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Notas y abreviaturas

NOTAS

1. Las "Figuras" con niimeros en caracteres ardbicos corresponden a los espectros de RMN
_ seleccionados y se recogen en el apartado 8.
2, Las "Figuras" con niimeros en caracteres romanos apoyan la discusién y estdn

intercaladas en el texto.

ABREVIATURAS

Ac: Acetil,

BSA: N,0-Bis-(trimetilsilil)acetamida.
BTC: Bis-(triclorometil)carbonato.
DCC: N,N'-Diciclohexilcarbodiimida.
DIEA: N-Etildiisopropilamina.

DNJ: 1-Desoxinojirimicina.

c.c.f.: Cromatografia en capa fina.
conf.: Configuracién.

CPG: Cromatografia de permeacion sobre gel.
DMAP: 4-(N,N-Dimetilamino)piridina.
DMF: N,N-Dimetilformamida.

- EM(FABY): Espectrometria de masas (bombardeo con 4tomos répidos).

NJ: Nojirimicina

IR: Infrarrojo.

RMN: Resonancia magnética nuclear.
Tf: Triflato (trifluorometanosulfonato).
TFA: Acido trifluoroacético.

THF: Tetrahidrofurano

TMS: Trimetilsilil,

TPP: Trifenilfosfina.
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1. INTRODUCCION.

Existen sustancias naturales que presentan una gran analogia estructural con los
carbohidratos, tales como C-glicGsidos, algunos alcaloides polihidroxilados y otros compuestos
relacionados, que actdan como inhibidores potentes de los enzimas encargados de procesar las
glicoproteinas. Estos productos han proporcionado los primeros ejemplos de lo que se ha dado en
llamar "glicomiméticos", compuestos que imitan un azicar natural o el estado de transicién de una
transformacién enzimética. Salvo casos aislados, el desarrollo del concepto de "imitacion
molecular" en el campo de los carbohidratos est4 mucho menos avanzado que en el campo de los
péptidos, probablemente debido a la mayor complejidad quimica que presentan y al elevado
nimero de combinaciones (glicanos, glicosaminoglicanos, glicolipidos, etc.) a que pueden dar
lugar. No obstante, desde finales de los ochenta, con el aumento en el conocimiento de las
miiltiples funciones que desempefian los carbohidratos en los procesos biol6gicos, se ha producido
un interés creciente por la sintesis tanto de andlogos de aziicares sencillos como de estructuras

oligosacaridicas complejas.

Las modificaciones introducidas en los glicomiméticos, en comparacién con el
correspondiente carbohidrato natural, son en general més de tipo "funcional” que estructural, en el
sentido de que se actda sobre el grupo funcional implicado primariamente en el metabolismo de

los aziicares, la funcion acetdlica. Esto da lugar a compuestos incapaces de sufrir las

- transformaciones metabélicas normales de los carbohidratos, interfiriendo de esta manera con su

metabolismo. Dos de las estrategias que han experimentado un mayor desarrollo en este sentido
son: (i) la sintesis de an4logos de oligosacdridos en los que el oxigeno intersacaridico es sustituido
por otro 4tomo o grupo de 4tomos y (ii) la preparacién de andlogos monosacaridicos en los que el

oxigeno endociclico ha sido reemplazado por un dtomo de nitrégeno (iminoazicares).

Ambas problematicas han sido abordadas en esta Tesis con un objetivo comin:

desarrollar métodos de sintesis de glicomiméticos compatibles con la polifuncionalidad de los
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aziicares y lo suficientemente versitiles como para permitir acceder a una amplia variedad de

estructuras con un coste sintético reducido. En concreto, los objetivos planteados han sido:

(1) La preparaci6n de pseudooligosacdridos con uniones de tres dtomos derivadas de los
4cidos carbdmico o tiocarbdmico.

(2) La sintesis de iminoazicares relacionados con las polihidroxiindolizidinas que
incorporan los grupos funcinales anteriores y su evaluacién como inhibidores de las enzimas que

hidrolizan las uniones glicosidicas.

Los puentes intermonosacaridicos de tres dtomos aparecen, COmo un rasgo estructural
fundamental, en compuestos de gran significacién biol6gica. El grupo funcional mas importante
en este sentido es, con diferencia, el grupo fosfato diéster presente en los 4cidos nucléicos, en los
nucleésido fosfatoazicares implicados en la biosintesis oligosacaridica, y en los fosfoglicanos de
la pared celular de muchas bacterias. La sustitucién de estos puentes intermonosacaridicos pbr
otros de distinta naturaleza permite obtener sustancias que guardan una estrecha analogia
estructural con los compuestos naturales, susceptibles de encontrar aplicacién en el desarrollo de

ensayos de diagndéstico, vacunas o como inhibidores enzimaticos.

Los esfuerzos dirigidos a la modificacién quimica de la agrupaci6n fosfato han sido y son
pag}icularmente intensos en el campo de los polinucleétidos [1,2]. Entre los espaciadores més
inté;ésantes descritos se encuentran los grupos funcionales de tipo amida y pseudoamida (amida
{1-6], carbamato [1,2,7], urea [2,8], tiocarbamato [9], tiourea [10]), isostéricos de fosfato y que
adoptan geometrias similares. A Ia vista de estos resultados, en esta Tesis nos hemos planteado la
sintesis y el estudio estructural de analogos de oligo(glicosil)fosfatos en los que el esqueleto

fosfodiester es reemplazado por un grupo urea o tiourea (Figura I).
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Si bien se han descrito varias aproximaciones para la sintesis de glicomiméticos
oligosacaridicos con uniones de tipo carboxamida [11-14] ("sacaropéptidos"), la preparacion de
andlogos de pseudooligosacaridos con espaciadores interglicosidicos de tipo carbamida ha sido
mucho menos estudiada, limitdndose en la mayoria de los casos a compuestos con los hidroxilos
protegidos [15]. Un estimulo adicional para abordar la sintesis de estos derivados es que estarfan
directamente relacionados con una familia importante de antibidticos aminoglicosidicos naturales,
las glicocinamoilespermidinas, en los que dos unidades de carbohidrato estan enlazadas a través

de un puente de urea [16,17].

La segunda parte de esta Tesis estd dedicada a la preparacién de glicomiméticos
biciclicos estructuralmente relacionados con la castanospermina. Este alcaloide polihidroxilado

- fué aislado en 1981 de las semillas del 4rbol australiano Castanospermum australe [18], y es un
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inhibidor de varias glicosidasas [19]. La primera sintesis de 1a castanospermina y Ia determinacion

de su configuraci6n absoluta se debe a Bernotas y Ganem [20].

Aunque la castanospermina es también un potente inhibidor de varias glucosidasas
intestinales, su utilizacién con fines terapéuticos estd limitada debido a su toxicidad, resultante

probablemente de la inhibicién inespecifica de varias glucosidasas {21].

Las modificaciones sintéticas realizadas sobre la castanospermina han demostrado que las
alteraciones en la configuracién del anillo de piperidina o la eliminacién de grupos hidroxilos
reduce dristicamente su poder como inhibidor [22-25]. Nuestra aproximacién ha consistido en
mantener estos rasgos estructurales esenciales e introducir un hidroxilo adicional sobre el carbono
C-5, homélogo de la posicién anomérica. Simultdneamente se han realizado modificaciones én el
esqueleto destinadas a ejercer un control orbitilico sobre la configuracion de este hidroxilo
pseudoanomérico. La idea de partida consiste en transformar el nitrégeno aminico en un nitrégeno
de tipo pseudoamida, plano, favoreciendo interacciones hiperconjugativas con un orbital
antienlazante G*C-o vecino [26].

- OH
HO v
oH X
{+)-castanospermina 5-hidroxicastanosperminas

La preponderancia de interacciones orbitdlicas sobre interacciones polares en el efecto
anomérico permitirfa controlar la configuracién del centro aminoacetalico en disolucién acuosa. El
estudio de la influencia de esta modificacion estructural, asf como de la naturaleza del grupo
funcional pseudoamida utilizado, en la afinidad y en la selectividad por diferentes glicosidasas se
ha llevado a cabo, asimismo, dentro de esta Tesis en colaboracién con el Dr. Francisco Javier

Cafiada, en el Instituto de Quimica Orgéanica General del CSIC, en Madrid.
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En concreto, las estructuras de los nuevos compuestos que se describen en esta Tesis son

las siguientes:

Pseudooligosacaridos con puentes de tipo carbamida
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o) i (o) W :
HO NH-—C—ONH HO NH-C—N
HO >( o) HO 0
ﬁ\ 5
0]
/K OH

OH
)
H (@] n H (0] 1 .
&H- > b
HO H HO R Q
H R

0]
OH
3 conf. D-galacto
4 conf. D-gluco R=TMS R=H
5 conf. D-galacto 8 conf.D-galacto
6 conf. D-gluco 9 conf. D-gluco
7 conf. D-mano 10 conf. D-mano
OAc
0
Ac;%o N=C=N-Me
AcO

1



Introduccion

12-14

12,15,18 R=Me
13,16,19 R= ACO

AcO
?
0 NH-C- NH-R
0]
¥

22-24

| 22,25,28 R=Me

15-17 18-20
OAc OAc OAc
o) _ A o& 0: Q
14,17,20 R= "R0 95
AcO AcO AcO
OAc
AcO Q ® ,
AcO NH-C- NH- Me
AcO

o)

21

(0]

n 1]
R-NH-C-N NH-C—-NH-R

\)\ o AcO Q

5 AcO
01 AcO OMe

25-27 28-30

OAc OAc OAc
- ,é:‘o _ A oﬁoz o)

23,26,29 R= »'M':L\OCo 24,27,30 R= "{n 25
O AcO AcO

Ac



Introduccién

il
NH-C— NH- Me

OH o
H Q 0 i
H o H §:;ﬂ _ NH—C—N
OH OH HO ]
H OH
OH
31 conf. D-galacto 32 conf. D-galacto
34 conf. D-gluco 35 cont. D-gluco
OH
o OH o]
HO o i
H
OH H OH
OH
33 conf. D-galacto
36 conf. D-gluco !
¢
NH-C— NH- Me
OH
H 0] (0] ]
H HHC&\/ NH—C—N
HO
37 38 HO oMe



10

Introduccion
i ISI ?
o NHC-NHR g nH-C- Ntl NH-C- NH-R
>( Q (o) AcO (o]
ﬁ\o AcO
/Eo 01 AcO OMe
40, 41 42,43 44,45
40, 42, 44 R = Me OAC
= AcO 0
41,43,45 R ‘i\cofg \
AcO
il % ;
NH— C— NH Me NH—C— NH Me
HO Q H 0
HO OH H
OH HOoMe
46, 47

46 conf. D-galacto
47 conf. D-gluco

48



Introduccion

11

Polihidroxiindolizidinas y precursores
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2. ANTECEDENTES
2.1, Pseudooligosaciridos con puentes de tipo carbamida.

Existen relativamente pocos ejemplos de reacciones de condensaci6n entre isotiocianatos
de azicares y aminoazicares, limitdndose, generalmente, a la obtencién de derivados O-

protegidos [15].

La reacci6én de isotiocianatos de monosacaridos Q-acilados con aminoazicares O-
acilados conduce a pseudodisacéridos en los que las dos unidades de aziicar estdn unidas a través
de un espaciador de tiourea [27-29]. Existen ejemplos de pentosas, hexosas y heptosas en las que
el puente de tiourea se une bien al carbono anomérico, bien al carbono vecino (C-2). De un modo
andlogo, la combinacién de isotiocianatos de disacéridos y los aminoazicares homdlogos ha sido
empleada en la construccién de tioureilen pseudotetrasacaridos O-acilados [30]. Se han descrito
también condensaciones de isotiocianatos conjugados con aminopolioles [31] y de

glicosilisotiocianatos acilados con aminoazicares no protegidos {32,33].

En esta Tesis proponemos el empleo de grupos acetales o trimetilsililos, facilmente
hidrolizables en condiciones 4cidas suaves, como grupos O-protectores. El unico antecedente de
utilizaci6n de estos derivados corresponde a la condensacién de 6,6-didesoxi-6,6"-diisotiocianato-
B o, 0 '-trehalosa per-O-trimetilsililada 84 con su amina precursora 83 [34]. La reaccién proporciona
un pseudotetrasacdrido macrociclico 85 que fue desprotegido con rendimiento précticamente

cuantitativo (—86) por tratamiento con 4cido acético diluido (Esquema 1).
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OR RN s
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Esquema 1

A pesar de su potencial sintético, los ejemplos de carbodiimidas de aziicares recogidos en
la literatura son muy escasos [35-37]. Los primeros ejemplos de N,N*-
bis(glicopiranosil)carbodiimidas descritos [35,36] fueron obtenidos por reaccién de glicosil
fosfiniminas con di6xido de carbono o con disulfuro de carbono. La condensaci6n de isocianatos
con glicosilfosfiniminas también ha sido empleada con anterioridad para la preparacién de glicosil
cngodiimidas [37] (Esquema 2).

CO, 0 CS, —0
NP ————= }, S n=o= v—
o’
— Q.
N=C=0

Esquema 2
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Sin embargo, no hemos encontrado antecedentes de carbodiimidoaziicares asimétricos,
probablemente por la falta de metodologias compatibles con la polifuncionalidad de los
carbohidratos.

Entre los pseudooligosacaridos con puentes de urea descritos en la literatura [38], no

existen tampoco ejemplos en los que estas uniones conecten dos radicales glucidicos diferentes.

2.2. Polihidroxiindolizidinas.

Aunque se han descrito muchos derivados de castanospermina con modificaciones en los
sustituyentes, no hemos encontrado datos de inhibicién enzimditica para andlogos de

1

castanospermina con modificaciones en el esqueleto biciclico.

Tampoco se han descrito derivados de polihidroxiindolizidinas portando uh grupo
hidroxilo sobre C-5. Los glicomiméticos relacionados con la castanospermina preparados en este
trabajo se caracterizan por incorporar un hidroxilo pseudoanomérico estabilizado por un grupo
funcional carbdmico o tiocarbdmico vecino, Los tinicos antecedentes de glicomiméticos de este
tipo, en los que el nitrégeno aminico endociclico caracteristico de los azaaziicares ha sido
reemplazado por un nitr6geno plano sp?, han sido preparados en nuestro laboratorio {39,40], y
corresponden a la sintesis de polihidroxihexahidropirimidina-2-tionas (88 y 89) relacionadas con
los 4cidos 3-desoxi-2-nonulosénicos, (Esquema 3) y a Ia preparaci6n de andlogos de calistegina
B, que incorporan un puente de tiourea (91).

En el primer caso, los compuestos de partida son 3-desoxi-3-tioureidoaziicares derivados
de D-glucosa y D-alosa (87) que, tras hidrdlisis de los grupos isopropilidenos originan
hexahidropirimidinas polihidroxiladas (88 y 89) por simple reorganizacién tautomérica. En todos
los casos, el hidroxilo aminoacetdlico generado adopta una disposicién axial determinada por el

efecto anomérico (Esquema 3).
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Para la preparacion de andlogos de calistegina (91), la metodologia sintética empleada
implica el ataque nucleofilico intramolecular de un grupo tiourea al carbonilo enmascarado de un

monosacdrido, seguido de glicosidacién intramolecular en el nuevo centro pseudoanomérico para
cerrar el sistema biciclico (Esquema 4).
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N
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90 91
Esquema 4




3. NOMENCLATURA



Nomenclatura 21

3. NOMENCLATURA
3.1. Carbodiimido-, ureido- y tioureidoazicares.

Los derivados de carbohidratos en los que un grupo hidroxilo no anomérico ha sido
reemplazado por un grupo carbodiimida se nombran de acuerdo con la nomenclatura general de
carbohidratos [41], como n-desoxi-n-carbodiimido azidcares, donde "n" indica la posicién que
ocupa el sustituyente en la cadena glucidica (n = 6 en nuestro caso). El mismo criterio se aplica

cuando el sustituyente tiene estructura de urea o tiourea.

En el caso de carbodiimidas, ureas o tioureas N,N'-disustituidas con dos restos de aziicar
se han empleado en la literatura dos tipos de nomenclatura diferentes. En una de ellas se confiere
prioridad a la funcién quimica que actiia de puente entre ambos restos de aziicar, es decir, se
nombran estos compuestos como derivados de carbodiimida, urea o tiourea [28-30]. Este criterio
permite nombrar cualquier compuesto de este tipo independientemente de las posiciones de unién
del radical de carbohidrato.

Cuando uno de los residuos glucidicos estd unido al grupo que actda de puente por el
carbono anomérico y el otro por una posicién diferente, puede tomarse como base la nomenclatura
de carbohidratos nombrando el radical glicosilcarbodiimido(ureido)(tioureido) como sustituyente
[42,43]. En esta Tesis se ha adoptado este segundo sistema ya que permite mantener idéntica
notacion para los dtomos independientemente de la naturaleza o del orden alfabético de los

sustituyentes.
3.2. 5,6-(Tio)carbamatos ciclicos y 5,6-(tio)ureas ciclicas derivadas de azicares.
Los precursores de los andlogos de (+)-castanospermina que hemos preparado presentan

una estructura heterociclica de oxazolidina- o imidazolidina-2-ona(tiona). Aunque en la parte

experimental se incluye la nomenclatura derivada del correspondiente heterociclo, para una mayor
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claridad en la presentacién y discusién de los datos de RMN se ha seguido la nomenclatura de
carbohidratos [41].

3.3. Aza(oxa)castanosperminas.

Los glicomiméticos biciclicos preparados en este trabajo estdn estructuralmente
relacionados con las polihidroxiindolizidinas. Frecuentemente, se hara referencia a ellos como
derivados de (+)-castanospermina ya que el objetivo final del proyecto es el estudio de sus
propiedades como inhibidores de glicosidasas en comparacién con las de este inhibidor de origen
natural. Sin embargo, esta nomenclatura da como resultado una notacién para los dtomos diferente

de la de los aziicares precursores.

Como norma general, en la parte experimental se incluye la nomenclatura derivada de la
(+)-castanospermina [25] y la derivada de los (tio)ureido y (tio)carbamatos de aziicares, con objefo
de poner de manifiesto 1a relacién estructural con los alcaloides de la familia de las indolizidinas y
con los carbohidratos. En cualquier caso, la numeracién seguida en la descripcién de los datos de

RMN es consistente con la nomenclatura de carbohidratos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Pseudooligosaciridos con uniones de tipo urea, tiourea y carbodiimida.

4.1.1. Sintesis de tioureilenglicobiosas por reaccion de isotiocianatos de

azidcares con aminoazidcares.

En el primer bloque de esta Tesis nos hemos interesado en la sintesis
pseudooligosacéridos en los que al menos dos de las unidades monosacaridicas estdn enlazadas por
un espaciador de tres 4tomos de tipo carbamida (urea o tiourea). En primer lugar hemos puesto a
punto la preparacién de glicosiltioureidoaldopiranosas con uniones (1—6), empleando como
grupos protectores el grupo isopropilidén y el grupo trimetilsililo que pueden desprotegerse
facilmente en condiciones 4cidas suaves compatibles con la funcionalidad tiourea [34,42]. La
estrategia empleada implica la condensacion de una glicosilamina con glicopiranosas o

glicofuranosas O-protegidas portando un grupo isotiocianato en la posicién C-6.

En concreto, se han preparado los aductos de 6-desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilidén-6-
isotiocianato-0-D-galactopiranosa (92) y 6-desoxi-1,2:3,5-di-O-isopropilidén-6-isotiocianato-o.-D-
glucofuranosa (94) con B-D-glucopiranosilamina (93). La reaccién se lleva a cabo en piridina-agua
a temperatura ambiente, en presencia de trietilamina como catatizador. Al cabo de 48 horas, se
elimina el disolvente a presién reducida y el residuo se purifica por cromatografia en columna,

obteniéndose los tioureilendisacaridos 1 y 2 (Esquema 5).

Los relativamente bajos rendimientos observados (30-35%) pueden atribuirse a la
hidrélisis parcial de la f-D-glucopiranosilamina con la consiguiente liberacién de amoniaco que, a
su vez, puede adicionarse al isotiocianato. Esta hipétesis se confirma por el aislamiento por

cromatografia en columna de los correspondientes derivados 6-desoxi-6-tioureido 95 y 96 [44].
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El tratamiento de los aductos 1y 2 con 4cido trifluoroacético-agua 9:1, a temperatura
ambiente y presién reducida, permite aislar tras purificacién por cromatografia de permeacién sobre
gel (GPC, Bio-Gel P-2) los correspondientes pseudodisacdridos libres 6-desoxi-6-[N’-(B-D-
glucopiranosil)tioureido]-D-glucosa (3) y 6-desoxi-6-[N'-(B-D-glucopiranosil)tioureido]-D-galactosa

(4) con rendimientos pricticamente cuantitativos (Esquema 6).

HO o% v
)R NH—C—H
o

i) piridina-agua, EtgN

95 96

0
e 3
HN-C-N 078 o

Esquema 5
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OH s
i) HO 0 i HO
1 — NH—C— NH— o
HO s HO&»OH
OH

OH S
i) HO Q L
H
HO H OH

4 OH
i) TFA-H,0 9:1

Esquema 6

1

Los compuestos 3 y 4 existen en disolucién acuosa como una mezcla en equilibrio de los
anémeros o- y P-piranosa en el extremo reductor. En ningiin caso se observaron formas
tautoméricas aminoacetdlicas resultantes de la adicién nucleofilica del grupo tiourea al grupo
aldehido del aziicar.
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Tabla 1. Datos de 'H RMN (500 MHz, 323 K) de los compuestos 1-4.

Compuesto Desplazamiento quimico (5, ppm)
H-1 H-2 H-3 H4 H-5 H-6a H-6b
1ab I 5.47d 432dd 462dd 4.25d4d 4.16ddd 3.83dd 3.58dd

II  5.12da 3.27t 3.58t 3.35t 3.41im 3.85dd 3.67dd

2b I 5954 4.54d 421d 4.28dd 3.76ud 4.08sa 3.95da
I 5.17da 326t 341t  3.20t 336ddd  3.83dd 3.65dd

3ac I 554d  4.08dd 4.13dd -— 4.58m 3.98-3.90m
I  477sa 3.85t  3.85t 3.71c 382ddd 4.17dd  4.01dd

3f¢ I 485 377dd 392dd 4.20dd 3.75m 3.98-3.90m
II  477sa 385t  3.85t 3.71t 382ddd 4.17dd  4.01dd

4a° I 551d  382dd 4.03t 3.62t 4.26ddd 4.30-3.95m
I 5.63sa 3.86t 3.86t 3.72t 3.85m 4.18dd 4.03dd

4 I 493d 353dd 3.78t 3.63t 3.90ddd 4.30-3.95m
II. 5.63sa 3.86t 3.86t 3.72t 3.85m 4.18dd 4.03dd

Constantes de acoplamiento (J, Hz)

J12 J23 J34 Jas J5 6a Jser  Jea6h
1 I 49 24 7.8 1.8 2.3 7.1 11.9
i 8.7 8.7 8.7 8.7 6.1 48 11.9

2 I 3.6 0 3.8 6.9 4.5 6.9 -
I 8.9 8.9 8.9 8.9 2.3 55 11.9

3a I 38 104 3.0 0 — - -
I 9.4 9.4 9.4 9.4 2.3 54 12.4

3p I 7.9 9.9 3.5 0 — — -
1 9.4 9.4 9.4 9.4 2.3 5.4 12.4

40 I 3.6 10.1 8.6 8.6 3.4 7.2d —
I 9.3 9.3 9.3 9.3 4.8 5.1 12.2

4ap I 79 9.4 9.4 9.4 3.1¢ 6.6 —
I 9.3 9.3 9.3 9.3 4.8 5.1 12.2

aRegistrado a 300 MHz.> En CD30D. ¢En D,0. ¢ Estas asignaciones pueden estar
intercambiadas
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Tabla 2. Datos de 13C RMN (125.5 MHz, 323 K) de los compuestos 1-4.

Compuesto Desplazamiento quimico (8, ppm)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
12.b I 977 72.8 72.2 72.1 67.6 46.0
Im 852 74.2 78.9 71.6 79.1 62.8
2a.b I 107.7 85.2 76.2 81.8 71.5 48.1
I 852 74.2 78.9 71.9 79.2 62.7
3ac I 922 68.14 69.54 - — 44.8
I 832 76.4 77.1 69.2 71.9 60.6
3p¢ I 96.3 71.7 72.5 68.9 71.9 44.8
oI 832 76.4 77.1 69.2 71.9 60.6
40° I 92.0 71.0 724 70.8 69.6 452
II 834 76.4 77.1 69.3 72.0 60.6
4p¢ 1 95.8 74.0 75.3 71.4 73.8 45.2
II 834 76.4 77.1 69.3 72.0 60.6

aRegistrado a 75.5 MHz. ® En CD30D.€ En D70. 4 Estas asignaciones pueden estar

intercambiadas.

Paralelamente, hemos investigado la preparacin de este tipo de compuestos a partir d&e
precursores monosacaridicos en los que los grupos hidroxilos s¢ encuentran protegidos mediante
formaci6n de silil éteres. El grupo trimetilsililo es, en principio, adecuado para este fin ya que la
reaccion de proteccién ocurre con rendimientos elevados, es un grupo estable en las condiciones de

obtencién de tioureas y es facilmente eliminable en condiciones 4cidas suaves.

En una primera aproximacién, la sintesis de los precursores 6-desoxi-6-
isotiocianatoaldopiranésidos ~ per-O-trimetilsililados se intent6 por trimetilsililacion de
isotiocianatos de azicares desprotegidos, pero sélo se obtuvieron los compuestos deseados en muy
bajo rendimiento. Los productos mayoritarios fueron los productos trimetilsililados resultantes de

la ciclacién intramolecular implicando al hidroxilo en posicién C-4 (99) (Esquema 7).
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H
SCN_ OH SCN_ OTMS x\‘ OTMS
H ] i TMSO1|-Q -Q
F&k\ TMSO *  TMso

OMe OMe OMe
97 98 99

i) BSA, TBAF, DMF
Esquema 7

La formacién de tiocarbamatos ciclicos de seis miembros a partir de Y-

hidroxiisotiocianatos derivados de azicares en presencia de catalizadores bésicos ha sido
previamente estudiada en nuestro grupo de investigacién [45-49]. Este resultado indica que la

ciclacién intramolecular es, en estas condiciones, mas rdpida que la sililacién de OH-4. ’

Para evitar este problema, utilizamos la estrategia de sintesis que se muestra en ¢l
Esquema 8 partiendo de los correspondientes metil 6-azido-6-desoxi-o-D-glicopiranésidos (100-
102). La trimetilsililacién usando el sistema hexametildisilazana-cloruro de trimetilsililo-piridina
[50] o bien N,O-bis(trimetilsilil)acetamida (BSA)-fluoruro de tetrabutilamonio-N,N-
dimetilformamida [51] (—103-105), seguida de reduccién de Staudinger [52] e hidrélisis, in situ,
del iminofosforano intermedio conduce a las respectivas aminas selectivamente O-protegidas (106-
198) que posteriormente se someten a reacciones de isotiocianacién (—109, 110, 98).

La reacci6n de una amina primaria con tiofosgeno es, probablemente, el método mds iitil
de isotiocianacion, ya que la transformaci6n suele ser rdpida y limpia [15]. Sin embargo, en
nuestro caso, la isotiocianaci6n de las aminas con tiofosgeno en presencia de carbonato célcico
condujo a los correspondientes metil 6-desoxi-6-isotiocianatos-o-D-glicopiranésidos
trimetilsililados con bajos rendimientos. El seguimiento de la reaccién por cromatografia en capa
fina mostré la formacién de productos de mayor polaridad, resultantes probablemente de la
hidrdlisis de los grupos trimetilsililos en el medio ligeramente 4cido de la reaccién. A la vista de
estos resultados, examinamos otros reactivos de isotiocianacién de aminas primarias descritos en la

literatura:
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a) La condensaci6n de la amina con disulfuro de carbono en presencia de diciclohexilcarbodiimida

(método de Jochims y Seeliger) [53] (Esquema 9).

b) La reaccién con 1,1’-tiocarbonildiimidazol [54,55) (Esquema 9).

N3 NH,
Hr&% ™SO TMSOO‘f& \
H TMSO . T™S

71-91% T™SO | 78 92% ™SO |

HO OMe
100-102 103-105 106-1 oa
i) MegSiCl, Me3SiNHSiMes, piridina 45-70% | i)

o BSA, TBAF, DMF
i) TPP, NH,OH, dioxano-metanol 5:1
iii) Cl,CS, CaCOg, CH,Cly-agua 1:1

o DCC, CS,, éter NCS
o 1,1"-tiocarbonildiimidazol, piridina TMSO (o)
TMSO

100, 103, 106, 109 D-galacto T™MSO e

101,104, 107, 110 D-gluco

102, 105, 108, 98 D-mano 109, 110, 98
Esquema 8

Ambas reacciones transcurren en medio bdsico 0 neutro, y son por tanto compatibles con

" el grupo protector trimetilsililo.

La adicién de disulfuro de carbono y diciclohexilcarbodiimida a una disolucién de la
correspondiente amina en éter a -10°C, seguida de agitacién a temperatura ambiente durante 20-40
minutos, permite aislar los comespondientes desoxiisotiocianatos tras purificacién por
cromatografia en columna. La adicién nucleofilica de la amina al disulfuro de carbono da lugar al
correspondiente dcido ditiocarbamico, que tras B-eliminacién de dcido sulfhidrico promovida por la
carbodiimida, conduce al correspondiente isotiocianato y diciclohexiltiourea como productos &

reaccion.
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R-NH, + R-N=C=N-R' + CS; ——| R-NCS + R'-NH-CS-NH-R'

RNHNT:\/N*N/W _.,RHNJ'\N/\l T_'
HN/\|

\=N

Esquema 9

Por otro lado, el uso del 1,1’-tiocarbonildiimidazol como sustituto del tiofosgeno permite,
en principio, llevar a cabo la transformacién de la amina en el isotiocianato en medio homogéneo
usando diclorometano como disolvente. Sin embargo, durante el tratamiento de la reacci6n se
produce de nuevo la hidrolisis de los grupos silil éter, probablemente catalizada por trazas de 4cido
resultantes a su vez de la hidrdlisis del reactivo con la humedad. Esta desililacién puede, no

obstante, evitarse empleando piridina como disolvente.

La reaccidn de los isotiocianatos sililados 98, 108 y 109 con B-D-glucopiranosilamina
(93) a temperatura ambiente y empleando piridina como disolvente y trietilamina como catalizador
bésico condujo a los 6-desoxi-6-[N’-(B-D-glucopiranosil)tioureido]-a-D-glicopirandsidos 5-7. La
eleccién del disolvente para efectuar esta transformacién no es trivial. Intentos de efectuar la
condensacion en €éter o diclorometano resultaron en transformaciones incompletas, aun con tiempos
de reaccién prolongados. Probablemente, la piridina ejerce un efecto catalitico, activando el
isotiocianato mediante la formacidén de un aducto zwitteriGnico que posteriormente sufre el ataque

dela amina (Esquema 10).
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©

S
|
R-N=C=S§ + B —m» F!-N=C--§D

:NuH

R-NH—C—=Nu 4 B:
B: = piridina o Et3N
:NuH = amina primaria

Esquema 10

i

La reaccién se controlé por cromatografia en capa fina (AcOEt-EtOH-H;O 45:5:3). Tras
purificacién por cromatografia en columna, se aislan los compuestos 5-7 con rendimientos
moderados (40-64%). La desproteccién de las tioureas 5-7 se ha llevado a cabo mediante la adici6n
de 4cido acético (10%) a una disolucién de las mismas en una mezcla de diclorometano-metanol-
agua 2:1:1. Tras calentamiento de la mezcla de reaccién a 60°C durante 3 horas se evapora el
disolvente y se eliminan las trazas de 4cido por coevaporacién con tolueno, aislando los
correspondientes metil 6-desoxi-6-tioureidoazicares de configuracién D-galacto (8), D-gluco (9) y
D-mano (10) con rendimientos practicamente cuantitativos, tras purificacién por cromatografia de

permeacion sobre gel (Esquema 11).
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Tabla 3. Datos de 1H RMN (500 MHz, CD30D, 313 K) de los compuestos 6-9.

Compuesto Desplazamiento quimico (5, ppm)
H-1 H-2 H-3 H4 H-5 H-6a H-6b

6 4.63d  3.50dd 3.72t 330m  3.63m <------3.30m---=->
520sa 3.30m 3.40t 3.24t 3.30m 3.82dd 3.63dd

7° 450d 38ldd 367dd 3.70t 3.62m <eeeeen 3.34m----->
520sa 3.34m 341t 3.24t 3.34m 3.83dd 3.61dd

ga.b 4964  <---—-395m-—--> 4.1lm 4.24m <--3.87-3.78m-->
547sa  3.70t 370t 3.56t 367ddd 4.02dd 3.86dd

92 499d  3.74dd 3.85t 3.51t 422m  <------3.99m----->
551sa  3.75m  3.76t 3.61t 372ddd 4.06dd 391dd

Constantes de acoplamiento (J, Hz) ’

Ji2 J23 J34 J4s J56a Js60  Jea6b
6 3.6 8.8 8.8 - —_ — -
- 9.1 9.1 9.1 2.3 5.6 11.9
7 1.9 2.0 8.2 8.2 — - -
- 8.8 8.8 8.8 23 52 11.9
8 2.6 — - — - — —
9.1 9.1 9.1 9.1 2.2 5.1 124
9 3.7 9.4 9.4 9.4 — — -
—_ 9.4 . 9.4 94 2.0 5.2 12.4

CaEn D,0. b Registrado a 300 MHz.



