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1. Objetivos



OBJETIVOS

1.1. Objetivo general

Sintetizar nuevos glicomiméticos que puedan ser empleados como agentes

antitumorales y antibacterianos.

1.2. Objetivos particulares

-Sintetizar C-glicésidos y N-glicosidos que presenten la funcién fendlica,

metoxifenilo o sulfamato.

-Realizar el estudio conformacional de los glicésidos obtenidos empleando

resonancia magnética nuclear y difraccién de rayos X.

-Estudiar el perfil inhibitorio de los compuestos sintetizados frente a la anhidrasas
carbonicas, tanto las isozimas humanas como aquellas presentes en

Mycobacterium tuberculosis y Brucella suis.

-Estudiar la actividad antibacteriana de los glicésidos obtenidos frente a
Mycobacterium tuberculosis y Brucella suis.
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2.1. La tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis. Se transmite de persona a persona a través del aire
cuando las personas con TB pulmonar tosen o estornudan, propulsan los
gérmenes de la tuberculosis al aire. Una persona necesita inhalar sélo algunos de
estos gérmenes para infectarse. Es asi que en los ultimos afos se registréo que un
tercio de la poblacion mundial tiene tuberculosis latente, lo que significa que las
personas han sido infectadas por la bacteria de la tuberculosis, pero no
manifiestan la enfermedad, ni pueden transmitirla. Los sintomas (como tos, fiebre,
sudoracion nocturna o pérdida de peso) pueden ser leves durante muchos meses.
Esto puede conducir a retrasos en la busqueda de atencién. Las personas con TB
activa pueden infectar a otras 10-15 personas a través de un contacto cercano a lo

largo de un afio.

La tuberculosis afecta principalmente a los adultos en sus afios mas productivos.
El consumo de tabaco aumenta en gran medida el riesgo de contraer la
enfermedad, es asi que mas del 20% de los casos de TB en todo el mundo son

atribuibles al tabaquismo.

En 2015 se registraron cerca de un milléon de casos de la enfermedad en nifios (de
0 a 14 afos de edad), de los cuales 170.000 murieron. Se registréo que el 95 % de

estos casos ocurren en paises en desarrollo.’

Esta enfermedad ocurre en todas partes del mundo. En el ultimo tiempo, el mayor
numero de nuevos casos de tuberculosis ocurrié en Asia con un 61%, seguido de
Africa con un 26%." En nuestro pais se registran alrededor de 11000 casos
nuevos cada afo y mueren 800 personas debido a esta enfermedad.?2 Debe
recordarse también que se trata de una enfermedad con alta incidencia en

poblaciones inmunodeprimidas como es el caso de los enfermos de VIH/Sida. Las
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personas con VIH tienen mas probabilidades de desarrollar TB, ya que al estar
inmunodeprimidos se acelera su progreso. En los ultimos afos, alrededor de 0,4
millones de personas que presentaban este cuadro combinado murieron.
Alrededor del 35% de las muertes entre personas seropositivas se debieron la TB
unicamente. En 2015 se estimo6 que habia 1,2 millones de nuevos casos entre las

personas seropositivas, de las cuales el 71% vivian en Africa.

El tratamiento de la enfermedad requiere el uso de farmacos durante al menos
seis meses, siendo tratada generalmente con éxito, con isoniazida en terapia
combinada con otros antibidticos, que incluye rifampicina, etambutol, pirazinamida,
y estreptomicina. Recientemente, la aparicion de cepas resistentes vy
multiresistentes de esta enfermedad ha provocado que los organismos de salud
vuelquen su atencidn nuevamente a la tuberculosis, dado que estas variedades no
tienen tratamiento conocido por el momento, provocando una alta mortalidad en
todos los casos.® Las terapias convencionales involucran agentes
quimioterapéuticos desarrollados entre 1960 y 1980, sin que se hallan

desarrollado nuevos farmacos antituberculosos en los ultimos treinta afios.*

Hace algunos afos se ha secuenciado completamente el genoma de M.
tuberculosis,® lo cual ha permitido identificar nuevos objetivos farmacolégicos que
podrian dar lugar al desarrollo de compuestos con nuevos mecanismos de accion,
que puedan resolver el problema de resistencia a los agentes quimioterapéuticos

convencionales que se han mencionado anteriormente.

2.2. La brucelosis

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa de curso cronico que afecta
tanto al hombre como a los animales domésticos, la fauna silvestre y los
mamiferos marinos. Es causada por microorganismos del género Brucella spp,
que son un grupo de bacterias intracelulares, inmoéviles y de crecimiento lento. Se

reconocen distintas especies, algunas de ellas afectan a animales terrestres (B.

Lic. Leonardo E. Riafrecha pag. 19



INTRODUCCION

abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae y B. microti) y otras a

mamiferos marinos (B. cetiy B. pinnipedialis).

La brucelosis es una zoonosis de distribucion mundial; su presentacién en
humanos esta relacionada intimamente con la enfermedad en animales
domésticos. La enfermedad se asocia mas frecuentemente al sexo masculino,
entre los 30 y 40 afos y en poblacién rural. Presenta dos patrones
epidemiolégicos: uno es el urbano-alimentario, por consumo de leche y quesos no
pasteurizados y el otro es el rural-laboral, por exposicion profesional al ganado
infectado o sus productos, sea por contacto o inhalacion. En este caso tiene una
cierta tendencia estacional, generalmente ocurre en primavera y verano, que es el
periodo de reproduccion de los animales. Brucella spp tiene afinidad por los tejidos
de los organos reproductivos, en consecuencia los mamiferos sexualmente
maduros son mas susceptibles a la infeccion. Los animales infectados eliminan las
bacterias después de un aborto o de un parto, asi como a través de la leche,
secreciones vaginales, semen, sangre, orina y heces, contaminando pastos, agua
y el medio ambiente. De esta forma se completa el ciclo infeccioso, asegurando la
contaminacion de otros animales y la persistencia del germen en la naturaleza. En
el ambiente, pueden sobrevivir y mantener la capacidad infectante durante
periodos variables de acuerdo con las condiciones del medio en el que sean

eliminadas.

Si bien la prevalencia global de la brucelosis en el ser humano es desconocida, se
estima que a nivel mundial afecta a 500.000 personas al afio, especialmente en
paises del area mediterranea, Arabia, India, México, América Central y
Sudamérica. En América Latina, Argentina, Perd y México son los paises con
prevalencia mas elevada. En Argentina las infecciones por B. melitensis se
encuentran en el ganado caprino localizado en el centro, oeste y norte del pais; en
tanto que B. suis y B. abortus tienen mayor incidencia en la region de la pampa

humeda donde predomina la explotacion de ganado vacuno y porcino.

El tratamiento de la enfermedad incluye el uso de antimicrobianos y la

administracion de medicamentos sintomaticos. Las combinaciones mas usadas
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son las propuestas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que
contemplan dos opciones; ambas incluyen la doxiciclina durante 6 semanas,
combinada con estreptomicina durante 2 a 3 semanas, o rifampicina durante 6
semanas. Si bien el uso de estreptomicina seria mas eficaz para la prevencion de
las recaidas su administracion parenteral requiere la existencia de una red de
atencion domiciliaria. Por otra parte, el uso de rifampicina favoreceria el desarrollo
de resistencia comunitaria a la misma. Otros antimicrobianos que se pueden
utilizar en combinacién con los anteriores incluyen: trimetoprima-sulfametoxazol o

quinolonas.?

2.3. Anhidrasas Carbénicas

ACVI } AC secretada

AEIX =— ACs extracelulares
ACXI1 ACs Transmembrana
ACXIV

Anhidrasas AC |V} AC enlazada a la membrana__|

Carbdnicas | ACI

(ACs) ﬁiﬂ\cu
;Acm

ACVA
ACs mitocondriales
ACVB

ACVII

ACs citoplasmaticas

— ACsintracelulares

Figura 1. Familia de las anhidrasas carbdnicas.

Las anhidrasas carbdnicas (ACs) son una familia de metaloenzimas de Zn
presentes en procatoriotas y eucariotas.® Estas enzimas son un excelente ejemplo
de la evolucion convergente, ademas de las a-ACs, presentes en mamiferos hay
cuatro familias no relacionadas: B-, y-, & y &AC.” Las B- que estan
predominantemente en bacterias, algas y cloroplastos de monodicotiledoneas y

dicotileddneas; las y-AC que se encuentran principalmente en algunas bacterias; y
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los -AC que estan presentes en diatomeas marinas.? En los mamiferos existen
16 isoenzimas a-AC, con diferentes localizaciones subcelulares y distribucion en
tejidos. Basicamente hay 4 formas citosélicas (AC I-lll, VII), 4 isozimas unidas a
membranas (AC 1V, IX, XIl y XIV), una forma mitocondrial (AC V) y una isozima
secretada, la AC VI. Estas enzimas catalizan la interconversién del dioxido de
carbono a ion bicarbonato (Figura 2, Ec 1.1), hallandose involucradas en procesos
fisioldgicos cruciales, relacionados con la respiracion y el transporte de
CO¢q/bicarbonato, homeostasis de pH y CO2, secrecién de electrolitos en una
amplia variedad de tejidos y oOrganos, reacciones biosintéticas (como
gluconeogénesis, lipogénesis, y ureageénesis), reabsorcion en huesos,calcificacion,
tumorigenicidad, y muchos otros procesos fisioldgicos y patolégicos.”~22 Es asi que
muchas de estas enzimas son objetivos importantes para el disefio de inhidores

enzimaticos con aplicaciones clinicas, ya que muchos poseen este mecanismo de

accion.
o—c—0 + H0 === Hco; + H* (1.1)
O—=C=—=NH + H,0 === H,NCOOH (12)
HN=—C=—=NH + H20 === H,;NCONH, (1.3)
RCHO + H,O === RCH(OH), (1.4)
RCOOAr + HO === RCOOH + ArOH (1.5)
RSOsAr + H,O === RSOz;H + ArOH (1.6)
ArF + H,0 === HF + ArOH (1.7)

(Ar = 2, 4-dinitrofenil)
PhCH,OCOCI + Hy0 === PhCH,OH + CO, + HCI (1.8)
RSO,ClI + HO === RSO;H + HCI (1.9)

(R= Me;Ph)
Figura 2. Reacciones catalizadas por a-ACs.2%

Ademas de la reaccidn fisioldgica - la hidratacion reversible de CO> a bicarbonato
(Ecuacion 1.1, Figura 2) - las a-AC catalizan una variedad de otras reacciones,
como la hidratacion de cianato a acido carbamico o de cianamida a urea
(Ecuacion 1.2 y la Ecuacién 1.3, Figura 2); aldehido a gem-dioles (Ecuacion 1.4,
Figura 2); hidrolisis de ésteres de acidos carboxilicos o sulfénicos (Ecuacion 1.5y

Ecuacion 1.6, Figura 2); asi como otros procesos hidroliticos menos investigados,
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como los descritos por la Ecuacién 1.7 a la Ecuacion 1.9 de la Figura 2.23-22 No
esta claro si las reacciones catalizadas por a-AC distintas de la hidratacion con
CO: tienen importancia fisiolégica. Hasta la fecha, se han determinado las
estructuras cristalinas de rayos X para seis a-AC (isoenzimas AC | a AC V, AC IX

y AC XII)2°, asi como para representantes de las p-30 y y—AC.12:31.32,

2.4. Mecanismo de catalisis e inhibicion de las anhidrasas
carbodnicas

2.4.1. a-Anhidrasa carboénica

El i6n cinc Zn(ll), presente en todas las a-ACs investigadas hasta el presente, es
esencial para la catalisis.”-810.11.13-17.2633 | o5 estudios cristalograficos mediante
rayos X muestran que el ion metalico se encuentra situado en la zona inferior de

una profunda hendidura de 15 A, perteneciente al sitio activo (Figura 3).

o)
Thr199 -
N
H
O-ee.
F/ H\o
& |
\/\/ Zn+2\|-|' o
Glu106 b d 'S
His94 o6

Figura 3. Coordinacién del ién cinc en el sitio activo de la hCA I, con tres ligandos histidina (His94,
His96 y His119) y dos residuos cercanos (Thr199 y Glu106).
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El Zn se encuentra coordinado mediante 3 residuos de histidina (His 94, 96 y 119)
y una molécula de agua 6 un i6n hidréxido.”8.10-17,.24.26,34 E| enlace de cinc con el
agua esta también comprometido en interacciones del tipo puente de hidrogeno
con el hidroxilo de treonina (Thr199), el cual a su vez se une mediante un puente
con la funcion carboxilato del acido glutdmico (Glu106). Estas interacciones
incrementan la nucleofilicidad del enlace del cinc con la molécula de agua y
orienta al sustrato (CO2) hacia una ubicacion favorable para el ataque

nucleofilico.”-12.14-17

La forma activa de la enzima es la basica, con el oxhidrilo unido al Zn (Il) (Figura
4a). Este nucledfilo fuerte ataca al CO2, en un bolsillo hidréfobico vecino (el sitio de
union al sustrato comprende residuos Val121, Val143 y Leu198 en el caso de la
isozima humana AC Il) (figura 4b), que conduce a la formacién del bicarbonato
coordinado al Zn (Il) (figura 4c). El ion bicarbonato es entonces desplazado por
una molécula de agua y liberado en solucion, que lleva a la forma acida de la
enzima, con agua coordinada al Zn (ll) (figura 4d), que es cataliticamente
inactiva.812.16.17.26,27.3536 Pgrg regenerar la forma basica (a), se produce una
reaccion de transferencia de protones desde el sitio activo, que puede ser asistida

por residuos de His64 del sitio activo o por reguladores presentes en el medio.

