de glicosidacion, y como producto de partida para la

preparacion de los disacaridos aceptores 15y 16 (Figura 20b).

a) p-ToISCI  aceptor 13
(1 eq) (0.9 eq)
donador 12 (1 eq) + \ J disacarido
AgOTf (3 eq) ‘ 5 min ‘ 90 min 14
-65°C -65°C 0°C
b) 12 +13
OPMB
Ph—X O
TBSO O 0
BnO o}": STol
OBz NPhth

14
OPMEh/VO / \ OPMB
> 2 o@& | HO A
BnO STo BnO 0@ OMe

0Bz NPhth OBz NPhth
15 16

Figura 20. a) El tioglicésido 12 se activa en ausencia del aceptor con p-TolSOTf, generado in
situ haciendo reaccionar p-TolSCI con AgOTf a -65°C. En este punto se afiade el aceptor 13
que reacciona para dar el disacarido correspondiente 14. b) El disacarido 14 se utilizé para
preparar los dos aceptores 15y 16.

Con estos bloques disacaridicos (14-16), Huang y colaboradores desarrollaron
una sintesis one-pot de un hexasacarido de acido hialurénico (Figura 21). En
esta estrategia, basada en la pre-activacion del donador 14 y sucesiva adicion
de los aceptores 15 y 16 (Figura 21), pueden llevarse a cabo multiples

glicosidaciones secuenciales en el mismo recipiente de reaccion sin
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purificacion intermedia, permitiendo asi la construccion de oligosacaridos de

HA en pocas horas, como por ejemplo el hexasacérido 17.

p-TolSCI aceptor
(1eq) (0.9eq)

donador (1 eq) + l l
AgOTf (3 eq) | 5 min | 90 min |

-65°C  -65°C 0°C

aceptor 15 (0.9 eq)
TTBP (1leq)

b)
aceptor 16 (0.9 eq)

donador 14 TTBP (leq)

hexasacérido 17

OPMB
OPMB
e} Ph—X 0 o) Ph—X 0O
TBSO OO fe) (0] o) 8}
BnO BnO (@] OMe
OBz NPhth 0Bz /., NPhth
17

Figura 21. Esquema de la sintesis one-pot del hexasacérido de HA 17, utilizando los bloques
disacaridicos 14, 15 y 16 previamente preparados. Reactivos y condiciones: a) AgOTf, p-
TolSCl, -65°C, 10 minutos; aceptor 15, TTBP, 90 minutos a 0°C; b) aceptor 16, TTBP, AgOTf,
p-TolSCl, -65°C—>0°C en 90 minutos. TTBP (tri-tert-butilpirimidina)

Sin embargo, a pesar de la eficiencia de esta estrategia one-pot, Huang y
colaboradores encontraron muchas dificultades a la hora de desproteger el
oligosacarido sintetizado, concretamente en la hidrélisis del PMB y en la
posterior oxidacion de las posiciones 6 de las glucosas.** Ademas, las
condiciones drasticas requeridas para la desproteccion de los grupos ftalimido
(N-Phth) resultaron ser incompatibles con los ésteres carboxilicos presentes en

la cadena.

46



Sintesis de Oligosacéaridos de HA Capitulo 3

Debido a las dificultades encontradas en las reacciones de desproteccion,
Huang y colaboradores decidieron abandonar el grupo Phth y considerar el
uso del tricloroacetilo (TCA) como grupo protector alternativo para el
nitrégeno en la posicién 2 de la glucosamina. Ademas, decidieron oxidar la

posicién 6 de las glucosas a nivel disacaridico.

Sobre la base de estas consideraciones, se disefid una nueva ruta retrosintética
para la preparacion del decasacarido 24 (Figura 22). El compuesto totalmente
protegido 23 se sintetizd a partir de los disacaridos 20, 21 y 22 (que ya
contienen é&cido glucurénico), que a su vez derivan de los bloques

monosacaridicos 12, 18 y 19.
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Figura 22. Los bloques monosacaridicos 12, 18 y 19 se utilizaron para preparar los disacaridos
20, 21 y 22, que contienen los ésteres bencilicos de los bloques de acido glucurénico. El
decasacérido 23 se desprotegio para dar el producto final 24.

Hay que resaltar que Huang y colaboradores se encontraron nuevamente con
varios problemas en la sintesis del decasacarido 24. Por ejemplo, los primeros
ensayos de la reaccion de glicosidacion entre el donador 20 y el aceptor 21
dieron cuantitativamente la correspondiente oxazolina 25 (Figura 23a) y no el
tetrasacarido deseado. El mecanismo que explica la formacion de este

producto secundario se muestra en el esquema de la Figura 23b.
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Figura 23. a) Los primeros ensayos de glicosidacion entre el donador 20 y el aceptor 21 dieron
cuantitativamente la oxazolina 25. b) Esquema que explica la formacién de la oxazolina y del
glicésido deseado.

Segun este esquema, el promotor, en este caso el p-TolSOTT generado in situ,
activa el donador, generando el correspondiente cation oxocarbenio que esta
en equilibrio con el cati6n oxazolinico. Estas son las especies que reaccionan
con el nucledfilo aceptor (ROH) para dar el glicésido deseado. La
desprotonacion del ion oxazolinio, promovida por la presencia de una base, la
TTBP (tri-tert-butilpirimidina), conduce a la formacion de la triclorooxazolina
correspondiente, estable y menos reactiva como donador de glicosilo. Asi se
podria explicar la formacién cuantitativa del intermedio 25 en la glicosidacion

de la Figura 23a.
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Sélo cuando estos investigadores estadounidenses eliminaron el uso de la base
y usaron una cantidad adicional de triflato de trimetilsililo (TMSOTY),
consiguieron preparar, con buenos rendimientos, el tetrasacarido. Segun el
esquema de la Figura 23b, de esta manera se impide la desprotonacion del ion
oxazolinio y, en consecuencia, la formacion de la oxazolina, lo que se traduce

en el avance de la reaccion con formacion del glicésido deseado.

En el desarrollo de esta Tesis Doctoral, y practicamente en paralelo a la
publicacién de Huang y colaboradores, nos hemos encontrado el mismo
problema en la sintesis de oligosacéridos de &cido hialurénico, como se vera

mas en detalle en este capitulo (Apartado 3.2.1.3.).

Pasamos ahora a describir el trabajo de Van der Marel y colaboradores, de la
Universidad de Leiden (Holanda), que han optimizado, en los Gltimos afios,
una ruta sintética en solucién para la preparacion de oligébmeros de HA. Los
resultados obtenidos han permitido el desarrollo de la primera sintesis en fase

solida de este tipo de biomoléculas.

La primera estrategia descrita por este grupo holandés* se baso en el uso de
los bloques monosacaridicos 26 y 27 (Figura 24). El bloque de é&cido
glucurénico 26, un 1-hidroxiazlcar, se condensé con un aceptor 1-tiofenilo, la
glucosamina 27, protegida en la posicion amino con un tricloroacetilo.
Utilizando el complejo de activacion Ph,SO/TT,0, se obtuvo el disacarido 28.
Con el objetivo de neutralizar el TfOH generado in situ y evitar asi la
hidrolisis acida del benciliden acetal se usé una base, la TTBP. El tio-
disacarido 28 se utiliz6 como nucleo de elongacién de la cadena, tanto en el

extremo reductor (donador) como en el extremo no reductor (aceptor).

Asi, la glicosidacion entre este disacarido donador y el aceptor 29 dio el
trisacarido 30, adecuadamente protegido en su posicién anomérica con un

espaciador 3-azidopropanol.
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El aceptor correspondiente, el trisacarido 31, se glicosidd con el donador 28
para dar el pentasacarido 32. Finalmente, la hidrolisis &cida del bencilidén
acetal seguida por la saponificacién y la N-acetilacion selectiva dio el

compuesto final desprotegido 33 (Figura 24).

MeOOC MeOOC
LevO O PE/VOO Q LevO O Ph/%o 0
B70 OH HO SPh —— BzO (0] SPh

OBz NHTCA OBz NHTCA
26 27 28
MeOOC 4 Ph—T0 MeOOC N3
Rom/ Q 2 O Q
BzO o BZ&O
OBz N
NHTCA OBz MeOOC 3
= 30 R=Lev HoS o\j
31 R=H OBz
29
+ 28
MeOOC
BzO o O
NHTC,EO’\ZO BzO °
NHTCA OBz
32

HOOC
HOS &WHOOC o Hooc NJ

NHAc

33

Figura 24. Esquema sintético para la obtencién del pentasacarido de HA 33, protegido en su
posicién anomérica por un 3-azido propanol.

En este trabajo de van der Marel hay que subrayar que el uso de una estrategia

one-pot para la sintesis del trisacarido 30 no dio buenos rendimientos,
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prefiriéndose, asi, la sintesis clésica paso a paso. En cualquier caso, los

rendimientos de las glicosidaciones fueron moderados.

Un inconveniente de este primer disefio sintético fue la dificultad que
encontraron en la optimizacion de las cantidades de base necesarias. El uso de
una pequefa cantidad de base (TTBP) dio lugar a la hidrdlisis del grupo
bencilideno (debida a la incompleta neutralizacion del TfOH), mientras que
utilizando un exceso de TTBP se observo la formacion de ortoésteres y
oxazolinas (véase también la Figura 23b).

Con el fin de evitar estos problemas, van der Marel y colaboradores
publicaron una segunda ruta sintética donde decidieron utilizar el grupo
protector di-tert-butilsililideno (DTBS) para bloquear los hidroxilos C4 y C6
del residuo de glucosamina. Este nuevo grupo tiene la ventaja de ser mucho
mas estable en medio &cido y permitio, de esta manera, evitar el uso de una

base para neutralizar la acidez del medio de reaccion.

Este nuevo esquema sintético llevé a la preparacion del heptasacarido 38
(Figura 25).* Como se puede ver en la Figura 25, el N-
feniltrifluoroacetimidato de glucosamina 34 se glicosidé con el aceptor
feniltioglicésido 35, obteniendo asi el correspondiente disacarido 36, que se
utiliz6 en la siguiente glicosidacion con el aceptor 37. Tras deslevulinacion y
glicosidacion del oligosacarido correspondiente, obtuvieron el compuesto
final 38, con rendimientos muchos mejores que los de la primera

aproximacion.
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Figura 25. Esquema sintético para la preparacion del heptasacarido 38. Un di-tert-
butilsililideno protege las posiciones 4 y 6 de los residuos de glucosamina.

La optimizacion de esta ruta sintética en solucion, abri6 el camino al
desarrollo de la primera sintesis en fase solida de oligosacéridos de acido

hialurénico *’ (Figura 26).

A diferencia de la sintesis automatizada de oligopéptidos y oligonucledtidos,
la sintesis en fase sdlida automatizada de carbohidratos no es todavia una
operacion de rutina y se ve obstaculizada por la falta de un conjunto estandar
de blogues monosacaridicos y disacaridicos de partida y por las dificultades
inherentes a la quimica de los carbohidratos (por ejemplo, adecuada regio y
estereoselectividad del enlace glicosidico, condiciones anhidras, temperatura
de trabajo). Un reto importante en el caso del HA (y de los GAGs en general)
es la baja reactividad de los bloques de &cido glucurdnico. Este hecho obliga,

la mayoria de las veces, a utilizar un exceso de bloques de partida y muchos
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ciclos repetitivos de reaccion, lo que implica el uso de grandes cantidades de
sustancias de partida y de promotor en las glicosidaciones.

El esquema sintético de la Figura 26 resume la estrategia puesta a punto por el
grupo de investigacion de van der Marel.* En primer lugar, el sinton de
glucosamina 34 se condenso con una resina Merrifield funcionalizada con un
espaciador butendiol, generando el bloque de partida para poder elongar la
cadena oligosacaridica. El uso repetitivo del disacérido 39, de secuencia
GIcN-GIcA, protegido ortogonalmente con un grupo levulino en la posicion 3,
permitié la preparacion, después de 7 ciclos, del pentadecAmero 40 (Figura
26).
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Figura 26. Sintesis en fase solida automatizada del pentadecdmero 41. Reactivos y condiciones
a) TfOH (cat.), CH,CI; (3 x 30 min), 2.7 eqg. de donador; b) NH,NH,, Py/AcOH (2x10 min); c)
catalizador de Grubbs, CI;CC(=O)NH,, CH,=CH,, CH,Cl,; d) Et;N/HF, THF; KOH, H,0,
THF; Ac,0, NaHCO3, H,0.

Como ya hemos dicho anteriormente, esta estrategia sintética presenta un
punto débil. En cada ciclo de glicosidacion se utilizan hasta 3 equivalentes de
donador, lo que implica un enorme gasto de productos de partida muy
valiosos. Ademas, las grandes cantidades de promotor necesarias para activar
los donadores, limitan la eleccion de grupos protectores estables en estas

condiciones.

El espaciador butendiol fue compatible con todas las condiciones de reaccion

utilizadas. Los oligosacéridos se desanclaron finalmente por metatesis de
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olefinas, utilizando el catalizador de Grubbs, dejando, asi, la posicién
anomérica protegida por un grupo alilo. Después de hidrolisis del sililidén
acetal, saponificacion y N-acetilacion se obtuvo el pentadecamero deseado 41.

Describiremos, a continuacion, los resultados obtenidos durante esta Tesis, en

relacién a la sintesis de oligosacaridos de &cido hialurdnico.
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3.2. Resultados y discusion.

En el marco de un proyecto mas amplio enfocado al desarrollo de novedosas
rutas sintéticas de glicosaminoglicanos y con el objetivo de evaluar
interacciones carbohidrato-proteina mediante experimentos de RMN como el
STD (del inglés saturation transference difference), se presenta a
continuacion la preparacion de dos disacaridos de acido hialurénico, 42 y 43,
y de un trisacérido y un tetrasacérido, 44 y 45 (Figura 27), protegidos en el
extremo reductor por un espaciador 3-azidopropanol o por un grupo 4-

metoxifenilo.

Hchm é&ob &S/o HO \j

NHAc NHAc
42

‘O0C HO
HOSNZQ HO
HO 0
OH NHAC
44

NHAC
45

Figura 27. Oligosacaridos de &cido hialurdnico sintetizados a lo largo de esta Tesis Doctoral.
Los disacaridos estan funcionalizados en su posicién anomérica por un 3-azido propanol. El
trisacarido y el tetrasacarido estan protegidos con un grupo 4-metoxifenilo.

En lineas generales, la sintesis de oligosacéridos de HA requiere la
preparacion previa de bloques de glucosamina y de &cido glucurénico
adecuadamente protegidos, para poderlos ensamblar, formando las cadenas

oligosacaridicas.
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En principio, decidimos utilizar bloques peracilados con el fin de facilitar la
generacion de las estructuras totalmente desprotegidas. Con este primer patron
de grupos protectores, los productos finales se pueden obtener a partir de los
precursores protegidos en sélo dos etapas, hidrolisis alcalina y N-acetilacion
(apartado 3.2.1).

Con el objetivo de mejorar los rendimientos de las glicosidaciones y evitar
algunos problemas encontrados en la primera aproximacion sintética, se
disefid un nuevo esquema retrosintético donde los bloque monosacaridicos
peracilados y desactivados son sustituidos por azicares mas reactivos debido
a la presencia de grupos protectores donadores de electrones como los
bencilos (apartado 3.2.2).

Una vez puesto a punto un patrén de grupos protectores adecuado para la
construccion de oligosacaridos en solucion, éste se aplicé a la sintesis de
fragmentos de &cido hialuronico asistida por un espaciador perfluorado.
Aunque todavia quedan algunos problemas por resolver, hemos conseguido
sintetizar un trisacérido, simplificando de esta manera la purificacion de los

intermedios de reaccion (apartado 3.2.3).

Finalmente, los dos disacaridos sintetizados han sido utilizados para el estudio
de interacciones carbohidrato-proteina mediante experimentos STD de RMN,
utilizando como proteina modelo la langerina (apartado 3.2.4).
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3.2.1. Primera aproximacion a la sintesis de oligosacaridos de &cido

hialurénico.

En principio, se disefid un esquema retrosintético enfocado a la preparacion de
oligosacaridos de HA tanto de secuencia GIcA-GIcN, como de secuencia
opuesta GIcN-GIcA, protegidos por un espaciador 3-azidopropanol en la
posicion anomérica del terminal reductor (Figura 28). Esta estrategia puede
ser empleada para la sintesis de oligosacaridos de diferente tamafio.

AcO
MEOOC MEOOC AcO 3
AcO AcO o J
PlvO P|vO ®) o

OPiv NHTCA OPiv NHTCA
NH
C
Levgo (@) CC|3 LevO O CC|3 HO\/\/ N3
OR NHTCA
46 R=Piv 48 49
47 R=Bz

Figura 28. Andlisis retrosintético de la primera aproximacion a la sintesis de oligosacaridos de
acido hialurdnico.

Para la obtencion de los oligosacéridos es necesaria la preparacion previa, y a
escala multigramo, de los blogques monosacaridicos de acido glucurénico 46 y
47y de glucosamina 48, que tienen un adecuado patrén de grupos protectores.

También se preparo el espaciador 3-azidopropanol 49.
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Como grupo protector ortogonal se utilizé el levulino (Lev) que nos permitio
proteger temporalmente los aceptores de glicosilo. Este grupo pudo
desprotegerse facil y selectivamente a través de un tratamiento con acetato de
hidracina para dar el correspondiente aceptor, permitiendo asi la elongacion
de la cadena oligosacaridica, tras reaccion con el correspondiente donador.

Para proteger la posicion 2 de la unidad de glucosamina hemos utilizado el
grupo tricloroacetilo (TCA). Con este grupo protector podemos controlar la
estereoselectividad del enlace glicosidico obteniendo asi los 1,2-trans
glicésidos correspondientes. Al mismo tiempo, su desproteccion puede
llevarse a cabo al final de la sintesis para obtener las moléculas objetivo,
acetiladas en la posicién amino. Por otro lado, para proteger la posicion 2 de
las unidades de GIcA se eligieron grupos acilo participantes, concretamente
pivaloato y benzoato, que permiten dirigir la estereoselectividad del enlace
glicosidico hacia el 1,2-trans glicésido deseado. Como puede verse en la
Figura 28 se han empleado directamente unidades de acido glucurénico en las
glicosidaciones y no derivados de glucosa. A pesar de la baja reactividad de
los blogues de glucurdnico, se evitan, con esta estrategia, las dificultades
relacionadas con una oxidacién posterior a la glicosidacién (ver antecedentes,

apartado 3.1).

Como grupo saliente de los donadores, tanto de glucurénico como de
glucosamina, se han empleado tricloroacetimidatos de glicosilo, uno de los
métodos de glicosidacion mas ampliamente usados en la quimica de

carbohidratos.*®

La posicion anomérica del terminal reductor se protegié previa y
ortogonalmente con el espaciador 3-azidopropanol 49.*° Este espaciador nos
permitid, al mismo tiempo, bloquear la posicion anomérica del oligosacérido
y permitir su posterior bio-conjugacion con otras macromoléculas o

superficies.
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Finalmente, utilizando estos bloques monosacaridicos se disefi6 una
estrategia modular “/+17”, en la que las unidades se afiaden una a una a la
cadena creciente. La elongacion del oligosacarido ocurre a través de la
liberacion del aceptor (por deslevulinacion) y consiguiente glicosidacion con

el correspondiente donador.

En los siguientes apartados (3.2.1.1 y 3.2.1.2) describiremos la sintesis
detallada de las unidades de GIcA y GIcN empleadas en esta primera

aproximacion.
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3.2.1.1. Preparacion del tricloroacetimidato 48, donador de

glucosamina.

En primer lugar, se llevé a cabo la sintesis del bloque monosacaridico de
glucosamina 48, adecuadamente protegido, para poderlo utilizar como
donador en las sucesivas glicosidaciones (Figura 29).

CH,OH
(e} a) AcO o b ,:gé) o)
OH YwOH ACO%OA ) <% oTDS
AcO ¢ NHTCA
OR NHTCA
NH,HCI
50 51 52
Ph—X0 HO
_9. O&OTDS 2.9 2 otps
LevO LevO
NHTCA NHTCA
53 54
X
AcO AcO
e AcO 0 f) AcO Q. .0" >cal
) Levgk/oms Ve 3
NHTCA NHTCA
55 48

Figura 29. Sintesis del donador de glucosamina 48. Reactivos y condiciones: a) CI;CC(=0)Cl,
MeOH, Et;N; Ac,O, Py; b) BnNH,, THF; TDSCI, imidazol, CH,Cl,, 80%; ¢) MeO'Na",
MeOH; PhCH(OMe),, p-TsOH, CHsCN; LevOH, DCC, DMAP, CH,Cl,, 76%; d)TFA,
CH,Cl,, 90%; €) Ac,0, Py, 99%; f) (HF), Py, THF; CI;CCN, DBU, CH,Cl,, 75%.

La preparacion a escala multigramo del bloque de glucosamina 48 se llevo a
cabo empleando como material de partida el hidrocloruro de D-glucosamina
50. Esta sintesis empez6 con la introduccion del grupo participante
tricloroacetilo en la funcion amino libre del anillo (usando cloruro de
tricloroacetilo y trietilamina en metanol) y posterior peracetilacion de las

restantes posiciones para dar el derivado 51.°* * La posicién anomérica se
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desprotegio selectivamente con BnNH, en THF y se introdujo un grupo
texildimetilsililo (TDS) para protegerla ortogonalmente (52, 80%). La
desacetilacion de las restantes posiciones, la proteccion selectiva con un 4,6-
bencilidén acetal y, finalmente, la introduccion del grupo temporal levulino
(Lev) en 3 dio como producto el derivado 53 con un rendimiento final del
76%. Dada la inestabilidad del bencilidén acetal en presencia de &cidos de
Lewis fuertes como el TMSOTf, que observamos en experimentos
preliminares y que estd descrita también en la bibliografia,* se decidi6
hidrolizar este grupo protector (54, 90%) y diacetilar para obtener el
compuesto 55 (99%). Finalmente, la desproteccion del silil éter de la posicion
anomérica y la posterior activacién como tricloroacetimidato proporcionaron
el compuesto deseado 48 con un rendimiento del 75%. Este compuesto,
obtenido en seis pasos de reaccidn, actuara como donador de glicosilo de
GIcN en nuestro esquema sintético.
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3.2.1.2. Preparacion del tricloroacetimidato 46, donador de &cido
glucuronico.

Paralelamente a la sintesis del imidato de glucosamina, se prepar0, siguiendo
el esquema de la Figura 30, el bloque de &cido glucurdnico 46 que posee un
adecuado patron de grupos protectores.

. _ _
HO.,
0 MeOOC
0/ o A o0 b MO9S o
HO OH HMOTDS
OH OH
OH
56 - 57 - 58
MeOOC MeOOC

Levo N2\ _otos
> Y

59 60
O Leoa0 MeOOC
— PO OTDS LeVO% ccl
OPiv PVO—R" 3
61 46

Figura 30. Sintesis del donador de acido glucurénico 46. Reactivos y condiciones: a) NaOH,
MeOH; b) TDSCI, imidazol, CH,Cl,; 30% desde 56, 2 pasos, no optimizado; c) 2-
metoxipropeno, CSA, DMF, 0°C; MeOH, 0°C; 50%); d) LevOH, DCC, DMAP, CH,Cl,; 88% e)
resina 4cida DOWEX, MeOH; PivCl, Py; 78% f) (HF),Py, THF; CI;CCN, K,COs, CH,Cl,;
72%.

Por tratamiento con NaOH en MeOH de la 6,3-D-glucuronolactona 56, que
permitid la apertura de la lactona y la formacién del metiléster 57, y posterior
sililacion selectiva de la posicion anomérica, se obtuvo el derivado 58 con un
rendimiento final para las dos etapas del 30% (rendimiento no optimizado).

Para diferenciar los grupos OH del triol, se protegieron selectivamente las
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posiciones 2 y 3 con un isopropilidén acetal (compuesto 59, 50%). Junto a
este producto, se obtuvo el isémero 3,4-isopropilidén acetal (36%), el cual
puede ser facilmente recuperado por hidrdlisis acida, obteniendo asi
nuevamente el triol de partida. EI compuesto 59 se transformé en 61 a través
de levulinacion de la posicion 4 (compuesto 60, 88%), hidrolisis del 2,3-
isopropilidén acetal y pivaloilacién de las posiciones 2 y 3 (61, 78%). El
compuesto 61 se desilild y se activd como tricloroacetimidato para dar el

donador de glucurénico 46,”* con un rendimiento del 72%.

3.2.1.3. Sintesis de oligosacéridos de acido hialurénico utilizando la

primera aproximacion sintética.

Una vez sintetizados los dos bloques monosacaridicos a escala multigramo y
el 3-azidopropanol 49,*° centramos nuestra atencion en la glicosidacion entre
el tricloroacetimidato de glucosamina 48 y el espaciador 49, para bloguear

adecuadamente la posicion anomérica del oligosacarido.

Para llevar a cabo con éxito esta glicosidacion se uso la informacién obtenida
en ensayos preliminares que se habian realizado con un tricloroacetimidato

analogo al comienzo de esta Tesis Doctoral (Figura 31).

HO™ "N
3 N
Ph-0 INH 49 PhY-0 3N PhYTO
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62 glicésido 63 ClsC
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Figura 31. Proteccidn de la posicién anomérica con el espaciador 3-azido propanol. Reactivos
y condiciones: a) TMSOTf 5%, CH,Cl,, 0°C: triclorooxazolina 64; b) TMSOTf 5 + 5%,
CH,Cl,, 0°C: 44% glic6sido 63 y deteccion de triclorooxazolina 64; c) TMSOTf 10%, CH,ClI,,
0°C: 58% glicosido 63 sin deteccion de triclorooxazolina 64.
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En general, para activar un tricloroacetimidato es suficiente con la adicion de
una pequefia cantidad catalitica (5%) de TMSOTT, el &cido de Lewis elegido
como promotor de la glicosidacion. (El porcentaje de TMSOTTf se calcula con
respecto al nimero de milimoles de donador). Sin embargo, cuando se usaron
estas condiciones en la glicosidacion de 62 con el espaciador 49, se obtuvo
cuantitativamente la triclorooxazolina 64 sin detectar la formacion del
glicosido 63 deseado. Esta oxazolina 64 resulté ser, por tanto, mucho mas
estable de lo esperado, segun la bibliografia. Fue necesaria la adicion de una
mayor cantidad de TMSOTT (10%) para detectar la formacion de 63 (Figura
31, condiciones b y c). Curiosamente, el mejor rendimiento se obtuvo tras la
adicion directa de un 10% de TMSOTT (58%, condicién c), experimento en el
gue no se detectdé formacién de la oxazolina 64. A pesar de optimizar las
condiciones de reaccion y obtener un rendimiento aceptable del glicésido 63,
hay que resaltar que detectamos también productos derivados de la hidr6lisis
del bencilidén acetal, hecho que nos oblig6 a descartar este grupo protector tal

y como hemos indicado anteriormente.

Estos resultados parecen indicar que la glicosidacién transcurre con mejor
rendimiento cuando el medio es lo suficientemente acido como para evitar la
formacion de la oxazolina intermedia (10% de promotor, condicion c) y que,
una vez formado este compuesto secundario, usando s6lo un 5% de promotor,
la reaccion de glicosidacion no procede con la misma eficiencia aunque
afladamos un 5% adicional de TMSOTf (condici6n b, véase también la
Figura 23). Es decir, aunque las triclorooxazolinas pueden actuar como
donadores de glicosilo en reacciones de glicosidacion,” en nuestro caso la
formacion de estos intermedios hace que el acoplamiento transcurra con un

menor rendimiento.

Con estos conocimientos previos, se llevé a cabo la glicosidacion entre el
blogue de glucosamina 48 y el 3-azidopropanol 49 (Figura 32). Cuando se us6
un 15% de TMSOTf a una temperatura de 0°C, s6lo se obtuvo un 30% de
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glicésido 65, detectando por masas y por RMN la triclorooxazolina 66.
Cuando, finalmente, utilizamos un 25% de promotor a temperatura ambiente

el rendimiento fue mucho mayor (65, 86%) y no se detect6 oxazolina.

" H O/\/\N3 N,
Aco/&ﬂ 49 AcO AcO
o o) 0
Ao 0" el T Ai‘g&goJ +AE‘3&*
NHTCA Ny O
48 glicésido 65 ClsC

triclorooxazolina 66

Figura 32. Proteccion de la posicion anomérica con el espaciador 3-azido propanol. Reactivos
y condiciones: a) TMSOTf 15%, CH,Cl,, 0°C, 30% 65 + deteccion de 66. b) TMSOTf 25%,
CH,ClI,, t.a., 86% 65.

Como hemos visto anteriormente en la Figura 23b, para evitar que se forme la
oxazolina intermedia y mejorar de esta manera el rendimiento de la
glicosidacion, hace falta una mayor cantidad de promotor. De esta forma,
siguiendo el esquema de la figura, evitamos la desprotonacién del ion

oxazolinio, forzando la reaccién hacia la formacion del enlace glicosidico.

Una vez protegida la posicion anomérica del bloque de glucosamina, pasamos
a la desproteccion selectiva del grupo levulinico de la posicion 3 del
glicosido recién sintetizado. Por tratamiento con acetato de hidracina en
CH,CI, obtuvimos, facilmente y con un buen rendimiento, el aceptor
correspondiente con el hidroxilo de la posicién 3 libre (compuesto 67, Figura
33), que utilizamos posteriormente en la glicosidacién con el donador de

acido glucurdnico 46 (Figura 34).
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N3 N3

AcO o AcO o
AcO AcO
LevO o _ HO o
NHTCA NHTCA
65 67

Figura 33. Deslevulinaciéon y preparacion del aceptor 67. Reactivos y condiciones:
NH,NH,H,0, piridina-AcOH, CH,Cl,; 78%.

Se realizaron varios ensayos de glicosidacion para optimizar el rendimiento de
esta reaccion, que lleg6 a ser del 55% (compuesto 68, Figura 34) utilizando un
25% de promotor a temperatura ambiente. Este rendimiento, sin ser 6ptimo, es
aceptable teniendo en cuenta la baja reactividad de los blogques

monosacaridicos utilizados.

MeOOC NH AcO " MeOOC AcO "
Laos N2 o7 e, AR o ey O ABR o
PiVO 3 HO abcod PIVO o

OPiv NHTCA - OPiv NHTCA
46 67 68

Figura 34. a) TMSOTf 5%, CH,Cl,, 0°C, 40% b) TMSOTf 10%, CH,Cl,, t.a, 49%. c)
TMSOTTf 15%, CH,Cl,, t.a, 48%. d) TMSOTf 25%, CH,Cl,, t.a, 55%.

Con el objetivo de elongar la cadena y sintetizar, segin una estrategia
modular “/+1”, un trisacarido de acido hialurénico, se desprotegid el grupo
ortogonal levulino de la posicion 4 del terminal no reductor del disacérido 68
(Figura 35).
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Figura 35. Deslevulinacion del disacérido 68 para dar el aceptor correspondiente 69. La
glicosidacion con el donador 48 no proporciond el trisacarido deseado 70.

La reaccion, llevada a cabo en CH,CI, y utilizando acetato de hidracina,
transcurri6 con un buen rendimiento. Se obtuvo de esta manera el
correspondiente aceptor disacaridico 69 que puede tedricamente ser

glicosidado con el donador de glucosamina 48 (Figura 35).

A pesar de utilizar las condiciones de reaccion optimizadas en ensayos
precedentes, la glicosidacion entre el nuevo aceptor 69 y el donador de
glucosamina 48 no proporciond el trisacérido deseado. Por espectrometria de
masas sdlo se detectaron el aceptor, el derivado hidrolizado del donador y

trazas del trisacarido 70.

Resulté por tanto evidente que la formacién del enlace glicosidico entre la
glucosamina 48 y el acido glucurénico del terminal no reductor del disacarido

69, inesperadamente, no era trivial.

Para intentar solucionar este problema, se decidi6 ensayar a nivel
monosacaridico la formacion del enlace GIcNAc-GIcA con un nuevo bloque

aceptor.

Se pensd que el impedimento estérico del grupo pivaloato de la posicion 3 del

terminal no reductor del disacarido 69, podia dificultar esta glicosidacion por
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lo que se decidi6 cambiarlo por un grupo menos voluminoso como el
benzoato (OBz).

Utilizando como producto de partida el intermedio 60, se sintetizd, en escala
multigramo y con buenos rendimientos, el nuevo donador de &cido

glucuronico 47 (Figura 36).

MeOOC o MeOOC o
LevO a) Levo/m/
MOTDS A Voo OTDS
><o OBz
60 71
MeOOC NH
b) o)
Le‘é?% oJJ\cm3
OBz
47

Figura 36. Sintesis del nuevo donador de glucurénico 47. Reactivos y condiciones: a) resina
acida DOWEX, MeOH; BzCl, Py; 74% b) (HF),Py, THF; CI;CCN, K,COs3, CH,Cl,; 72%.

El compuesto 71 se obtuvo por hidrdlisis del 2,3-isopropilidén acetal (resina
acida DOWEX en MeOH) vy benzoilacién de las posiciones 2 y 3, con un
rendimiento del 74%. Finalmente, el intermedio 71 se desilil6 liberando la
posicion anomérica que se activd como tricloroacetimidato para dar el

donador de glucurénico 47 (72%).

Una vez preparado el bloque monosacaridico 47 a escala multigramo y
utilizando tanto el donador de glucosamina 48 como el espaciador 3-
azidopropanol 49 preparados anteriormente, pasamos a la sintesis del
disacérido de HA 74, de secuencia GIcN-GIcA (Figura 37).
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Figura 37. Sintesis del disacarido 74. Reactivos y condiciones: a) TMSOTf 10%, CH,Cl,, t.a.;
64%. b) NH,NH,H,0, piridina-AcOH, CH,Cl,; 89%. c) TMSOTf 15%, CH,Cl,, t.a.; 30%.

Asi, se llevo a cabo la glicosidacion entre el donador 47 y el espaciador 3-
azidopropanol 49, que transcurrié con un rendimiento del 64% (compuesto
72).

Una vez protegida la posicion anomérica del bloque de glucurénico, se
preparé el correspondiente aceptor 73,* por tratamiento con acetato de

hidracina en CH,Cl, con un buen rendimiento.

Se llevaron a cabo varios ensayos, con diferentes cantidades de TMSOTHT,
para optimizar la glicosidacion entre el donador de glucosamina 48 vy el
aceptor de acido glucurénico 73. ElI mejor rendimiento, aunque bajo, se
obtuvo a temperatura ambiente utilizando un 15% de TMSOTf (compuesto
74, 30%).

El empleo de cantidades mas bajas de promotor no condujo a rendimientos
mas altos, dado el problema de formacién de oxazolinas intermedias que
hemos visto anteriormente. Cuando se usaron cantidades mayores de
TMSOTT, tampoco se mejoro el rendimiento de la glicosidaciéon ya que se

detectaron por masas varios productos secundarios, tanto a nivel
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monosacaridico (por ejemplo el glical derivado del donador) como a nivel

disacaridico.

En concreto, por espectrometria de masas y RMN se detectd, como producto
secundario principal, un compuesto disacaridico que habia perdido el grupo
levulino y que no poseia el grupo azida del espaciador. Ademas se vio que el
compuesto habia perdido el proton anomérico de la unidad de glucosamina y
el de la posicion 2, y que el OH del aceptor no habia reaccionado. Con estos
datos, propusimos para este producto secundario la estructura que aparece en
la Figura 38. Este compuesto puede formarse, a partir del glical derivado del
donador, por transposicion de Ferrier.

La transposicion de Ferrier es una reaccion organica que implica una
sustitucion nucleodfila combinada con un desplazamiento alilico en un glical
(un glucésido 1,2-insaturado). Segun esta reaccion quimica el glical derivado
de la unidad de glucosamina podria reaccionar con la azida, que actuaria
como nucledfilo, con el consiguiente desplazamiento del doble enlace del

glical a la posicién 2,3, dando como resultado el compuesto de la Figura 38.

N
I
OAc  @N COOMe A COOMgH
AcO Q /\ll\l o O%Iz_i O MBZ
LRVOA = o 0BZ 0Bz
NHTCA
NHTCA
glical aceptor \
OAc COOMe
ACO MBZ
OBZ
NHTCA

producto secundario

Figura 38. Esquema de la transposicion de Ferrier entre el glical de la unidad de glucosamina y
el grupo azida del aceptor de glucurénico.
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En resumen, el bajo rendimiento obtenido en la formacion del enlace
glicosidico GIcNAc-GIcA con esta primera serie de monosacaridos
desaconsejaba la utilizacién de esta primera aproximacion sintética para
preparar oligobmeros mas largos. En cualquier caso, decidimos estudiar las

reacciones de desproteccidn de los dos disacaridos sintetizados (74 y 68).

La desproteccion del disacérido 68 (Figura 39) se llevé a cabo por tratamiento
basico con KOH (10 eq.) en THF/H,O 1:1, como se describe en la
bibliografia.***>“® Utilizando estas condiciones, tras varios dias de reaccion,
se detectd la formacidn del intermedio 75. El grupo tricloroacetilo resistio, por
tanto, a este tratamiento y sélo utilizando 80 equivalentes de KOH adicionales
conseguimos desproteger completamente el disacérido (compuesto 76). Las
dificultades encontradas en esta desproteccion se pueden relacionar con la
posicién del TCA en el disacérido. La hidrélisis alcalina del grupo N-
tricloroacetilo en compuestos en los que la posicion vecinal esta glicosidada
(disacarido 68), procede mucho mas lentamente y requiere, a Veces,
calentamiento, en comparacion con los derivados 3-O-acilados (véase mas
adelante, disacérido 74).>® El paso siguiente fue la N-acetilacion de la posicion
2 de la glucosamina, por tratamiento con Ac,O/TEA en MeOH, obteniéndose
asi el producto final (compuesto 42), que estd convenientemente
funcionalizado en su posicion anomérica con un espaciador 3-azidopropanol
(Figura 39).

N3 N3
MeOOC ACO\ o J 00C J
Lo A8 o ~_a Howo&w
ey NHTCA NHTCA
68

WS&W J_, Hoﬁ@v@&w

NHAc

N3

o]

Figura 39. Desproteccion del disacarido 68. Condiciones y reactivos: a) KOH 10 eq.,
THF/H,0 1:1, 48h; b) KOH 80 eq., THF/H,0, 4 dias; c) Ac,O/TEA, MeOH, 90% desde 68.
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La desproteccion del disacérido totalmente protegido 74 (Figura 40) se llevo a
cabo por tratamiento basico con 10 eq. de KOH en THF/H,O 1:1. En este
caso, el grupo TCA se encuentra en el terminal no reductor y la posicion 3 de
la glucosamina no esta glicosidada, hecho que facilita su desproteccion.
Después de 3 dias, se purificd, por cromatografia en gel de silice, el
intermedio 77 con el amino libre, con un rendimiento del 96%.