36 Resultados y Discusién

Tabla 4. Datos de 13C RMN (75.5 MHz, CD30D, 323 K) de los compuestos
5-10.

Compuesto Desplazamiento quimico (8, ppm)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

5 102.0 709¢  71.4¢ 72.1 74.9° 47.2
85.0 74.2 78.9 69.8 79.3 62.7

6b 101.3 75.1 76.2 75.6 71.5 49.8
85.3 74.4 79.0 71.7 79.4 62.9

7 103.2 74.9 73.9 73.7¢ 71.64 -
85.3 74.4 79.0 71.6 79.4 62.9

82 99.5 68.2¢ 69.5¢ 69.5 68.2 45.0
83.3 76.6 773 69.3 72.1 60.7

992 99.3 72.2 72.9 71.3f 69.8f 454
834 76.6 71.3 69.3 71.3 60.6

102.b 100.6 69.5 70.0 67.8 69.5 452
83.0 76.3 76.9 69.2 71.8 60.4

aEn D50. P Registrado a 125.5 MHz. ¢d:¢f Estas asignaciones pueden estar
intercambiadas.

La estructura de tioureilenglicobiosa de los compuestos 1-10 est4 apoyada por los datos
de 'H y 13C RMN (Tablas 1-4 y Figuras 1-5). En todos los casos, debido a Ia rotaci6n restringida
airedcdor de los enlaces NH-C(=S), se observan sefiales anchas indicativas de procesos de
intercambio quimico. A temperatura mds elevada (313-323K) se obtienen sefiales promedio que
permiten confirmar la estructura de tiourea N,N'-disustituida. Los valores de las constantes de
acoplamiento alrededor del anillo indican que la unidad de glucopiranosilo presenta conformacién de
silla 4C en todos los casos. El desplazamiento a campo alto de las resonancias de 13C para los
carbonos correspondientes a C-1 del anillo de glucopiranosilo y C-6 para la otra unidad de azicar
confirma la presencia del sustituyente nitrogenado. La sefial a 183.1-186.1 ppm es asignable al

carbono tiocarbonilico de tiourea.
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4.1.2. Sintesis de (tio)ureilenglicobiosas via carbodiimidas. Reaccién de tipo

aza-Wittig entre isotiocianatos e iminofosforanos de azicares.

En el marco del programa dirigido a 1a sintesis de biois6steros de oligo(glicosil)fosfatos,
las (1—6)-oligo(glicosil)carbodiimidas son intermedios de reaccién particularmente interesantes por
la posibilidad de transformacién de la funcionalidad carbodiimida en otros grupos funcionales

incluyendo urea y tiourea, mediante transformaciones sencillas [56,57].

Dentro del conjunto de métodos generales para la construccién del grupo funcional
carbodiimida [56-60], en esta Tesis hemos escogido la reaccién tipo aza-Wittig de iminofosforanos
(M -fosfazenos, fosfiniminas) y heterocumulenos [61,62], ya que tiene lugar en condiciones
neutras, compatibles con un gran nimero de grupos protectores de los hidroxilos de losl azicares, y
puede ser concebida como una estrategia de sintesis convergente para obtener estructuras asimétricas

complejas [63,64].

El mecanismo general de la sintesis de carbodiimidas via reaccién de aza-Wittig se describe
en el Esquema 12. La reacci6n de isocianatos o isotiocianatos con fosfiniminas permite obtener los
correspondientes heterocumulenos asimétricos con formacién de 6xido o tiéxido de trifenilfosfina
como producto secundario. En esta Tesis se han utilizado siempre isotiocianatos de aziicares como
precursores de carbodiimidas debido a que pueden prepararse facilmente por isotiocianacién de
haluros de aziicares o aminoaziicares, y pueden ser manipulados y conservados sin los riesgos de los
isocianatos [15]. Por su parte, los iminofosforanos se preparan convenientemente a partir de las

correspondientes azidas y trifenilfosfina [52,57].
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CNO) R—II\I—-C=NR'
R— N—PPh; + X=C==NR ——
Ph3P® x©
R— N—C=—=NR
—_— I l NR —_—_— RN—(C=—=NR' + X=PPh3
PhsP ——X

X=0S8

Esquema 12

De acuerdo con el mecanismo anterior, para la construccion de los (15 6)-
carbodiimidoazicares son posibles dos estrategias sintéticas alternativas: la reaccion de glicosil
fosfiniminas con 6-desoxi-6-isotiocianato azidcares y la condensacién inversa entre

glicosilisotiocianatos y trifenilfosforanilidenos derivados de 6-amino-6-desoxi aldohexosas

(Esquema 13).

— QO
NCS + gCN) —_— >— N=C=
(NPPhs) N_>_

Esquema 13

En primer lugar, se intentd la reaccién de metil isotiocianato con 2,3 4,6-tetra-O-acetil—p-
D-glucopiranosilfosfinimina (111). La reacci6n no progresé después de varios dias a temperatura
ambiente en tolueno. El calentamiento a reflujo de una mezcla estequiométrica de los reactivos
durante 2 horas, condujo a la glucopiranosilcarbodiimida 11 con un rendimiento moderado (40%).
El aumento en la proporcién de alguno de los reactivos, o en el tiempo de reaccion, did lugar a la
formaci6n de varios productos secundarios que no pudieron aislarse, con el consiguiente descenso
en el rendimiento. Durante el proceso de purificacién cromatografica se observé la formacién de la
correspondiente glucosilurea (Esquema 14), resultante del ataque nucleofilico del agua al grupo
carbodiimida. La formacién de este producto se minimiz6 reduciendo los tiempos de separacién.
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Esquema 14

En estas condiciones de reacci6n, se llevé a cabo la condensacién de la 2,3:4,6-tetra-O-
acetil-B-D-glucopiranosilfosfinimina (111) con 6-desoxi-6-isotiocianatos derivados de 1.2:3,4-di-O-
isopropilidén-o.-D-galactopiranosa (92), 1,2:3,5-di-O-isopropilidén-o-D-glucofuranosa (94) y metil
2,3 4-tri-O-acetil-a-D-glucopirandsido (112), obteniendose las correspondientes carbodiimidas
disacaridicas (13, 16, 19) con rendimientos del 25 al 35% (Esquema 15). La reaccién de hepta-O-
acetil-B-celobiosilfosfinimina (113) con los isotiocianatos anteriores permite obtener las

carbodiimidas trisacaridicas (14, 17, 20) con rendimientos similares (Esquema 16).
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Esquema 16

La baja reactividad de las glicosilfosfiniminas en la reaccién de aza-Wittig con

isotiocianatos debe ser consecuencia de las propiedades electrénicas de la posicién anomérica de los



42 Resultados y Discusion

carbohidratos. El efecto -I del anillo de glicopiranosilo estabiliza la carga negativa del 4tomo de
nitrégeno anomérico, con la consiguiente disminucién en la velocidad de formacién de la betaina

intermedia (Esquema 12).

Los bajos rendimientos observados nos lievaron a examinar el camino alternativo: la
reaccion de un glicopiranosil isotiocianato con un iminofosforano en posicién primaria (C-6),
obtenido por reaccién del correspondiente 6-azido-6-desoxiaziicar con trifenilfosfina. Aunque el uso
de la reaccién de Staudinger para la transformacién de azidoazicares en aminoaziicares es un
procedimiento ampliamente utilizado en quimica de carbohidratos, salvo en €l caso de las glicosil
fosfiniminas estables el iminofosforano intermedio generalmente se hidroliza in situ, y s6lo unos
pocos ejemplos de monosacdridos con un grupo trifenilfosforanilidenamino en posicién no

’

anomérica han sido completamente caracterizados [47,65-67].

La reaccién de 6-azido-6-desoxiaziicares con trifenilfosfina en tolueno seco requiefe
tiempos de reaccién prolongados. Después de 24 horas a temperatura ambiente, ain queda sin
reaccionar azida de partida. Ademas, durante el proceso de purificacién ocurre la hidrélisis de la
fosfinimina, con formacién de la correspondiente amina y 6xido de trifenilfosfina. Sin embargo, en
presencia de metil isotiocianato, la transformacion de las azidas de partida en las correspondientes
carbodiimidas (12,15,18) tuvo lugar en una hora y con rendimientos superiores al 80% (Esquema

17), lo que sugiere un mecanismo diferente.
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Esquema 17

La reacci6n de 6-desoxi-6-azidoaziicares (114-116) con B-D-glucopiranosil (117) y B-
celobiosil (118) isotiocianatos peracetilados, después de la adicién de trifenilfosfina, permite aislar
en 10-15 minutos los (1—6)-carbodiimidoazicares 13, 14, 16, 17, 19 y 20 con rendimientos ¢
entre el 70 y el 90% (Esquema 17). El incremento de la reactividad frente a reacciones de adicidn
nucleofilica de grupos isotiocianatos en posiciones anoméricas ha sido previamente observado, y

est4 de acuerdo con una mayor contribucién de la forma R-N'-C'=S al estado fundamental [15].
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La reacci6n de Staudinger implica la formacién de una fosfazida que, tras liberacién de
nitrégeno, da lugar al correspondiente iminofosforano. Los aductos con estructura de fosfazida han
sido aislados en algunos casos [68,69] y recientemente se ha descrito una fosfazida estable derivada
de carbohidrato [70]. En nuestro caso, el segundo paso es muy lento (Esquema 18, ruta a) en las
condiciones de reaccién. La fosfazida podria actuar entonces directamente como nucledfilo en la
reaccién de aza-Wittig con isotiocianatos (Esquema 18, ruta b), dando lugar a un nuevo intermedio
a,8-zwitteriénico que sufre una rdpida transformacién en los productos finales de la reaccién a

través de un intermedio ciclico de seis vértices.

© ®
R'NQ + PPh3 R— N— N— N—PPh3
R"NC%) \(a)
i ®
R— N—N== N—PPhj, ] R
| | Al
= N—T Ph3P-—CN
O
u J lento
©®
R R— N—PPh; 4+ N

|l ———= RN=C=NR + S=PPh; + N

Esquema 18

La estructura de los nuevos compuestos se estableci6 en base a sus datos espectroscdpicos
(Tablas 5 y 6, Figuras 6-11), EM (FAB) y andlisis elementales. La presencia del grupo

carbodiimido en estos compuestos se confirmé por la absorcion caracteristica en el IR, entre 2150
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y 2135 cm! y 1a sefial en 13C-RMN a 141.2-137.0 ppm (Sncn)- El desplazamiento a campo alto

de las resonancias de C-1'y C-6 en los pseudooligosacdridos y de los correspondientes protones H-
1' y H-6a,6b, comparados con sus azicares homélogos, estd de acuerdo con €l puente (1—6) &
carbodiimida.

Los sistemas de enlaces m de cumulenos presentan una orientacion préacticamente
perpendicular, por lo que las carbodiimidas poseen una estructura quiral y pueden existir en formas
Opticamente activas [56,57]. Sin embargo, la estabilidad configuracional de las carbodiimidas es
baja y la isomerizacién se da con facilidad, aunque en algiin caso s¢ han logrado separar los dos
enantiémeros. En el caso de las carbodiimidas preparadas en esta Tesis, los espectros de 'H-RMN a
baja temperatura (233 K) no mostraron sefiales anchas indicativas de un proceso lento &
conversibn de una configuracién a otra, lo que sugiere que, efectivamente, las barreras de

interconversién son mas bajas que las observables por RMN.
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Tabla 5. Datos de 'H RMN (500 MHz, CDCls) para las carbodiimidas 11-20.

Desplazamientos quimicos (6, ppm)
H-1 H-2 H-3 H4 H-5 H-6a H-6b
11 4.64d 4,92t 5.15t 5.07t 371ddd  4.20dd 4.11dd
12 5.49d 4.27dd 4.56dd 4.16dd 380ddd  3.41dd 3.22dd
132 5.55d 4.33dd 4.61dd 4.22d 3.84bdd  3.60dd 3.27dd

4.82d 4.98t 5.19¢ 5.10t 3.74ddd 4.23dd 4.13dd

14b 5.52d 4.32dd 4.60dd 4.17dd 3.83m 3.57dd 3.26dd
4.81d 4.86t 5.15t 3.77t 3.65m 4470d 4.02dd
4.49d 4.92t 5.13t 5.05¢ 3.63m 4.32dd 4.03dd

15 5.99d 4.58d 4.21d 4.31dd 3.66td 3.44dd 3.35dd’

16 5.98d 4.57d 4.23d 4.27dd 3.66td 3.50dd 345dd
4.73d 4.94dd 5.18t 5.09t 374ddd  4.24dd 4.13dd

17 5.98d 4.57d 4.22d 4.26dd 3.66m 3.49dd 343dd
4.51d 4.92t 5.15t 3.78t 3.66m 4.98bd 4.10dd
4.71d 4.85t 5.14¢ 5.06t 3.66m 4.37d4d 4.04dd

182 4.97d 4.88dd 5.48t 5.02t 3.864dt R 3.33d-----—-->

19 4.95d 4.85dd 547dd 5.01dd 3.87dt rmoeeee 342d—------->
4.27d 497t 5.19¢ 5.14t 378ddd  4.26dd 4.17dd

20 4.93d 4.85dd 5.46dd 4.99¢ 3.86dt e 3.40d—------>
' 4.69d 4.92dd 5.16t 3.82t 367ddd  4.52dd 4.11dd
4,51d 4.86t 5.14t 5.06t 365ddd  4.37dd 4.04dd



Resultados y Discusion

Tabla 5 (continuacion)
Constantes de acoplamiento (J, Hz)
J12 J23 J34 Jas J56a J560 J6a,6b
11 9.2 9.2 9.2 9.2 4.8 2.3 124
12 5.0 2.4 7.9 1.8 8.1 5.1 13.2
13 5.0 2.5 7.9 0 8.3 4.8 13.1
8.7 8.7 8.7 8.7 4.7 2.3 12.3
14 4.9 2.4 7.8 1.8 8.4 4.8 13.1
8.7 8.7 8.7 8.7 0 49 12.1
8.1 8.1 8.1 8.1 4.1 2.0 12.5
15 3.8 0 3.8 7.0 3.4 7.1 13.4
16 3.7 0 34 7.0 3.6 7.0 13.8
8.7 9.5 9.5 9.5 48 2.3 12.5
17 3.7 0 38 7.0 3.6 7.0 13.8
8.0 8.9 8.9 8.9 —_— 5.0 12.9
8.6 9.3 9.3 93 4.3 1.9 12.5
18 3.6 99 99 99 44 4.4 —_
19 3.5 10.3 94 10.0 4.2 4.2 —
8.8 9.4 9.4 9.4 4.7 2.3 12.5
20 4.0 10.3 94 9.4 44 44 -
8.7 7.6 7.6 7.6 1.9 4.8 12.1
7.9 7.9 7.9 7.9 4.4 2.2 12.6

a A 300 MHz. b A 400 MHz.
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Tabla 6. Datos de 13C RMN (125.5 MHz, CDCls) para las carbodiimidas 11-20.

Desplazamientos quimicos (8, ppm)

C-1 C-2 Cc-3 C-4 C-5 C-6
11 84.8 72.9 73.0 68.2 73.7 61.9
12 96.3 70.5 70.7 71.2 67.8 464
1328 96.2 70.4 70.6 70.9 67.3 46.1
84.9 72.6 73.0 68.1 73.5 61.9
14b 96.2 70.7 70.6 71.0 67.5 46.2
84.9 72.0 73.0 76.5 744 62.0
100.9 71.6 72.9 67.7 73.5 61.5
15 106.2 83.8 74.9 80.2 71.5 484 !
16 106.2 83.7 74.8 80.0 71.2 479
84.7 72.5 72.8 68.0 73.5 61.7
17 106.2 83.7 74.4 79.9 71.8¢ 47.9
84.6 72.5 72.7 76.1 74.8 61.7¢
100.6 71.2 72.8 65.8 71.4¢ 61.4¢
182 96.5 70.7 69.5 69.8 68.1 46.6
19 96.6 70.5 69.8 69.4 67.9 46.1
84.6 72.6 72.8 68.0 73.6 61.7
20 96.7 70.7 69.9 69.6 68.0 46.3
84.6 71.6 729 76.1 74.6 61.7
100.7 71.9 72.9 67.8 72.6 61.5

a A 75.5 MHz. b A 100.6 MHz. ¢ Las asignaciones pueden estar intercambiadas.

Como ya se ha comentado anteriormente, el interés fundamentat de las carbodiimidas de
carbohidratos radica en su versatilidad como intermedio de reaccién en la preparacion de
pseudooligosacdridos que incorporan un puente de tres dtomos entre dos unidades de aziicar. En

primer lugar hemos examinado la sintesis de (1—6)-oligo(glicosil)ureas, por adicién de agua a las
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carbodiimidas previamente preparadas, en medio ligeramente dcido compatible tanto con el grupo

urea como con los grupos protectores en los carbodiimidoaziicares de partida (Esquema 19).

La adicién de agua a las carbodiimidas 12-20 en tolueno, a temperétma ambiente y en
presencia de una cantidad catalitica de 4cido acético, condujo a las correspondientes ureas derivadas
de aziicares 22-30 en tiempos de reaccibn muy cortos (10-15 min.) y con rendimientos
practicamente cuantitativos. La purificacién de estas ureas se llevé a cabo por cromatografia en

columna de gel de silice, con los eluyentes que se indican en la Parte Experimental de esta Tesis.

La estructura de los compuestos 22-30 estd apoyada por el desplazamiento quimico de las
sefiales de H-1'y H-6, , en los espectros de IHRMN (Tabla 7, Figuras 12, 14, 15) asi como por

los desplazamiento quimicos de las sefiales comespondientes a C-1' y C-6, que confirman la
presencia de un puente de urea, y por la sefial correspondiente al carbonilo de urea (S¢co urea) 2
156.0-168.1 ppm (13C RMN, Tabla 8, Figuras 13, 16). Los espectros de masas en modo‘FAB asf
como los andlisis elementales, se corresponden con la adicién de una molécula de agua a las
correspondientes carbodiimidas de partida.
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Esquema 19
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Tabla 7. Datos de 'H RMN (500 MHz, CDCl3) para las ureas 21-30.

Desplazamientos quimicos (3, ppm)

H-1 H-2 H-3 H4 H-5 H-6a H-6b
212 5.14dd 4.92t 5.33t 5.07t 3.85ddd 431dd 4.11dd
223 5.51d 4.30dd 4.59dd 423dd 3.92ddd 3.56dd 3.18dd
232 5.51d 4.31dd 4.60dd 4.194d 3.85m 3.60bd 3.20dd
5.16t 491t 5.30t 5.06t 3.82ddd 4.29dd 4.07dd
24 5.48d 4.294d 4.584d 4.16dd 3.82bd 3.54m 3.17bdd
5.05t 4.7 5.25¢t 3.53t 3.68ddd 443dd 4.09dd
4.48d 491t 5.12t 5.05t 3.63ddd 4.35dd 4.02dd
25 5.97d 4.55d 4.17d 4.25d 3.60ddd 3.53bd  '3.26dd
26 591d 4.49d 4.14d 4.15dd 3.54m 3.45m 3.17m
5.10t 4.82t 5.23t 4.98t 3.76ddd 4.24dd 4.00dd
27 5.97d 4.55d 4.18d 4.20dd 3.60td 3.51bs 3.24ddd
5.07t 4.80t 525dd 3.74t 3.69ddd 444dd 4.12dd
4.49d 491dd 5.13t 5.06t 3.65ddd  4.36dd 4.02dd
282 4.90d 4.83dd 5.46t 491t 3.86m 348bd  3.29dd
29 4.89d 4.78dd 5.42t 481t 3.82dd 346bdd  3.24bdd
5.12t 4.86t 5.28t 5.0t 3.78ddd 4.28dd 4.04dd
30 4.80d 4.79dd 5.44t 4.90m 3.83m 3.47m 3.24m
5.05¢ 4.82t 5.27t 3.75t 368ddd  443dd 4.11dd
4.49d 4.90m 5.12t 5.06t 3.64ddd 4.36dd 4.02dd



32 Resultados y Discusion

Tabla 7 (continuacién)
Constantes de acoplamiento (J, Hz)

J12 J23 J34 Jas Js6a  Jseb J6a6b
21 9.5 9.5 9.5 9.5 4.7 2.0 12.5
22 5.0 24 7.9 1.8 3.7 8.6 14.2
23 49 24 7.8 1.6 - 9.3 13.7
9.4 94 94 9.4 4.0 1.9 12.4
24 4.9 24 7.9 1.5 — 8.0 12.0
9.6 9.6 9.6 9.6 1.4 44 12.1
8.5 8.5 8.5 8.5 4.3 2.1 12.5
25 3.6 0 38 7.0 — 6.9 14.2
26 3.7 0 4.2 - —_ - - ;
9.5 9.5 9.5 9.5 42 2.0 12.4
27 3.7 0 39 7.0 3.6 7.0 13.1
9.4 94 8.9 8.9 1.8 4.5 12.2
7.8 9.2 9.2 9.2 4.3 23 124
28 3.6 9.7 9.7 9.7 - 5.6 144
29 35 9.8 9.8 9.8 4.6 6.0 15.1
9.5 9.5 9.5 9.5 43 2.0 12,5
30 3.6 10.1 10.1 - - - -
9.4 94 94 94 1.7 5.6 12.2
8.0 9.3 9.3 9.3 4.3 2.2 12.5

2 A 300 MHz,



Resultados y Discusion 53

Tabla 8. Datos de 13C RMN (125.5 MHz, CDCly) para las ureas 21-30.

Desplazamientos quimicos (8, ppm)

C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6
212 80.0 70.4 72.6 68.2 73.0 61.8
222 96.1 70.5 70.6 71.4 67.1 40.8
232 96.1 70.4 70.6 709 66.9 40.6
80.1 71.4 72.8 68.1 72.9 61.7
24 96.0 70.4 70.6 71.4 67.0 40.6
80.0 70.6 723 76.1 73.7 61.8
100.5 714 72.8 67.6 723 61.4
25 106.1 83.7 74.8 80.3 71.4 429 '
26 106.3 83.8 74.9 79.9 71.4 42.9
80.5 73.0 73.0 68.3 70.5 61.8
272 106.3 83.7 73.9 80.0 71.4 42.5
80.5 72.8 70.7 76.2 74.8 61.8
100.5 71.4 723 67.7 71.8 61.5
28 96.2 70.2 69.2 69.8 68.1 39.8
29 96.6 70.5 69.9 69.3 68.3 40.1
80.2 70.9 72.9 68.0 73.1 61.8
e 308 96.5 70.8 69.1 69.7 67.8 40.3
79.9 70.6 72.2 76.2 73.9 61.8
100.5 71.4 72.8 67.7 71.8 61.4
a A 75.5 MHz.

La desacetilacién (metdéxido sédico 1M) e hidrdlisis de los grupos acetales
(trifluoroacético-agua 9:1) de los ureidoazicares 22-30 permite aislar, tras purificacién por
cromatografia de permeacién sobre gel, los correspondientes (1—->6)-glicosilureidos libres 31-39

con rendimientos practicamente cuantitativos (Esquemas 20 y 21).
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Tabla 9. Datos de 1H RMN (500 MHz, D20) para las ureas 31-39.
Desplazamientos quimicos (3, ppm)
Compuesto H-1 H-2 H-3 H4 H-5 H-6a H-6b
31 T 5.07d 3.61dd 3.67dd 3.77bd 3.90ddd 3.20dd 3.09dd
B 4.38d 3.31dd 3.43dd 371d 3.51ddd 3.22dd 3.12dd
32 Ia 5.10d 3.65dd 3.70dd 3.82d 3.96m 3.28m 3.16m
B 441d 3.34¢ 349dd 3.76d4 3.57m 331dd 3.19m
11 4.69d 3.25¢ 3.40t 3.24t 3.36m 3.74bd 3.59m
332 Io 5.63d 4,19dd 4.23dd 4.35dd - — -—
(] 4.94d 3.89m 4.01dd 4.29d - - -
il 490d 3.724d 3.849m 3.82t 3.89m 4.30da 4,12dd
m 5.22d 3.79t 4.07t 401t 4.06m 4.32d- 4.18da
34 Iot S.12d 3.44dd 3.61t 3.21t 3.73ddd 3.40dd 3.26dd
B 4.53d 3.14dd 3.39t 3.22t 3.26m 3.46dd 322dd
35 (41 5.06d 3.38dd 3.55t 3.16t 3.70ddd 341dd 3.24d4d
g 4.48d 3.08dd 3.241 3.16t 3.22m 3.47dd 3.19dd
I 4.69d 3.23t 3.40t 3.21t 3.35m 3.74bd 3.56dd
36 Io 5.57d 3.89dd 4.07t 3.647t 3.90m 4.22m 3.76dd
(4 49484 3.68t 3.85t 3.60dd 3.83m 3.98da 3.74m
I 5.22d 3.78t < -4.00m >  4.06m 3.21da 4.17da
I 4.89d 3.71dd 3.89¢t 3.80t 3.87Tm 4.29da 4,11dd
37 I 462d 3.38dd 3.49t 3.15t 3.47ddd 3.40dd 3.12dd
38 I 4.66d 3.22dd 3.51t 3,17t 3.52m 347dd 3.42dd
I 470d 3.26t 3.40t 321t 3.36ddd 3.74dd 3.57dd
39 1 4.64d 341dd 3.51t 3.15d 3.44ddd 3.42dd 3.21dd
1! 437d 3.18dd 3.36t 3.28t 3.34m 3.78bd 3.59dd
m 4.72d 3.25t 3.51t 3.14dd 3.46m 3.79bd 3.66bdd
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Tabla 9 (continuacion).
Constantes de acoplamiento (J, Hz)

J12 J23 J34 Ja5 J56a Js6b J6a6b
31 Io 3.8 104 32 0 5.8 7.8 14.4
B 8.0 9.7 34 0 5.6 7.8 144
32 Io 3.7 9.3 32 0 - -— -
18 7.8 7.8 3.1 0 5.8 — 10.3
I 9.2 9.2 9.2 9.2 -~ — 10.5
33 I 4.5 10.0 39 0 - - -
B 79 9.8 39 0 - - —
| 8.0 7.8 9.0 9.0 - 54 124
m 9.3 9.3 9.3 9.3 - — 12.3
34 I 38 9.6 9.6 9.6 3.5 6.3 14.2
B 8.0 9.2 9.2 9.2 2.5 6.2 144
35 I 3.7 9.5 9.5 9.5 2.5 54 14.1
B8 8.1 9.2 9.2 9.2 1.8 79 14.2
il 9.1 9.1 9.1 9.1 - 4.6 12.5
36 Io 4.2 9.0 9.0 9.0 - 5.7 14.5
B 8.1 8.1 8.1 92 - - 14.0
| 92 9.2 -— - - — 12.5
m 8.0 9.0 9.0 9.0 - 5.5 12.6
37 I 3.8 9.6 9.6 9.6 2.6 7.0 12.6
38 | 32 9.3 9.3 9.3 2.7 38 14.5
I 9.3 9.3 9.3 9.3 2.1 5.5 12.3
39 I 34 9.2 9.2 10.1 4.5 64 14.5
II 8.0 9.3 9.3 9.3 -— 5.3 12.6
m 9.3 9.3 9.3 8.2 — -— 12.1

2 A 343K.
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Tabla 10. Datos de 13C RMN (125.5 MHz, D,0) para las ureas 31-39.

314

322

33

a A 75.5 MHz. P A 100.6 MHz.

= e

=Eale

Desplazamientos guimicos (8, ppm)

C-1 C-2 C-3 C4 C-35 C-6

92.4 69.0 69.2 69.4 68.3 40.4
96.5 71.9 72.8 68.9 73.6 40.4
92.2 68.8 69.2 69.4 68.2 40.0
96.4 717 72.6 68.6 73.3 40.0
80.9 76.4 77.0 69.0 71.8 60.5
91.8 39.6
96.0 39.6
80.4 60.1
1023 59.4
92.0 71.5 72.5 70.9 70.3 40.7
95.8 74.7 75.3 70.7 74.1 40.7
92.0 71.4 72.4 70.9 70.1 404
95.8 74.4 753 70.7 74.1 40.4
80.9 76.5 77.0 69.3 71.9 60.6
91.6 40.1
954 40.1
80.4 59.4
102.0 60.1
99.4 71.3 73.2 70.8 71.6 40.9
99.2 71.1 73.0 70.3 713 40.5
81.1 76.7 77.1 69.5 72.0 60.7
99.1 71.0 72.8 70.2 71.2 404
80.9 73.1 75.0 78.2 75.4 59.9
102.5 71.7 75.8 69.4 75.9 60.5
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Sintesis de (1— 6)-oligo(glicosil)tioureas.

Nuestro signiente objetivo ha sido la sintesis de (1—6)-oligo(glicosil)tioureas a partir de
las correspondientes carbodiimidas, por adicién de sulfuro de hidrégeno. Los primeros intentos de
efectuar esta transformacién burbujeando sulfuro de hidrégeno, generado por reaccién de 4cido
clorhidrico con sulfuro ferroso, sobre una disoluci6n de la correspondiente carbodiimida en tolueno
a 0°C, fueron infructuosos. Cuando utilizamos una cantidad catalitica de 4cido acético para
favorecer la adicién, se observé la formacién de la correspondiente urea, por reaccién del
carbodiimido azicar correspondiente con el agua que lleva el 4cido acético comercial. Sin embargo,
cuando llevamos a cabo la reaccién en tolueno, a 0°C y en presencia de silica gel como catalizador,
burbujeando sulfuro de hidrégeno secado sobre cloruro de calcio, la transformacion de las
correspondientes carbodiimidas en tioureas tuvo lugar en unas cinco o seis horas, con rendimientos

que oscilan entre el 62 y el 90% (Esquema 22).
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Esquema 22

De manera andloga a la descrita en el caso de las ureas, la desprotecci6n de las tioureas 40-
45 empleando met6xido s6dico 1M para la desacetilacion de los grupos ésteres y trifluoroacético-
agua 9:1 para la hidrdlisis de los grupos isopropilideno condujo con rendimientos excelentes, a las

tioureilénglicobiosas 3, 4,9, y 46-48 (Esquema 23).
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Tabla 11. Datos de IH RMN (300 MHz, CDCI3, 313K) para las tioureas 40-48.

Desplazamientos quimicos (8, ppm)
Compuesto  H-1 H-2 H-3 H4 H-5 H-6a H-6b

40 1 5.44d 425dd  4.55dd 4.20dd 4.08m 3.90m 3.39ddd
41

—

5.50d 430dd  4.59dd 4.19dd 3.94m <-----3.45m----->
I 5.54m  4.96t 5.26t 5.05t 383ddd  4.29dd 4.08dd

42 I 597d 4.56d 4.20d 4.284d 3.70td 3.76m 3.52ddd

43 I 5.97d 4.57d <-----4.25-4.19m----> 3.66m <-----3.49m----->
I 5.65bt  4.94t 5.34t 5.05t 3.84ddd  4.30dd 4.10dd

44 I 4.94d 483dd 548t 4.90t 398ddd  3.93ddd 3.59dt

45 I 4.94d 481dd  5.46t 4.84t 3.94m <-----3.70-3.30m----->
I 572dd  4.96t 5.44t 5.08¢ 383ddd  4.31dd 4.09dd

46>® Jo 5434  399dd 403dd  415bd  4.40bt  3.95m  3.78m
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Tabla 11 (continuacién).
Constantes de acoplamiento (J, Hz)

Ji2 J23 J34 Jas J56a Js.6b J6a,6b
40 1 5.0 2.4 79 1.8 — 8.2 14.1
41 I 5.0 2.3 7.9 1.6 - — -—
1 9.5 9.5 9.5 9.5 4.3 2.0 124
42 I 3.7 0 4.0 44 7.1 7.1 12.7
43 I 3.7 0 - — - — —
I 9.5 9.5 9.5 9.5 4.4 2.2 124
44 1 37 9.8 98 9.8 2.7 59 14.5
45 I 4.2 9.8 9.8 98 — -— -
I 94 9.4 94 94 4.7 2.2 124 ,
46 Ia 3.7 10.3 32 0 6.4 64 —
B 79 100 35 0 — — —
47 Ia 3.8 9.8 9.8 9.8 6.4 3.0 -
B 8.4 8.8 8.8 8.8 6.6 2.8 -—
48 1 3.7 9.7 9.7 9.7 2.6 6.7 13.7

2 A 500 MHz. ® En D;0. © A 343K.
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Tabla 12. Datos de 13C RMN (75.5 MHz, CDCls, 313K) para las tioureas 40-48.

Desplazamientos quimicos (8, ppm)

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

40 I 96.1 70.4¢ 70.5¢ 71.4 66.4 448
41 I 96.1 70.4 70.5 70.5 66.2 452
I 82.6 71.2 72.7 68.1 73.9 61.6

42 I 106.3 83.9 74.9 80.0 71.3 46.8
43 I 106.4 83.9 75.0 80.3 46.7
I 83.1 68.3 61.6

44 I 96.8 70.9 69.7 69.8 68.2 448
45 I 96.6 70.6 69.6 69.5 68.4 445
I 82.8 70.8 72.8 67.7 73.3 61.7

46b Io 92.5 68.4 69.1 69.5 68.5 445
B 96.6 71.9 727 68.9 73.0 445

473.b I 91.8 71.2 722 71.0 69.7 446
B 95.6 73.9 75.1 70.6 73.9 44.6

48b I 102.4 74.4 76.2 73.1 74.4 48.0

2 A 125.5 MHz. P En D,0. ¢ Estas asignaciones pueden estar intercambiadas.
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4.1.3. Andlisis conformacional de (tio)ureilenoligosacaridos.