Zona Hidrofébica
Val121
Val143
Leu198

H< H< X,

o o C\
o
+ COy
Zn+2 +2
/| ~His119 /T“ ~His119
His94 \iso6 @ His94 .o (b)
B|| BH*
o)
A
OH, ~o i
o
|, w0 |/
Zn* = znt
| ~His119 “HCOy 7 T THisto
His%4 Visos  (a) His%4 \hisos  (c)

Figura 4. Representacion esquematica del mecanismo catalitico para las a-ACs que catalizan
la hidratacién del COa.
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El proceso catalitico para las a-ACs puede esquematizarse por las ecuaciones de

la figura 5.

EZn*? - OH + CO,=~— EZn*? - HCOy
HQO
=<—=EZn"? - OH, + HCO5

EZn*? - OH, =— EZn*? - OH + H*

Figura 5. Proceso catalitico para las a-ACs.

2.4.2. B-Anhidrasas carbdnicas

Muchas bacterias, las algas y los cloroplastos de algunas plantas poseen esta
clase de anhidrasas carbonicas?6:37-39, |a diferencia principal con las a-ACs es que
usualmente las B-AC son oligbmeros, generalmente formados de 2 a 6

monomeros de peso molecular entre 25-30 kDa.

El Zn (ll) es esencial para la catdlisis en ambas familias de enzimas, pero su
coordinacion es diferente y bastante variable para las (3: en las B-AC procaridticas,
el id6n Zn (ll) esta coordinado por dos residuos de cisteina, un imidazol de un
residuo His y un carboxilato perteneciente a un residuo Asp (figura 6a), mientras
que la enzima del cloroplasto, por ejemplo, tiene el ion Zn (Il) coordinado por los
dos cisteinicos, el imidazol perteneciente a un residuo His y una molecula de agua
(figura 6b).30.31.39

El plegado de la cadena polipeptidica y la arquitectura del sitio activo es muy

diferente al de la clase a.

Lic. Leonardo E. Riafrecha pag. 25



INTRODUCCION

O,
T/\ residuo de Asp

o] OH,
s | ¢
Zn= " residuo de Cis 20~ " residuo de Cis
—5 —S
TN\ TN\
residuo de Cis “\ residuo de Cis H\
N N
H H
residuo de His residuo de His
a b

Figura 6.Coordinacion del Zn a las B-ACs.

El mecanismo catalitico de esta familia fue propuesto por Mitsuhahi et al.20 (Figura
7), por ejemplo en el caso de la enzima del alga Porphyridium purpureum, hay dos
iones Zn (Il) coordinados por cuatro pares de aminoacidos, estos pares son:
Cys149 / Cys403, His205 / His459, Cys208 / Cys462 y Asp151 / Asp405. Es asi
que una molécula de agua esta presente en el entorno de cada ion metalico, pero
no se coordina directamente, formando un puente de hidrégeno con un oxigeno

perteneciente al ligando de cinc Asp151 / Asp405 (Figura 7a).

Se plantea la hipotesis de que hay una reaccion de transferencia de protones del
agua unida al resto de carboxilato que esta coordinado al residuo de aspartato,
con la generacion de un ion hidroxido que puede coordinarse al Zn (ll) que
adquiere una geometria de bipiramide trigonal (Figura 7b). Es asi que el nucledfilo
puede atacar al CO2 dentro de la cavidad hidréfoba de la enzima (Figura 7c), con

la generacion de bicarbonato unido a Zn (ll) (Figura 7d).

El intermedio es similar con el propuesto para las a-AC excepto que en este caso
el residuo de acido aspartico originalmente coordinado con cinc, esta unido al
bicarbonato coordinado (Figura 7d). En el ultimo paso, el bicarbonato se libera en
solucion, junto con un proton, el aspartato genera recoordinacion del ion Zn (1), y
la molécula de agua que acompana forma un enlace de hidrogeno con él. Asi la

enzima puede generar otro ciclo de catalisis.
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W \H\
o= ‘Asp 151/405 Ho
Asp 151/405
o] o
Cys 149/403 Cys 149/403
S HO / /
n—=; - Sz
/\ /
g JN\
N \ N
Cys 208/462 E>\ Cys 208/462 l[>\
N His 205/459 is 205/45
N His 205/459
a H b H
+H,0 CO,

-HCOy
-H"

o§[/\ P HO.

o ! Asp 151/405 / 7//\;\5;. 151/405
H /« H/ °

\0\ _ 0 Cys 149/403

/° o | S

i Zn——§
-
T\ T~cys 1491403

s
Cys 208/462 N
ys His 205/459 Cys 208/462 E>\
d N His 205459
¢ H

Figura 7. Mecanismo catalitico propuesto por Mitsuhahi.

En el genoma de Mycobacterium tuberculosis se encuentran también tres [-
anhidrasas carbodnicas halladas en la micobacteria, (mtACs). De manera similar a
todas las B-ACs, las mtACs poseen todos los aminoacidos implicados en el ciclo
catalitico de esta clase de enzimas: los residuos Cys35, His88 y Cys91
coordinados al Zn (ll), asi como el par Asp-Arg (en este caso constituido por
Asp37 y Arg39). La mtAC 1 es una enzima mucho mas pequena,contiene soélo 163
residuos de aminoacidos*?, la mtAC 2 tiene 207 residuos de aminoacidos. Por otra

parte la mtAC 3, es una proteina mas compleja de 764 residuos de aminoacidos.

Se describira la coordinacién del ion cinc en el sitio activo para el caso de la
mtAC1 (Figura 8). Esta enzima posee un i6n metalico coordinado mediante 2
residuos de cisteina (Cys35 y Cys91) y uno de histidina (His88) y una molécula de
agua o i6n oxhidrilo, el cual es el nucledfilo que atacara al COz y lo transformara
en bicarbonato. Pero en el caso de esta enzima, dos aminoacidos (Asp-Arg)
presentes en el sitio activo también se encuentran involucrados en el mecanismo

de activacion de la molécula de agua unida al Zn(ll), a través de la formacién de
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puentes de hidrogeno, que pueden favorecer la pérdida del protén y la generacion

del i6n oxhidrilo como cuarto ligando.*142

Se sabe que al menos una de estas tres mtACs, la mtAC 2 es esencial para el
crecimiento de la bacteria.*3 Si bien no se puede excluir que las otras dos isozimas
cumplan funciones biologicas importantes, esto no ha sido determinado, aunque
se han encontrado indicios que la mtAC 3 podria estar involucrada en el proceso
infeccioso. En base a esta informacion el desarrollo de inhibidores de las
anhidrasas carbdnicas presentes en la micobacteria podria dar lugar a una nueva

terapia contra la tuberculosis.*

o o]
Arg?)g/\/H H
H
T R— o AIg3O N~ Re-H— g
HN H HoN g
2! H %
\o/ Asp37 ~5 Aspa7
‘ Cys91 — > ‘ Cys91
/Zn2*—s/ s
_S —
H His88 HO /o H Hisgs
Forma &cida de la enzima Forma basica de la enzima

H
N
Argas N~ NH

HO

HoN

Inh™ Asp37
Cys91
an*—S/
Cys35 N
L \ Forma inhibida de la enzima
N
H His88

Figura 8. Coordinacion del i6n zinc en el sitio activo y mecanismo de inhibicion de las mtAC 1.

La actividad catalitica de mtAC 1, mtAC 2 y mtAC 3 para la reaccion de hidratacion
de CO2, se muestra en la tabla 1, asi como también se muestra la actividad

catalitica de la B-ACs de origen humano hAC | y hAC Il para la comparacién.43
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Tabla 1. Parametros cinéticos para la reaccién de hidratacion de CO2
catalizada por algunas isozimas a-AC, B-AC de Mycobacterium
tuberculosis y datos de inhibicidon con acetazolamida (AZZ).

Enzima Clase Nivel de Keat (s7) Ki (nM)

actividad (AAZ)
hAC | a media 2,0 10° 250
hAC Il a muy alta 1,4 108 12
mtAC 1 B moderada 3,910° 480
mtAC 2 B alta 9,8 10° 9,8
mtAC 3 B media 4,310° 104

Siguiendo con la clase B de las anhidrasas carbodnicas se pudo ver que el genoma
del patégeno bacteriano Brucella suis contiene dos ACs: bsAC | y bsAC Il. Tanto
la bsAC | como la bsAC Il fueron clonadas y caracterizadas.*546 Los dos genes
codifican respectivamente una proteina de 219 residuos de aminoacidos (bsAC 1)
y de 213 aminoacidos (bsAC Il). El analisis filogenético demostré que la bsAC | se
agrupa con la B-ACs de E. coli y H. influenza, mientras que bsAC Il esta
relacionada con H. pylori y Synechoccus. Las secuencias de aminoacidos de
bsAC | y bsAC Il con las de otras ACs recientemente investigadas evidenciaron
que la de la bsAC |, asi como la de bsAC 11404749 poseen todos los residuos de
aminoacidos tipicos de las B-AC implicados en el ciclo catalitico, es decir, los
cuatro residuos unidos al cinc, Cys42, Asp44, His98 y Cys101 y el par Asp44-
Arg46.50.51

La bsCA Il tiene un sitio activo abierto o cerrado. En la forma abierta se puede ver
Cys42, Cys44, His98, y Zn (ll) coordinado a la molécula de agua o ion oxhidrilo
que permiten que la enzima sea activa en un amplio intervalo de pH. En la forma
cerrada se observa Asp44 coordinada adicionalmente al ion Zn (Il), reemplazando
asi la molécula de agua o ion oxhidrilo necesaria para la actividad catalitica.
Solamente a valores de pH> 8, cuando el residuo de Arg46 forma un puente con
Asp38, la cuarta posicion de coordinacion de Zn (1) puede estar disponible para la

molécula de agua o ion oxhidrilo.
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La actividad catalitica de bsCA | y bsCA Il para la reaccion de hidratacion de COo,
se muestra en la tabla 2, asi como también se muestra la actividad catalitica de la

B-ACs de origen humano como la de H. pylori para la comparacion.52

La bsAC Il cataliza mejor que bsAC | la conversion de CO2 a bicarbonato (a pH
8,3, cuando el sitio activo esta abierto). La bsAC | tiene una actividad moderada
como catalizador, similar a la de hAC Xll, mientras que bsAC Il muestra una alta
actividad catalitica, mayor que la de bsAC I. También la bsAC Il exhibe una
actividad catalitica superior a la de hAC I, VA, Xll y hpBAC. Sélo la hAC Il, uno de
los mejores catalizadores conocidos en la naturaleza, tiene mejor actividad que
bsAC 11.53 También puede observarse que la actividad de ambas anhidrasas
carbénicas de Brucella suis son inhibidas por el inhibidor por excelencia, el

farmaco acetazolamida (AAZ).