La N-acetilacion de la posicién 2 de la glucosamina, por tratamiento con
Ac,O/TEA en MeOH, proporciond el producto final, el compuesto 43,
debidamente bloqueado en su posicion anomérica con un espaciador 3-

azidopropanol, con un rendimiento cuantitativo.

A
OOC MeOOC Nj OH -00C N3
A oot o) L M8 oponeR o
NHTCA 0Bz NH, OH
74 77
b)
OHO ooc NaJ
HO
HO %Ho °
NHAc H
43

Figura 40. Desproteccion del disacarido 74. Reactivos y condiciones: a) KOH 10 eq.,
THF/H,0 1:1, 96%; b) TEA 1 eq, Ac,0 25 eq, MeOH, cuantitativo.
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3.2.2. Sequnda aproximaciéon a la sintesis de oligosacaridos de &cido

hialurénico.

Con el objetivo de resolver los problemas encontrados en la sintesis descrita
en el apartado 3.2.1., se disefid un nuevo esquema retrosintético utilizando

bloques mas activados, los monosacaridos 78,79 y 80 (Figura 41).

ﬁ/w&w e

NHAc NHAc

BnO BnOOC BnO BnOOC
AcO AcO
BnO Bno OomMP

NHTCA NHTCA
BnOOC NH BnO J\ BnOOC
LevO o oL AcO HO%
Bn%o ca; 1550 CCls o omp
OBz NHTCA OBz
78 79 80

Figura 41. Andlisis retrosintético de la segunda aproximacion a la sintesis de oligosacéridos de
acido hialurénico, utilizando los blogues monosacaridicos mas reactivos 78,79 y 80.

La introduccion de grupos bencilo en diferentes posiciones, tanto en el bloque
de glucosamina como en el de &cido glucuronico, nos obliga a afiadir una
reaccion de desproteccion a la ruta sintética (la hidrogenacion), pero

proporciona monosacaridos mucho mas reactivos.

Asi, utilizando bloques monosacaridicos como éstos, esperabamos evitar o, al

menos disminuir, la formacion de oxazolinas intermedias que nos obligaban a
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afiadir grandes cantidades de promotor, evitando de esta manera reacciones

secundarias de descomposicion.

La deteccidn de productos secundarios, donde posiblemente estaba implicada
de alguna manera la azida terminal, nos llevd a cambiar el grupo utilizado
para proteger la posicion anomérica del terminal reductor. Se eligio,

finalmente, el 4-metoxifenilo, ampliamente utilizado en la bibliograﬁa.42

Como grupo protector ortogonal y grupos participantes en la posicién 2 se
mantuvieron, respectivamente, el grupo levulino y los grupos tricloroacetilo y

benzoato.

Con estos bloques monosacaridicos se abordd una nueva estrategia modular
“]+1” para la sintesis de oligosacéridos de &cido hialurénico de diferente

tamafio (Figura 41).
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3.2.2.1. Preparacion del aceptor 80 y del donador 78 de acido

glucuronico.
><o ><O OH
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Figura 42. Sintesis de los bloques monosacaridicos 80 y 78. Condiciones y reactivos: a) NaH,
NBuyl, BnBr; b) H,SO,4 0.1M; ¢) Ac,0, Piridina; 85%, 3 etapas; d) 4-metoxifenol, TMSOTf
15%, CH,Cl,, t.a.; 55%; ) MeO'Na’, MeOH; f) PhCH(OMe),, p-TsOH, CH4CN; g) BzCl,
piridina; h) CSA, MeOH/CH,CI, 3:1; 85%, 4 etapas; i)TEMPO, Bu,NBr, KBr, CaCl,0,,
NaHCO;, CH,Cl,/H,0; BusNI, BnBr, DMF, 60°C; 50%; j) LevOH, DCC, DMAP, CH,Cl;;
78%; k) CAN, Tol/MeCN/H,0 1:6:1; 91%; I) K,CO3, CI;CCN, CH,Cl,; 92%.

En primer lugar, siguiendo el esquema de la Figura 42, se prepararon a escala

multigramo el aceptor y el donador de acido glucurénico 80 y 78. Una
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ventaja de este disefio es que en la misma ruta sintética se pueden obtener los

dos bloques, dado que el aceptor es un intermedio de la sintesis del donador.

La primera reaccion fue la bencilacion con bromuro de bencilo de la 1,2,5,6-
diisopropilidén-D-glucofuranosa  (diaceton-D-glucosa 81) en DMF,
protegiendo de esta manera la posicion 3 (compuesto 82). La hidrdlisis de los
dos acetales en medio &cido (H,SO, 0.1M aq., compuesto 83) y la
peracetilacion de los cuatro hidroxilos libres proporcionaron el compuesto
84,>* como mezcla de los dos anémeros o/p, con un rendimiento total en las

tres etapas del 85%.

La posicion anomérica se glicosidé con 4-metoxifenol y, después de
cristalizacion, se obtuvo el compuesto 85 con un moderado rendimiento. El
triol correspondiente 86 se prepard a partir del compuesto triacetilado por
tratamiento con metdxido sédico. La proteccion selectiva con un 4,6-
bencilidén acetal (compuesto 87) y la introduccién del grupo participante
benzoato (Bz) en la posicion 2 dio como producto el derivado 88.

Una vez protegida la posicion 2, se llevo a cabo la hidrélisis del bencilidén
acetal con CSA en MeOH:DCM 3:1, obteniendo el compuesto cristalino 89
con un rendimiento global excelente.” El tratamiento del diol 89 con TEMPO
en presencia de hipoclorito de calcio como co-oxidante, en condiciones
basicas de transferencia de fase,”® dio el correspondiente &cido carboxilico,
que se esterificO directamente por tratamiento con bromuro de bencilo en

DMF para dar el bencil glucuronato 80, con un rendimiento global del 50%.

De esta manera, obtuvimos, a escala multigramo, el aceptor de é&cido
glucurdnico, que utilizamos en la construccion de las cadenas de

oligosacaridos de &cido hialurdnico.

La introduccidn del grupo temporal levulino (Lev) en la posicion 4 dio como

producto el compuesto 90 con un rendimiento del 78%.
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La desproteccion selectiva de la posicion anomérica (compuesto 91) y la
activacion a imidato del correspondiente 1-hidroxiazicar generaron el
tricloroacetimidato 78, que utilizaremos como donador de glucurénico en la

preparacion de oligosacéridos de &cido hialurdnico.

3.2.2.2. Preparacion del donador de glucosamina (79).

Paralelamente a la sintesis del aceptor y donador de acido glucurénico, se
prepard el tricloroacetimidato de glucosamina 79, adecuadamente protegido,

segun el esquema de la Figura 43.

Ph (6] BnO
oo ) AR omos
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NHTCA NHTCA
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Figura 43. Sintesis del tricloroacetimidato 79. Condiciones y reactivos: a) TES/TFA, CH,Cl,;
85%:; b) Ac,0, piridina; c) (HF),Py, THF; CI;CCN, DBU, CH,Cl; 70%.

El producto 53, intermedio de la sintesis de la glucosamina desactivada
(Figura 29), se utiliz6 como producto de partida para la preparacion de este
nuevo monosacarido méas reactivo. La apertura selectiva del 4,6-bencilidén
acetal en condiciones reductoras (TFA/TES)***"  proporciond el
correspondiente producto bencilado en la posicion 6, con un hidroxilo libre en
la posicion 4 (compuesto 92). La acetilacion del grupo hidroxilo produjo el

compuesto 93 totalmente protegido. La conversion de 93 a tricloroacetimidato
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de glicosilo (compuesto 79, 70%) se logré por desproteccion del sililo
anomérico utlizando un exceso del complejo (HF),Py y posterior tratamiento
del lactol con tricloroacetonitrilo (CI;CCN) y cantidades cataliticas de DBU
en CH,Cl,.

El compuesto 79 se sintetiz6 en tan sélo 3 pasos, a partir de un intermedio ya
preparado anteriormente, obteniéndose asi un donador de glucosamina méas
activado que estaba listo para ser usado en las glicosidaciones
correspondientes.

3.2.2.3. Preparacion de oligosacaridos de &acido hialurénico

utilizando la sequnda aproximacion sintética.

Una vez preparados los 3 bloques monosacaridicos 78, 79 y 80, se sintetizo,
en primer lugar, siguiendo una estrategia modular “1+1”, el trisacérido 96
(Figura 44).

BnOOC BnO BnOOC
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) C95 R=H
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Figura 44. Sintesis del trisacarido 96. Condiciones y reactivos: a) TMSOTf 20%, CH,Cl,, 0°C.;
72%; b) NH,NH,H,0, piridina-AcOH, CH,Cl,; 93%; c) TMSOTf 20%, CH,Cl,, t.a..; 41%.
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La glicosidacion entre el donador de glucosamina 79 y el aceptor 80 se llevo a
cabo a 0°C y con un 20% de promotor (TMSQOTT). El disacarido 94 se obtuvo,
tras purificacion por columna cromatografica, con un rendimiento muy bueno,
en comparacion a la glicosidacion con blogues menos reactivos (Figura 37).
Estos hechos confirman que el uso de bloques monosacaridicos més activados
nos permite evitar los problemas encontrados anteriormente, pasando de un

rendimiento del 30% a un 72% en la formacién del enlace GIcN-GIcA.

Con el objetivo de elongar la cadena, el disacarido 94 se convirtié en el
aceptor correspondiente por tratamiento con acetato de hidracina en

diclorometano (compuesto 95, 93%).

El aceptor recién formado se glicosidd con el donador de acido glucurénico
78. En la glicosidacion, llevada a cabo a temperatura ambiente, se obtuvo el
trisacarido 96, con un rendimiento del 41%.

Se decidio preparar también el tetrasacarido de &cido hialurénico 98 (Figura
45). Asi, el correspondiente aceptor trisacaridico 97, preparado facilmente con
un rendimiento del 71%, se glicosidé con el donador de glucosamina 79
previamente preparado. La reaccion proporciond, con un rendimiento del
64%, el tetrasacarido 98.
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Figura 45. A) Sintesis del tetrasacarido 98. Reactivos y condiciones: a) NH,NH,H,O, piridina-
AcOH, CH.Cl,; 71%; b) TMSOTf 20%, CH,Cl,, 0°C; 64%. B) Espectro de 'H-RMN del
tetrasacarido final protegido indicando el desplazamiento quimico de los 4 protones

anoméricos.
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Una vez obtenidos, con buenos rendimientos, un trisacarido y un tetrasacérido
de 4&cido hialurénico, estudiamos las reacciones de desproteccion que

conducen a los productos finales desprotegidos (Figuras 46 y 47).

BnOOC BnO BnOOC
Levow
BnO OomP

NHTCA

96

"00C BnO ‘00C
HOON HO X0\
BnO 0 BnO OMP
OH NHAc OH

99

“00C HO ‘00C

HO Q HO 0 Q
H&/&/ﬂgﬁ&ow

OH NHAc OH
44

Figura 46. Desproteccion del trisacarido 96. Condiciones y reactivos: a) LIOH/H,0,, THF;
NaOH, MeOH; TEA, Ac,0, MeOH; 87%; b) H,, Pd(OH),, MeOH/H,0; cuantitativo.

Para evitar la eliminacién en medio basico del proton 5 de las unidades de
GIcA, con la consiguiente formacion de un doble enlace en la posicion 4,5y
ruptura del enlace glicosidico, se procedi6 al tratamiento con LiOH/H,0, en
THF, durante 24 horas, transformando asi los grupos R-COOBn en los
correspondientes carboxilatos. A continuacion, se afiadi6 NaOH 4M y MeOH
para desproteger el resto de grupos acilos, obteniéndose asi el compuesto
intermedio con el amino libre. La N-acetilacion (Ac,O/TEA en MeOH) de la
posicion 2 de la glucosamina dio répidamente el compuesto 99 con un
rendimiento del 87%. Para poder caracterizar méas facilmente el compuesto N-
acetilado se formd la sal sodica correspondiente, por elucién a través de una
columna de DOWEX Na™.
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La ultima reaccion de desproteccion (hidrogenacion) no es trivial, dada la
inestabilidad del grupo 4-metoxifenilo en presencia de grandes excesos de
Pd(OH),. Por lo tanto, la cantidad de catalizador utilizada en esta reaccion es
un aspecto muy importante de la misma. Usando una cantidad de Pd(OH),
similar al nimero de miligramos de producto de partida, en una mezcla H,O-
MeOH 9:1, se obtuvo cuantitativamente el producto final, el trisacarido

desprotegido 44, con un excelente rendimiento.

La desproteccion del tetrasacarido 98 (Figura 47) se llevo a cabo en las
mismas condiciones puestas a punto para el trisacarido 96.

BnO BnOOC BnO BnOOC
AcO 2o O AcO % o o
LevO BnO o BnO OMP
NHTCA OBz NHTCA OBz
98

o c OH
100
b)
HO "00C HO 00C
MR om0 R0 o
HO HO o HO OMP
Ac OH NHAC OH
D C B A
45

Figura 47. Desproteccion del tetrasacarido 98. Condiciones y reactivos: a) LIOH/H,0,, THF;
NaOH, MeOH; TEA, Ac,0, MeOH; 64%; b) H,, Pd(OH),, MeOH/H,0; cuantitativo.

Después del tratamiento con LiOH/H,0, en THF (24 horas), la saponificacion

de los grupos acilos se obtuvo afiadiendo MeOH y una solucién acuosa de
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NaOH 4M. Al cabo de 5 dias de reaccidon, se N-acetil6 por tratamiento con
Ac,0y TEA (compuesto 100, 64%).

Finalmente, la hidrogenacion de los 4 grupos bencilo produjo con un
rendimiento cuantitativo el tetrasacérido 45 (Figura 48).

H1B

H1A H1C

1.839
1.954 =

Figura 48. Espectro de 'H-RMN del tetrasacarido final desprotegido 45 indicando el
desplazamiento quimico de los 4 protones anomeéricos.
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3.2.3. Sintesis de oligosacdridos de HA asistida por un espaciador
perfluorado.

Utilizando estos nuevos bloques monosacaridicos mas activados conseguimos
resolver algunos de los problemas que habiamos encontrado en la sintesis de
oligosacéridos de HA, como por ejemplo los bajos rendimientos de las
glicosidaciones, la formacion de productos intermedios (triclorooxazolina) y

las reacciones secundarias de descomposicion.

Con el objetivo de dar un paso mas, simplificando y reduciendo el nimero de
purificaciones necesarias, decidimos explorar una nueva estrategia, para la
sintesis de oligosacéridos de &cido hialurénico. Esta metodologia, que se basa
en la purificacion por extraccion a través de una fase solida fluorada (F-SPE
del inglés fluorous solid-phase extraction), nos permitié un rapido y sencillo
aislamiento de los productos deseados, una vez que estan funcionalizados con

una etiqueta perfluorada.

De hecho, el gran numero de purificaciones por columna cromatografica
convencional necesarias en la sintesis de oligosacaridos, la mayoria de las
veces complicadas y algunas veces poco productivas, es uno de los puntos

débiles de la sintesis de carbohidratos en fase liquida.

La F-SPE se introdujo en 1997°® y se caracteriza por el uso de una fase sélida
fluorada, como se ilustra en la Figura 49,>° que es tipicamente una gel de
silice perfluorada comercialmente disponible bajo el nombre de
FluoroFlash®.
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80% MeOH/H20
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100% DMSO, etc. 288G
N N
w N v N
U @)
N o\
Un un
U @)
silica gel silica gel
fluorada fluorada

Ly Ly

fraccién organica fraccién
no fluorada fluorada

Figura 49. Esquema de la F-SPE. Después de haber cargado el crudo de reaccion en el
cartucho que contiene la silica perfluorada, extraemos primero la fraccién no fluorada (a) y a
continuacion (b) la fraccion con todas las especies fluoradas.

En esta técnica, el crudo de reaccion, que contiene compuestos tanto fluorados
como no fluorados, se carga sobre un cartucho de gel de silica fluorada y se
lava con un disolvente (0 mezcla de disolventes) fluorofbico, como por
ejemplo MeOH-H,0O 4:1 (Figura 49a). En esta primera elucién, los
compuestos no fluorados se mueven con el frente del disolvente y se eluyen
inmediatamente, mientras que los compuestos marcados con una etiqueta
fluorada son retenidos en la gel de silice. La elucion con un disolvente
orgénico anhidro (MeOH seco, CH3;CN, THF, entre otros) proporciona la
fraccion fluorada que contiene el compuesto o los compuestos deseados
(Figura 49b). De esta manera, se evita la coleccion de un amplio nimero de
fracciones (tubos) y su posterior andlisis, caracteristico de la elucion de una
cromatografia en columna convencional, minimizando el volumen de

disolvente requerido y el tiempo empleado para la purificacion.
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Este método, aplicado a la sintesis de carbohidratos, permite la repeticion de
varios ciclos de glicosidacion con la finalidad, en teoria, de consumir
completamente el aceptor utilizado. Asi, el aceptor sin reaccionar,
oportunamente funcionalizado con un espaciador fluorado, se puede
facilmente recuperar en la fraccion eluida con MeOH 100%, junto con el
glicdsido obtenido, y volver a usarlo en un segundo ciclo de glicosidacion
para consumirlo y mejorar, de esta manera, el rendimiento global de la
reaccion. En claro contraste con la sintesis en fase solida, la sintesis asistida
por etiquetas perfluoradas no requiere el empleo de grandes excesos de
bloques de partida. Como veremos a continuacién, los equivalentes totales
necesarios son razonablemente bajos, similares a los usados en la quimica

convencional en solucién.

Desde que Curran ® y colaboradores publicaron la sintesis de un disacéarido
utilizando una etiqueta fluorada, se han publicado varias rutas para la
obtencién de oligosacéridos que recurren a esta metodologfa.®* La mayoria de
estos estudios se centraron en etiquetas introducidas en la posicion anomérica

de los oligosacéridos.

En nuestro caso, decidimos introducir el marcador perfluorado en las unidades
de GIcA durante la reaccion de esterificacion necesaria para la formacion de
dichas unidades. De esta forma, al unir la etiqueta perfluorada a través del
grupo carboxilato de los GIcA, nos podemos beneficiar de las ventajas de la

F-SPE sin necesidad de incluir etapas adicionales en nuestra ruta sintética.

Siguiendo el esquema de la Figura 50 se prepar6 un trisacarido de HA
marcado con una etiqueta perfluorada (compuesto 104). Como espaciador
elegimos el yoduro de heptadecafluoroundecilo (I-(CH,)s-CgF47), disponible
comercialmente, que tiene un nimero de atomos de fltor adecuado para poder
diferenciar compuestos fluorados de los no fluorados y, a la vez, mantener la

solubilidad en disolventes organicos.
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Figura 50. Sintesis del trisacarido 104 asistida por un espaciador perfluorado. Condiciones y
reactivos: a) TEMPO, BusNBr, KBr, CaCl,0,, NaHCO;, CH,Cl,/H,0; CgF17(CH,)sl, DMF,
60°C; 55%; b) TMSOTf 20%, CH,ClI,, 0°C; 2 ciclos; ¢) NH,NH,H,0, piridina-AcOH, CH,Cl,;
d) TMSOTf 20%, CH,Cl,, t.a..; 2 ciclos; 12%, 3 etapas desde 101; e) LiOH/H,0,, THF; NaOH,
MeOH; TEA, Ac,0; 90%

Como hemos dicho anteriormente, el aceptor 101 se prepar6 a partir del diol
89, intermedio de la ruta sintética de las unidades de GIcA (Figura 42)
mediante la misma secuencia de 2 reacciones. La oxidacion del hidroxilo
primario se llevé a cabo en las mismas condiciones vistas anteriormente

(Figura 50). El crudo de reaccion se disolvid directamente en DMF vy se trato
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con el agente alquilante (I-(CH,)s-CgF17), introduciendo de esta manera el
espaciador perfluorado en el bloque de glucurénico (compuesto 101, 55%).

El aceptor recién formado se glicosidé con el donador de glucosamina 79 en
las condiciones puestas a punto anteriormente. El crudo de reaccion se
purificd rapidamente utilizando una columna de silica perfluorada (F-SPE).
Aprovechando la presencia del espaciador, se eluyeron, en MeOH:H,0 4:1,
primero todos los compuestos no fluorados (en este caso los derivados del
donador y residuos del promotor). S6lo cuando se utiliz6 MeOH 100%
pudimos eluir el disacarido 102 y el aceptor 101 que no habia reaccionado, las

Unicas dos especies que contienen la etiqueta.

La fraccion eluida con metanol se analiz6 por espectrometria de masas
(Figura 51), donde se pudieron apreciar solamente los picos de los dos
compuestos 101 y 102, comprobando asi la utilidad de la etiqueta y la
sencillez del método de purificacion.

Intens. GM3-40.d: +MS, 2.3-2.4min #(70-73
"1065 1+
] 1514.0
2.0
15 aceptor disacarido
10] 1+
i 977.0
05
0ol | Baust0 664.2 767.5 11656 13910 ) . 17550 19310
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 mz:

Figura 51. Espectrometria de masas de la fraccion eluida con MeOH 100%, donde se pueden
apreciar los picos del aceptor 101 [M+Na]* y del disacéarido 102 [M+Na]".

En el espectro de proton de la misma fraccion se ven claramente las sefiales
del disacarido 102 y del aceptor 101. Segun las integrales, los dos compuestos

estan en una relacion estequiométrica 2:1 (Figura 52).
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Figura 52. Espectro de 'H-RMN de la fraccién eluida con MeOH 100%. La relacion
estequiométrica entre aceptor y disacérido se calcul6 basandose en sefiales aisladas de los dos
compuestos. Los protones del grupo bencilo nos permitieron deducir una ratio 2:1
disacérido/aceptor.

Con el objetivo de consumir el aceptor que no habia reaccionado, se llevo a
cabo un segundo ciclo de glicosidacién, en las mismas condiciones,
calculando los equivalentes de donador necesarios para completar la reaccion.
Como hemos dicho anteriormente, hay que remarcar que esta técnica permite
realizar varios ciclos de reaccion, sin que esto suponga un elevado gasto de
donador. En nuestro caso, en los dos ciclos utilizamos sélo 1.65 equivalentes
en total. Después del segundo ciclo de glicosidacion se obtuvo una mezcla
disacarido/aceptor en una proporcion 6:1 (Figura 53), confirmando la utilidad
de este segundo ciclo para consumir el aceptor 101 practicamente en su
totalidad. Desafortunadamente, también observamos una significativa pérdida
de material fluorado (aproximadamente un 10%) después de cada extraccién
F-SPE. Esta importante limitacion desaconsejaba la realizacion de mas ciclos

para terminar de consumir el aceptor 101.
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Figura 53. Espectro de *H-RMN de la fraccion eluida con MeOH 100% después del segundo
ciclo de glicosidacion. Basandose en las sefiales de los protones del grupo bencilo, calculamos
una nueva ratio disacarido/aceptor, que resultd ser 6:1.

3.300
5.206

Por esta razon, el aceptor disacaridico 103 (Figura 53) se prepard
directamente a partir del compuesto 102 por tratamiento con acetato de
hidracina en diclorometano. El crudo de reaccion se purificd por gel de silica
perfluorada, obteniéndose el aceptor correspondiente. Por espectrometria de

masas (Figura 54) se pudo confirmar el resultado de la reaccion.
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Figura 54. Espectrometria de masas de la fraccion eluida con MeOH 100% después de
deslevulinacion. Se pueden apreciar los picos del aceptor monosacaridico 101 [M+Na]" y del
aceptor disacaridico 103 [M+Na]".
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Finalmente, el trisacrido 104 se obtuvo a través de dos ciclos de
glicosidacion con el donador de GIcA 78, utilizando las mismas condiciones
vistas anteriormente. La purificacién por F-SPE dio una fraccion eluida en
MeOH en la que podia verse el pico correspondiente al trisacarido deseado

por espectrometria de masas (Figura 55).
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Figura 55. Espectrometria de masas de la fraccion eluida con MeOH 100% después de dos
ciclos de glicosidacion. Entre otros, se pueden apreciar los picos del aceptor monosacaridico
101 [M+Na]*, del aceptor disacaridico 103 [M+Na]" y del trisacarido final 104 [M+Na]".

Para aislar el compuesto final 104 resulté necesaria una purificacion por TLC
preparativa. Finalmente, se obtuvieron 16 mg de trisacarido que corresponden
a un 12% de rendimiento global. Este bajo rendimiento puede explicarse por

varios motivos.

Observamos que los ciclos de glicosidacion estaban funcionando, dado que
por RMN se veia perfectamente que la ratio disacéarido/aceptor iba
aumentando (Figuras 52 y 53). Tedricamente, se podrian utilizar méas ciclos
hasta consumir totalmente el aceptor. Sin embargo, en cada purificacion por
F-SPE, hemos notado una pérdida de masa, alrededor de un 10% en peso, lo
que nos impidio realizar mé&s ciclos de reaccion para aumentar el rendimiento

global.

También hay que tener en cuenta los rendimientos moderados de las
glicosidaciones puestas a punto en la ruta sintética en solucidn, en particular

del acoplamiento con el donador 78.
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A pesar de estos problemas se ha sintetizado, utilizando pocos equivalentes de
donador, un trisacarido de HA, simplificando de forma significativa las
purificaciones de los intermedios. Utilizando esta estrategia, evitamos
purificaciones por cromatografia en silica flash que se caracterizan por ser
muy caras y muy lentas. La silica perfluorada, por contra, se puede lavar y

volver a utilizar para la siguiente purificacion.

Finalmente, para comprobar la utilidad del método, tuvimos que verificar que
la desproteccion del espaciador perfluorado no diese problemas y que
pudiéramos facilmente obtener el intermedio 99 (Figura 50), el mismo que se
preparo6 anteriormente en solucion para dar el trisacérido final (Figura 46).

Asi, la desproteccion del trisacarido marcado se llevo a cabo por tratamiento
con LiOH/H,0, en THF, durante 24 horas y con NaOH 4M en MeOH durante
los siguientes 4 dias, desprotegiendo de esta manera todos los grupos acilos y
obteniendo el compuesto intermedio con el amino libre. La N-acetilacion
(Ac,O/TEA en MeOH) de la posicion 2 de la glucosamina dio rapidamente el
compuesto 99, con un rendimiento final para las dos etapas de un 90%. A
través de un analisis por RMN y por espectrometria de masas, se confirmé la

estructura de 99.

En resumen, a pesar del bajo rendimiento obtenido en la preparacion del
trisacarido 104, consideramos que la ruta sintética asistida por etiquetas
perfluoradas que se ha desarrollado puede ser (til para facilitar la sintesis de
oligosacaridos de la familia de los glicosaminoglicanos. La estrategia
empleada permite disfrutar de las ventajas de las purificaciones por F-SPE sin
tener que afiadir etapas de reaccion adicionales para introducir y eliminar la

etiqueta.
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3.2.4. Estudio de la interaccion HA-proteina a través de experimentos STD
de RMN.

A continuacién, se describen los estudios de interaccion HA-proteina que se
han llevado a cabo con algunos de los productos sintetizados y que forman
parte de la Tesis Doctoral del Dr. Juan Carlos Mufioz-Garcia,®® realizada en
nuestro grupo de investigacion bajo la supervision de los Dres. Jests Angulo
y Pedro M. Nieto.

Los disacaridos 42 y 43 (Figura 56) se han utilizado para estudiar las
caracteristicas estructurales de las interacciones de una proteina modelo, la
langerina, con derivados de &cido hialurénico. La interaccion de estos dos
compuestos con langerina se evalud mediante una combinacion de
experimentos STD (del inglés saturation transference difference) de RMN y
técnicas de modelizacion molecular (docking).

OH OH
‘00C N3 -00C N3
H%%HO 2 o\j HO 2 R \j
o o HO OMO
OH NHAC NHAC OH
42 43

Figura 56. Disacéridos 42 y 43, de secuencia GIcA-GIcN y GIcN-GIcA respectivamente,
utilizados para el estudio de su interaccion con la langerina por STD-RMN vy docking.

La langerina es una lectina tipo C, es decir, una proteina que reconoce e
interacciona con carbohidratos de una manera dependiente de iones calcio.®®
Las lectinas, en general, reconocen carbohidratos neutros por interaccion con
dos grupos OH contiguos ecuatoriales (p. ej. manosa, glucosa y GIcNAc

poseen dos OH ecuatoriales en las posiciones 3y 4)
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Lo que distingue y, por lo tanto, hace interesante y diferente a la langerina
frente a otras lectinas es que ademas ésta interacciona con azucares cargados,
como los GAGs. Todavia se desconocen las implicaciones bioldgicas de esta
interaccion, aunque todo apunta a que esta propiedad de la langerina esté
relacionada con su participacion en la formacion de unos organulos
intracelulares que engloban y destruyen virus y patogenos (los granulos de
Birbeck). En este contexto resulta interesante estudiar la interaccion de la

langerina con el &cido hialurénico.

El STD *®% es una técnica de RMN de observacion del ligando utilizada
para evaluar la interaccién, y los sitios involucrados en ella, entre una
molécula de bajo peso molecular, el ligando (carbohidrato en este caso), y una
proteina de alto peso molecular. Trabajando con un exceso de ligando no se

ven las sefales de la proteina, sino que sélo se detectan las del ligando.

En un experimento de STD (Figura 57), se irradia en una zona del espectro
donde no hay sefiales del ligando pero si de la proteina, que es saturada.
Cuando se forma el complejo proteina-ligando, la irradiacién se trasfiere por
NOE intramolecular de la proteina al ligando. Al disociarse, el ligando lo hace
con la magnetizacion adquirida en el estado enlazado. De esta manera, la
magnetizacion de cada protdon del ligando cambia, de acuerdo con la

geometria del estado enlazado.
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Figura 57. Representacion esquematica de un experimento de STD. La irradiacion en una zona
concreta del espectro se transfiere al ligando por NOE intramolecular. Los protones se veran
méas o menos afectados, dependiendo del grado de implicacidn en la interaccién proteina-
ligando.

Los protones que se ven mas afectados por esta trasferencia de magnetizacion
tendran una intensidad menor en el espectro (ON resonance). La diferencia
entre el espectro ON resonance y el espectro de referencia del ligando (OFF
resonance) se define como espectro de STD (Figura 58). Los valores de
intensidad reflejan la proximidad de los contactos del ligando con la proteina.
De esta manera podemos estimar los protones méas involucrados en la

interaccion ligando-proteina.
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Figura 58. La diferencia entre el espectro OFF-resonance y el espectro ON-resonance da como
resultado un espectro de STD. Las intensidades de las sefiales en el espectro de STD son
proporcionales a la implicacién del mismo protén en la interaccion con la proteina.

A priori, sélo teniendo en cuenta la estructura de los dos disacaridos 42 y 43,
podriamos esperar gque ambos interactuaran con la langerina, ya que contienen
los dos 4tomos de oxigeno ecuatoriales en el terminal no reductor necesarios

para quelar el ion calcio y para enlazar la proteina.

Sin embargo, la ausencia de sefiales de ligando en el experimento de STD
RMN con el disacarido 42 de secuencia GICA-GIcN (Figura 59) indicé

claramente la ausencia de interaccion ligando-proteina en este caso.
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espectro de referencia
(off resonance)

espectro de STD

Figura 59. Espectro de referencia y de STD del disacarido 42 en presencia de langerina (en una
relacion proteina:ligando 1:60) a 10°C, 6 segundos de tiempo de saturacién y a 500 MHz.
*Sefial del buffer.

Por otro lado, se observo unién del disacarido 43, de secuencia GIcN-GIcA, a
la proteina (Figura 60b). Para confirmar la importancia del calcio en esta
interaccién se afiadid un exceso de EDTA-d;,, un quelante del ion calcio
(Figura 60c).

(a)

(c)

6 s a 3 2 1 ppm

Figura 60. La interaccion del disacarido 43 con langerina es calcio dependiente. a) espectro de
referencia. *Sefial del buffer. b) Espectro de STD para el disacarido 43. Los puntos indican las
sefiales STD del ligando. c) Espectro de STD para el disacarido 43 en presencia de langerina en
un buffer 10 mM EDTA. (relacién proteina:ligando 1:27, 10°C, 4 segundos de tiempo de
saturacion).

99



Capitulo 3 Sintesis de Oligosacéaridos de HA

A través de las curvas de acumulacion de STD para el disacarido 43, podemos
evaluar los protones del ligando més involucrados en la interaccion con
langerina, definiendo de esta manera un epitopo de union. Asignando
arbitrariamente un valor de 100% al proton que recibe la saturacion mas
rapidamente (H3 de GIcN) se puede calcular el valor relativo para los demas
protones (Figura 61).

’63% 0%

m%/ NH \wHof fou\ \ﬁ\/\ﬁ\/

OT/ s, 25%  25% 0% 0%

57%

Figura 61. Epitopo de union del disacarido 43 en su interaccion con langerina. Los valores
relativos se calculan tomando como referencia (100%) el H3 de la glucosamina, que es el
protén que recibe mas saturacion. Algunos protones no se pudieron cuantificar debido a
solapamiento de las sefiales. *Los valores de STD de los protones H4 y H5 de la unidad de
glucosamina se han considerado equivalentes debido a solapamiento.

Analizando el epitopo de union para el disacarido 43 (Figura 61), se deduce
gue los protones que establecen los contactos mas cercanos con la superficie
de la proteina son H3, H4, H5, H6 y los protones CH; de la acetamida del
anillo de GIcNAc del terminal no reductor, hecho que pone de relieve la

importancia de este residuo de la molécula en la unién con la langerina.

Este resultado, junto con la observacion de la eliminacion de la union a la
proteina después de la retirada del cation divalente, apoya firmemente que el

disacarido 43 se une a langerina en el sitio de unién dependiente de Ca*, por
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una coordinacion clasica del ion de calcio a través de los oxigenos

ecuatoriales del anillo del terminal no reductor.

El residuo de &cido glucuroénico participa en un menor grado en la union; los
protones H4 y H5 de este anillo también dieron lugar a STD, pero su
cuantificacion no fue posible debido al solapamiento de las sefiales. Con
respecto a los protones del espaciador 3-azido propanol, éstos no participan en
la unién (ausencia de sefiales de STD), por lo que es l6gico imaginar que el
espaciador permanece expuesto al disolvente cuando se forma el complejo

proteina-ligando.

Paralelamente a los experimentos de STD, se utilizé la técnica computacional
de docking para estudiar y explicar, por un lado, el epitopo del disacarido 43
y, por otro lado, las razones por las cuales el disacarido 42 no se une a la
proteina.

Los resultados de estos estudios ponen de relieve que existen interacciones
repulsivas entre el carboxilato del &cido glucurénico del terminal no reductor
del disacarido 42 y una cadena lateral de un residuo de glutamato de la

langerina, que destabilizan la unién disacarido-langerina (Figura 62).
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Figura 62. Representacion de las interacciones repulsivas y destabilizantes del disacarido 42
(en la orientacion O3-0, y 04-05) con los residuos de glutamato E285 y E293.

Como se puede apreciar en la Figura 62, el disacéarido 42 puede entrar en el
sitio de unién de dos maneras: de forma similar a la laminatriosa, la
orientacion O3-O, (a la izquierda), o en la orientacion O4-Os;, imagen
especular de la primera, (a la derecha). En ambas, la disposicion paralela de
los grupos carboxilato con respecto al GLU285 0 al GLU293 puede explicar la

ausencia de interaccion entre este disacarido y la langerina.

Los oligosacaridos sintetizados en este capitulo se estan usando ademas para
el estudio de la interaccion HA-CD44, a través de una colaboracion con el Dr.
Jesus Angulo (Universidad de East Anglia, Norwich). Como se indic6 en el
capitulo 1, CD44 es un receptor natural de HA implicado en la migracion de
la células tumorales, por lo que se espera que estos estudios aporten datos

interesantes, a nivel molecular, sobre la implicacién del HA en este proceso.
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4. Sintesis de oligosacaridos de sulfato de condroitina.

4.1. Antecedentes.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, que desarrolla un sistema de
clasificacion internacional de todos los farmacos basado en sus propiedades
quimicas, farmacoldgicas y terapéuticas, el sulfato de condroitina pertenece a
la categoria de farmacos antiinflamatorios y antirreumaticos no esteroideos.
Ademas, el CS se utiliza también en medicina veterinaria y como suplemento

nutricional.

Las funciones bioldgicas especificas de este glicosaminoglicano son, en la

actualidad, todavia un tema de intensa investigacion.

Como ya se ha dicho anteriormente, refiriéndonos a los GAGs en general, las

numerosas actividades que desempefia el sulfato de condroitina, como el
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67 [
I,

desarrollo y la regeneracion cerebra la unién a selectinas ® y su
participacion en la infeccion de la malaria,” estan intimamente relacionadas

con su estructura, estando esta Ultima altamente regulada in vivo.

El sulfato de condroitina se extrae principalmente de cartilago bovino, porcino
0 de cartilago de origen marino. EI método de extraccioén incluye un
tratamiento proteolitico seguido de una separacion especifica y una
purificacion por tamafio y nimero de cargas. Dependiendo de la especie
animal de la que se extrae y del método utilizado, el preparado puede estar
caracterizado por diferentes proporciones de grupos sulfatos, asi como por
diferentes pesos moleculares.

Con el fin de estudiar mejor la estructura y, en consecuencia, la actividad
bioldgica de estos compuestos, se requieren fragmentos puros, de longitud y
patron de sulfatacion definidos, que dificilmente pueden ser obtenidos por
extraccion de fuentes naturales. Por lo tanto, el progreso en este campo debera

basarse en la sintesis quimica de oligosacaridos.

Desafortunadamente, los oligosacéridos de CS no se preparan con facilidad, a

pesar de gque tengan una gran demanda.

Desde los primeros estudios realizados por Levene™ y Davidson,” el interés
acerca de los oligosacaridos de sulfato de condroitina ha crecido
enormemente. Sobre todo en los Gltimos afios, muchos investigadores han

centrado su interés en la obtencion de este glicosaminoglicano. #"

Veremos, a continuacion, algunas de las contribuciones mas importantes en
este campo, focalizando nuestra atencion en los trabajos de L. Hsieh-Wilson y

en los de J.-C. Jacquinet.
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Hsieh-Wilson y colaboradores,***! del California Institute of Technology de
Pasadena, desarrollaron un esquema sintético para la preparacion de
oligosacaridos de sulfato de condroitina, en el que la introduccion de los
grupos sulfato en posiciones precisas de la cadena permitio la sintesis de
estructuras definidas, tales como tetrasacéaridos tipo CS-E, CS-C, CS-A 'y CS-

R (ver més adelante, Figura 65).