Los datos disponibles sobre las propiedades conformacionales de ureido y tioureido
aziicares en disolucién son escasos y se limitan a derivados O-protegidos y a disolventes organicos
[15]. En principio, un grupo urea o tiourea 1,3-disustituido puede existir en cuatro formas
rotaméricas diferentes, dependiendo de la orientacién relativa entre el dtomo de oxigeno 6 azufre y

los sustituyentes sobre los nitrégenos (Esquema 24).

i
AZ\N;C\ZN/AZ'

i N
H\I\IIE/C\ZIiJ/AZ' AZ\NZ/C\ET/H
o \\\\ / -

HO ECE M
0
Az Az
Esquema 24

En general, las uniones pseudoamida sustituidas por anillos de piranosa existen
exclusivamente en la conformaci6n Z, tanto si la posicién de unién del 4tomo de nitrégeno al
anillo es el carbono anomérico o no [29,30,71,72]. Ademds, en todos los casos el enlace
HCq;ao—NH adopta una disposicién en la que los dos protones se encuentran en anti. La
conformaci6n anti-Z en estas uniones es también la que se observa en las estructuras cristalinas
descritas [73,74].

El equilibrio conformacional de un grupo tiourea unido al carbono C-6 (exociclico) de
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una hexosa es mucho mds complejo y ha sido objeto de varios trabajos en nuestro laboratorio
[34,42,44]. Los resultados obtenidos indican que la correspondiente unién pseudoamida presenta
un equilibrio conformacional Z/E. El andlisis de las barreras rotacionales, los coeficientes de
temperatura para los desplazamientos quimicos de protones NH y el efecto de la polaridad del
disolvente en la proporcién de rotdmeros indica que la configuracién E estd estabilizada por un
enlace de hidrégeno intramolecular de siete vértices que implica, en el caso de hexopiranosas, al
dtomo de oxigeno endociclico O-5. La unién C-5—C-6 [75] adopta una conformacion gauche-
trans en este rotAmero, mientras que existe en equilibrio gauche-trans/gauche-gauche en el
conférmero Z [42] (Figura II).

M
H'N-H g HeR
' OR ;
S§( (o) C,ﬁsH‘N'H
E 5 “(g
N :
H OR Hs” T S
OR > H

Figura Il. Puente de hidrégeno intramolecular en el rotdmero E de metil 6-desoxi-6-tioureido
hexapiranésidos mostrando la disposicién gauche-trans alrededor del enlace C-5-C-6.

Este marco general puede verse significativamente alterado al pasar a un medio acuoso.
En disolucién acuosa, las interacciones por enlace de hidrégeno con moléculas de agua deben

estar fuertemente favorecidas frente a las interacciones intramoleculares.

Con objeto de determinar las propiedades conformacionales de esta familia de
pseudooligosacdridos en agua hemos realizado, en colaboracién con el Dr. Pedro Nieto del
Instituto de Investigaciones Quimicas del CSIC, un estudio por RMN en mezclas H,O-D20 9:1

para el compuesto 38. A temperaturas entre 5 y 10°C, el intercambio quimico entre los protones

de NH y el disolvente es lo suficientemente lento como para que las sefiales correspondientes
aparezcan resueltas en el espectro de 'H RMN. Un espectro NOESY registrado a 10°C en estas

condiciones mostré sefiales de cruce intensas entre las resonancias de los protones NH y N'H asi

como entre N'H y H-2' (Figura III). Estos datos apoyan la existencia del rotdmero Z,Z con una
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disposicién anti entre H-1' y N'H, y concuerdan con los resultades recientemente publicados para
la conformaci6n del segmento amida andlogo en sacaropéptidos [13]. Los valores de constantes de
acoplamiento J5 ¢, y J5 6p indican la existencia de un equilibrio conformacional gauche-
gauchel/gauche-trans en el enlace C-5—C-6. Aunque la participacién en el equilibrio
conformacional de rotdmeros con conformaci6n E en la union NH—C(=S) no puede descartarse,
la intensidad de la sefial de cruce NH/N'H indica que la conformacién Z,Z es, probablemente,

mayoritaria,

Z—T

HO H
HO|Q N

HO

HO \IC'I)’\,,J"‘ ,

Figura Hll. Contactos NOE observados en el espectro NOESY (H,0-D,0 9:1) de 38

Dado el carécter fuertemente donador de enlace de hidrégeno de los grupos NH en las
funcionalidades urea y tiourea, es probable que la conformacién Z,Z esté favorecida en disolucién
acuosa por el establecimiento de interacciones simultaneas de los dos protones, en disposicién sin-
1,3-paralela, con un mismo 4tomo de oxigeno de una molécula de agua (Figura IV). Estructuras
supramoleculares andlogas entre ureas o tioureas y aceptores de enlace de hidrégeno oxigenados
han sido previamente caracterizadas [76,77] y, a la vista de nuestros resultados, podrian ser

determinantes en las propiedades estructurales de estos compuetos en medio biolGgico.
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4.2, Glicomiméticos relacionados con la castanospermina.

4.2.1. Sintesis y reactividad de 5,6-(tio)carbamatos ciclicos de hexosas.

Preparacion de 2-oxa-(+)-castanosperminas.

En la segunda parte de esta Tesis nos hemos planteado la sintesis de sistemas biciclicos
fusionados [4.3.0] estructuralmente relacionados con los alcaloides de la familia de las
polihidroxiindolizidinas (ej., (+)-castanospermina). Estos compuestos pueden considerarse como
anélogos de monosacdridos en los que el dtomo de oxigeno endociclico ha sido sustituido por un
4tomo de nitrégeno y en los que la conformacién alrededor del enlace homélogo a C-5—C-6 ha
sido fijada mediante un puente de etilideno.

(+)-castanospermina

No existen ejemplos en la literatura de polihidroxiindolizidinas que incorporen un
hidroxilo sobre el carbono pseudoanomérico C-5 [25]. Nuestro objetivo ha sido la puesta a punto
de un método de preparacién de derivados de este tipo y el estudio de la influencia de la

configuraci6n de la posicién pseudoanomérica en las propiedades de inhibicién de glicosidasas.

Los problemas que se presentan son fundamentalmente dos: (i) la baja estabilidad de las
funcionalidades aminoacetilicas, y (ii) la rdpida anomerizaci6n caracteristica de los azicares ¢
iminoazicares reductores {78]. Para superarlos, la idea que hemos desarrollado consiste
basicamente en la transformacién del nitrégeno piramidal sp> cabeza de puente de las
indolizidinas en un nitrégeno amidico plano sp2. Este cambio en la hibridacién debe tener

importantes consecuencias en las propiedades estereoelectrénicas asociadas a la posicién
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pseudoanomérica adyacente. Asi, de acuerdo con resultados anteriores del laboratorio sobre
estructura y reactividad de hexahidropirimidina-2-tionas polihidroxiladas, la simetria & del orbital
que aloja ahora el par de electrones no compartidos del dtomo de nitrégeno (p) permite un
solapamiento mds eficaz con el orbital antienlazante de un enlace C-O vecino (c*) [39,79].
Consecuentemente, el efecto anomérico se ve fuertemente reforzado, lo que se traduce en un

control eficaz de la anomeria y en una mayor estabilidad.

1

En este sentido, en esta Tesis Doctoral hemos preparado una seric de azaazicares
reductores configuracionalmente relacionados con la (+)-castanospermina en los que el 4tomo de

nitrégeno forma parte de un grupo carbamato o tiocarbamato.

El esquema retrosintético que planteamos para la preparacién de derivados de 2-oxa-(+)-
castanosperminas se presenta en el Esquema 25 y se basa en la capacidad del grupo N-
(tio)carbonilo para actuar como nucledfilo de nitrégeno frente al grupo aldehido enmascarado de

un monosacérido.
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OH OH
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N HN
HO ~ HO™ ™ \<x
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X

Q NH
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OH

HO OH

Esquema retrosintético para la preparacién de 5-hidroxi-2-oxacastanosperminas _

Esquema 25

Para verificar las posibilidades de esta estrategia sintética, hemos abordado en primer
lugar la sintesis de los intermedios claves, los 5,6-(tio)carbamatos ciclicos derivados de la D-
glucofuranosa, asi como los correspondientes epimeros en C-5 derivados de la L-idofuranosa, por
tiocarbonilacién de 5-amino-5-desoxi-1,2-0-isopropilidén-a-D-glucofuranosa (123) y 5-amino-5-

desoxi-1,2-O-isopropilidén-B-L-idofuranosa (124).

La preparacién de 5-amino-5-desoxihexofuranosas no es trivial. Probablemente, el
método de sintesis menos costoso consiste en la oxidacién del hidroxilo sobre C-5 en precursores
furdnicos selectivamente protegidos hasta grupo ceto. La reduccién catalitica de la
correspondiente oxima conduce a los 5-amino-5-desoxiaziicares como mezcla de derivados de
configuracién D-gluco (123) y L-ido (124) en una proporcién relativa 9:1, por lo que el
procedimiento no resulta de utilidad préctica cuando es esta iltima la configuracién deseada [{80-
83] (Esquema 26).
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a) Me,S0, Ac,0; b) Ni Raney, KHCO3, NHoOH.HCI, MeOH, A;
¢) L, liq. NHs, THF, -70°C

Esquema 26

En principio, una estrategia de sintesis basada en la inversi6én de la configuracién en C-5
de un precursor de D-glucosa parece mas apropiada. Sin embargo, este procedimiento conduce a
ba_ljos rendimientos debido a reacciones paralelas de eliminacién [84,85]. Estos problemas pueden
solventarse en gran medida utilizando 1,2-O-isopropilidén-o-D-glucofuranurono-6,3-lactona (125)
como producto de partida [86). La inversién en C-5 por el ani6n azida via triflato [87] conduce al
correspondiente derivado de L-idofuranurono-6,3-lactona 127, que tras apertura y reduccién de la
lactona seguida de reduccién del grupo azido a amino proporcionaria el compuesto deseado 124
(Esquema 27).

Recientemente, Stiitz y col. [88] han optimizado esta aproximacién para la sintesis
estereoselectiva de 5-amino-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-a-D-glucofuranosa (123). Aunque la

preparacién del epimero en C-5 no estd especificada en el trabajo, los autores indican que el



Resultados y Discusion 71

método podria modificarse para su obtenci6n, también estereoselectiva, mediante
transformaciones sencillas. Comunicaciones posteriores en las que se utiliza el derivado de L-

idosa [89,90] tampoco detallan su preparacién, haciendo referencia a la publicaci6n anterior.

o o
125 | 126 | 127 l

N3 NH2
OH OH
80% 99%
128 124

a) Ti,0, CHJCl,, piridina, -20°C, 1 h; b) butanona, NaNs, t.a., 2 h;
c) THF,LiBH,, -25°C, 3 h; d) 1) PPhg,dioxano-metanol, 1 h, 2) NH,OH 30%, 24 h.

Esquema 27

Bésicamente, el esquema de sintesis que hemos seguido en este trabajo para la obtenci6n
de 5-amino-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-a-D-glucofuranosa (123) y de su epimero de
configuracién L-ido (124) resulta de combinar los resultados de Fleet y col. [87] y Stiitz y col.
[88] (Esquemas 27 y 28). Las modificaciones introducidas se refieren a las condiciones
experimentales (ver Parte Experimental) y al método de reducci6n del grupo azido a amino,
optandose por la hidrélisis de un iminofosforano intermedio obtenido via reaccién de Staudinger
con trifenilfosfina [46-49].
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a) Cl,S0,, CHLCly; b) LiBH,, MeOH; ¢) DHP, CH,Cly; d) NaNg, DMF;
e) PPhs, NH4OH, dioxano-MeOH 5:1

Esquema 28

El tratamiento de 5-amino-5-desoxi-1,2-0-isopropilidén-o.-D-glucofuranosa (123) v 5-
amino-5-desoxi- 1,2-0-isopropilidén-B-L-idofuranosa (124) con disulfuro de carbono y
diciclohexilcarbodiimida en diclorometano a 10°C conduce a los 5,6-(tiocarbamatos ciclicos) de
configuracién D-gluco 49 yL-ido 51 con excelentes rendimientos (80-85%). La acetilacién
C\Shvgncional con anhidrido acético-piridina de 49 y 51 permitié aislar los derivados peracetilados

50 y 52 con rendimientos practicamente cuantitativos (Esquema 29).
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i) CS,, DCC, -10°C, 6h; ii) Ac,O-piridina 1:1

Intentos de llevar a cabo la reacién con otros reactivos como tiofosgeno o NN’-
tiocarbonildiimidazol rindieron los productos deseados con bajos rendimientos debido,
probablemente, a la formacién simultdnea de tiocarbamatos y/o tiocarbonatos que implican al
hidroxilo libre en la posicién 3. De acuerdo con esto. la reaccién de la 5-amino-5-desoxi-1,2-O-
isopropilidén-o-D-glucofuranosa con tiofosgeno permiti6 aislar como producto minoritario una
especie dimérica 134 con un puente de tiocarbonato conectando las posiciones C-3 de dos
unidades de glucosa (Esquema 30). Su estructura se confirmé por los datos de 1H y 13C RMN asi

como por la presencia en el espectro de masas (FAB) de un pico pseudomolecular a m/z 587 que

corresponde a [M + Na]*.

Esquema 29
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CSCly S=<N
49 H o)
Esquema 30

Para la obtenci6n de los 5,6-(carbamatos ciclicos), ensayamos en primer lugar 1a reaccién
de las correspondientes fosfiniminas con CO,. De acuerdo con métodos descritos [911], 1a reaccién

de A3-fosfazenos con CO; o CS; permite obtener heterocumulenos (isocianatos o isotiocianatos)
que, en presencia de un grupo hidroxilo vecino, originarian de manera espontinea la
correspondiente oxazolidina-2-ona(tiona) (Esquema 31) [46, 47, 92-95]. Sin embargo, en nuestro

caso, cuando se ensay0 la reaccién de 5-azido-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-a-D-glucofurandsa
con trifenilfosfina y CO, en THF a 0°C s6lo se aisl6 el derivado S-amino resultante de la hidrdlisis

de la fosfinimina intermedia (Esquema 32).

— OH CXa OH O>.=
- . [ X
(: N
H

—N=PRs x_os N=C=X

Esquema 31
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i) TPP, THF, 0°C, CO, 123 Oﬁ/
Esquema 32

La reaccién de carbonilacién de los 5-aminoazicares con 1,1'-carbonildiimidazol en
presencia de diisopropiletilamina (DIEA) (amina de Hiinig) en diclorometano condujo a los 5,6-
(carbamatos ciclicos) deseados como productos mayoritarios con rendimientos moderados (60%)

(Esquema 33).

Alternativamente, ensayamos el carbonato de bis(triclorometilo) (BTC, carbonato de
hexaclorodimetilo o trifosgeno), un equivalente sintético del fosgeno que reacciona con aminas
primarias alifiticas y arométicas o con sus sales para dar carbamatos de triclorometilo que se
transforman fécilmente en isocianatos [96]. En nuestro caso, la presencia del hidroxilo vecino en

la posicién C-6 debe conducir al 5,6-(carbamato ciclico) (Esquema 34).
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i) 1,1"-Carbonildiimidazol, DIEA
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Esquema 33 ’

Los primeros ensayos de reaccién de los 5-amino-5-desoxi derivados de configuracién D-
gluco y L-ido 123 y 124 con BTC en diclorometano, proporcionaron mezclas complejas de
productos de reaccién, debido, probablemente, a 1a posibilidad de los grupos hidroxilos presentes
en la molécula de reaccionar simultdneamente con trifosgeno o a reacciones secundarias de
hidrélisis de los grupos acetales en el medio dcido de la reaccién. De acuerdo con ésto, 1a reaccién
del aminoderivado de configuracién D-gluco con cinco equivalentes de trifosgeno permitié aislar
cbn_un 15% de rendimiento el derivado tetraciclico 56 (Esquema 33). La estructura de bis-
(carbamato ciclico) para 56 se confirmé a partir de su espectro de masas y de sus datos
espectrosc6picos. En el espectro de !3C RMN (Figura 32) se observan dos sefiales muy
caracteristicas a 150.9 y 144.2 ppm que corresponden a los dos grupos carbonilos de los

carbamatos entre los 4tomos de carbono C-5y C-6 y entre C-5y C-3.

Finalmente, la reaccién de las aminas 123 y 124 con BTC en presencia de DIEA en
proporciones 1:1.5:10, en diclorometano a temperatura ambiente, siguiendo un procedimiento
recientemente propuesto para la preparacion de ureas en fase s6lida [97], condujo de modo

cuantitativo y con tiempos de reaccién inferiores a cinco minutos a los 5-amino-5-desoxi-1,2-0-
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isopropilidén-c.-D-glucofuranosa 5,6-(carbamato ciclico) (53) y 5-amino-5-desoxi-1,2-O-
isopropilidén-B-L-idofuranosa 5,6-(carbamato ciclico) (54), respectivamente. A diferencia de lo
observado para el tiocarbamato andlogo 51, la acetilacién del carbamato 54 condujo al derivado

selectivamente O-acetilado 55 (Esquema 34).

O
o=
D-gluco
’ — H O 53
Ha o] i)
OH —
O oii)
123, 124 I
e
L-ido

i} 1,1'-Carbonildiimidazol, DIEA, 60%; ii) BTC, DIEA, 5min, > 95%; iii} Ac,O-piridina 1:1

Esquema 34
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Tabla 13. Datos de 'H RMN (500 MHz, CD30D) de los compuestos 49-56.

P

Desplazamientos quimicos (5, ppm)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b
49 5.91d 446d 4.11d 4.23dd 431ddd  4.69dd 4.64t
5020 5.95d 4.51d 5.21d 4.62t 4.98dt 4.83dd 4.42t
512 5.93d 4.48d 4.18d 4.13dd 4.30d¢ 4.73t 4.47dd
52b 5.97d 448d 5.09d 4.91dd 5.16ddd  4.83dd 4.46t

53ab 5.94d 4.54d 4.31d 4.15d 4.14t 5.99dd 4.47dd
542b 5.99d 4.53d 4.274d 4.12dd 421ddd  4.55t 4.32dd
5520 5.96d 4.57d 5.20d 4.28dd 4.00ddd 441t 4.21dd

56 6.00d 4.81d 491d 4.65dd 4.59ud 4,54t 4,48t
Constantes de acoplamiento (/, Hz)

Ji2 J23 J34 Ja5 J5,6a J5.6b J6a,6b
49 3.6 0 32 44 6.6 9.2 9.2
50 3.8 0 34 34 34 9.1 9.1
51 3.6 0 32 6.6 9.3 6.6 9.3
s2 37 0 3.1 8.8 5.8 9.6 9.6
53 3.6 0 1.6 0 5.0 50 8.9
54 3.6 0 32 4.0 8.7 5.7 8.7
55 3.7 0 3.1 7.4 9.0 54 9.0
56 3.6 0 3.1 1.5 8.8 8.8 8.8

a A 300 MHz. ® En CDCl3.
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Tabla.14 Datos de 13C RMN (75.5MHz, CD30D) para los compuestos 49-56

Desplazamientos quimicos (o, ppm)

C-1 C2 C3 Cc4 Cs5 C-6
49 1066 867 75.4 81.7 56.9 73.1
502 1047 832 769 76.8 57.1 674
51 1066  87.1 75.6 83.2 57.8 73.2
522 1049 832  759¢ 75.1¢ 562 68.1
532 1041 844 71.9 81.8 49.5 66.8
53b 1066  86.9 75.5 83.0 52.7 68.6
54 1066  87.1 75.6 83.8 53.7 68.3 l
542 1049 854 75.6 80.6 52.0 67.4
552 1046 834 75.7 80.3 512 66.3
562 1053 83.5 83.6 70.0 52.5 63.7

2 En CDCl3. P A 125.5 MHz.© Estas asignaciones pueden estar intercambiadas.

La estructura de tiocarbamato o carbamato ciclico de los compuestos 49-55 esta apoyada

*=:._ por los datos analiticos y de !H y 13C RMN (Tablas 13 y 14, Figuras 28-31). En todos los casos se

observa un desplazamiento a campo alto de las sefiales correspondientes a H-6a y H-6b cuando se
comparan con las de los 5-amino-5-desoxi derivados de partida. La sefial a 185.7-191.4 ppm en
los espectros de 49-52 es asignable al carbono tiocarbonilico mientras que la sefial a 159.2-162.2
ppm en los espectros de 53-55 corresponde al carbonilo del grupo carbamato.

De acuerdo con el esquema retrosintético propuesto (Esquema 25), la siguiente etapa en
la sintesis de 2-oxacastanosperminas supone la liberacién del grupo aldehido del monosacérido.
La desproteccién del grupo 1,2-O-isopropilideno de 49 en condiciones 4cidas (TFA-H,0 9:1)

conduce inicialmente a una mezcla de a- y B-furanosas en las que el grupo tiocarbamato se



80 Resultados y Discusién

encuentra probablemente protonado, a la vista de los espectros de 13C RMN de los crudos de
reaccion. Tras eliminacién del 4cido por coevaporacién con agua, se produce una reorganizacion

tautomérica a través de la forma de cadena abierta del aziicar para dar el azaaziicar biciclico 57

(Esquema 35).

N -0
H )( 49,51
HO 0
B CHO 7
o OH
s= o, A s= o
H NH H ‘
HO OH HO OH
L S _
D-gluco L-ido
e s
H-}—N N
RO - - OR RO- OR
RO  OR RO OR
57 R=H

o[
—»58 R=Ac

i) TFA-H,0 9:1; if) Ac,0/Py

i) ESQ R=H
60 R=Ac

Esquema 35
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Las posibilidades de esta estrategia de sintesis para el disefio de glicomiméticos
relacionados con las indolizidinas se confirm6 con la preparaci6n del diasteredmero 59 a partir del

derivado de configuracion L-ido 51.

Los espectros de g y BC de RMN (Figuras 33 y 34) del azaazicar de configuracién D-
gluco 57 en D0, mostraron la presencia de una sola forma tantomérica con configuracién R en el
centro pseudoanomérico, es decir, una estructura andloga a la de la a-D-glucopiranosa. No se
encontraron trazas del epimero § o de formas furandsicas, incluso después de la acetilacién
convencional de este compuesto (—58). Del mismo modo, 59 existe en disolucién acuosa en la
forma aminoacetilica de configuracién S en el carbono pseudoanomérico, con todos los hidroxilos

en posicion axial. Su acetilacién condujo al tetra-O-acetato 60 como tinico producto. '

Los resultados anteriores ponen de manifiesto la preponderancia de las interacciones
orbitales estabilizantes (hiperconjugativas) frente a las interacciones electrostiticas en las
propiedades estereoelectrénicas de este tipo de sistemas (Esquema 36), permitiendo un control
total de la configuracién del carbono aminoacetdlico incluso en disolventes polares. El

solapamiento ny-6*c.g es suficientemente eficaz como para superar las interacciones estéricas

sin-1,3-paralelas en 59 y estabilizar la forma aminoacetilica.

OH H
OH N*%
Esquema 36

En principio, la sustitucién del 4tomo de azufre del grupo tiocarbamato por un dtomo de
oxigeno debe resultar en una disminucién del cardcter sp? de la hibridaci6n del nitr6geno vecino.

Asi, las barreras rotacionales de enlaces N-C(=0) son, en general, menores que las de los



82 Resultados y Discusién

correspondientes enlaces N—C(=S) [98]. Esto supone un menor cardcter p del orbital que aloja el
par de electrones no conjugados que debe resultar, a su vez, en una disminucién de la
estabilizacién de un hidroxilo axial adyacente debida al efecto anomérico. No obstante, esta
estabilizacién orbitdlica es todavia intensa, y el comportamiento de los derivados carbimicos

preparados en este trabajo fue similar al comentado para los tiocarbamatos homélogos.

La desproteccién en medio 4cido del grupo isopropilideno en 53 y 54 condujo a los
azaazicares 61 y 63, respectivamente. Como en el caso de los tiocarbamatos 57 y 59, sélo se
observé la presencia de un anémero en disolucién acuosa, con el hidroxilo pseudoanomérico en
disposicion axial, y s6lo se formé un tetra- O-acetato por acetilacién convencional de los productos

libres (Esquema 37).

O\]’o

D-gluco  H-7—N 61 R=H
- OR ii),—

> RO- .62 R=Ac
o) o RO OR
N -0 )|
H
o
. 0
Ho O F
N o[ 63
53, 54 — RO-- OR ! |:64 R=Ac

’ L-ido

A

RO OR
i) TFA-H,0 9:1; ii) Ac,O/Py

Esquema 37
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Tabla 15. Datos de 'H RMN (500 MHz, D,0) para los compuestos 57-64.

Desplazamientos quimicos (8, ppm)

2 En CDCl3_ ®En DMSO-dg + D70. ©J3 5 1.0 Hz. 9J; 3 0.9 Hz; J, 4 0.8 Hz.

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b
57 5.78d 4.56dd 3.70t 3.50t 4.12ddd  4.77t 4.48dd
582 7.15d 5.16dd 5.52t 5.01t 4.20c 4.66t 44Tt
59b 5.48d 3.72dda 3.7Tta 3.61sa 4,50td 4.62dd 444t
602 6.87sa 5.08dda  5.14td 498dda 4.64ddd 4.67t 4.37dd
61 5.32d 3.54dd 3.65t 3.49t 392ddd  4.58t 4.27dd
622 6.68d 5.09dd 5.48t 499t 4.04c 4.43t 427t
63 5.17d 3.86t 3.95t 3.82dd 4.22td 4.53t 4.:16t
6424 6.32da 499ddda 5.11td 4.92m 4.44m 4.45dd 4.16dd

Constantes de acoplamiento (J, Hz)

J12 J23 J34 J45 J56a J5.6b J6a.6b
57 40 9.6 9.6 9.6 92 7.3 9.2
58 39 10.2 10.2 10.2 102 10.2 10.2
59 14 34 0 2.0 94 7.9 79

60 3.0 3.0 2.0 7.6 4.6 7.6

61 4.1 94 9.4 94 8.8 6.8 8.8
62 39 10.4 10.4 104 104 104 104
63 3.0 3.0 30 2.6 79 79 79
64 1.8 2.5 2.5 — 10.0 10.0 15.0
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Tabla 16. Datos de }3C RMN (125.5 MHz, D,0) para los compuestos 57-64

Desplazamientos quimicos (8, ppm)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
57 774 69.8 71.6 724 56.1 71.4
582 74.8 68.3 68.6 71.6 56.1 71.3
59 80.8 70.6 68.8 68.2 534 68.2
60¢ 76.5 66.0 65.4 65.7 524 67.9
61 77.0 73.5 74.8 76.0 55.6 70.0
622 72.2 68.9 68.9 72.1 52.5 66.8
63 76.8 69.7 69.5 67.8 494 64.2 ’
64° 74.4 65.7 65.7 65.4 484 63.2

a En CDCl.b En DMSO-dg + D,0. € A 75.5 MHz.
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4.2.2. Sintesis y reactividad de 5,6-(tio)ureas ciclicas de hexosas.

Preparacion de 2-aza-(+)-castanosperminas.

A la vista de los resultados anteriores y con objeto de disponer de una serie amplia de
derivados para estudios de inhibicién enzim4tica, nos propusimos la sintesis de anilogos de
castanospermina en los que el ciclo de piperidina se encuentra fusionado con un anillo de
imidazolidina-2-ona(tiona). La sustitucién del segmento de tiocarbamato o carbamato de los
compuestos descritos en el apartado anterior por un grupo funcional tiourea o urea, debe modificar
sustancialmente las propiedades dcido-base de los compuestos resultantes, un aspecto
particularmente importante a la hora de evaluar su actividad biolégica. Ademds, la conjugacién
del par de electrones del segundo dtomo de nitr6geno en el grupo tiocarbonilo o carbonilo
disminuye el cardcter parcial de doble enlace de las uniones N-C(=X), que adquferen mayor
simetria sp>. Es de esperar, consecuentemente, una disminucién importante de la contribucién
orbitdlica al efecto anomérico para las 2-azacastanosperminas de este tipo, en comparaciéﬁ con las

2-oxacastanosperminas descritas en el apartado anterior.

La aplicacién de la metodologia previamente utilizada en la sintesis de 2-
oxacastanosperminas a la preparacién de los andlogos nitrogenados, requiere disponer de 5,6-
diamino-5,6-didesoxiazicares, los cuales, por tiocarbonilacién o carbonilacién conducirian a las
tioureas (ureas) ciclicas precursoras del esqueleto de 2-azacastanospermina-3-tiona(ona)
(Esquema 38).
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OH OH
HO. HO.
NH ———— NH
HN
HO ™~ HO™ ™ \(X
oH X o)

J

X
H.N  NH
2 2 HN/IL NH
OH <= o
OH

HO OH
HO OH

Esquema retrosintético para la preparacién de 5-hidroxi-2-azacastanosperminas

Esquema 38

Los métodos de preparacién de 5,6-diaminoaziicares recogidos en la literatura scn
escasos. Paulsen obtiene una mezcla de derivados acetilados de 5,6-diamino-5,6-didesoxi-1,2-0-
ciclohexilideno (137) de configuracién D-gluco y L-ido en proporcién 3:1, por tratamiento de un
precursor nitroalquénico (135) con amoniaco en THF y posterior reduccién de los nitroalcanos
resultantes (136) [99] (Esquema 39).
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CHNO, O,N AcH
CH AcH AcH

a i ,
OAS i) OH o OH
o 99% o Q
0 O (e O
136
135 a-D-gluco : B-L-ido

3:1

i) NHg/THF; ii) Ho/PtOn/H*; AcOH/MeOH

Esquema 39

Baer indica que la aminacién del derivado 1,2-O-isopropilidén de la nitroolefina anterior
138 en las mismas condiciones procede con menor estereoselectividad y permite aislar un 40% de
la 5-acetamido-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropilidén-6-nitro-o-D-glucofuranosa 139 y un 56% de su
isémero B-L-ido {100] (Esquema 40).

GHNO, O,N
oH AcHN

o i O
GRS L OH
o) 96% o)
139
128 oﬁ/
a-D-gluco : B-L-ido

1:14

i) NHy/THF
Esquema 40

Posteriormente, Paulsen y Todt han mejorado la preparacién de derivados de 5,6-
diamino-5,6-didesoxi-L-idosa 141 mediante un procedimiento que implica la hidrogenacién
catalitica de 5-(bencilamino)-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-B-L-idurononitrilo 140 en medio

neutro [101] (Esquema 41).
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CN HoN
NHCH,Ph NH,
0. i) 0
OH _ OH
0 o
140 Ob 141 Ob
i) Ho, Ni; Ho, Pd
Esquema 41

Los métodos de preparacién de 5,6-diaminoazicares comentados tienen un coste sintético
relativamente alto y bien conducen a mezclas de epimeros, bien son poco versdtiles. Teniendo en
cuenta que la introduccién del sustituyente nitrogenado sobre C-5 puede realizarse con un control
absoluto de la estereoquimica y a escala de varios gramos, parece légico explorar una
aproximacién alternativa consistente en la introduccién posterior del segundo sustituyente

nitrogenado sobre el carbono primario C-6.

En nuestro caso, el esquema de sintesis que hemos empleado para la obtencién de 5,6-
diamino-5,6-didesoxi- 1,2-O-isopropilidén-o(B)D(L)-gluco(ido)furanosa (71,72), parte de las
correspondientes 5-azido-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-o(B)D(L)-gluco(ido)furanosas (133, 128).
La tosilaci6n del hidroxilo primario seguida de desplazamiento nucleofilico del grupo tosilo por el

anién azida y posterior reduccién rinde las diaminas deseadas.

La tosilacién del grupo hidroxilo primario en el caso del derivado 5-azido de
configuracién L-ido (128) presenta algunas dificultades. La reaccién con cloruro de tosilo en
piridina a temperatura ambiente conduce mayoritariamente al derivado 3,6-anhidro (142) por
ataque nucleofilico intramolecular del hidroxilo sobre C-3 al carbono C-6. Esté compuesto ha sido
previamente preparado por Wolfrom y col. a partir de 1,2-0O-isopropilidén-5-O-(p-toluensulfonil)-
a-D-glucofuranosa [102]. La estructura se confirmé por sus propiedades espectroscépicas. En el

espectro de IR se observa una banda a 2103 cm1, caracteristica de la presencia de grupos azida. El
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espectro de !3C RMN presenta la sefial correspondiente a C-3 a 8 86.0 ppm, indicativa de la
formaci6n de un puente 3,6-anhidro. La reducci6n de la azida con trifenilfosfina en dioxano-
metanol (5:1), y posterior hidrélisis alcalina con hidréxido aménico condujo a la correspondiente
5-amino-3,6-anhidro-5-desoxi-1,2-0-isopropilidén-f-L-idofuranosa (143) [102] (Esquema 42).