Tabla 2. Parametros cinéticos para la reaccién de hidratacion de CO2
catalizada por algunas isozimas a-AC, 3-AC de Brucella suis y datos

de inhibicién con acetazolamida (AZZ).
Enzima Clase Nivel de Keat (s7) Ki (nM)

actividad (AAZ)
hAC |2 a media 2,010° 250
hAC II2 a alta 1,4 106 12
hAC V A2 a baja 2,910° 63
hAC XII2 a Media-baja 4,2 10° 57
hpBACP B media 7,110° 40
bsAC I° B media 6,4 10° 63
bsAC lI° B alta 1,1 108 303

2 lsozima humana recombinante, método de flujo detenido de CO. (PH=7.5)
® hp: Helicobacter pylori. Enzima recombinante, método de flujo detenido de CO. (PH=8.3)
¢ bsAC | y bsAC Il recombinantes, método de flujo detenido de CO. (PH=8.3)
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2.4.3. *Anhidrasas carboénicas

El prototipo ha sido aislado del microorganismo Metanosarcina Termofila.3? Las
v- tienen varias caracteristicas que las diferencian de las a- y 3-, el plegado de la
proteina estd compuesto por un [(-hélice interrumpida por tres bucles

sobresalientes seguido por una a-hélice corta y una larga.

El ion Zn (1) dentro del sitio activo esta coordinado por tres residuos de histidina,
como en las a-ACs, pero el sitio activo de las y- contiene ligandos adicionales
unidos al metal, de manera que la geometria de coordinacion es bipiramide

trigonal para la que contiene cinc y octaédrica para la que contiene el cobalto.

El mecanismo de catélisis que se propuso es el que presentan las enzimas de la
clase a. Se acepta el mecanismo del hidréxido de cinc como valido, ya que es
probable que exista un equilibrio entre la bipiramide trigonal y el ibn metalico

tetraédrico del sitio activo de la enzima.32

2.4.4. 6-Anhidrasas carbdnicas

Esta clase de AC la diatomea marina Thalassiosira Weissflogii AC (TWCA1),
mostrando un sitio activo similar al de las a-AC de mamiferos. El cinc tiene tres
histidina unidas y una sola molécula de agua, siendo muy diferentes de las B-AC
de plantas superiores en las que el cinc estd coordinado por dos tiolatos de

cisteina, una histidina y una molécula de agua.3®

Esta clase de AC no muestra una diferencia significativa de secuencia con otras
anhidrasas carbonicas y puede que representen un ejemplo de evolucion
convergente a nivel molecular, ya que se descubridé que es la primera enzima que

contiene cadmio, que es una proteina del tipo AC.16
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2.5. Distribucion y funciones

Se observo que las AC estan presentes en muchos procariotas, en donde tienen
importantes funciones tales como la respiracion, el transporte de didxido de

carbono y la fotosintesis.8:12.16,17,26,27,35,36

Con respecto a los procariotas, se ve que las ACs tienen dos funciones generales:
(i) el transporte de COgz/bicarbonato entre diferentes tejidos del organismo; (ii)
provision de COq/bicarbonato para reacciones enzimaticas.?® En los organismos
acuaticos fotosintéticos, tiene como la funcién adicional mantener la concentracion

del CO2, que ayuda a superar la limitacion en el medio ambiente.

En los vertebrados, incluyendo el Homo sapiens, las funciones de las ACs se han
investigado ampliamente en los Ultimos afos.836.3854 | as isozimas I, Il y IV
participan en la respiracién y la regulacion de la homeostasis acido/base.® Estos
procesos complejos involucran el transporte de COo/bicarbonato entre tejidos
metabolizantes y sitios de excrecidn (pulmones, rifiones), facilitando la eliminacion
de CO2 en los capilares y microvasculatura pulmonar, la eliminacion de H* en los

conductos renales, asi como la reabsorcion.8

Las isozimas I, Il y IV participan en estos procesos anteriormente mencionados,
como el de la secrecion de humor acuoso rico en bicarbonato (mediada por
isozimas AC Il, AC IV y AC XIl) dentro del ojo. Las AC estan involucradas en la
vision, su funcionamiento defectuoso conduce a una alta presion intraocular y
glaucoma.? La AC Il también participa en el desarrollo de los huesos. Las ACs
participan en la secrecion de electrolitos en muchos otros tejidos y 6rganos,
proporcionando bicarbonato y regulando el pH en la produccién de saliva, de acido
gastrico en el estomago, de bilis y de jugo pancreatico.8% Las ACs también estan
involucradas en la proteccion del tracto gastrointestinal de condiciones extremas
de pH (demasiado acidas o demasiado basicas), el flujo seminal, las funciones
musculares y la adaptacion a estrés. Algunas isozimas, como AC V, estan

implicadas los procesos de sefAalizacion molecular, como la secrecién de
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insulina.8% Las isozimas Il y VA estan implicadas en procesos metabdlicos
importantes, como proporcionar bicarbonato para la gluconeogénesis o sintesis de
bases pirimidinicas. Finalmente, algunas isozimas (tales como AC IX, AC XII, AC
VIII) son muy abundantes en tumores, estando involucrados en la oncogénesis y

progresion tumoral. 1454

Lo expuesto anteriormente nos muestra la importancia de las AC para una gran
cantidad de procesos, tanto en estados normales como patolégicos. Asi se explica
por qué los inhibidores de estas enzimas se instalaron en la medicina clinica
desde hace varias décadas. Actualmente, los inhibidores de estas enzimas son
utilizado como agentes antiglaucoma, diuréticos, antiepilépticos, ulceras gastricas
y duodenales, trastornos neuroldgicos u osteoporosis entre otros.82627 Debido al
gran numero de isozimas presentes en el cuerpo humano es necesaria la
busqueda de agentes especificos. En la actualidad se investiga al menos en cinco
frentes en el disefio de agentes farmacoldgicos: (i) farmacos antiglaucoma
mejores que la dorzolamida y la brinzolamida (isozimas Il y XIl como objetivo);8 (ii)
los farmacos contra el cancer dirigidos a AC IX y/ o AC Xll(isozimas presentes en
células tumorales);14.5456 (jii) agentes antiobesidad, basados en fuertes inhibidores
de la AC que apunten a la isoformas mitocondriales AC VA y / o AC VB; (iv)
anticonvulsivos (probablemente dirigidos a AC I, VII, XIl y XIV) y (v)
antibacterianos, antifungicos y otros tipos de agentes dirigidos a varias AC de
patdgenos como las bacterias H. pylori, Mycobacterium tuberculosis, los protozoos
P. falciparum o los hongos C. albicans y Cr. Neoformans, entre otros.57-63 \Vemos
asi que estas enzimas y sus inhibidores son realmente importantes. El
descubrimiento de muchas nuevas AC de este tipo en diversos organismos es
también una sefal de que estas antiguas enzimas estan involucradas en procesos
criticos de la vida, que mediante una perturbacion de su actividad pueden derivar

en nuevas formas de controlar muchas enfermedades.

Lic. Leonardo E. Riafrecha pag. 33



2.6.

INTRODUCCION

Inhibidores de la anhidrasa carboénica

Los inhibidores enzimaticos son moléculas que se unen a las enzimas y

disminuyen su actividad. Alguna de las clases de inhibidores de las ACs que han

sido estudiados son:

2.6.1.

Sulfonamidas y sulfamatos: se unen en forma deportonada, es decir como
aniones, al Zn (ll) presente en el sitio activo reemplazando al cuarto ligando

(molécula de agua o i6n oxhidrilo).

Fenoles: se unen a través de puentes de hidrogeno con la molécula de

agua/ ién oxhidrilo unido al Zn ().

Cumarinas: exhiben un mecanismo de accidén sin interacciones entre el
inhibidor y el ion metalico presente en el sitio activo pero ocluyendo la

entrada al mismo.

Metoxilos: se unen dentro del sitio activo enzimatico sin interaccién con el
ion cinc y por medio de diferentes interacciones con residuos de

aminoacidos y moléculas de agua.

Ditiocarbamatos: complejan los iones metalicos debido a la presencia del

anion CS-, que puede coordinar distintos metales de transicion.

Sulfonamida como inhibidor de la anhidrasa carboénica

Se conocen distintos tipos de inhibidores de ACs: los inhibidores anidnicos, las

sulfonamidas no sustituidas junto con grupos funcionales similares (sulfamatos,
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sulfamidas, etc.), cumarinas, ditiocarbamatos y fenoles. Tanto los inhibidores
aniénicos como los inhibidores derivados de sulfonamidas se enlazan al Zn(ll) por
sustitucion de un ligando no proteico, desplazando a la molécula de agua
(Ecuacion (I) en Figura 9) 6 por adicion a la esfera de coordinacion del metal
(Ecuacion (II) en Figura 9), generando una especie con forma de bipiramide
trigonal.”810.2664-68 | 35 sulfonamidas se unen al i6n cinc, conformando una
geometria tetraédrica con el atomo de nitrégeno de la sulfonamida coordinado a
dicho i6n y formando parte de una extensa red de enlaces de hidrogeno,
involucrando residuos de Thr199 y Glu106. La parte heterociclica 6 aromatica del
inhibidor (abreviada como R en la Figura 9) interactua con los residuos hidrofilicos
e hidrofébicos de la cavidad. Por otra parte, los aniones pueden unirse al ion
metalico conformando un aducto tetragonal 6 bipiramide trigonal, como por

ejemplo el aducto tiocianato de la Figura 9.7-11.66

E-Zn*?2 -OH, +| =—= E-Zn*? -| + H,0 Sustitucion (I)
Aducto tetrahédrico
E-Zn*2 -OH, +1 =—==  E-Zn*? - OHy(l) Adicion (Il)

Aducto bipiramidal trigonal

Parte hidrofilica
del sitio activo

/_ Parte hidrofobica
R

del sitio activo

/O%S/
/X0 \
Thr199 H---NH S
O—
/ \Zn+2 \\N' OH
H /\ His119 \ /2
o) His94 His96 zm{
o / \ His119
His94 His96
o Aducto bipiramidal
Glu106 M euonamida) rigorl

(tiocianato)

@ (b)

Figura 9. Mecanismo de inhibicion de las a-CA mediante inihibidores del tipo sulfonamidas (a)

y aniénicos (b).
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Las sulfonamidas son las mas importantes inhibidores de ACs (acetazolamida 1,
metazolamida 2, etoxazolamida 3, diclorofenamida 4, dorzolamida 5 vy
brinzolamida 6 se unen al ion Zn (ll) con una geometria tetraédrica (Figura 9), en
su estado deprotonado, con el atomo de nitrébgeno del resto sulfonamida
coordinado con Zn (ll) y una red extendida de enlaces de hidrégeno, que implica
residuos de Thr199 y Glu106, participando también en la union de la molécula

inhibidora al ion metalico.

La parte aromatica/heterociclica del inhibidor (R) interactia con residuos
hidrofilicos e hidrofébicos de la cavidad. Los aniones pueden unirse ya sea en
geometria tetraédrica del ion metalico o como aductos con geometria de
bipiramide trigonal tal como por ejemplo el aducto de tiocianato mostrado en la fig.
9b. Las estructuras cristalograficas de rayos X estan disponibles para muchos

aductos de sulfonamida/sulfamato/sulfamida con las isozimas I, Il y |V.29.64-67.69

En todos estos aductos, la sulfonamida/sulfamato/sulfamida depronotado se
coordina con el ion Zn (ll) de la enzima, y su resto NH participa en la unién del H
con el OH de Thr199, que a su vez esta acoplado en la unién del hidrogeno al

carboxilato de Glu106.12:64-69

Uno de los atomos de oxigeno del grupo sulfonamido también participa en la union

del hidrégeno con el resto NH de la cadena principal de Thr199.