Como hemos visto anteriormente en el Apartado 1.5.2, este estudio demostro
qué motivos de sulfatacion actan como elementos de reconocimiento
molecular de factores de crecimiento y modulan, asi, el desarrollo neuronal
(Figuras 14 y 15).

En este esquema sintético, el grupo de Hsieh-Wilson prepard el bloque
disacaridico 106 (Figura 63) a partir del donador de acido glucurénico 105a 'y
el aceptor de galactosamina 105b. El disefio de grupos protectores empleado
permitié la obtencion de diferentes patrones de sulfatacion.

pMP
$o
MeoOC NH o .
TBngMOJI\CCIg " Ho O—
OBz NHTCA
105a ‘ 105b
pMP
$o
MeOoC 0 o
TBSO: o 0
OBz NHTCA
106

Figura 63. La glicosidacion entre el donador 105a y el aceptor 105b dio el disacarido base 106,
adecuadamente protegido, que sera utilizado para la sintesis del tetrasacarido correspondiente,
utilizando una estrategia 2+2. (pMP = p-metoxifenilo).
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Como donadores, eligieron los tricloroacetimidatos y utilizaron directamente
unidades de &cido glucuronico, en vez de glucosa para las glicosidaciones. La
proteccion de las posiciones 4 y 6 de los bloques de galactosamina con un p-
metoxibencilidén acetal, permitid, después de su desproteccion, la
introduccién de grupos sulfato en ambos o en uno solo de los hidroxilos.
Como grupo ortogonal en la posicién 4 del terminal no reductor, utilizaron el
tert-butildimetilsililo (TBS), que puede ser desprotegido selectivamente para
permitir la elongacion de la cadena oligosacaridica. Para garantizar la
estereoselectividad del enlace glicosidico, las posiciones 2 de los monémeros
105a y 105b, se protegieron con los grupos participantes —-OBz y -NHTCA.
Finalmente, el hidroxilo anomérico de 105b se bloqued con un grupo alilo,
gue permite la funcionalizacién de las moléculas finales y su union, por

ejemplo, a superficies de vidrio para crear los correspondientes microarrays.

Hsieh-Wilson y colaboradores utilizaron el disacarido 106 como producto de
partida para la preparacion del donador 107 y del aceptor 108 (Figura 64).
Siguiendo una estrategia 2+2, obtuvieron, con un rendimiento moderado, el

tetrasacarido 109.

La reduccion radicalaria del N-TCA para dar el N-acetil derivado, y la
hidrdlisis del p-metoxibencilidén acetal proporcionaron el tetraol intermedio
110, compuesto clave para la obtencion de los diferentes patrones de

sulfatacion.
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106
pMP pMP
Co o
MeooC o o M MeooC .
TBSO N0 ocai, B£S§§:§Q»fo O~
OBz NHTCA OBz NHTCA
107 108
a)
DMP pMP
o
MeOOC o 00
TBSO
BzO Bj;§§:§¢L, _
NHTCA NHTCA
109
b)-c)
MeOOC MeOOC 0 OH
TBSO
NHAC NHAC
110

Figura 64. Sintesis del tetraol de CS 110. El disacérido base 106 se utilizd para preparar el
correspondiente tricloroacetimidato 107 y el aceptor disacaridico 108. (a) La glicosidacion
entre estos dos disacaridos proporciond, con un rendimiento moderado del 44%, el
tetrasacarido 109. (b) La conversion radicalaria del NHTCA a NHAc y (c) la desproteccion de
las posiciones 4 y 6 de la unidad de galactosamina proporcionaron el tetraol intermedio 110,
con un patrén de grupo protectores apropiado para las siguiente reacciones de
sulfatacién/desproteccion.

Con el tetrasacérido 110 adecuadamente funcionalizado, estos investigadores
californianos pudieron sintetizar diferentes estructuras de CS con motivos
especificos de sulfatacion (ver detalles, Figura 65). Establecieron, de esta
manera, que la asociacion de la midkina (un factor de crecimiento neuronal) a

fragmentos de CS requiere, primero, una secuencia minima tetrasacaridica y,
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segundo, una disposicién especifica de los grupos sulfato, la que esta presente
en el oligosacérido tipo E (compuesto 111, Figura 65).

0SO3 0S0;
0803 0S0;
0,C
m % 2
o o) O
OH NHAC
a); d-e) 111 CS-E
HO _0soy H
0,C 3 0,c QH-0s0;
HONR oo 2 Q
HO o Ho o O
OH NHAc OH NHAc
112 CS-C
0SO03° oso3-
OH
" O % O
NHAC T NHAc
113 CS-A
OH_OH OH_on
éﬁ/ g&o
03 —_—
0SO3° 0350 0SO3° NHAc
114 CS-R

Figura 65. Esquema sintético para la preparacion de los 4 tetrasacaridos con diferentes
patrones de sulfatacion: a) CS-E: sulfatacion de las posiciones 4 y 6 del tetraol utilizando 50 eq.
del reactivo de sulfatacion; b) CS-C: sulfatacion selectiva de la posicion 6 (5 eg. de SO3MezN);
¢) CS-A: benzoilacion de la posicion 6 y sulfatacion de la posicion 4 (20 eq. de SO3Me;N); d)
desililacion; e) saponificacion; f) CS-R: bencilidenacion, saponificacion, sulfatacion de las
posiciones 2 y 3 de GIcA e hidrolisis del bencilidén acetal y del silil éter.

Este resultado subraya la necesidad de sintetizar oligosacaridos de CS de
tamafio y patrén de sulfatacion bien definidos para el estudio de las relaciones

estructura-actividad de estos compuestos.
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Otro grupo que ha centrado su atencion en el estudio de este GAG, es el de
Jacquinet, de la Universidad de Orleans en Francia. Estos investigadores
franceses han publicado varios trabajos relacionados con la sintesis de sulfato
de condroitina.®*® En sus primeros trabajos utilizaban, como material de

partida, bloques monosacaridicos sintéticos preparados en laboratorio.

En 2006, este grupo de investigacion desarrollé una semisintesis que
aprovechaba fuentes naturales, facilmente disponibles, como producto de
partida. Asi, la condrosina, la unidad disacaridica GIcA-GalN de repeticion
béasica del sulfato de condroitina (desulfatada y N-deacetilada), pudo
obtenerse por hidrolisis acida a partir del polimero natural. La sucesiva
formacion del metiléster (disacarido 115) y la N-tricloroacetilacion de la
posicién 2 de la galactosamina proporcionaron el disacarido desprotegido 116.
A partir del bloque disacaridico 116, en 10 etapas, Jacquinet y colaboradores

obtuvieron el compuesto 117 adecuadamente funcionalizado (Figura 66).

MeoOG o og MeOOC OH-OH
) HO o) o)
pg{;”ge;"—» HBWO OH A o OH
OH NHz*CI OH NHTCA
115 116
10 etapas
Ph
o)
MeooG o .
LevD’ o ONAP
OBz NHTCA
117

Figura 66. La hidrolisis acida del polimero natural de CS (resina acida IR-120, H,0; H,SO,
0.5M, 100°C), la esterificacion (AcCl, MeOH) y N-tricloroacetilacion (CI;CCOCI, piridina)
proporcionaron el disacarido 116, que en 10 etapas se transformo en el derivado completamente
protegido 117. (NAP = 2-naftilmetilo)
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Usando este disacérido, el compuesto 117, disefiaron una ruta sintética,
basada en una estrategia 2+2 y enfocada a la preparacion de oligosacaridos de
CS diferentemente sulfatados.”"® El patron de grupos protectores permitio la
elongacion de la cadena. La hidrélisis y activacion a imidato de la posicién
anomérica, por un lado, y la deslevulinacion, por otro, dieron acceso a los
correspondientes donadores y aceptores (compuestos 118 y 119, Figura 67).
De esta manera, Jacquinet y colaboradores sintetizaron fragmentos tetra- y
hexasacaridicos de CS con diferentes motivos de sulfatacion, entre ellos los de
tipo CS-A, CS-C y CS-E (Figura 67).
Ph
0
o}
Me0OC o
Levé)zam/o ONAP
OBz NHTCA

117

Ph
0 NH o7
LevO o] 0 J\ MeOOC,
BzO o 0~ ~cClg Ho% o]
OBz NHTCA BzO o ONAP
OBz NHTCA
118 119

ph Ph
0 0

MeOOG ? Me0OOG ?
Levo% O o o) o)
BzO o BzO o ONAP
OBz NHTCA OBz NHTCA
120

|

CS-A -C,-E

Figura 67. El disacarido base 117 se transformé en los correspondientes donador y aceptor 118
y 119. La glicosidacion entre 118 y 119 proporciono el tetrasacarido 120, que se utilizé para la
preparacion de los derivados con patron de sulfatacion tipo CS-A, -C y -E.
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Paralelamente a los trabajos de Hsieh-Wilson y Jacquinet en los que se usa el
TCA como grupo participante en 2, el equipo de investigacién japonés de

Tamura’’ desarrollé un esquema sintético diferente.

En este disefio, hay que resaltar que el disacarido modelo, utilizado para
preparar oligosacaridos de CS de tamafio diferente (compuesto 121), se
caracteriza por su secuencia inversa GalN-GIcA (Figura 68). En
contraposicion a los esquemas vistos anteriormente, Tamura y colaboradores

protegieron la posicién 2 de la galactosamina con un grupo azida.

Ph

o

o
o Meoog
)
LevO ¥ MBMOMP

3 OMBz
121

Figura 68. Disacarido modelo utilizado por Tamura y colaboradores. La posicion 2 del bloque
de galactosamina esta protegida por un grupo azida.

En el apartado siguiente describiremos nuestra aportacion a la preparacion de

oligosacaridos de CS.
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4.2. Resultados y discusion.

Como hemos dicho anteriormente, en el disefio de una sintesis enfocada a la
preparacion de oligosacéridos de CS, el patron de grupos protectores posee
una gran importancia. Este, por un lado, tiene que asegurar unos buenos
rendimientos en las glicosidaciones y la adecuada estereoselectividad del
enlace glicosidico. Por otro lado, tiene que facilitar las reacciones de
desproteccion y permitir, de esta manera, la obtencion de los motivos de
sulfatacion deseados.

Un punto muy importante en este disefio es el grupo protector elegido para la
posicion 2 de la unidad de galactosamina. Como hemos visto en los
antecedentes de este capitulo, en general se han usado dos grupos protectores
diferentes: el grupo azida (N3) y el grupo tricloroacetamido (NHTCA).”®

Los 2-azido derivados presentan algunas limitaciones dado que el grupo N; no
es un grupo participante. Esto puede generar una mezcla de o/B-glicésidos y
obliga muchas veces a un ajuste meticuloso de las condiciones de reaccion
para poder obtener exclusivamente el enlace glicosidico 1,2-trans. Por otro
lado, la desproteccién de este grupo no es trivial, y los problemas aumentan

cuando la cadena oligosacaridica contiene muchos grupos Nz.””

El grupo TCA,**37>7% 7 aunque es el més usado en la sintesis de oligémeros
de CS para proteger la posicion 2 de la hexosamina, también presenta algunos
inconvenientes. Como ya se ha dicho en el capitulo anterior, las oxazolinas
que se pueden formar explican en ocasiones los bajos rendimientos de las
glicosidaciones y obligan, la mayoria de las veces, a forzar las condiciones de
reaccion para evitar su formacion, lo cual puede conducir a productos de
descomposicién. Ademas, la hidrélisis basica de grupos NHTCA necesita
largos tiempos de reaccion.* La reduccion alternativa del NHTCA a grupo
acetamido, con BuzSnH/AIBN o Zn/AcOH, puede dar, en algunos casos,

intermedios mono- o dicloroacetamido.

114



Sintesis de Oligosacéridos de CS Capitulo 4

Por estas razones, y con la experiencia previa en la sintesis de oligosacaridos
de &cido hialurénico, en nuestro grupo de investigacion se han explorado
nuevos grupos protectores de la posicion amino para la sintesis de
oligosacaridos de CS, intentando resolver algunos de los problemas

experimentales que presenta actualmente la preparacion de estas moléculas.

En principio, consideramos que el grupo tetracloroftalimido (N-TCP) podria
ser, por las ventajas que lo caracterizan, una buena alternativa. Este grupo
protector no puede generar oxazolinas intermedias y favorece la formacion del
enlace glicosidico 1,2-trans. Ademas, la hidr6lisis del N-TCP no requiere

condiciones tan drasticas como su analogo, el grupo ftalimido (N-Phth).

Asi, en nuestro grupo de investigacion se sintetizo un disacérido de CS con
buen rendimiento usando bloques N-TCP. Pero, cuando se intent6 elongar la
cadena, los intentos de glicosidaciones, utilizando una estrategia 2+2, no
proporcionaron en ningin caso el tetrasacarido deseado.® Es importante
recordar que el tamafio tetrasacaridico muestra ya actividad bioldgica y unién
a determinadas proteinas, por lo que consideramos a los tetrameros de CS

como nuestro primer objetivo sintético relevante.

Decidimos, asi, abandonar el uso de este grupo, para explorar las
glicosidaciones con un nuevo bloque de galactosamina, la GaINHTFA 122,
protegida en su funcién amino con un grupo trifluoroacetilo (TFA) (figura
69).

El grupo N-TFA®:#8 se puede desproteger en condiciones basicas més
facilmente que el TCA 'y, al mismo tiempo, siendo un grupo participante,
asegura la estereoselectividad B del enlace glicosidico.®*® En la Tesis
Doctoral de Maria del Mar Kayser, desarrollada en nuestro grupo de
investigacion, se sintetizo el disacarido 123,% por glicosidacion de 78 y 122,
con un rendimiento muy alto, alrededor del 95%. El grupo silileno ciclico en

las posiciones 4 y 6 resultd crucial para el alto rendimiento de la
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glicosidacion, dado que con otros grupos protectores no se obtuvieron
resultados aceptables. Ademas este grupo puede permitir la facil manipulacion
de estas posiciones, con el objetivo final de introducir grupos sulfato en

posiciones precisas de la molécula.

(tBU)zSi\\O (tBU)ZSi\\O
BnOOC o J‘I‘ o o BnOOC o 0 o
LevO
Bn%o CCl + HO oMP '-e"é)n%o oMP
OBz NHTFA OBz NHTEA
78 122 123

Figura 69. Sintesis del disacarido de sulfato de condrotina 123. Condiciones y reactivos:
TMSOTT 10%, CH,Cl,, 0°C.; 95%

En este capitulo se describe la sintesis de un tetrasacérido de CS usando como
disacérido clave el compuesto 123, empleando para ello el acoplamiento 2+2

de bloques disacaridicos adecuadamente sustituidos.

4.2.1. Sintesis de oligosacaridos de CS, utilizando blogues de GaINHTFA.

Para la preparacién de oligosacaridos de sulfato de condroitina utilizamos el

blogue de acido glucurdnico 78, ya descrito en el Apartado 3.2.2.1.

A continuacidn, describiremos la sintesis de la unidad de GaINHTFA 122,

utilizada como aceptor en la obtencién del disacérido 123 (Figura 69).
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4.2.1.1. Preparacidon del aceptor de galactosamina 122, NHTFA

derivado.

Siguiendo el esquema de la Figura 70, sintetizamos el blogue de
galactosamina 122 desde el hidrocloruro de galactosamina comercial 124.

CH,OH OAc
HO)| o OH.OH A Ogc
a (0]
OH ) OH ) HO OH ) AcO OAc
N Na
NH,HCI N
125 126
124
OMe OMe
OA AcO
‘oAc ¥ _onac OACoAc
c) (0] d) o e) (0]
AcO OAc AcO OAc —— AcO OMP
NH,HCI NHTFA NHTFA
127 128 129
(tBu),Si=0
OH.OH 0
f) O 9) o)
HO OMP HO OMP
NHTFA NHTFA
130 122

Figura 70. Sintesis del bloque de GaINHTFA 122. Condiciones y reactivos: a) NaOH 1M, p-
OMeCgH,CHO; 60%; b) Ac,O, Piridina; 70%; c) acetona, HCI 5M; 80%; d) (CFs;CO),0,
Piridina, CH,Cl,; 80%; e) 4-metoxifenol, TMSOTf 15%, CH,Cl,, 0°C.; 97%; f) MeO Na®,
MeOH; 97%; g) tBu,Si(OTf),, Piridina; 88%.

En la presente Tesis Doctoral se optimizd la preparacion del derivado 129,
mejorando la ruta sintética descrita anteriormente por nuestro grupo de

investigacion.®

En ensayos anteriores, en los que se utilizd una mezcla de o/p acetatos para la

preparacion del derivado 129, el rendimiento fue moderado (40%),
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recuperandose el anémero a cuantitativamente. Este hecho indicaba que en la
reaccion de glicosidacion reaccionaba solo el andémero B, lo que puede

explicar el bajo rendimiento obtenido.

Decidimos, entonces, preparar la correspondiente B-GalNHTFA 128, para

mejorar el rendimiento de la reaccion de glicosidacion con el 4-metoxifenol.

La preparacion del B-acetato 128 # se llevd a cabo empleando como material
de partida el hidrocloruro de D-galactosamina 124 de la siguiente manera. En
primer lugar, se protegié el grupo amino con un grupo p-metoxibencilideno
(compuesto 125, 60%) que permitié la preparacion del B-peracetilado 126,
utilizando anhidrido acético y piridina, con un rendimiento del 70%. La
desproteccion de la funcion amino (compuesto 127, 80%) y posterior
introduccion del trifluoroacetilo (TFA) proporcionaron la B-GaINHTFA
deseada 128 con un buen rendimiento. Finalmente el p-acetato 128 se
glicosidd con el 4-metoxifenol para dar el glicésido 129 con un rendimiento
excelente (97%). Como hemos dicho anteriormente, utilizando la mezcla o/p-

acetato solo se obtuvo un 40% de rendimiento.

El triol 130 se preparé a partir del compuesto triacetilado por tratamiento con
metdxido sodico (97%). La proteccion selectiva con un 4,6-O-di-tert-
butilsililidén acetal, usando bistriflato de di-tert-butilsililo [tBu,Si(OTf),] en
piridina, proporcioné el bloque GalINHTFA 122 (88%) adecuadamente

protegido para ser utilizado como aceptor en la siguiente glicosidacion.

4.21.2. Sintesis de una secuencia tetrasacaridica de sulfato de

condroitina.

Como hemos visto anteriormente en la Figura 69, el monosacarido 122
demostr6 ser un excelente aceptor en la glicosidacion con el

tricloroacetimidato de glucurénico 78, generando de esta manera el disacarido
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correspondiente 123 con un rendimiento del 95%. El grupo benzoato de la
posicion 2 del GIcA permitié la obtencion selectiva del 1,2-trans glicésido.

El bloque disacaridico 123 se usO para la preparacion de una secuencia
tetrasacaridica de CS (compuesto 135), por acoplamiento 2+2 de dos
derivados disacaridicos, los compuestos 133 y 134 (Figura 71).
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Bnoﬁ&o&/m%o OMP
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Figura 71. Sintesis del tetrasacarido 135. Condiciones y reactivos: a) (HF),Py, THF, 0°C;
Lev,0, Py, DMAP; 83%; b) CAN, CH,CI,/CH;CN/H,0O; 81%; c) CI;CCN, DBU, CH,Cl,;
70%; d) NH,NH,H,0, piridina-AcOH, CH,Cly; 95%; e) TMSOTf, CH,Cl,, 0°C; 71%.
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Para poder llevar a cabo con éxito la glicosidacion 2+2 y con el objetivo de
garantizar la formacion del enlace 1,2-trans, tuvimos que cambiar el 4,6-O-di-
tert-butilsililideno de la unidad de galactosamina. Este grupo protector, de
hecho, conduce a la formacion selectiva de enlaces 1,2-cis (0 a-glicdsidos), a
pesar de la presencia de grupos participantes en la posicién 2.% En algunos
casos, también se ha descrito la pérdida de estereoselectividad p con 4,6-O-
bencilidén derivados de galactosamina que poseen un grupo participante en
2.89

Por estas razones, decidimos introducir, en una primera aproximacion, grupos
levulino en 4 y 6 de galactosamina. Estos, a pesar de no ser ortogonales, dada
la presencia de otro levulino en la secuencia disacaridica, son los que menos
problemas han generado a la hora de su introduccion. En este punto es
importante resaltar que la manipulacion de los grupos protectores en estos
derivados de GaINHTFA no es trivial ya que estos compuestos suelen formar

geles o ser insolubles en un gran nimero de disolventes organicos.

Asi, el disacarido 123 se transformd en el compuesto 131 por desililacion de
las posiciones 4 y 6 y posterior tratamiento del diol correspondiente con
anhidrido levulinico y DMAP. EI tricloroacetimidato 133 se obtuvo, con
buenos rendimientos, por hidrélisis del grupo 4-metoxifenilo de la posicion
anomérica (compuesto 132) y posterior tratamiento con tricloroacetonitrilo y
DBU en CH,Cl,.

Por otro lado, el aceptor disacaridico (compuesto 134) se obtuvo facilmente y
con buen rendimiento por deslevulinacion de la posicion 4 del terminal no

reductor con hidracina monohidrato en una solucién Py/AcOH.

La glicosidacién entre el donador 133 y el aceptor 134, llevada a cabo en
diclorometano a 0°C y utilizando un 10% de promotor, proporcioné con un

rendimiento del 71% el p-tetrasacarido 135.
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El compuesto tetrasacaridico 135 se caracterizd por RMN (Figura 72) y
espectrometria de masas, comprobandose la utilidad de esta ruta sintética para

preparar tetrdmeros de CS.
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Figura 72. Espectro de *H-RMN del tetrasacarido protegido 135. En diferentes colores estan
indicadas las sefiales de los protones anoméricos. Las flechas indican las posiciones que se
sulfataran posteriormente.

2HBA
2H6C

La distribucion de grupos protectores disefiada para el tetrasacarido 135 puede
permitir la preparacion de secuencias de CS con diferentes motivos de

sulfatacién e incluso la elongacion de la cadena oligosacaridica.

En una primera aproximacion, y para demostrar que nuestro disefio de grupos
protectores es compatible con la secuencia de reacciones de desproteccion y
de sulfatacién necesarias para la obtencion de las moléculas finales,
decidimos sintetizar el compuesto persulfatado 140 (Figura 73). Este derivado
contiene siete grupos sulfatos, en las posiciones 4 y 6 de las galactosaminas y
2y 4 de las unidades de glucurénico. Este patron de sulfatacion no es natural,

pero resultd interesante su preparacién, para poder comparar su actividad
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biolégica con derivados sintetizados anteriormente en nuestro grupo de

investigacion.

En concreto, esta eleccidn se baso en el hecho de que un analogo de 140, que
contiene un écido idurénico en el terminal no reductor,® era capaz de unirse a
FGF-2. Todo esto se vera mas detalladamente en el siguiente capitulo de esta
Tesis.

OR 1
BnOOG LevO O'E)e" B1OOG OF(;
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OBz NHTFA 0Bz NHTFA
2 C 135 RY,R?=(tBu),Si
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0SO05 0SO3
0,G 0803 ¢ 0SO05
‘0.SO (6] (0] (6] (0]
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0S03 NHAc 0SOg NHAc
D c B A
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Figura 73. Reacciones de desproteccion y sulfatacién para la preparacidn del tetrasacarido
persulfatado 140. Condiciones y reactivos: a) (HF),Py, THF, 0°C; 75%; b) LiOH, H,O,, THF;
NaOH, MeOH; c) Ac,0, MeOH, Et3N; 90% (2 etapas, desde 136); d) SOy MesN, DMF, 100°C,
MW, 2h; 56%; €) H,, Pd(OH),, H,0/MeOH, 97%.
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Asi, la hidrolisis del grupo silileno, utilizando (HF),Py en THF, proporciond
el diol correspondiente 136, que se sometié a saponificacion (137) y N-
acetilacion selectiva, para dar el compuesto 138, con un rendimiento del 90%

en las dos etapas.

La introduccion de siete grupos sulfatos en el compuesto 138 no es trivial. Los
problemas experimentales asociados a esta reaccion quimica, tales como los
bajos rendimientos de los productos aislados y los tiempos de reaccion, la
mayoria de las veces muy largos, llegando a ser incluso de varios dias, estan

ampliamente descritos en la literatura.?

En nuestro grupo de investigacion, se estudio el uso de microondas para llevar
a cabo la O-sulfatacion en derivados de heparina.® Se demostré que la
aplicacion de radiacion microondas reduce drasticamente los tiempos de
reaccion, lo que permitié una sulfatacion rapida y de alto rendimiento de
derivados di-, tetra- y hexasacaridicos.

Aqui, se aplicaron estas condiciones optimizadas para la persulfatacion del
derivado 138. Asi, el tratamiento del intermedio 138 con el complejo de
sulfatacion (SO3NMe;z) a 100°C, usando microondas, dio el tetrasacarido
hepta-O-sulfatado 139 con un rendimiento del 56%, en tan sélo 2 horas.

La introduccién de los grupos sulfato en las posiciones deseadas se confirmé
por RMN de 'H y de **C. Como se puede apreciar en la Tabla 3, las sefiales de
'H de las posiciones sulfatadas del intermedio 139 y del producto final 140
aparecen a campo mas bajo en comparacion al producto no sulfatado. Los
datos resumidos en la Tabla 3 confirmaron la completa sulfatacion del

compuesto tetrasacaridico.
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Compuesto H-4A H-6A H-2B H-4C H-6C H-2D H-4D
138° 4.19-412  3.86-3.56 3.46 4.19-412  3.86-3.56 341 3.72-3.56
139° 4.96 4.36-4.10 441 4.96 4.36-4.10 4.41 4.93-4.85
140° 4.95 4.36-421 4.28-4.21 4.93 4.36-421 4.28-4.21 451

Tabla 3. Desplazamientos quimicos (*H-RMN) de las posiciones sulfatadas de los compuestos
139y 140 y de las correspondientes posiciones no sulfatadas de 138. %al sédica, en MeOD; Psal
sddica, en D,0.

Asi, por ejemplo, los protones de las posiciones 4 de las galactosaminas
(unidades A 'y C) se desplazan de 4.19-4.12 ppm, cuando no estan sulfatados,
a 4.96 ppm después de sulfatacion. Este hecho puede apreciarse también en
los espectros de RMN de **C (Tabla 4).

Compuesto C-4A C-6A C-2B C-4C C-6C C-2D C-4D
138% 67.6 61.1 72.7 67.6 61.1 73.0 -
139° 76.9 69.3-68.6 80.0 76.9 69.3-68.6 80.0 77.2
140° 77.0 69.0-68.7 80.7 77.0 69.0-68.7 80.7 79.0

Tabla 4. Desplazamientos quimicos (*C-RMN) de las posiciones sulfatadas de los compuestos
139y 140 y de las correspondientes posiciones no sulfatadas de 138. %al sédica, en MeOD; Psal
sodica, en D,0; °no determinado.

Finalmente, la hidrogenacién de los grupos bencilo de 139 proporciond el
tetrdmero de CS totalmente desprotegido 140.

Los espectros de masas (Figura 74) y de RMN de 'H (Figura 75) y de **C
confirmaron la estructura de 140. Los datos de RMN de 'H y de **C de las
posiciones sulfatadas (Tablas 3 y 4) estan de acuerdo con los aportados en la

bibliografia para derivados de sulfato de condroitina similares.
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Figura 74. Espectrometria de masas del compuesto final tetrasacaridico 140, donde se puede
apreciar el pico [M+7Na]?*
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Figura 75. Espectro de 'H-RMN del tetrasacarido final 140. En diferentes colores estén
indicadas las sefiales de los protones anoméricos. Las flechas indican las posiciones sulfatadas.
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En este capitulo, hemos presentado la sintesis total de un tetrasacérido de CS,
usando una nueva ruta sintética basada en el empleo de unidades de

galactosamina con un grupo N-trifluoroacetilo.

Tanto el intermedio dibencilado sintetizado (compuesto 139) como el

tetrasacarido final 140, ambos solubles en agua, se utilizaron, juntos con otros
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oligosacaridos preparados en nuestro grupo de investigacion, en estudios de
interaccion con la proteina modelo FGF-2, como veremos en detalle en el

Capitulo 5.
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5. Estudios de las interacciones GAG-proteina

5.1. Métodos para la evaluacion de las interacciones carbohidrato-

proteina.

Como ya hemos dicho anteriormente, los glicosaminoglicanos se caracterizan
por una estructura muy compleja que explica las numerosas funciones
bioldgicas en las que estas biomoléculas estan implicadas. Estas actividades
bioldgicas estan mediadas por interacciones especificas entre determinadas
secuencias y ciertas proteinas. Resulta, por tanto, evidente la importancia que

tiene el estudio de estas interacciones GAG-proteina.

En este capitulo de la presente Tesis Doctoral, hemos centrado nuestra

atencion en la evaluacion de la afinidad de algunos compuestos sintéticos,
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preparados en nuestro laboratorio, por una proteina modelo, el factor de
crecimiento para fibroblastos béasico (FGF-2). Para poder estudiar la afinidad
de los GAGs sintéticos por FGF-2, se han desarrollado dos métodos
experimentales basados en medidas de fluorescencia. Los resultados de estos
experimentos pueden complementar los obtenidos a través de otras técnicas
como la RMN, la microcalorimetria o la cristalografia de rayos X. El conjunto
de los resultados provenientes de diferentes métodos proporciona una
informacién completa, Gtil para poder conocer profundamente las bases de

estos procesos bioldgicos de reconocimiento molecular.

A continuacion, veremos un resumen de los métodos mas utilizados en los
estudios de las interacciones GAG-proteina® En el apartado 5.2
presentaremos los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral,
analizando los protocolos optimizados para los estudios de las moléculas

sintetizadas en su interaccion con la proteina modelo FGF-2.

Una de las técnicas mas utilizadas para evaluar las interacciones GAG-
proteina es la cromatografia de afinidad. En este método, el
glicosaminoglicano o la proteina se inmovilizan en una matriz sélida dentro
de una columna y su pareja de union se deja fluir a lo largo de la columna,
permitiendo asi el enlace entre las dos biomoléculas. Dado que las
interacciones entre las proteinas y los GAGs tienen una gran componente
electrostatica, la cantidad de sal necesaria para eluir el ligando unido a lo
largo de la columna, es una medida cuantitativa de la afinidad de union. La
limitacion de este tipo de ensayos es que s6lo se revela la componente
electrostatica y no se tienen en cuenta otros tipos de unién, tales como los

enlaces de hidrégeno y las interacciones hidrofébicas, también importantes.
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No obstante, la cromatografia de afinidad es una herramienta Gtil para estudiar
las interacciones GAG-proteina.

Otras dos técnicas que necesitan la inmovilizacion previa de una de las
moléculas de interés sobre una superficie son la resonancia de plasmon
superficial o SPR (del inglés surface plasmon resonance) y los microarrays
de carbohidratos. A diferencia de la cromatografia de afinidad, estos
experimentos tienen la ventaja de no necesitar mucha cantidad de muestra

para el andlisis.

La resonancia de plasmon superficial es una valiosa herramienta analitica que
permite monitorizar, con gran sensibilidad y en tiempo real, interacciones
moleculares superficiales. En este método, una de las especies que interactian
se inmoviliza sobre la superficie de una lamina de oro y la pareja de union se
hace fluir a través de este chip. EI cambio del indice de refraccion que resulta
de la interaccion entre las dos biomoléculas se mide como una variacion en la
intensidad y en el angulo de la luz reflejada desde la superficie de oro. La
magnitud de este cambio es directamente proporcional a la masa del complejo
y proporciona una valoracion en tiempo real de las velocidades de asociacion
y disociacién a partir de las cuales se pueden calcular las correspondientes
constantes de disociacion. La ventaja mas importante de este método es que
las sefiales se obtienen utilizando cantidades minimas de material, del orden
de microgramos. Si bien esta técnica puede proporcionar informaciones
importantes sobre la cinética de unidn, tiene la desventaja de requerir la

inmovilizacion del ligando al soporte sélido.

Los microarrays®™ se han convertido en una herramienta estandar para el
estudio de las interacciones de biomoléculas (proteinas, anticuerpos, células y
virus) con carbohidratos (glicoarrays o microarrays de carbohidratos). Esta
técnica utiliza un portaobjetos de vidrio de tamafio estdndar donde se
inmovilizan, de manera covalente o no covalente, los carbohidratos,

sintetizados quimicamente o aislados de fuentes naturales. Esta
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inmovilizacion se lleva a cabo por medio de robots de impresion. Una vez
inmovilizados los compuestos que se quieren examinar, se incuban las
proteinas sobre los microarrays, permitiendo la unioén a los carbohidratos
expuestos en los soportes. Las proteinas que no se han unido se lavan,
elimindndolas de la superficie. En el siguiente paso, se detectan las
interacciones ligando-proteina. Los metodos de deteccion basados en
fluorescencia son los mas ampliamente utilizados debido a la alta sensibilidad
y a la disponibilidad de lectores de fluorescencia de alta resolucion. El
procedimiento estandar implica el uso de dos anticuerpos, uno primario y otro
secundario, éste Ultimo marcado fluorescentemente, lo que permite la
deteccidn de la sefial de fluorescencia del complejo formado. La ventaja mas
importante de la tecnologia de los glycorrays, en comparacion con los
enfogques mas convencionales que se utilizan en la SPR y en la
microcalorimetria, es la capacidad de detectar varios miles de eventos de
unién en una sola placa, utilizando cantidades minimas tanto de ligando como

de proteina.

A través de técnicas como la espectroscopia de RMN y la cristalografia de
rayos X se pueden obtener informaciones estructurales extremadamente
precisas acerca de las interacciones carbohidrato-proteina. El analisis de RMN
proporciona datos estructurales y conformacionales que son utiles en la
identificacion de los puntos de contacto entre las moléculas que interactdan.
Aunque los experimentos de RMN dan una imagen detallada de la interaccion
entre los GAGs y la proteina (como se ha visto en el apartado 3.2.4 de la
presente Tesis Doctoral), la falta de sensibilidad de este método obliga a
utilizar cantidades en el orden de poco miligramos, aumentando los problemas
de solubilidad.
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Otra técnica usada para el estudio de las interacciones GAG-proteina es la
microcalorimetria. Este método proporciona informacion sobre la
termodinamica de las interacciones ligando-proteina. Una de las dos especies
gue se quiere estudiar se introduce, en solucion, en una célula termostatizada.
A continuacién, la otra especie se inyecta poco a poco en dicha célula. El
calor liberado durante la formacion del complejo ligando-proteina se mide
después de cada inyeccidén, ofreciendo una curva de titulacién sigmoidal.
Mediante el ajuste de esta curva, se pueden obtener los valores de entalpia, la
constante de asociacion y la estequiometria de unién. Aunque muy util, la
microcalorimetria tiene la gran desventaja de necesitar cantidades del orden
de miligramos por cada especie en examen, lo que implica concentraciones

relativamente altas de analitos que pueden conducir a precipitacion.

La espectroscopia de fluorescencia es un método muy sensible que también
puede proporcionar informacién acerca de las interacciones GAG-proteina.
De hecho, en esta Tesis se han usado medidas de fluorescencia para estudiar

dichas interacciones, tal y como se describe a continuacién.
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5.2. Resultados y discusion.

En este apartado describiremos los estudios de interaccion
glicosaminoglicano-proteina que se han realizado en esta Tesis Doctoral
utilizando los oligosacéridos preparados en nuestro laboratorio. Para ello, se
han puesto a punto experimentos basados en medidas de fluorescencia,
llevados a cabo en microplacas estandar con un lector de fluorescencia
convencional. Para la optimizacién de estos protocolos, hemos elegido el
factor de crecimiento para fibroblastos basico (FGF-2) como proteina modelo.
FGF-2 es una proteina implicada en la angiogénesis y en la proliferacion y
diferenciacion celular, que reconoce tanto heparina como sulfato de
condroitina. Los métodos desarrollados para estudiar este tipo de unidn
pueden aplicarse, en principio, a otros receptores proteicos menos estudiados.
Se han diseflado dos aproximaciones diferentes, como veremos a

continuacion.

En un primer experimento (Apartado 5.2.1), los oligosacéridos sintéticos se
inmovilizaron covalentemente en los pocillos de las microplacas y, a
continuacion, se incubaron con la proteina. La deteccion de la proteina
enlazada se llevo a cabo a través de la union a un anticuerpo primario y uno
secundario (este Gltimo marcado fluorescentemente). A través de este método,
pudimos analizar cualitativa y cuantitativamente la interaccion entre derivados

sintéticos de heparina y la proteina FGF-2.%

En segundo lugar (Apartado 5.2.2), hemos optimizado un experimento basado
en medidas de polarizacion de fluorescencia. En este caso, las interacciones se
han estudiado en solucidn, evitando asi los artefactos y los lavados asociados
a experimentos donde el ligando tiene que ser inmovilizado a una superficie
solida. A través de estos estudios, hemos evaluado las afinidades relativas de
una serie de compuestos frente a la proteina modelo, incluyendo, entre ellos,
los derivados tetrasacaridicos de sulfato de condroitina 139 y 140 (Figura 73),

sintetizados en esta Tesis Doctoral 2%
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Los resultados obtenidos muestran que los dos métodos son eficaces y
permiten el estudio de las interacciones carbohidrato-proteina utilizando solo

una pequefia cantidad de muestra (en el orden de nmol/pmol).

5.2.1. Estudios de interaccién glicosaminoglicano-proteina mediante

inmovilizacion de oligosacaridos a microplacas funcionalizadas.

Esta primera aproximacién para evaluar las interacciones carbohidrato-
proteina es muy similar a la de los microarrays de carbohidratos descritos en
el apartado anterior. En este protocolo, los oligosacaridos se inmovilizaron en
microplacas, y, a continuacion, se afiadieron la proteina y dos anticuerpos,
uno de ellos marcado fluorescentemente, con el objetivo de detectar la
proteina enlazada con el carbohidrato. Esta técnica se basa, por lo tanto, en el
andlisis de las intensidades de fluorescencia asociadas al complejo que se

forma entre la proteina y el compuesto a examen.

En este estudio se utilizaron los derivados de heparina 141-144, preparados en
nuestro grupo de investigacion por la Doctora Susana Maza Pérez (Figura
76) 92,20,90
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Figura 76. Derivados de heparina 141-144 sintetizados en nuestro grupo de investigacion y
utilizados para estudiar su interaccion con FGF-2. Los compuestos estan funcionalizados en su
posicién anomérica con un grupo amino para poder ser inmovilizados en las microplacas. El
monosacarido 145 se empled como control negativo.