H 150
N3 N3
) : o
OH o OH
o) 55% o)

w T e

HoN . N N3 o}
0 " o)
0 97% (0]

S

i) TcCl/Py, t.a.; ii) TPP, NH,OH, dioxano-metanol 5:1

Esquema 35

La formaci6n del 3,6-anhidro pudo evitarse llevando a cabo la tosilacién a -15 °C. La
acetilaci6n en el medio de reaccién del hidroxilo en la posici6n 3 por adicién de anhidrido acético
permite aislar la 3-O -acetil-5-azido-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-6-p-toluénsulfonil-B-L-
idofuranosa (66) con un rendimiento del 87%. El tratamiento de 66 con azida de sodio en N,N-
dimetilformamida, a 70 °C durante una noche, conduce a la 3-O-acetil-5,6-diazido-5,6-didesoxi-
1,2-O-isopropilidén-B-L-idofuranosa (68) con rendimiento prcticamente cuantitativo. La
desacetilacion de 68 (—70) seguida de reduccién rindi6 la correspondiente diamina 72 que se

utiliz6 sin purificar en las transformaciones siguientes (Esquema 43).
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N3 NH>
N3 N3 N3 NH;
i) (@] iii) o)
OH OA —_— OH — OH
87°/ 95%
@] O
128 oﬁ_ 72 Oﬁ_
i} TsCl/Py, -15°C; Ac,0; ii) NaN3, DMF, 70°C; MeONa/MeOH
iii) TPP, NH,OH, dioxano-MeOH 5:1

Esquema 43

En el caso del tosilato de configuracién D-gluco 66, el desplazamiento nucleofilico del
grupo tosilo sobre C-6 por el hidroxilo en C-3 no est4 tan favorecido, ya que el sustituyente ‘sobre
C-5 quedaria en disposicién endo en el correspondiente derivado 3,6-anhidro, por lo que el
impedimento estérico es importante. El tratamiento con azida de sodio en N,N-dimetilformamida
conduce a la 3-0-acetil-5,6-diazido-5,6-didesoxi-1,2-0-isopropilidén-a-D-glucofuranosa (67). La
desacetilacién (—69) y reduccion por el método de Staudinger conduce a la correspondiente
diamina de configuracién D-gluco (71) (Esquema 44).

H Na
u) m)
9% 4%
133

i) TsCl/Py, t.a.; AcpO; ii) NaN3, DMF, 70°C; MeONa/MeOH
iii) TPP, NH4OH, dioxano-MeQOH 5:1

Esquema 44
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Tabla 17. Datos de 'H RMN (300 MHz, CDCl3) de los compuestos 65-70.

Desplazamientos quimicos (8, ppm)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b
65 5.80d 4.47d 5.18d 4.00dd 3.86ddd  4.39dd 3.97dd
662 5.91d 4.52d 5.11d 4.22dd 3.92td 4.07dd 3.98dd
67 5.76d 4.42d 5.15d 4.04dd 3.68dd 3.60dd 3.36dd
68 5.89d 4.48d 5.12d 4.25dd 3.69ddd  3.34dd 3.26dd
692 5.93d 4.53d 4.25d 4.07dd 392ddd 3.71dd 3.51dd
70 5.96d 4.52d 4.19dd 4.15dd 3.84ddd  3.54dd 3.47dd
Constantes de acoplamiento (J, Hz) I
Ji2 J23 J34 Jas J56a J5.6b J6a,6b
65 3.7 0 0 5.0 2.5 42 10.6
66 3.7 0 32 72 42 7.2 10.6
67 37 0 3.1 9.6 2.8 74 12.8
68 3.7 0 3.1 1.7 43 6.9 12.9
69 3.6 0 28 9.0 3.0 73 13.0
0 3.7 0 2.8 1.1 5.0 6.4 12.7

Il

a A 500 MHz. b En D,0. ¢4 Estas asignaciones pueden estar intercambiadas.
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Tabla 18. Datos de }3C RMN (75.5 MHz, CDCl3) para los compuestos 65-70.
Desplazamientos quimicos (8, ppm)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
65 104.8 82.6 75.7 76.7 585 70.0
66 104.2 83.4 75.8 78.0 59.2 68.1
67 104.8 82.8 75.8 77.2 59.7 52.7
68 104.2 834 75.9 78.8 60.1 51.5
692 105.0 85.2 744 793 59.5 52.8
70 104.4 85.3 74.9 80.6 60.4 515

2 A 125.5 MHz. ® En D,0.

El tratamiento de las diaminas 71 y 72 con disulfuro de carbono y
diciclohexilcarbodiimida, o con trifosgeno en presencia de DIEA, siguiendo los procedimientos
utilizados previamente para la preparacion de los tiocarbamatos y carbamatos homélogos, conduce
a las correspondientes tioureas ciclicas (73 y 74) o ureas ciclicas (75 y 76) de configuracién D-
gluco y L-ido, respectivamente (Esquemas 45 y 46). La estructura de los compuestos preparados

sg_»conﬁrm(‘) a partir de sus datos analiticos y espectroscGpicos (Figuras 41 y 42, Tablas 19 y 20).
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Tabla 19. Datos de 'H RMN (300 MHz, CD30D) para los compuestos 73-76.

Desplazamientos quimicos (6, ppm)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b
732 5.89d 4.50d 4.15d 4.13dd 4.22dt 3.76t 3.69dd
74 5.92d 447d 4.14d 4.09dd 4.22dt 3.80t 3.48dd
75 5.87d 4.49d 4.12d 4.03dd  3.99ddd  3.60t 3.47dd
762 5.91d 4.47d 4.13d 4.07dd 4.06dt 3.63t 3.29dd

Constantes de acoplamiento (J, Hz)

Ji2 D23 J34 J4s J56a J5 6b Jea 6b
73 3.6 0 29 6.7 10.3 6.7 103
74 3.6 0 31 7.0 10.2 70 102
75 3.6 0 27 8.8 9.5 5.7 9.5
76 3.6 0 2.3 7.0 9.2 7.0 9.2

aA313K.

Tabla 20. Datos de 13C RMN (75.5 MHz, CD30D) para los compuestos 73-76.

Desplazamientos quimicos (§, ppm)

C-1 C2 C-3 C4 C-5 C-6
732 106.4 86.8 75.1 82.7 56.6 49.2
74 106.5 87.0 75.6 83.6¢ 579 479
75b 106.5 86.9 75.2 83.8 52.2 45.1
76 106.5 87.1 75.6 84.4 53.6 44.1

a A 313K.b A 125.5 MHz. © Estas asignaciones pueden estar intercambiadas.
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Esquema 47

7

El comportamiento de la tiourea ciclica de configuracién D-gluco 73, asi como de la
correspondiente urea 75, tras la hidrélisis del grupo isopropilideno con 4cido trifluoroacético-
agua 9:1 es andlogo al mostrado por el tiocarbamato y carbamato ciclico de la misma
configuracién. Tras la hidrélisis del grupo isopropilideno y ataque nucleofilico al grupo aldehido
del monosacédrido se aislaron las correspondientes 2-azacastanospermina-3-tiona 77 y 2-
azacastanospermina-3-ona 79 que se transformaron en el pentaacetato 78 y el tetraacetato 80,

respectivamente, por acetilacién convencional (Esquema 47).

La estructura biciclica de los compuestos 77-80 se confirmé por sus datos
" espectroscépicos (Tablas 21, 22), espectrometria de masas y andlisis elementales. Tanto los
compuestos libre (77 y 79) como los derivados acetilados (78 y 80), mostraron valores de
constantes de acoplamiento vecinales alrededor del anillo de piperidina caracteristicos de una
conformacién préxima a la silla 4C; (D) y de la configuracién o. para la posicién
pseudoanomérica. En el caso de 77 y 78 se observé un maximo de absorcién en el UV en tomo a
238 nm, caracteristico de la transicién t—n* del grupo tiocarbonilo de anillo de imidazolidina-2-

tiona.

Los derivados andlogos de configuracién L-ido mostraron, sin embargo, una reactividad
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diferente. Si bien el tratamiento de la imidazolidina-2-tiona 74 con 4cido trifluoroacético-agua
condujo al azaazicar biciclico esperado (81), 1a desprotecci6n de la imidazolidina-2-ona 76 en las
mismas condiciones rindi6, en lugar de al derivado de polihidroxiindolizidina, un producto de

naturaleza aromatica (82) (Esquema 48).

/H H
(o}
OH ,S OH %X \ NY
N :( TFA 90% ocH  TFA90%
X=5 OH X=0
o \ /

OH OH Oﬁ/ OH

81 74,76 82

Esquema 48

Trabajos anteriores han puesto de manifiesto la elevada tendencia de los derivados de 5-
amino-5-desoxi-L-idopiranosa a sufrir reaccién de deshidratacién en medio dcido [78,99]). La
aromatizacion por eliminacién espontinea de tres moléculas de agua segiin indica el espectro de
masas (FAB) da lugar al derivado de indolizina 82. Los espectros de 'H RMN (Figura45) y 13C
RMN (Figura 46) muestran sefales en la regién aromdtica que confirman la estructura de 3-oxo-

inQolﬁina 82.
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Tabla 21. Datos de 'H RMN (500 MHz) para los compuestos 77-80.

Desplazamientos quimicos (8, ppm)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b
772 5.79d 381dd 3.95t 371t 423td 4.13t 3.86dd
78b.c 7.43d 5.15dd 5.55t 5.09t 4.10c 4.29dd 3.87t
792 5.54d 3.73dd 3.90t 3.67t 4.04dt 3.85t 3.55dd
80> 6.76d 5.10dd 545t 5.04t 3.98dt 3.52t 3.37t
Constantes de acoplamiento (J, Hz)
J12 J23 J34 J45 J56a J560 J6a.6b
77 4.0 9.8 9.8 9.8 9.8 6.3 9.8
78 39 9.7 9.7 9.7 9.7 9.7 11.7
79 4.0 94 94 94 94 7.2 94
80 4.0 8.2 8.2 8.2 84 8.4 8.4
2 En D,0 YEn CDCl; © A 300 MHz.
Tabla.22 Datos de 13C RMN (125.5 MHz) para los compuestos 77-80.
Desplazamientos quimicos (3, ppm)
C-1 C-2 C3 C4 C-5 C-6
772 872 73.6 75.7 76.2 59.64 58.64
78 74.2 68.5 69.3 1.7 52.8 48.3
793¢ 79.9 72.0 732 742 53.8 42.5
80> 72.5 69.5 69.7 72.0 52.7 424

a En D,0. P En CDCls. © A 75.5 MHz 4 Estas asignaciones peden estar intercambiadas.
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4.2.3. Evaluaci6n de las propiedades de inhibicién enzimatica de 2-oxa(aza)-(+)-

castanosperminas frente a diversas glicosidasas.

En una reaccién enzimdtica simple en la que un sustrato S, se transforma en un producto
P, la velocidad inicial es directamente proporcional a la cantidad de enzima presente. Sin
embargo, para altas concentraciones de sustrato, existe un valor limite de velocidad, que se
denomina velocidad mdxima, V. La concentracion de sustrato a la que 1a velocidad de la reaccién
es V/2 se denomina K,,,, constante de Michaelis, e indica la afinidad de la enzima por el sustrato.
Las enzimas que muestran este tipo de comportamiento siguen una cinética clasica de Michaelis-

Menten, y se ajustan, por lo general, al siguiente esquema de reaccion:

k,
E+S ES —F + P 1
kS k_,

donde E representa la enzima libre, ES el complejo enzima-sustrato, y ki, k.1, ko, k.2 son

constantes especificas de velocidad.

Aplicando la hip6tesis del estado estacionario, y considerando un estado inicial de la

reaccién donde [P]<< [S] llegamos a la siguiente expresién para la velocidad de reaccién, v:

ISl

A S

que‘ eslo que se conoce como ecuacion de Michaelis-Menten [103].

Para el célculo de los parametros cinéticos K, y V no es adecuada la Ilamada
representacién hiperbélica de Michaelis-Menten (velocidad frente a concentracion de sustrato) por
Io que se emplean otros tipos de representaciones gréaficas lineales como el método de los dobles
inversos 0 de Lineweaver-Burk. La reordenacién de los términos de la ecuacién bésica nos lleva a

la siguiente expresién:
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Al representar 1/v frente a 1/[S] se obtiene una recta de pendiente K,,/V que corta al eje
de ordenadas en 1/V, y, extrapolando, al eje de abcisas en -1/K,. Este tipo de representacion

también permite identificar el modo de accién (competitivo 0 no competitivo) de un inhibidor de
la enzima presente en el medio de reaccién y la correspondiente constante de inhibicién K;.

@
-1 ’
v ‘
P - - /I i
/Kg Vg 0 e
/181
Figura V. Representacién de dobles reciprocos, mostrando el efecto
de un inhibidor competitivo.

En una inhibicién competitiva, el inhibidor es un anilogo estructural del sustrato que

compite con él por el sitio activo disminuyendo la velocidad de la reaccién (Figura V). Un
inhibidor de este tipo afecta a la K, de la enzima, peronoa V.

Un inhibidor no competitivo se une al azar tanto al enzima como al complejo enzima-

sustrato. El inhibidor se une a la enzima en un sitio diferente del sitio activo, por lo que no existe
competencia con el sustrato y la K;,, no se ve afectada (Figura VI), pero si V.
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/v

2V
i |

/&y 0

1/181
Figura VI. Representacion de dobles reciprocos, mostrando el efecto
de un inhibidor no competitivo.

La constante de disociacién del complejo enzima-inhibidor (K;) da una idea de la afinidad
del enzima por el inhibidor. Cuanto menor sea el valor de K; mayor es la eficacia del inhibidor. Se
calcula mediante 1a representacion de Lineweaver-Burk. En el caso del inhibidor competitivo, la
representacion de 1/V frente a 1/[S] en ausencia de inhibidor permite calcular la Ky, de la enzima.
Si posteriormente se representan los valores 1/V frente a 1/[S] en presencia de una concentracién
determinada de inhibidor, obtenemos una recta que nos permite calcular, la constante aparente,
K’ que se relaciona con Ky, y K; mediante la expresién:

K, = Koy
" A+ K
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H N -
H
HO oH OH OH

57 59

HO, OH OH
H Hoﬁ N:H H NH
H H OH H

HO HO HO
(+)-castanospermina NJ DNJ

En primer lugar se Hevaron a cabo ensayos de inhibicién preliminares de las 2-oxa-3-
tioxoindolizidinas 57 y 59 respecto a la B-glucosidasa de almendra y la a-glucosidasa de levadura
de cerveza a los valores de pH 6ptimos de accién para estas enzimas (pH 5 y 7, respectivamente).
Para ambas enzimas existen numerosos datos de valores de K; con diferentes inhibidores, lo que
permite comparar nuestros datos con los de la literatura [19]. Por otra parte, la marcada diferencia
estructural entre el compuesto de configuracién D-gluco 57 y el de configuracién L-ido 59
permitiria detectar una posible inhibicién inespecifica debida, por ejemplo, a la presencia del
grupo tiocarbonilo. Como sustratos se emplearon los correspondientes p-nitrofenil
glucopirandsidos de configuracién anomérica B y a, determindndose la actividad enzimdtica por
medidas de absorbancia a 400 nm. Los valores de las constantes de inhibicién (K;, mM)
determinados fueron 150 y 0.04 respectivamente, lo que indica una especificidad inversa a la
mostrada por la castanospermina, que presenta valores de K; de 0.0015 y >1.5 mM,

respectivamente. En el caso de Ia nojirimicina, los valores de K; respecto a las mismas

glucosidasas son 0.00089 y 0.0063 mM respectivamente. Si bien los valores respecto a la o-
glucosidasa de levadura de cerveza muestran que el compuesto 57 es un orden de magnitud m4s
débil como inhibidor que la nojirimicina, la especificidad frente a o- y B-glucosidasas del derivado
57 es 2.7x104 veces mayor. Por su parte, 59 no mostré actividad frente a ninguna de las dos

enzimas consideradas.
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En la Tabla 23 se muestran los valores de K;(mM) para estas enzimas con la

castanospermina, nojirimicina, 1-desoxinojirimicina y los compuestos 57 y 59.

Tabla 23. Inhibici6n de glucosidasas [19] por castanospermina, NJ, DNIJ, 57 y 59.

K (mM)
Enzima (procedencia) Castanosp. NJ DNJ 57 59
B-Glucosidasa (almendra) 0.0015 0.00089 0.047 150 ni
o-Glucosidasa (levadura) _ >1.5 0.0063 0.0123 0.04 n.i.

A la vista de los prometedores resultados obtenidos en el caso del compuesto 57, se ha
llevado a cabo un estudio comparativo de los andlogos de castanospermina 57,61,77 y 79
obtenidos a partir de (tio)carbamatos y (tio)ureas de configuracion D-gluco con diferentes a- y B-

glicosidasas. Para ello se han empleado las siguientes enzimas:

- B-Glucosidasa (de almendra) (K= 3.5 mM)

- B-Glucosidasa A (2,3) (de Bacillus polymyxa) (Km= 1 mM).
- B-Glucosidasa B (2,3) (de Bacillus polymyxa) (K= 6 mM).
- a-Glucosidasa (de levadura de cerveza) (Ky= 0.25 mM).

- o-Glucosidasa (de arroz) (K= 3.5 mM).

- Amiloglucosidasa (de Aspergillus niger) (Kp= 3 mM).

- Trehalasa (de rifién de cerdo) (K= 4 mM).

- Lactasa intestinal (de cordero lechal) (Kpm= 5 mM).

Como sustratos se han empleado los p-nitrofenil a- y B-glucopiranésidos salvo en el caso
de la trehalasa, en el que se ha utilizado trehalosa, y en el de la lactasa intestinal de cordero lechal
en el que se empled o-nitrofenil B-D-galactopiranésido. La medida de la inhibicién enzimdtica se

llevé a cabo utilizando el procedimiento descrito en los Métodos Generales (apartado 5.1.). Los
valores de K; obtenidos se recogen en la Tabla 24,
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O-f S O~f o N _]/ S N-_f o
HO N H N HO N HO N
H H H H
HO o HO o HO on HO o
57 61 77 79
Tabla 24. Inhibici6n de glicosidasas por los compuestos 57, 61,77 y 79.
K; (mM)
Enzima (procedencia) 57 61 77 79
B-Glucosidasa (almendra) ’ pHS 150 - — ’ -
' pH7 0.097 ni. n.i n.i.
B-Glucosidasa A (Bacillus polymixa) pH 7 10 - - —
B-Glucosidasa B (Bacillus polymixa) pH 7 4 — - -
a-Glucosidasa (levadura) pH7 0.04 0.0022 4.2 5.7
-Glucosidasa (arroz) pH 4.5 1.6 1.6 n.i 43
Amiloglucosidasa (Aspergillus pH45 22 8.2 15 1.6
niger)
Trehalasa (rifién de cerdo) pH6 2 - - -

Los mejores resultados de inhibicién se obtuvieron para los compuestos que incorporan
los grupos funcionales tiocarbamato (57) y carbamato (61) frente a la a-glucosidasa de levadura.
Para estos casos se llevé a cabo un estudio cinético detallado con objeto de establecer el modo de

inhibici6n.

En las Figuras VII y VIII se representan los inversos de velocidad frente a los inversos de

las concentraciones de sustrato para la reaccién de la o-glucosidasa de levadura y el o-p-
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nitrofenilglic6sido a distintas concentraciones de 57 y 61 como inhibidores, respectivamente. En el
caso de 57 se han empleado concentraciones de 0, 50, 100, 200 y 400 uM y para 61 las
concentraciones empleadas han sido de 0, 10, 20, 40 y 80 uM. En ambos casos las
concentraciones de sustrato fueron 0, 0.1, 0.15, 0.25, 0.50, 1 y 2 mM. Se obtienen rectas de
pendiente K',,,/V que cortan al eje de ordenadas en 1/V y al eje de abcisas en -1/K',,, mostrando

claramente que el tipo de inhibicién observado es competitiva. A partir de los valores de la
pendiente y de la ordenada en el origen se obtienen los valores de K; para estos inhibidores con
esta enzima. Un estudio estadistico de los datos utilizando el algoritmo desarrollado por Cleland
[104] confirm6 que, si bien no puede descartarse una cierta participacién de inhibicién no
competitiva, el modo de acci6n es esencialmente competitivo. En ambos casos, 1a formacién del
complejo enzima-sustrato es rdpida, alcanzindose una situacién de equilibrio estacionario al cabo

1

de 5 minutos de incubacidn.
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Figura VII. Representacién de Lineweaver-Burk para la determinacién de 1a K; de 57 frente a la
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Figura VIII. Representaci6n de Lineweaver-Burk para la determinacién de la K; de 61 frente ala

a-glucosidasa de levadura de cerveza.
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A Ia vista de los resultados que se recogen en la Tabla 24, pueden extraerse las siguientes

conclusiones:

- Los anélogos de castanospermina que incorporan un grupo funcional tiocarbamato o
carbamato (57 y 61) son inhibidores fuertes, en el rango de valores micromolares para Ki, de la ¢-

glucosidasa de levadura.

- La sustitucién del dtomo de oxigeno del anillo de oxazolidina por un grupo NH (77 y
79) resulta en una disminucién en las propiedades como inhibidor de dos a tres 6rdenes de

magnitud.

- Los compuestos 57 y 61 muestran una alta selectividad por 1a a-glucosidasa de levadura

de cerveza frente a B-glucosidasas y frente a otras o-glucosidasas de distinta procedencia.

Es destacable que mientras que la castanospermina es un inhibidor potente de la o-
glucosidasa de arroz (K;=0.015 uM) [19], 57 y 61 sélo inhiben esta enzima moderadamente, con

valores de K; en el rango milimolar. Por tanto, no sélo se produce una inversion en la selectividad
de inhibicién de a-glucosidasas frente a B-glucosidasas, sino también entre diferentes a-

glucosidasas.

Las diferencias estructurales entre la (+)-castanospermina y los compuestos preparados
por nosotros son fundamentalmente tres: (i) la basicidad del nitrégeno cabeza de puente estd
drasticamente disminuida en 57 y 61 en comparacién con el derivado de amina, (ii) la
conformacién relativa entre los dtomos homélogos a C-4 y O-6 en la D-glucosa (enlace homélogo
a C-5-C-6) pasa de ser cercana a gauche en la castanospermina a ser proxima a trans en 57y 61,y
(iii) el carbono pseudoanomérico, que no es un centro quiral en la castanospermina, porta en 57 y

61 un grupo hidroxilo en disposici6én axial (configuracién o) (Figura IX).



Resultados y Discusién 107

Figura IX. Comparacién de las conformaciones de minima energia (MM2*) en la

(+)-castanospermina y en las 2-oxacastanosperminas 57 y 61.
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El cardcter bisico del dtomo de nitrégeno aminico en los iminoaziicares y, en
consecuencia, su facilidad para ser protonado por un grupo 4cido carboxilico presente en el sitio
activo del enzima, se considera una caracteristica fundamental a la hora de explicar su
comportamiento como inhibidores de glicosidasas [19, 105-107]. El correspondiente catién
amonio es un andlogo del catién oxocarbenio postulado como estado de transici6n de la hidr6lisis

enzimética de un glic6sido.

La a-glucosidasa de levadura de cerveza es una enzima que actda con retencién de la
configuracién anomérica. Las primeras etapas del mecanismo generalmente aceptado para este
tipo de glicosidasas son: (1) un o-glucGsido (sustrato), en su estado fundamental, se une al sitio
activo del enzima; (2) el aglic6n del complejo sustrato-enzima es protonado por un grupo 4cido; y
(3) se produce una eliminaci6n de tipo E2 entre el par de electrones no compartido del oxi’gleno
endociclico y el aglicén protonado. Como los dos componentes de la eliminaci6n estdn en
disposicidn antiperiplanar, este proceso es rdpido y conduce al estado de transicién de tiﬁ(;
oxocarbenio [19, 108 y 109] (Figura X).

Figura X. Mecanismo propuesto para glicosidasas que actiian con retencién de la configuracion.

Los resultados de la literatura parecen indicar que los anélogos cati6nicos del estado de
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transicién son, en general, inhibidores de glicosidasas potentes pero poco especificos [110-114].
En nuestro caso, los compuestos estudiados guardan una estrecha relacion estructural con los o-D-
glucopiranésidos sustratos, sin posibilidad de adoptar la configuracién B en la posicién
pseudoanomérica o siendo €sta energéticamente muy desfavorable. Este hecho probablemente
explica la gran selectividad observada en general entre o- y B-glicosidasas, mucho mayor que la

que presentan 1os azaaziicares clésicos.

Nuestros resultados también indican que una basicidad elevada del heterodtomo
endociclico no es imprescindible para que la inhibicién sea eficaz, y estdn en la linea de las
publicadas por otros autores, en el sentido de que un verdadero anélogo del estado de transicién
debe ser esencialmente neutro o zwitteriénico a pH fisiol6gico si se pretende conservar la
especificidad de accién [110-114], l

Dada la estructura electrénica de los compuestos 57 y 61, con el par de electrones del
dtomo de nitrégeno parcialmente deslocalizados en el grupo (tio)carbonilo, la inhibicién de la
enzima puede deberse a su interaccién con el sitio activo de dos maneras diferentes: bien la
densidad de carga positiva sobre el nitrégeno, debida a la contribucién de la forma resonante
*N=C-X" al estado fundamental, es suficiente para formar un par iénico estable con el carboxilato,
bien el hidroxilo pseudoanomérico en el inhibidor es protonado de manera andloga a como sucede
con el sustrato, sufriendo la consiguiente eliminacién para dar el catién azacarbenio que
interacciona con el carboxilato presente en el sitio activo del enzima (Figura XI). Este segundo
mecanismo estaria apoyado por la elevada tendencia a sufrir reacciones de glicosidacién
catalizadas por dcidos via cationes azacarbenios observada previamente en otros ejemplos de N-
tiocarbonilazaheterociclos polihidroxilados [39,40,115].
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Figura Xl. Catién azacarbenio (analogo del estado de transicion p
ocupando el sitio activo del enzima

La disminucién drastica del poder de inhibicién frente a la a-glucosidasa de levadura de
cerveza observada al sustituir el 4tomo de oxigeno del anillo de oxazolidina, homélogo a O-6 en
los- D-glucopiranésidos, por un grupo NH indica claramente que la presencia del mismo es
imprescindible para una interaccién fuerte con el enzima. Probablemente este 4tomo actiie como
aceptor de enlace de hidrégeno en el sitio activo. Un dato importante es que la presencia del 4tomo
de oxigeno equivalente en la castanospermina (O-1) es, andlogamente, vital para su actividad
cbmp inhibidor [22,23]. Sin embargo, la especificidad dentro de Ia serie de a-glucosidasas
estudiadas es completamente diferente: la a-glucosidasa de levadura no es inhibida por la
castanospermina, en tanto que la de arroz, por ejemplo, es fuertemente inhibida [19]. Ademds, la

configuracién de este hidroxilo (S) es, asimismo, crucial [22,23].

Estos resultados apuntan a que el hidroxilo primario sobre C-6 en D-glucopirandsidos se
une al enzima de manera especifica, es decir, en una conformacién alrededor de la unién C-5-C-6
determinada y caracterfstica para cada tipo de enzima. En el caso de las glucosidasas inhibidas por
la (+)-castanospermina, la conformacién serfa préxima a gauche-gauche [75], en tanto que la o~

glucosidasa de levadura requiere una conformacién préxima a gauche-trans [75] andloga a la
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existente en el correspondiente enlace homélogo de 57 y 61 (Figura XII).

0-6
C O-5 C- O-5
H 0-6
H-5 H-5
gauche-gauche gauche-trans
(+)-castanospermina 2-oxa-(+)-castanosperminas

Figura Xll. Conformaciones gauche-gauche y gauche-trans
alrededor de los enlaces C-5-C-6.

1

La diferencia observada entre el derivado tiocarbonilico 57 y el correspondiente
carbamato 61, aproximadamente veinte veces mejor inhibidor, pueden deberse a un efecto estérico
en el sitio activo, dado el volumen considerablemente mayor del dtomo de azufre (radio covalente

1.04 A) en comparacién con el del oxigeno (radio covalente 0.66 A).
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5. PARTE EXPERIMENTAL.
5.1 Métodos Generales.

Las evaporaciones de disolventes se han efectuado a presion reducida y a temperaturas

inferiores a 50 °C.

Para las reacciones llevadas a cabo en atmésfera inerte se ha utilizado Nitrégeno de
calidad comercial N-50,

La cromatografia analitica en capa fina (c.c.f.) se ha realizado empleando
cromatoplacas de Aluminio prefabricadas Alugram® Sil GIUV,s4 y Stlica Gel 60 Fos4 Merck de
0.25 mm de espesor en ambos casos. La deteccién de los compuestos en las placas se ha realizado
por exposicién de las mismas a una fuente de luz UV (A=254 nm) y mediante revelado con 4cido
sulfiirico al 10% en etanol o con el revelador de Mostain (20 g de molibdato aménico tetrahidrato,
0.4 g de Ce(SOy4)2 y 10% de HySO4 en 400 mi de agua).

Con fines preparativos se han utilizado: cromatoplacas Sflica Gel 60 Fys4 Merck de 0.25
y 1 mm de espesor, cromatografia en columna empleando como relleno Sflica Gel Merck 60
‘ (tamaiio de particula 0.20-0.06 mm / 70-230 mesh y 0.06-0.04 mm / 230-400 mesh) y eluyendo
- por gravedad o sometiendo a ligera presién. La cromatografia de permeacion sobre gel (GPC) se
ha llevado a cabo en columnas Pharmacia Biotech (2.6 x 31 cm y 2.6 x 25 cm) rellenas con Bio-
Gel P-2 (Bio-Rad Laboratories) y Sephadex G-10 (Pharmacia Fine Chemicals), empleando como
eluyente en ambos casos mezclas de agua-metanol 1:1 (20 ml/h) y como impulsor una bomba

peristdltica Pharmacia Biotech Pump P-1.

Las proporciones de las mezclas de anémeros se han determinado mediante integracién

de las sefiales correspondientes a H-1 en los espectros de 'H RMN.
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Los poderes rotatorios se han medido a 20 £ 2 °C en un espectropolarimetro Perkin-
Elmer 241 MC empleando luz amarilla de sodio (A = 589 nm) y celdas de 1 cm y 1 dm
indistintamente.

Los andlisis elementales se han realizado en el Servicio Central de Analisis (CNRS,
Vernaison, Francia) y en el Centro de Investigaciones Cientificas "Isla de la Cartuja” (CSIC,
Sevilla).

Los espectros de absorcion en el IR se han realizado en un espectrofotémetro FT-IR
Bomem MB-120, y se han procesado mediante el programa Spectra Calc. Collect Arithmetic
C2.12, Galactic Industries Corp. (1988). Se han registrado a partir de muestras preparadas en
pastilla de bromuro potdsico o dispuestas en pelicula entre dos celdas de cloruro sddico,
presentandose los datos indicando los nimeros de onda correspondientes a los mdximos de

absorcién.

Los espectros de absoreion en el UV se han registrado en espectrofotémetros Philips PU
8710 y Shimadzu Corporation UV-1203, siendo en ambos casos el camino 6ptico de 1 cm. Las
concentraciones empleadas estdn comprendidas entre 104y 105 M.

] Los espectros de 1H RMN se han registrado en espectrometros Bruker AMX 300 (300
MHz), Bruker DRX 400 (400 MHz), Bruker DRX 500 (500 MHz) y Bruker AMX 500 (500 MHz).
Se han usado disoluciones en CDCl3, CD30D, D,0, acetona-dg, MepSO-dg y HyO. La asignacién
de las sefiales se ha completado con la realizacién de experimentos de correlacién homonuclear
2D COSY (Correlated Spectroscopy) y 1D y 2D TOCSY y NOESY. Los valores de
desplazamiento quimico (3) se dan en ppm, usando como referencia interna el disolvente (en el
caso de DO y CD;0D) o tetrametilsilano (TMS) para el CDCls; los valores de las constantes de
acoplamiento (/) se miden en Hz. Las abreviaturas para indicar la multiplicidad de las sefiales son:

s (singulete), d (doblete), t (triplete), c (cuartete) y m (multipiete).
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Los espectros de 13C RMN se han registrado a 75.5, 100.6 y 125.5 MHz en
espectrometros Bruker AMX 300, Bruker DRX 400, Bruker DRX 500 y Bruker AMX 500 . Se han
usado las referencias internas indicadas para espectros de 'H RMN, excepto en D,0, donde se
utiliza la sefial de la acetona deuterada. Para la interpretacion de algunos espectros se ha empleado
la técnica HETCOR.

Los espectros de masas se han realizado en espectrémetros Kratos MS-80 RFA 'y
Micromass AutoSpecQ. Las muestras se introdujeron mediante una sonda de s6lidos calentada

entre 30 y 280 °C. Las experiencias realizadas fucron de:

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

- Ionizacién por bombardeo con dtomos acelerados (FAB), para lo cual se elinplearon
Argon y/o Xenon. Velocidad de barrido 3s/dec y voltaje acelerador de 4 KV en la fuente. Voltaje
acelerador de 7 KV en el cafion de Argon y/o Xenon; 1 mA, 2 x 10-4 mbar. Las matrices usadas
fueron tioglicerol y alcohol m-nitrobenzilico. Como agente cationizante se uso Nal. Los datos se
presentan indicando los valores de la relacion masa/carga (m/z) de los picos mas representativos,

junto con su intensidad relativa referida al pico mds intenso.

- Ionizacién Quimica (CI), a 150 eV, usando como gas reactivo isobutano a una presién
de 0.8 bar, corriente de ionizacién a 500 pA, voltaje acelerador de 4 u 8 kV, resolucién 1000
(definicién del 10% de valle) y velocidad de barrido de 10 s/dec.

Los célculos computacionales se realizaron en un ordenador Silicon Graphics O2 R-
10000 usando el campo de fuerzas MM2* integrado en MACROMODEL 6.0 [116]. Los célculos
se efectuaron utilizando el modelo continuo de disolvente GB/SA para el agua [117]. Las
conformaciones se optimizaron usando iteraciones con gradientes conjugados (<0.01). Los

correspondientes minimos globales se usaron como estructuras iniciales en bisquedas
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conformacionales siguiendo el protocolo MONTECARLO (MC) integrado en MACROMODEL
6.0. Los resultados fueron idénticos a los obtenidos por el procedimiento de

generacién/minimizacion anterior.