Cuatro sulfonamidas que son inhibidores de anhidrasas carbonicas (IACs) han
sido utilizadas clinicamente como medicamentos antiglaucoma durante mucho
tiempo: acetazolamida (1), metazolamida (2), etoxazolamida (3) y diclorofenamida
(4). En la ultima década, se introdujeron dos nuevas drogas derivadas de
sulfonamidas como |IACs de actuacion topica, que son dorzolamida (5) y
brinzolamida (6), que también actuan como inhibidores muy potentes de la

mayoria de las isozimas a.
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Figura 10. Sulfonamidas inhibidoras de ACs.
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2.6.2. Fenol como inhibidor de la anhidrasa carboénica

Dentro de estos inhibidores se destacan los fenoles dado que su interaccion con la
anhidrasa carbdnica es completamente diferente a las encontradas con los
inhibidores tradicionales, por lo cual se constituyen en moléculas altamente
interesantes para el desarrollo de nuevos inhibidores. Ademas, pese a que la
potencial actividad bioldgica de los fenoles sintéticos y aquellos hallados en la
naturaleza es ampliamente conocida (principalmente como antioxidantes), los
mismos so6lo han sido estudiados como inhibidores de las ACs en los ultimos cinco
anos.”’% Recién en el afio 1995 el grupo de Christianson reporté la estructura de
Rayos X del aducto entre el fenol y la anhidrasa carbdnica humana Il (Figura 11).7

El analisis cristalografico mostré que el inhibidor se unia de una manera unica: el
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grupo OH se encuentra fijado a través de un puente de hidrégeno al cuarto ligando
del cinc, el cual es una molécula de agua, o mejor dicho un i6n oxhidrilo porque la
cristalizacion del aducto fue llevada a cabo a pH=10. Hay evidencia de un
segundo puente de hidrogeno entre el atomo de oxigeno del fenol y el NH de la
amida del residuo Thr199.

Trp209

Leu198

Val143

Thr199
Val121

19%

T 7n
Hisoa® | his119

His96

Figura 11. Representacion esquematica de las interacciones del fenol con la hCA Il (se
representan distancias en Amstorng y los puentes de hidrogeno se representan como lineas

punteadas).

Dentro de los distintos inhidores de las anhidrasas carbdnicas se han encontrados
distintos inhibidores derivados de productos naturales, como por ejemplo una serie
de compuestos fendlicos y sus derivados semisintéticos.”? Esta serie de
compuestos 9-18 tiene en comun la funcion OH y también presentan una variedad
de funciones tales como acidos carboxilicos, amidas, etc (Figura 12 y Tabla 3).
Estos compuestos fendlicos inhiben la hAC | menos que el fenol. Es importante
observar que, en general, los compuestos son mejores inhibidores de hAC Il en un
rango micromolar y similares al fenol. Se han encontrado resultados muy
interesantes cuando se analizaron estos derivados de fenol frente a las isozimas

mitocondriales VA y VB, que estan implicadas en procesos biosintéticos tales
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como gluconeogénesis, lipogénesis y la ureagénesis. Estas dos isoformas estaban
muy débilmente inhibidas por el fenol pero son mucho mas susceptibles a la
inhibicion con los compuestos fendlicos mencionados. Sin embargo no es posible
racionalizar la inhibicion debido a la escasa informacion estructural disponible para
estas isoformas mitocondriales, pero la alta selectividad mostrada por la serie
fendlica podria explotarse en el desarrollo de agentes antiobesidad con un

mecanismo de accidon novedoso.

HO OH
OMe MeO

9R'"=HR?=0H 14 R"=CHj4 16
10 R"=HR?=NH, 15 R" = CH,OH

11 R' = CIR? = OH

12 R' = CIR? = NH,

13 R'=CIR?= OCHj,4

HO OH
OMe MeO

17 18
Figura 12. Compuesto fendlicos IACs derivados de productos naturales

Los compuestos 9-18 (Figura 12) también se han ensayado como inhibidores de

B-ACs de organismos patdgenos.’s

Las B-AC incluyen las enzimas de la Mycobacterium tuberculosis (Rv3273 y
Rv1284), Candida albicans (NCE103) y Cryptococcus neoformans (Can2). Las
ACs de M. tuberculosis (mtACs) fueron inhibidas muy débilmente por el fenol,
utilizado como patrén, mientras que todos los derivados fendlicos mostraron mejor
actividad enzimatica para estas isozimas en comparacion al fenol (Tabla 3); sin

embargo, la relacion estructura-actividad encontrada es muy compleja.
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El &cido (-)-dihidroguaiarético (18), un metabolito secundario de las plantas, inhibio
preferentemente las AC fungicas. El polifenol mas flexible 18 es un inhibidor mas
débil de la hAC Il comparado con los derivados de ciclobutano mas rigidos (16-
18). Por lo tanto, los cambios en la estructura llevaron a una mejora significativa
en la actividad. Es asi que el acido (-)-dihidroguaiarético es un compuesto

interesante para el desarrollo de nuevos agentes antifungicos.

Tabla 3. Datos de inhibicion de las anhidrasas carbénicas a y 8 con fenoles de productos naturales
y semisintéticos

compuesto Ki(pM)
hACl1 hACIl hACVA hACVB mtRv3273 mtRv1284 Nce103 Can2

9 309 10,3 0,101 0,105 11,4 10,8 1,02 0,9
10 309 11,2 0,092 0,081 9,12 0,85 0,91 0,84
11 265 8,6 0,100 0,118 10,8 10,3 1,08 1,12
12 237 131 0,110 0,106 11,2 10,5 1,00 0,85
13 369 107 0,109 0,125 nd nd nd nd
14 201 8.4 0,093 0,103 11,4 10,5 1,06 1,12
15 374 9,2 0,094 0,102 10,9 0,99 1,01 1,08
16 368 11,7 0,091 0,069 8,92 0,82 0,73 0,77
17 354 12,1 0,098 0,079 0,89 0,80 0,70 0,95
18 307 230 0,085 0,071 9,10 0,85 0,62 0,81
fenol 10,2 55 218 543 79,0 64,0 17,3 25,9

hAC: anhidrasa carbonica humana ; nd: no determinada

2.6.3. Cumarinas como inhibidores de la anhidrasa carboénica

Otros compuestos inhibidores de las anhidrasas carbonicas derivados de
productos naturales son distintas cumarinas, el compuesto 6-(1S-hidroxi-3-
metilbutil)-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (20) fue la primera cumarina caracterizada
como inhibidor de AC (Figura 13).7# Utilizando cristalografia de rayos X, se obtuvo
la estructura cristalina de este producto natural con la AC |l humana. La cumarina
hidrolizada, derivada del acido cis-cinamico (21), se observo en el sitio activo y no
en la estructura de la cumarina (20) (Figura 13). El producto hidrolizado (21) es
voluminoso comparado con (20) y se encontré que se ubica en la entrada del sitio
activo de la AC en lugar de interactuar con el catalizador del ion cinc (situado en la

base del sitio activo). A diferencia de los IAC previamente conocidos que se
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coordinan al cinc del sitio activo, este tiene un doble comportamiento de sustrato-

inhibidor nunca antes observado.

zona entrada del sitio activo de AC
hidrofébica 0 OH

zona
hidrofilica

21

. ~, .
HISg4/ l Hisqqg
HISge

entrada del sitio activo de AC
zona
hidrofébica / o
A AC AN
oL, = M e ®
0O 0 OH
22

hidrofilica

19 c|)|-|2
Znt?

Hisgs” A

o A

HiS11g
So6

Figura 13. (a) La cumarina de producto natural 20 es hidrolizada por la AC para formar acido cis-
cinamico 21.

(b) La cumarina 19 es hidrolizada por la AC para formar el acido trans-cinamico.

AC: anhidrasa carbdnica.

La actividad como esterasa es conocida para las ACs y la observacién del acido
cinamico (21) en lugar de la cumarina 20 podria ser racionalizada como
consecuencia de la actividad de la esterasa AC Il que conduce a la hidrdlisis de la
lactona de 20. Este modo de inhibicién también se observé con la cumarina 19, la
mas simple de las estructuras cumarinicas. Al igual que el producto natural 20, se
observo la lactona hidrolizada a partir de la cumarina 19 en la estructura cristalina,
cerca de la entrada del sitio activo de la AC 117> como el isdmero trans del acido
cinamico (22), y no el isébmero cis como para el compuesto 21 (Figura 13). Se cree
que el volumen combinado de los dos sustituyentes de 21 obliga al isomero cis
termodinamicamente menos estable a colocarse en la entrada del sitio activo de la

AC.
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Otra diferencia entre las estructuras proteina-ligando de la AC Il con 21 y 22 fue la
orientacion del sustituyente carboxietileno. Con el producto natural simple 22, este
sustituyente carboxietileno estaba orientado hacia la mitad hidrofilica del sitio
activo, mientras que con 21 estaba orientado hacia la mitad hidrofobica del sitio
activo con el sustituyente orientado hacia la mitad hidrofilica del sitio activo. La
cumarina 19 no es un buen inhibidor de la mayoria de las ACs con la excepcion de
la AC | y Il, mientras que el derivado 20 es un inhibidor en un rango submicromolar
de esta anhidrasa carbodnica y un inhibidor en un rango micromolar medio de todas
las AC (con la excepcion de la AC Ill donde es un inhibidor debil) (Tabla 4). Esta
relacion estructura-actividad implica que los sustituyentes 6 y/o 7 en la cumarina
20 son fundamentales para la interaccién con las ACs. Como la zona del sitio
activo donde estos ligandos se unen es la regibn mas variable entre isozimas de
AC humana, esto puede explicar la realcion variable para el producto natural 20

comparado con la cumarina 19 (Tabla 4).

Tabla 4. Datos de inhibicién de anhidrasas carbénicas humanas después de 6 h de preincubacion:
cumarina (19) y 6- (1S-hidroxi-3-metilbutil) -7-metoxi-2H-cromen-2-ona (20).

Compuesto Kis(uM)?2

AC | ACIl  ACll AC IV ACVA ACVB ACVI ACVIl ACIX ACXIl AC XIV
19 3,1 9,2 >1000 62,3 >1000 578 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
20 0,08 0,06 >1000 3,8 96,0 17,7 35,7 27,9 54,5 48,6 7,8

@ Errores en el rango de + 5%, a partir de tres medidas.

Al haber encontrado que el derivado 20 presenta un buen perfil inhibitorio, se ha
realizado un estudio mas detallado de las cumarinas derivadas de PN (23-34)
(Figura 14) como IACs.”® Es asi, que se midi6 la actividad inhibitoria frente a las
ACs I, I, IX y XIl, siendo estas dos ultimas de gran interés (Tabla 5). Las
tendencias de la relacion estructura-actividad incluyen una inhibicion de la AC I
muy deébil, mientras que en la AC I, IX y XIlI tienen Ki en el intervalo de 1-10 pM.

Estos compuestos representan un gran interés debido a sus caracteristicas de
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selectividad de inhibicion. Por ejemplo, algunas de las cumarinas derivadas de

productos naturales son selectivas para las ACs IX y XII.

R4
= X
O O O o
R2 l
29R,=H;R,=H 32

30 R1 = OCH3, R2 =H
31 R1 = OCH3, R2 = OCH3

Figura 14. Cumarinas IACs derivadas de productos naturales.

Tabla 5. Datos de inhibicién para las cumarinas de
productos naturales 45-56 contra las isozimas de

anhidrasa carbénica |, 11, X'y XII.
Compuesto Ki(uM)?

AC I AC Il ACIX ACXIl
23 7,66 >100 0,62 0,79
24 8,46 >100 0,78 0,77
25 9,31 50,7 0,83 0,81
26 59,2 63,4 0,89 0,60
27 9,75 >100 0,60 0,83
28 7,81 >100 4,03 0,70
29 21,5 >100 7,51 25,7
30 7,71 >100 0,74 0,96
31 9,21 49,3 0,86 8,35
32 5,60 >100 3,50 9,10
33 9,11 >100 8,12 7,44
34 7,52 78,9 9,75 0,77
AZA 0,25 0,012 0,025 0,0057

2Errores en el rango de + 5%, a partir de tres medidas.

AZA: acetazolamida

Todas las proteinas eran recombinantes.
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Esta variacion en el perfil de inhibicion de las isozimas de las ACs es muy
favorable para el potencial descubrimiento de farmacos, en el que la inhibicién
selectiva de una AC especifica es muy importante, debido que asi se proporciona

el efecto fisioldgico deseado sin efectos secundarios.