El disacarido 141, el tetrasacarido 142 y el hexasacarido 144 son derivados de
heparina que contienen el patron de sulfatacion de la region regular de este
glicosaminoglicano. Ademas, se sintetizd6 el producto no natural
hexasacaridico que contiene un grupo sulfato adicional en la posicién 4 de la
glucosamina del terminal no reductor (compuesto 143). EI monosacéarido
disulfatado de glucosamina 145 (Figura 76) se utiliz6 como control negativo.
Todos estos compuestos estan adecuadamente funcionalizados en su posicion
anomérica con un espaciador amino, que permitié su inmovilizaciéon en las

microplacas (Figura 77).
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Nunc Immobilizer Amino™
384 pocillos
Volumen utilizado: 10-100 pL

o <9

FGF-2
(PBS + 1% BSA)
581 nM (50-70 nM)

Tampon bicarbonato de sodio
(50 mM, pH 9.6)
+ bromuro de hexadeciltrimetilamonio
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Figura 77. Los derivados de heparina 141-144 y el monosacérido 145 se inmovilizaron en
microplacas tipo Nunc Immobilizer Amino™ y se incubaron con el factor de crecimiento FGF-
2. A continuacion, se afiadieron los dos anticuerpos, uno de ellos marcado fluorescentemente.
La fluorescencia se midié utilizando un lector de fluorescencia convencional.

Asi, como se ilustra en la Figura 77, los derivados de heparina 141-144 y el
monosacarido 145, se inmovilizaron en microplacas de tipo Nunc Immobilizer
Amino™. Estos soportes estan adecuadamente funcionalizados para que
compuestos que contengan un grupo amino libre, tales como los
oligosacaridos sintetizados, puedan unirse a los pocillos de las microplacas.
Con el objetivo de reducir el volumen de solucién requerida para la

inmovilizacion utilizamos placas de 384 pocillos.

Para su inmovilizacion, los derivados de heparina 141-144 y el monosacarido
145 (Figura 76) se disolvieron en un tampén de bicarbonato de sodio (50 mM,
pH 9.6) y se incubaron en los pocillos durante una noche a temperatura
ambiente. Durante la optimizacion de este protocolo se comprobd que la
adicion, en el tampon de inmovilizacion, de bromuro de

hexadeciltrimetilamonio, a una concentracion 100 veces més alta que la de los
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oligosacéridos de heparina, reducia enormemente la concentracion de azucar
requerida para una eficiente fijacion a las placas. Anteriormente, se habia
descrito el uso de esta sal de amonio para mejorar la eficiencia de la unién de
oligosacéridos de heparina a las laminas de oro que se utilizan en la SPR.*® La
repulsion electrostatica entre oligosacéridos altamente sulfatados dificulta su
acoplamiento a un soporte solido. Esta repulsion se puede reducir en presencia
de micelas cargadas positivamente, facilitando, de esta manera, la
inmovilizacién de estos compuestos en los pocillos. En nuestro caso,
utilizando una concentracion 10 uM de los oligosacéridos en un tampon que
contiene bromuro de hexadeciltrimetilamonio 1 mM, se consiguié una

inmovilizacién adecuada para estudiar las interacciones carbohidrato-proteina.

Después de inmovilizar los oligosacaridos, las microplacas se vaciaron y se
lavaron con agua miliQ. El tratamiento con etanolamina (100 mM en tampén
bicarbonato sodico) permitié bloguear los sitios de enlace que pudieran

guedar activos.

A continuacion se afiadié en cada pocillo la proteina recombinante humana
FGF-2, se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavd para
eliminar la proteina que no interacciond con los compuestos inmovilizados.
La proteina enlazada se detectd por incubacién con un anticuerpo
recombinante anti-FGF-2, que reconoce selectivamente el factor de
crecimiento para fibroblastos, y, a continuacion, con un anticuerpo secundario
marcado fluorescentemente con Alexa Fluor 488, que reconoce el anticuerpo

primario (Figura 77).

Cada incubacidn con los anticuerpos se llevé a cabo por agitacion de la placa
a temperatura ambiente durante 1 hora (la Gltima, con el anticuerpo marcado
fluorescentemente, en ausencia de luz) seguida por un lavado para eliminar

todo el anticuerpo que no se unio.
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La fluorescencia generada por la union de la proteina a los oligosacéridos,
detectada por la presencia de los dos anticuerpos, se midié a 535 nm mediante
el uso de un lector estandar de fluorescencia. En este experimento se
incluyeron, como blanco, pocillos en los que no se inmovilizd ningln
carbohidrato. Los valores de fluorescencia de estos blancos se restaron de
todas las demés medidas. Como se puede apreciar en la Figura 78, a una
concentracion de FGF-2 de 291 nM, para el tetrasacéarido 142 y para los dos
hexasacéaridos 143 y 144, se observaron valores elevados de fluorescencia que
indican una interaccion fuerte carbohidrato-proteina (Figura 78). También se
observd que el disacarido 141 interacciona con menos afinidad a esta
concentracion de factor de crecimiento FGF-2. El monosacarido 145,
utilizado como control negativo, no dio practicamente sefial de fluorescencia
(Figura 78).
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Figura 78. Grafica de la interaccion de los oligosacaridos sintéticos de heparina con el factor
de crecimiento FGF-2. Los pocillos recubiertos con los azlcares (a una concentracion 10 puM)
fueron incubados con una determinada concentracion de la proteina (291 nM). Para cada
oligosacérido, las sefiales de fluorescencia son el promedio de cinco pocillos replicados y las
barras de error muestran las desviaciones estandar para estas medidas.

Estos resultados estan de acuerdo con los requisitos estructurales minimos
necesarios para que derivados de heparina se puedan unir a FGF-2 (véase

también Apartado 1.5.1.1).%*'"%% Ademés, se confirmé que la longitud corta
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del espaciador amino (2 4tomos de carbono) no influy6é negativamente en el

experimento.

El ensayo de la Figura 78, en el que se utilizd una concentracion fija de
proteina (291 nM), proporcion6 una informacion cualitativa para poder
diferenciar los compuestos que interactuaron con FGF-2 fuertemente (el
tetrasacarido 142 y los hexasacaridos 143 y 144), débilmente (el disacérido
141) o que no mostraron sefiales de interaccion (el monosacarido 145). Sin
embargo, este experimento, en el que se utiliza una Unica concentracion de
FGF-2, no es capaz de discernir entre la afinidad de los hexasacaridos 143 y
144 y el tetrasacarido 142. Para poder establecer cuél de estos oligosacéridos
presenta una mayor afinidad por FGF-2, se requiere una cuantificacion mas
exacta de las interacciones utilizando diferentes concentraciones de

proteina.”’ %8

Asi, el tetrasacarido 142 y los hexasacaridos 143 y 144 se inmovilizaron en
las microplacas, utilizando el mismo protocolo puesto a punto anteriormente,
y se incubaron con 9 concentraciones crecientes de FGF-2, desde 3 hasta 581
nM. Para cada azucar, la intensidad de fluorescencia se represent6 frente a las
diferentes concentraciones de proteina. De esta manera, pudimos determinar
las constantes de disociacion superficial (Kp, <) de los oligosacaridos 142,
143y 144, Las curvas de las Figuras 79, 80 y 81 se analizaron como isotermas
de Langmuir, asumiendo un modelo de un sitio de interaccién y suponiendo
que el sistema alcanz6 el equilibrio durante la incubacion.®” Los valores de las
tres Kp surs indicaron que la union de estos oligosacaridos a FGF-2 est4 dentro

del rango nanomolar.
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Figura 79. Curva de interaccion del hexasacarido 144. Las intensidades de fluorescencia se
representan frente a la concentracion de proteina. El valor de Kp gyt Se obtuvo mediante el
ajuste de la curva a una isoterma de Langmuir suponiendo un modelo de un sitio de interaccion.
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Figura 80. Curva de interaccion del hexasacarido 143. Las intensidades de fluorescencia se
representan frente a la concentracién de proteina. El valor de Kp g, Se obtuvo mediante el
ajuste de la curva a una isoterma de Langmuir suponiendo un modelo de un sitio de interaccion.

Las constantes de disociacion superficial (Kpgyf) de los dos hexasacaridos

144 y 143 resultaron ser muy parecidas, con unos valores de 32 + 4y 44 £+ 7
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nM, respectivamente. Estos valores sugirieron que la presencia de un grupo
sulfato en la posicion 4 del extremo no reductor del oligosacérido no natural
143 no afecta significativamente la unién a FGF-2.
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Figura 81. Curva de interaccion del tetrasacarido 142. Las intensidades de fluorescencia se
representan frente a la concentracion de proteina. El valor de Kp gyt Se obtuvo mediante el
ajuste de la curva a una isoterma de Langmuir suponiendo un modelo de un sitio de interaccion.

El valor de Kpgus que se determiné para el tetrasacérido 142 (68 + 11 nM)
indica una ligera reduccién en la afinidad, en comparacién con los dos
hexasacéridos. Estos resultados estan de acuerdo con los datos recogidos en la

94,95,99

bibliografia.

En resumen, este primer protocolo experimental puesto a punto permite
evaluar las interacciones entre oligosacaridos de tipo GAG y una proteina
tanto cualitativa- como cuantitativamente, calculando las correspondientes
constantes de disociacion. Los oligosacaridos sintéticos deben poseer un
grupo amino en su estructura, que permita su inmovilizacién sobre

microplacas convenientemente funcionalizadas. En estos ensayos se emplea
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un lector convencional de fluorescencia y cantidades minimas tanto de

oligosacérido (0.2 nmol/pocillo) como de proteina (pmol/pocillo).

5.2.2. Estudios de interaccidon carbohidrato-proteina por polarizacién de

fluorescencia.

La polarizacion de fluorescencia (FP, del inglés Fluorescence Polarization) es
una valiosa herramienta que se utiliza para el estudio de interacciones entre
biomoléculas en solucion.'® La ventaja mas importante de esta técnica es que
no es necesaria la inmovilizaciéon de los compuestos, a diferencia del método

descrito en el apartado anterior.

En primer lugar, vamos a explicar las bases de la polarizacion de
fluorescencia. Cuando una molécula fluorescente es excitada por luz
polarizada en un plano, la polarizacién remanente de la luz emitida depende
de la velocidad de rotacion de la molécula fluorescente en solucion. Esta
velocidad de rotacion es inversamente proporcional a su volumen vy, por

consiguiente, a peso molecular (Figura 82).
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Figura 82. Esquema de un experimento basado en la polarizacion de fluorescencia. a) Cuando
moléculas pequefias, caracterizadas por un movimiento rotatorio rapido, son excitadas por luz
polarizada en un plano,la luz emitida estara altamente despolarizada. b) Por el contrario,
moléculas grandes, o complejos ligando-proteina, que rotan mucho méas lentamente, emitiran
una luz polarizada.

La figura 82 explica como se puede aplicar la polarizacion de fluorescencia a
la evaluacion de las interacciones carbohidrato-proteina. En general, las
moléculas en solucion se caracterizan por un movimiento rotatorio. En el caso
de moléculas pequefias, este movimiento es muy rapido. EI movimiento se
vuelve cada vez mas lento cuanto mas grandes sean las moléculas. Por lo
tanto, la luz emitida por un pequefio compuesto, como por ejemplo un
carbohidrato marcado fluorescentemente, que gira rapidamente en solucion,
serd altamente despolarizada (Figura 82a, el valor de polarizacion sera bajo).
Si el mismo compuesto interacciona con una proteina de alto peso molecular,
el complejo girara mas lentamente y la luz emitida serd polarizada (Figura

82b, valor de polarizacion mas alto).

Es importante destacar, como ya hemaos dicho anteriormente, que los estudios
basados en medidas de polarizacion de fluorescencia no necesitan la

inmovilizacion de la proteina o del ligando a una superficie para poder
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detectar la interaccion. Esta puede ser facilmente medida en solucion,
evitando los posibles artefactos e inconvenientes derivados de la union de las
biomoléculas a los soportes sélidos. Por otra parte, esta técnica es ideal para el
analisis de la union de pequefos ligandos, tales como los oligosacéridos, a una

proteina. Ademés, requiere muy poca cantidad de muestra.'*%?

Utilizando esta técnica, hemos disefiado un experimento de competicion para
estudiar la afinidad de oligosacéridos sintéticos (no fluorescentes) por una

proteina modelo, nuevamente el factor de crecimiento para fibroblastos FGF-
2.80,86

Para llevar a cabo estos experimentos, lo primero que se debe preparar es una
sonda fluorescente adecuada. En nuestro grupo de investigacion se prepararon
cinco oligosacéridos diferentes conjugados con fluoresceina: los derivados de
heparina 146-148 y de acido hialurénico 149-150 (Figura 83). Entre estos
compuestos se eligié el ligando mas adecuado, para usarlo como sonda en los

estudios posteriores de competicion.
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Figura 83. Los derivados de heparina 146-148 y los de &cido hialurénico 149-150 se
prepararon en nuestro laboratorio y se ensayaron frente a una concentracion constante de FGF-
2. Entre ellos se eligio6 la sonda mas adecuada para los posteriores experimentos de
competicion.
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La polarizacion de fluorescencia de muestras que contenian los oligosacaridos
146-150 marcados fluorescentemente y una concentracion constante de FGF-2
se midi6 en microplacas de 384 pocillos usando un lector estandar de
fluorescencia (Figura 84). Los pocillos que contenian sélo la sonda

fluorescente, sin proteina, se utilizaron como control (en azul).

Es importante destacar que el uso de placas de 384 pocillos permitié la
minimizacion de las cantidades de muestra requeridas para estos
experimentos. El ensayo estandar se realiz con una concentracién 10 nM de
los ligandos fluorescentes y aproximadamente 100 nM de la proteina, con un
volumen final de 40 pL por pocillo.
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Figura 84. Los valores de polarizacion de fluorescencia (derecha, en color rojo) de los pocillos
que contienen los oligosacéaridos fluorescentes 146-150 (10 nM) y FGF-2 (97 nM) se
compararon con los valores obtenidos en ausencia de proteina (izquierda, en color azul). Para
cada oligosacarido, los valores de polarizacién son la media de tres pocillos replicados y las
barras de error muestran las desviaciones estandar para estas medidas.

Polarizacién (mP)

El experimento dio resultados que estan de acuerdo con los datos recogidos en
la bibliografia para las interacciones GAG-FGF-2 **'* (Figura 84). No se
detecto interaccion con el disacarido de heparina 146 ni con los oligosacaridos

de acido hialuronico 149 y 150, descartando, asi, cualquier tipo de union de
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FGF-2 a estos compuestos debido a la presencia de la fluoresceina. Para el
hexasacarido 148 y el tetrasacérido 147 se observo un aumento significativo
del valor de polarizacion, hecho que indica interaccion carbohidrato-proteina.
El mayor incremento de polarizacion de fluorescencia se observé con el
compuesto 148, que fue elegido como sonda fluorescente para los

experimentos de inhibicién.

La union del hexasacarido 148 a FGF-2 se midié a concentraciones crecientes
de proteina, obteniendo la curva correspondiente polarizacién/concentracion
gue se analizé como isoterma de Langmuir para determinar la constante de
disociacion (Kp). El valor obtenido (Kp = 117 £ 10 nM) resulté ser similar a
una medida anterior, realizada en solucion, de la afinidad de interaccion entre

un hexasacérido de heparina y FGF-2.%

Una vez elegido el compuesto 148 como sonda fluorescente, se puso a punto
el experimento de competicion que permiti6 evaluar las afinidades relativas de
una serie de oligosacaridos sintéticos, no fluorescentes, preparados en nuestro
laboratorio. Esta serie de productos incluye (Figura 85): dos disacaridos de
sulfato de condroitina C y E (151 y 152), cuatro tetrasacaridos mixtos sulfato
de condroitina/sulfato de dermatano (153-156) y los dos tetrasacaridos
persulfatados de sulfato de condroitina 139 y 140 que se han sintetizado en la
presente Tesis Doctoral, ademas de los derivados de heparina 141-144,
descritos anteriormente en la Figura 76. En estos experimentos se midié la
capacidad relativa de estos oligdmeros sintéticos para inhibir la interaccion
entre FGF-2 y una sonda de heparina marcada fluorescentemente, el

hexasacarido 148.
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Figura 85. Derivados sintéticos de sulfato de condroitina (151, 152, 139, 140) y mixtos sulfato
de condroitina/sulfato de dermatano (153-156) utilizados en el experimento de inhibicién de la
interaccion entre la sonda fluorescente 148 y el factor de crecimiento FGF-2. Los tetrasacaridos
mixtos poseen una unidad de acido L-idurénico y otra de acido D-glucurénico, caracteristicos
del sulfato de dermatano y del sulfato de condroitina, respectivamente. Secuencia mixtas de
estos dos GAGs aparecen de forma abundante en el sistema nervioso central.

El desplazamiento del ligando fluorescente 148 por parte de uno de los
competidores activos resulté en una disminucion del valor de polarizacion
(Figura 86). De esta manera, la capacidad inhibidora de los compuestos no

marcados pudo ser facil y rapidamente evaluada.
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Figura 86. Representacion esquematica del experimento de competicion. El desplazamiento
del ligando fluorescente del sitio de enlace de una proteina por parte de un inhibidor activo
resulta en una disminucion del valor de polarizacion. Esto permite evaluar facil y rapidamente
la capacidad inhibidora de una serie de compuestos.

En la Figura 87 se representan los valores de polarizacién (en azul) obtenidos
en pocillos que contienen el inhibidor (25 uM), FGF-2 (73 nM) y la sonda
fluorescente 148 (10 nM). Los pocillos control (en rojo) corresponden a
muestras que contienen solamente la sonda 148 (izquierda) y FGF-2 mas
sonda fluorescente, sin inhibidor (derecha), e indican los valores esperados
para un 100% y un 0% de inhibicion, respectivamente.
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Figura 87. Gréfica del ensayo de competicion para la evaluacion del poder inhibitorio de una
serie de compuestos sintéticos (139, 140, 141-144 y 151-156). Se indican los porcentajes de
inhibicion obtenidos para los tetrasacaridos de tipo sulfato de condroitina y los
correspondientes a los pocillos control (en rojo). Todas las medidas son los promedios de tres
pocillos replicados y las barras de error muestran las desviaciones estandar para estas medidas.
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Con el fin de obtener un valor de polarizacion suficientemente alto y al mismo
tiempo utilizar una cantidad minima de inhibidores, se eligio, en estos
experimentos, una concentracion de FGF-2 proxima a la Ky de la interaccion

de FGF-2 con la sonda fluorescente 148, concretamente 73 nM.

Como se puede apreciar en la Figura 87, a una concentracion de inhibidor de
25 pM, los disacaridos de sulfato de condroitina 151 y 152 y los
tetrasacaridos mixtos sulfato de condroitina/sulfato de dermatano 153 y 154
mostraron baja actividad inhibidora. De igual forma, el disacérido de heparina
141 no mostrd capacidad de inhibicidon. Por contra, los tetrasacaridos
persulfatados de sulfato de condroitina 139 y 140, sintetizados en esta Tesis,
fueron capaces de inhibir hasta un 47 y un 63 %, respectivamente, la
interaccion entre FGF-2 y la sonda 148. Las actividades inhibidoras de estos
compuestos fueron, no obstante, inferiores a las obtenidas con los
tetrasacéridos que contienen acido idurénico (IdoA) 155 y 156 (Figura 85).
Finalmente, los valores de inhibicion que mas se aproximaron al 100% fueron

los que correspondian a los oligdmeros de heparina 142-144.

Estos datos indican que, entre los derivados de tipo sulfato de condroitina, las
estructuras persulfatadas no naturales (139-140, 155-156) son las que
muestran capacidad inhibidora mas alta. Estos resultados también sugieren
gue la presencia de una unidad de acido idurdnico, en lugar de un acido
glucurédnico, en el extremo no reductor, como ocurre en los compuestos 155 y
156, puede aumentar las afinidades relativas de los oligosacaridos sintéticos

por el factor de crecimiento FGF-2.

Después de demostrar que este ensayo de polarizacion de fluorescencia se
puede utilizar para la evaluacion rapida de una biblioteca de compuestos, se
eligio el tetrasacarido persulfatado 156 para evaluar su potencia inhibidora
més en detalle. Asi, se midio la polarizacion de muestras que contenian la

proteina FGF-2, la sonda fluorescente 148 y concentraciones crecientes de
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tetrasacarido 156 para obtener un valor de ICs, para este compuesto (Figura
88). El andlisis de la curva obtenida dio un valor de ICs, de 15 pM.
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Figura 88. Curva de inhibicién del tetrasacarido 156 donde se muestra la capacidad de este
compuesto, a diferentes concentraciones (desde 0.025 pM hasta 100 pM), para inhibir la
interaccion entre FGF-2 (103 nM) y el hexasacarido fluorescente 148 (10 nM). La
concentracion necesaria para inhibir la interaccion un 50%, el valor de 1Cx, result6 ser 15uM.
Todos los valores de polarizacion son la media de seis pocillos replicados.

La interaccion entre FGF-2 y heparina es crucial para el avance del
crecimiento tumoral y la angiogénesis. Por lo tanto, el descubrimiento de
compuestos que inhiben la interaccion FGF-2/heparina resulta de gran

interés, %103

Aunque los compuestos ensayados muestran actividades modestas, este
experimento proporciona algunos datos interesantes sobre las caracteristicas

estructurales que deben poseer derivados sintéticos para inhibir la union FGF-
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2/heparina. Por otra parte, estos ensayos ilustran claramente el potencial de
este método para la rapida comparacion de las actividades inhibidoras

relativas de una serie de compuestos sintéticos.

En conclusion, hemos desarrollado un método rapido y eficaz para el cribado
de una serie de compuestos sintéticos mediante medidas de polarizacion de
fluorescencia. Esta técnica tiene la ventaja de no requerir inmovilizacién
previa del ligando, por lo que no se necesita introducir un grupo ortogonal en
la molécula sintética para tal fin. Ademas, para estas medidas se necesita una

cantidad minima de muestra.
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6. Conclusiones

1. El desarrollo de una estrategia sintética en la que se usan directamente
bloques de &cido glucurénico en las reacciones de glicosidacion ha permitido
la preparacion de oligosacéridos de &cido hialurénico. El disefio de grupos
protectores empleado ha permitido controlar la regio- y estereoquimica de los
enlaces glicosidicos. El uso de unidades monosacaridicas parcialmente
benciladas, més reactivas, incremento los rendimientos de las glicosidaciones,
minimizando la formacion de productos secundarios como las
triclorooxazolinas. La eficiencia de esta ruta se ha demostrado con la sintesis

total de fragmentos de &cido hialurénico de tamafio di-, tri- y tetrasacaridico.
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Estos productos finales han resultado ser unos ligandos excelentes para
estudiar, a nivel molecular, las interacciones entre el acido hialurénico y
determinados receptores proteicos, como la langerina, mediante técnicas de

RMN y modelizacion molecular.

En la presente Tesis Doctoral se ha evaluado la utilidad de una ruta asistida
por etiquetas perfluoradas para la sintesis de oligdémeros de acido hialurénico.
Los intermedios de reaccién pudieron ser facilmente purificados mediante
extraccion solida a través de una silica gel perfluorada, evitando asi las
dificultades inherentes a la realizacion de mdltiples purificaciones
cromatograficas caracteristicas de la sintesis de oligosacaridos clasica. La
union del espaciador perfluorado a través del grupo carboxilato de la unidad
de glucurénico del terminal reductor nos ha permitido disfrutar de las ventajas
de esta técnica sin necesidad de afiadir etapas adicionales en la ruta sintética
para la introduccion y la eliminacion de la etiqueta. A pesar del bajo
rendimiento obtenido en la preparacion de un trisacarido de acido hialurénico,
consideramos que esta estrategia puede ser Util para la sintesis de

oligosacaridos de la familia de los glicosaminoglicanos.

El empleo de una aproximacién sintética basada en el uso de unidades de
galactosamina en las que la funcién amino se ha protegido temporalmente con
un grupo trifluoroacetilo ha resultado ser eficaz para la preparacion de
oligosacaridos que responden a la estructura del sulfato de condroitina. El
acoplamiento de derivados disacaridicos acido glucurénico-galactosamina,
convenientemente protegidos, permitio la obtencién de los correspondientes
fragmentos tetrasacaridicos con buen rendimiento. El grupo trifluoroacetilo
condujo a la formacidn selectiva de los 1,2-trans glicésidos deseados vy, al

mismo tiempo, pudo ser facilmente desprotegido al final de la secuencia
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sintética para generar los productos finales N-acetilados. La compatibilidad
del disefio sintético desarrollado con las etapas finales de
desproteccion/sulfatacién se demostré con la preparacion de un tetrasacarido

heptasulfatado.

Se ha demostrado la utilidad de experimentos basados en medidas de
fluorescencia para la evaluacion de las interacciones entre oligdmeros
sintéticos de tipo glicosaminoglicano y las correspondientes proteinas. En una
primera aproximacion, oligosacaridos sintéticos de heparina se inmovilizaron
de forma covalente a los pocillos de una microplaca convenientemente
funcionalizada. Para la deteccion de la proteina enlazada se emplearon los
correspondientes anticuerpos. De esta manera, se pudieron determinar las
constantes de disociacion relativas para la interaccion carbohidrato-proteina.
Por otro lado, se ha desarrollado también un experimento de polarizacion de
fluorescencia que permitid6 estimar las afinidades relativas de los
oligosacaridos sintéticos en solucidn, sin necesidad de funcionalizarlos para
tal fin, ni unirlos a una superficie sélida, lo que supone una gran ventaja. A
través de este ensayo de competicion se pudieron analizar y comparar,
rapidamente, las actividades de un gran nimero de compuestos, con un

consumo minimo de muestra.
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7. Parte experimental

7.1. Disolventes y reactivos.

Los reactivos y productos de partida se obtuvieron de las casas comerciales
Sigma-Aldrich, Fluka y Carbosynth, y fueron utilizados directamente sin

purificacion previa.

Los disolventes utilizados se obtuvieron de la casa comercial Scharlau. El
agua empleada como disolvente presenta una pureza miliQ (18.3 Q). Los
disolventes anhidros se han obtenido por tratamiento con tamiz molecular de
4A. El diclorometano anhidro fue secado con un dispositivo de columna de
alimina PURESOLV (Scharlab). Como atmosfera inerte, en las reacciones

que la han precisado, se ha utilizado argon.
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7.2. Técnicas y aparatos

Para el seguimiento rutinario de las reacciones se utiliz6 cromatografia en
capa fina (CCF) empleando cromatofolios de aluminio de gel de silice tipo
600 Fus4 (Merck). Para la deteccion de los productos se utilizd luz UV (A =
254 nm), y/o los siguientes reveladores: anisaldehido (450 mL etanol, 25 mL
anisaldehido, 25 mL H,SO,y 1 mL AcOH) y/o mostain (21 g M0;024(NH,)s,
1 g CeSQO,4, 30 mL H,SO, conc., 450 mL H,0), segln las caracteristicas de
cada compuesto. La cromatografia en columna se ha realizado con gel de
silice tipo 60 (Merck) como adsorbente. La cromatagrafia de permeacion
sobre gel se llevo a cabo utilizando gel Sephadex G-10 y LH-20 (Pharmacia,
Suecia). Para la cromatografia de intercambio i6nico se empled resina
DOWEX 50WX4 Na* (Fluka). Para la F-SPE se utilizo gel de silice

FluoroFlash.

Los valores de rotacion Optica se determinaron en un polarimetro Perkin-
Elmer 341. En cada caso se indica el disolvente y la concentracion de la

muestra sobre la que se llevo a cabo la medida.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se registraron en
espectrometros Bruker DRX-500, DRX-400 y DPX-300. Los espectros se
realizaron empleando como disolvente deuterado el que se indica en cada
caso; los desplazamientos quimicos (8) se expresan en ppm, usando como
referencia interna el desplazamiento de la sefial del disolvente en el espectro
de deuterio, y las constantes de acoplamiento (J) en Hz. En los casos en los
gue no se especifica la temperatura los espectros se obtuvieron a temperatura
ambiente. La multiplicidad de las sefales se indica mediante las abreviaturas s
(singlete), bs (del inglés broad singlet, singlete ancho), d (doblete), dd (doble
doblete), ddd (doble doble de doblete), t (triplete), pt (pseudotriplete) y m
(multiplete). A partir de las estructuras trisacaridicas las unidades
monosacaridicas se nombraron con las letras A, B, C (y D para

tetrasacaridos), siendo A la unidad del terminal reductor. A nivel disacaridico
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los protones se nombraron como H (terminal reductor) y H’ (terminal no
reductor). Para la asignacion de las estructuras mas complejas se han utilizado
experimentos bidimensionales de correlacion protén-protén (COSY vy
TOCSY) y proton-carbono (HMQC y HSQC) usando la secuencia de pulsos

estandar.

Los espectros de masas se han llevado a cabo en un espectrometro Esquire
6000 ESI-MS Bruker Daltonics. Los espectro de masas de alta resolucion se
han llevado a cabo por el CITIUS (Universidad de Sevilla) y por el Sidl
(Universidad Auténoma de Madrid). Las reacciones de sulfatacion en

microondas se llevaron a cabo en un equipo Biotage Initiator Eight.

7.3. Procedimientos sintéticos y caracterizacién estructural de los
compuestos preparados.

3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-g-D-glucopirandsido de
dimetiltexilsililo (52)
’Q{éﬂoms
NHTCA

A una solucién de 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-a,f3-D-
glucopiranosa (51) “**° (1.00 g, 2.03 mmol) en THF anhidro (10 mL) se
afiadio bencilamina (0.267 mL, 2.44 mmol). Después de 3 horas, se afiadio
una cantidad adicional de bencilamina (0.267 mL, 2.44 mmol). Después de 3
horas, la mezcla de reaccion se diluyé con CH,CI, y se lavo con HCI 1N. La
fase organica se secd con Na,SOy, se filtrd y se concentr a vacio. El residuo

[CCF (3:2 Hex/AcOEt) R¢ 0.34] se disolvié en CH,CI, (5 mL) y se afiadieron
imidazol (379 mg, 5.57 mmol) y cloruro de texildimetilsililo (0.481 mL, 2.45
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mmol). Después de 24 horas, la mezcla de reaccion se diluyé con CH,Cl, y se
lavé con H,0. La fase orgénica se sec6 con Na,SO,, se filtrd y se concentro a
vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice
(Hex/AcOEt 3:1) obteniendo 52 (964 mg, 80%). CCF (Hex/AcOEt 3:2) R¢
0.66; []® -6.8° (¢ 1.17, CHCI,); *H-RMN (500 MHz, CDCls) & 6.89 (d, J
onm = 9.0 Hz, 1H, NH), 5.34 (dd, 1H, H-3), 5.10 (dd, J 54 = J 45 = 9.8 Hz,
1H, H-4), 4.90 (d, J 1, = 8.0 Hz, 1H, H-1), 4.25-4.13 (m, 2H, H-6), 4.00 (ddd,
1H, H-2), 3.76 (ddd, 1H, H-5), 2.10-2.04 (3s, 9H, COCHj), 1.62 (m, 1H,
CH(CHs),), 0.93-0.84 (m, 12H, C(CHs), y CH(CHs),), 0.18-0.15 (2s, 6H,
Si(CHs),); *C-RMN (125 MHz, CDCl3) & 171.1, 170.6, 169.3, 161.8, 95.7,
92.4, 72.0, 71.8, 68.9, 62.5, 57.9, 33.9, 24.8, 20.7, 20.63, 20.60, 20.0, 19.9,
18.53, 18.49, -1.9, -3.4. HRMS: m/z: calculado para CyH3OgNCI;sSiNa:
616.1279; encontrado: 616.1302 [M+Na]".

4,6-O-bencilidén-2-desoxi-3-O-levulinoil-2-tricloroacetamido-g-D-
glucopiranoésido de dimetiltexilsililo (53)
Ph—X0
o)

LevO OTDS
NHTCA

A una solucién del compuesto 52 (11.5 g, 19.4 mmol) en metanol (160 mL) se
afiadi6 NaOMe (1.5 mL de una solucién 2.17 M en MeOH). Después de 12
horas, se afiadid resina d&cida AMBERLITE hasta alcanzar un pH=7. La resina
AMBERLITE se filtr6 y el disolvente se elimind a vacio. El residuo se
coevapord con CH,CI, y tolueno, se disolvio en acetonitrilo y se afiadieron
benzaldehido dimetilacetal (3.5 mL, 23.2 mmol) y acido p-toluensulfénico
(367 mg, 1.9 mmol). Después de 3 horas agitando a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccion se diluy6 en AcOEt y se lavo con NaHCO; ag. sat. La fase
orgénica se seco con Na,SO,, se filtrd y se concentro a vacio. El residuo [CCF
(Hex/AcOEt 3:2) R¢ 0.73] se disolvié en CH,Cl, (113 mL) y, a continuacion,
se afladieron &cido levulinico (9.9 mL, 97 mmol), 1,3-
diciclohexilcarbodiimida (6.0 g, 29 mmol) y DMAP (500 mg). Después de 3
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horas, la mezcla de reaccién se diluy6 con CH,Cl, y se lavé con NaHCO; aqg.
sat. La fase organica se secO con Na,SOy, se filtrd y se concentré a vacio. El
residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (Hex/AcOEt
3:1) obteniendo 53 (9.7 g, 76%). CCF (Hex/AcOEt 3:1) R¢ 0.5; [a]*p -47.2°
(c 3.17, CHCIy); *H-RMN (300 MHz, CDCl,) & 7.43-7.26 (m, 6H, Ar, NH),
5.40 (m, 2H, H-3, PhCHO), 4.70 (d, J 1, = 7.8 Hz, 1H, H-1), 3.94 (ddd, 1H,
H-2), 3.86 (dd, J s6: = 5.0 Hz, J ¢x60 = 10.4 Hz, 1H, H-6a), 3.61 (m, 2H, H-4,
H-6b), 3.30 (ddd, 1H, H-5), 2.68-2.48 (m, 4H, OCO(CH,),), 2.06 (s, 3H,
COCHs), 1.51 (m, 1H, CH(CHs),), 0.80-0.73 (m, 12H, C(CHs), y CH(CHs),),
0.00 (2s, 6H, Si(CHs),); *C-RMN (75 MHz, CDCl;) & 205.8, 173.3, 162.2,
137.2-126.1 (Ar), 101.1, 96.2, 92.7, 79.0, 71.9, 68.5, 66.2, 58.4, 38.1, 34.0,
29.9, 28.4, 24.8, 20.2, 20.0, 18.7, 18.6, -1.7, -3.2. HRMS: m/z: calculado para
CasH100sNCI5SiNa: 674.1486; encontrado: 674.1448 [M+Na]".

2-desoxi-3-O-levulinoil-2-tricloroacetamido-p-D-glucopirandésido de

dimetiltexilsililo (54)
HO
LevO

NHTCA

A una solucion de 53 (2.0 g, 3.0 mmol) en CH,ClI, (150 mL) se afiadi6 TFA
(7.5mL) a una temperatura de 0°C. Después de 20 minutos a temperatura
ambiente, la mezcla de reaccion se diluyé con CH,CI, y se lavo con NaHCO;
ag. sat. y brine. La fase organica se sec6 con Na,SOy, se filtré y se concentré a
vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de silice
(Hex/AcOEt 1:1) obteniendo 54 (1.51 g, 90%). CCF (Hex/AcOEt 1:1) R¢
0.21; "H-RMN (300 MHz, CDCls) 56.98 (br d, J ,nn = 8.9 Hz, 1H, NH), 5.21
(dd, J 23=J34=9.1 Hz, 1H, H-3), 4.89 (d, J 1,= 7.9 Hz, 1H, H-1), 3.96-3.73
(m, 4H, H-2, H-4, 2H-6), 3.57-3.48 (m, 1H, H-5), 2.89-2.40 (m, 4H,
OCO(CHy),), 2.18 (s, 3H, COCHjy), 1.67-1.52 (m, 1H, CH(CHj3),), 0.87-0.79
(m, 12H, C(CHg), y CH(CHj3),), 0.18-0.10 (2s, 6H, Si(CHz3),).
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4,6-di-O-acetil-2-desoxi-3-O-levulinoil-2-tricloroacetamido-p-D-
glucopirandsido de dimetiltexilsililo (55)

NHTCA

A una disolucién de 54 (1.51 g, 2.66 mmol) en piridina (16 mL) se afiadieron
8 mL de Ac,0 a una temperatura de 0°C. Después de 10 minutos se subio la
temperatura a t.a. y se dejo agitando 1 hora. Se diluyé con AcOEt y se lavo
con HCI 1N, NaHCO:s aqg. sat. y H,0O. La fase organica se secd con Na,SO,, se
filtrd y se concentré a vacio, obteniendo 55 (1.7 g, 99%). CCF (Hex:AcOEt
1:1) R 0.2; [#]*°5 -17.0° (¢ 1, CHCIs); *H-RMN (300 MHz, CDCl;) 56.89 (br
d, J onw=8.9 Hz, 1H, NH), 5.33 (dd, J ,3=10.7 Hz, J 3, = 9.4 Hz, 1H, H-3),
5.07 (dd, J 45 = 9.6 Hz 1H, H-4), 4.90 (d, J 1, = 7.9 Hz, 1H, H-1), 4.24-4.12
(m, 2H, H-6), 3.97-3.85 (m, 1H, H-2), 3.77-3.67 (m, 1H, H-5), 2.75-2.41 (m,
4H, OCO(CH,),), 2.13 (s, 3H, COCHy), 2.07 (2s, 6H, OCOCHj), 1.65-1.52
(m, 1H, CH(CHs),), 0.87-0.78 (m, 12H, C(CHs), y CH(CHs),), 0.18-0.10 (2s,
6H, Si(CHs),); ®C-RMN (75MHz, CDCl;) & 206.1, 172.4, 170.5, 169.7,
161.7, 955, 92.3, 71.9, 71.7, 68.4, 62.4, 58.1, 37.6, 33.8, 29.5, 28.0, 24.7,
20.7, 20.6, 19.9, 19.8, 19.5, 18.5, 18.4, -2.0, -3.4. HRMS: m/z: calculado para
Ca5H4CIsNONaSi: 670.1385; encontrado: 670.1345 [M+Na]".