Las reacciones de acetilacién se llevaron a cabo disolviendo el compuesto en una mezcla
de Ac,O-piridina (1:1, 10 ml por 1 g de compuesto). La mezcla de reaccién se agita durante 12 h a

temperatura ambiente y se vierte sobre agua-hielo, se extrae con diclorometano, Ia fase orgénica se
lava sucesivamente con HpSO4 2 N y disoluci6n saturada de NaHCO3 en agua, se seca (MgSO,4 0
Na,SOy y se concentra.

Para las reacciones de desacetilacién se sigui6 el método de Zemplén, usando NaOMe

M (0.1 mol por mol de acetatos) en MeOH seco.

La desililacién de derivados trimetilsililados se efectué por tratamiento con AcOH
diluido (10%, 0.2 m! por mmol de grupo trimetilsililado) en mezclas CH,Cly-MeOH-H,0 4:2:1 a

60 °C durante 3 h. Las trazas de ACOH se eliminan por coevaporacién con tolueno, y el residuo se
disuelve en HyO vy se liofiliza.

Las reacciones de desacetalacién se han llevado a cabo por tratamiento con TFA-agua
9:1 a temperatura ambiente y presion reducida (15 mm Hg) hasta que cesa la destilacién de
acefona. El 4cido se elimina a vacio (0.1 mm Hg) afiadiendo agua varias veces para coevaporar las
trazas de 4cido. Los productos desacetonados resultantes se purifican por cromatografia de

permeacion sobre gel (CPG) Bio-Gel P-2, usando agua-metanol 1:1 como eluyente.

La reduccién de las azidas a las correspondientes aminas se 1levé a cabo haciendo uso

de la reaccién de Staudinger {52]. A una disolucién de la azida en una mezcla de dioxano-MeOH
5:1 se afiade, con agitacién y bajo atmésfera de N, TPP (3.5 mol por mol de azida). Al cabo de 1

h se afiade NH4OH al 30% (1 ml por mmol de azida) y se mantiene la agitacion durante 24 h a
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temperatura ambiente. Se concentra, el residuo se extrae con agua y la fase acuosa se lava con

tolueno para eliminar el exceso de TPP y el 6xido correspondiente.

Las actividades enzimaticas se han determinado usando en cada caso el correspondiente
p-nitrofenil gli;:ésido o disacdrido. Las incubaciones se llevaron a cabo a 37 °C durante 10-30
minutos a pH = 4.5 (a-glucosidasa de arroz), pH = 6 (lactasa y trehalasa) y pH = 7.2 (B-
glucosidasas A y B, a-glucosidasas de levadura y de arroz y B-glucosidasa de almendra). En el
caso de la amiloglucosidasa la incubacién se realiz6 a 55 °C y pH = 4.5. La reaccion se detiene
por adicién de Na;CO3 1M y el p-nitrofenol liberado se determina espectrofotométricamente por
medida de 1a absorbancia a 400 nm. En el caso de los ensayos con trehalasa, la reaccifn se detiene
por adicién de glc-Trinder (Sigma) determinando la glucosa liberada por medidas de la

7

absorbancia a 505 nm.

Como sustratos se han utilizado los correspondientes p-nilrofenilglicésidos. (Sigma)
salvo en el caso de la lactasa intestinal (o-nitrofenilglicésido, Sigma) y la trehalasa (trehalosa,

Sigma).
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5.2. Materias primas.
5.2.1. Productos comerciales.
Se han empleado los siguientes:

-Acido bromhidrico (disolucién al 30% en 4cido acético) (Aldrich).
-Acido p-toluensulf6nico (Merck).

-Acido trifluoroacético (TFA) (Fluka).
-Anhidrido trifluorometanosulfénico (Fluka).
-Azida sédica (Fluka).

-Bisulfato de tetrabutilamonio (Aldrich).
-Borohidruro de litio (Fluka).
-N,0-Bis(trimetilsilil)acetamida (BSA) (Aldrich).
-1,1'-Carbonildiimidazol (Fluka).
-D(+)-Celobiosa octaacetato (Fluka).

~Cloruro de sulfurilo (Fluka).

-Cloruro de trimetilsililo (Fluka).
-3,4-Dihidro-2H-pirano (Fluka).

-N N’-Diciclohexilcarbodiimida (DCC) (Fiuka).
-4-(NV,N-Dimetilamino)piridina (Aldrich).
-N-Etildiisopropilamina (DIEA) (Fluka).
-Fenilisotiocianato (Fluka).

-Fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF, 1 M en THF) (Fluka).
-D-Galactosa (Fluka).

-D-Glucosa (Fluka).
-D-Glucofuranurono-6,3-lactona (Fluka).
-Hexametildisilazana (Fluka).

-Hidruro de aluminio y litio (Fluka).
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-Imidazol (Merck).

-1,2-0-Isopropilidén-a.-D-glucofuranosa (Fluka).

-Metil o-D-galactopirandsido (Fluka).

-Metil a-D-glucopiranésido (Fluka).

-Metil o-D-manopirandsido (Fluka).

-Metilisotiocianato (Fluka).
-1,2,3,4,6-Penta-0O-acetil-B-D-glucopiranosa (Aldrich).
-Resina de intercambio i6nico Amberlite IR-120 (H') (Fluka).
-Resina de intercambio i6nico Amberlite IRA-68 (OH") (Fluka).
-Tamiz molecular 4 A (Merck).

-1,1'-Tiocarbonildiimidazol (Fluka).

-Tiocianato potdsico (Fluka).

-Tiofosgeno (Aldrich).

-Tosilato de piridinio (Fluka).

-Bis-Triclorometilcarbonato (BTC, trifosgeno) (Fluka).
-Trietilamina (Merck).

-Trifenilfosfina (Fluka).

-Yodo resublimado (Probus).

Para los ensayos de inhibicién enzimatica se han empleado las siguientes enzimas:

- Lactasa intestinal (de cordero lechal) (EC 3.2.1.23).

- B-Glucosidasa A (2,3) (de Bacillus polymyxa) (EC 3.2.1.21).

- B-Glucosidasa B (2,3) (de Bacillus polymyxa) (EC 3.2.1.21).

- a-Glucosidasa (de levadura de cerveza) (EC 3.2.1.20) (Sigma).
- o-Glucosidasa (de arroz) (EC 3.2.1.20) (Sigma).

- B-Glucosidasa (de almendra) (EC 3.2.1.21) (Sigma).

- Trehalasa (de rifion de cerdo) (EC 3.2.1.28) (Sigma).

- Amiloglucosidasa (de Aspergillus niger) (EC 3.2.1.3) (Sigma).
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Como sustratos se han empleado los signientes compuestos:

- o-Nitrofenil o.-D-galactopirandsido (Sigma).
- p-Nitrofenil a-D-glucopiranésido (Sigma).

- p-Nitrofenil B-D-glucopiranésido (Sigma).

- Trehalosa (Sigma).

£.2.2. Purificacion de disolventes.

-Acetonitrilo: se ha empleado destilado sobre hidruro célcico (P.E. 82 °C).

-Anhidrido acético: se ha empleado destilado sobre NaAcO recién fundido (P.E. 138"’C).

-Butanona: se purifica por destilacién fraccionada (P.E. 80 °C).

-Diclorometano: se purifica por destilacién sobre pentdxido de f6sforo (P.E. 40 °C).

-N N-Dimetilformamida (DMF): se purifica por destilacién fraccionada sobre 6xido de
bario (P.E. 153 °C).

-Dioxano: se ha empleado siempre destilado sobre sodio (P.E. 88 °C).

-Metanol: se purifica por reflujo sobre magnesio y yodo resublimado y posterior
destilacién en ausencia de humedad (P.E. 64 °C).

-Piridina: se purifica por reflujo sobre KOH y posterior destilacion (P.E. 115 °C).

-Tetrahidrofurano (THF): se purifica por calentamiento a reflujo sobre hidruro de

aluminio y litio y posterior destilacién fraccionada (P.E. 65 °C).
5.2.3. Sustancias de partida.
Se han preparado de acuerdo con procedimientos descritos en la literatura:

- 6-Desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilidén-6-isotiocianato-o-D-galactopiranosa 92) [45,46].
- 6-Desoxi-1,2:3,5-di-O-isopropilidén-6-isotiocianato-o-D-glucofuranosa ©4) [118].
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- B-D-Glucopiranosilamina (93) [119,120].

- Metil 6-desoxi-6-isotiocianato-2,3,4-tri-O-trimetilsilil-o-D-galactopiran6sido@09) [42].
- Metil 6-desoxi-6-isotiocianato-2,3 4-tri-O-trimetilsilil-o.-D-glucopiranésido (110) [42].
- Metil 6-desoxi-6-isotiocianato-2,3 4-tri-O-trimetilsilil-o.-D-manopiranésido (98) [42].
- 2,3,4,6-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil fosfinimina (11) [36,65].

- Metil 2,3 4-tri-O-acetil-6-desoxi-6-isotiocianato-o-D-glucopiranosido (112) [45,46].

-2,3,6,2',3' 4' 6'-Hepta-O-acetil-B-celobiosil fosfinimina (113) [65].

- 6-Azido-6-Desoxi- 1,2:3,4-di-O-isopropilidén-a-D-galactopiranosa (114) [121].

- 6-Azido-6-Desoxi-1,2:3,5-di-O-isopropilidén-a-D-glucofuranosa (15) {118].

- Metil 6-azido-6-desoxi-2,3,4-tri- O-acetil-B-D-glucopirandsido (116) [45,46].

- 2,3 ,4,6-Tetra-0-acetil-B-D-glucopiranosil isotiocianato 117) [15,122].

-2,3,6,2',3' 4' 6'-Hepta-O-acetil-B-celobiosil isotiocianato (118) [15,123].
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$.2.3.1. 5-Amino-5-desoxi-1,2-0-isopropilidén-a-D-glucofuranosa (123).

Cl
OH
o) o
129 130
| d)l

H THPO
Hy (a
OH <—— OH

0]
123 132R= THP 131 '

133R=H

a) 1,2-O-Isopropilidén-a-D-glucofuranurono-6,3-lactona (125).

Se ha preparado a partir de la D-glucofuranurono-6,3-lactona segiin el procedimiento
descrito en la literatura, confirmandose que sus datos espectroscépicos coinciden con los datos de
la bibliografia [88].

b) 5-Cloro-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-B-L-idofuranurono-6,3-lactona (129).

Se ha preparado segiin el procedimiento descrito en la literatura, confirm4ndose que sus

datos espectroscdpicos coinciden con los datos de la bibliografia [88].

¢) 5-Cloro-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-B-L-idofuranosa (130).

A una disolucién de 129 (2.80 g, 12 mmoles) en THF seco (20 ml) a -10 °C se afiade gota
a gota una suspensién de LiBH4 (316 mg, 14.4 mmoles) en THF seco (20 ml). La mezcla de
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reaccion se agita a -10 °C durante 2.5 h y 1 h a temperatura ambiente. Después de comprobar por
c.c.f. (AcOEt-éter de petréleo 2:1) que la reaccién ha concluido se afiade agua (10 ml), se
neutraliza con AcOH glacial y se desmineraliza con resina de intercambio i6nico Amberlite IR-
120 (H*). Se filtra y se coevapora varias veces con MeOH. El residuo resultante se purifica por
cromatografia en columna (AcOEt-éter de petr6leo 2:1) para dar 130 (2.27 g, 80%), cuyos datos
espectrocépicos coinciden con los de la bibliografia [88].

d) 5-Cloro-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-6-(tetrahidropiran-2-il)- B-L-idofuranosa (131).

A una disoluci6n de 130 (3.24 g, 13.3 mmoles) en CH;Cl; seco (50 ml) se afiade 3,4-
dihidro-2H-pirano (1.6 ml, 17.6 mmoles) y tosilato de piridinio (0.25 g). La mezcla de reaccion se
agita a temperatura ambiente durante 24 h, se lava con NaHCO3 acuoso al 5% (5 ml), se seca
(MgS0Qy) y se concentra. El sirupo resultante se purifica por cromatografia en columna (AcOEt-
éter de petréleo 1:3 conteniendo 2% de Et3N) para dar 131 (3.05 gr, 70%). '

IH RMN-(SOO MHz, CDCl3): Tabla25y § 4.31,4.28 (2dd, 1 H J> 2, 3.2, Jp 27 6.3 HZ
H-1'), 3.92, 3.55 (2m, 2 H, H-5a' y H-5b"), 1.78 (m, 2 H, H-4a' y H-4b"), 1.58 (m, 2 H, H-2a' y H-
2b"), 1.54 (m, 2 H, H-3a' y H-3b'), 1.49 y 1.31 (2s, 6 H, 2 Me).

I3C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 26 y § 111.7, 111.6 (CMey), 102.2, 99.3 (C-1"),
64.4, 62.6 (C-5, 30.7, 30.8 (C-2, 26.6, 26.1 (CMe;,), 24.9,24.8 (C-3'),204 y 19.2 (C-4).

e) 5-Azido-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-6-(tetrahidropiran-2-il)- o-D-glucofuranosa
(132).
Se ha preparado segin el procedimiento descrito [88), confirmandose que sus datos

espectroscépicos coinciden con los datos de 13C RNM de la bibliografia.

IH RMN (500 MHz, CDCly): Tabla 25 y §4.70,4.67 2t, 1 H, Jy» 2, = Jp 2 3.2 Hz, H-
1, 3.85, 3.55 (2m, 2 H, H-5"a y H-5’b), 1.80 (m, 2 H, H-4’a y H-4’b), 1.67-1.50 (m, 4 H, H-2"a,
H-2’b, H-3’ay H-3’b), 1.43 y 1.31 (25, 6 H, 2 Me).
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13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 26y 8 111.8 (CMey), 99.2, 97.8 (C-1'), 619, 61.2
(C-5Y,30.2, 30.0 (C-2"), 26.6, 26.1 (CMe), 25.2 (C-3"), 18.9 y 18.4 (C4").

£) 5-Azido-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-o-D-glucofuranosa (133).

Se ha preparado segiin el procedimiento descrito en la literatura [88], confirmdndose que

sus datos espectroscdpicos coinciden con los datos de la bibliografia.

g) 5-Amino-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-o-D-glucofuranosa (123).

Se prepara a partir de 133 (0.737 g, 3 mmoles), siguiendo el procedimiento descrito en los
Métodos Generales, para dar 123 (0.636 g, 95%).

I

IH RMN (300 MHz, CD30D): Tabla 25y § 1.43 y 1.28 (2s, 6 H, 2 Me).
13C RMN (75.5 MHz, CD30D): Tabla 26 y § 112.6 (CMey), 27.0 y 26.4 (CMe,).
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5.2.3.2. 5-Amino-5-desoxi-1,2-0-isopropilidén-B-L-idofuranosa (124).

— OH — OTf
.0
(e}
1 26 1 27
c)
1 24 1 28
a) 1,2-O-Isopropilidén-5-trifluorometanosulfonil-o-D-glucofuranurono-6 3-lactona
(126).

A una disolucién de 125 (2.88 g, 13.3 mmoles) en CHCl; seco (40 ml) y piridina (2.1

ml) se afiade a -20 °C y gota a gota anhidrido trifluorometanosulfénico (3.1 ml, 18.6 mmoles) y se
agita durante 1 h. Se neutraliza con disolucién saturada de NaHCO4 (2 x 15 ml) a 0 °C, se separa

la fase orgdnica, se seca (MgSQOy) y se concentra para dar 126 (4.16 g, 90%), cuyos datos

espectroscépicos son idénticos a los de la literatura [88].
b) 5-Azido-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-B-L-idofuranurono-6,3-lactona (127).

A una disolucién de 126 (4.16 g, 12 mmoles) en butanona seca (56 ml) se afiade NaN3

(2.17 g, 33 mmoles) y se agita a temperatura ambiente durante 2 h. Se concentra, se afiade agua
(30 ml) y se extrae con CH,Cl, (2 x 20 ml). La fase organica se seca (MgSQy) y se concentra. El
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residuo se purifica por cromatografia en columna (AcOEt-éter de petréleo 1:3) para dar 127 (2.50
g, 86%).

TH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 25y 8 1.49 y 1.33 (2s, 6 H, 2 Me).
13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 26 y § 170.6 (CO), 1133 (CMey), 26.9 y 264
(CMez).

c) 5-Azido-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-B-L-idofuranosa (128).

A una disolucién de 127 (2.49 g, 10.3 mmoles) en THF seco (20 ml) a -25°C se afiade
gota a gota una suspensién de LiBHy (267 mg, 12.4 mmoles) en THF seco (20 ml). La mezcla de
reaccién se agita durante 3 h a -25°C y 1 h a temperatura ambiente. Se afiade agua (10 ml) gbta a
gota para destruir el exceso de hidruro. La disolucién se neutraliza con AcOH glacial, se
desmineraliza con resina de intercambio i6nico IR-120 (H*), se filtra y coevapora varias veces cc')n
MeOH. El sirupo resultante se purifica por cromatograffa en columna (AcOEt-éter de petréleo
3:2) para rendir 128 (1.56g, 65%).

TH RMN (500 MHz, CD;0D): Tabla 25 y 8 1.45 y1.25 (2s, 6 H, 2 Me).
13C RMN (125.5 MHz, CD30D): Tabla 26 y 5 112.8 (CMey), 27.0 y 26.4 (CMe,).

d) 5-Amino-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-f-L-idofuranosa (124).

Se prepara a partir de 128 (0.83 g, 3.4 mmoles), siguiendo el procedimiento descrito en
los Métodos Generales, para dar 124 (0.74 g, 99%).

1H RMN (300 MHz CD;0D): Tabla 25 y § 1.43 y 1.28 (2s, 6 H, 2 Me).
13C RMN (75.5 MHz CD30D): Tabla 26 y 8 112.6 (CMey), 27.1 y 26.4 (CMe3).
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Tabla 25. Datos de 'H RMN (500MHz, CD3;0D) para los compuestos 123, 124, 127, 128, 131y

132,
Comp. Desplazamientos quimicos (8, ppm)
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6a H-6b
1232 5.88d 4.48d 4.12d 398dd  3.19ddd 3.77d 3.58dd
124 5.89d 4.47d 4.12d 4,06dd 3.15¢ 3.63dd 3.52dd
1270 5.93d 4.82d 4.944 4.65dd 4.23s --- -
128 5.90d 4494 4.07d 4,12dd  3.68ddd 3.75dd 3.60dd
131be 5.95d 4.57d 3.93m 3.72m 3.92m 4.20dd 4.16dd
5.93d 4.55d 4.12dd | 4.10dd
132bc 5.98d 448d 3.84d 3.60dd 3.91m 4.26d 4.05dd
3.74d 4.10m
Comp. Constantes de acoplamiento (J, Hz)
J12 J23 34 J4,5 J5,6a J5,6b J6a,6b
123 3.7 0.0 28 8.1 3.6 6.7 11.0
124 3.7 0.0 29 6.0 6.0 6.0 10.9
127 3.6 0.0 28 0.0 --- ---
128 3.7 0.0 2.8 9.1 3.2 6.1 11.4
131 3.7 0.0 -- 3.5 23 8.7
132 3.5 0.0 8.5 — --- 2.5 9.5

aA 300 MHz. b En CDCl3. CLos datos para los compuestos diasteroisémeros se recogen en la linea

inferior.
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Tabla 26. Datos de *CRMN (125.5 MHz, CD30D) para compuestos 123, 124, 127, 128, 131 y

132.
Comp. Desplazamientos quimicos (8, ppm)

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

1232 106.2 86.1 758 81.4 52.8 64.2
124 105.9 87.1 76.6 81.7 534 64.3
127b 106.2 81.7 84.8 80.9 61.1
128 105.8 86.9 75.1 81.7 62.5 64.8
131bc 104.3 85.1 84.4 75.0 70.9 56.3

104.1 74.8 68.4 56.2

132bc 104.8 84.7 78.6 74.6 59.2 68.0
58.9 67.1

e e R R A R R R BLamimmE=y
B RN e

2 A 75.5 MHz. ® En CDCl3. CLos datos para los compuestos diasteroisémeros se recogen en la

linea inferior.
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5.3. Nuevos productos

53.1. Reaccién de 6-desoxi-6-isotiocianatoaziicares con f§-D-glucopiranosilamina.

Preparacion de tioureilénglicobiosas.

A) Obtencién de (1—6)-tioureidoazicares a partir de 6-desoxi-6-

isotiocianatoazicares acetalados.

A una disolucién del correspondiente 6-desoxi-6-isotiocianato derivado (1.38 g, 4.6
mmol) en piridina-agua 3:1 (4 ml) se le adicionan EtsN (0.1 ml) y B-D-glucopiranosilamina (1.24
g, 6.9 mmol), y se agita a temperatura ambiente durante 48 h, controlando la reaccién por c.c.f.
(AcOEt-EtOH-H;0 45:5:3). Se elimina el disolvente a presion reducida y se purifica el residuo

por cromatografia en columna, con el mismo eluyente.

La desproteccién de las tioureas 1y 2 para dar los compuestos 3 y 4, respectivamente, se
ha llevado a cabo segiin el procedimiento descrito en los Métodos Generales (Apartado 5.1).

Los siguientes compuestos se han preparado siguiendo este procedimiento.

5.3.1.1. 6-Desoxi-6-[N'-(B-D-glucopiranosil)tioureido}-1,2:3,4-di-O-isopropilidén-o.-D-

galactopiranosa (1).
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Rendimiento: 0.77 g (35%); [alp -43.7° (¢ 0.8, CH,Cl,); R¢ (AcOEt-EtOH-H,0 45:5:3)
0.26.

UV (CHyCly): 252 nm (g 13.2).

IR: Vpax 3335, 1553, 1381 y 1069 cm-!.

TH RMN (300 MHz, CD30D, 323 K): Tabla 1 y § 1.49, 1.42, 1.34 y 1.31 (4 5, 12 H, 4 Me).
13C RMN (75.5 MHz, CD30D, 323 K): Tabla 2 y § 185.1 (CS), 110.7, 110.2 (2 C, 2
CMejy), 26.5,26.4,25.3y 24.7(4 C, 4 Me).

EM (FAB): m/z 503 (100%, [M+Nal*), 481 (33, [M+H]*).

Andlisis: Calculado para C19H33N2040S: C,47.49; H, 6.71; N, 5.83; S, 6.67. Encontrado:

C,4743; H,6.51; N, 5.79; S, 6.51.
5.3.1.2. 6-Desoxi-6-[N'-(B-D-glucopiranosil)tioureido]-1,2:3,5-di-O-isopropilidén--D- ’

glucofuranosa (2).

Rendimiento: 0.68 g (31%); [op -1.0° (¢ 1.0, MeOH); Ry (AcOEt-EtOH-H,0 45:5:3) 0.22.
UV (MeOH): 246 nm (g ;) 12.1).

IR: Vinax 3344, 1553, 1381 y 1090 cm1,

TH RMN (500 MHz, CD3;0D, 323 K): Tabla 1 y § 1.45, 1.34, 1.33 y 1.29 (4 5, 12 H, 4 Me).
13C RMN (75.5 MHz, CD10D, 323 K): Figura 1. Tabla2 y § 185.2 (CS), 113.5, 102.2 (2
C,2 CMey), 27.5,26.8,24.5 y 24.4 (4 C, 4 Me).

EM (FAB): m/z 503 (100%, [M+Nal*), 481 (10, [M+H]*).
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Andlisis: Calculado para C19H3pN2010S: C, 47.49; H, 6.71; N, 5.83; S, 6.67. Encontrado:
C,47.57; H,6.75; N, 5.80; S, 6.49.

5.3.1.3. 6-Desoxi-6-[N'-(B-D-glucopiranosil)tioureido]-D-galactopiranosa (3).

OH
S
(o] n
Hm NH-C- NHO
HO Q
H OH
3 HO

Rendimiento: 0.27 g (95%); [a]p +28.6° (¢ 1.0, H,0); R¢ (BuOH-AcOH-H,0 2:1:1) 0.28.
UV (H20): 243 nm (€M 9.9).

IR (KBr): Viax 3289, 1559 y 1071 cm-1,

IH RMN (500 MHz, D;0, 323 K): Tabla 1. Proporcién de anémeros o/p 1:2.3 (integracion
de las sefiales correspondientes a H-1).

13C RMN (125.5 MHz, D0, 323 K): Tabla 2 y & 183.2 (CS).

EM (FAB): m/z 423 (20%, [M+Na]*).

Andlisis: Calculado para Cy3H4N7010S: C, 38.99; H, 6.04; N, 6.99; S, 8.01. Encontrado:
C,38.72; H, 5.84; N, 7.01; S, 8.38,

5.3.1.4. 6-Desoxi-6-[N'-(B-D-glucopiranosil)tioureido]-D-glucopiranosa (4).

OH
H (o] |S|
H NH-C—N
HO H Q
H OH
4 HO

Rendimiento: 0.28 g (97%); [alp -65.8° (¢ 1.0, H20); Ry (BuOH-AcOH-H0 2:1:1) 0.36.
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UV (H20): 247 nm (€pm 5.5).

IR (KBr): Vyax 3289, 1559 y 1071 cm-l,

TH RMN (500 MHz, D,0, 323 K): Tabla 1. Proporcién de anémeros o/ 1:2.3 (integracién
de las sefiales correspondientes a H-1).

13C RMN (125.5 MHz, D,0, 323 K): Tabla 2 y § 183.1 (CS).

EM (FAB): m/z 423 (90%, [M+Na]*), 405 (10, [M+Na]*- H;0).

Andlisis: Calculado para Cy3H4N7010S: C, 38.99; H, 6.04; N, 6.99; S, 8.01. Encontrado:

C,38.64; H,6.32; N, 6.64; S, 8.12.

B) Obtencién de (1—6)-tioureidoaziicares a partir de metil 6-desoxi-6-isotiocianato-

a-D-glicopirandsidos per-O-trimetilsililados.

A una disolucién del correspondiente metil 6-desoxi-6-isotiocianato-2,3,4-tri-O-
trimetilsilil-o-D-galacto(gluco, mano)piranésido 7-9 (250 mg, 0.55 mmol) en piridina anhidra (6
ml) se afiade B-D-glucopiranosilamina (100 mg, 0.55 mmol) y EgN (0.15 ml) y se agita a

temperatura ambiente, controlando 1a reaccién por c.c.f. (ACOEt-EtOH-H ;0 45:5:3) hasta que no

se observa avance de la misma. Se evapora el disolvente y el residuo se purifica por cromatografia

en columna usando el mismo eluyente.

La desililacién de las tioureas 5-7 para dar lugar a los correspondientes productos libres 8-

10 se ha llevado a cabo segiin el procedimiento descrito en los Métodos Generales (Apartado 5.1).
Los siguientes compuestos se obtuvieron por este procedimiento.

5.3.1.5. Metil 6-desoxi-6-[N'-(p-D-glucopiranosil)tioureido]-2,3,4-tri-O-trimetilsilil-o.-D-
galactopirandésido (5).

1<
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OH
0 v oTMs
HO NH~C - NH.
HO Q
TMSO
5 TMSOOMe

Rendimiento: 222mg (64%); [odp +57.0° (¢ 1.0, CH,Cly); Re (AcOEt-EtOH-H0 45:5:3)
0.42.

UV (MeOH): 254 nm (e,\ 16.4).

IR (KBr): Viax 3342, 2961, 2897, 1552, 1256, 1101 y 847 cm-1,

H RMN (300 MHz, CD30D, 313K): Tabla 3 y 8 5.42 (sa, 1 H,H-1'),4.62 (d, 1 H, J; 5
3.2, H-1),3.45 (s, 3 H, OMe), 0.26 y 0.25 (2 5, 27 H, 3 OSiMes).

13C RMN (75.5 MHz, CD30D, 323 K): Tabla 4 y § 183.8 (CS), 55.9 (OMe), 09y 0.7 9 C,
3 OSiMes).

EM (FAB): m/z 653 (80%, [M + Na]*) y 598 (50, M* - MeOH).

Andlisis: Calculado para Co3HsoN>010SSh: C, 43.78; H, 7.99; N, 4.44; S, 5.08; Si, 13.35.
Encontrado: C, 43.47; H, 7.56; N.4.14; S, 4.70; Si, 13.11.

5.3.1.6. Metil 6-desoxi-6-[N'-(B-D-glucopirancsil)tioureido]-2,3,4-tri-O-trimetilsilil-o.-D-

glucopirandsido (6).

OH
y o %
U NH—C—-N
HO TMSO Q
TMSO
6 TMSOOMe

Rendimiento: 212mg (62%); [0}p +48.3° (¢ 1.0, MeOH); R¢ (AcOEt-EtOH-H,0 45:5:3)
0.66.
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UV (MeOH): 245 nm (g, 12.9).

IR (KBr): Vyax 3331, 2957, 2917, 1547, 1257, 1082 y 852 cm-l.

TH RMN (500 MHz, CD;0D, 313 K): Figura 2. Tabla 3 y 8 3.34 (s, 3 H, OMe), 0.20, 0.15
y 0.14 (3 8, 27 H, 3 OSiMe3).

13C RMN (125.5 MHz, CD30D, 323 K): Figura 3. Tabla4 y & 186.1 (CS), 55.8 (OMe),
1.5,13y0.5 (9 C, 3 OSiMes).

EM (FAB): m/z 653 (40%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para Cp3HsgN2010SSk: C, 43.78; H, 7.99; N, 4.44; S, 5.08; Si, 13.35.
Encontrado: C, 43.71; H, 7.85; N, 4.58; S, 4.94; Si, 13.54.

5.3.1.7. Metil 6-desoxi-6-[N'-(-D-glucopiranosil)tioureido]-2,3,4-tri-O-trimetilsilil-o-D-

1

manopirandésido (7).

OH
S
HO 0 !
H NH-C=N OTMS
HO TMSQ Q
TMSO
7

OMe

Rendimiento: 139 mg (40%); [adp +25.0° (¢ 1.0, MeOH); R¢ (AcOEt-EtOH-H,0 45:5:3)
0.34.

UV (MeOH): 254 nm (g,) 14.6).

IR (KBr): Vpax 3325, 2967, 2912, 1541, 1252, 1053 y 839 cm-l.

1H RMN (300 MHz, CD;0D, 313 K): Tabla 3 y 8 3.36 (s, 3 H, OMe), 0.17,0.15 y 0.14 (3
s, 27 H, 3 OSiMe3).

13C RMN (75.5 MHz, CD3;0D, 323 K): Tabla 4 y § 185.9 (CS), 55.6 (OMe), 1.0,0.7 y 0.5
(9 C, 3 OSiMe3).

EM (FAB): m/z 653 (55%, [M + Nal*} y 599 (30, MH* - MeOH).
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Andlisis: Calculado para Cy3HsgN2O10SSh: C, 43.78; H, 7.99; N, 4.44; §, 5.08; Si, 13.35.
Encontrado: C, 43.60; H, 7.68; N, 4.27; S, 4.81; Si, 12.99.

5.3.1.8. Metil 6-desoxi-6-[N'-(B-D-glucopiranosil)tioureido]-o-D-galactopiranésido (8).

OH
H (o] ﬁ
H NH=C- NH-
HO Q
H
8 HOOMe

Rendimiento: 63 mg (96%); [a]p +64.0° (¢ 1.0, H,0); R¢ (BuOH-AcOH-H,0 2:1:1)
0.12.

UV (Hy0): 244 nm (g 15.4).

IR (KBr): Vinax 3289, 1559 y 1071 cm™1,

1H RMN (300 MHz, D50, 313 K): Figura 4. Tabla 3 y 8 3.52 (s, 3 H, OMe).

13C RMN (75.5 MHz, D,0, 323 K): Figura 5. Tabla4 y 8 183.1 (CS) y 55.2 (OMe).

EM (FAB): m/z 437 (100%, [M + Na}*) y 405 (10, [M + Na]*- MeOH).

Andlisis: Calculado para C14Hy¢N20;0S: C, 40.57; H, 6.32; N, 6.76; S, 7.74. Encontrado:
C,40.22; H, 6.16; N, 6.65; S, 7.37.

5.3.1.9. Metil 6-desoxi-6-[N'-(f-D-glucopiranosil)tioureido]-a-D-glucopiranésido (9).

OH
s
HO Q !
Y NH-C—N
HO HO Q
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Rendimiento: 64 mg (97%); [a]p +42.8° (¢ 0.6, H,0); Rs (BuOH-AcOH-H;0 2:1:1)
0.14,

UV (H;0): 243 nm (gyym 9.7)-

IR (KBr1): Viax 3428, 1559 y 1045 cm™!,

1H RMN (500 MHz, D,0, 313 K): Tabla 3y § 3.54 (s, 3 H, OMe).

13C RMN (75.5 MHz, D,0, 323 K): Tabla 4 y 5 183.8 (CS) y 5.2 (OMe).

EM (FAB): m/z 437 (60%, [M + Nal*).
Andlisis: Calculado para Cy4HygN201pS: C, 40.57; H, 6.32; N, 6.76; S, 7.74. Encontrado:

C,40.24; H, 6.01; N, 6.57; S, 7.29.

5.3.1.10. Metil 6-desoxi-6-[ N'-(B-D-glucopiranosil)tioureido]-a-D-manopiranésido (10).

1

OH

y o 3
H NH—-C-—N OH
HO H Q

OMe

Rendimiento: 60 mg (91%); [alp +37.7° (¢ 0.9, Hy0); Ry (BuOH-AcOH-H,O 2:1:1)
0.17.

UV (H,0): 243 nm (g,p 20.6).