2.6.4. Metoxifenilo como inhibidor de la anhidrasa carboénica

La metilacién es una de las modificaciones quimicas mas comunes del oxhidrilo en
el fenol. Solo recientemente los derivados de metoxifenilo han sido investigados
como inhibidores de la anhidrasa carbonica porque se consideraba que no tenian
incidencia en la inhibicién de AC.7° Inesperadamente, di y tri-metoxibencenos son
IACs bastante similares o mejores que fenol. Los estudios de docking han
permitido explicar el comportamiento de estos compuestos. Asi se encontr6 que la
union de metoxibenceno-sustituido dentro del sitio activo enzimatico se realiza sin
interaccion con el ion cinc y por medio de diferentes interacciones con residuos de
aminodacidos y moléculas de agua.”® Los compuestos se sitian entre el sitio de
union del fenol y el sitio de unién de la cumarina, llenando el centro de la cavidad
enzimatica, sin embargo esta hipotesis aun no esta confirmada por cristalografia.
De este modo surge la posibilidad de disefiar inhibidores de la anhidrasa
carbonica. Sin embargo, muy pocos de estos derivados han sido investigados

hasta el momento.”®

2.6.5. Ditiocarbamatos como inhibidores de la anhidrasa carboénica

Otra familia de compuestos interesantes son los ditiocarbamatos (DTCs). Son una
clase bien conocida de compuestos, que complejan los iones metalicos debido a la
presencia del anion CS- que puede coordinar una variedad de metales de
transicion de manera mono- o bidentada.””.”8 Ademas, muchos de estos derivados

tienen aplicaciones en la agricultura como antifungicos, proteccién de los cultivos,
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asi como también en la medicina. A pesar de que de que son conocidos por al
menos seis décadas, no han sido muy investigados como inhibidores de
metaloenzimas, mas alla de ser estudiados como inhibidores de la tirosinasa (una
enzima de cobre que muestra afinidad micromolar para algunos de estos

compuestos).”®

Con respecto a estos compuestos sélo se reportaron algunos datos del N, N-
dietil-ditiocarbamato como inhibidor de la AC bovina (tanto la nativa como la
enzima sustituida con Co (I1)), proponiéndose que el inhibidor se une al ion Co (1)
con una geometria de bipiramide trigonal. Si bien se han investigado aniones
inorganicos como IACs,’®-81 se han encontrado tritiocarbonatos (CS32 ) como
inhibidores de varias isoformas a, planteado que los compuestos que posean esta
nuevo unién con cinc, encontrada en el tritiocarbonato podrian tener mejores

propiedades inhibitorias en comparacion con los aniones inorganicos simples.

También se sabe que el dietil-ditiocarbamato, inhibe varias isoformas de AC en un
rango micromolar bajo o submicromolar.”®-8! Es asi que todos estos antecedentes
permiten mostrar que una amplia gama de DTCs que incorporan funciones
alifaticas y/o aromaticas unidas al atomo de nitrégeno, actuan como IACs en un
rango nanomolar bajo e incluso subnanomolar. También fue elucidado el
mecanismo de accion de esta nueva clase de potentes inhibidores, describiendose

las estructuras cristalinas de rayos X para los aductos de distintos DTCs.

Se conocen DTCs que poseen alta capacidad inhibitoria contra cuatro isoformas
de a-ACs humanas (hAC |, hAC Il y hAC IX).82-84 Por lo tanto esta familia de
compuestos, los ditiocarbamatos también muestras actividad inhitoria frente a las
ACs.
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2.7. Selectividad en el diseino de inhibidores de la anhidrasas
carbonicas

Muchas sulfamidas y sulfamatos inhibidores de las ACs, como los derivados 1-8
(Figura 10), poseen alta afinidad para las principales isozimas de mamiferos como
la AC Il, AC VA, AC VB, AC VII, AC IX o AC XII (Tabla 6)826.27.68 E| desafio para el
disefio de nuevos agentes farmacologicos de este tipo esta constituido en la

busqueda de la especificidad de dichos compuestos.

Entre las 16 isozimas descritas hasta ahora, la AC Il tiene una afinidad alta para la
mayoria de inhibidores de sulfonamida/sulfamato (Tabla 6), y la principal
busqueda consiste en encontrar derivados que no actuan como inhibidores muy
fuertes de esta isozima, conservando una buena afinidad con otra AC, como por
ejemplo AC IX, AC Xll. Lo mismo sucede para encontrar inhibidores con una

mayor afinidad a AC |I.

Tabla 6. Datos de Inhibicion con las sulfonamidas 1-6, el sulfamato 7 (topiramato) y el analogo
del topiramato 8, contra isozimas I-XIV

Isozima® Ki(uM)

1 2 3 4 5 6 7 8
hAC I? 0,25 0,05 0,025 1,20 50 45 0,25 3,45
hAC II2 0,012 0,014 0,008 0,038 0,009 0,003 0,010 2,13
hAC llI2 300 100 5 nd 8 nd nd nd
hAC IV? 0,074 6,2 0,093 15 8,5 nd 4.9 0,941
hAC VA? 0,063 0,065 0,025 0,63 0,042 0,05 0,063 0,032

hAC vB® 0,054 0,062 0,019 0,021 0,033 0,03 0,030 0,021
hAC VI? 0,011 0,010 0,043 0,079 0,010 0,0009 0,045 nd
hAC VII? 0,0025 0,0021 0,0008 0,026 0,0035 0,0028 0,0009 0,035
hAC IX® 0,025 0,027 0,034 0,050 0,052 0,037 0,058 4,58
hAC XIIP 0,0057 0,0034 0,022 0,050 0,0035 0,002 0,0038 1,87
hAC XIv® 0,041 0,043 0,025 0,345 0,027 0,024 1,46 0,025

2Enzima completa

®Dominio catalitico

°h. humano

dLos datos contra la enzima son de 1,59uM. nd. No probado (sin datos disponibles)
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2.7.1. Isozimas Il y Il

La principal diferencia en la constitucion del sitio activo de isozimas AC | y AC Il es
la presencia de un numero de residuos de histidina en la primera isozima. Ademas
de los ligandos de cinc (His94, His96 y His119), la His64 juega un papel
importante en la catalisis. Este es el unico residuo de histidina presente en el sitio
activo de AC Il, mientras que en AC | hay otros tres residuos adicionales, His67,
His200 y His243.24 Otra diferencia importante entre las dos isozimas es que la AC
Il contiene un cumulo de histidina que esta ausente en la AC |, constituido por
residuos: His64, His4 (estos dos residuos tienen una conformacion flexible en la
estructura cristalina), His3, His10, His15 e His17 (que se prolonga desde el centro
del sitio activo hasta el borde de la cavidad sobresaliendo en la superficie de la
proteina).2* Estas dos isozimas poseen también una diversidad diferente para las
dos clases principales de inhibidores: AC | tiene una mayor afinidad que AC Il para
aniones (cianuro, tiocianato, cianato, haluros), mientras que AC Il tiene
generalmente una mayor afinidad para sulfonamidas en comparacién con AC |
(Tabla 6).8:68

Es asi que es dificil obtener inhibidores derivados de sulfonamidas con mayor
afinidad para AC | que para AC Il, aunque las dos isozimas poseen diferencias

significativas en su sitio activo.

Todos los compuestos que poseen una mayor afinidad a la AC | en comparacion
con AC Il, de los tipos 35-42 (Figura 15), contienen restos ureido o tioureido en
sus moléculas. Los datos de inhibicion frente a estas dos isozimas se muestran en
la tabla 7.
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Figura 15. Inhibidores de AC |, Il y IV.

Por lo tanto los inhibidores de la isozima | pertenecen tanto a sulfonamidas
aromaticas, asi como a la clase heterociclica, mientras que los fragmentos ureido
y tioureido pueden ser, o no, sustituidos con grupos mas voluminosos (3,4-

diclorofenilo; fenilo; fenilsulfonilo sustituido, etc.).85-88
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Tabla 7. Inhibicion de las isozimas I, Il y IV con los
compuestos 35-42.

Inhibidor Ki (nM)
hACT hACIl  bAC IV

35 3 6 8

36 50 53 70

37 7 10 24

38 3 8 20

39 4 10 25

40 8 12 14

41 4 5 11

42a (X = p-Me) 40 110 120

42b (X = p-Cl) 60 100 160

Los compuestos que contiene arilsulfonilcarbamatos inhiben también
significativamente las isozimas Il y 1V, por lo tanto, no son inhibidores especificos
de la isozima |, pero representan un paso importante hacia la generacion IACs

especificos.868

2.7.2. Isozimas IX y Xll (AC extracelulares)

Estas isozimas se asocian a membranas celulares, con el sitio activo enzimatico
siempre orientado extracelularmente. Juegan un papel fundamental en funciones
fisiolégicas (AC IX en la mucosa gastrica y muchas células tumorales; AC XIl en

tumores y también algunos epitelios normales).8.14

La AC IX es expresada en unos pocos tejidos normales, pero esta expresion es
inducida en un amplio espectro de tumores humanos. La expresion mas
abundante de AC IX en tejidos normales fue hallada en la mucosa del estomago y
en la vesicula biliar.8? En tanto que se observé una débil expresion de AC IX en el
epitelio del conducto pancreatico,® en el epitelio intestinal,®® en o6rganos
reproductivos masculinos y en células que recubren la cavidad del cuerpo.92:93 Por

otro lado, la AC IX es expresada en niveles relativamente altos y con una alta
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prevalencia en diferentes tejidos tumorales: carcinomas del cuello uterino,
esofago, rindn, mama, cerebro, etc.94-% Sélo se halla ausente en tejidos normales

y carcinomas de prostata.®?

En cuanto a la AC XII, se ha observado que se sobreexpresa en varios tipos de
tumores tales como carcinomas celulares renales, tumores ovaricos, de mama, de
cuello uterino, y cerebrales,?-93.97pero la relacion de esta AC con el cancer no es
tan clara como la que presenta la AC IX. La expresion de AC Xl ha sido detectada
en muchos tejidos normales 2 tales como en rifién, pancreas, colon, préstata,

ovarios, testiculos, pulmoén, y cerebro.®

Debido a que las AC IX y Xll son enzimas extracelulares activas involucradas en el
metabolismo de COz2, se hallan implicadas en la acidificacién de la microenvoltura
extracelular, y al mismo tiempo, en la proteccion de las células cancerigenas de la
acidosis. La evidencia experimental de esta propuesta viene dada por estudios

sobre la AC 1X.99-101

Las células tumorales necesitan una regulacién del pH y del transporte de iones
para adaptarse a la acidosis, y esto induce la expresion de AC IX/XIl para que
participen en estos procesos. La participacion funcional de AC IX en la regulacion
del pH, se halla validada por tres experiencias experimentales. Primero, contribuye
a la acidificacion del microentorno extracelular de células hipdxicas,®® segundo,
minimiza el gradiente de pH intracelular, e incrementa el gradiente de pH
extracelular en el nucleo tumoral,’® y tercero contribuye a la acidificacion
extracelular (incluso también la AC Xll contribuye a tal efecto), y a un pH mas
alcalino en el entorno intracelular en respuesta a la carga de CO2 y por lo tanto,

apoya la supervivencia de las células en la acidosis (Figura 16).101

El rol de la AC Xll en la biologia tumoral se halla mucho menos explorado.
Ademas de que la AC XII contribuye al control del pH y crecimiento tumoral,'0' se
ha demostrado que la inhibicion de la AC XllI ocasiona una disminucion del

desarrollo de células del carcinoma renal in vitro.102
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H' (a), A

CELULA TUMORAL

~ _HCOz+ H*

cr

CELULAS ENDOTELIALES I

GLUCOSA pHi - 7.4

Figura 16. Ubicacién de ACs Il, IX y XlI en una célula tumoral.

Debido a la localizaciéon extracelular de estas isozimas, es posible disefar
inhibidores impermeables a la membrana, que de esta manera se convierten en

inhibidores de estas ACs.