Tricloroacetimidato de 4,6-di-O-acetil-2-desoxi-3-O-levulinoil-2-
tricloroacetamido-a,B-D-glucopiranosilo (48)

JNJ\|_|
AcO
Aco%o CCl
LevO

NHTCA

El complejo (HF), Py (9 mL) se afiadié a una solucién del compuesto 55 (2.0
g, 3.2 mmol) en THF seco (30 mL) a 0°C. Después de 3 dias en agitacién a
0°C, la mezcla de reaccion se diluyd con CH,CI, y se extrajo con H,O y

NaHCO;aq. sat. La fase orgénica se seco con Na,SO,, se filtrd y se concentro.
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El residuo se disolvié en CH,ClI, anhidro y se afiadié CI;CCN (3.4 mL, 34
mmol) y DBU (5.1 pl, 34 pmol). Después de 4 horas agitando a temperatura
ambiente, la mezcla de reaccién se concentrd a vacio. El residuo se purificd
por cromatografia en columna de gel de silice (Hex/AcOEt 2:1 + 1% Et3N)
obteniendo 48 (1.51 g, 75%) como una mezcla de andémeros o/f. CCF
(Hex/AcOEt 2:1) R; 0.28. Datos para el anémero a: 'H-RMN (300 MHz,
CDCl;) 68.82 (s, 1H, NH), 7.03 (br d, J ;nw = 8.4 Hz, 1H, NH), 6.50 (d, J 1,=
3.6 Hz, 1H, H-1), 5.47 (dd, J ,3=10.7 Hz, J 34= 9.6 Hz, 1H, H-3), 5.31 (dd, J
45=10.0 Hz 1H, H-4), 4.47-4.37 (m, 1H, H-2), 4.34-4.25 (m, 1H, H-6), 4.20-
4.07 (m, 2H, H-5, H-6), 2.85-2.37 (m, 4H, OCO(CH,),), 2.15 (2s, 6H,
OCOCH3), 2.09 (s, 3H, COCHs). ES-MS: m/z: calculado para
C19H2,ClgN,NaOy,: 672.9; encontrado: 672.7 [M+Na]".

(B-D-glucopirandsido de dimetiltexilsililo) uronato de metilo (58)

MeOOC

HO
HO OTDS

OH
Se disolvié hidréxido de sodio (138 mg) en 375 mL de metanol vy, a
continuacion, se afiadieron, poco a poco, 50 g (284 mmol) de 56 a esta
mezcla. (NOTA: La lactona deberia disolverse casi inmediatamente. Se podria
afiadir mas base si el pH cae por debajo de 8.0). La mezcla se agit6 1 hora a
temperatura ambiente y la reaccién se neutralizd con resina AMBERLITE IR-
120, se filtro, y el disolvente se concentré a vacio, coevaporando, finalmente,
con CH,Cl,. El residuo 57 (60 g 0.29 moles) e imidazol (49.0 g, 0.72 moles)
se disolvieron en DMF seca. La disolucion se enfrio a 0°C. TDSCI (85 mL,
0.43 moles) se afiadio, gota a gota, bajo agitacion. Después de agitar durante
24 horas a 0°C, la mezcla se diluyd con AcOEt y se lavo con H,0. La fase
organica se sec6 con Na,SOy,, se filtrd y se concentré a vacio. El residuo se
purifico por cromatografia en columna de gel de silice (CH,Cl,/MeOH 24:1)
obteniendo 58 (31 g, 30%). CCF (CH,Cl,/MeOH 20:1) R; 0.14.

167



Capitulo 7 | Parte experimental

(2,3-O-isopropilidén-p-D-glucopiranosido de dimetiltexilsililo) uronato de
metilo (59)

MeOOC

HO
o oTDS
o)

159 mL de 2-metoxipropeno (1.65 moles) se afiadieron a una disolucion del
compuesto 58 (29 g, 0.082 moles) en DMF seca (160 mL). La reaccion se
enfrid a 0°C y se afiadié, gota a gota y bajo agitacion, una solucién de acido
(1S)-(+)-camforsulfénico (1.92 g, 0.008 moles) en DMF (30 mL). Después de
2 horas a 0°C, 30 mL de metanol se afiadieron a la reaccion, que se dejo
agitando 30 min a 0°C. Se afiadio trietilamina (7 mL) y la mezcla de reaccion
se diluyd en AcOEt y se lavd con H,0. La fase organica se secd con Na,SOy,
se filtro y se concentr6 a vacio. El residuo se purificé por cromatografia en
columna de gel de silice (CH,Cl,/MeOH 29:1 - 20:1) obteniendo 59 (16.1 g,
50%). [0]%p - 20.4° (c 0.75, CHCI); CCF (Hex/AcOEt 4:1) R 0.37; *H-RMN
(300 MHz, CDCls) 6 4.91 (d, J;,=7.5 Hz, 1H, H-1), 4.10 (dd, J;,=J,5=9.2 Hz,
1H, H-4), 3.84-3.81 (m, 4H, H-5, COOCH,), 3.55 (dd, 1H, H-3), 3.33 (dd,
J»3=9.3 Hz, 1H, H-2), 1.66 (m, 1H, CH(CHa),), 1.46-1.45 (2s, 6H, C(CHa),
isopropilidén acetal), 0.90-0.88 (m, 12H, C(CH3), y CH(CHs),), 0.20 (s, 6H,
Si(CH,),); *C-RMN (75 MHz, CDCl3) 6 172.4, 113.8, 99.3, 81.5, 80.3, 77.9,
73.2, 55.0, 36.1, 28.8, 27.2, 22.3, 22.1, 20.7, 20.6, 0.0, -0.8. HRMS: m/z
calculado para C1gH3,0,SiNa: 413.1972; encontrado: 413.1965 [M+Na]".

(2,3-0-isopropilidén-4-O-levulinoil-p-D-glucopiranoésido de
dimetiltexilsililo) uronato de metilo (60)

MeOOC

'-e"og%oms
El compuesto 59 (1.87 g, 4.78 mmol), acido levulinico (2.78 g, 23.9 mmol),

1,3-diciclohexilcarbodiimida (1.48 g, 7.17 mmol) y DMAP (80 mg) se
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disolvieron en CH,CI, (20 mL) y la reaccion se agité a temperatura ambiente
durante 3 horas. La mezcla de reaccion se diluy6 con CH,Cl, y se lavé con
una solucion saturada de NaHCOs. La fase organica se secO con Na,SQy, se
filtré y se concentré a vacio. El residuo se purific6 por cromatografia en
columna de gel de silice (Hex/AcOEt 4:1) obteniendo 60 (2.04 g, 88%). [a]”%
- 29.0° (¢ 0.42, CHCI5); CCF (Hex/AcOEt 2:1) R; 0.29; *H-RMN (300 MHz,
CDCls) 6 5.30 (dd, J34=9.9 Hz, J,5=8.4 Hz, 1H, H-4), 4.94 (d, J,,=7.5 Hz,
1H, H-1), 3.93 (d, 1H, H-5), 3.75 (s, 3H, COOCH,), 3.65 (dd, 1H, H-3), 3.47
(dd, J,3=9.6 Hz, 1H, H-2), 2.77-2.61 (m, 4H, OCO(CH,),), 2.19 (s, 3H,
COCHj3) 1.65 (m, 1H, CH(CHs),), 1.45-1.44 (2s, 6H, C(CHzy), isopropilidén
acetal), 0.90-0.83 (m, 12H, C(CHs), y CH(CHs),), 0.20 (s, 6H, Si(CHs),); **C-
RMN (75 MHz, CDCls) ¢ 206.1, 171.6, 167.9, 111.7, 96.9, 78.1, 77.2, 74.6,
71.4,52.7,37.7,33.9, 29.9, 27.7, 26.6, 26.5, 24.9, 20.1, 19.9, 18.5, 18.4, -2.2,
-3.0. HRMS: m/z calculado para CysHsOeSiNa: 511.2339; encontrado:
511.2341 [M+Na]".

(4-O-levulinoil-2,3-di-O-pivaloil-B-D-glucopiranosido de dimetiltexilsililo)

uronato de metilo (61)

MeOOC

OPiv
El compuesto 60 (7.14 g, 14.6 mmol) se disolvié en MeOH (110 mL) vy, a
continuacion, se afiadid resina 4&cida DOWEX 50WX2 (9 g). Después de 3
horas de reaccion, la resina DOWEX se filtrd y el disolvente se elimin6 a
vacio. El residuo se disolvio en piridina (75 mL) y se afiadio cloruro de
pivaloilo (11.3 mL, 91.8 mmol) y DMAP (1.0 g, 8.19 mmol). Después de
agitar a temperatura ambiente durante 3 horas, se afiadi6 una cantidad
adicional de DMAP (1.0 g, 8.19 mmol). Después de dos dias mas agitando, se
diluyé el crudo con CH,Cl,y se lavé con HCI 1N, NaHCOs aqg. sat. y H,0. La
fase organica se secd con Na,SOy, se filtrd y se concentr6 a vacio. El residuo

se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (Hex/AcOEt 4:1)
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obteniendo 61 (7.04 g, 78%). [a]*p - 7.8° (c 0.67, CHCI;); CCF (Hex/AcOEt
2:1) R; 0.55; "H-RMN (300 MHz, CDCl5) 6 5.29 (m, 2H, H-3, H-4), 5.03 (dd,
1H, H-2), 4.84 (d, J,,=7.5 Hz, 1H, H-1), 4.05 (d, J;5=9.9 Hz 1H, H-5), 3.77
(s, 3H, COOCHj), 2.72-2.49 (m, 4H, OCO(CHy,),), 2.18 (s, 3H, COCHs) 1.61
(m, 1H, CH(CHa),), 1.17-1.13 (2s, 18H, OCOC(CHs)s), 0.88-0.83 (m, 12H,
C(CHs), y CH(CHs),), 0.20-0.13 (2s, 6H, Si(CHs),); *C-RMN (75 MHz,
CDCls) 6 205.7, 177.3, 176.3, 171.1, 167.2, 95.9, 72.7, 72.3, 71.8, 69.8, 52.7,
38.7, 37.5, 33.7, 29.8, 27.6, 27.2, 27.0, 24.7, 20.0, 19.8, 18.5, 18.4, -2.0, -3.2.
HRMS: m/z calculado para CzyHs,O,:SiNa: 639.3177; encontrado: 639.3191
[M+Na]".

Tricloroacetimidato de  4-O-levulinoil-2,3-di-O-pivaloil-  a,p -D-
glucopiranosiluronato de metilo (46)

MeOOC NH

e A0 oy
OPiv
A una solucién de 61 (2.05 g, 3.12 mmol) en THF seco (33 mL) se afiadié un
exceso del complejo (HF),Py (8.7 mL) a 0°C. Después de 24 horas agitando a
0°C y 10 horas a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se diluy6 con
CH,CI, y se lavo con H,O y NaHCO; ag. sat. La fase organica se secO con
Na,SQ,, se filtré y se concentr6 a vacio para dar el compuesto 4-O-levulinoil-
2,3-di-O-pivaloil-a,B-D-glucopiranosuronato de metilo. El residuo (1.58 g,
3.1 mmol) se disolvi6 en CH,Cl, seco y se afiadio tricloroacetonitrilo (3.1 mL,
31 mmol) y K,CO;3 (470 mg, 3.41 mmol). Después de 3 horas agitando a
temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se filtrd y se concentr6 a vacio.
El residuo se purifico6 por cromatografia en columna de gel de silice
(Hex/AcOEt 2:1) para dar 46 (1.44 g, 72%) como una mezcla de anémeros
o/p. Datos para el anémero a: CCF (Hex/AcOEt 2:1) R 0.45; *H-RMN (300
MHz, CDCls) ¢ 8.74 (s, 1H, NH), 6.67 (d, J,,=3.3 Hz, 1H, H-1), 5.71 (dd,
J23=J34=9.9 Hz, 1H, H-3), 5.33 (dd, 1H, H-4), 5.20 (dd, 1H, H-2), 4.53 (d,
J;5=10.2 Hz 1H, H-5), 3.77 (s, 3H, COOCH,), 2.74-250 (m, 4H,
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OCO(CHy),), 2.19 (s, 3H, COCHg), 1.17-1.14 (2s, 18H, OCOC(CHj3)3); datos
para el anémero f: CCF (Hex/AcOEt 2:1) R; 0.26; 'H-RMN (300 MHz,
CDCl) 0 8.77 (s, 1H, NH), 6.04 (d, J;,=7.2 Hz, 1H, H-1), 5.40-5.37 (m, 3H,
H-2, H-3, H-4), 4.26 (d, J;5=9.0 Hz 1H, H-5), 3.77 (s, 3H, COOCHj), 2.72-
2.52 (m, 4H, OCO(CH,),), 2.19 (s, 3H, COCHjy), 1.16-1.15 (2s, 18H,
OCOC(CHz3)3). ES-MS: m/z: calculado para Cy4Hs,O13;NClsNa: 640.1;
encontrado: 640.1 [M+Na]".

4,6-di-O-acetil-2-desoxi-3-O-levulinoil-2-tricloroacetamido-p-D-
glucopiranoésido de 3-azidopropilo (65)

N3

AcO o
ARRvo o
NHTCA

El espaciador 3-azidopropanol 49 (75 mg, 0.75 mmol) y el tricloroacetimidato
48 (193 mg, 300 pmol) se coevaporaron con tolueno, se secaron a vacio y se
disolvieron en CH,CI, anhidro (1 mL). A continuacion, se afladi6 TMSOTf
(300 pL de una disolucion 0.25 M en CH,CI,) a temperatura ambiente.
Después de agitar a t.a. durante 10 min, la reaccion se par6 con trietilamina
(0.2 mL) y el disolvente se concentr6 a vacio. El residuo se purificd por
cromatografia en columna de gel de silice (Tolueno/Acetona 5:1) para dar 65
(150 mg, 86%). CCF (Tolueno:Acetona 3:1) R; 0.28; [a]*% +9.0° (c 1,
CHCI5); 'H-RMN (300 MHz, CDCl3) §6.82 (br d, J ;nn = 8.1 Hz, 1H, NH),
5.33 (dd, J ,5=10.6 Hz, J 5, = 9.4 Hz, 1H, H-3), 5.13 (dd, J 45= 9.7 Hz 1H,
H-4), 4.69 (d, J 1, = 8.3 Hz, 1H, H-1), 4.29 (dd, J 5. = 4.7 Hz, J ga¢p = 12.3
Hz, 1H, H-6a), 4.15 (dd, J 56, = 2.3 Hz, J gago = 12.3 Hz, 1H, H-6b) 4.03-3.84
(m, 2H, H-2 y OCH,CH,CH;N3), 3.76-3.68 (m, 1H, H-5), 3.63-3.53 (m, 1H,
OCH,CH,CH;Ns3), 3.41-3.33 (m, 2H, OCH,CH,CH;Ns), 2.76-2.42 (m, 4H,
OCO(CHy),), 2.15 (s, 3H, COOCHy), 2.09 (2s, 6H, OCOCH), 1.94-1.76 (m,
2H, OCH,CH,CH;N,); *C-RMN (75MHz, CDCl;) & 206.2, 172.6, 170.6,
169.6, 162.1, 100.6, 92.2, 72.0, 71.8, 67.9, 66.5, 62.0, 56.0 47.9, 37.6, 29.5,
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28.9, 28.0, 20.7. HRMS: m/z: calculado para C,H»;CIzN4ONa: 611.0690;
encontrado: 611.0705 [M+Na]".

Oxazolina (66)

ClhC

CCF (Tolueno/Acetona 3:1) R; 0.26; *H-RMN (300 MHz, CDCls) 66.36 (d, J
12=7.5Hz, 1H, H-1), 5.39 (dd, 1H, H-3), 4.93 (m, 1H, H-4), 4.51 (m, 1H, H-
2), 4.32-4.15 (m, 2H, 2H-6), 3.78 (m, 1H, H-5), 2-89-2.45 (m, 4H,
OCO(CHy),), 2.18 (s, 3H, COCHj3), 2.09 (2s, 6H, OCOCHjs). ES-MS: m/z:
calculado para C;7H,,CIlsNNaO,: 510.0; encontrado: 509.7 [M+Na]".

4,6-di-O-acetil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-p-D-glucopirandsido de 3-
azidopropilo (67)

N3

AcO
AcO 0 J
NHTCA

El compuesto 65 (461 mg, 0.78 mmol) se disolvié en CH,Cl, (6 mL) y se
afiadieron 3.1 mL de una solucién 0.5 M de hidrazina monohidratada en
Py/AcOH 1.2:0.8. La mezcla se agitd durante 2 horas y la reaccién se par6
con acetona (0.2 mL). A continuacidn, se diluy6é con AcOEt y se lavo con
HCI 1M (ag.), NaHCO; ag. sat. y H,0. La fase orgénica se seco con Na,SO,,
se filtrd y se concentrd a vacio. El residuo se purifico por cromatografia en
columna de gel de silice (Hex/AcOEt 1:1) obteniendo 67 (300 mg, 78%). CCF
(Hex/AcOEt 1:1) R¢ 0.33; [a]*°5 +36.0° (¢ 1, CHCI3); *H-RMN (300 MHz,
CDCl3) 67.06 (br d, J ,nn = 7.0 Hz, 1H, NH), 4.92-4.83 (m, 2H, H-4 y H-1),
4.29 (dd, J 562 = 4.7 Hz, J 6a6p = 12.3 Hz, 1H, H-6a), 4.15 (m, 2H, H-6b y H-
3), 3.96 (m, 1H, OCH,CH,CH;Ns), 3.69 (M, 1H, H-5), 3.61 (m, 1H,
OCH,CH,CH;N3), 3.51 (m, 1H, H-2), 3.44-3.33 (m, 2H, OCH,CH,CH,N3),
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2.12-2.09 (2s, 6H, COCHs), 1.90-1.80 (m, 2H, OCH,CH,CH,N3); *C-RMN
(75MHz, CDCly) ¢ 171.0, 170.9, 162.6, 99.5, 92.3, 71.9, 71.6, 71.2, 66.6,
62.3, 59.2, 48.0, 29.0, 20.9, 20.8. HRMS: m/z: calculado para
Ci15H,:CIsN,OgNa: 513.0323; encontrado: 513.0309 [M+Na]".

O-(4-0O-levulinoil-2,3-di-O-pivaloil-p-D-glucopiranosiluronato de metilo)-
(1=>3)-4,6-di-O-acetil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-p-D-glucopirandsido
de 3-azidopropilo (68).

N3

MeOOC o AACO&&/ J
LevO C o)
P|V()/%/8
OPiv NHTCA

El donador 46 (103 mg, 0.22 mmol) y el aceptor 67 (82 mg, 0.17 mmol) se
coevaporaron con tolueno, se secaron a vacio y se disolvieron en CH,Cl,
anhidro (1.5 mL). A continuacion, se afiadi6 TMSOTf (300 pL de una
disolucién 0.18 M en CH,CI,) a temperatura ambiente. Después de agitar a
t.a. durante 1 hora, la reaccion se par6 con trietilamina (0.2 mL) vy el
disolvente se concentr6 a vacio. El residuo se purifico por cromatografia en
columna de gel de silice (Hex/AcOEt 1:1) para dar 68 (90 mg, 55%). CCF
(Hex:AcOEt 1:1) Ry 0.16; [a]®’p +24.8° (¢ 1, CHCI5); 'H-RMN (500 MHz,
CDCls) 67.00 (br d, J n2= 7.1 Hz, 1H, NH), 5.17-5.12 (m, 2H, H-3’ y H-4"),
5.01-4.94 (m, 3H, H-2", H-1 y H-4), 468 (d, J 1,= 7.9 Hz 1H, H-1"), 4.61
(dd, J 25=J 34= 9.2 Hz, 1H, H-3), 4.23 (dd, J 5= 5.2 Hz, J 6260 = 12.2 Hz,
1H, H-6a), 4.14 (m, 1H, H-6b), 3.97-3.92 (m, 2H, H-5> y OCH,CH,CH,N5),
3.76-3.70 (m, 4H, COOCHj; y H-5), 3.60 (m, 1H, OCH,CH,CH;N,), 3.40-
3.34 (m, 2H, OCH,CH,CH,N3), 3.31 (m, 1H, H-2), 2.73-2.42 (m, 4H,
OCO(CHy),), 2.16-2.14 (2s, 6H, COCHg), 2.09 (s, 3H, COCHj), 1.88-1.81 (m,
2H, OCH,CH,CH,N;), 1.16-1.10 (2s, 18H, OCOC(CH,);); **C-RMN
(75MHz, CDCl3) 6205.6,177.1,175.8, 171.1, 170.7, 169.6, 166.9, 162.0 (8 x
CO), 99.5 (C-17), 98.5 (C-1), 92.1 (CCly), 74.4 (C-3), 72.4, 72.0 (C-5, C-5"),
71.5,70.6, 69.7 (C-2’, C-3°, C-4), 68.1 (C-4), 66.9 (OCH,), 62.3 (C-6), 59.2
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(C-2), 52.8 (COOCHj), 48.0 (CH,N5), 38.7, 38.6, 37.3, 29.7, 29.6, 28.9, 27.4,
27.1, 26.9, 20.7, 20.6. HRMS: m/z: calculado para Cs;Hs3CI3N4OgNa:
969.2318; encontrado: 969.2313 [M+Na]".

O-(&cido-p-D-glucopiranosiluronico)-(1-> 3)-2-acetamido-2-desoxi-p-D-
glucopirandésido de 3-azidopropilo (42).

HO o
Hoﬁﬁf NHAC
El disacérido 68 (20 mg, 23 umol) se disolvié en una mezcla THF/H,O (3mL,
1/1 v/v) y una solucién 0.5 M de KOH en H,O (0.46 mL, 0.23 mmol) se
afiadid, poco a poco, en alicuotas de 1 eq., a lo largo de 48 horas. La mezcla
de reaccion se neutralizo con resina Amberlite H*, se filtrd y se concentro a
vacio y se purificé a través de Sephadex LH-20 obteniendo el compuesto 75.
CCF (AcOEt/Py/H,0/AcOH 10:5:3:1) R¢ 0.40.

El intermedio 75 se disolvié en una mezcla THF/H,O (3mL, 1/1 v/v) y se
afiadid solucion 0.5M de KOH adicional a lo largo de 4 dias (20 eg./dia: 80
eq. totales). La mezcla de reaccion se neutralizé con Amberlite H*, se filtré y
se concentrd a vacio y se purifico a través de Sephadex G-10 obteniendo el
compuesto 76. CCF (AcOEt/Py/H,0/AcOH 8:5:3:1) R; 0.18; *H-RMN (500
MHz, D,0) 64.63 (d, J :»= 7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.48 (d, J 1, = 8.3 Hz, 1H, H-
1), 4.06-4.00 (m, 1H, OCH,CH,CH;,N3), 3.94 (dd, J s =2.0 Hz, J g0 = 12.3
Hz, 1H, H-6a), 3.81-3.74 (m, 3H, H-5’, H-6b y OCH,CH,CH,Ns5), 3.66-3.60
(dd, J 3=J34=9.1 Hz, 1H, H-3), 3.59-3.53 (m, 3H, H-3’, H-4’ y H-4), 3.53-
3-46 (m, 3H, H-5 y OCH,CH,CH;N3), 3.43 (dd, 1H, H-2"), 2.88 (dd, 1H, H-
2), 1.97-1.90 (m, 2H, OCH,CH,CH;N3); datos seleccionados del espectro de
RMN de *C (obtenido de un experimento HMQC, 125 MHz, D,0) & 103.1,
101.8, 86.1, 75.7, 75.6, 75.4, 73.2, 71.3, 68.3, 67.8, 67.4, 60.6, 55.7, 28.6. ES-
MS: m/z: calculado para CysH26N4O11: 436.2; encontrado: 436.7 [M-1H]'.
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El disacérido 76 se disolvié en 3 mL de MeOH anhidro y la reaccion se enfrié
a 0°C. Entonces se afiadieron TEA (2 pL, 11.4 pmol) y Ac,O (27 pL, 0.285
mmol). Después de 15 min agitando se subio la temperatura a t.a. Después de
4 horas, la mezcla de reaccion se coevapordé 3 veces con tolueno y se
concentr6 a vacio. El residuo se disolvié en 3 mL de H,O y se afiadieron 0.1
mL de una solucién 0.5M de LiOH en H,0. Después de 2 horas, la reaccion
se neutralizd6 con AcOH y se concentr6 a vacio. El residuo resultante se
purificd por Sephadex G-10 y se liofilizd 3 veces obteniendo el sélido blanco
42 (10 mg, 90%). CCF (AcOEt/Py/H,O/AcOH 8:5:3:1) R; 0.15; ‘H-RMN
(500 MHz, D,0) 64.55 (d, J 1, = 8.5 Hz, 1H, H-1), 4.49 (d, J ;:»- = 7.9 Hz,
1H, H-1"), 4.01-3.96 (m, 1H, OCH,CH,CH,N3), 3.94 (dd, Jse = 2.1 Hz, J
eaep = 12.4 Hz, 1H, H-6a), 3.87-3.82 (dd, 1H, H-2), 3.80-3.73 (m, 3H, H-5’,
H-3 y H-6b), 3.73-3.66 (m, 1H, OCH,CH,CH;Ns), 3.57-3-46 (m, 4H, H-3’,
H-4’, H-4 y H-5), 3.42-3.33 (m, 3H, H-2’ y OCH,CH,CH,N3), 2.05 (s, 3H,
NHCOCH,), 1.89-1.83 (m, 2H, OCH,CH,CH;N3); datos seleccionados del
espectro de RMN de **C (obtenido de un experimento HMQC, 125 MHz,
D,0) 6 102.7 (C-17), 100.8 (C-1), 82.7 (C-3 0 C-5°), 75.5 (C-3 0 C-57), 75.4
(C-3>0C-40C-40C-5),75.2 (C-3> 0 C-4’ 0 C-4 0 C-5), 72.8 (C-2), 66.9
(OCH,CH,CH;Ng), 71.7 ((C-3* 0 C-4> 0 C-4 0 C-5), 68.7 (C-3 0 C-4’ 0 C-4
o C-5), 60.7 (C-6), 546 (C-2), 47.8 (OCH,CH,CH;N;), 28.0
(OCH,CH,CH,N3), 22.8 (CH;CONH). HR MS: m/z: calculado para
C17H,N401,Na: 503.1601; encontrado: 503.1616 [M+Na]".

(2,3-di-O-benzoil-4-O-levulinoil-g-D-glucopirandsido de dimetiltexilsililo)

uronato de metilo (71)

MeOOC

LevO O
O N _oTDs

OBz

El compuesto 60 (7.14 g, 14.6 mmol) se disolvi6é en metanol (110 mL) vy, a
continuacion, se afiadid resina acida DOWEX 50WX2 (9 g). Después de 3

horas de reaccion, la resina DOWEX se filtré y el disolvente se elimin6 a
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vacio. El residuo (1.96 g) se disolvi6 en piridina (15 mL) y se afiadié cloruro
de benzoilo (5 mL, 43.6 mmol). Después de 18 horas agitando a temperatura
ambiente, el crudo de reaccion se diluyé con CH,Cl,y se lavo con 1N HCI,
NaHCO; ag. sat. y H,0. La fase organica se secd con Na,SO,, se flitrd y se
concentré a vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel
de silice (Hex/AcOEt 2:1) obteniendo 71 (2.05g, 74%). [a]® + 40.7° (c 1,
CHCI,); CCF (Hex/AcOEt 2:1) Ry 0.44; *H-RMN (300 MHz, CDCls) § 7.93-
7.89 (m, 4H, Ar), 7.53-7.47 (m, 2H, Ar), 7.39-7.34 (m, 4H, Ar), 5.67 (dd,
J23=J34=9.6 Hz, 1H, H-3), 5.48 (dd, J;4,=9.6 Hz, 1H, H-4), 5.42 (dd, J,,=7.4
Hz, J,3=9.6 Hz, 1H, H-2), 5.01 (d, J,,=7.4 Hz, 1H, H-1), 4.20 (d, J;5=9.8 Hz,
1H, H-5), 3.79 (s, 3H, COOCHs,), 2.68-2.35 (m, 4H, OCO(CH,),), 2.04 (s,
3H, COCH3;) 1.50 (m, 1H, CH(CHs),), 0.74-0.70 (m, 12H, C(CHs), y
CH(CHs),), 0.18-0.08 (2s, 6H, Si(CHs),); **C-RMN (75 MHz, CDCly) ¢
205.7, 171.2, 167.2, 165.7, 164.9, 133.6, 133.3, 133.1, 130.1, 129.9, 129.7,
129.4, 128.9, 128.5, 128.4, 128.3, 96.1, 73.2, 72.7, 72.5, 69.9, 52.9, 37.7,
33.8, 29.6, 27.7, 24.7, 19.8, 19.7, 18.4, 18.3, -2.0, -3.5. HRMS: m/z calculado
para Cs;H,,0,:SiNa: 679.2551; encontrado: 679.2531 [M+Na]".

Tricloroacetimidato de 2,3-di-O-benzoil-4-O-levulinoil-a,B-D-

glucopiranosiluronato de metilo (47)

MeOOC NH

o L
LevO
YOO\ 0 ~cal;

OBz

A una solucién de 71 (2.05 g, 3.12 mmol) en THF seco (33 mL) se afiadié un
exceso del complejo (HF),Py (8.7 mL) a 0°C. Después de 24 horas agitando a
0°C y 10 horas a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se diluy6 con
CH,CI, y se lavé con H,0O y NaHCO; aqg. sat. La fase organica se seco con
Na,S0O;,, se filtrd y se concentrd a vacio para dar el compuesto 4-O-levulinoil-
2,3-di-O-benzoil-a,B-D-glucopiranosuronato de metilo. El residuo (1.58 g, 3.1
mmol) se disolvié en CH,ClI, seco (20mL) y se afiadid tricloroacetonitrilo (3.1

mL, 31 mmol) y K,CO; (470 mg, 3.41 mmol). Después de 3 horas agitando a
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temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se filtr6 y se concentré a vacio.
El residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice
(Hex/AcOEt 2:1) para dar 47 (1.44 g, 72%) como una mezcla de andmeros
/. CCF (Hex:AcOEt 1:1) Ry 0.49. Datos para el anémero a: "H-RMN (300
MHz, CDCl3) 68.66 (s, 1H, NH), 7.96-7.91 (m, 4H, Ar), 7.55-7.47 (m, 2H,
Ar), 7.41-7.33 (m, 4H, Ar), 6.84 (d, J 1,= 3.6 Hz, 1H, H-1), 6.10 (dd, J ,5 = J
54 = 10.0 Hz, 1H, H-3), 5.58-5.50 (m, 2H, H-2, H-4), 4.65 (d, 1H, J 45 = 10.3
Hz, H-5), 3.79 (s, 3H, COOCH;), 2.70-2.37 (m, 4H, OCO(CH,),), 2.04 (s, 3H,
COCHj3). ES-MS: m/z: calculado para Ci9H,,ClgN;NaOy,: 680.0; encontrado:
679.7 [M+Na]".

(2,3-di-O-benzoil-4-O-levulinoil-g-D-glucopiranésido de 3-azidopropilo)

uronato de metilo (72)

MeOOC N3
Leé?&%oJ
OBz

El espaciador 3-azidopropanol 49 (460 mg, 4.6 mmol) y el tricloroacetimidato
47 (1.2 g, 1.8 mmol) se coevaporaron con tolueno, se secaron a vacio y se
disolvieron en CH,Cl, anhidro (10 mL). A continuacién, se afiadi6 TMSOTf
(33 pL, 0.18 mmol) a temperatura ambiente. Después de agitar a t.a. durante
10 min, la reaccién se pard con trietilamina y el disolvente se concentrd a
vacio. El residuo se purifico por cromatografia en columna de gel de silice
(Hex/AcOEt 2:1) para dar 72 (700 mg, 64%). CCF (Hex:AcOEt 1:1) R¢ 0.59.
'H-RMN (300 MHz, CDCls) 57.96-7.89 (m, 4H, Ar), 7.55-7.48 (m, 2H, Ar),
7.41-7.34 (m, 4H, Ar), 5.70 (dd, J ;3= J 54= 9.5 Hz, 1H, H-3), 5.50-5.41 (m,
2H, H-2 y H-4), 477 (d, J 1,= 7.5 Hz, 1H, H-1), 422 (d, J 5= 9.7 Hz, 1H,
H-5), 4.24 (m, 1H, OCH,CH,CH;Ns3), 3.79 (s, 3H, COOCHg), 3.61 (m, 1H,
OCH,CH,CH;N3), 3.32-3.18 (m, 2H, OCH,CH,CH,N,), 2.69-2.35 (m, 4H,
OCO(CHy),), 2.04 (s, 3H, COCHg), 1.89-1.70 (m, 2H, OCH,CH,CH;N,). ES-
MS: m/z: calculado para CygH3;N3sNaO;4: 620.2; encontrado: 619.9 [M+Na]".
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(2,3-di-O-benzoil-p-D-glucopirandsido de 3-azidopropilo) uronato de
metilo (73)

MeOOC N3
9o o]
OBz

El compuesto 72 (790 mg, 1.32 mmol) se disolvié en CH,Cl, (15 mL) y se
afiadieron 5.1 mL de una solucion 0.5 M de hidrazina monohidratada en
Py/AcOH 1.2:0.8. La mezcla se agitdé durante 2 horas y la reaccion se pard
con acetona (0.4 mL). Se diluy6 con AcOEt y se lavé con HCI 1M (aq.),
NaHCO; ag. sat. y H,0. La fase organica se secd con Na,SO,, se filtrd y se
concentr6 a vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel
de silice (Tolueno/Acetona 8:1) obteniendo 73 (590 mg, 89%). CCF
(Hex:AcOEt 3:2) R; 0.62; [a]®p +37.2° (¢ 1, CHCI5); *H-RMN (300 MHz,
CDCly) & 7.98-7.94 (m, 4H, Ar), 7.54-7.48 (m, 2H, Ar), 7.40-7.34 (m, 4H,
Ar), 5.55 (dd, 1H, H-3), 5.42 (dd, J 1,= 7.7 Hz, J 55 = 9.8 Hz, 1H, H-2), 4.75
(d, J 1,=7.7 Hz, 1H, H-1), 4.20 (dd, 1H, H-4), 4.10 (d, J 45 = 9.7 Hz, 1H, H-
5), 4.01 (m, 1H, OCH,CH,CH,Ns), 3.86 (s, 3H, COOCH,), 3.63 (m, 1H,
OCH,CH,CH,N3), 3.32-3.17 (m, 2H, OCH,CH,CH,N5), 1.89-1.70 (m, 2H,
OCH,CH,CH;,N5); *C-RMN (75MHz, CDCl;) & 169.1, 166.5, 165.2, 133.4,
133.3, 129.9, 129.7, 129.1, 129.0, 128.7, 128.5, 128.4, 101.4, 74.9, 74.8, 71.4,
70.5, 66.9, 52.9, 47.8, 28.9. HRMS: m/z: calculado para C,4HsN3OgNa:
522.1488; encontrado: 522.1483 [M+Na]".
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O-(4,6-di-O-acetil-2-desoxi-3-O-levulinoil-2-tricloroacetamido-f-D-
glucopiranosil)-(1->4)-(2,3-di-O-benzoil-g-D-glucopirandsido  de  3-

azidopropilo) uronato de metilo (74)

OAc N

o MeOOC o \?j
A0 B0 O

NHTCA OBz

El donador 48 (68 mg, 0.14 mmol) y el aceptor 73 (118 mg, 0.18 mmol) se
coevaporaron con tolueno, se secaron a vacio y se disolvieron en CH,Cl,
anhidro (1.5 mL). A continuacion, se afiadi6 TMSOTf (150 pL de una
disolucion 0.01 M en CH,Cl,) a temperatura ambiente. Después de agitar a
t.a. durante 30 minutos, la reaccion se pard con trietilamina (0.2 mL) vy el
disolvente se concentr6 a vacio. El residuo se purificd por cromatografia en
columna de gel de silice (Tolueno/Acetona 7:1) para dar 74 (40 mg, 30%).
CCF (Tolueno:Acetona 6:1) R; 0.66; []®5 -8.4° (¢ 1, CHCI5); *H-RMN (500
MHz, CDCl3) 6 7.97-7.89 (m, 4H, Ar), 7.53-7.45 (m, 2H Ar), 7.39-7.30 (m,
4H, Ar), 6.86 (br d, J nw2 = 8.8 Hz, 1H, NH), 5.67 (dd, 1H, H-3"), 5.34 (dd,
1H, H-2"), 5.16 (dd, 1H, H-3), 4.96 (d, 1H, H-1), 4.87 (dd, 1H, H-4), 4.74 (d,
1H, H-1°), 4.30 (dd, 1H, H-4"), 4.13 (d, 1H, H-5"), 4.00-3.90 (m, 2H, H-2,
OCH,CH,CH;N;), 3.86 (s, 1H, COOCH,), 3.66-3.59 (m, 2H, H-6,
OCH,CH,CH,Ns), 3.57-3.51 (m, 1H, H-5), 3.46-3.42 (m, 1H, H-6), 3.33-3.18
(m, 2H, OCH,CH,CH;N3), 2.75-2.39 (m, 4H, OCO(CHy,),), 2.35 (s, 3H,
COCHg), 2.11 (s, 3H, COCHj3), 1.99 (s, 3H, COCHjs), 1.87 (s, 3H, COCHjy),
1.83-1.73 (m, 2H, OCH,CH,CH,N5); *C-RMN (75MHz, CDCl;) &§ 206.1,
172.1, 170.3, 169.5, 169.3, 165.2, 165.1, 161.6, 133.4, 133.2, 129.7, 129.6,
129.5, 129.0, 128.4, 128.2, 101.3, 100.3, 92.4, 73.85, 72.3, 72.2, 67.6, 66.0,
61.5, 55.8, 53.2, 47.8, 37.7, 29.7, 29.5, 28.9, 27.9, 20.7, 20.5. HRMS: m/z:
calculado para CgyHsCIsN4OgNa: 1009.1692; encontrado: 1009.1717
[M+Na]".
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O-(2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranosil)-(1-2>4) acido B-D-
glucopiranosidurénico de 3-azidopropilo (43)

oH -00C N3
B ool o
NHAc OH
A una solucion de 74 (13mg, 0.013 mmol) en THF/H,O (1.5mL, 1:1) se
afiadieron 60pL de KOH 0.5M ag. A continuacion se afiadieron 4 alicuotas
adicionales de la solucion acuosa 0.5M de KOH (50uL x 4) después de 6, 22,
25y 28 horas. La reaccion se dej6 agitando a temperatura ambiente durante 3
dias. A continuacion, el crudo de reaccién se neutralizé con la resina &cida
Amberlite IR-120, se filtrd y se concentr6 a vacio. El residuo se purifico por
cromatografia en columna de gel de silice (AcOEt/Py/H,O/AcOH 10:5:3:1)
obteniendo el intermedio deseado con el grupo amino libre 77 (5.5 mg, 96%).
CCF (AcOEt/Py/H,0/AcOH 8:5:3:1), R¢ 0.26.