IR (KBr): Vpax 3327, 1559 y 1045 cml,

TH RMN (500 MHz, D;0, 313 K): 8 547 (sa, 1 H, H-1'),4.90 (d, J; » 1.8 Hz, H-1). 4.08
(m, 1 H, H-6"a), 4.02 (m, 1 H, H-6'b), 3.88 (m, 2 H, H-2', H-3"). 3.85 (m, 1 H, H-5"). 3.74 (¢,
1H,J34=J459.6 Hz, H-4),3.71 (t, 1H,J3 4 = J4 5 7.2 Hz, H-4') y 3.53 (s, 3 H, OMe).
13C RMN (75.5 MHz, D,0, 323 K): Tabla4 y § 183.2 (CS) y 54.5 (OMe).

EM (FAB): m/z 437 (100%, [M + Na]*) y 415 (10, [M + H]*).

Andlisis: Calculado para C14Hy¢N2010S: C, 40.57; H, 6.32; N, 6.76; S, 7.74. Encontrado:

C,40.32; H, 6.19; N, 6.44; S, 7.42.
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5.3.2. Estudio de la reaccién de tipo aza-Wittig en sustratos glucidicos. Sintesis de

pseudooligosacéridos con puente de carbodiimida.

A una disolucién de TPP (288 mg, 1.1 mmol) y el correspondiente metil(2,3,4,6-tetra-O-
acetil-B-D-glucopiranosil)[2,3,4,2',3' 4',6™-hepta-O-acetil-D-celobiosil]isotiocianato (1.1 mmol) en
tolueno seco (3 ml) se afiade la correspondiente azida derivada de azicar (1.0 mmol) en tolueno
seco (3ml). La mezcla de reaccién se agita a temperatura ambiente durante 30-60 min. Se elimina el
disolvente a presién reducida, y el residuo se purifica por cromatografia en columna usando el

+ eluyente que se indica en cada caso.

5.3.2.1. N-Metil-N'-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil) carbodiimida (11).

OAc

/é:‘o
A%?;o N=C=N-Me

AcO
11

A una disoluci6n de 2,3 4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil fosfinimina (300 mg, 0.5
mmol) en tolueno seco (3 ml) se afade metil isotiocianato (38 mg, 0.5 mmol) y se calienta a reflujo
durante 2 h, controlando la reaccién por c.c.f. (AcOEt-éter de petréleo 1:1). Se elimina el

disolvente a presién reducida y el residuo se purifica por cromatografia preparativa.

Rendimiento: 78 mg (40%); [alp-11.5° (¢ 1.0, CH;Cly); Re(AcOEt-éter de petrdleol:1)
0.49.

IR (KBr): Vmax 2944, 2155 (vNeN), 1755, 1377, 1227 y 1036 cm'L,

IH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 5y §2.98 (s, 3 H, MeN), 2.05,2.04, 1.98 y 1.96 (4 s,

12 H, 4 MeCO).
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13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 6 y § 170.7, 170.2, 169.4, 169.3 (4 CO), 136.4

(NCN), 32.0 (MeN), 20.7 y 20.6 (4 MeCO).
EM (FAB): m/z 409 (100%, [M + Na]*).
Andlisis: Calculado para C1gH22N20q: C, 49.74; H, 5.74; N, 7.25. Encontrado: C, 49.71; H,

5.69; N, 7.26.

5.3.2.2. 6-Desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilidén-6-(3-metilcarbodiimido)--D-galactopiranosa

(12).
o N=C=N- Me :
X q
o)
00

Rendimiento: 187 mg (57%); {alp-103.5° (¢ 1.0, CHyCly); Re(EtpO-CCly 1:5) 0.45.
IR (KBI): Viax 2985, 2957, 2135 (vneN), 1385, 1252, 1167 y 1070 cm'!.
~ 'HRMN (500 MHz, CDCl5): Tabla 5y §2.91 (5,3 H,N'Me), 148, 1.39, 1.28 y 127 @s,
" 12H,4 Me).
13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 6 y 8 141.2 (NCN), 109.3, 108.6 (2 CMey), 32.7
(MeN), 259,25.8,24.9 y 243 (4 Me).
EM (FAB): m/z 321 (80%, [M + Na]*) y 299 (100, [M + H]*).
Andlisis: Calculado para C14H2N20s: C, 56.36; H, 7.43; N, 9.39. Encontrado: C, 56.33; H,

741; N, 9.39.



Parte Experimental 141

5.3.2.3. 6-Desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilidén-6-{3-(2',3',4',6'-tetra-0-acetil-$-D-

glucopiranosil)carbodiimido]-o-D-galactopiranosa (13).

OAc

o)
ACEC&/I\EC=
o)
AcO
© XU q
o)
0o

o A

Rendimiento: 618 mg (91%); [a]lp-51.5° (¢ 0.8 ,CHCly); Re(Et;0-CCly 3:1) 0.50.

IR (KBr): Viax 2988, 2938, 2143 (veN)» 1753, 1377, 1221 y 1069 cmL.

TH RMN (300 MHz, CDCl3): Tabla 5 y § 2.08, 2.06, 2.02, 2.00 (4 s, 12 H, 4 MeCO). 1.56,
144,135y 133 (45,12 H, 4 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Tabla 6y § 170.2, 169.8, 169.3 (2 C) (4 CO), 137.9 (NCN),
109.5, 108.7 (2 CMe3), 26.0, 25.8, 24.8, (4 Me) y 20.5 (4 C, 4 MeCO).

EM (FAB): m/z 637 (70%, [M + Nal*).

Andlisis: Calculado para Co7H3gN2044: C, 52.76; H, 6.23; N, 4.56. Encontrado: C, 52.78;
H,641; N, 4.59.
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5.3.2.4. 6-Desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilidén-6-{3-[2,3,6-tri-O-acetil-4-0-(2',3',4' ,6'-tetra-0O-

acetil-3-D-glucopiranosil)-D-glucopiranosillcarbodiimido}-o-D-galactopiranosa

(14).
OAc OAc
AcO Q 0
AcO AcO N=C=
AcO ACO >(o

o)

o}

00

14 /K !

Rendimiento: 749 mg (83%); [a]p-28.8° (¢ 1.2, CHyCly); Re(Et;0) 0.37.

IR (KBI): Vimax 2992, 2944, 2145 (vNen)» 1759, 1383, 1231 y 1047 cm'L,

1H RMN (400 MHz, CDCls): Tabla 5 y 5 2.12, 2.08, 2.05, 2.02, 2.00 (6 H), 1.97 (6 5,21 H,
7 MeCO), 1.54, 142,134y 1.32 (4 5, 12 H, 4 Me).

13C RMN (100.6 MHz, CDCl;): Tabla 6 y § 170.5, 170.4, 170.2, 169.9, 169.6, 169.3, 169.1
(7 CO), 138.4 (NCN), 109.6, 108.8 (2 CMey), 26.1,25.9, 25.0, 24.4 (4 Me), 20.9,20.7 (2 C)

y 20.6 (4 C) (7 MeCO).
EM (FAB): m/z 925 (70%, [M + Nal*).
Andlisis: Calculado para C39Hs4N2022: C, 51.88; H, 6.03; N, 3.10. Encontrado: C, 51.89;

H,6.11;N,3.11.
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5.3.2.5. 6-Desoxi-1,2:3,5-di-O-isopropilidén-6-(3-metilcarbodiimido)-a-D-glucofuranosa (15).

ey
Y

Rendimiento: 229 mg (70%); [o]lp +22.3° (¢ 0.9, CH,Cl,); Re(CCly -acetona 15:1) 0.60.
IR (KBr): Vimax 2986, 2934, 2139 (Vnen), 1377, 1221, 1167 y 1080 cm'1. ;

1H RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 5y 8 2.95 (s, 3 H, N'Me), 1.50, 1.40, 1.39 y 1.35 (4 s,
12 H, 4 Me).

13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 6 y § 140.6 (NCN), 112.1, 100.9 (2 CMe;), 32.6
(MeN), 27.0, 26.3,23.9 y 23.8 (4 Me).

EM (FAB): miz 321 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para Cy4H;3N»0s: C, 56.36; H, 7.43; N, 9.39. Encontrado: C, 56.58; H,
7.80; N, 9.12.

5.3.2.6. 6-Desoxi-1,2:3,5-di-O-isopropilidén-6-[3-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-p-D-

glucopiranosil)carbodiimido]-o.-D-glucofuranosa (16).

AcO Q
ACO&/ N=C=
o)
ﬁ\ A
0

16
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Rendimiento: 452 mg (67%); [alp+9.6° (¢ 0.9, CH,Cly); Re(AcOEt-éter de petroleo 1:1)

0.51.
IR (KBI): Vyax 2988, 2934, 2149 (vven), 1755, 1373, 1225 y 1034 cml.
TH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 5y § 2.08, 2.07, 2.02, 1.99 (4 s, 12 H, 4 MeCO), 1.47,

1.37,1.36 y 1.32 (4 5, 12 H, 4 Me).
13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 6y § 170.4, 170.0, 169.1 (4 CO), 136.8 (NCN),
112.1,101.0 (2 CMe;),29.4,26.9 (2 C), 26.3 (4 Me), 23.8,23.7,20.5 y 20.4 (4 MeCO).

EM (FAB): m/z 637 (100%, [M + Na]*).
Andlisis: Calculado para C7H3gN2Oq4: C, 52.76; H, 6.23; N, 4.56. Encontrado: C, 52/76;

H, 6.28; N, 4.42.

5.3.2.7. 6-Desoxi-1,2:3,5-di-O-isopropilidén-6-{3-[2,3,6-tri-O-acetil-4-0-(2',3',4',6'-tetra-0-

acetil-B-D-glucopiranosil)--D-glucopiranosil]carbodiimido}-c-D-glucofuranosa (17).

OAc

OAc
AcO Q o)
AcO AcO N=C=

AcO
AcO ON:l/ o
ﬁ\ 5
0]

17

Rendimiento: 536 mg (54%); [a]p+15.0° (¢ 1.0, CHyCly); R (AcOEt-éter de petréleo 1:1)
0.43.

IR (KBr): Vpax 2924, 2853, 2147 (vnen), 1755, 1373, 1229 y 1044 cm'l.

1H RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 5 y § 2.17, 2.13, 2.10, 2.09, 2.07, 2.05, 2.02 (7 s, 21 H,

7 MeCO), 1.50,1.30,1.25y 1.20 (4 s, 12 H, 4 Me).
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13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 6 y & 170.2, 170.0, 169.9, 169.5, 169.3, 169.0, 168.8
(7 CO), 137.0 (NCN), 112.1, 101.0 (2 CMey), 294, 26.9, 26.2, 26.8 (4 Me), 20.5, 204 y

20.2 (7 MeCO).
EM (FAB): m/z 925 (100%, [M + NaJ*).
Andlisis: Calculado para C39Hs4N2027: C, 51.88; H, 6.03; N, 3.10. Encontrado: C, 51.62;

H, 5.88; N, 3.12.

5.3.2.8. Metil 2,3,4-tri-0-acetil-6-desoxi-6-(3-metilcarbodiimido)-a-D-glucopiranésido (18).

N= C=N-Me ,
AcO Q
AcO
AcO OMe
18

Rendimiento: 236 mg (60%); [alp+107.7° (¢ 1.0, CH,Cly); Rs (AcOEt-éter de petroleo
2:1) 0.36.

IR (KBr): Viax 2988, 2934, 2141 (VneN), 1751, 1223,y 1045 cmL.

IH RMN (300 MHz, CDCl3): Tabla 5 y & 3.44 (s, 3 H, OMe), 2.97 (s. 3 H, N'Me), 2.07,
2.04y2.01 (35,9 H, 3 MeCO).

13C RMN (75.5 MHz, CDCls): Tabla 6 y 8 169.9, 169.4 (2 C) (3 CO). 140.3 (NCN), 55.3
(OMe), 32.0 (MeN) y 20.5 (3 C, 3 MeCO).

EM (FAB): m/z 381 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para C;sH»pN5Og: C, 50.28; H, 6.19; N, 7.82. Encontrado: C, 50.27; H,
6.10; N, 7.56.
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5.3.2.9. Metil 2,3,4-tri-O-acetil-6-desoxi-6-[3-(2',3',4",6'-tetra-0-acetil-B-D-glucopiranosil)car-
bodiimido]-a-D-glucopirandsido (19).

OAc
AcO Q
AcO N=C=
AcO AcO Q

AcO

19 AcOoMe

Rendimiento: 534 mg (72%); [alp+65.2° (¢ 1.9, CH,;Cly); Re(AcOEt-éter de petréleo 1:1)

0.27.

IR (KBr): Vipax 2944. 2851, 2151 (VNeN), 1748, 1225 y 1045 cmeL.

IH RMN (500 MHz. CDCl3): Figura 6, Tabla 5y & 3.43 (s, 3 H, OMe), 2.09, 2.08, 2.06,
2.04,2.03,2.02 y2.01 (7 5,21 H, 7 MeCO).

COSY (500 MHz, CDCly): Figura .

13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Figura 8, Tabla 6 y & 170.4, 170.0, 169.9, 169.8, 169.3,
169.1 (7 C, 7 CO). 137.1 (NCN), 55.5 (OMe), 20.5 (2 C), 20.4 (3 C) y 20.3 (2 C) (7 MeCO).
HETCOR (125.5 MHz, CDCly): Figura 9.

EM (FAB): m/z 697 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para CogH3gN2Oy7: C, 49.85; H, 5.68; N, 4.14. Encontrado: C, 49.80;

H,5.61; N, 3.93.
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5.3.2.10. Metil 2,3,4-tri-O-acetil-6-desoxi-6-{3-[2,3,6-tri-O-acetil-4-0-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-

53.3.

[-D-glucopiranosil)-B-D-glucopiranosil jcarbodiimide]-o-D-glucopirandsido (20).

OAc OAc
AcO Q (o)
AcO AcO N=C=
AcO AcO AcO Q
AcO
20 AcOoMe

Rendimiento: 529 mg (50%); [a]p +44.5° (¢ 1.6, CHyCly); R (AcOEt-éter de I;elr()leo 1:1)
0.56.

IR (KBr): Viax 2947, 2149 (vnen), 1755, 1371, 1227 y 1047 cm’l,

TH RMN (500 MHz, CDCl3): Figura 10, Tabla 5 y § 3.42 (s, 3 H, OMe), 2.14, 2.09, 2.07,
2.03,2.02,2.01 y 1.99 (7 s, 30 H, 10 MeCO).

COSY (500 MHz, CDCl3): Figura 11.

13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 6 y 8 170.3-168.9 (10 C, 10 CO), 137.4 (NCN), 55.6
(OMe) y 20.7-20.3 (10 C, 10 MeCO).

EM (FAB): m/z 985 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para C49Hs54N2035: C, 49.90; H, 5.58; N, 2.91. Encontrado: C, 50.20;
H,5.58; N, 2.64.

Reactividad de carbodiimidas de aziicares. Preparacion de pseudooligosacaridos con

puentes de urea y tiourea..
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A) Reactividad de carbodiimidoaziicares con agua en medio 4dcido.

A una disolucion de la correspondiente carbodiimida de aziicar (0.5 mmol) en tolueno (3
ml), se afiade AcOH glacial (0.1 ml) y agua (0.05 ml). La mezcla de reaccién se agita a temperatura

ambiente durante quince minutos y se concentra.

5.3.3.1. N-Metil-N'-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)urea (21).

OAc

AcO Q ("3 !
AcO NH-C— NH- Me

AcO
21

Rendimiento: 198 mg (98%); [ap +11.4 (¢ 1.2, CH,CL); Ry (AcOEt-éter de petréleo 3:1)

0.24.

IR (KBr): Vpax 3366, 2949, 1750, 1661 (Vo urea)» 1564, 1373, 1227 y 1036 cmL,

TH RMN (300 MHz, CDCl3): Tabla 7 y 8 6.81 (sa, 1 H, NH), 5.92 (da, 1 H, J; ng 89 Hz,
NH), 2.77 (s, 3 H, N'Me), 2.08, 2.07,2.04 y 2.03 (4 5, 12 H, 4 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Tabla 8 y & 171.2, 170.7, 169.8, 169.6 (4 CO éster), 158.1
(CO urea), 27.0 (MeN) y 20.6 (4 MeCO).

EM (FAB): m/z 427 (100%, {M + Na]*).

Andlisis: Calculado para C;gHp4N7010: C, 47.52; H, 5.98; N, 6.93. Encontrado: C, 47.52;
H, 5.81; N, 7.00.
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5.3.3.2. 6-Desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilidén-6-(3-metilureido)-o-D-galactopiranosa (22).

0
It
o NH-C-NH-Me

X g

%o

e

Rendimiento: 153 mg (97%); [alp -36.9° (¢ 1.2, CH,;Cly); Re(AcOEt) 0.40. )

IR (KBr): Vp,ax 3347, 2988, 2936, 1632 (Vco urea)> 1582, 1383, 1254, 1211, 1071 y 1003
cml, .

1H RMN (300 MHz, CDCl5): Tabla 7 y § 5.02 (sa, 2 H, 2 NH), 2.75 (s, 3 H, N'Me), 1.50
144,134y 132 (45,12 H, 4 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Tabla 8 y § 168.1 (CO urea), 109.2, 108.7 (2 CMey), 27.9
(MeN), 27.0 (2 C), 269 y 25.9 (4 Me).

EM (FAB): m/z 339 (100%, M + Na]*) y 317 (80, (M + H]*).

Andlisis: Calculado para C14H4N,0¢: C, 53.15; H, 7.65; N, 8.85. Encontrado: C, 53.08; H,
7.99; N, 8.83.
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5.3.3.3. 6-Desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilidén-6-[3-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-B-D-

glucopiranosiljureido]-o-D-galactopiranosa (23).

' OAc

AcO O ]
AcO NH~C—N

AcO o
0
0o
23 /K

Rendimiento: 304 mg (96%); [alp-21.5° (¢ 1.1, CHaCly); Re(CCly-acetona 3:1) 0.28.

IR (KBr): Vpnax 3370, 2988, 2938, 1753, 1659 (VCO urea)» 1562, 1377, 1229 y 1067 cm’!.

IH RMN (300 MHz, CDCly): Figura 12. Tabla 7y 8 5.48 (sa, 1 H, NH), 5.19 (sa, 1 H, NH),
2.08,2.06,2.03.2.02 (4 5,12 H,4 MeCO), 145,144,134y 133 (4 s, 12 H, 4 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCls): Figura 13. Tabla 8 y & 170.8, 170.6, 169.5, 169.3 (4 CO
éster), 156.4 (CO urea), 109.3, 108.7 (2 CMe;y),27.5(2C),25.9,258,(4 Me) y205 (4 C, 4
MeCO).

EM (FAB): m/z 655 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para Ca7H49N2045: C, 51.26; H, 6.37; N, 4.43. Encontrado: C, 51.46;
H, 6.37; N, 4.47.
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5.3.3.4. 6-Desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilidén-6-{3-[2,3,6-tri-O-acetil-4-0-(2',3',4',6'-tetra-0O-

acetil-B-D-glucopiranosil)-B-D-glucopiranosillureido}-o-D-galactopiranosa (24).
OAc OAc
AcO’é&/ o) ¥
AcO AcO NH-C-N
AcO AcO >( o
24 /K

Rendimiento: 451 mg (98%); [alp -21.5° (¢ 0.9, CH,Cly); Re(CCly-acetona 3:1) 0.22,

R (KBr): Vpax 3389, 2940, 1753, 1650 (VCo urea)s 1377, 1229 y 1040 cmL.

1H RMN (500 MHz, CDCl3): Figura 14. Tabla7 y 8 541 (da, 1 H, Jy'nu 9.5 Hz, NH),
5.21 (sa, 1 H, NH), 2.10, 2.08, 2.02, 2.01, 2.00, 1.99, 1.97 (7 s, 21 H, 7 MeCO), 147, 142,
131y 1.30 (4 5, 12 H, 4 Me).

COSY (500 MHz, CDCl3): Figura 15.

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Figura 16. Tabla 8 y & 171.0, 170.4, 170.1 (2 C), 169.3,
169.2, 168.9, 169.1 (7 CO éster), 156.3 (CO urea), 109.3, 108.7 (2 CMe,), 25.8 (2 C), 24.8,
24.1 (4 Me), 20.7, 20.6, 20.5 y 20.4 (4 C) (7 MeCO).

EM (FAB): m/z 943 (100%, [M + NaJ*).

Andlisis: Calculado para C39HsgN2O53: C, 50.87; H, 6.13; N, 3.04. Encontrado: C, 50.83;
H, 6.28; N, 3.04.
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5.3.3.5. 6-Desoxi-1,2:3,5-di-O-isopropilidén-6-(3-metilureido)-o-D-glucofuranosa (25).

Hev
s

Rendimiento: 155 mg (98%); [a]p+14.0° (¢ 1.1, CHClp); R¢(CCly-acetona 3:1) 0.23,

IR (KBr): Vmax 3364, 2988, 2936, 1643 (Vo urea)s 1574, 1221, 1167 y 1003 cm’!.

1H RMN (500 MHz, CDCls): Tabla 7 y 8 5.15 (sa, 2 H, 2 NH), 2.73 (s, 3 H, N'Me), .46
132y1.31(3s,12H,4 Me).

13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 8 y 8 159.3 (CO urea), 112.0, 100.7 (2 CMey), 26.8
(MeN), 26.9, 26.7,24.0y 23.3 (4 Me).

EM (FAB): m/z 339 (100%, {M + Na]*).

Andlisis: Calculado para C14H24N70¢: C, 53.15; H, 7.65; N, 8.85. Encontrado: C, 53.14; H,
7.59; N, 8.85.
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5.3.3.6. 6-Desoxi-1,2:3,5-di-O-isopropilidén-6-[3-(2',3',4',6'-tetra-Q-acetil-p-D-

glucopiranosil)ureido]-o-D-glucofuranosa (26).

OAc

AcO Q 9
ACO%, NH-C-N
AcO (::l/
\)\e_?
(o]
26 Oﬁ/

Rendimiento: 310 mg (98%); [a]lp+6.9° (¢ 1.1, CH,Cl); Re(CCly-acetona 3:1) 0.27.

IR (KBr): Vimax 3383, 2991, 2943, 1753, 1697 (VCO urea)s 1562, 1230 y 1035 cmL.

1H RMN (500 MHz, CDCl5): Tabla 7 y § 5.87 (sa, 1 H, N'H), 3.37 (sa, 1 H, NH), 1.9, 1.97,
1.95,1.93 (4 s, 12 H, 4 MeCO), 1.40, 1.29, 1.25y 1.24 (4 s, 12 H, 4 Me).

13C RMN (125.5 MHz, CDCls): Tabla 8 y 8§ 170.8, 170.7, 169.9, 169.7 (4 CO éster), 156.8
(CO urea), 112.2, 101.0 (2 CMe,), 27.1, 26.5, 23.9, 23.8, (4 Me), 20.8, 20.7, 20.6 y 20.5 (4
MeCO).

EM (FAB): m/z 655 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para Cp7H4oN7045: C, 51.26; H. 6.37; N, 4.43. Encontrado: C, 51.14;
H, 6.44; N, 4.42.
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5.3.3.7. 6-Desoxi-1,2:3,5-di-O-isopropilidén-6-{3-[2,3,6-tri-O-acetil-4-0-(2',3',4',6'-tetra-0-

acetil-B-D-glucopiranosil)§-D-glucopiranosillureido}-a-D-glucofuranosa (27).

- H

Rendimiento: 442 mg (96%); [a)p-2.2° (¢ 0.8, CHyCly); R¢(CCly-acetona 3:1) 0.25.

IR (KBr): Viax 3389, 2928, 2857, 1753, 1645 (Vco urea)» 1377, 1231 y 1038 cm™L.

IH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 7 y 8 5.45 (sa, 1 H, N'H), 4.92 (s, 1 H, NH), 2.10, 2.08,
2.07,2.05,2.04,2.00,1.97 (75,21 H, 7 MeCO), 1.34,1.30, 1.27 y 1.24 (4 5, 12 H, 4 Me).
13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Tabla 8 y § 171.1, 170.4, 170.1 (2 C), 169.3, 169.2, 168.9, (7
CO éster), 156.4 (CO urea), 112.2, 100.9 (2 CMey), 29.6,29.2, 27.0, 26.4 (4 Me), 20.7, 20.6,

20.5y20.4 (4 C) (7 MeCO).
EM (FAB): m/z 943 (100%, (M + Na]*).
Andlisis: Calculado para C39HsgN2073: C, 50.87; H, 6.13; N, 3.04. Encontrado: C, 51.20;

H,5.84; N, 3.15.
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5.3.3.8. Metil 2,3,4-tri-O-acetil-6-desoxi-6-(3-metilureido)-c-D-glucopirandsido (28).

NH-C- NH- Me
AcO Q
AcO
AcO oMe
28

Rendimiento: 180 mg (96%); [alp+96.0° (¢ 1.0, CHyCly); Re(CClg-acetona 1:1) 0.41.

IR (KBr): vinax 3347, 2942, 1751, 1651 (VCO urea)> 1568, 1373, 1227 y 1045 cm'{.

IH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 7 y 8 3.39 (s, 3 H, OMe), 2.75 (s, 3 H, N'Me), 2.08,
2.06y2.00 (3 5,9 H, 3 MeCO). '
13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 8 y § 170.1 (2 C), 169.8 (3 CO éster), 158.9 (CO
urea), 55.0 (OMe), 29.8 (MeN) y 20.4 (3 C, 3 MeCO).

EM (FAB): m/z 399 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para Cy5H4N;0g: C, 47.87; H, 6.43; N, 7.44. Encontrado: C, 47.63; H,
6.29; N, 7.63.

5.3.3.9. Metil 2,3,4-tri-O-acetil-6-desoxi-6-[3-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-p-D-

glucopiranosil)ureido}-o-D-glucopirandsido (29).

OAc

e 0] I(l)
A NH- C~N

AcO AcO Q
AcO

AcO OMe
29
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Rendimiento: 336 mg (97%); [alp+61.0° (¢ 0.8, CH)Cly); R¢(CCly-acetona 1:1) 0.64.

IR (KBI): Viax 3406, 2960, 2851, 1753, 1648 (VO urea)> 1560, 1228 y 1035 cmL.

TH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 7 y & 5.15 (t, 1 H, Jgs N = Jeb,Nu 6.1 Hz, NH), 5.45
(sa, 1 H, N'H), 3.35 (s, 3 H, OMe), 2.06,2.04 (2C),2.01,1.99,198 y 1.95 (6 5,21 H, 7
MeCO).

13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla8 y § 171.3, 170.7, 170.4. 170.1, 170.0, 169.9, 169.7.
(7 C, 7 CO éster), 156.3 (CO urea), 55.5 (OMe), 20.7 (2 C) y 20.6 (5 C) (7 MeCO).

EM (FAB): m/z 715 (100%, [M + Nal*).

Andlisis: Calculado para CogH4oN7O;g: C, 48.55; H, 5.82; N. 4.04. Encontrado: C,,48.14;
H, 5.74; N, 4.29.

5.3.3.10. Metil 2,3,4-tri-O-acetil-6-desoxi-6-{3-[2,3,6-tri-O-acetil-4-0-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-
B-D-glucopiranosil)f-D-glucopiranosiljureido]-c-D-glucopirandsido (30).

OAc OAc
ACO& 0: o 0 g_
AcO MO NH-C-N
AcO AcO AcO Q
AcO
AcO
30 OMe

Rendimiento: 485 mg (99%); [alp+40.4° (¢ 1.1, CHyCly); R; (AcOEt-éter de petréleo 1:1)

0.15.
IR (KBI): Vinax 3407, 3135, 2957, 1755, 1646 (Vo urea)» 1562. 1377, 1229 y 1040 cmL,

1H RMN (500 MHz, CDCl5): Tabla 7 y & 5.47 (sa, 1 H, N'H). 5.08 (sa, 1 H, NH), 3.36 (s, 3
H, OMe), 2.10, 2.07, 2.06, 2.03, 2.02, 2.01, 2.00, 1.99, 1.98 y 1.97 (10 5, 30 H, 10 MeCO).
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13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 8 y 8 171.4, 170.4, 170.1 (2 C), 169.9 (2 C), 169.8,
169.3, 169.2, 168.9 (10 C, 10 CO éster), 156.0 (CO urea), 55.3 (OMe), 20.9, 20.8, 20.6 (2
C),205(3C)y204 (3 C)(10C, 10 MeCO).

EM (FAB): m/z 1003 (100%, [M + NaJ*).

Andlisis: Calculado para C4oHsgN2O26: C, 48.98; H, 5.75; N, 2.87. Encontrado: C, 49.01;
H, 5.81; N, 2.87.

B) Obtencién de ureidoaziicares desprotegidos.

La desprotecci6n de las ureas 22-30 se lleva a cabo segiin el procedimiento descrito en los

Métodos generales (Apartado 5.1), a partir de 0.4 mmol del correspondiente producto protegido.

5.3.3.11. 6-Desoxi-6-(3-metilureido)-D-galactopiranosa (31).

o)
"
o NH-C—NHMe
o&
H OH
OH

31

Rendimiento: 92 mg (98%); [alp+43.4° (¢ 1.3, Hy0); R¢ (CH;Cl-MeOH 1:1) 0.70;

proporcién o/p 1:1.8 (integracién de H-1).
TH RMN (500 MHz, D;0): Tabla 9 y § 2.52 (s, 3 H, N'Me).
13C RMN (75.5 MHz, D;0): Tabla 10 y § 159.4 (CO urea) y 26.4 (MeN).

EM (FAB): m/z 259 (100%, [M + Na]*).
Andlisis: Calculado para CgH1gN2Og: C, 40.68; H, 6.83; N, 11.86. Encontrado: C, 40.79; H,

6.68; N, 11.91.
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5.3.3.12. 6-Desoxi-6-[3-(B-D-glucopiranosil)ureido]-D-galactopiranosa (32).

OH

o)
HO (@] ] HO
4 NH— C— NH— o

OH Hok\p OH

32 OH

Rendimiento: 149 mg (97%); [a]p+16.5° (¢ 0.8, HyO); R¢ (BuOH-AcOH-H,O 2:1:1) 0.28;
proporcién o/p 1:2 (integracién de H-1), '
IH RMN (500 MHz, D,0): Tabla 9.

13C RMN (100.6 MHz, D,0): Tabla 10 y 8 159.5 (CO urea).

EM (FAB): m/z 407 (50%, [M + Nal*).
Andlisis: Calculado para C13H4N2017: C, 40.62; H, 6.29; N, 7.29. Encontrado: C, 40.60;

H, 6.22; N, 7.33.

5.3.3.13. 6-Desoxi-6-{3-[4-0-(B-D-glucopiranosil)-3-D-glucopiranosilJureido}-D-

galactopiranosa (33).

%&,O&V

33

NH— C— NH—li

Rendimiento: 196 mg(90 %); [alp +16.5° (¢ 0.9, H)0); R¢ (BuOH-AcOH-H,0 2:1:1) 0.24;

proporcién o/p 1:1.8 (integracién de H-1).
1H RMN (500 MHz, D,0): Tabla 9.
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13C RMN (125.5 MHz, D;0): Tabla 10 y 8 159.0 (CO urea).

EM (FAB): m/z 569 (100%, [M + NaJ*).
Andlisis: Calculado para Cy9H34N2016: C, 41.76; H, 6.27; N, 5.13. Encontrado: C, 42.04;

H, 6.22; N, 5.14.

5.3.3.14. 6-Desoxi-6-(3-metilureido)-D-glucopiranosa (34).

Rendimiento: 92 mg (98%); [olp+43.4° (¢ 1.6, H0); R¢ (CH2Cl-MeOH 1:1) 0.67;
proporcién o/f 1:1.9 (integracién de H-1).

TH RMN (500 MHz, D;0): Tabla 9y 6 2.60 (s, 3 H, N'Me).

13C RMN (125.5 MHz, D,0): Tabla 10y § 161.2 (CO urea) y 26.3 (MeN).

EM (FAB): m/z 259 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para CgH1¢N,Og: C, 40.68; H, 6.83; N, 11.86. Encontrado: C, 40.79; H,
6.81; N, 11.89.

5.3.3.15. 6-Desoxi-6-[3-(B-D-glucopiranosil)ureido]-D-glucopiranosa (35).

OH o
HO Q !
BRI =
H
OH H OH

35 OH



160 Parte Experimental

Rendimiento: 149 mg (97%); [a]p +15.5° (¢ 2.0, H,0); R¢ (BuOH-AcOH-H;0 2:1:1) 0.23;
proporcién o/f 1:2.5 (integracién de H-1),

1H RMN (500 MHz, D,0): Figura 17. Tabla 9.

13C RMN (100.6 MHz, D,0): Figura 18. Tabla 10 y 8 161.1 (CO urea).

EM (FAB): m/z 407 (50%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para C13Hy4N70q1: C, 40.62; H, 6.29; N, 7.29. Encontrado: C, 40.62;
H, 6.25; N, 7.32.

5.3.3.16. 6-Desoxi-6-{3-[4-0-(B-D-glucopiranosil)3-D-glucopiranosil jureido}-D-glucopiranosa

(36).
OH
OH
HO (@] O
H O fl
A NH—C—N o
HO
OH HO OH
36 OH

Rendimiento: 186 mg (85 %); {op +5.0° (¢ 1.0, Hy0); Rf (BuOH-AcOH-H,0 2:1:1) 0.18;
proporci6n o/p 1:1.8 (integracién de H-1).

1H RMN (500 MHz, D,0): Tabla 9.

13C RMN (125.5 MHz, D5,0): Tabla 10 y & 159.6 (CO urea).

EM (FAB): m/z 569 (70%, [M + Na]*).
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Andlisis: Calculado para C1gH34N7016: C, 41.76; H, 6.27; N, 5.13. Encontrado: C, 41.65;
H,6.24; N, 5.13.