2.8. Glicomiméticos como agentes quimioterapéuticos

Los carbohidratos se hallan ampliamente distribuidos en la naturaleza y pueden
ser considerados como los compuestos organicos mas abundantes de la
biomasa. Si bien los mismos desempefian diversas funciones bioldgicas
(glicoproteinas, polisacaridos de estructura y reserva, etc.) y en principio podrian
ser empleados en el desarrollo de nuevos agentes quimioterapeuticos, su uso se
encuentra restringido.'%® Esta limitacion se debe a que el enlace O-glicosidico

presente en los mismos, es hidrolizado por las glicosidasas lo cual afecta
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notablemente el desarrollo de nuevos compuestos que sean utiles “in vivo™. Con
el objetivo de evitar este inconveniente se han desarrollado distintos reemplazos
de los O-glicosidos, entre ellos pueden mencionarse los C-, S- y N-glicosidos. En
el caso de los C-glicésidos, en los cuales el oxigeno anomérico ha sido
reemplazado por un atomo de carbono,'” se ha demostrado que estos
compuestos adoptan conformaciones similares a los glicdsidos naturales por lo
cual presentarian interacciones similares con los sitios activos de las diversas
enzimas pero serian resistentes a la hidrolisis catalizada por las glicosidasas.’%
En los ultimos anos se han desarrollado una gran cantidad de estos miméticos de
carbohidratos, o glicomiméticos, muchos de los cuales presentan actividad como
inhibidores enzimaticos.96

Para el desarrollo de este tipo de compuestos con actividad bioldgica existen dos
posibilidades (Figura 17):

-Union directa entre el grupo responsable de la inhibicién y el carbohidrato (Tipo /)

-Uniodn a través de un espaciador (glicoconjugados) (Tipo II)

oL o ] [

Tipo | Tipo 1l

X=CHy NH, O
I: grupo responsable de la inhibicion

Figura 17. Modelo de los glicomiméticos
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2.9. Glicomiméticos inhibidores de la anhidrasa carboénica

Uno de los enfoques mas exitosos para disefar IACs dirigido a todas las isoformas
conocidas hasta hoy, es el denominado metodologia del apéndice. La metodologia
del apéndice consistio originalmente en unir diferentes grupos a funciones
sulfonamidas para modular las propiedades fisicoquimicas de estos agentes
farmacologicos. Un muy buen ejemplo de tales apéndices esta constituido por los
carbohidratos, que representan una amplia gama de quimiotipos, siendo nuevos
IAC.106.107 | g diversidad estereoquimica de los carbohidratos ofrece la oportunidad
de buscar distintos tipos de uniones con el sitio activo de isozimas de las ACs. Los
IAC glicosidicos fueron explorados previamente por los grupos de Poulsen08-112 y
Winums83.113.114 - determinando que la presencia de carbohidrato en las moléculas
se asocia con inhibicion efectiva de isoformas fisiolégicamente relevantes, entre
ellas AC I, Il, IX y XII.

A continuacion, se describen las sintesis mas relevantes de derivados de
carbohidratos que han sido estudiados como inhibidores de la anhidrasa

carbonica.

2.9.1. Tipo |

Sulfonamidas anomeéricas: son glicésidos que poseen un grupo sulfonamido
directamente unido al centro anomérico de un carbohidrato. El grupo de Poulsen
reportd una metodologia eficiente para la sintesis de S-glicosil sulfonamidas a
través de la oxidacion de sulfonamidas protegidas (Esquema 1).''5 Estos
compuestos han sido preparados por reaccion de tioacetatos de glicosilo 44 con
bromomalonato de dietilo y 2,4-dimetoxibencilamina. La posterior oxidacion con
KMnO4 en presencia de sulfato cuprico, y la eliminacién del grupo protector bajo

condiciones acidas proporciona las glicosilsulfonamidas peracetiladas 47. Luego el
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uso de las condiciones de Zemplen permite obtener los glicésidos desprotegidos

48 en excelente rendimiento.

Los compuestos sintetizados fueron evaluados como inhibidores de diferentes
isoformas de la anhidrasa carbonica humana encontrandose que los mismos
exhiben escasa actividad. Utilizando cristalografia de Rayos X, el grupo de
investigacion pudo demostrar que el tamafo de los glicésidos solo permite

interacciones débiles con los residuos de aminoacidos del sitio activo.

1. tiourea, BF3.0Et,

O S O
(AcO) o\, OAc—2 A0 BN 5 )i sAc
43 a-e 44 a-e
BrCH(CO,E o) PMB |00, / Cuso —0 2.0
_ BroH(COEYs, pcopmm g-N_ ot s (AcOne=—S"
MeO -< >— NH H )
2 45 a-e 46 a-e DMB

OMe

TFA CH.CI —O Q O NaOMe, MeOH 0 ? 0
22 (AcO)N e~ S i (HO)normx— S,
NH, NH2
a: D-Glucosa 47 a-e 48 a-e

b: D-Galactosa

c: Acido D-glucurénico
d: Maltosa

e: Lactosa

Esquema 1. Metodologia para sintesis de S-glicosil sulfonamidas.

Sulfamidas anomeéricas: un reemplazo poco usual para el enlace glicosidico es el
grupo sulfonamido correspondiente a la union de una glicosilamina que posee un
grupo sulfonilo en el nitrogeno. Sin embargo, las glicosilaminas tienden a
hidrolizarse, y exhiben anomerizacién. Para solucionar este problema se han

desarrollado varias sulfonamidoglicosilaciones de carbohidratos.9”
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Recientemente se ha descrito la sintesis de N-glicosil sulfamidas, un nuevo tipo de
compuestos que presentan la funcién sulfamida directamente unida al carbono

anomérico de un monosacarido (Esquema 2).116

Varias piranosas peracetiladas se hicieron reaccionar con sulfamida en presencia
de eterato de trifluoruro de boro para generar los B-sulfamidoglicésidos 49-53 en
muy buenos rendimientos. Los compuestos fueron posteriormente desprotegidos
empleando condiciones convencionales. Los compuestos sintetizados mostraron
inhibicion selectiva de la anhidrasa carbodnica IX (sobreexpresada en tejidos
tumorales) frente a la isoforma Il, que se encuentra ampliamente distribuida en el

organismo, por lo cual podrian ser farmacos utiles para terapias antitumorales.”

0 0
8

0 HoN > NH O H o NaOMe,MeOH O H O

(ACOIN o\ OAC2 =2 =(AcO)n - N 5 (HON e~ N g~

BF5.0Et,
NH, NHy
49-53 54-58
OR O oR Q.0

Esquema 2. Sintesis de N-glicosil sulfamidas.

Ademas, se han sintetizado glicosil sulfamidas 2,3-insaturadas empleando la
sulfonamidoglicosilacion de endo-glicales peracetilados mediada o no por el
reordenamiento de Ferrier (Esquema 3).118119 Para estas sintesis se han
empleado dos catalizadores: eterato de trifluoruro de boro o el aducto bromuro de
hidrogeno-trifenilfosfonio. El derivado de endo-glucal 59 ha mostrado ser un

inhibidor selectivo de la anhidrasa carbonica 1X.120
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0. ,0
N O

H
°s N
AcO Ol HN" NH, ACOYJ §=0
AcO BF,OEt,  Aco” > N
0,0
pRONS

HBr.PPh,

H H
o. .N. 9 o. N..° OAc o ACO  oAc
AcO NgZo Ao NgZo AcomH 0
L7 NH, J NH, AcO N..2 Ao N o
AcO’ AcO §=0 ‘§-0
NH '
59 60 61 2 62 NH;

Esquema 3. Sulfonamidoglicosilacion de endo-glicales peracetilados.

2.9.2. Tipo Il

Sulfonamido glicoconjugados: La adicion de una azida organica a un alquino
terminal catalizada por Cu (l) ha sido utilizada para formar 1,2,3-triazoles 1,4-
disustituidos, regioespecificamente. Esta transformacién se conoce como “click-
chemistry” y ha sido utilizada por el grupo de Poulsen para sintetizar numerosos

glicosiltriazoles como potenciales inhibidores de la anhidrasa carbdnica (Esquema
4)_107,121

Con el objetivo de facilitar la generacién de los triazoles, el grupo sintetizo
sulfonamidas aromaticas que contenian un alquino terminal o bien una funcién
azida, para reaccionar con el carbohidrato que contuviese la funcion
complementaria. Los grupos de compuestos se sintetizaron por dos
combinaciones posibles: i) un alquino conteniendo la funcién sulfonamido con un
grupo de azido azucares o ii) una azida conteniendo la funcién sulfonamido con un
grupo de acetilenos derivados de carbohidratos. De esta gran cantidad de
glicésidos sintetizados se han identificado 4 compuestos que exhiben inhibicién
selectiva de la AC IX.
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SO,NH,
o)
(RO)N %0 JN

66

SO,NH,

0
(RO N\
68 N

Esquema 4. (i) Ascorbato de sodio, CuS0y, t-butanol/H,0; NaOCH3 CH30H

2.10. Diseio sintetico de C-glicésidos

A continuacién se discutiran sélo algunas estrategias sintéticas para la obtencion

de C-glicosidos:

2.10.1.

Reacciones de “Cross coupling”

Los aril C-glicosidos son compuestos en los cuales un grupo arilo se encuentra

unido directamente al carbono anomérico del C-glicésido. Dichas moléculas son

de gran valor en quimica medicinal ya que son resistentes a la hidrolisis acida y
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enzimatica y por ende poseen un tiempo de vida considerable, lo que les permite
ingresar a las células y ligarse al ADN. Dichos compuestos poseen actividad

antifungica, antibacterial y tienen la capacidad de inhibir enzimas.22

Los aril C-glicosidos son sintetizados principalmente por reacciones de Heck,
Suzuki, Stille y ademas por reacciones tipo Negishi. Estas estrategias tienen a los

glicales como intermediarios claves (Esquema 5).

)
RO@ + R™X
Heck 0 SnR?
RO || + RM™
/O X . _
RO_RJ/ + R1_B(OH)2 SUZUkIl ROTR//&/R’] ‘Stllle o
o__X
X =Br, | il 1.anR2
WNegishi ROJ + R'-SnR

o0__X
Roij + R'-SnR2
Esquema 5. Estrategias para la sintesis de C-glicosidos.

Se reportd la sintesis de indolocarbazol 72 inhibidor de la 1 kinasa mediante

acoplamiento de Heck seguido por la ciclacién de 6 electrones 11 (Esquema 6).

TBSO o HO— " O

AN A ZT

H
N

NH HO
69 Ciclizacion OH
0 Reaccién de Heck debe T

- 0

— o)
. - ‘\\oH o
o N ™o
O ? '/O H
OAc 71

72

Esquema 6. Sintesis de C-glicosilpirrolo[3,4-c]carbazol-1,3(2H,6H)-dionas.
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Otra ruta interesante para la sintesis de C-glicosidos es la de cross coupling de
Suzuki, que implica la reaccion entre acidos aril o vinil-borénicos o organoboranos

y el haluro correspondiente o triflatos catalizadas por complejos de paladio.?3-133

Los C-glicdsidos también se pueden sintetizar mediante reaccién de acoplamiento
de Negishi de un compuesto de organocinc y un haluro organico, catalizado por
complejos de niquel o paladio. Ademas de los glicales, los haluros de glicosilo
pueden usarse también como materiales de partida para la reaccion de

acoplamiento “cross coupling” de Negishi (Esquema 7).122,134-136

OR OR
08 R4Zn-Br OR
RO RO Q
RO N RO
X | R1
73 (0] Z (@) 74
\ ITI /
Q/N“-Ni/N\) R = Ac, Bn
Cly X=Cl, Br; o 20: 1
10 mol % 76 % de rendimiento

Esquema 7. Sintesis de C-glicosidos por reaccion de Negishi

Otro método de sintesis es el desarrollado por Hayashi y colaboradores, una
sintesis asimétrica de cis- y trans-2-aril-6-metilpiranos del bromuro de tetra-O-
acetil-D-glucopiranosilo. La reaccion ocurre en dos pasos: uno implica la arilacién
directa en ausencia de reactivos organometalicos, y el otro incluye desoxigenacion

en la posicion C-3 seguida por inversion de la configuracién en la posicion C-2

(0] Ar (0] Ar
Ar-H Acon Hon
N0 OH

HF-piridina a. NaBH,4, MeOH
b.Hy, 10% Pd/C, EtOH
Rto. = 51-85% ¢.NaOMe, MeOH

(Esquema 8).