A una solucion del intermedio 77 (5.5 mg, 0.012 mmol) y Et;N (2 uL, 0.014
mmol) en MeOH (1mL), a 0°C y bajo atmosfera inerte de argén, se afiadio
Ac,0O (28 pL, 0.30 mmol) y la solucion se dej6 agitando a temperatura
ambiente durante 2.5 horas. El disolvente se evapor6 y el crudo se seco a
vacio durante 12 horas. El residuo se disolvié en H,O (1 mL), y se afiadieron
100 pL de una solucion 0.66 M de NaOH. La solucion se dejé bajo agitacién
durante 1.5 horas, se neutralizé con resina &cida Amberlite IR-120, y se
purificé por Sephadex G-10 (H,O/MeOH 9:1) obteniendo el compuesto 43
con un rendimiento cuantitativo (6 mg). CCF (AcOEt/MeOH/H,0 15:5:3) R¢
0.35; 'H-RMN (500 MHz, D,0) 64.48 (d, J 1,= 8.5 Hz, 1H, H-17), 4.39 (d, J
12=8.1 Hz, 1H, H-1), 3.90 (m, 1H, OCH,CH,CH;N3), 3.86 (bd, 1H, J s:6p =
13.0 Hz, H-6’a), 3.72-3.61 (m, 5H, H-6’b, OCH,CH,CH,Ns, H-2’, H-4, H-5),
3.52 (t, 1H, J 5= J 34 = 9.1 Hz, H-3), 3.46 (bt, 1H, H-3"), 3.40 (m, 2H, H-4’,
H-5%), 3.38 (m, 2H, OCH,CH,CH,N3), 3.27 (dd, 1H, H-2), 1.98 (s, 3H,
COCHjy), 1.83 (m, 2H, OCH,CH,CH,Nj); datos seleccionados del espectro de
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RMN de *C (obtenido de un experimento HSQC, 125 MHz, D,0) ¢ 102.3
(C-1), 100.6 (C-17), 79.9 (C-4), 76.4 (C-5), 75.5 (C-4’ 0 C-57), 73.8 (C-3, C-
3%), 72.6 (C-2), 69.4 (C-4’ 0 C-5"), 67.4 (OCH,CH,CH;Nj3), 60.4 (C-6"), 55.2
(C-2%), 47.6 (OCH,CH,CH;,N3), 28.1 (OCH,CH,CH;,N3), 22.3 (CH3;CONH).
HR MS: m/z: calculado para C;;H,7N4O1,: 479.1630; encontrado: 479.1681
[MT.

1,2,4,6-tetra-O-acetil-3-O-bencil-a,p-D-glucopiranosa (84)*

OAc

RO o
OAc
A una disolucién de 40 g (0.15 mol) de 1,2,5,6-di-O-isopropilidén-a-D-
glucofuranosa (81) en 250 mL de DMF, se afiadié lentamente, bajo agitacién
y enfriando en un bafio de hielo, 7.7 gramos (0.19 mol) de NaH al 60% en
aceite mineral. Después de 30 minutos agitando a 0°C, se subi6 la temperatura
a ta. y se afadieron 1.7 g (4.6 mmol) de NBuyl y 19.2 mL (0.162 mol) de
BnBr. La mezcla de reaccién se dej6 agitando bajo atmosfera inerte de argon
durante 4 horas. A continuacién, se afiadieron 10 mL de MeOH vy se dejé
agitando 20 minutos. El crudo de reaccién se diluyé con AcOEt y se lavo con
H,O. La fase organica se secd con Na,SO,, se filtrd y se concentrd a vacio
para dar el compuesto 82. [CCF (Hex/AcOEt 2:1) R 0.43]. El residuo 82 se
traté con H,SO, 0.1M (530 mL). La temperatura se subié poco a poco hasta
90°C y se dejo toda la noche bajo agitacion. La reaccion se enfrid hasta
temperatura ambiente y se neutraliz6 con NaOH 0.1M. El crudo de reaccion
se coevapord con una mezcla MeOH/Tolueno y se secd a vacio para dar el
compuesto 83. [CCF (CH,CI,/MeOH 8:1) R 0.48]. 83 se disolvié en piridina
(340 mL) y a la disolucion se afiadieron 183 mL de Ac,0 a 0°C. Después de 1
hora se subid la temperatura a t.a. y se dejo agitando 18 horas. Se diluy6 con
AcOEt y se lavo con HCI 1N, NaHCO; ag. sat. y H,O. La fase orgénica se
secd con Na,SO,, se filtrd y se concentrd a vacio. El residuo se purificé por

cromatografia en columna de gel de silice (Hex/AcOEt 2:1) obteniendo 84 (57
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0, 85%). CCF (Hex/AcOEt 2:1) R¢ 0.33; Los datos de RMN se corresponden

con los que se encuentran en la bibliografia.

2,4,6-tri-O-acetil-3-O-bencil-p-D-glucopiranésido de 4-metoxifenilo (85)>

OAc

NS
OAc

Una mezcla de 84 (57 g, 0.13 mol), 4-metoxifenol (40 g, 0.32 mol) y tamiz
molecular de 4A (35 g) en 440 mL de CH,ClI, se agit6 durante 30 minutos a
0°C y bajo atmosfera inerte de argdn. A continuacion, se afiadié TMSOTT (3.5
mL, 0.02 mol). Después de agitar a 0°C durante 3 horas, la reaccion se
neutraliz6 con trietilamina y el disolvente se concentrd a vacio. El residuo se
cristalizé desde acetato de etilo para dar 85 (34.5 g, 55%). CCF (Hex/AcOEt
1:1) R¢0.31; Los datos de RMN se corresponden con los que se encuentran en
la bibliografia.

3-0-bencil-2-0-benzoil-p-D-glucopiranésido de 4-metoxifenilo (89)*

"égn%%&/omp
OBz
A una solucién de 85 (13.6 g, 27 mmol) en MeOH (136 mL) se afiadieron
1.95 mL de una solucion 1M de metdxido sédico en MeOH y se dejo agitando
a t.a. bajo argén 18 horas. La reaccion se diluyé con MeOH, se neutraliz6 con
resina cida AMBERLITE IR-120 (H"), se filtrd y se concentr6 a vacio para
dar el crudo 86. El residuo 86 (27 mmol) se disolvié en MeCN (200 mL) y se
afiadieron bajo argon 6.3 mL (41 mmol) de benzaldehido dimetil acetal y
acido p-toluensulfénico (5.8 mL de una solucién 0.48M en MeCN seco). Se
dejo agitando algunos minutos, se neutraliz6 con trietilamina (400 pL) y se
evaporoé a vacio. El residuo se diluyé con CH,Cl, y se lavé con H,0. La fase
organica se seco con Na,SOy, se filtrd y se concentrd a vacio para dar el crudo

87. Este residuo (27 mmol) se disolvié en piridina (225 mL) y a esta
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disolucién se afiadio cloruro de benzoilo (25 mL, 216 mmol). Después de
agitar durante 18 horas a t.a. bajo atmosfera de argén, se diluy6 el crudo con
CH,CI, y se lavo con HCI 2N, NaHCO; ag. sat. y H,O. La fase orgéanica se
secO con Na,SQ,, se filtrd y se concentrd a vacio para dar el crudo 88. Este
residuo (27 mmol) y CSA (3.13 ¢, 13.5 mmol) se disolvieron en
MeOH/CH,CI, (250 mL 3:1). Después de 20 horas agitando a t.a. y bajo
atomosfera de argdn, la reaccién se diluy6é con CH,Cl, y se lavé con NaHCO;
ag. sat. La fase organica se sec6 con Na,SOy, se filtro y se concentré a vacio.
El crudo se cristalizé usando de Hex/AcOEt para dar 89 como solido blanco
(11.6 g, 85%). CCF (Tolueno/AcOEt 1:3) R¢ 0.42; Los datos de RMN se

corresponden con los que se encuentran en la bibliografia.

[3-O-bencil-2-O-benzoil-p-D-glucopirandsido de 4-metoxifenilo] uronato
de bencilo (80)%

BnOOC
HOS OMP

OBz
A una solucién del diol 89 (1 g, 2.1 mmol) en CH,Cl,, bajo una intensa
agitacion y a 0°C, se afiadieron gota a gota TEMPO (1.3 mL de una solucion
0.016M en CH,CI,), BusNBr (1.3 mL de una solucion 0.016 M en CH,Cl,),
KBr (0.42 mL de una solucién 0.5M en H,0) y una solucién de Ca(CIlO),
(743 mg, 5.2 mmol) y NaHCO; (751 mg, 8.9 mmol) en H,O (20.2 mL).
Después de 1 hora a 0°C, la reaccion se neutraliz6 afiadiendo Na,SO3 (13 mL
de una solucion 0.8M en H,0). Después de 15 minutos a 0°C, el crudo se
diluyé con CH,CI, y H,0, y la fase organica se lavé con Na,SO; (0.8 M) y
brine, se sec6 (MgSQ,), se filtrd y se concentrd a vacio. El residuo se disolvid
en DMF (3 mL) y se afiadieron bromuro de bencilo (0.5 mL, 4.2 mmol) y
BusNI (390 mg, 1.1 mmol). La reaccidon se agité a 60°C durante 4 horas, se
diluyé con AcOEt, se lavd con H,0, se seco (MgSQ,), se filtrd y se concentro
a vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de silice
(Hex/AcOEt 12:1) obteniendo 80 (600 mg, 50%). CCF (Tolueno/AcOEt 1:3)
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R¢ 0.47; Los datos de RMN se corresponden con los que se encuentran en la
bibliografia.

[3-O-bencil-2-0O-benzoil-4-O-levulinoil-p-D-glucopirandésido de 4-
metoxifenilo] uronato de bencilo (90)%

BnOOC

LevO OMP

OBz

El compuesto 80 (2.4 g, 4.1 mmol), acido levulinico (2.39 g, 20.5 mmol), 1,3-
diciclohexilcarbodiimida (1.27 g, 6.17 mmol) y DMAP (50 mg) se disolvieron
en CH,CI, (30 mL) y la reaccion se agito a temperatura ambiente durante 4
horas. La mezcla de reaccion se diluyd con CH,Cl, y se lav6 con una solucion
saturada de NaHCOs. La fase orgéanica se sec6 con Na,SO,, se filtro y se
concentré a vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel
de silice (Tolueno/Acetona 20:1) obteniendo el compuesto 90 (2.55 g, 78%).
CCF (Hex/AcOEt 2:1) R 0.29; Los datos de RMN se corresponden con los

que se encuentran en la bibliografia.

3-0O-bencil-2-0O-benzoil-4-O-levulinoil-a,p-D-glucopiranosiluronato de
bencilo (91)%

BnOOC

LevO
BnO OH
OBz

A una solucion de 90 (2.55 g, 3.73 mmol) en tolueno/MeCN/H,0O (200 mL,
1:6:1) se afiadi6 CAN (8.7 g, 14.9 mmol) y la reaccion se agité durante 1.5
horas a temperatura ambiente. La reaccion se vertio sobre H,O fria y se
extrajo con AcOEt. La fase organica se lavo con NaHCOs aq. sat. y H,0, se
secO con Na,SO,, se filtré y se concentrd a vacio. El residuo se purificd por
cromatografia en columna de gel de silice (Tolueno/Acetona 12:1) obteniendo

el compuesto 91 como una mezcla de andémeros o/ (2.0 g, 91%). CCF
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(Tolueno/AcOEt 2:1) R; 0.46. Los datos de RMN se corresponden con los que

se encuentran en la bibliografia.

Tricloroacetimidato de  3-O-bencil-2-O-benzoil-4-O-levulinoil-a,f-D-
glucopiranosiluronato de bencilo (78)%

BnOOC
L0 N oTeA

OBz
El compuesto 91 (2 g, 3.47 mmol) se disolvié en CH,Cl, seco (25 mL) y se
afiadio tricloroacetonitrilo (3.5 mL, 34.7 mmol) y K,CO; (527 mg, 3.82
mmol). Después de 2 horas agitando a temperatura ambiente, la mezcla de
reaccion se filtrd y se concentr6 a vacio. EIl residuo se purifico por
cromatografia en columna de gel de silice (Hex/AcOEt 2:1) para dar 78 (2.3
g, 92%) como una mezcla de anémeros «/fi. CCF (Hex/AcOEt 1:1) R 0.49.
Los datos de RMN se corresponden con los que se encuentran en la

bibliografia.

6-0-bencil-2-desoxi-3-O-levulinoil-2-tricloroacetamido-p-D-

glucopirandésido de dimetiltexilsililo (92)

BnO o
HO OTDS

LevO
NHTCA

El compuesto 53 (3 g, 4.6 mmol) se coevapor6 con tolueno y se disolvi6 en
CH,CI, seco (30 mL). A continuacion se dejo agitando 30 minutos sobre
tamiz molecular activado (3g). A continuacion, se afiadio trietilsilano (8.8 mL,
55.2 mmol) y se dejo agitando a temperatura ambiente. A los 15 minutos se
afiadio gota a gota TFA (4.5 mL, 60.72 mmol). Después de 10 minutos el
crudo de reaccidn se filtro y se diluyé con CH,Cl,. La fase orgénica se lavo
con NaHCO; ac. sat. y con H,0, se seco sobre MgSO,, y se concentrd. El
crudo de reaccion se purifico por cromatografia en columna de gel de silice
(Hex/AcOEt 2:1 - 1:1) obteniendo 92 (2.55 g, 85%). CCF (Hex/AcOEt 2:1)
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Rf 0.24; []®p -22.9° (c 1, CHCI5); *H-RMN (300 MHz, CDCly): 67.39-7.27
(m, 5H, Ar), 6.78 (br d, 1H, J nu2 = 9.3 Hz, NH), 5.13 (dd, 1H, J 55=J 54=
10.6 Hz, H-3), 4.81 (d, 1H, J 1, = 7.9 Hz, H-1), 4.60 (m, 2H, CH,(Bn)), 3.92
(m, 1H, H-2), 3.81-3.75 (m, 3H, H-4, H-6a y H-6b), 3.58 (m, 1H, H-5), 2.81-
2.44 (m, 4H, OCO(CHy,),), 2.17 (s, 3H, COCHj3), 1.60 (m, 1H, CH(CHy),),
0.86-0.82 (M, 12H, C(CHs), y CH(CHa),), 0.18-0.13 (2s, 6H, Si(CHs),); **C-
RMN (75MHz, CDCl,): 6207.8, 173.4, 162.0 (C=0), 138.1-127.7 (Ar-CH y
Ar-C), 95.8 (C-1), 92.7 (CCls), 75.7, 74.5 (C-3 y C-5), 73.7 (CH,(Bn)), 70.2,
69.9 (C-4 y C-6), 57.6 (C-2), 38.4 (OCO(CH,),), 34.0 (CH(CHy),), 29.9
(COCHs), 28.4 (OCO(CH,),), 24.8, 20.1, 20.0, 18.7, 18.6 (CH(CHs),),
C(CH3),) y C(CHz3)y), -1.7, -3.2 (Si(CHs),)). HRMS: m/z: calculado para
C,sH42CIsNOgSiNa: 676.1643; encontrado: 676.1675 [M+Na]".

Tricloroacetimidato de 4-O-acetil-6-O-bencil-2-desoxi-3-O-levulinoil-2-

tricloroacetamido-a,B-D-glucopiranosilo (79)

NH
NHTCA
El compuesto 92 (1.2g, 1.83 mmol) se disolvi6 en Py (10mL/g) y a
continuacion se afiadié anhidrido acético (5mL/g) a 0°C. Después de 10
minutos se subié la temperatura a t.a. Una vez terminada la reaccion, se diluyo
el crudo con AcOEt, se lavd con HCI 1N, NaHCO; ac. sat. y finalmente con
H,O destilada. La fase organica se sec6 (MgSQy,), se filtrd y se concentro,
obteniendo con un rendimiento cuantitativo el intermedio 93. A continuacion,
el residuo 93 (1.83 mmol) se disolvidé en THF seco (25 mL) y se afiadio un
exceso de complejo (HF),Py (5.2 mL) a 0°C. Después de 5 dias agitando a
0°C, la mezcla de reacciéon se diluyé con CH,CI, y se lavé con H,0O y
NaHCO; aqg. sat. La fase organica se seco con Na,SO,, se filtrd y se concentrd
a vacio para dar el 1-hidroxiazucar correspondiente (rendimiento

cuantitativo). Una parte del residuo (527 mg, 0.95 mmol) se disolvid en
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CH,CI, seco (10mL) y se afiadi6 tricloroacetonitrilo (0.95 mL, 9.5 mmol) y
DBU (1%). Después de 1 hora agitando a temperatura ambiente, la mezcla de
reaccion se concentrd a vacio. El residuo se purificé por cromatografia en
columna de gel de silice (Hex/AcOEt 3:1 + 1% TEA) para dar 79 (463 mg,
70%) como una mezcla de andémeros a/f. CCF (Hex/AcOEt 2:1) R¢ 0.45;
datos para el anémero a: *H-RMN (300 MHz, CDCl;): §8.74 (s, 1H, NH),
7.26 (m, 5H, Ar), 6.97 (br d, 1H, J yy2 = 8.2 Hz, NH), 6.46 (d 1H, J ;,,=3.5
Hz, H-1), 5.44-5.32 (m, 2H, H-3 y H-4), 4.48 (2d, 2H, CH,(Bn)), 4.36 (m, 1H,
H-2), 4.07 (m, 1H, H-5), 3.53 (m, 2H, H-6a y H-6b), 2.78-2.36 (m, 4H,
OCO(CHy),), 2.11 (s, 3H, COCHj3), 1.98 (s, 3H, COCH;). HRMS: m/z:
calculado para C,,H25ClsN,NaOg: 718,9667; encontrado: 718,9669 [M+Na]".

O-(4-0O-acetil-6-O-bencil-2-desoxi-3-O-levulinoil-2-tricloroacetamido-p-D-
glucopiranosil)-(1->4)-(3-O-bencil-2-O-benzoil-g-D-glucopiranoésido de 4-

metoxifenilo) uronato de bencilo (94)

C 0

LevO OoMP

& NHTCA® OBz
El donador 79 (3.73 g, 5.34 mmol) y el aceptor 80 (2.4 g, 4.1 mmol) se
coevaporaron con tolueno, se secaron a vacio, y se disolvieron en CH,Cl, seco
(90 mL) en presencia de tamiz molecular 4A activado. Después de 10 minutos
agitando a 0°C y bajo atmosfera de argon, se afiadio6 TMSOTf (199 uL, 1.1
mmol). Después de 10 minutos, la mezcla de reaccion se neutralizé con
trietilamina y se concentré a vacio. El residuo se purificd por cromatografia
en columna de gel de silice (Tol/Acetona 14:1) para dar 94 (3.31 g, 72%).

CCF (Hex/AcOEt 3:2) Rf 0.38; [0] 3 +14.1° (¢ 1.0, CHCI3); *H-RMN (500

MHz, CDCly) §7.93 (m, 2H, Ar), 7.56 (m, 1H, Ar), 7.45-7.37 (m, 6H, Ar),
7.33 (m, 2H, Ar),7.26 (m, 4H, Ar), 7.16 (m, 2H, Ar), 7.05 (m, 3H, Ar), 6.87
(m, 3H, NH y Ar), 6.69 (m, 2H, Ar), 5.44 (dd, 1H, J;, = 7.1 Hz, J,5 = 9.0 Hz,
H-2), 5.27, 5.10 (2d, 2H, Jgem = 12.0 Hz, CHy(Bn)), 5.06 (t, 1H, Js4 = Jy.5 =
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9.5 Hz, H-4’),4.99 (d, 1H, J;, = 7.1 Hz, H-1), 4.93 (t, 1H, H-3"), 4.90, 4.63
(2d, 2H, Jgem = 11.7 Hz, CHy(Bn)), 4.41 (d, 1H, J;-,- = 8.4 Hz, H-1"), 4.32 (2d,
2H, CH,(Bn)), 4.21 (t, 1H, J34 = J45 = 9.1 Hz, H-4), 4.06-4.00 (m, 2H, H-5y
H-2’), 3.82 (pt, 1H, H-3), 3.72 (s, 3H, OCHjy), 3.47 (m, 1H, H-6’a), 3.33-3.26
(m, 2H, H-5’ y H-6b), 2.71-2.42 (m, 4H, OCO(CH,),), 2.15 (s, 3H, COCHjy),
1.97 (s, 3H, COCHj;); *C-RMN (125 MHz, CDCl): & 206.1 (CO(Lev)),
172.3,169.8, 168.9, 165.1, 162.1 (CO), 155.8, 151.0 (Ar-C), 138.1-114.5 (Ar-
C, Ar-CH), 101.0 (C-1), 100.1 (C-1°), 92.5 (CCl3), 79.6 (C-3), 78.1 (C-4),
75.3 (CH,(Bn)), 74.5 (C-5), 73.7 (C-5), 73.6 (CH,(Bn)), 73.0 (C-2), 72.8 (C-
3’), 69.1 (C-6°), 68.8 (C-4"), 68.0 (CH,(Bn)), 56.0 (C-2’), 55.7 (OCHj3), 37.8
(OCO(CH,),), 29.7 (COCHg), 28.1 (OCO(CHy,),), 20.8 (COCHgs;). HRMS:
m/z: calculado para CsgHsgNOj7NaCls: 1142.2512; encontrado: 1142.2543
[M+Na]".

O-(4-0O-acetil-6-O-bencil-2-deoxi-2-tricloroacetamido-B-D-glucopiranosil)-
(1->4)-(3-O-bencil-2-O-benzoil-p-D-glucopiranésido  de 4-metoxifenilo)

uronato de bencilo (95)

c 0
HO OMP
NHTCA® OBz

El compuesto 94 (200 mg, 0.18 mmol) se disolvié en CH,Cl, (2.5 mL) vy, a
continuacion, se afiadié hidrazina monohidrato (340 L de una solucion 1 M
en Py/AcOH 3:2). Después de 2 horas agitando a temperatura ambiente, la
reaccion se neutralizé con acetona (0.1 mL), se diluyé con AcOEt y se lavd
con HCI 1IN, NaHCO; ag. sat., y H,O. La fase organica se sec6 con MgSO,,
se filtro y se concentr6 a vacio. El residuo se purifico por cromatografia en

columna de gel de silice (Tolueno/Acetona 7:1) obteniendo el compuesto 95

(170 mg, 93%). CCF (Hex/AcOEt 3:2) R; 0.30; [a] 5 +16.6° (¢ 1.0, CHCIy);

'H-RMN (500 MHz, CDCl3) §7.94 (m, 2H, Ar), 7.57 (m, 1H, Ar), 7.43-7.37
(m, 7H, Ary NH), 7.33 (m, 2H, Ar), 7.26 (m, 4H, Ar), 7.15 (m, 2H, Ar), 7.05
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(m, 3H, Ar), 6.88 (m, 2H, Ar), 6.70 (m, 2H, Ar), 5.45 (dd, 1H, J;, = 7.2 Hz,
Jos = 9.1 Hz, H-2), 5.28, 5.15 (2d, 2H, Jger = 12.2 Hz, CH,(Bn)), 5.01 (d, 1H,
J 1, = 7.2 Hz, H-1), 4.93-4.89 (M, 2H, H-4" y CH,(Bn)), 4.62 (d, 1H, Jgen, =
11.8 Hz, CH,(Bn)), 4.38 (d, 1H, J;.,- = 8.3 Hz, H-1), 4.31 (s, 2H, CH,(Bn)),
4.17 (pt, 1H, H-4), 4.08 (d, Js5 = 9.5 Hz, 1H, H-5), 3.85-3.80 (m, 2H, H-3 y
H-2"), 3.73 (s, 3H, OCHj), 3.50-3.46 (m, 2H, H-3’ y H-6’a), 3.33 (m, 1H, H-
6°b), 3.30 (m, 1H, H-5"), 2.00 (s, 3H, COCHs); *C-RMN (125 MHz, CDCl,):
6 170.7, 169.3, 165.1, 163.6 (CO), 155.8, 151.0 (Ar-C), 138.0-114.5 (Ar-C,
Ar-CH), 100.9 (C-1), 99.7 (C-1°), 92.6 (CCl3), 79.7 (C-3), 78.1 (C-4), 75.2
(CH,(Bn)), 74.4 (C-5), 74.3 (C-3), 73.7 (C-5°), 73.6 (CH,(Bn)), 72.9 (C-2),
72.2 (C-4%), 69.1 (C-6°), 68.0 (CH,(Bn)), 58.7 (C-2), 55.6 (OCHjs), 20.9
(COCH3). HRMS: m/z: calculado para CsHsoNOgsNaCls: 1044.2144;
encontrado: 1044.2161 [M+Na]".

O-(3-0-bencil-2-O-benzoil-4-O-levulinoil-p-D-glucopiranosiluronato  de
bencilo)-(1->3)-0O-(4-0-acetil-6-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-p-
D-glucopiranosil)-(1->4)-(3-O-bencil-2-O-benzoil-B-D-glucopiranésido  de
4-metoxifenilo) uronato de bencilo (96)

LEE%MMZ&OMP

n

OBz NHTCA OBz

El donador 78 (275 mg, 0.38 mmol) y el aceptor 95 (300 mg, 0.29 mmol) se
coevaporaron con tolueno, se secaron a vacio, y se disolvieron en CH,Cl, seco
(4 mL) en presencia de tamiz molecular 4A activado. La reaccion se agito
durante 10 minutos a t.a. y bajo atmosfera de argén, y, a continuacion, se
afiadi6 TMSOTf (14 pL, 76 pumol). Después de 15 minutos, la mezcla de
reaccion se neutralizé con trietilamina y se concentr6 a vacio. El residuo se
purifico por cromatografia en columna de gel de silice (Tolueno/Acetona
10:1) para dar 96 (192 mg, 41%) y aceptor 95 (56 mg, 18%). CCF

(Tolueno/Acetone 7:1) Rf 0.28; [a] 3 +15.6° (¢ 1.0, CHCI3); *H-RMN (500
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MHz, CDCl;) 68.04 (m, 2H, Ar), 7.93 (m, 2H, Ar), 7.54 (m, 2H, Ar), 7.44-
7.24 (m, 17H, Ar), 7.14-7.02 (m, 12H, Ar), 6.90 (br d, 1H, J,ny = 7.8 Hz,
NH), 6.86 (m, 2H, Ar), 6.68 (m, 2H, Ar), 5.41 (dd, 1H, J;, = 6.9 Hz, J,3=8.4
Hz, H-2A), 5.28-5-22 (m, 2H, H-2C y H-4C), 5.20-5.08 (m, 4H, 2CHy(Bn)),
5.00 (d, 1H, J;, = 6.8 Hz, H-1A), 4.90 (t, 1H, J34 = J45 = 9.4 Hz, H-4B),
4.84-4.80 (m, 2H, H-1B y H-1C), 4.75 (d, 1H, Jgem = 11.6 Hz, CHy(Bn)), 4.59-
4.53 (m, 3H, CHy(Bn)), 4.36-4.26 (m, 3H, H-4A y CH,(Bn)), 4.18 (pt, 1H, H-
3B), 4.02 (d, 1H, J,5 = 8.8 Hz, H-5A), 4.00 (d, 1H, J;5 = 10.0 Hz, H-5C),
3.80-3.73 (m, 2H, H-3A y H-3C), 3.72 (s, 3H, OCHj), 3.55 (m, 1H, H-2B),
3.44 (dd, 1H, Jsg= 3.0 Hz, Jea 6= 10.7 Hz, H-6bB), 3.37 (m, 1H, H-5B), 3.26
(dd, 1H, Jsea= 5.4 Hz, Jsae= 10.7 Hz, H-6aB), 2.55-2.19 (m, 4H,
OCO(CH,),), 2.10 (s, 3H, COCHs), 1.78 (s, 3H, COCH,); *C-RMN (125
MHz, CDCl3): 8 206.0(CO(Lev)), 171.4 (CO(Lev)), 169.9, 168.5, 167.1,
165.2, 164.8, 161.5 (CO), 155.7, 151.1 (Ar-C), 138.1-114.5 (Ar-C, Ar-CH),
100.9 (C-1A), 99.1 (C-1C), 98.6 (C-1B), 92.8 (CCly), 79.4 (C-3A), 79.1 (C-
3C), 76.6 (C-4A), 75.9 (C-3B), 74.8, 74.6 (CH,(Bn) y C-5A), 74.1, 73.9, 73.6
(2CHy(Bn) y C-5B), 73.1 (C-2A), 72.8, 72.7 (C-2C y C-5C), 71.3 (C-4C),
69.3 (C-6B), 68.7 ((C-4B), 68.1 (CH,(Bn)), 67.8 (CHy(Bn)), 58.5 (C-2B),
55.7 (OCHs), 37.7 (OCO(CHy,),), 29.9 (COCHg), 27.8 (OCO(CH,),), 20.6
(COCH3). HRMS: m/z: calculado para CgHggNOyNaCls: 1602.4034;
encontrado: 1602.4025 [M+Na]".

0O-(3-0-bencil-2-0O-benzoil-p-D-glucopiranosiluronato de bencilo)-(1->3)-
O-(4-0-acetil-6-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido-f-D-
glucopiranosil)-(1->4)-(3-O-bencil-2-O-benzoil-p-D-glucopiranésido de 4-
metoxifenilo) uronato de bencilo (97)

BnOOC BnO o BnOOC
HOO A o2
BnO 0 BnO OMP

OBz NHTCA OBz

El compuesto 96 (124 mg, 0.08 mmol) se disolvié en CH,Cl, (2 mL) vy, a

continuacion, se afiadié hidrazina monohidrato (152 pL de una solucion 1 M

190



Parte experimental Capitulo 7

en Py/AcOH 3:2). Después de 2 horas agitando a temperatura ambiente, la
reaccion se pard con acetona (0.1 mL), se diluyé con AcOEt y se lavd con
HCI 1N, NaHCO; ag. sat., y H,O. La fase organica se sec6 con MgSQO,, se
filtré y se concentré a vacio. El residuo se purificO por cromatografia en

columna de gel de silice (Tolueno/Acetona 7:1) obteniendo el compuesto 97
(82 mg, 71%). CCF (Tolueno/Acetona 6:1) Rf 0.28; [a] 5 +6.9° (c 1.0,

CHCI5); 'H-RMN (500 MHz, CDCl;) 6 8.04 (m, 2H, Ar), 7.94 (m, 2H, Ar),
7.56 (m, 2H, Ar), 7.44-7.24 (m, 17H, Ar), 7.19-7.01 (m, 12H, Ar), 6.86 (m,
2H, Ar), 6.81 (d, 1H, J, vy = 8.0 Hz, NH), 6.68 (m, 2H, Ar), 5.41 (dd, 1H, J;,
= 7.0 Hz, J,3 = 8.4 Hz, H-2A), 5.27 (2d, 2H, CH,(Bn)), 5.17 (m, 2H, H-2C y
CHy(Bn)), 5.10 (d, 1H, Jgem = 12.1 Hz, CH,(Bn)), 5.00 (d, 1H, J;, = 6.9 Hz,
H-1A), 4.88 (pt, 1H, H-4B), 4.81 (d, 1H, H-1B), 4.77-4.74 (m, 2H, H-1C y
CHy(Bn)), 4.68 (s, 2H, CH,(Bn)), 4.53 (d, 1H, Jgem = 11.7 Hz, CH,(Bn)), 4.36-
4.26 (m, 3H, H-4A y CHy(Bn)), 4.13 (pt, 1H, H-3B), 4.03-4.00 (m, 2H, H-5A
y H-4C), 3.92 (d, 1H, J;5 = 9.9 Hz, H-5C), 3.76 (pt, 1H, H-3A), 3.72 (s, 3H,
OCHj), 3.64-3.55 (m, 2H, H-2B y H-3C), 3.45 (dd, 1H, Js6= 3.0 Hz, Jeaep=
10.6 Hz, H-6bB), 3.40 (m, 1H, H-5B), 3.27 (dd, 1H, Js6.= 5.2 Hz, Jea = 10.6
Hz, H-6aB), 1.75 (s, 3H, COCHs); *C-RMN (125 MHz, CDCl,): & 169.7,
168.6, 168.4, 165.2, 165.1, 161.4 (CO), 155.7, 151.0 (Ar-C), 138.1-114.5
(Ar-C, Ar-CH), 100.9 (C-1A), 99.8 (C-1C), 98.7 (C-1B), 92.8 (CCls), 80.9
(C-3C), 79.4 (C-3A), 76.7 (C-4A), 76.2 (C-3B), 74.8, 74.7, 74.7, 74.6
(2CH,(Bn), C-5C, C-5A), 73.9 (C-5B), 73.6 (CHy(Bn)), 73.1 (C-2A), 72.9 (C-
2C), 72.1 (C-4C), 69.4 (C-6B), 69.0 (C-4B), 67.8 (2 CH,(Bn)), 58.3 (C-2B),
55.7 (OCHjy), 20.6 (COCHz). HRMS: m/z: calculado para CzgH;4sNO»,NaCls:
1504.3666; encontrado: 1504.3644 [M+Na]".
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O-(4-0O-acetil-6-O-bencil-2-desoxi-3-O-levulinoil-2-tricloroacetamido-p-D-
glucopiranosil)-(1->4)-0-(3-0-bencil-2-O-benzoil-B-D-
glucopiranosiluronato  de  bencilo)-(1->3)-O-(4-O-acetil-6-O-bencil-2-
desoxi-2-tricloroacetamido-B-D-glucopiranosil)-(1->4)-(3-O-bencil-2-O-
benzoil-B-D-glucopiranosido de 4-metoxifenilo) uronato de bencilo (98)

AN oo B o
El donador 79 (56 mg, 0.08 mmol) y el aceptor 97 (80 mg, 0.05 mmol) se
coevaporaron con tolueno, se secaron a vacio, y se disolvieron en CH,Cl, seco
(2 mL) en presencia de tamiz molecular 4A activado. La reaccion se agitd
durante 10 minutos a 0°C y bajo atmosfera de argon, y, a continuacién, se
afiadi6 TMSOTf (100 pL de una solucién 0.16 M en CH,CI, seco). Después
de 10 minutos, la mezcla de reaccién se neutralizé con trietilamina y se
concentré a vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel
de silice (Tolueno/Acetona 4:1) para dar 98 (69 mg, 64%). CCF

(Tolueno/AcOEt 4:1) Rf 0.30; [a]3) +6.5° (¢ 1.0, CHCls); *H-RMN (500

MHz, CDCly) 67.94 (m, 4H, Ar), 7.54 (m, 2H, Ar), 7.48-7.22 (m, 25H, Ar),
7.12 (m, 2H, Ar), 7.08-7.02 (m, 7H, Ar), 6.85 (m, 2H, Ar), 6.83 (br d, 1H,
Innz = 9.2 Hz, NHD), 6.74 (br d, 1H, Jyu = 8.1 Hz, NHB), 6.67 (m, 2H, Ar),
5.42-5.37 (M, 2H, H-2A y CH,(Bn)), 5.16-5.08 (m, 4H, H-2C y CH,(Bn)),
5.02-4.98 (m, 2H, H-1A y H-4D), 4.89-4.82 (m, 3H, H-1B, H-4B y H-3D),
4.79-4.72 (m, 3H, H-1C y CHy(Bn)), 4.54 (d, 1H, Jgen = 11.5 Hz, CH,(Bn)),
4-35-4.25 (m, 5H, H-4A y 2CH,(Bn)), 4.18 (d, 1H, J;, = 8.5 Hz, H-1D), 4.10-
4.03 (M, 2H, H-3B y H-4C), 4.01 (d, 1H, Jss = 8.9 Hz, H-5A), 3.98-3.92 (m,
2H, H-2D y H-5C), 3.76 (t, 1H, J,5 = Js4 = 8.5 Hz, H-3A), 3.71 (s, 3H,
OCHy), 3.64-3.57 (m, 2H, H-3C y H-2B), 3.46-3.38 (m, H-5B y 2H6), 3.26
(m, 2H, 2H6), 3.15 (M, 1H, H-5D), 2-76-2.42 (M, 4H, OCO(CHy),), 2.15 (s,
3H, COCHj), 1.98 (s, 3H, COCHy), 1.78 (s, 3H, COCHy); *C-RMN (125
MHz, CDCly): § 206.2 (CO(Lev)), 172.3 (CO(Lev)), 169.8, 169.5, 168.7,
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168.5, 165.2, 165.1, 162.3, 161.6 (CO), 155.7, 151.0 (Ar-C), 138.1-114.5 (Ar-
Cy Ar-CH), 100.9 (C-1A), 99.9, 99.8 (C1-Cy C-1D), 99.0 (C-1B), 92.7, 92.5
(2CCly), 79.5 (C-3A), 79.4 (C-3C), 77.8 (C-4C), 77.4, 76.4 (C-3B y C-4A),
75.0, 74.7(X3) (2CH,(Bn), C-5A y C-5C), 73.9, 73.7, 73.6(X2) (C-5D, C-5B
y 2 CHy(Bn)), 73.1 (C-2A), 72.8 (C-2), 72.6 (C-3D), 69.6, 69.4, 69.0, 68.8 (C-
6B, C-6D, C-4B y C4D), 68.0 (CH,(Bn)), 67.8 (CH,(Bn)), 58.1 (C-2B), 56.0
(C-2D), 55.7 (OCHg), 37.8 (OCO(CHy),), 29.8 (COCHj3), 28.1 (OCO(CH,),),
20.8, 20.6 (COCH;). HRMS: m/z: calculado para CigH10sNsO3NaCls:
1028.2501; encontrado: 1028.2558 [M+2NH4]2+.