5.3.3.17. Metil 6-desoxi-6-(3-metilureido)-o-D-glucopiranésido (37).

?
NH-C— NH- Me

H 0]

HO oMe
37 ’

Rendimiento: 96 mg (96%); [a]p+95.2 (¢ 1.0, H0); R¢ (BuOH-AcOH-H,0 2:1: 1)' 0.48.
1H RMN (500 MHz, D,0): Tabla 9 y & 3.23 (s, 3 H, OMe) y 2.60 (s, 3 H, N'Me).
13C RMN (75.5 MHz, D,0): Tabla 10 y § 161.6 (CO urea), 55.1 (OMe) y 26.7 (MeN).

EM (FABY): m/z 273 (100%, [M + Na]*).
Andlisis: Calculado para CoH;gN,Og: C. 43.19; H, 7.25; N, 11.19. Encontrado: C, 43.25; H,

7.54; N, 11.19.

5.3.3.18. Metil 6-desoxi-6-[3-(B-D-glucopiranosil)ureido]-o-D-glucopiranésido (38).

OH 5
HO Q I
H NH—C—N
OH H ]
H
o)
38 HO oMe
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Rendimiento: 146 mg (92%); [alp+71.7° (¢ 1.2, Hy0); Re(BuOH-AcOH-H,0 2:1:1) 0.21.
1H RMN (500 MHz, D,0): Figura 19. Tabla9 y & 3.29 (OMe).
13C RMN (75.5 MHz, D,0): Figura 20. Tabla 10 y & 159.8 (CO urea) y 55.0 (OMe).

EM (FAB): m/z 421 (100%, [M + Na]*).
Andlisis: Calculado para Ci4H¢N2015: C, 42.21; H, 6.58; N, 7.03. Encontrado: C, 42.31;

H, 6.42; N, 7.08.

5.3.3.19. Metil 6-desoxi-6-{3-[4-0-(B-D-glucopiranosil)-B-D-glucopiranosil jureido}-o-D-
glucopirandsido (39).

OH
o) OH o)
HH o) i
. H NH—C—N
HO
HO

39 OMe

Rendimiento: 186 mg (83%); [a]lp+34.1° (¢ 0.8, Hy0); R¢ (BuOH-AcOH-H,0 2:1:1) 0.10.
1H RMN (500 MHz, D,0): Figura 21. Tabla9 y & 3.24 (OMe).

13C RMN (125.5 MHz, D,0): Figura 22. Tabla 10 y & 159.7 (CO urea) y 54.9 (OMe).

EM (FAB): m/z 583 (60%, [M + Nal*). ,

Andlisis: Calculado para CygH3gN2Oy4: C, 42.86; H, 6.47; N, 5.00. Encontrado: C, 42.76;
H, 6.49; N, 4.99.
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C) Reactividad de carbodiimidas de aziicares con sulfuro de hidrégeno.

A través de una suspensién de la correspondiente carbodiimida (1 mmol) y silica gel (0.7
g) en tolueno o CH,Cl, (8 mL) a 0 °C se burbujea H,S seco (CaCly) durante 5-6 h. La mezcla de

reaccién se concentra, se extrae con AcOEt y se purifica por cromatografia en columna empleando

el eluyente que se indica en cada caso.

5.3.3.20. 6-Desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilidén-6-(3-metiltioureido)- o-D-galactopiranosa (40).

"
NH~ C— NH Me
o)
X q
Qo

0\

Rendimiento: 299 mg ( 90%); [op -45.9° (¢ 1.0, CH,Cly); Re(AcOEt-éter de petréleo 2:1)
0.54.

UV (CHyClp): 246 nm (g, 8.1).

IR (KBr): 3360, 3268, 2986, 2936, 1561, 1381, 1213 y 1069 cm'L.

TH RMN (300 MHz, CDCl3, 313K) Tabla 11 y 8 6.54 (ca, 1 H, JNu M. 4.8 Hz, N'H), 6.40
(ta, JNH6a = INH 60 44 Hz, NH), 291 (d, 3 H, MeN), 1.46, 1.38, 1.28 y 1.26 (45, 12 H, 4
Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 313K): Tabla 12 y § 183.1 (CS), 109.2, 108.8 (2 CMey), 30.4
(MeN), 25.8,25.7, 24.7 y 24.1 (4 Me).
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EM (FAB): m/z 355 (100%, [M + Nal*) y 333 (30, [M + H]%).
Andlisis: Calculado para Cy4Hy4N»OsS: C, 5;0.58: H, 7.28; N, 8.43; S, 9.64. Encontrado: C,

50.52; H,7.33; N, 8.44; S, 9.61.

5.3.3.21. 6-Desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilidén-6-[3-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-B-D-

glucopiranosil)tioureido]-a-D-galactopiranosa (41).

AcO Q v
AcO NH-C— N
o)
AcO >( o
%0

.« A

Rendimiento: 421 mg (65%); {op -29.9° (¢ 1.0, CH,Cly); R¢ (AcOEt-éter de petrdleo 1:1)

0.46.
UV (CH,Cly): 254 nm (e 16.6).

IR (KBr): 3370, 2982, 2942, 1757, 1537, 1379, 1223 y 1040 cm™}-

IH RMN (300 MHz, CDCl; 313K): Tabla 11 y & 6.82 (sa, 1 H, NH), 6.65 (sa, 1 H, NH).
2.07, 2.05, 2.02, 2.00 (4 s, 12 H, 4 MeCO), 1.49. 1.42 y 1.31 (3s, 12 H, 4 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3_313K): Tabla 12y 5 183.9 (CS), 171.2, 170.6, 169.8, 169.5 (4
CO), 109.4 (CMe)), 108.8 (CMe), 26.9, 26.8, 24.8, 24.1 (2 CMey), 20.6 (2 C) y 20.4 (4C, 4

MeCO).
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EM (FAB): m/z 671 (100%. [M + Na]*) y 649 (35. [M + H]*).
Andlisis : Calculado para Co7H4oN2014S: C, 49.99; H, 6.22; N, 4.32; S, 4.94. Encontrado:
C,50.06; H, 6.27 ; N, 4.32: S, 4.67.

5.3.3.22. 6-Desoxi-1,2:3,5-di-O-isopropilidén-6-(3-metiltioureido)- o-D-glucofuranosa (42).

S

il
Me-NH—C~ f\(l)H_—_)
ﬁ\/o
O 4
42 l

Rendimiento: 288 mg (87 %); [ap +6.3° (¢ 0.9. CH,Cly); Rf (AcOEt-éter de petrdleo 2:1)
0.51.

UV (CHyClp): 258 nm (g 2.3).

IR (KBr): 3324, 2986, 2936. 1557, 1377, 1219 y 1080 cm"L.

IH RMN (300 MHz, CDCl;_313K): Tabla 11y § 6.55 (sa, 1 H, NH), 6.16 (sa, 1 H, NH),
3.00(d, 3 H, Jpe Nu 4.8 Hz. MeN), 1,47, 1.35,1.34y 1.31 (4 5, 12 H, 4 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 313K): Tabla 12 y § 183.7 (CS), 112.3, 101.1 (2 CMey), 30.9
(MeN), 27.0,26.4, 24.1 y 23.8 (4 Me).

EM (FAB): m/z 355 (90%. [M + Nal*) y 333 (50. {M + H]*).
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Andlisis : Calculado para C;j4H4N205S: C, 50.58; H, 7.28; N, 8.43; S, 9.64. Encontrado: C,
50.69; H, 7.35; N, 8.40; S, 9.60.

5.3.3.23. 6-Desoxi-1,2:3,5-di-O-isopropilidén-6-[3-(2',3',4',6'-tetra-O-acetil-p-D-

glucopiranosil)tioureido]-o-D-glucofuranosa (43).

OAc

S
AcO Q i
‘:Aco/ég, NH-C—N
AcO O 0

-

Rendimiento: 453 mg (70%); [ol]p -5.9° (¢ 1.0, CHyCly); R¢ (AcOEt-éter de petrdleo 1:1)
045.

UV (CH,Clp): 257 nm (gm 28.1).

IR (KBr) 3335, 2993, 2939, 1757, 1547, 1377, 1219 y 1033 cm’1.

TH RMN (300 MHz, CDCls, 313K): Figura 23. Tabla 11 y 8 6.46 (sa, 1 H, NH), 7.00 (sa, 1
H, NH), 2.06, 2.05, 2.02,2.01 (4 5,12 H,4 MeCO), 1.48,1.40,1.35y 1.32 (35,12 H, 4
Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 313K): Figura 24. Tabla 12 y § 184.4 (CS), 1709, 170.3,
169.6, 169.4 (4 CO), 112.4, 101.4 (2 CMep), 27.1,26.4,23.9, 23.8 (2 CM<), 20.6 ,20.5 y
20.4 (4 MeCO).
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HETCOR (75.5 MHz, CDCl3, 313K): Figura 25.

EM (FAB): m/z 671 (100%, [M + Na]*) y 649 (65, [M + H]*).
Andlisis : Calculado para C7H40N2014S: C, 49.99; H, 6.22; N, 4.32; S, 4.94. Encontrado:

C,49.74; H, 6.07 ; N, 4.35; S, 4.98.

5.3.3.24. Metil 2,3,4-tri-O-acetil-6-desoxi-6-(3-metiltioureido)-o-D-glucopirancsido (44).

)
NH- G- NH- Me
AcO Q ;
AcO
AcO OMe

44

Rendimiento: 337 mg (86 %); [adp +124.0° (¢ 0.7, CHyClp); Re(AcOEt-éter de petréleo
3:1) 0.16.

UV (CH,Clp): 250 nm (g 9.9).

IR (KBr): 3383, 3298, 1753, 1561, 1227 y 1044 cmL.,

1H RMN (300 MHz, CDCl3, 313K): Tabla 11y § 6.29 (c, 1 H, Jymme4.8 Hz, N'H), 6.10 (t,
1H, Jea N = Joonu 59 Hz, NH), 3.40 (s, 3 H, OMe), 3.00 (d, 3 H, MeN), 2.07,2.06 y 1.99
(35,9 H, 3 MeCO).

13C RMN (75.5 MHz, CDCI3, 313K): Tabla 12y § 182.0 (CS), 170.2, 170.1, 169.8 (3 CO),
55.5 (OMe), 30.6 (MeNH), 20.6 y 20.5 (2C) (3 MeCO).

EM (IE): m/z 393 (100%, MH'+) y 359 (49, MH'* - MeOH).
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Andlisis : Calculado para C15H4N704S: C, 45.91; H, 6.16; N, 7.14; S, 8.17. Encontrado: C,
45.95; H, 598; N, 7.11; §, 8.38.

5.3.3.25. Metil 2,3,4-tri-O-acetil-6-desoxi-6-[3-(2',3',4",6'-tetra-O-acetil-§-D-

glucopiranosil)tioureido]-a-D-glucopiranosido (45).

OAc

S
0 0 W
ACAC&/ NH~C~=N
AO Ao Q

AcO
AcO oMe

Rendimiento: 439 mg (62%); [adp +67.0° (¢ 0.9, CHyCly); Rf (AcOEt-éter de petrdleo 1:1)

0.35.
UV (CH2CI2): 255 nm (g 11.0).

IR (KBr): 3368, 2955, 1748, 1537, 1371, 1230y 1043 cm”L.
TH RMN (300 MHz, CDCl3, 313K): Tabla 11y & 6.80 (sa, 1 H.N'H), 6.60 (m, 1 H,NH),

3.39 (s, 3 H, OMe), 2.08, 2.06, 2.05, 2.02, 2.01,2.00 y 1.98 (75, 21 H, 7 MeCO) .
13C RMN (75.5 MHz, CDCl3, 313K): Tabla 12 y & 184.5 (CS), 171.2, 170.4, 170.0, 169.9,

169.7, 169.6, 169.4 (7 CO), 55.6 (OMe), 20.5 y 20.4 ( 7 MeCO).
EM (FAB): m/z 731 (85%, [M + Na]*) y 709 (20, [M + H]*).
Andlisis : Calculado para CogHsoN2017S: C, 47.45; H, 5.69; N, 3.95; S, 4.52. Encontrado:

C,47.47;H,5.75;N,3.97; §,4.51.
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D) Obtencién de tioureidoaziicares desprotegidos.

La desprotecci6n de las tioureas 40-45 se llevé a cabo segtin los procedimietos descritos en
los Métodos generales (Apartado 5.1).

5.3.3.26. 6-Desoxi-6-(3-metiltioureido)-D-galactosa (46).

S

1]
NH— C—NH- Me
HO ’

o]

H OH
OH
46

Se obtuvo por desacetilacién convencional y desacetalacién de 40 (0.5 mmol).

Rendimiento: 123 mg (98%); (o] +46.8° (¢ 0.9, HyO); R¢ (AcOEt-EtOH-H;0 45:5:3) 0.23;
proporcién o:p 1:1.7 (integracién de H-1).

UV (H;0): 236 nm (e;Mm 9.9).

TH NMR (500 MHz, D,0, 313K): Tabla 11 y 8 3.01 (s, 3H, MeN).

13C RMN (75.5 MHz, D50, 313K): Tabla 12y § 179.9 (CS) y 30.4 (MeN).

EM (FAB): m/z 275 (100%, [M + Na]*).
Andlisis : Calculado para CgHgN,O5S: C, 38.08; H, 6.39; N, 11.10; S, 12.71. Encontrado:

C,38.02; H,6.50; N, 11.12; S, 12.72.
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5.3.3.27. 6-Desoxi-6-(3-metiltioureido)-D-glucosa (47).

]
NH—=C— NH Me

HO Q
H OH
OH
47

Se obtuvo por desacetilacién convencional y desacetalacién de 42 (0.5 mmol).

Rendimiento: 121 mg (96%); [a]p +30.6° (¢ 0.8, H,0); Rf (AcOEt-EtOH-H,0 45:5:3)
0.24.; proporci6n o:p 1:1.8 (integracién de las sefiales correspondientes a H-1)

UV (H70): 236 nm (€M 5.6).

TH NMR (500 MHz, D,0, 313K): Figura 26. Tabla 11 .

I3C RMN (125.5 MHz, D20, 313K): Figura 27. Tabla 12 y 6 180.1 (CS) y 31.1 (MeN).
EM (FAB): m/z 275 (90%, [M + Na]*).

Andlisis : Calculado para CgH1gN,OsS: C, 38.08; H, 6.39; N, 11.10; S, 12.71. Encontrado:
C.38.25;H,6.37 ;N, 11.10; S, 12.78.
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5.3.3.28. Metil 6-desoxi-6-(3-metiltioureido)-o-D-glucopiranosido (48).

S
f
NH-C— NH Me

H 0]

HO ome
48

Se obtuvo por desacetilacién de 44 (0.5 mmol) durante 3 h

i

Rendimiento: 128 mg (96%); [op +88.0° (¢ 0.9, Hy0); Rf (CH,Ch-MeOH 4:1) 0.25.

UV (H;0): 234 nm (e 12.6). '

TH RMN (300 MHz, D,0, 343K): Tabla 1 y 8 4.11 (s, 3 H, NMe) y 3.67 (s, 3 H, OMe).
13C RMN (75.5 MHz, D50, 313K): Tabla 2y § 179.1 (CS), 58.1 (OMe) y 33.4 (MeN).
EM (FAB): m/z 289 (100%, [M + Na]*) y 267 (10, [M + H]*).

Andlisis : Calculado para CoHgN2OsS: C, 40.59; H, 6.81; N, 10.52; S, 12.04. Encontrado:
C,40.60; H, 6.70 ; N, 10.41; S, 12.04.
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5.3.3.29. 6-Desoxi-6-[N'-(B-D-glucopiranosil)tioureido]-D-galactopiranosa (3).

OH
)
H 0 1]
HO NH— G- NHOH
HO Q
H OH
3 HO

Se obtuvo por desacetilacién y desacetalacién de 0.5 mmol de 41.

Rendimiento: 190 mg (95%). Los datos fisicos y espectrosc6picos estdn descritos en el
apartado 5.3.1.3.

5.3.3.30 6-Desoxi-6-[ N'-(B-D-glucopiranosil)tioureido]-D-glucopiranosa (4).

H 0] %
v NH—C—N
HO HO Q
H OH
4 HO

Se obtuvo por desacetilacién y desacetalacién de 0.5 mmol de 43.

Rendimiento: 194 mg (97%). Los datos fisicos y espectroscopicos estdn descritos en el
apartado 5.3.14.
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5.3.3.31. Metil 6-desoxi-6-[ N'-(B-D-glucopiranosil)tioureido]-D-glucopiranésido (9).

OH
H (e} %
0 NH~C—N
HO H Q

H

«w

HO oMme

Se obtuvo por desacetilacién convencional de 45 (0.5 mmol). s

Rendimiento: 194 mg (94%). Los datos fisicos y espectroscépicos estin descritos en el
apartado 5.3.1.9.
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- 5.3.4. Procedimiento general para la preparacion de 5,6-(tiocarbamatos ciclicos) de D-

glucosa y L-idosa.

A una disolucién de la correspondiente 5-amino-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-o.-D-
gluco(B-L-ido)furanosa (120 mg, 0.55 mmol) en CH,Cl, (5 ml) se afiaden con agitacién a -10°C,
CS; (0.3 ml, 4.5 mmol) y DCC (114 mg, 0.55 mmol). Una vez concluida la adici6n, se deja que la
mezcla-de reaccién alcance la temperatura ambiente, y se continia la agitacion durante 6-7 horas,
controlando la reaccién por cromatografia en capa fina (AcOEt-éter de petréleo 2:1). El disolvente
se elimina a presion reducida, y el sirupo resultante se purifica ror cromatografia en columna de

!

gel de silice, utilizando el mismo eluyente.

5.3.4.1. 5-Amino-5-desoxi-1,2-0-isopropilidén-ca-D-glucofuranosa 5,6-(tiocarbamato
ciclico)? (49) .

s=<

Rendimiento: 115 mg (80%); [a]p -21.2° (¢ 1.0, acetona); R¢(AcOEt-éter de petréleo 2:1)
0.38.

UV (MeOH): 242 nm (g 16.3).

IR (KBr): Vimax 3337, 3262, 2980, 1530, 1485, 1375, 1020 y 847 cmL.

1H RMN (500 MHz, CD30D): Tabla 13 y § 1.44 y 1.29 (2 5, 6 H, 2 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CD30D): Tabla 14 y & 191.0 (CS), 113.0 (CMe3), 27.1 y 26.4 (2
Me). '

EM (FAB): m/z 284 (100%, [M + Na]*).

2 (4R)-4-[(4'R)-1',2'-O-Isopropilidén-B-L-treofuranos-4'-il]-oxazolidina-2-tiona.



Parte Experimental 175

Andlisis: Calculado para C1oH sNOsS: C, 45.96; H, 5.79; N, 5.36; S, 12.27. Encontrado:
C,4590; H, 5.62; N, 5.21; S, 12.25.

5.3.4.2. N-Acetil-3-O-acetil-5-amino-5-desoxi-1,2-0-isopropilidén-o-D-glucofuranosa 5,6-

(tiocarbamato ciclico)® (50) .

s=<

/

Ac DOac

o

e

Se obtuvo por acetilacién convencional de 49 (80 mg, 0.31 mmol) con Ac,O-piridina

(1:1, 3 ml) y purificaci6n por cromatografia preparativa (AcOEt-éter de petréleo 1:2).

Rendimiento: 102 mg (95%); [a]p +49.5° (¢ 1.2, CH,Ch); R (AcOEt-éter de petrdleo 1:1)
0.70.

UV (CHyClp): 266 nm (gym 13.4).

IR (KBr): Vimax 2998, 1750, 1699, 1507, 1373, 1229, 1086 y 1020 cm™1.

1H RMN (300 MHz, CDCl3): Tabla 13 y § 2.83 (s, 3 H, Me amida), 2.11 (s, 3 H, Me éster),
149y 1.30(2s,6 H, 2 Me). :

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Tabla 14 y § 185.7 (CS), 171.3 (CO amida), 169.0 (CO
éster), 112.4 (CMey), 26.2 (Me amida), 26.4, 25.9 (CMey) y 20.7 (Me éster).

EM (FAB): m/z 368 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para C14H1gNO;S: C, 48.69; H, 5.54; N, 4.06; S, 9.28. Encontrado: C,
48.91; H, 5.25; N, 4.00; S, 9.31.

b N-Acetil-(4R)-4-[(4'R)-3'-O-acetil-1',2'-O-Isopropilidén-B -L-treofuranos-4'-ill-oxazolidina-
2-tiona. ‘
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5.3.4.3. 5-Amino-5-desoxi-1,2-0O-isopropilidén-B-L-idofuranosa 5,6-(tiocarbamato ciclico) ©

(51).

51

Rendimiento: 122 mg (85%); [a]p+8.8 ° (¢ 0.5, CH2CL); Re(AcOEt-éter de petrdleo 2:1)
0.38. ’

UV (MeOH): 242 nm (gm 21.4).

IR (KBr): Vimax 3360, 2924, 1651, 1516, 1026 y 850 cm™1.

1H RMN (300 MHz, CD3OD): Figura 28. Tabla 13y 8§ 1.44 y 1.29 (2 s, 6 H, 2 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CD3OD): Figura 29. Tabla 14 y § 191.4 (CS), 113.0 (CMey), 27.2 y

26.4 (2 Me).
EM (FAB): m/z 284 (100%, [M + NaJ*).
Andlisis: Calculado para CioH;sNOsS: C, 45.96; H, 5.79; N, 5.36; S, 12.27. Encontrado:

C,46.35; H,5.84; N, 5.27; S, 12.49.

¢ (45)-4-[(4'R)-1',2'-O-Isopropilidén-B-L-treofuranos-4'-il]-oxazolidina-2-tiona.
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5.3.4.4. N-Acetil-3-0-acetil-5-amino-5-desoxi-1,2-0-isopropilidén-p-L-idofuranosa 5,6-
(tiocarbamato ciclico)d (52).

o
>=s
NAc

OAc
(0]

ST

Se obtuvo por acetilacion convencional de 51 (100 mg, 0.38 mmol) con Ac;O-piridina
(1:1, 3 ml) y purificacién por cromatografia preparativa (AcOEt-éter de petr6leo 1:2). '

Rendimiento: 128 mg (97%); [a)p-76.9° (¢ 1.2, CH;Cl); Rf (AcOEt-éter de peiréleo 1:1)
0.72.

UV (CH;,Cly): 266 nm (g, 10.0).

IR (KBr): Vmax 2934, 1750, 1705, 1516, 1377 y 1233 cm’L.

IH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 13 y & 2.81 (s, 3 H, Me amida), 2.14 (s, 3 H, Me éster),
1.52y 1.30(2 5,6 H, 2 Me).

13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 14 y § 185.8 (CS), 171.3 (CO amida), 169.5 (CO
éster), 112.6 (CMey), 26.5 (Me amida), 26.0, 26.1 (CMe,) y 20.9 (Me éster).

EM (FAB): m/z 368 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para C14H1gNO7S: C, 48.69; H, 5.54; N, 4.06; S, 9.28. Encontrado: C,
48.87; H,5.71; N, 3.98; §, 9.17.

d N-Acetil-(45)-4-[(4'R)-3'-0-acetil-1',2'-O-Isopropilidén-B -L-treofuranos-4'-il]-oxazolidina-
2-tiona.
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5.3.5. Procedimiento general para la preparacién de 5,6-(carbamatos ciclicos) de D-

glucosa y L-idosa.

A una disolucién de la correspondiente 5-amino-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-o.-D-
gluco(p-L-ido)furanosa (120 mg, 0.55 mmol) en CH,Cl, (8 ml) se afiade sucesivamente DIEA
(0.96 ml, 5.52 mmol) y BTC (81.6 mg, 0.29 mmol, 1.5 eq). Al cabo de 5 minutos, la mezcla de
reaccion se concentra y el residuo se purifica por cromatografia en columna, usando como

eluyente tolueno-acetona 1:1.

53.5.1. 5-Amino-5-desoxi-1,2-0-isopropilidén-o-D-glucofuranosa 5,6-(carbamato ciclico) ©

(53).

o=

Rendimiento: 132 mg (98%); [a]p-24.6° (¢ 1.0, MeOH); R¢ (tolueno-acetona 1:1) 0.35.

IR (KBr): viax 3441, 3237, 2961, 1707, 1412, 1242, 1082 y 853 cm’!,

TH RMN (300 MHz, CD30D): Figura 30. Tabla 13 y § 6.74 (sa, 1 H, NH), 1.65 (sa, 1 H,
OH), 1.51y 1.32 (2 5,6 H, 2 Me).

13C RMN (125.5 MHz, CD30D): Figura 31. Tabla 14 y § 162.2 (CO), 113.0 (CMey), 27.1
y 26.4 (2 Me); (75.5 MHz, CDCl3): Tabla 14 y & 158.2 (CO), 110.3 (CMe;), 25.8 y 25.1
(CMey).

EM (FAB): m/z 268 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para CigH;sNQg: C, 48.98; H, 6.16; N, 5.71. Encontrado: C, 48.96; H,

6.17; N, 5.73.

¢ 4R)-4-[(4'R)-1',2'-O-Isopropilidén-B-L-treofuranos-4'-il}-oxazolidina-2-ona.
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5.3.5.2. 5-Amino-5-desoxi-1,2-0-isopropilidén-B-L-idofuranosa 5,6-(carbamato ciclico) (54).

o
>=0
Ny

OH
0

54

Rendimiento: 123 mg (91%); [a]p +8.1° (¢ 0.3, CH;Cly); R¢(tolueno-acetona 1:1) 0.35.
IR (KBr): Viax 3354, 2986, 2932, 1740, 1381, 1219, 1072 y 1017 cm’L, ’

TH RMN (300 MHz, CDCl3): Tabla 13 y 8 5.95 (sa, 1 H, NH), 1.81 (sa, 1 H, OH), 149 y
132 25, 6 H,2 Me). '

13C RMN (75.5 MHz, CD30D): Tabla 14 y § 162.0 (CO), 112.9 (CMey), 27.1 y 264 (2
Me); (75.5 MHz, CDCl3): Tabla y 8 160.1 (CO), 112.0 (CMey), 26.7 y 26.0 (CMe,).

EM (FAB): m/z 268 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para C1oH;sNOg: C, 48.98; H, 6.16; N, 5.71. Encontrado: C, 48.97; H,
6.14; N, 5.71.

El producto 54 se obtuvo también con un rendimiento del 55% por tratamiento de la
amina (500 mg, 0.23 mmol) en CH;Cl; (4 ml) con DIEA (0.4 ml, 2.3 mmol, 10 eq) y 1,1*-

carbonildiimidazol (37 mg, 0.23 mmol, 1 eq) a temperatura ambiente durante 5 h.

f (45)-4-[(4'R)-1',2'-O-Isopropilidén-B-L-treofuranos-4'-il]-oxazolidina-2-ona.
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5.3.5.3. 3-0-Acetil-5-amino-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-B-L-idofuranosa 5,6-(carbamato
ciclico)® (55).

T

OAc
o]

R

A una disolucién de 5-amino-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-B-L-idofuranosa (100 mg,
0.46 mmol) en agua-acetona (1:1, 4 ml) se afiade CSCl; (68 ul, 0.68 mmol) y CaCOj3 (182 mg,

1.82 mmol). La mezcla de reaccién se agita a temperatura ambiente durante 72 horas. El
disolvente se elimina a presion reducida y el residuo resultante se acetila con AcoO-piridina (1: 1; 2

ml) y se purifica por cromatografia en columna usando como eluyente AcOEt-éter de petréleo 1:2.

Rendimiento: 41 mg (31%); [alp +9.8° (¢ 0.9, CHyCly); Rf (AcOEt-éter de petrSleo 1:1)

0.26.

IR (KBr): Vmax 3356, 2990, 2934, 1750, 1375, 1231, 1165, 1024 y 855 cm™!.

TH RMN (300 MHz, CDCl3): Tabla 13 y § 6.21 (s, 1 H, NH), 2.13 (s, 3 H, MeCO), 1.52 y
© 132 (25,6 H,2 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Tabla 14 y & 170.4 (CO éster), 159.2 (CO carbamato),

112.4 (CMey), 26.4,25.9 (CMey) y 20.5 (MeCO).

EM (FAB): m/z 310 (100%, [M + NaJ*).

Andlisis: Calculado para C;pH17NO7: C, 50.17; H, 5.96; N,4.88. Encontrado: C, 50.36; H,

5.86; N, 4.94,

£(4S )4-[(4'R)-3'-0-A¢etﬂ-1',2'-O-Isopropilidén-B-L-treofuranos-4'-il]-oxazolidina-2-ona.
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5.3.5.4. 5-Amino-5-desoxi-1,2-0-isopropilidén-B-L-idofuranosa 5,6:5,3-bis(carbamato
ciclico) (56).

Se obtiene por tratamiento de la amina (100 mg, 0.46 mmol) en CH,Cly (8 ml) con DIEA
(0.8 ml, 4.6 mmol) y BTC (228 mg, 0.77 mmol, 5 eq). Al cabo de 5 minutos, la mezcla de

reaccion se concentra y el residuo se purifica por cromatografia en columna, usando como
eluyente tolueno-acetona 1:1.

Rendimiento: 41 mg (15%); [alp +2.4° (¢ 0.5, CH,Clp); R¢ (AcOEt-éter de petréleo 3:1)
0.31.

IR (KBr): Vpmax 2926, 2859, 1669, 1620, 1591, 1474, 1404, 1273,754 y 673 cm™L.

TH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 13 y 8 1.53 y 1.35 (2 5, 6 H, 2 Me).

13C RMN (125.5 MHz, CDCls): Figura 32. Tabla 14 y 8 150.9, 144.2 (2 CO carbamato),
113.4 (CMey), 26.7 y 26.2 (CMey).

EM (FAB): m/z 294 (100%, [M + NaJ*).

53.6. Obtencidn de 2-oxa-(+)-castanosperminas.

Una disolucion del correspondiente 5,6-tiocarbamato(carbamato) ciclico (0.90 mmol) en
TFA-H>0 (9:1, 10 ml) se agita a temperatura ambiente controlando la reaccién por c.c.f. (AcOEt-
EtOH-H,O 45:5:3) hasta desaparicién del producto de partida (2 h aprox.). Se elimina el
disolvente a presién reducida, coevaporando varias veces con agua para eliminar las trazas de
acido. El residuo resultante se purifica por GPC (Sephadex G-10, MeOH-H,0 1:1).
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5.3.6.1. 5-Amino-5-desoxi-o-D-glucopiranosa 5,6-(tiocarbamato ciclico)? (57).

O
S S
ST o~
HO -

Rendimiento: 185 mg (93%); [alp+0.8° (¢ 0.8, Hy0); R¢ (AcOEt-EtOH-H,0 45:5:3) 0.61.
UV (H;0): 245 nm (g 17.4).

IR (KBr): viax 3372, 3291, 2924, 1456, 1373 y 1084 cm-1.

TH RMN (500 MHz, D,0): Figura 33. Tabla 15.

13C RMN (125.5 MHz, D,0): Figura 34. Tabla 16 y & 186.4 (CS).
EM (FAB): m/z 244 (100%, [M + Na]*) y 211 (40, [M + H]*).
Andlisis: Calculado para C7H;1NOsS: C, 38.00; H, 5.01; N, 6.33; S, 14.49. Encontrado: C,
38.11; H,5.16; N, 6.31; S, 14.23.

7

§.3.6.2. 1,2,3,4-Tetra-O-acetil-5-amino-5-desoxi-0-D-glucopiranosa 5,6-(tiocarbamato

ciclico)’ (58).

AcO
OAc

l_‘ (5R)-1-Desoxi-5-hidroxi-2-oxa-3-tioxo-(+)-castanospermina,
' (5R)-5,6,7,8-Tetra-0-acetil-1-desoxi-5-hidroxi-2-oxa-3-tioxo-(+)-castanospermina.
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Se obtuvo por acetilacién convencional de 57 (100 mg, 0.45 mmol) con AcyO-piridina
(1:1, 6 ml) y purificacién por cromatografia preparativa (AcOEt-éter de petréleo 1:1).

Rendimiento: 166 mg (95%); [olp +33.5° (¢ 0.8, CHCly); Re (AcOEt-éter de petréleo 1:1)
0.43.

UV (CH,Cl,): 248 nm (gyMm 27.6).

IR (KBr): Vinax 2928, 1753, 1431, 1373, 1217 y 1038 cm1,

IH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 15 y 8 2.16, 2.08,2.05 y 2.02 (4 s, 12 H, 4 MeCO).
13C RMN (125.5 MHz, CDCls): Tabla 16 y & 187.0 (CS), 169.8, 169.7, 169.2, 168.3 (4
CO0), 20.5, 20.4 y 20.2 (4 MeCO).

EM (FAB): m/z 412 (100, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para C1sHgNOgS: C, 46.27; H, 4.92; N, 3.60. Encontradb: C, 46.22;
H,4.82; N, 3.55.

5.3.6.3. 5-Amino-5-desoxi-a-L-idopiranosa 5,6-(tiocarbamato ciclico)j (59).

59

Rendimiento: 172 mg (87%); [o]p +64.0° (¢ 0.8, Hy0); Rt (AcOEt-EtOH- H0 45:5:3)
0.59.

UV (H;0): 245 nm (g 16.6).

IR (KBr): Vinax 3584, 3324, 2924, 1672, 1522, 1472 y 1059 cm™L.

IH RMN (500 MHz, DMSO-dg + D;0): Tabla 15.

J (SR, 8aS)-1-Desoxi-5-hidroxi-2-oxa-3-tioxo-(+)-castanospermina.
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13C RMN (125.5 MHz, DMSO-dg + D,0): Tabla 16 y § 187.1 (CS).