Ar-H = Mesitileno,
p-Xileno, Tolueno

Esquema 8. Sintesis de 2-aril-3-hidroxi-6(hidroximetil)piranos.
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2.10.2. Adicion de silanos

La sintesis de compuestos C-glicosidicos ha sido llevada a cabo mediante
reordenamiento de Ferrier por adicion de silanos sobre glicales. Este tipo de
reacciones son llevadas a cabo empleando acidos de Lewis como BF3.OEty,
TMSOTf y SnCls.

Un mecanismo propuesto para la adicion de alilisilanos sobre glicales es el
mostrado en el Esquema 9. Ademas de los alilisilanos, otros nucledfilos
empleados en este tipo de reacciones son: vinilsilanos, cianuro de trimetilsililo y

silili enol éteres.

OR OR OR
BF ®
e gl | le | <o | ol
)
BF,

OR OR OR
RO Q RO/%&M RO/%O)M
O —— — X

HAD R-OSiR; + BF;

SiR3 RO -BFs3 SiR3

Esquema 9. Obtencion de C-glicdsidos mediante adicion de silanos sobre glicales.

Horton'37 reportd la alilacion del carbono anomérico de 75. Dicha reaccion fue
catalizada por BF3.OEt,. Esta reaccion transcurre mediante la formacion del ion
oxonio 76. Los anomeros a (77) y B (78) fueron obtenidos en una relaciéon de 5:1

(Esquema 10).
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AcO .
alili-TMS, BF3OEt, 5 AcO
AcO Q >~ TAcO AcO

AcO CH4CN, 80°C, 48h AcO
ACO OMe o B (51),23%

AcO
Acogﬂf\/\/

AcO ~

77 78

Esquema 10. Sintesis de alili C-glicdsidos.

La sintesis estereoselectiva del C-glicésido 80 por la adicion de alilsilano al glical

79 empleando TiCls como catalizador fue reportado por Nicolau (Esquema 11).138

)

o)
AcO A~ TMS ACOU P
\M \ /
AcO TiCl,, CH,Cl,, -78°C AcO
OAc
79

Esquema 11. Obtencion de C-glicésidos por adicion de alilsilanos a un glical.

De manera silimilar a los alilsilanos, también se pueden usar los alquenilsilanos.Se
encontraron que los sililacetilenos eran suficientemente reactivos para generar los
C-glicosidos correspondientes (Esquema 12). Este tipo de alquinilacién de glicales
usando alquinos activados como nucledfilo en la presencia de ZrCls, HCIO4.SiO2,
Er(OTf)s, TMSOTf, AuCl dando los productos esperados con excelente

rendimiento y con muy buena selectividad a.

AcO

0.__R’
—=——SiMe; _ AcOU,\
\N K AN
AcO TiCly, CH,Cly, -78°C  AcO™ N N

c
OAc

Esquema 12. Sintesis de C-glicosidicos mediante reordenamiento de Ferrier.
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METODOLOGIA DE TRABAJO

3.1. Diseno sintético de los glicomiméticos

3.1.1. C-glicésidos

Para la sintesis los C-glicésidos de este trabajo se ha propuesto el uso de un
espaciador entre el carbohidrato y la funcion fendlica (Tipo /), empleando la via
sintética que se detalla a continuacion (Esquema 13). El primer paso involucra la
sintesis de 1-glicosil propanonas a través de la reaccion de Knoevenagel de
carbohidratos reductores (D-glucosa y D-galactosa) con pentan-2,4-diona en
presencia de un medio basico acuoso.'? Se realiza la proteccion de los grupos
oxhidrilos del C-glicosido empleando para ello la reaccién con anhidrido acético en

piridina.

Luego se analizan las condensaciones alddlicas de las 1-glicosilpropanonas con

diversos aldehidos aromaticos que contengan la funcion fendlica o metoxifenilo.

Los glicosidos se modifican empleando la sulfamoilacion de los oxhidrilos
fendlicos con cloruro de sulfamoilo con el fin de obtener los sulfamatos

correspondientes.

hihd head

e} O O 0 O O 0
HOJ S -9 9 . 3= (AO) Y
HON N~ 0H NaHCOs (HOM \/Q/}( piridina n M{

0 o}

. OR
pirrolidina

Hoy S—2 7 MeOH/EtsN/H,0 0 AN

(HO)n S ATTOR ——————— (A0 P

0 o

SiR=H | CISONH,

o = MeONa/MeOH =
(oW < —~ oo Ny
XX~ “OSOzNH; n NN ~OSO,NH,
(0]

0
R=H, CH3

Esquema 13
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Finalmente se estudiaran las condiciones de desproteccion de los C-glicésidos

peracetilados para obtener los glicésidos con una mayor solubilidad en agua.

3.1.2. N-glicésidos

Con el objetivo de obtener glicosil sulfonamidas que posean un oxhidrilo fendlico
se estudio la adicidén de p-hidroxibencenosulfonamida a diferentes derivados de
glicales (D-glucal y D-galactal) acetilados en presencia de BF3.OEt. como

catalizador.

Posteriormente se procedera a la desproteccion de las N-glicosilsulfonamidas

acetiladas a fin de obtener derivados con mayor solubilidad en el medio acuoso.

BF,. OEt2

0.0
- MeONa/MeOH 0
Ac O AcO— OH i
= HO— P OH

Esquema 14

3.2. Determinacion de la actividad biolégica

Con el objetivo de determinar la actividad biolégica de los compuestos sintetizados
en el presente trabajo se analizan los mismos como inhibidores de diferentes
isozimas de la anhidrasa carbonica, tanto humana como las presentes en
Mycobacterium tuberculosis, Brucella suis y en algunos casos frente a dichas

bacterias.

Lic. Leonardo E. Riafrecha pag. 64



4. Experimental




EXPERIMENTAL

4.1. Materiales y métodos

4.1.1. Equipos y materiales utilizados

Los puntos de fusion fueron determinados en capilares cerrados en un equipo

Buchi-Tottoli y no fueron corregidos.

Los espectros de 'H-RMN ,'3C RMN HSQC y COSY fueron registrados utilizando
un equipo RMN Varian de 200 MHz y en un Bruker Avance Ill 600 MHz. Los
desplazamientos quimicos se indican en partes por milldbn con respecto al
tetrametilsilano (TMS). Las multiplicidades se expresan como: singulete (s),
doblete (d), triplete (t),cuarteto (c), quintuplete(q), multiplete (m), doble doblete
(dd), doble cuarteto(dc), doble doble doblete (ddd) y triple doblete (td). Si se
pospone una “a” a cualquiera de las multiplicidades nombradas, quiere decir que
es una sefal mas ancha de lo normal. Las constantes de acoplamiento estan

expresadas en Hertz.

Para la realizacion de cromatografia en capa delgada se emplearon cromatofolios
de silicagel Merck 60 F254.

Los productos no visibles al UV se revelaron sumergiendo la placa en una solucion

de H2SO4 al 10% metanol, calentando posteriormente la misma en la llama.

Las cromatografias en columna fueron realizadas utilizando silicagel MN Kiesegel
60 Riedel-de Haen (230-400 mesh).

4.1.2. Solventes y reactivos

Los productos comerciales cuyo origen se indican a continuacién, fueron

purificados, si era necesario, utilizando técnicas generales de laboratorio.’3°
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2,4-Pentanodiona, Merck p.a.

3,4-Dihidroxibenzaldehido, p.f. 153-154 °C. Se recristalizd6 desde agua. Sintetizado
previamente en el laboratorio.

6-metoxi-2-naftaldehido, Aldrich

Acetato de Etilo, Sigma Aldrich, pe 77°C. Se secé con KoCOs3 y se realizod
destilacion fraccionada.

Acetato de sodio, Merck p.a.
Acetona, Anedra, p.e. 56 °C

Acetonitrilo anhidro, Sigma-Aldrich, p.e. 82 °C. Se secd con P20s y se realizd
destilacion fraccionada.

Acido acético glaciar, Merck p.a.
Acido clorhidrico, Merck p.a.

Acido férmico, Anedra, p.e. 101 °C. Se seco6 con B203 y se realizé una destilacion
fraccionada.

Acido perclorico, Merck p.a.

Acido sulfurico, Merck p.a. (95-97%)

Anhidrido acético, Carlo Erba

Benceno, Merck, p.e. 80 °C. Se seco6 con Na y se realizo destilacion simple.
Bicarbonato de sodio, Mallinckrodt

Bromo, Prod. Acos Purest

Carbonato de sodio Anhidro, Mallinckrodt

Cinc en polvo, Cicarelli

Cloroformo, Merck p.a.

Cloruro de Sodio, Anedra p.a.

Diclorometano, Anedra, p.e. 40°C. Se sec6 con CaCly y se destilé de forma simple
desde P20s
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Dietilamina, p.e. 55,5 °C. Eastman organic chemicals
Etanol, Soria (96%)

Eterato de trifluoruro de boro, Merck

Fosoforo rojo, Carlo Erba

a,B-D-Glucosa, Carlo Erba

a-D-Galactosa, Sigma Aldrich (97%)

loduro de sodio, J.T. Baker

i-Propanol, Anedra

Isocianato de clorosulfonilo, Aldrich

m-Anisaldehido, Sigma-Aldrich

Metanol, Anedra, p.e. 65°C. Se seco con Na y se realiz6 destilacion simple.

m-Hidroxibenzaldehido, p.f. 108°C. Se recristaliz6 desde agua. Sintetizado
previamente en el laboratorio.

N,N-Dimetilacetamida, Fluka, p.e. 165-166 °C. Se secd con BaO y se realizd
destilacion fraccionada a presion reducida.

n-Hexano, Anedra, p.e. 69°C. Se secé con Na>SOs y se realizdé una destilacion
simple.

Nitrito de sodio, Mallinckrodt

o-Hidroxibenzaldehido , p.e. 93°/25mm Hg. Se purifico por destilacion fraccionada
a presion reducida. Sintetizado previamente en el laboratorio.

Pentoxido de fosforo, Fluka

p-Hidroxibenzaldehido, p.f. 115-116°C. Se recristalizo desde agua, se seco con
P20s. Sintetizado previamente en el laboratorio.

Pirrolidina, Fluka p.a.
Resina amberlite IR 120P [H*], Sigma-Aldrich
Resina DOWEX (50X-8-200, H*), Aldrich

Sodio, Anedra
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Sulfanilamida (p-aminobencensulfonamida), Sigma-Aldrich
Sulfato de cobre pentahidratado, Mallinckrodt

Sulfato de sodio anhidro, Fluka (>97 %)

Sulfato de sodio, Fluka

Trietilamina, Merck p.a.

Veratraldehido, p.f 42-43 °C. Se recristalizo desde tolueno. Sintetizado
previamente en el laboratorio.

Lic. Leonardo E. Riafrecha pag. 69



EXPERIMENTAL

4.2. Sintesis de B-C-glicosil cetonas

4.2.1. Preparacion de 1-(B-D-glucopiranosil)-propan-2-ona (GC1)

OH

HO 0
HO
OH
0
GC1

En un balén con un buzo se colocé 7,20 g (40 mmoles) de a,B-D-glucosa, se
adicion6 20 mL de agua destilada y luego 4,90 mL (48,02 mmoles) de 2,4-
pentanodiona. Se colocd dicha mezcla en un bafo de silicona a 90°C. Se agito
magnéticamente por un lapso de 5 minutos y se agregaron 4,24 g (40 mmoles) de
NaHCOas. Dicha mezcla de reaccidon se dejé a reflujo por un periodo de 2,5 horas.
El progreso de la reaccion se siguid por cromatografia de capa delgada (CCD).
Una vez finalizada la reaccion, la mezcla se filtr6 y mediante resina DOWEX (50X-
8-200, H*) se llevd a pH=5. Posteriormente se hizo un nuevo filtrado y se eliminé el
agua por evaporaciéon rotativa. El producto (GC1) crudo fue purificado en
cromatografia en columna de silica gel utilizando como eluyente DCM-MeOH 8:2
para obtener el correspondiente producto como un aceite espeso, cuya identidad
se corrobord por comparacion con los espectros de RMN reportados.'40

Rendimiento: 50%.