O-(&cido B-D-glucopiranosiluronico)-(1->3)-O-(2-acetamido-2-desoxi-f-D-
glucopiranosil)-(1->4) &cido p-D-glucopiranosidurdnico de 4-metoxifenilo
(44)

"00C HO -00C
Hﬂw&/ﬂgﬁ&omp
OH NHAC OH
A una disolucidn del trisacarido 96 (11.6 mg, 7.3 umol) en THF (0.83 mL) se
afiadieron, a una temperatura de -5°C, H,O, (30%, 0.31 mL) y LiOH (0.19 mL
de una solucion 0.7M). Después de 24 horas de agitacion a temperatura
ambiente, se afiadieron MeOH (0.83 mL) y una solucion de NaOH (0.18 mL,
4M). Después de 72 horas a temperatura ambiente, la reaccién se neutralizd
con resina acida AMBERLITE IR-120 (H"), se filtrd y se concentré a vacio.
El residuo se disolvié en MeOH (1 mL) y se afadieron trietilamina (4 pL) y
Ac,O (5 pL) a 0°C. Después de 1 hora agitando a t.a., la reaccion se
coevaporé con tolueno y metanol. El residuo se volvio a disolver en MeOH (1
mL) y se afiadi6 NaOH (0.25M, 0.2 mL). Después de 12 h la reaccion se
neutralizé con resina dcida AMBERLITE IR-120 (H"), se filtrd y se concentrd
a vacio. Se afiadio trietilamina (0.3 mL) y el crudo se purificé por Sephadex
LH-20 (CH,Cl,/MeOH 1:1). El residuo se convirti6 en sal sodica por elucion
en Dowex 50WX4-Na* con MeOH/H,0 9:1 para dar 99 (6.5 mg, 87%). CCF
(ACOEt/MeOH/H,0 20:5:3) Rf 0.35; "H-RMN (500 MHz, MeOD) &7.44 (m,
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4H, Ar), 7.32-7.17 (m, 11H, Ar), 7.03 (m, 2H, Ar), 6.81 (m, 2H, Ar), 5.07 (d,
Jgem = 11.2 Hz, 1H, CHy(Bn)), 4.89 (m, 2H, CH,(Bn)), 4.81 (d, J,, = 7.8 Hz,
1H, H-1A), 4.76 (d, Jgem = 11.2 Hz, 1H, CHy(Bn)), 4.69 (d, J,, = 8.5 Hz, 1H,
H-1B), 4.52 (d, Jgem = 11.9 Hz, 1H, CHy(Bn)), 4.43 (d, J;, = 7.4 Hz, 1H, H-
1C), 4.36 (d, Jgem = 11.9 Hz, 1H, CH(Bn)), 4.05 (pt, 1H, H-4A), 3.89 (pt, 1H,
H-2B), 3.85 (m, 1H, H-6B), 3.80 (d, J45 = 9.7 Hz, 1H, H-5A), 3.74 (s, 3H,
OCHjy), 3.69-3.52 (m, 6H, H-2A, H-3B, H-6B, H-5C, H-4C y H-3A), 3.48 (m,
2H, H-5B y H-4B), 3.44-3-38 (m, 2H, H-2C y H-3C), 2.07 (s, 3H,
NHCOCHs,); datos seleccionados del espectro de RMN de *3C (obtenido de un
experimento HSQC, 125 MHz, MeOD) ¢ 151.5-115.0 (Ar), 104.6 (C-1C),
102.9 (C-1A), 100.8 (C-1B), 85.1 (C-2C o C-3C), 84.8 (C-3B o0 C-5C), 83.7
(C-3A), 79.7 (C-4A), 78.0 (C-5A), 77.0 (C-4B 0 C-5B), 75.1 (CH,(Bn)), 75.0
(CH,(Bn)), 74.9 (C-3B 0 C-5C), 74.2 (CH,(Bn)), 74.2 (C-2C o C-3C), 73.6
(C-2A), 73.0 (C-4C), 70.7 (C-4B o C-5B), 70.5 (C-6B), 56.2 (C-2B), 55.7
(OCH3), 23.7 (NHCOCH;). HRMS: m/z: calculado para [CssHssNOy]*:
473.6611; encontrado: 473.6622 [M]*.

Una solucién de 99 (6.5 mg, 6.8 pumol, sal sddica) en 4.5 mL de H,O/MeOH
(8:1) se hidrogeno en presencia de Pd(OH), (5 mg) a una presion de 1 bar.
Después de 24 horas, la suspension se filtr6 sobre Celita y se concentré a
vacio. El residuo se purificé por Sephadex G-10 (H,O/MeOH 9:1) para dar el
compuesto 44 después de liofilizacion (4.6 mg, cuantitativo). "H-RMN (500
MHz, D,0) 6 7.10 (m, 2H, Ar), 6.98 (m, 2H, Ar), 5.00 (d, 1H, J;, = 7.8 Hz,
H-1A), 4.60 (d, 1H, J;, = 8.5 Hz, H-1B), 4.47 (d, 1H, J,, = 7.9 Hz, H-1C),
3.94 (dd, 1H, Jsga = 2.0 Hz, Jeaep = 12.7 Hz, H-6B), 3.89-3.78 (m, 7H, H-2B,
H-4A, H-5A, OCH; y H-6B), 3.75-3.68 (m, 3H, H-3B, H-5C y H-3A), 3.61
(dd, J12, =7.9 Hz, J,53 = 9.5 Hz, 1H, H-2A), 3.56 (pt, 1H, H-4B), 3.50 (m, 3H,
H-3C, H-4C y H-5B), 3.33 (m, 1H, H-2C), 2.04 (s, 3H, NHCOCH;); datos
seleccionados del espectro de RMN de *C (obtenido de un experimento
HSQC, 125 MHz, D,0) & 118.1, 115.0 (Ar), 102.9 (C-1C), 101.3 (C-1A),
100.5 (C-1B),82.9 (C-3B o C5C), 79.8 (C-4A o C-5A), 76.6 (C-4A o C-5A),
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75.6 (C-3B 0 C5C), 75.3 (C-5B 0 C-3C 0 C-4C), 73.6 (C-3A), 72.7 (C-2C),
72.5 (C-2A), 71.6 (C-5B o C-3C o C-4C), 68.5 (C-4B), 60.5 (C-6B), 55.7
(OCHj), 54.2 (C-2B), 22.4 (NHCOCH;). HRMS: m/z: calculado para
[C,7H35NO16]*: 338.5907; encontrado: 338.5904 [M]?.

O-(2-acetamido-2-desoxi-p-D-glucopiranosil)-(1->4)-O-(4cido B-D-
glucopiranosilurénico)-(1->3)-0-(2-acetamido-2-desoxi-p-D-
glucopiranosil)-(1->4) &cido B-D-glucopiranosidurdnico de 4-metoxifenilo
(45)

HO 00C HO "00C
R RO o
NHAC OH NHAc OH
A una disolucién del tetrasacarido 98 (20 mg, 10 umol) en THF (1 mL) se
afiadieron, a una temperatura de -5°C, H,O, (30%, 0.42 mL) y LiOH (0.25 mL
de una solucion 0.7M). Después de 24 horas de agitacion a temperatura
ambiente, se afiadieron MeOH (1 mL) y una solucién de NaOH (0.25 mL,
4M). Después de 5 dias a temperatura ambiente, la reaccion se neutraliz6 con
resina acida AMBERLITE IR-120 (H"), se filtré y se concentré a vacio. El
residuo se disolvié en MeOH (1 mL) y se afiadieron trietilamina (5 pL) y
Ac,0 (6 pL) a 0°C. Después de 2 horas agitando a t.a., la reacciéon se
coevaporé con tolueno y metanol. El residuo se volvi6 a disolver en MeOH (1
mL) y se afiadi6 NaOH (0.3M, 0.2 mL). Después de 12 h la reaccion se
neutralizd con resina acida AMBERLITE IR-120 (H"), se filtré y se concentr6
a vacio. Se afiadio trietilamina (0.3 mL) y el crudo se purifico por Sephadex
LH-20 (CH,CI,/MeOH 1:1). El residuo se convirti6 en sal sodica por elucion
en Dowex 50WX4-Na* con MeOH/H,0 9:1 para dar 100 (8 mg, 64%). CCF
(AcOEt/MeOH/H,0 20:5:3) Rf 0.25; *H-RMN (500 MHz, MeOD) §7.45 (m,
4H, Ar), 7.27-7.17 (m, 16H, Ar), 7.03 (m, 2H, Ar), 6.81 (m, 2H, Ar), 5.04 (m,
2H, CH,(Bn)), 4.80 (d, J;2 = 7.9 Hz, 1H, H-1A), 4.74 (2d, Jger, = 10.6 Hz, 2H,
CH,(Bn)), 4.68 (d, J;, = 8.6 Hz, 1H, H-1B), 4.62 (d, J;, = 8.6 Hz, 1H, H-1D),
4.50 (2d, Jgem = 10.6 Hz, 2H, CH,(Bn)), 4.43 (d, J;, = 7.2 Hz, 1H, H-1C),
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4.34 (2d, Jgem = 12.0 Hz, 2H, CH,(Bn)), 4.05 (pt, 1H, H-4A), 3.93 (pt, 1H, H-
4C), 3.87 (dd, J,5= 10.1 Hz, J,, = 8.6 Hz, 1H, H-2B), 3.84-3.72 (m, 7H, H-
6B, H-6D, H-5A, H-5C y OCHg), 3.67-3.51(m, 6H, H-6B, H-6D, H-2A, H-
2D, H-3B y H-3A), 3.49-3.43 (m, 4H, H-4B, H-5B, H-2C y H-3C), 3.39-3.36
(m, 3H, H-3D, H-4D y H-5D), 2.06 (2s, 6H, NHCOCHs); datos seleccionados
del espectro de RMN de **C (obtenido de un experimento HSQC, 125 MHz,
MeOD) & 152.8-115.1 (Ar), 104.3 (C-1C), 103.1 (C-1A), 100.8 (C-1B y C-
1D), 85.2 (C-3B), 83.7 (C-3A), 83.3 (C-4B 0 C-5B 0 C-2C 0 C-3C), 79.7 (C-
4A), 79.4 (C-4C), 78.2 (C-5A 0 C-5C), 78.0 (C-3D o0 C-4D o C-5D), 77.5 (C-
3D o C-4D o C-5D), 76.9 (C-4B o C-5B o C-2C o C-3C), 76.9 (C-5A o C-
5C), 75.2 (2xCH,(Bn)), 74.5 (CH,(Bn)), 74.3 (CH,(Bn)), 73.9 (C-2A), 73.8
(C-4B 0 C-5B 0 C-2C 0 C-3C), 72.1 (C-3D 0 C-4D o C-5D), 70.6 (C-6B y C-
6D), 70.5 (C-4B o C-5B o C-2C o C-3C), 57.8 (C-2D), 56.2 (C-2B), 55.8
(OCHj3), 23.1 (2xNHCOCHSs). HRMS: m/z: calculado para [CesH72N20,4]%
620.2243; encontrado: 620.2280 [M]*.

Una solucién de 100 (8.0 mg, 6.2 umol, sal sédica) en H,O/MeOH (4.5
mL/0.5 mL) se hidrogeno a una presion de 2 bar en presencia de Pd(OH), (17
mg). Después de 48 horas, la suspensién se filtrd sobre celita y se concentré a
vacio. El residuo se purificé por Sephadex G-10 (H,O/MeOH 9:1) para dar 45
después de liofilizacion (5.6 mg, cuantitativo). "H-RMN (500 MHz, D,0) &
7.09 (m, 2H, Ar), 6.97 (m, 2H, Ar), 4.99 (d, J;, = 7.9 Hz, 1H, H-1A), 4.57 (d,
Jiz = 8.4 Hz, 1H, H-1B), 4.52 (d, J;, = 8.3 Hz, 1H, H-1D), 4.46 (d, J;, = 7.9
Hz, 1H, H-1C), 3.92 (m, 2H, H-6B y H-6D), 3.87-3.65 (m, 13H, H-2B, H-4A,
H-5A, H-6B, H-6D, OCHj, H-4C, H-5C, H-3B, H-2D y H-3A), 3.61-3.56 (m,
2H, H-2A y H-3C), 3.55-3.44 (m, 5H, H-4B, H-3D, H-4D, H-5D y H-5B),
3.34 (pt, 1H, H-2C), 2.04 (s, 3H, NHCOCHj3), 2.02 (s, 3H, NHCOCHj); datos
seleccionados del espectro de RMN de *C (obtenido de un experimento
HSQC, 125 MHz, D,0) & 118.0, 114.9 (Ar), 103.0 (C-1C), 101.2 (C-1A),
100.6 (C-1D), 100.4 (C-1B), 82.4 (C-3B 0 C-4C o C-5C), 79.8 (C-4A o C-
5A), 79.6 (C-3B 0 C-4C o C-5C), 76.5 (C-4A o C-5A), 76.1 (C-3B 0 C-4C 0

196



Parte experimental Capitulo 7

C-5C), 75.4 (C-4B 0 C-5B 0 C-3D 0 C-4D o C-5D), 75.2 (C-4B 0 C-5B o C-
3D o C-4D o C-5D), 73.8 (C-4B 0 C-5B o C-3D o C-4D o C-5D), 73.5 (C-
3C), 73.6 (C-3A), 72.5 (C-2A), 72.4 (C-2C), 69.4 (C-4B 0 C-5B 0 C-3D o C-
4D o C-5D), 68.4 (C-4B o C-5B o C-3D o C-4D o C-5D), 60.4 (C-6B y C-
6D), 55.6 (OCHy), 55.2 (C-2D), 54.2 (C-2B), 22.5 (2xNHCOCHz). HRMS:
m/z: calculado para [C35H48N2024]2': 440.1304; encontrado: 440.1323 [M]Z'.

(3-O-bencil-2-O-benzoil-g-D-glucopiranodsido de 4-metoxifenilo) uronato
de 4,455,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-heptadecafluoroundecilo (101):

0 O TG,
%ﬂé&omp
OBz
A una solucion del diol 89 (100 mg, 0.21 mmol) en CH,Cl, (2.1 mL) a 0°C se
afiadieron, gota a gota, TEMPO (0.39 mL de una solucién 0.016 M en
CH,CI,), BusNBr (0.13 mL de una solucién 0.08 M en CH,CI,) y KBr (40 pL
de una solucién 0.5 M en H,0). A continuacién, una solucién de Ca(ClO),
(74 mg, 0.52 mmol) y NaHCO; (75 mg, 0.9 mmol) en H,O (2.0 mL) se afiadié
gota a gota y a 0°C. Después de agitar durante 45 minutos a 0°C, la reaccion
se neutralizé con Na,SO; (1.3 mL de una solucién 0.8 M en H,0). Después de
15 minutos agitando a 0°C, la mezcla de reaccion se diluyé con CH,Cl, y H,O
y la fase organica se separd, se lavé con una solucion de Na,SO; (0.8 M) y
brine, se sec6 (MgS0Q,), se filtrd y se concentr6 a vacio. El residuo se disolvid
en DMF (3 mL) y se afiadi6 yoduro de 4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
heptadecafluoroundecilo (245 mg, 0.42 mmol). La reaccion se agit6 durante 3
h a 60 °C, se diluyé con AcOEt, se lavé con H,0, se secd (MgSQ,) y se
concentré a vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel
de silice (tolueno/AcOEt 12:1) para dar 101 (110 mg, 55%). CCF

(tolueno/AcOEt 6:1) Ry 0.39; [a] 5 —1.7° (¢ 1.0, CH,CI); 'H-RMN (300

MHz, CDCl,): 6 8.03 (m, 2H, Ar), 7.60 (m, 1H, Ar), 7.46 (m, 2H, Ar), 7.19
(m, 5H, Ar), 6.89 (m, 2H, Ar), 6.73 (m, 2H, Ar), 5.49 (dd, J 1,=7.6 Hz, J ,3=
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9.2 Hz, 1H, H-2), 5.02 (d, 1H, J 1, = 7.6 Hz, H-1), 4.78 (s, 2H, CH»(Bn)), 4.30
(m, 2H, CH,(CH,),CgF17), 4.17 (pt, 1H, H-4), 4.00 (d, J 45=9.7 Hz, 1H, H-5),
3.79 (pt, 1H, H-3), 3.72 (s, 3H, OCHy), 2.29-1.97 (m, 4H, CH»(CH,),CgF17);
BC-RMN (75 MHz, CDCly): § 169.0, 165.3 (CO), 156.0-114.5 (Ar), 101.5
(C-1), 80.8 (C-3), 74.7 (CHy(Bn), 74.4 (C-5), 73.1 (C-2), 71.8 (C-4), 64.4
(CH,(CH,),CgF17), 55.5 (OCHj3), 28.1-20.0 (CH2(CH,),CgF17); HR MS: m/z:
calculado para CsgH3iF17NaOg: 977.1594; encontrado: 977.1627 [M+Na]".

0O-(3-0-bencil-2-0-benzoil-4-O-levulinoil-B-D-glucopiranosiluronato  de
bencilo)-(1->3)-0-(4-O-acetil-6-O-bencil-2-desoxi-2-tricloroacetamido--
D-glucopiranosil)-(1-2>4)-0-(3-O-bencil-2-O-benzoil-B-D-glucopirandsido
de 4-metoxifenilo) uronato de 4,4,5,5,66,7,7,8,8,9,9,10,10,11,11,11-
heptadecafluoroundecilo (104)

O™ "c.F
Bno OBz NHT?:”AO OBZOMP
El donador 79 (62 mg, 0.09 mmol) y el aceptor 101 (65 mg, 0.07 mmol) se
coevaporaron con tolueno y se disolvieron en CH,CIl, seco (1 mL) en
presencia de tamiz molecular 4A activado. La reaccion se agitd, bajo
atmosfera de argon, durante 10 minutos a 0°C y, a continuacion, se afiadio
TMSOTf (140 pL de una soluciéon 0.25 M en CH,Cl,). Después de 15
minutos agitando a 0°C, la mezcla de reaccion se neutralizé con trietilamina y
se concentrd a vacio. El residuo se purificé usando una columna FSPE. Los
compuestos no fluorados se eluyeron con MeOH/H,O 80:20 y el producto
fluorado se eluy6 con 100% MeOH. La fraccion fluorada se concentrd y se
utilizé en un segundo ciclo de glicosidacion con el donador 79 (16 mg, 0.022
mmol). La mezcla de reaccién se disolvié en CH,CI, seco (1 mL) en presencia
de tamiz molecular 4A activado y se dejé bajo agitacion a 0°C durante 10
minutos. A continuacion, se afiadio TMSOTT (25 pL de una solucién 0.18 M

en CH,Cl,). Después de 15 minutos agitando a 0°C, la mezcla de reaccion se
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neutraliz con Et;N y se concentrd a vacio. El residuo se purificé utilizando
una columna FSPE como hemos descrito anteriormente. La fraccion eluida en
metanol se concentrd para dar el disacarido 102 junto con una pequefia
cantidad de aceptor 101 sin reaccionar. Datos para el disacarido 102: CCF
(tolueno/AcOEt 6:1) R; 0.29; Datos seleccionados del espectro de *H-NMR
(500 MHz, CDCls): 6 5.41 (dd, 1H, H-2A), 5.18 (pt, 1H, H-3B), 5.12 (pt, 1H,
H-4B), 5.09 (d, 1H, H-1A), 5.03 (d, 1H, H-1B), 4.93, 4.67 (2d, 2H, CH,(Bn)),
4.34-4.27 (m, 3H, H-4A y CHy(Bn)), 4.18-4.07 (m, 4H, H-2B, H-5A y
COOCH,), 3.88 (pt, 1H, H-3A), 3.71 (s, 3H, OCH,), 3.67 (m, 1H, H-5B), 3.51
(dd, 1H, H6B), 3.35 (dd, 1H, H6B), 2.76-2-43 (m, 4H, OCO(CHy,),). ESI MS:
m/z: calculado para CgHssClsF7NNaO,7: 1514.1; encontrado: 1514.4
[M+Na]".

El residuo que contenia el disacarido 102 (75 mg) se disolvié en CH,ClI, (1.5
mL) y, a continuacién, se afiadié hidracina monohidrato (67 pL de una
solucion 1 M en Py/AcOH 3:2). Después de 2 horas agitando a temperatura
ambiente, la reaccidn se pard con acetona. La mezcla de reaccidn se concentrd
a vacio, se coevaporé con tolueno y se purificoé por columna FSPE. La
fraccion eluida con metanol contenia el aceptor 103: datos seleccionados del
espectro de 'H NMR (500 MHz, CDCls,): 6 5.43 (dd, 1H, H-2A), 5.09 (d, 1H,
H-1A), 4.95 (m, 3H, H-1B, H-4B y CH,(Bn)), 4.66 (d, 1H, CH,(Bn)), 4.30-
4.11 (m, 6H, H-4A, H-5A y CHy(Bn)), 3.87 (m, 2H, H-3A y H-2B), 3.79 (m,
1H, H-3B), 3.71 (s, 3H, OCH,), 3.61 (m, 1H, H-5B), 3.53 (dd, 1H, H-6B),
3.37 (dd, 1H, H-6B). ESI MS: m/z: calculado para CssHsClsF17sNOys: 1416.2;
encontrado: 1416.2 [M+Na]".

El residuo que contenia el aceptor 103 (70 mg) y el donador 78 (45 mg, 0.062
mmol) se coevaporaron con tolueno y se disolvieron en CH,CI, seco (1 mL)
en presencia de tamiz molecular 4A activado. La mezcla de reaccion se agito,
bajo atmoésfera de argén, durante 10 minutos a 0°C y, a continuacion, se
afiadio TMSOTT (28 uL de una solucién 0.22 M en CH,CI,). Después de 15
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minutos, la reaccion se neutralizé con EtsN y se concentr6 a vacio. El residuo
se purificé por columna FSPE. Los compuestos no fluorados se eluyeron con
MeOH/H,O 80% vy el compuesto deseado con MeOH 100%. Esta Gltima
fraccion se concentrd y se sometié a un segundo ciclo de glicosidacion. El
residuo fluorado y donador 78 (45 mg, 0.062 mmol) adicional se disolvieron
en CH,CI, seco (1 mL) en presencia de tamiz molecular 4A activado. La
mezcla de reaccion se agito, bajo atmdsfera de argén, durante 10 minutos a
temperatura ambiente y, a continuacion, se afiadi6 TMSOTf (1.1 uL, 6.2
pumol). Después de 15 minutos, la reaccion se neutralizd6 con EtsN y se
concentr6 a vacio. El residuo se purifico por columna FSPE. La fraccién
eluida con metanol se volvié a purificar por PLC (cromatografia en capa

preparativa) (tolueno/AcOEt 6:1) para dar el trisacarido 104 (16 mg, 12%
desde 101). CCF (tolueno/AcOEt 4:1) R; 0.32; [o] 5 +6.8° (¢ 1.0, CH,CL,);

'H-RMN (400 MHz, CDCls): §8.03 (m, 2H, Ar), 7.94 (m, 2H, Ar), 7.56 (m,
2H, Ar), 7.46-7.06 (m, 25H, Ar y NH), 6.86 (m, 2H, Ar), 6.72 (m, 2H, Ar),
5.40 (dd, 1H, J;, = 6.5 Hz, J,5 = 8.1 Hz, H-2A), 5.27-5-22 (m, 2H, H-2C y H-
4C), 5.16-5.13 (m, 2H, H-1B y CH,(Bn)), 5.10-5.06 (m, 2H, H-1A y
CH,(Bn)), 4.97 (pt, 1H, H-4B), 4.85 (d, 1H, J;, = 7.5 Hz, H-1C), 4.76 (d, 1H,
Jgem = 11.8 Hz, CH,(Bn)), 4.60-4.52 (m, 3H, CH(Bn)), 4.44-4.29 (m, 4H, H-
4A, H-3B y CHy(Bn)), 4.16 (m, 1H, CH,(CH,),CsF;), 4.09 (m, 1H,
CH,(CH,),CsF17), 4.05 (d, 1H, J,5 = 8.1 Hz, H-5A), 3.99 (d, 1H, J;5 = 10.0
Hz, H-5C), 3.83 (pt, 1H, H-3A), 3.76 (pt, 1H, H-3C), 3.71 (s, 3H, OCH,),
3.62 (m, 1H, H-5B), 3.49 (m, 2H, H-2B y H-6aB), 3.31 (dd, 1H, Js = 5.4 Hz,
Jeaep= 10.7 Hz, H-6bB), 2.54-2.28 (m, 4H, OCO(CH,),), 2.21-2.02 (m, 7H,
CH, (CH,),CsF17 y COCH;), 1.71 (COCHs); *C-RMN (100 MHz, CDCly): §
205.9, 171.3, 169.8, 168.6, 167.1, 165.1 164.6, 161.5 (CO), 155.6-114.4 (Ar),
100.5 (C-1A), 98.6 (C-1C), 98.4 (C-1B), 92.6 (CCl,), 79.1 (C-3A o C-3C),
78.9 (C-3A o C-3C), 76.3 (C-4A o C-3B), 75.7 (C-4A o C-3B), 74.6, 74.3,
74.0, 73.8, 73.6, 73.1, 72.6, 72.5, 71.1 (3CH,(Bn), C-5A, C-5B, C-2A, C-4C,
C-5C y C-2C), 69.2 (C-6B), 68.2 (C-4B), 68.0 (CHy(Bn)), 64.5
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(CH,(CH,),CgF17), 58.8 (C-2B), 55.4 (OCHj), 37.5 (OCO(CH,),), 29.7
(COCHy), 27.6 (OCO(CHy),), 28.0-27.2 (CH,(CH,),CgF17), 20.4 (COCHy).
HR MS: m/z: calculado para Cg;H;oClsF1;NNaOy,: 1972.3684; encontrado:
1972.3987 [M+Na]".

O-(&cido 3-O-bencil-g-D-glucopiranosilurénico)-(1—3)-0-(2-acetamido-6-
O-bencil-2-desoxi-p-D-glucopiranosil)-(1—4)-  acido  3-O-bencil-g-D-
glucopiranosiduronico de 4-metoxifenilo (99)

Bno OH NHAI(3:nO OH o

A una disolucién del trisacarido 104 (15 mg, 7.7 pumol) en THF (1.2 mL) se
afiadieron, a una temperatura de -5°C, H,O, (30%, 0.3 mL) y LiOH (0.19 mL
de una solucion 0.7M). Después de 24 horas de agitacion a temperatura
ambiente, se afiadieron MeOH (1 mL) y una solucién de NaOH (385 pL, 4M).
Después de 4 dias agitando a temperatura ambiente, la reaccion se neutralizd
con resina acida AMBERLITE IR-120 (H"), se filtr6 y se concentro a vacio.
El residuo se disolvié en MeOH (2.1 mL) y se afiadieron trietilamina (14 uL)
y Ac,0 (14 pL) a 0°C. Después de 1 hora agitando a t.a., la reaccion se
coevaporé con tolueno y metanol. Se afiadio trietilamina (0.3 mL) y el crudo
se purifico por Sephadex LH-20 (CH,Cl,/MeOH 1:1). El residuo se convirtié
en sal sddica por elucion en Dowex 50WX4-Na* con MeOH/H,0 4:1 para dar
99 (6.9 mg, 90%).

1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-desoxi-2-trifluoroacetamido- f-D-galactopiranosa
(128)

AcO
OAc
(@)
AcO OAcC
NHTFA

A una solucién de hidrocloruro de D-galactosamina 124 (15 g, 0.07 mol) en

NaOH 1 M (72 mL) se afiadio, bajo intensa agitacion, p-anisaldehido (10.5
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mL, 0.08 mol). Después de pocos minutos, el crudo de reaccién empezo6 a
cristalizar. La reaccion se enfrio durante 2 horas y el precipitado se filtrd y se
lavé con H,0O fria y una mezcla MeOH/EtOH 1:1, obteniendo la 2-desoxi-2-
[p-metoxibenciliden(amino)]-D-galactopiranosa 125 (12.3 g, 60%). El
compuesto 125 se disolvio en una mezcla piridina (64 mL)/AcOH (54 mL) y
se agito durante 1 hora en un bafio de hielo, y durante 24 horas a temperatura
ambiente. La solucion amarilla se virtio sobre 300 mL de agua/hielo y el
precipitado blanco se filtro, se lavé con H,O fria y se secd. Se obtuvo asi la
1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-desoxi-2-[p—metoxibenciliden(amino)]-B-D-

galactopiranosa 126 (13.4 g, 70%). EI compuesto obtenido se disolvid en
acetona caliente (134 mL), y se afiadié6 HCI (5 M, 5.2 mL) con inmediata
formacion de un precipitado. El precipitado se filtrd, se lavé con Et,0 y se
secOd (MgSQ,) para dar 127 (8.9 g, 80%). A una suspension de 127 (2.36 g,
6.14 mmol) en CH,CI, (46 mL) y piridina (2.4 mL), mantenida en frio por un
bafio de agua y hielo, se afiadié anhidrido trifluoroacético (2.4 mL). Después
de 30 minutos agitando la solucidn se lavo con H,0, se secd y se concentrd.
El residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice
(Hex/AcOEt 2:1) obteniendo 128 (2.17 g, 80%). CCF (Hex/AcOEt 2:1) Rf

0.27; [0] & +5.6° (¢ 1.0, CHCl3); H-RMN (300 MHz, CDCly): & 7.02 (bs,
1H, NH), 5.77 (d, 1H, J,, = 8.7 Hz, H-1), 5.40 (dd, 1H, H-4), 5.18 (dd, 1H,
Jo3 = 113 Hz, J34 = 3.3 Hz, H-3), 4.49 (m, 1H, H-2), 4.28-4.03 (m, 3H, H-5,
H-6a, H-6b), 2.18-2.00 (m, 12H, CHs); ESI MS: m/z: calculado para
C16H20FsNOgNa: 466.1; encontrado: 466.1 [M + Na]".
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3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-trifluoroacetamido-p-D-galactopirandsido de
4-metoxifenilo (129)

OAco Ac
(0]
AcO OMP
NHTFA

A una solucion de 128 (7 g, 15.8 mmol) y 4-metoxifenol (4.9 g, 39.5 mmol)
en CH,CI; seco (70 mL) a 0°C se afiadi6 TMSOTT (430 pL, 2.37 mmol).
Después de agitar 45 minutos a 0°C, la mezcla de reaccion se neutraliz con
EtsN y se concentr6 a sequedad. El residuo se purificd por cromatografia en
columna de gel de silice (Tolueno/AcOEt 3:1) para dar 129 (7.8 mg, 97%).

CCF (Tolueno/AcOEt 4:1); Rf 0.17; [a] 5 —3.5° (¢ 1.0, CHCl3); *H-RMN

(300 MHz, CDCly): 6 6.98 (d, 1H, J,nn = 9.1 Hz, NH), 6.92 (m, 2H, Ar), 6.78
(m, 2H, Ar), 5.41 (d, 1H, J;4 = 2.9 Hz, H-4), 5.31 (dd, 1H, J,3 = 11.3 Hz, H-
3), 5.04 (d, 1H, J;, = 8.3 Hz, H-1), 4.40 (m, 1H, H-2), 4.26-4.12 (2dd, 2H,
Jsaer = 11.5 Hz, H-6a, H-6b), 4.03 (br dd, 1H, Js 64 = Js6, = 6.5 Hz, H-5), 3.76
(s, 3H, Me(OMP)), 2.18-2.00 (3s, 9H, CHs(Ac)); “C-RMN (75 MHz,
CDCly): 6 170.7, 170.6, 170.3 (COCHj3), 158.0 (q, 2JcF = 34.1 Hz, COCFy),
155.9, 151.0 (Ar-C), 118.8, 114.7 (Ar-CH), 115.6 (q, “Jcr = 287.0 Hz,
COCF;), 100.4 (C-1), 71.1 (C-5), 69.5 (C-3), 66.4 (C-4), 61.6 (C-6), 55.7
(Me(OMP)), 51.8 (C-2), 20.5 (CHs(Ac)); HR MS: m/z: calculado para
CxH2:NOyoFsNa: 530.1250; encontrado: 530.1268 [M + Na]".

2-desoxi-2-trifluoroacetamido-B-D-galactopirandsido de 4-metoxifenilo
(130)

OH.OH
o
HO OMP
NHTFA

A una solucién de 129 (7.8 g, 15.4 mmol) en MeOH (110 mL) se afadi6
metdxido sodico (1.08 mL de una solucion 2.17 M en MeOH). Después de 1
hora y media agitando, se neutraliz6 con resina acida AMBERLITE IR-120
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(H"), se filtrd6 y se sec6 a vacio obteniendo 130 (5.7 g, 97%). CCF
(CH.Cl,/MeOH 16:1) Rf 0.21; 'H-RMN (300 MHz, MeOD): ¢ 6.97 (m, 2H,
Ar), 6.82 (m, 2H, Ar), 4.91 (d, 1H, J;, = 8.5 Hz, H-1), 4.25 (dd, 1H, J,5 =
10.7 Hz, H-2), 3.91 (d, 1H, J;4 = 3.1 Hz, H-4), 3.87-3.71 (m, 6H, H-6a, H-6b,
H-3, CH3(OMP)), 3.64 (dd, 1H, H-5); HR MS: m/z: calculado para
C15H1sNO;F;Na: 404.0933; encontrado: 404.0923 [M + Na]".

4,6-O-di-tert-butilsililén-2-desoxi-2-trifluoroacetamido-p-D-
galactopirandésido de 4-metoxifenilo (122)

o}
o)
HO OMP

NHTFA
A una solucion de 130 (3.37 g, 8.85 mmol) en piridina seca (150 mL) a 0 °C
se afiadié tBu,Si(OTf), (3.03 mL, 9.3 mmol) y la reaccion se agité durante 12
minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadi6 MeOH (18 mL),
se diluy6 con AcOEt, y se lavo con HCI 1 M, NaHCO; ac. sat. y H,O. La fase
organica se seco (MgSOQ,), se filtrd y se concentrd. El residuo se purifico por
cromatografia en columna de gel de silice (tolueno/AcOEt 5:1) para dar 122

(4.1 g, 88%). CCF (Tolueno/AcOEt 3:1) Rf 0.30; [o] 5” ~17° (¢ 1.0, CHCI,);
'H-RMN (300 MHz, CDCls): § 6.92 (m, 2H, Ar), 6.87 (d, 1H, Jn = 9.1 Hz,
NH), 6.78 (m, 2H, Ar), 4.97 (d, 1H, J;, = 8.4 Hz, H-1), 4.39 (d, 1H, J;, = 2.7
Hz, H-4), 4.24 (m, 2H, H-6a, H-6b), 4.09 (bq, 1H, H-2), 3.89 (dd, 1H, J,5 =
10.5 Hz, H-3), 3.75 (s, 3H, Me(OMP)), 3.46 (bs, 1H, H-5), 2.68 (bs, 1H, OH),
1.09, 1.06 (2s, 18H, C(CHs)3); *C-RMN (75 MHz, CDCl5): § 158.2 (q, 2Jcr
= 37.2 Hz, COCF3), 155.9, 151.2 (Ar-C), 119.7 (Ar-CH), 115.9 (q, 1Jcf¢ =
288.0 Hz, COCF3), 114.6 (Ar-CH), 100.2 (C-1), 72.0 (C-4), 71.5 (C-5), 70.7
(C-3), 66.9 (C-6), 55.7 (Me(OMP)), 55.1 (C-2), 27.5 (C(CHa)s), 23.4, 20.9
(C(CHg)3); HR MS: m/z: calculado para CoyHszsFsNO;SiNa: 544.1954;
encontrado: 544.1968 [M + Na]".
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3-0-(3-0-bencil-2-O-benzoil-4-O-levulinoil-B-D-glucopiranosiluronato de
bencilo)-4,6-O-di-tert-butilsililén-2-desoxi-2-trifuoroacetamido-g-D-

galactopiranosido de 4-metoxifenilo (123).

(tBU)ZSi\\O
BnOOC o o
Levo o OMP
OBz NHTFA

El donador 78 (2 g, 2.83 mmol) y el aceptor 122 (983 mg, 1.88 mmol) se
coevaporaron con tolueno, se secaron a vacio, y se disolvieron en CH,Cl, seco
(25 mL) en presencia de tamiz molecular activado 4A. Después de 15 minutos
agitando a 0°C y bajo atmosfera de argoén, se afiadio6 TMSOTf (51 uL, 0.28
mmol). Después de 20 minutos a 0°C, la mezcla de reaccién se neutralizé con
trietilamina y se concentré a vacio. El residuo se purificéd por cromatografia

en columna de gel de silice (Tolueno/Acetona 8:1) para dar 123 (1.93 g,

95%). CCF (Tolueno/AcOEt 5:1) Rf 0.57; [o] 5’

+16.5° (c 1.0, CH,Cl,); 'H-
RMN (500 MHz, CDCl,) 6 8.01 (m, 2H, Ar), 7.62 (m, 1H, Ar), 7.47 (m, 2H ,
Ar), 7.42-7.31 (m, 5H, Ar), 7.18-7.07 (m, 5H, Ar), 6.94 (m, 2H, Ar), 6.81 (m,
2H, Ar), 5.41-5.30 (m, 4H, H-2B, H-1B, H-4B, H-1A), 5.18 (2d, 2H,
CH,(Bn)), 4.68-4.53 (m, 3H, H-4A, CH,(Bn)), 4.43 (dd, 1H, J,3 = 11.3 Hz,
Jas = 2.4 Hz, H-3A), 4.21-4.03 (m, 4H, H-6aA, H-6bA, H-5B, H-2A), 3.86
(dd, 1H, J,5 = Js4 = 8.7 Hz, H-3B), 3.78 (s, 3H, Me(OMP)), 3.42 (s, 1H, H-
5A), 2.62-2.22 (m, 4H, CH,(Lev)), 2.13 (s, 3H, CHa(Lev)), 1.09, 0.98 (2s,
18H, C(CHj)s); “C-RMN (100 MHz, CDCls): § 206.0 (CO(Lev)), 171.3,
167.0, 164.9 (CO(COOBN, Bz, Lev)), 157.6 (q, 2Jcr = 38.6 Hz, COCF),
155.8, 151.1, 137.2, 134.6 (Ar-C), 133.5 (Ar-CH), 129.8-127.8 (Ar), 120.0
(Ar-CH), 115.5 (q, "Jcr = 288.5 Hz, COCF5), 114.5 (Ar-CH), 99.5, 99.4 (C-
1B, C-1A), 79.6 (C-3B), 74.5 (C-3A), 74.2 (CH,(Bn)), 73.2 (C-4A), 72.5 (C-
4B or C-2B), 72.2 (C-5B), 71.3 (C-5A), 70.7 (C-2B or C-4B), 68.1
(CH4(Bn)), 67.0 (C-6A), 55.6 (Me(OMP)), 53.7 (C-2A), 37.6 (CH.(Lev)),
29.8 (CHs(Lev)), 27.7, 27.6, 27.4 (CH,(Lev), C(CHa)3), 23.2, 20.8 (C(CHa)s);
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HR MS: m/z: calculado para CssHgsNOigFsNaSi: 1102.3844; encontrado:
1102.3820 [M + Na]".