EM (FAB): m/z 244 (100%, [M + Na]*).
Andlisis: Calculado para C7H;1NOsS: C, 38.00; H, 5.01; N, 6.33; S, 14.49. Encontrado: C,

37.58; H, 5.02; N, 6.20; S, 14.02.

5.3.6.4. 1,2,3,4-Tetra-0Q-acetil-5-amino-5-desoxi-o-L-idopiranosa 5,6-(tiocarbamato ciclico)k

(60).

60

Se obtuvo por acetilacién convencional de 59 (100 mg, 0.45 mmol) con AcyO-piridina

(1:1, 6 ml) y purificacién por cromatografia preparativa (AcOEt-éter de petréleo 3:1).

Rendimiento: 170 mg (97%); [0]p-35.8° (¢ 1.2, CH:Cly); Rs (AcOEt-éter de petrdleo 3:1)
0.49.

" UV (CH,Ch): 250 nm (g0 15.9).

IR (KBr): Vmax 2930, 1748, 1434, 1373, 1215 y 1048 cm™L.,

IH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 15 y § 2.15,2.14,2.12 y 2.10 (4 s, 12 H, 4 MeCO).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Tabla 16 y 8 187.8 (CS), 169.6, 168.6, 168.2, 167.7 (4 CO),
20.5y20.2 (4 MeCO).

EM (FAB): m/z 412 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para Cy5HgNOgS: C, 46.27; H, 4.92; N, 3.60. Encontrado: C, 46.25;
H, 4.88; N, 3.55.

k (SR, 8aS)-5,6,7,8-Tetra-O-acetil-1-desoxi-5-hidroxi-2-oxa-3-tioxo-(+)-castanospermina.
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53.6.5. 5-Amino-5-desoxi-a-D-glucopiranosa 5,6-(carbamato ciclico) (61).

Rendimiento: 181 mg (93%); [alp +43.6 °(c 1.1, H0); R¢ (BuOH-AcOH- H,;0 2:1:1)
0.30.

IR (KBr): vy 3414, 3148, 1748, 1400, 1136 y 1063 el

1H RMN (500 MHz, D,0): Figura 35 y Tabla 15.

13C RMN (125.5 MHz, D,0): Tabla 16 y & 160.1 (CO).

HETCOR (125.5 MHz, D,0): Figura.36.

EM (FAB): m/z 228 (50%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para C;H;1NOg: C, 40.98; H, 5.40; N, 6.82. Encontrado: C, 40.69; H,

5.48; N, 6.82.

s

1 (5R)-1-Desoxi-5-hidroxi-2-0xa-3-0x0-(+)-castanospermina.
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5.3.6.6. 1,2,3,4-Tetra-0-acetil-5-amino-5-desoxi-o-D-glucopiranosa 5,6-(carbamato
ciclico)™ (62).

OAc

Se obtuvo por acetilacién convencional de 79 (100 mg, 0.49 mmol) con Ac;O-piridina

(1:1, 6 ml) y purificacién por cromatografia preparativa.

)

Rendimiento: 174 mg (95%); [alp +38.3° (¢ 0.6, CH,Clp); Re(AcOEt-éter de petrdleo 2:1)
0.42.
IR (KBr): Viax 2924, 1778, 1751, 1371, 1219 y 1059 cm™L,
IH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 15y 8 2.12,2.05,2.03 y 1.98 (4 5, 12 H, 4 MeCO).
13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 16 y & 169.9, 169.7, 169.2, 168.5 (4 CO éster),
154.1 (CO carbamato), 20.5, 20.4, 20.3 y 20.2 (4 MeCO).
EM (FAB): m/z 396 (100%, [M + Na]*).

“. Andlisis: Calculado para C15sH9NOjo: C, 48.26; H, 5.13; N, 3.75. Encontrado: C, 48.25;
H, 5.09; N, 3.76.

m (5R)-5,6,7,8-Tetra-0-acetil-1-desoxi-5-hidroxi-2-oxa-3-0x0-(+)-castanospermina.
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5.3.6.7. 5-Amino-5-desoxi-o-L-idopiranosa 5,6-(carbamato ciclico)® (63).

O OH

Rendimiento: 187 mg (96%); {a]p+4°( ¢ 1.1, HyO); Rf (BuOH-AcOH- Hy0 2:1:1) 0.28.
IR (KBr): Viax 3351, 2926, 1734, 1591, 1433, 1248 y 1067 cm™L.

1H RMN (500 MHz, D;0): Tabla 15. )

13C RMN (125.5 MHz, D,0): Tabla 16 y § 159.0 (CO).

EM (FABY): m/z 228 (100%, [M + Nal*).

Andlisis: Calculado para C;H;;NOg: C, 40.98; H, 5.40; N, 6.82. Encontrado: C, 41.00; H,
5.35; N, 6.82.

n (5R, 8aS)-1-Desoxi-5-hidroxi-2-0xa-3-0xo0-(+)-castanospermina.
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5.3.6.8. 1,2,3,4-Tetra-O-acetil-5-amino-5-desoxi-o-L-idopiranosa 5,6-(carbamato ciclico)®
(64).

64

Se obtuvo por acetilacién convencional de 63 (100 mg, 0.49 mmol) con Ac,O-piridina

(1:1, 6 ml) y purificacién por cromatografia preparativa (AcOEt-éter de petréleo 2:1).

Rendimiento; 155mg (85%); [alp -17.3° (¢ 0.9, CHyCly); Rs (AcOEt-éter de petréleo 2:1)
0.51.

IR (KBr): Vnax 2988, 2928, 1767, 1373, 1219 y 1053 cm1,

TH RMN (500 MHz, CDCls): Tabla 15y §2.13,2.12y 2.08 (3 s, 12 H, 4 MeCO).

13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 16 y & 168.6, 168.3 168.0 (4 CO éster), 155.2 (CO
carbamato), 20.6 y 20.5 (4 MeCO).

EM (FAB): m/z 396 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para CysH1gNO;q: C, 48.26; H, 5.13; N, 3.75. Encontrado: C, 48.30;
H, 5.19; N, 3.75.

° (5R, 8a8)-5,6,7,8-Tetra-O-acetil-1-desoxi-5-hidroxi-2-oxa-3-0x0-(+)-castanospermina.
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53.7. 5,6-Diamino-5,6-didesoxiaziicares y precursores.

5.3.7.1. 3-0-Acetil-5-azido-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-6-p-toluénsulfonil-t-D-

glucofuranosa (65).

TsO
N3 o

OAc
0]

oﬁ/

65
A una disolucién de 5-azido-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-c-D-glucofuranosa (0.8 g, 3.3
mmol) en piridina seca (25 ml) se afiade gota a gota y a 0°C una disolucién de cloruro de p-
toluénsulfonilo (0.7 g, 3.6 mmol, 1.1 eq) en piridina (10 ml). La mezcla se agita a temperatura
ambiente una noche y se acetila con Acy0 (10 ml) durante 5 h. El tratamiento convencional
seguido de purificacién por cromatografia en columna (AcOEt-éter de petr6leo 1:2) permite aislar
65.

Rendimiento: 1 g (69%); [o]p -25.2° (¢ 1.2, CHyCly); Re (AcOEt-éter de petréleo 1:2)
0.33.

IR (KBr): Vimax 2988, 2940, 2101 (Vazida), 1753, 1597 y 1454 cmL.

IH RMN (300 MHz, CDCls): Figura 37. Tabla 17 y 8 7.77 (d, 2 H, H-2,6 Ph, Jo0 13.0
Hz), 7.33 (d, 2 H, H-3,5 Ph, Jono 13.0 Hz), 2.42 (s, 3 H, MePh), 2.08 (s, 3 H, MeCO), 1.42
y 1.24 (25,6 H, 2 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Figura 38. Tabla 18 y § 169.2 (CO éster), 145.1 (C-4 Ph),
132.2 (C-1 Ph), 129.8 (2 C, C-3,5 Ph), 127.8 (2 C, C-2,6 Ph), 112.4 (CMey), 264, 25.9 (2
C, CMe,), 21.5 (MePh) y 20.6 (MeCO) .

EM (FAB): m/z 464 (100%, [M + NaJ*).
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Andlisis: Calculado para CygH23N304S: C, 48.97; H, 5.25; N, 9.52. Encontrado: C, 48.94;
H,491; N, 9.43.

5.3.7.2. 3-0-Acetil-5-azido-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-6-p-toluénsulfonil §-L-idofuranosa
(66).

TsO

A una disolucioén de 5-azido-5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-p-L-idofuranosa (0.8 g, 3.3
mmol) en piridina seca (25 ml) se afiade gota a gota y a -15°C una disolucién de cloruro de p-
toluénsulfonilo (1.27 g, 6.5 mmol, 2.0 eq) en piridina (10 ml). La mezcla se mantiene en el

congelador durante 7 dias y se acetila con Ac;O (10 ml) durante 5 h, El tratamiento convencional

seguido de purificacién por cromatografia en columna (AcOEt-éter de petréleo 1:2) rinde 66.

Rendimiento: 1.25 g (87%); [alp -9.1° (¢ 1.0, CH,Cly); Re(AcOEt-éter de petréleo 1:3)
0.26.

IR (KBr): Vinax 2988, 2938, 2106 (Vaziga), 1750, 1370, 1219 y 1072 cmL.

TH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 17 y 8 7.79 (d, 2 H, H-2,6 Ph, Joqo 13.0 Hz), 7.37 (d, 2
H, H-3,5 Ph, Jon0 13.0 Hz), 2.46 (s, 3 H, MePh), 2.11 (s, 3 H, MeCO), 149y 1.30 25, 6
H, 2 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Tabla 18 y § 168.3 (CO éster), 145.3 (C-4 Ph), 132.2 (C-1
Ph), 129.9 (2 C, C-3,5 Ph), 127.7 (2 C, C-2,6 Ph), 112.7 (CMey), 26.6, 26.2 (2 C, CMey),
22.0 (MePh) y 20.7 (MeCO) .

EM (FAB): m/z 464 (100%, [M + NaJ*).
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Andlisis: Calculado para C1gH3N304S: C, 48.97; H, 5.25; N, 9.52. Encontrado: C, 48.92;
H, 4.89; N, 9.49.

5.3.7.3. 3-0-Acetil-5,6-diazido-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropilidén-o-D-glucofuranosa (67).

N3
N3 o
OAc
¥
67

1

Una mezcla de 65 (0.9 g, 2.04 mmol) y NaN3 (0.7 g, 10.8 mmol) en DMF (8 ml) se agita
a 70°C durante una noche. Se concentra y el residuo se trata con H,O-CH;,Cl,. La fase orgénica se

seca (MgSQy), se concentra y se purifica por cromatografia en columna.

Rendimiento: 0.55 g (86%); [alp -7 1.0° (¢ 0.8, CHyCly); R (AcOEt-éter de petrdleo 1:1)
0.71.

IR (KBI): Vinax 2990, 2940, 2101 (V45iga), 1755, 1441, 1377, 1219y 1078 cm’L.

TH RMN (300 MHz, CDCl3): Figura 39. Tabla 17 y §2.02 (s, 3 H, MeCO), 1.38 y 1.19 (2
s, 6 H, 2 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Figura 40. Tabla 18 y 8 169.1 (CO éster), 112.3 (CMey),
26.4,25.9 (2 C,CMe3) y 20.5 (MeCO) .

EM (FAB): m/z 335 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para Cy;HjgNgOs: C, 42.31; H, 5.16; N, 26.91. Encontrado: C, 42.17;
H,4.96; N, 26.81.
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5.3.7.4. 3-0-Acetil-5,6-diazido-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropilidén-B-L-idofuranosa (68).

Se obtiene a partir de 66 siguiendo el procedimiento descrito para 67.

Rendimiento: 0.63 g (98%); [a]p -18.4° (¢ 1.4, CH,Cl,); Re (AcOEt-éter de petréled 1:2)

0.51.

IR (KBr): Viyax 2990, 2940, 2104 (V,544a), 1750, 1377, 1221y 1071 cm’L,

TH RMN (300 MHz, CDCl3): Tabla 17 y § 2.08 (s, 3 H, MeCO), 147 y 1.26 (25, 6 H. 2
Me).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Tabla 18 y & 169.6 (CO éster). 112.4 (CMe,), 26.5, 26.0 (2
C,CMey) y 20.6 (MeCO) .

EM (FAB): m/z 335 (100%, [M + Na]*).
Andlisis: Calculado para Cy1HgNgOs: C, 42.31; H, 5.16; N, 26.91. Encontrado: C, 42.10;

H, 5.53; N, 26.47.

5.3.7.5. 5,6-Diazido-5,6-didesoxi-1,2-0-isopropilidén-a-D-glucofuranosa (69).

N3
N3

OH
o)

oﬁ/

69
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Se obtiene a partir de 67 (300 mg, 1.11 mmol) por desacetilacién (Métodos Generales,
apartado 5.1).

Rendimiento: 290 mg (98%); [alp -60.8° (¢ 2.0, CH,Cly); R (AcOEt-éter de petréleo 1:1)
0.57.

IR (KBr): Viax 3468, 2988, 2938, 2104 (Vaziqa), 1381, 1219 y 1076 cm'1.

TH RMN (500 MHz, CDCl3): Tabla 17 y § 2.33 (sa, 1 H, OH), 1.50 y 1.33 25, 6 H, 2 Me).
13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 18 y § 112.3 (CMey), 26.7 y 26.1 (2 C, CMe3).

EM (CI): m/z 271 (30%, [M + H]*).

Andlisis: Calculado para CoH14NgO4: C, 40.00; H, 5.22; N, 31.10. Encontrado: C, 40.00;
H, 5.08; N, 31.01. '

5.3.7.6. 5,6-Diazido-5,6-didesoxi-1,2-0-isopropilidén-p-L-idofuranosa (70).

N3
N3

OH
o)

oﬁ/

70

Se obtiene a partir de 68 (300 mg, 1.11 mmol) por desacetilacién (Métodos Generales,
apartado 5.1).

Rendimiento: 287 mg (97%); [alp -79.7° (¢ 0.8, CH,Cly); R (AcOEt-éter de petréleo 1:1)
0.55.

IR (KBr): Vinax 3501, 2994, 2945, 2112 (Vagiga), 1258 y 1069 cm™1,

TH RMN (300 MHz, CDCl3): Tabla 17 y §2.45 (d, 1 H, OH, J3.0y 5.0 Hz), 1.50 y 1.31 (2
s, 6 H, 2 Me).
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13C RMN (75.5 MHz, CDCl3): Tabla 18 y § 112.1 (CMey), 26.6 y 26.1 (2 C, CMe3).

EM (FAB): m/z 293 (70%, [M + NaJ*).
Andlisis: Calculado para CoH14NgO4: C, 40.00; H, 5.22; N, 31.10. Encontrado: C, 40.06;

H, 5.50; N, 30.99.

5.3.7.7. 5,6-Diamino-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropilidén-o-D-gluco(B-L-ido)furanosas (71, 72).

HoN HoN
H.N NH,
OH OH
oo% oo+

4l 72

A una disolucién de 69 o 70 (1.11 mmol) en dioxano-MeOH (5:1, 18 ml) se afiade TPP
(640 mg, 2.44 mmol) con agitacién y bajo atmésfera de Np. Después de 3 h se afiade NH;OH
(30%, 3.0 ml) y se agita a temperatura ambiente durante 24 h. El disolvente se evapora, el residuo
se extrae con agua (10 ml), la fase acuosa se lava con tolueno (2 x 5 ml) y se concentra. Los
espectros de masas (FAB) en ambos casos, presentan un pico base que se corresponde con el ion
pseudomolecular (m/z 241, 100% [M+Na]*) Las correspondientes diaminas se usan sin

purificacion en las siguientes reacciones.
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53.8. Preparacién de 5,6-(tioureas ciclicas) de D-glucosa y L-idosa.

A una disoluci6n de la correspondiente diamina (290 mg, 1.33 mmol) en CH,Cl; (15 ml)
se afiade CS, (0.64 ml) y DCC (290 mg, 1.40 mmol). La mezcla de reaccién se agita a
temperatura ambiente durante 1 h controlando por c.c.f. (AcOEt-EtOH-H,0 45:5:3), se concentra

y se purifica usando el mismo eluyente.

5.3.8.1. 5,6-Diamino-5,6-didesoxi-1,2-0-isopropilidén-o-D-glucofuranosa 5,6-(tiourea

ciclica)P (73).
H
s=<
H (@)
H O

Rendimiento: 273 mg (79%); [alp-41.8 °(¢ 0.9, MeOH); R¢ (AcOEt-EtOH-H,0 45:5:3)
0.67.

UV (MeOH): 240 nm (gm 14.6).

IR (KBr): Vimax 3374, 3247, 2984, 2928, 1528, 1377, 1213, 1074 y 1009 cm'E,

TH RMN (300 MHz, CD30D, 313K): Tabla 19y § 1.45y 1.29 (2 s, 6 H, 2 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CD30D, 313K): Tabla 20 y § 184.6 (CS), 112.9 (CMey), 27.0 y 26.4
(2 Me).

EM (CI): m/z 261 (50%, [M + H]*).

Andlisis: Calculado para C1gHgN204S: C, 46.14; H, 6.20; N, 10.76. Encontrado: C, 46.11;
H, 5.94; N, 10.62.

P (4R)-4-[(4'R)-1',2'-O-Isopropilidén-B-L-treofuranes-4'-il}-imidazolidina-2-tiona.
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5.3.8.2. §,6-Diamino-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropilidén-B-L-idofuranosa 5,6-(tiourea ciclica)d

5.3.9.

(74).

74

Rendimiento: 252 mg (73%); {adp +10.3° (¢ 0.5, MeOH); R (AcOEt-EtOH-H,0 45:5:3)
0.64.

UV (MeOH): 241.6 nm (g 7.1).

IR (KBr): Viax 3125, 2990, 1516, 1398, 1069 y 1015 cm1.

TH RMN (300 MHz, CD3;0D, 313K): Tabla 19y § 143y 1.28 (2’5, 6 H, 2 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CD30D, 313K): Tabla 20 y & 184.3 (CS), 111.8 (CMey), 27.1 y 26.4
(2 Me).

EM (FAB): m/z 283 (100%, [M + Na]*) y 261 (25, [M + H]*).

Andlisis: Calculado para C1pH16N204S: C, 46.14; H, 6.20; N, 10.76. Encontrado: C, 45.88;
H, 6.22; N, 10.50.

Preparaci6n de 5,6-(ureas ciclicas) de D-glucosa y L-idosa.

A una disolucién de la correspondiente diamina (295 mg, 1.35 mmol) y DIEA (13.5

mmol) en CH;Cl; (20 ml) se afiade gota a gota y con agitacién una dialocién de BTC (0.45 mmol)

en CH;Cl; (8 ml). La mezcla de reaccin se agita a temperatura ambiente controlando por c.c.f.

9 (45)-4-[(4'R)-1',2'-O-Isopropilidén-B-L-treofuranos-4'-il]-imidazolidina-2-tiona.
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(AcOEt-EtOH-H,0 45:5:3) la desaparicién del producto de partida, se concentra y se purifica

usando el mismo eluyente.

5.3.9.1. 5,6-Diamino-5,6-didesoxi-1,2-0-isopropilidén-c-D-glucofuranosa 5,6-(urea ciclica)’
(75).

Rendimiento: 229 mg (70%); [adp-31.7° (¢ 0.2, MeOH); Ry (AcOEt-EtOH-H70 45:5:3)
0.42.

IR (KBr): Vinax 3441, 3393, 2928, 2890, 1686, 1215, 1072y 1011 cm-1,

IH RMN (300 MHz, CD30D): Figura41. Tabla 19y 8 144 y 1.29 (2 5, 6 H, 2 Me).

13C RMN (125.5 MHz, CD30D): Figura 42. Tabla 20 y § 166.3 (CO), 112.8 (CMey), 27.1
y 26.4 (2 Me).

EM (FABY): m/z 267 (100%, [M + Na]*).

Andlisis: Calculado para C1gHigN,Os: C, 49.17; H, 6.60; N, 11.47. Encontrado: C, 49.14;
H, 6.66; N, 11.44,

T (4R)-4-[(4'R)-1',2'-O-Isopropilidén-B-L-treofuranos-4'-il]-imidazolidina-2-ona.
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5.3.9.2. 5,6-Diamino-5,6-didesoxi-1,2-O-isopropilidén-B-L-idofuranosa 5,6-(urea ciclica)®
(76).

76

Rendimiento: 197 mg (61%); [a]p+10.9° (¢ 0.7, MeOH); R (AcOEt-EtOH-H,0 45:5:3 )
0.37.

IR (KBr): Vpmax 3383, 2988, 2840, 1694, 1499, 1454,y 1072 cm-!,

TH RMN (300 MHz, CD30D, 313K): Tabla 19y 8 1.44 y 1.30 (2 5, 6 H, 2 Me).

13C RMN (75.5 MHz, CD30D): Tabla 20 y § 166.4 (CO), 112.8 (CMey), 27.1 y 26.4 (2
Me).

EM (FAB): m/z 267 (100%, [M + NaJ*).

Andlisis: Calculado para CjoH1N20s: C, 49.17; H, 6.60; N, 11.47. Encontrado: C, 49.17;
H, 6.55; N, 11.23.

5.3.10. Obtencién de 2-aza-(+)-castanosperminas.

Una disolucién de la correspondiente §,6-tiourea(urea) ciclica 73 6 75 (0.40 mmol) en
TFA-H;0 (9:1, 5 ml) se agita a temperatura ambiente controlando la reaccién por c.c.f. (AcOEt-

EtOH-H;0 45:5:3) hasta desaparicién del producto de partida (1 h). Se elimina el disolvente a

presién reducida, coevaporando varias veces con agua para eliminar las trazas de 4cido. El residuo
resultante se purifica por GPC (Sephadex G-10, MeOH-H,0 1:1).

$ (45)-4-[(4'R)-1',2'-O-Isopropilidén-B-L-treofuranos-4'-il]-imidazolidina-2-ona.
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5.3.10.1. 5,6-Diamino-5,6-didesoxi-o-D-glucopiranosa 5,6-(tiourea ciclica)t (77).

Rendimiento: 86 mg (98 %); [a]p-3.6° (¢ 1.1, Hy0); Rf (MeOH) 0.48.

UV (Hz0): 238 nm (M 10.7).

IR (KBr): Vinax 3452, 3237 y 1645 cm™L.

I'H RMN (500 MHz, D,0, 313K): Tabla 21.

13C RMN (125.5 MHz, D50, 323K): Tabla 22 y 5 183.7 (CS).

EM (FAB): m/z 221 (70%, [M + H]*)

Andlisis: Calculado para C7H;2N20,4S: C, 38.17; H, 5.49; N, 12.72. Encontrado: C, 37.93;
H,5.12; N, 12.47.

t (5R)-2-Aza-1-desoxi-5-hidroxi-3-tioxo-(+)-castanospermina.
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5.3.10.2. N-Acetil-1,2,3,4-tetra-0O-acetil-5,6-diamino-5,6-didesoxi-o-D-glucopiranosa 5,6-

(tiourea ciclica) (78).

Se obtiene por acetilacién convencional de 98 con Ac;O-piridina.

Rendimiento: 149 mg (85%); [alp+38.0 ° (¢ 0.8, HpO); Re(AcOEt-éter de petrdleo l:l)‘
044.

UV (CHClp): 237 nm (g, 14.1).

IR (KBr): Vnax 2933, 1755, 1694, 1427, 1368 y 1231 cm1.

TH RMN (500 MHz, CDCls): Figura 43. Tabla 21y & 2.85 (s, 3H, Me amida), 2.19, 2.12,
2.08 y 2.06 (4 s, 12 H, 4 Me éster).

13C RMN (75.5 MHz, CDCl,): Figura 44. Tabla 22 y & 178.6 (CS), 171.6 (CO amida),
169.9, 169.5, 169.3, 168.5 (4 CO éster), 26.6 (Me amida), 20.6, 204 y 20.2 (4 Me éster).
EM (FAB): m/z 453 (100%, [M + Na]*)

Andlisis: Calculado para Cj7H2o0N204S: C, 47.44; H, 5.15; N, 6.51. Encontrado: C, 47.33;

H,5.22; N, 648.

U (5R)-5,6,7,8-Tetra-0-acetil-2-aza-1-desoxi-5-hidroxi-3-tioxo-(+)-castanospermina.
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5.3.10.3. 5,6-Diamino-5,6-didesoxi-o-D-glucopiranosa 5,6-(urea ciclica)¥ (79).

H

Rendimiento: 79 mg (98 %); [alp +69.7° (¢ 0.9, Hy0).

IR (KBr): Vimax 3364, 2926, 1690, 1454, 1267 y 719 cm'L.

IH RMN (300 MHz, D,0): Tabla 21.

13C RMN (75.5 MHz, D0): Tabla 22 y § 183.7 (CS). ,
Andlisis: Calculado para C7H1oN20s: C, 41.18; H, 5.92; N, 13.72. Encontrado: C, 41.18;
H, 5.66; N, 13.59.

53.10.4. 1,2,3,4-Tetra-0O-acetil-5,6-diamino-5,6-didesoxi-o-D-glucopiranosa 5,6-(urea
ciclica)V (80).

Rendimiento: 109 mg (75%); [a]lp +39.0 ° (¢ 0.5, CHClp); Re(AcOEL) 0.51.

Vv (5R)-2-Aza-1-desoxi-5-hidroxi-3-0x0-(+)-castanospermina.
W (5R)-5,6,7,8-tetra-0-acetil-2-aza-1-desoxi-S-hidroxi-3-0xo-(+)-castanospermina.
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IR (KBr): Vimax 3441, 2924, 2855, 1753, 1647, 1373, 1221y 712 cm’L.
IH RMN (300 MHz, CDCl3): Tabla 21y §2.12,2.07,2.04 y 1.98 (4 s, 12 H, 4 Me éster).
13C RMN (125.5 MHz, CDCl3): Tabla 22 y § 169.7 (4 CO éster), 157.4 (CO amida), 20.8,

20.5,20.4 y 20.2 (4 Me éster).

EM (FAB): m/z 395 (100%, [M + Na]*).
Andlisis: Calculado para C1sHygN20g: C, 48.39; H, 5.41; N, 7.52. Encontrado: C, 48.19;

H,5.11; N, 7.32.

5.3.10.5. 5,6-Diamino-5,6-didesoxi-a-L-idopiranosa 5,6-(tiourea ciclica)* (81).

'H RMN (300 MHz, D20): 5 5.76 (d, 1 H, J; 2.= 1.2 Hz, H-1),4.27 (dd, 1 H, J4 5= 1.9 Hz,
J3 4= 1.5 Hz, H-4),4.23 (dd, 1 H, Jo 3= 3.0 Hz, H-3), 4.12 (dd, 1 H,Jsy 6= 6.9 Hz, J5 60.=
1.5 Hz, H-62), 4.05 (m, 1 H, H-5), 4.00 (dd, 1 H, J5 g,= 3.4 Hz, H-6b) y 3.91 (dd, 1 H, H-
2).

13C RMN (75.5 MHz, D,0): § 180.8 (CS), 78.1 (C-1), 70.0, 69.3, 68.8 (C-2, C-3, C-4),
53.1 (C-5) y 423 (C-6).

EM (FAB): m/z 221 (40%, [M + HJ*).

X (5R, 8aS)-1-Desoxi-5-hidroxi-2-aza-3-tioxo-(+)-castanospermina.
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5.3.10.6. 2-Aza-3-oxo0-6-hidroxiindolizidina (82).

1H RMN (500 MHz, D20): Figura 45.58.71 (d, 1 H, J57.= 2.4 Hz, H-5),8.32 (dd, 1 H,
Jq.3= 8.9 Hz, H-7) y 8.19 (d, 1 H, H-8).

13C RMN (75.5 MHz, D,0): Figura 46. 8 156.6 (C-3), 151.3 (C-6), 144.2 (C-8a), 137.2
(C-8), 124.1 (C-7), 121.4 (C-5) y 45.2 (C-1). "

EM (FAB): m/z 173 (40%, [M + Na]*) y 151 (100, [M + HJ*).

EM (IE): m/z 150 (100%, M*) y 121 (15, M*- CHO).
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6. CONCLUSIONES.

PRIMERA.-

La reaccién de isotiocianatos de aziicares protegidos con grupos isopropilideno y
trimetilsililo con aminoaziicares proporciona pseudooligosacéaridos con puentes de tiourea. En
ambos casos las reacciones de proteccin transcurren con excelentes rendimientos, 10s grupos son
estables en las condiciones de obtenci6n de los tioureido derivados y son ficilmente eliminables

en condiciones 4cidas suaves compatibles con el grupo tiourea.
SEGUNDA.-

La condensacién de tipo aza-Wittig entre 6-fosforanilidenamino-6-desoxiazicares y
glicopiranosil isotiocianatos da lugar a carbodiimidoazicares asimétricos con rendimientos
superiores al 80% y en tiempos de reaccién cortos. La adicién de agua en medio ligeramente 4cido
a las carbodiimidas permite aislar las correspondientes ureas. La preparacién de las tioureas se

lleva a cabo burbujeando sulfuro de hidrégeno en presencia de silica gel como catalizador.

Dado que los sustratos de partida se obtienen en tan solo cuatro y dos etapas,
respectivamente, a partir de los azdcares comerciales y que las reacciones son aplicables a una
amplia variedad de estructuras, esta metodologia supone una via general de acceso a

pseudooligosacéridos con espaciadores intermonosacaridicos de tres 4tomos.
TERCERA.-

La tiocarbonilacién con disulfuro de carbono y diciclohexilcarbodiimida de las 5-amino-
5-desoxi-1,2-O-isopropilidén-o-D-gluco(B-L-ido)furanosas conduce a (5,6)-tiocarbamatos ciclicos
con excelentes rendimientos. Los correspondientes (5,6)-carbamatos ciclicos se obtienen por

tratamiento con trifosgeno en presencia de N, N-diisopropiletilamina.
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CUARTA, -

La hidrélisis con 4cido trifluoroacético-agua del grupo protector acetdlico en los (5,6)-
tiocarbamatos y carbamatos ciclicos deivados de D-glucosa y L-idosa conduce a una mezcla de
anémeros furdnicos que tras neutralizacién se reordenan para dar polihidroxiindolizidinas con
estructura de 2-oxacastanosperminas. Los azaaziicares biciclicos preparados incorporan un grupo
hidroxilo psendoanomérico con configuracién anomérica (") anclada. El control total de la
estereoquimica del centro aminoacetélico en disolucién acuosa, verificando el efecto anomérico,
no es asignable a interacciones electrostiticas (polares). Probablemente la simetria ©t del orbital

que aloja el par de electrones no compartidos del nitrégeno carbdmico o tiocarbdmico favorece las

J

interacciones orbitélicas (hiperconjugativas) en el orbital antienlazante vecino 6*c—o.

QUINTA.-

La hidrélisis del grupo isopropilideno de las (5,6)-tiourea y urea ciclica de configuracién
D-gluco permite aislar 2-aza-(+)-castanosperminas mientras que, en las mismas condiciones, la

urea ciclica de configuracion L-ido da lugar a un derivado de naturaleza aromatica.

SEXTA.-

Se ha llevado a cabo un estudio de las propiedades como inhibidores enzimiticos de las
2-oxa- y 2-aza-(+)-castanosperminas preparadas frente a diversas glicosidasas. Los derivados de
configuracién L-ido no presentan actividad mientras que los derivados de configuracion D-gluco

muestran una alta selectividad por la a-glucosidasa de levadura de cerveza frente a B-glucosidasas

y otras a-glucosidasas. El tipo de inhibicién es competitivo con valores micromolares de K.

La alta selectividad hacia c-glucosidasas frente a B-glucosidasas puede atribuirse al

control de la estereoquimica del centro pseudoanomérico. Por su parte, la especificidad por la
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enzima de levadura de cerveza, contraria a la que presenta la (+)-castanospermina, puede
atribuirse a la diferente orientacién del oxigeno homélogo a O-6 de glucosa. De hecho, la
sustitucién del oxigeno del anillo de indolizidina por un grupo NH causa una disminuci6n en las
propiedades como inhibidor de estos derivados indicando que la presencia de este 4tomo es

imprescindible para la interaccién con el enzima.
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Figura 30. Espectro de 'H RMN (300 MHz, CD30D) de 53.
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Figura 31. Espectro de 13C RMN (125.5 MHz, CD30D) de 53.
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Figura 32. Espectro de 13C RMN (125.5 MHz, CDCl3) de 56.
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Figura 33. Espectro de 'H RMN (500 MHz, D;0) de 57.
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Figura 34. Espectro de 13C RMN (125.5 MHz, D,0) de 57.
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Figura 35. Espectro de 'H RMN (500 MHz, D,0) de 61.
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Figura 36. Espectro HETCOR (125.5 MHz, D;0) de 61.
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Figura 37. Espectro de 'H RMN (300 MHz, CDCl3) de 65.
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Figura 38. Espectro de 13C RMN (75.5 MHz, CDCl5) de 65.
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Figura 39. Espectro de 'H RMN (300 MHz, CDCl3) de 67.
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Figura 40. Espectro de 13C RMN (75.5 MHz, CDCl3) de 67.
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Figura 41. Espectro de 'H RMN (300 MHz, CD3;0D) de 75.
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Figura 42. Espectro de !3C RMN (125.5 MHz, CD;0D) de 75.
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Figura 43. Espectro de 'H RMN (500 MHz, CDCl3) de 78.
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Figura 44. Espectro de 13C RMN (75.5 MHz, CDCl3) de 78.
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Figura 45. Espectro de IH RMN (500 MHz, D,0) de 82.
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Figura 46. Espectro 13C RMN (75.5 MHz, D,0) de 82.

SD.m31.]