3-0-(3-0-bencil-2-O-benzoil-p-D-glucopiranosiluronato de bencilo)-4,6-
O-di-tert-butilsililén-2-desoxi-2-trifluoroacetamido-p-D-galactopiranésido
de 4-metoxifenilo (134)

(tBU)zSi\\O
BnOOC o o
7 o) OMP
OBz NHTFA

El compuesto 123 (300 mg, 0.28 mmol) se disolvié en CH,Cl, (4 mL) vy, a
continuacion, se afiadié hidrazina monohidrato (1.08 mL de una solucion 0. 5
M en Py/AcOH, 3:2). Después de 2 horas agitando a temperatura ambiente, la
reaccion se par6 con acetona (1 mL), se diluy6é con CH,Cl, y se lavé con HCI
1 M, NaHCOs; ag. sat., y H,O. La fase organica se seco con MgSQ,, se filtro y
se concentrd a vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna de

gel de silice (Tolueno/Acetona 8:1) obteniendo el compuesto 134 (260 mg,

95%). CCF (Tolueno/AcOEt 5:1) Rf 0.43; [a] 5’ +6.1° (¢ 1.0, CH,Cl,); 'H-
RMN (500 MHz, CDCl5) & 8.00 (m, 2H, Ar), 7.61 (m, 1H, Ar), 7.46 (m, 2H,
Ar), 7.43-7.31 (m, 5H, Ar), 7.23-7.12 (m, 5H, Ar), 6.98 (d, 1H, J,n = 6.5 Hz,
NH), 6.92 (m, 2H, Ar), 6.81 (m, 2H, Ar), 5.44 (d, 1H, J;, = 8.2 Hz, H-1A),
5.39 (d, 1H, CH,(Bn)), 5.34 (d, 1H, J;, = 7.9 Hz, H-1B), 5.29 (dd, 1H, H-2B),
5.20 (d, 1H, CH,(Bn)), 4.77 (2d, 2H, CH,(Bn)), 4.62 (d, 1H, H-4A), 4.44 (dd,
1H, J,5 = 11.3 Hz, Jss = 2.4 Hz, H-3A), 4.19-4.05 (m, 2H, H-6aA, H-4B),
4.03-4.91 (m, 3H, H-6bA, H-5B, H-2A), 3.78 (s, 3H, Me(OMP)), 3.69 (dd,
1H, Jo3 = Jos = 9.2 Hz, H-3B), 3.35 (s, 1H, H-5A), 1.08, 1.00 (2s, 18H,
C(CHy)s); ®C-RMN (100 MHz, CDCI,): ¢ 169.0, 165.0 (CO(COOBN, Bz)),
157.7 (g, Yer = 37.1 Hz, COCF3), 155.9, 151.1, 137.6, 134.4 (Ar-C), 133.5
(Ar-CH), 129.9-127.8 (Ar), 120.2 (Ar-CH), 115.4 (q, Ycr = 286.4 Hz,
COCF;), 114.5 (Ar-CH), 100.3 (C-1B), 99.0 (C-1A), 81.0 (C-3B), 74.9 (C-
3A), 74.7 (CH,(Bn)), 73.8 (C-5B), 73.4 (C-4A), 72.5 (C-2B), 72.2 (C-4B),
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71.3 (C-5A), 68.0 (CHy(Bn)), 66.9 (C-6A), 55.6 (Me(OMP)), 54.2 (C-2A),
27.6, 27.4 (C(CHzy)3), 23.2, 20.8 (C(CHs)3); HR MS: m/z: calculado para
CsoHssNO1,FsNaSi: 1004.3476; encontrado: 1004.3511 [M + Na]™.

3-0-(3-0-bencil-2-O-benzoil-4-O-levulinoil-B-D-glucopiranosiluronato  de
bencilo)-2-desoxi-4,6-di-O-levulinoil-2-trifluoroacetamido-§-D-
galactopirandésido de 4-metoxifenilo (131)

LevO _OLev

BnOOC o o
Lev&%og&omp
OBz NHTFA

A una solucion de 123 (1.23 g, 1.14 mmol) en THF seco (25 mL) a 0°C se
afiadio el complejo (HF),Py (5.5 mL) bajo atmésfera de argdn. Después de 2
horas agitando a 0°C, la mezcla de reaccién se diluy6é con CH,Cl, y se lavo
con H,O y NaHCO; aqg. sat. hasta pH neutro. La fase organica se seco
(MgSQ,), se filtr6 y se concentr6 para dar el correspondiente diol [CCF
(Tolueno/AcOEt 1:4) Rf 0.46]. A una solucion de diciclohexilcarbodiimida
(2.35 g, 11.4 mmol) en CH,CI, (20 mL) a 0°C se afiadié LevOH (2.32 mL,
22.8 mmol). Después de agitar durante 5 minutos a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccion se enfrig, se filtr6 y se concentr6 para dar
cuantitativamente anhidrido levulinico (Lev,0O, 11.4 mmol). Una solucién del
diol (1.14 mmol) en piridina seca (30 mL) se afiadid, bajo atmosfera inerte de
argén, a un matraz con Lev,0 (11.4 mmol) y DMAP (140 mg, 1.14 mmol).
Después de agitar durante 5 horas a temperatura ambiente, la mezcla de
reaccion se diluy6 con CH,ClI, y se lavé con HCI 1M, NaHCO:s ag. sat. y H,0.
La fase organica se sec6 (MgSQ,), se filtrd y se concentré a vacio. El residuo
se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (Tolueno/Acetona
2:1) obteniendo el compuesto 131 (950 mg, 83%). CCF (Tolueno/AcOEt 2:1)

Rf 0.37; [0] 5 +20° (¢ 1.0, CHCly); *H-RMN (500 MHz, CDCls): 57.94 (m,

2H, Ar), 7.59 (m, 1H, Ar), 7.44 (m, 2H, Ar), 7.39-7.30 (m, 5H, Ar), 7.13-7.07
(m, 5H, Ar), 6.89 (m, 2H, Ar), 6.77 (m, 2H, Ar), 6.69 (bs, 1H, NH), 5.47 (d,
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1H, Js4 = 2.6 Hz, H-4A), 5.32 (pt, 1H, H-4B), 5.28 (pt, 1H, H-2B), 5.19-5.11
(m, 3H, H-1A y CHy(Bn)), 4.79 (d, 1H, J,, = 7.5 Hz, H-1B), 4.61-4.52 (m,
3H, H-3A y CH,(Bn)), 4.15-4.09 (m, 2H, 2 x H-6A), 4.07 (d, 1H, J,5 = 9.6
Hz, H-5B), 3.89-3.80 (m, 3H, H-5A, H-3B y H-2A), 3.75 (s, 3H, OCH,),
2.80-2.20 (m, 12H, 3 x OCO(CH,),), 2.15 (s, 3H, COCHs), 2.14 (s, 3H,
COCHs), 2.10 (s, 3H, COCHj3); *C-RMNR (125 MHz, CDCl,): & 206.84
(CO(Lev)), 206.81 (CO(Lev)), 206.1 (CO(Lev)), 172.3 (CO), 171.5 (CO),
171.2 (CO), 166.9 (CO), 165.0 (CO), 157.6 (q, Jc = 38.7 Hz, COCF), 155.9
(Ar), 151.0 (Ar), 137.4 — 114.3 (Ar-C y Ar-CH), 115.5 (q, Jor = 289.0 Hz,
COCF;), 100.1 (C-1B), 98.9 (C-1A), 79.2 (C-3B), 74.2 (CH,(Bn)), 73.2 (C-
3A), 72.8 (C-5B), 72.6 (C-2B), 71.6 (C-5A), 70.8 (C-4B), 68.7 (C-4A), 67.9
(CH,(Bn)), 62.3 (C-6A), 55.7 (OCHs), 54.6 (C-2A), 38.2 (OCO(CH,),), 38.0
(OCO(CHy),), 37.7 (OCO(CH,),), 29.9 (COCHj3), 29.8 (2 x COCHjy), 28.0
(OCO(CH,),), 27.9 (OCO(CHy),), 27.8 (OCO(CHy),); HR MS: m/z: calculado
para Cs;HgoFsNNaOyg: 1158.3558; encontrado: 1158.3596 [M+Na]".

3-0-(3-0-bencil-2-O-benzoil-4-O-levulinoil-p-D-glucopiranosiluronato  de
bencilo)-2-desoxi-4,6-di-O-levulinoil-2-trifluoroacetamido-a,p-D-

galactopiranosa (132)

BIOOG LevO O'(-)e"
Lev&%o OH
OBz NHTFA

A una solucién de 131 (950 mg, 0.84 mmol) en CH,Cl,/MeCN (1:2; 22.8
mL), se afiadio CAN (7.6 mL de una solucién 0.44 M en H,0). La reaccion se
agitd vigorosamente durante 1 hora a temperatura ambiente. La reaccion se
diluyé con AcOEt. La fase organica se lavo con NaHCO; ag. sat. y H,0, se
secO con MgSQ,, se filtrd y se concentr6 a vacio. El residuo se purificé por
cromatografia en columna de gel de silice (Tolueno/Acetona 3:1) obteniendo
el compuesto 132 como una mezcla de anémeros o/ (695 mg, 81%). CCF
(Tolueno/AcOEt 3:2) Rf 0.44 y 0.31; *H-RMN (500 MHz, CDCls) (datos para
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el anémero a): 67.94 (m, 2H, Ar), 7.57 (m, 1H, Ar), 7.44-7.32 (m, 7H, Ar),
7.15-7.05 (m, 5H, Ar), 6.69 (d, 1H, J,nn = 8.7 Hz, NH), 5.39 (d, 1H, J;,=2.3
Hz, H-4A), 5.31-5.25 (m, 3H, H-1A, H-2B y H-4B), 5.19-5.11 (2d, 2H, Jgem =
11.9 Hz, CHy(Bn)), 4.81 (d, 1H, J;, = 7.7 Hz, H-1B), 4.55 (2d, 2H, Jgem =
11.6 Hz, CH,(Bn)), 4.40-4.32 (m, 2H, H-2A y H-5A), 4.27-4.20 (m, 2H, H-
6aA y H-3A), 4.05 (d, 1H, J45 = 9.7 Hz, H-5B), 3.94 (dd, 1H, Js¢, = 8.8 Hz,
Jeagp = 11.4 Hz, H-6bA), 3.82 (pt, 1H, H-3B), 2.84-2.21 (m, 12H, 3 x
OCO(CHy),), 2.16 (s, 3H, COCHjs), 2.10 (s, 3H, COCHs), 2.09 (s, 3H,
COCHj3); *C-RMN (125 MHz, CDCl,) (datos para el anémero a): & 208.8
(CO(Lev)), 206.9 (CO(Lev)), 206.0 (CO(Lev)), 172.2 (CO), 171.8 (CO),
171.2 (CO), 166.8 (CO), 165.0 (CO), 157.1 (q, COCF3), 137.3-127.8 (Ar-C y
Ar-CH), 115.7 (q, COCF3), 99.6 (C-1B), 91.4 (C-1A), 79.3 (C-3B), 74.2
(CH,(Bn)), 73.0 (C-5B), 72.2 (C-2B), 72.0 (C-3A), 71.0 (C-4B),68.9 (C-4A),
68.0 (CHy(Bn)), 67.0 (C-5A), 63.0 (C-6A), 50.1 (C-2A), 38.5 (OCO(CH,),),
38.1 (OCO(CHy),), 37.7 (OCO(CHy,),), 30.0 (COCHj3), 29.9 (COCHjs), 29.8
(COCHs3), 28.3 (OCO(CHy,),), 28.0 (OCO(CH,),), 27.7 (OCO(CH,),); HR
MS: m/z: calculado para CsoHssNOgNaFs: 1052.3140; encontrado: 1052.3175
[M+Na]".

Tricloroacetimidato de 3-O-(3-O-bencil-2-O-benzoil-4-O-levulinoil-p-D-
glucopiranosiluronato de bencilo)-2-desoxi-4,6-di-O-levulinoil-2-

trifluoroacetamido-a,f-D-galactopiranosilo (133)

BIOOG LevO OLev NH
Le"&%o%o*cqg
OBz NHTFA
El disacérido 132 (120 mg, 0.11 mmol) se disolvié en CH,Cl,seco (3 mL) y, a
continuacion, se afadieron CI3CCN (234 uL, 2.3 mmol) y DBU (261 pL de
una solucion 0.066 M en CH,Cl,). Después de agitar durante 5 horas a
temperatura ambiente, la reaccion se concentro a vacio. El residuo se purificd
por cromatografia en columna de gel de silice (Tolueno/Acetona 5:1 + 1%

Et3N) obteniendo 133 (95 mg, 70%) como mezcla de anémeros o/p (2.17 g,
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80%). CCF (Tolueno/Acetona 3:2) Rf 0.65 y 0.48; 'H-RMN (500 MHz,
CDClI,) (datos para el andmero a): 6 8.71 (s, 1H, NH(TCA)), 7.96 (m, 2H,
Ar), 7.59 (m, 1H, Ar), 7.44 (m, 2H, Ar), 7.37 (m, 5H, Ar), 7.13-7.05 (m, 5H,
Ar), 7.00 (br d, J ny2= 7.3 Hz, 1H, NH(TFA)), 6.54 (d, 1H, J ;.= 3.4 Hz, 1H,
H-1A), 5.55 (br d, 1H, H-4A), 5.35 (pt, 1H, H-2B), 5.23 (pt, 1H, H-4B), 5.18-
5.06 (2d, 2H, Jgem = 12.1 Hz, CHy(Bn)), 4.93 (d, 1H, J 1, = 7.9 Hz, H-1B),
4.62-4.51 (m, 3H, H-2A y CH,(Bn)), 4.35 (dd, 1H, J 3,=2.9 Hz, J ,5 = 11.0
Hz, H-3A), 4.28 (m, 1H, H-5A), 4.12-4.04 (m, 3H, H-5B y 2 x H-6A), 3.85
(pt, 1H, H-3B), 2.74-2.16 (m, 12H, 30CO(CH,),), 2.14 (s, 3H, COCHy), 2.10
(s, 3H, COCHy), 2.03 (s, 3H, COCHy).

O-(3-0-bencil-2-O-benzoil-4-O-levulinoil-p-D-glucopiranosiluronato  de
bencilo)-(1—3)-O-(2-desoxi-4,6-di-O-levulinoil-2-trifluoroacetamido-B-D-
galactopiranosil)-(1—4)-O-(3-O-bencil-2-O-benzoil-p-D-
glucopiranosiluronato de bencilo)-(1—3)-2-desoxi-4,6-O-di-tert-
butilsililén-2-trifluoroacetamido-p-D-galactopirantsido de 4-metoxifenilo
(135)

(tBU)zSi\\O
LevO _OLev

BnOOC BnOOC Q
Lev&aﬁo&ogg/gnmo%ow
OBz NHTFA OBz NHTFA
El donador 133 (143 mg, 0.12 mmol) y el aceptor 134 (67 mg, 0.07 mmol) se
coevaporaron con tolueno, se concentraron a vacio y se disolvieron en CH,Cl,
seco (3 mL) en presencia de tamiz molecular activado 4A. Después de agitar
durante 10 minutos a 0 °C, se afiadi6 TMSOTTf (264 pL de una solucion 0.09
M en CH,CI, seco) bajo atmdsfera de argon. Después de agitar durante 30
minutos a 0°C, la reaccion se neutralizé con Et;N, se filtrd, y se concentr6 a
sequedad. El residuo se purificé por cromatografia en columna de gel de silice
(Tolueno/Acetona 5:1) obteniendo el tetrasacarido 135 (97 mg, 71%). CCF

(Tolueno/AcOEt 2:1) Rf 0.34; [a] 5 +11° (¢ 1.0, CHCIy); *H-RMN (500
MHz, CDCly): 6 7.96 (m, 2H, Ar), 7.91 (m, 2H, Ar), 7.57 (m, 2H, Ar), 7.46-
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7.29 (m, 14H, Ar), 7.15-7.08 (m, 10H, Ar), 6.90 (m, 2H, Ar), 6.84 (d, 1H,
Jann = 6.9 Hz, NH), 6.78 (m, 2H, Ar), 6.52 (d, 1H, J,nn = 8.7 Hz, NH), 5.37-
5.33 (m, 2H, H-1A y H-4D), 5.27-5.15 (m, 8H, H-1B, H-2B, H-4C, H-2D y 2
X CHy(Bn)), 4.78 (d, 1H, Jgem = 11.1 Hz, CH,(Bn)), 4.73 (d, 1H, J,, = 7.4 Hz,
H-1D), 4.61-4.52 (m, 3H, H-4A y CH,(Bn)), 4.46 (d, 1H, Jgm = 11.1 Hz,
CHa(Bn)), 4.33 (dd, 1H, J,3 = 11.1 Hz, J34 = 1.9 Hz, H-3A), 4.15-4.08 (m,
3H, H-1C, H-5D y H-6A), 4.05-4.02 (m, 2H, H-4B y H-6A), 3.96-3.81 (m,
6H, H-2A, H-2C, 2 x H-6C H-5B y H-3D), 3.75 (s, 3H, OCHj3), 3.69 (m, 1H,
H-3C), 3.63 (m, 1H, H-3B), 3.34 (m, 2H, H-5A y H-5C), 2.75-2.21 (m, 12H,
3 X OCO(CHy),), 2.18 (s, 3H, COCH), 2.11 (s, 3H, COCHg), 2.07 (s, 3H,
COCHs), 1.04 (s, 9H, C(CHa)s), 0.99 (s, 9H, C(CHa)s); *C-RMN (125 MHz,
CDCl): 6207.1 (CO(Lev)), 206.6 (CO(Lev)), 206.0 (CO(Lev)), 172.2 (CO),
171.4 (CO), 171.2 (CO), 168.6-164.9 (4 x CO), 157.6 (29, 2 x COCFy3), 156.0-
114.5 (Ar-C y Ar-CH), 117.9 (2q, 2 x COCF3), 100.2 (C-1B), 99.8, 99.7 (C-
1C y C-1D), 99.3 (C-1A), 80.1 (C-3B), 79.2 (C-3D), 77.8 (C-4B), 75.4 (C-
3A), 75.1 (CHy(Bn)), 74.3, 74.2, 74.1, 73.2, 73.0 (C-3C, C-5B, CH,(Bn), C-
4A, C-5D), 72.5, 72.4 (2C: C-2B 0 C-4C 0 C-2D 0 CH,(Bn)), 71.4, 71.1 (C-
5Ay C-5C), 70.9 (C-4D), 68.2, 68.1, 67.9 (3C: CH,(Bn) 0 C-2B 0 C-4C o C-
2D), 67.0 (C-6A), 61.5 (C-6C), 55.7 (OCHj3), 54.0,53.0 (C-2Ay C-2C), 38.1
(OCO(CH,),), 38.0 (OCO(CH,),), 37.7 (OCO(CHy,),), 29.9 (COCHy), 29.8
(COCHs), 29.7 (COCHs), 28.1 (OCO(CHy),), 27.9 (OCO(CHy,),), 27.7
(OCO(CH,),), 27.6, 27.5, 27.5 (C(CHs)s3), 23.3, 20.8 (C(CHa)3); HR MS: m/z:
calculado para CyooH110N2OsFsNaSi: 2015.6607; encontrado: 2015.6607
[M+Na]".
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O-(&cido  3-O-bencil-2,4-di-O-sulfo-B-D-glucopiranosilurénico)-(1—3)-O-
(2-acetamido-2-desoxi-4,6-di-O-sulfo-p-D-galactopiranosil)-(1—4)-O-
(acido 3-0O-bencil-2-O-sulfo-B-D-glucopiranosilurénico)-(1—3)-2-
acetamido-2-desoxi-4,6-di-O-sulfo-B-D-galactopiranosido de 4-
metoxifenilo (139)

0SO03 0OSO3
-0,C 0SOs o ¢ 0S04

'O3S§nmo§&/&/o%&/o§&/ow
0SO03” NHAc 0SO3” NHAC
Un exceso de (HF),-Py (102 pL, 3.8 mmol) se afiadio a una solucién de 135
(39 mg, 0.02 mmol) en THF seco (1.0 mL) a 0°C. Después de 24 horas
agitando a 0°C, la mezcla de reaccion se diluyé con CH,Cl,y se lavé con H,0O
y NaHCO; aqg. sat. hasta pH neutro. La fase orgéanica se secé (MgSQ,), se
filtr6 y se concentré a vacio. El residuo se purific6 por cromatografia en
columna de gel de silice (Tolueno/AcOEt 2:3) para dar 136 (27 mg, 75%).
CCF (Tolueno/AcOEt 1:2) Ry 0.36; *H-RMN (400 MHz, CDCl5): §7.96 (m,
2H, Ar), 7.86 (m, 2H, Ar), 7.56 (m, 2H, Ar), 7.46-7.33 (m, 14H, Ar), 7.13-
7.06 (m, 10H, Ar), 6.86 (m, 2H, Ar), 6.74 (m, 2H, Ar), 5.34-5.11 (m, 9H, H-
4D, H-2D, H-1A, H2B, H-4C y CHy(Bn)), 4.75 (m, 3H, H-1B, H-1D y
CH,(Bn)), 4.60-4.49 (m, 4H, H-1C y CH,(Bn)), 4.38 (bs, 1H, H-3A), 4.15 (bs,
1H, H-4B), 4.08-3.97 (m, 4H, H-4A, H-5D, H-5B y H-3C), 3.90 (m, 3H, H-
2Cy 2 x H-6A 0 C), 3.82 (m, 3H, H-2A, H-3D y H-6A 0 C), 3.72 (m, 4H, H-
3B y OCHj), 3.56 (m, 3H, H-5A, H-5C y HBA o C), 2.74-2.17 (m, 12H, 3x
OCO(CHy,),), 2.12 (s, 3H, COCHg;), 2.10 (s, 3H, COCHs), 2.06 (s, 3H,
COCHj,); Datos seleccionados del espectro de RMN de *C (obtenido de un
experimento HSQC, 100 MHz, CDCl;) §100.1 (C-1B), 99.7 (C-1D), 99.6 (C-
1C), 98.7 (C-1A), 79.3 (C-3B), 79.1 (C-3D), 77.5 (C-3A), 77.3 (C-4B), 74.5
(CH,(Bn)), 74.1 (CH,(Bn)), 74.1 (C-5B o 5D), 74.0 (C-5A o 5C), 73.9 (C-
3C), 72.7 (C-5B o 5D), 72.4 (C-2B, C4C), 71.0 (C-5A o 5C), 70.7 (C-4D),
68.3 (C-4A), 68.0 (C-2D, 2 x CH,(Bn)), 62.6 (C-6A o C), 61.7 (C-6A o C),
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55.7 (COCHgj;), 54.1 (C-2A), 53.2 (C-2C); HR MS: m/z: calculado para
CooHasFsN2Na,05,: 949.2739; encontrado: 949.2735 [M+2Na]*".

H,O, (30%, 0.26 mL) y 0.16 mL de una solucién 0.7 M de LiOH se
afiadieron, a -5°C, a una solucion de 136 (12 mg, 6.5 pmol) en THF (1.0 mL).
Después de 24 horas agitando a temperatura ambiente, se afiadieron 1 mL de
MeOH y una solucion de NaOH (4 M, 0.33 mL). Después de 3 dias agitando a
temperatura ambiente, la reaccion se neutralizé con resina acida Amberlite
IR-120 (H"), se filtrd y se concentrd para dar 137. ESI MS: m/z: calculado
para CysHssNoNaO,,: 999.3; encontrado: 999.4 [M+Na]'.

A una solucion de 137 (6.5 umol) en MeOH seco a 0°C se afiadieron EtzN (12
uL, 85 pmol) y Ac,0 (12 pL, 129 pmol). Después de agitar durante 3 horas a
temperatura ambiente, se afiadieron 0.3 mL de trietilamina y la reaccion se
coevapor6 con tolueno y metanol. El residuo se purifico por Sephadex LH-20
(MeOH/CH,CI; 1:1) obteniendo el compuesto 138 como sal de trietilamonio.
La sal sddica de 138 (6.2 mg, 90%) se obtuvo por tratamiento con resina
Amberlite IR-120 (H") en MeOH (pH ~ 3), filtracion, tratamiento con NaOH
0.04 M (pH ~ 7) y evaporacion. *H-RMN (500 MHz, MeOD, datos para la sal
sodica): 67.58 (m, 2H, Ar), 7.44 (m, 2H, Ar), 7.34-7.20 (m, 6H, Ar), 6.98 (m,
2H, Ar), 6.82 (m, 2H, Ar), 5.05 (d, 1H, Jgn = 10.3 Hz, CH,(Bn)), 4.93 (d, 1H,
Ji2 = 8.5 Hz, H-1A), 4.88 (m, 2H, CHy(Bn)), 4.72 (d, 1H, Jgen = 10.3 Hz,
CH,(Bn)), 4.62 (d, 1H, J,, = 8.5 Hz, H-1C), 4.43 (m, 2H, H-1B y H-1D), 4.27
(dd, 1H, J;, = 8.5 Hz, J,5 = 10.7 Hz, H-2A), 4.19-4.12 (m, 3H, H-2C, H-4C y
H-4A), 3.96 (m, 1H, H-4B), 3.86-3.76 (m, 4H, H-3A y 3 x H-6A 0 C), 3.74
(s, 3H, OCHs), 3.72-3.56 (m, 6H, H-5B, H-6A 0 C, H-3C, H-5A 0 C, H-4D y
H-5D), 3.51 (m, 1H, H-5A o C), 3.46 (m, 2H, H-2B y H-3B), 3.41 (m, 2H, H-
2D y H-3D), 2.05 (s, 3H, NHCOCHs), 2.05 (s, 3H, NHCOCH,); Datos
seleccionados del espectro de RMN de *C (obtenido de un experimento
HSQC, 100 MHz, MeOD) & 128.5-113.7 (Ar), 104.2 (C-1B y C-1D), 100.6
(C-1A), 100.0 (C-1C), 84.1 (C-3D), 82.6 (C-3C), 82.5 (C-3B), 80.6 (C-3A),
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77.6 (C-4B), 76.4 (C-5B), 75.8 (C-5A 0 C), 75.2 (2C: C-4D 0 C-5D 0 C-5A 0
C), 75.0 (CH,(Bn)), 74.0 (CH,(Bn)), 73.0 (C-2D), 72.7 (C-2B), 72.0 (C-4D o
C-5D 0 C-5A 0 C), 67.6 (C-4A y C-4C), 61.1 (C-6A y C-6C), 54.4 (COCH;),
51.5 (C-2C), 51.2 (C-2A), 22.1 (NHCOCHj3), 21.6 (NHCOCHj3); HR MS:
m/z: calculado para CsHgoN,O,4: 530.1773; encontrado: 530.1775 [M]*.

El compuesto 138 (6 mg, 5.4 umol) y el complejo SO Me3N (26 mg, 0.19
mmol) se disolvieron en DMF seca (1.5 mL) y se agitaron durante 2 horas a
100°C usando radiacion de microondas (potencia 20 W). El vial de reaccion se
dejé enfriar y, a continuacion, se afiadieron Et;N (150 pL) y MeOH (1 mL).
El residuo se purificé por Sephadex LH-20 (MeOH 100%) obteniendo 139
como sal de trietilamonio. El residuo se convirtié en la correspondiente sal
sddica por elucion por columna Dowex 50WX4-Na* con MeOH/H,0 9:1 (5
mg, 56%). "H-RMN (500 MHz, D,0, 40 °C, datos para la sal sodica): & 7.62
(m, 2H, Ar), 7.50-7.36 (m, 8H, Ar), 7.12 (m, 2H, Ar), 7.00 (m, 2H, Ar), 5.31
(d, 1H, J;, = 8.5 Hz, H-1A), 4.96 (m, 2H, H-4A y H-4C), 4.93-4.85 (m, 4H,
H-1B o D, H-4D y CH,(Bn)), 4.80-4.71 (m, 4H, H-1C, H-1D o B, y
CH,(Bn)), 4.41 (m, 2H, H-2B y H-2D), 4.36-4.23 (m, 5H, H-3D o H-5D, H-
3Ay 3 x H-6A 0 C), 4.20 (m, 2H, H-3D o H-5D, y H-5A o C), 4.15 (m, 2H,
H-4B y H-3C), 4.10 (m, 1H, H-6A o C), 3.99 (m, 2H, H-2C y H-2A), 3.93 (m,
1H, H-5A o C), 3.88 (pt, 1H, H-3B), 3.83 (s, 3H, OCH,), 3.81 (m, 1H, H-5B),
2.09 (NHCOCHs3), 2.08 (NHCOCHs,); Datos seleccionados del espectro de
RMN de *C (obtenido de un experimento HSQC, 125 MHz, D,0, 40°C) §
130.6-116.4 (Ar), 103.8 (C-1D o B), 102.4 (C-1B o D), 101.6 (C-1A), 101.4
(C-1C), 81.6 (C-3B), 80.0 (C-2B y 2D), 80.0 (C-5A/C 0 C-3D o C-5D) 79.5
(C-3D o 5D), 78.7 (C-5B), 78.6 (C-3C y C-4B), 77.9 (C-3A), 77.2 (C-4D),
76.9 (C-4Ay C-4C), 75.1 (CH,(Bn)), 74.2 (CH,(Bn)), 74.1 (C-5A/C 0 C-3D 0
C-5D), 73.4 (C-5A 0 5C), 69.3 (C-6A 0 6C), 68.6 (C-6A 0 6C), 57.2 (OCH,),
53.9 (C-2A y C-2C), 23.9 (2x NHCOCHj).
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O-(&cido 2,4-di-O-sulfo-p-D-glucopiranosilurénico)-(1—3)-O-(2-
acetamido-2-desoxi-4,6-di-O-sulfo-p-D-galactopiranosil)-(1—4)-O-(&cido
2-0O-sulfo-p-D-glucopiranosilurénico)-(1—3)-2-acetamido-2-desoxi-4,6-di-
O-sulfo-p-D-galactopirandsido de 4-metoxifenilo (140)

0SO3 OSO3’
0S05 0SOg
3 0,C 3

_038%%%&/0&/%6%0&/0MP

0SO3"  NHAc 0SO3”  NHAc
Una solucién de 139 (4.0 mg, 2.5 umol, sal sédica) en H,O/MeOH (3.6
mL/0.4 mL) se hidrogen6 a una presion de 1.5 bar en presencia de Pd(OH),
(12 mg). Después de 24 horas, la suspension se filtro sobre celita y se
concentrd para dar 140 después de liofilizacion (3.4 mg, 97 %). 'H-RMN
(500 MHz, D,0, datos para la sal sodica): 6 7.10 (m, 2H, Ar), 6.99 (m, 2H,
Ar), 5.22 (d, 1H, J,, = 8.5 Hz, H-1A), 4.95 (d, 1H, J;, = 2.6 Hz, H-4A), 4.93
(d, 1H, Js34 = 2.4 Hz, H-4C), 4.77 (m, 2H, H-1C y H-1D), 4.71 (d, 1H, J;, =
7.9 Hz, H-1B), 4.51 (pt, 1H, H-4D), 4.36-4.31 (m, 2H, 2 x H-6A o C), 4.28-
4.21 (m, 6H, 2 x H-6A o C, H-5A o C, H-2D, H-3A y H-2B), 4.16-4.08 (m,
4H, H-3C, H-5A 0 C, H-2C y H-2A), 4.03 (pt, 1H, H-3D), 3.98 (d, 1H, J45 =
8.5 Hz, H-5D), 3.93 (pt, 1H, H-4B), 3.85-3.81 (m, 4H, H-3B y OCH,), 3.72
(d, 1H, J45 = 9.6 Hz, H-5B), 2.07 (NHCOCH,), 2.06 (NHCOCHz); Datos
seleccionados del espectro de RMN de *C (obtenido de un experimento
HSQC, 125 MHz, D,0) & 119.6 (Ar), 116.2 (Ar), 103.8 (C-1B), 102.9 (C-
1D), 102.6 (C-1C), 101.7 (C-1A), 81.5 (C-4B), 80.7 (C-2B y C-2D), 79.0 (C-
4D), 77.9 (C-3A), 77.8 (C-5B), 77.5 (C-3C y C-5D), 77.0 (C-4A y C-4C),
74.4 (C-3B), 74.2 (C-3D), 73.9 (C-5A 0 C), 73.5 (C-5A 0 C), 69.0 (C-6A 0
C), 68.7 (C-6A 0 C), 56.8 (OCH,), 53.3 (C-2A y C-2C), 23.7 (2xNHCOCH,).
ES-MS: m/z: calculado para [C35H41N2Na704587]2': 796.9; encontrado: 796.7
[M+Na]".
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Procedimiento general para la F-SPE.

En un tubo de plastico de 10 ml se afiadié gel de silice FluoroFlash (3 g.).
La columna F-SPE se lavo con DMF (1 mL) y luego se preacondicion6 con
MeOH/H,0 80:20 (10 mL). A continuacién, el crudo de reaccion (100 mg) se
disolvio en DMF (0.8 mL) y se cargd en la columna. La elucion de la fraccion
fluorofdbica se llevd a cabo con 10 mL de MeOH/H,O 80:20. Los
compuestos fluorados se eluyeron usando MeOH 100% (16 mL). Para
regenerar la columna F-SPE se lavo con acetona (10 mL).

Estudios de interaccion glicosaminoglicano-proteina  mediante

inmovilizacion de oligosacaridos a microplacas funcionalizadas.

Los oligosacaridos 141-144 y el monosacarido 145 se disolvieron en un
tampodn de bicarbonato de sodio (50 mM, pH 9.6) que contenia bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (1 mM), obteniendo soluciones 10 uM de los
diferentes azlcares. Estas soluciones (20 pL por pocillo) se incubaron en los
pocillos de microplacas de tipo Nunc Inmovilizador Amino ™ 384 (Thermo
Scientific). Los pocillos considerados como blanco se incubaron con 100 mM
de etanolamina en un tampon de bicarbonato de sodio (50 mM, pH 9.6) que
contenia bromuro de hexadeciltrimetilamonio (1 mM) (80 pL por pocillo).
Para cada oligosacarido se llevaron a cabo cinco pocillos replicados. La placa
se agitd durante la noche a temperatura ambiente y, a continuacion, los
pocillos se vaciaron y se lavaron con agua. Todos los pocillos se bloguearon
por incubacion durante 1 h con etanolamina 100 mM en un tampo6n de
bicarbonato de sodio y, finalmente, se lavé con agua. A continuacion, 20 uL
de una solucién de factor de crecimiento de fibroblastos basico humano
recombinante (FGF-2, Peprotech, 5 mg mL™ en PBS + 1 % de BSA) se
afiadieron a cada pocillo. La microplaca se incub6 bajo agitaciéon suave y a

temperatura ambiente durante 1 h y, después, se lavo con PBS + 1 % de
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Tween 20 y 0,1 % de BSA, y agua. Después, el anticuerpo de conejo anti-
FGF-2 humano (Peprotech, 5 mg mL™ en PBS + 1 % de BSA, 20 pL por
pocillo) se afiadi6 en los pocillos. La placa se agité durante 1 h y se lavé con
PBS + 1 % de Tween 20 + 0.1 % de BSA, y agua. A continuacion, el
anticuerpo primario anti-FGF-2 se detecté mediante el uso de un anticuerpo
secundario anti-lgG de conejo marcado con Alexa Fluor 488 (Invitrogen, 20
mg mL™ en PBS + 1 % de BSA, 20 uL por pocillo). La placa se incubd bajo
agitacion en ausencia de luz durante 1 h y, después, se lavé con PBS + 1 % de
Tween 20 y 0.1 % de BSA, y agua. La fluorescencia generada por la union de
la proteina a los oligosacaridos, se midi6 a 535 nm mediante el uso de un
lector estandar de fluorescencia TRIAD (Dynex). Los valores de fluorescencia

de los blancos se restaron de todas las deméas medidas.

Determinacion de las constantes de disociacion de superficie (Kp surf)

Los oligosacaridos 142-144 se inmovilizaron en las microplacas tipo Nunc
Immobilizer Amino™ de 384 pocillos como hemos descrito anteriormente.
Los oligosacaridos se incubaron con 9 concentraciones diferentes de FGF-2,
desde 3 hasta 581 nM. Todas las concentraciones y muestras fueron realizadas
en cinco replicados. La proteina enlazada se detect6 usando los anticuerpos
primarios y secundarios correspondientes, como hemos visto anteriormente.
Los datos se analizaron como isotermas de Langmuir, asumiendo un modelo

de un sitio de interaccion.

Estudios de interaccién carbohidrato-proteina por polarizacion de

fluorescencia

Las medidas de polarizacion de fluorescencia se realizaron en microplacas de

384 pocillos (poliestireno negro, no tratado, Corning) utilizando un lector
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multimodo TRIAD (Dynex). La sonda fluorescente 148 (hexasacarido
fluorescente derivado de la heparina) y los inhibidores 139-140, 141-144 y
151-156 se disolvieron en un tampon de PBS (10 mM, pH 7.4). El factor de
crecimiento humano recombinante FGF-2 (Peprotech) se disolvié en un
tampon de PBS (10 mM, pH 7.4) + 1 % de BSA. Para el ensayo de inhibicidn,
10 pL de solucion de la sonda y 20 pL de proteina a una concentracion fija
(40 nM y 145 nM, respectivamente) se incubaron junto con 10 pL de solucion
de inhibidor (100 uM). El volumen total de la muestra en cada pocillo fue de
40 uL. Por lo tanto, todas las medidas se realizaron en PBS + 0.5 % de BSA,
y las concentraciones finales de inhibidor, de la sonda fluorescente y de FGF-
2 en cada pocillo fueron 25 pM, 10 nM y 73 nM, respectivamente. Después
de agitar durante 5 minutos en ausencia de luz, se midi6 la polarizacion de
fluorescencia. En el estudio se incluyeron dos pocillos control. EI primero
s6lo contenia la sonda fluorescente; el segundo contenia la sonda fluorescente
y FGF-2, sin inhibidor. Los pocillos utilizados como blanco contenian 20 pL
de solucién de FGF-2 y 20 uL de tampdn PBS y sus medidas se restaron de
todos los demés valores. Todas las muestras se llevaron a cabo en tres
réplicas. Para la determinacion del valor de ICs, los pocillos que contenian la
sonda y FGF-2 a una concentracion fija, como se describié anteriormente, se
incubaron con 6 concentraciones diferentes de inhibidor, desde 0.025 UM
hasta 100 uM. Los valores medios de polarizacion de los seis pocillos
replicados se representaron graficamente frente al logaritmo de la
concentracién de inhibidor, y la curva se ajust6 a la formula correspondiente a
una interaccion competitiva de un solo sitio. Todos los experimentos se

repitieron al menos dos veces.
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(*C-RMN, 125 MHz, CDCls;)
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Compuesto 99 (*H-RMN, 500 MHz, MeOD)
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Compuesto 44 (*H-RMN, 500 MHz, D,0)
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Compuesto 100 (*H-RMN, 500 MHz, MeOD)
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Compuesto 45 (*H-RMN, 500 MHz, D,0)
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Compuesto 101 (*H-RMN, 300 MHz, CDCl,)
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(*C-RMN, 75 MHz, CDCl5)
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Compuesto 104 (*H-RMN, 400 MHz, CDCls)
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(*C-RMN, 100 MHz, CDCls)
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Compuesto 128 (*H-RMN, 300 MHz, CDCl,)
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Compuesto 131 (*H-RMN, 500 MHz, CDCl,)
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(*C-RMN, 125 MHz, CDCls;)
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Compuesto 132 (*H-RMN, 500 MHz, CDCl,)
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(*C-RMN, 125 MHz, CDCls;)
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Compuesto 133 (*H-RMN, 500 MHz, CDCls,)
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Compuesto 135 (*H-RMN, 500 MHz, CDCl,)
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(*C-RMN, 125 MHz, CDCls;)
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Compuesto 136 (*H-RMN, 400 MHz, CDCls,)
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Compuesto 138 (*H-RMN, 500 MHz, MeOD, sal sodica)
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Compuesto 139 (*H-RMN, 500 MHz, D,0, 40 °C, sal sédica)
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Compuesto 140 (*H-RMN, 500 MHz, D,0, sal sdica)
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