4.2.2. Preparacion de 1-(3-D-galactopiranosil)-propan-2-ona (GC2)

OH_OH
0}
HO
OH
o
GC2
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En un balén con un buzo se colocé 0,90 g (5 mmoles) de a,p-D-galactosa, se
adicion6 2,5 mL de agua destilada y luego 0,61 mL (6 mmoles) de 24-
pentanodiona. Se colocé dicha mezcla en un bafo de silicona a 90 °C. Se agito
magnéticamente por un lapso de 5 minutos y se agregaron 0,52 g (5 mmoles) de
NaHCOs. Dicha mezcla de reaccion se dejé a reflujo por un periodo de 3 horas. El
progreso de la reaccion se siguioé por cromatografia de capa delgada (CCD). Una
vez pasado este tiempo la mezcla se filtré6 y mediante resina DOWEX (50x-8-200
H*) se llevd a pH=5. Posteriormente se hizo un nuevo filtrado y se elimino el agua
por evaporacion rotativa. El producto crudo se purific6 por cromatografia en
columna de silica gel utilizando como eluyente DCM-MeOH 8:2 para obtener el
correspondiente producto como un aceite espeso, cuya identidad se corroboré por

comparacion con los espectros de RMN publicados.'#' Rendimiento: 70%
4.2.3. Preparacion de las (-C-glicosilpropanonas peracetilados GC3 y GC4

R? _OAc

R1 (o]
AcO
OAc
(0]

GC3 R'=0Ac, R=H
GC4 R'=H, R?= OAc

A una solucion de 1 mmol de GC1 o GC2 disueltos en 10 mL de piridina, colocado
en un balén de 25 mL, se le afiadié un buzo para agitacion magnética y se le
agregaron 5 mL de anhidrido acético y se mantuvo a temperatura ambiente hasta
observar por CCD que se consumié totalmente el reactivo (48 h). A la mezcla de
reaccion se le agregaron 25 mL de diclorometano y la fase organica se lavo 2
veces con 10 mL de agua, luego con solucién 1N de HCI hasta reaccién acida de
las aguas de lavado. Posteriormente se lavd con solucion de NaHCOs hasta
neutralidad y nuevamente con 10 mL de agua destilada. La fase organica fue
secada con sulfato de magnesio y concentrada en evaporador rotativo. El residuo

fue cromatografiado en columna de silica gel utilizando AcOEt-Hex 1:1 como
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eluyente para proporcionar el compuesto peracetilado, cuya identidad se corrobord
por comparacion con los espectros de RMN publicados.’' Ambos compuestos se

presentaron como aceites muy viscosos. Rendimiento: 80% (GC3), 75% (GC4).

4.3. Sintesis de nuevos glicomiméticos derivados de fenol

Intento de sintesis de (E)-1-(2’,3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-4-(2-
hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F1)

HO
OAc
AcO 0
AcO
OAc
(0]

F1

En un balén con un buzo se colocé 0,388 g (1 mmol) 1-(2°,3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-3-
D-glucopiranosil)-propan-2-ona (GC3), se adicion6 0,151 g (1,1 mmoles) de 2-
hidroxibenzaldehido, luego 5 mL de DCM vy finalmente 0,015 mL (0,2 mmoles) de
pirrolidina. Se dejo con agitacion magnética a temperatura ambiente. Se siguio el
avance de la reaccion por medio de CCD, se revel6 empleando revelado
destructivo con H2SO4/MeOH, posterior de revelado con UV. Luego de 48 h. de

reaccion no se observo avance de la misma.

Lic. Leonardo E. Riafrecha pag. 72



EXPERIMENTAL

Sintesis de (E)-1-(2’,3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-3-D-glucopiranosil)-4-(3-hidroxifenil) but-
3-en-2-ona (F2)

OAc
OH
AcO 0
AcO
OAc
(0]
F2

En un balén con un buzo se colocé 1,55 g (4 mmoles) 1-(2',3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-
B-D-glucopiranosil)-propan-2-ona (GC3), se adiciond 0,536 g (4,4 mmoles) de 3-
hidroxibenzaldehido, luego 16 mL de DCM y finalmente 0,064 mL (0,8 mmoles) de
pirrolidina. Se dejo con agitacion magnética a temperatura ambiente. Se siguio el
avance de la reaccion por medio de cromatografia en capa delgada, hasta que se
observé que se consumio todo el reactivo a las 1,5 h. El solvente fue eliminado
mediante evaporador rotativo. El producto F2 se purific6 por medio de
cromatografia en columna de silica gel con Hex-AcOEt 6:4 como solvente de
elucion. El revelado de los cromatofolios se realizd por método destructivo con
mezcla H2SO4/MeOH, posterior al revelado en lampara UV. El producto obtenido
se llevd a peso constante, mediante secado con bomba de vacio. El sdlido
obtenido fue recristalizado de acetato de etilo/hexano. A la muestra se le realizado
el analisis de RMN, confirmando la estructura esperada. El rendimiento obtenido
fue del 68%.

(E)-1-(2’,3°,4’°,6’-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranisil)-4-(3-hidroxifenil) but-3-en-2-ona (F2)

Solido blanco: pf 152-153 °C. 'TH NMR (200

OH

4 6,08 MHz, CDCl3) 5 7,50 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-4),
c —0,
Ao NEZ 12 3 7,27 (dd, 1H, J = 9.2, 6,5 Hz, ArH), 7,07 (t, J =

3 oAc! 4
0

4,4 Hz, 2H, ArH), 6,91(m, 1H, ArH), 6,71
(d,1H, J = 16,2 Hz, H-3), 6,69 (s, 1H, OH), 5,22 (t, 1H, J = 9,2 Hz, H-3'), 5,11 (da,
1H, J = 9,8 Hz, H-4’), 4,96 (t, 1H, J = 9,3 Hz, H-2), 4,27 (dd, 1H, J = 12,4, 4,7 Hz,
H-6), 4,09 (m, 2H, H-1, H-6’), 3,73 (ddd, 1H, J = 9,7, 4,7, 2,2 Hz, H-5), 3,02 (dd,
1H, J = 16,3, 8,6 Hz, H-1a), 2,68 (dd, 1H, J = 16,3, 3,1 Hz, H-1b), 2,04 (s, 3H,
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CHsCOO), 2,03 (s, 3H, CHsCOO), 2,02 (s, 3H, CHsCOO), 2,01 (s, 3H,
CH3C00)."3C NMR (50 MHz, CDCls) & 196,99 (C-2), 171,27 (CHsCOO), 170,63
(CH3COO0), 170,37 (CHsCOO), 169,95 (CH3COO), 156,83 (ArC), 144,22 (C-4),
135,79 (ArC), 130,44 (ArC), 126,46 (C-3), 121,29 (ArC), 11,8468 (ArC), 114,86
(ArC), 75,84 (C-5), 74,40 (C-3'), 74,30 (C-4’), 71,84 (C-1"), 68,67 (C-2'), 62,29 (C-
6'), 42,74 (C-1), 20,96 (CH3CO), 20,93 (CH3CO), 20,88 (CH3CO), 20,88 (CH3CO).

Sintesis de (E)-1-(2’,3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-3-D-glucopiranosil)-4-(4-hidroxifenil) but-
3-en-2-ona (F3)

OH
OAc
AcO 0
AcO
OAc
(0]
F3

En un balén con un buzo se coloco 0,776 g (2 mmoles) 1-(2°,3',4’,6’-Tetra-O-acetil-
B-D-glucopiranosil)-propan-2-ona (GC3), se adiciond 0,268 g (2,2 mmoles) de 4-
hidroxibenzaldehido,luego 5 mL de DCM Yy finalmente 0,032 mL (0,4 mmoles) de
pirrolidina. Se dejo con agitacion magnética a temperatura ambiente. Se siguio el
avance de la reaccién por medio de cromatografia en capa delgada, hasta que se
observo que se consumio todo el reactivo a las 48 horas. El solvente fue eliminado
en evaporador rotativo y el producto F3 se purificé por medio de cromatografia en
columna de silica gel con Hex-AcOEt 6:4 como solvente de elucion. El revelado de
los cromatofolios se realizo por método destructivo con mezcla H2SO4/MeOH,
posterior al revelado en lampara UV. El producto obtenido se llevd a peso
constante, mediante secado con bomba de vacio. El sélido se recristalizé de
acetato de etilo/hexano. A la muestra se le realizd un analisis de RMN,

corroborando su identidad. El rendimiento obtenido fue del 44%.
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(E)-1-(2’,3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-4-(4-hidroxifenil) but-3-en-2-ona (F3)

Solido blanco: pf 176-177 °C. TH NMR (200
ot 6 OA:Q o OH MHz, CDCIl3) 8 7,50 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-4),
A°W 7.43 (d, 2H, J = 8,6 Hz, ArH) ,6,97 (s, 1H,
2 OH), 6,87 (d, 2H, J = 8,6 Hz, ArH), 6,59 (d,
1H, J = 16,1 Hz, H-3), 5,24 (t, 1H, J = 9.2 Hz, H-3"), 5,10 (d, 1H, J = 9,8 Hz, H-4"),
5,00 (dd, 1H, J = 13,6, 5,5 Hz, H-2'), 4,15 (m, 3H, H-1", H-6"), 3,72 (m, 1H, H-5),
3,01 (dd, 1H, J = 16,3, 8,3 Hz, H-1a), 2,67 (dd, 1H, J = 16,3, 3,2 Hz, H-1b), 2,03 (s,
3H, CH3sCOO), 2,02 (s, 3H, CHsCOO), 2,01 (s, 3H, CHsCOO), 2,01 (s, 3H,
CH3COO). 13C NMR (50 MHz, CDCls) 5 196,84 (C-2), 171,16 (CHsCOO), 170,59
(CH3CO0), 170,41 (CHsCOO), 169,94 (CHsCOO), 159,18 (ArC), 144,42 (C-4),
130,75 (ArC), 126,67 (C-3), 123,84 (ArC), 116,34 (ArC), 75,89 (C-5), 74,45 (C-3)),
7437 (C-4), 71,98 (C-1)), 68,74 (C-2'), 62,31 (C-6"), 42,57 (C-1), 20,95 (CH5CO),
20,95 (CH3CO), 20,85 (CH3CO), 20,85 (CH3CO).

Intento de sintesis de (E)-1-(2’,3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-4-(3,4-
dihidroxifenil)but-3-en-2-ona (F4)

OH
OAc
OH
AcO 0
AcO
OAc
(0]
F4

En un balén con un buzo se colocé 0,388 g (1 mmol) 1-(2',3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-3-
D-glucopiranosil)-propan-2-ona (GC3), se adiciond 0,152 g (1,1 mmoles) de 3,4-
dihidroxibenzaldehido, luego 5,5 mL de DCM Yy finalmente 0,016 mL (0,2 mmoles)
de pirrolidina. Se dejo con agitacion magnética a temperatura ambiente. Se siguid
el avance de la reaccion por medio de CCD, se revelé6 empleando revelado

destructivo con H2SO4/MeOH, posterior al revelado con UV. Como se sospecho
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que el producto corre con el mismo Rf que el reactivo, se procedié a hacer un
revelado selectivo de fenoles usando el revelador selectivo 5% FeCls en solucion
0,5N de HCI. Se dej6 reaccionar 48 horas. El producto F4 no se pudo obtener, ya
que mediante la evaporacion del solvente por evaporador rotativo se obtuvo un

polimero de color naranja que no fue identificado.

Intento de sintesis de (E)-1-(2’,3’,4’,6-Tetra-O-acetil-3-D-galactopiranosil)-4-(2-
hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F5)

En un balén con un buzo se colocé 0,195 g (0,5 mmoles) 1-(2°,3',4’,6’-Tetra-O-
acetil-p-D-galactopiranosil)-propan-2-ona (GC4), se adicion6 0,076 g (0,55
mmoles) de 2-hidroxibenzaldehido,luego 3 mL de DCM y finalmente 0,008 mL (0,2
mmoles) de pirrolidina. Se dejé con agitacion magnética a temperatura ambiente.
Se siguié el avance de la reaccién por medio de CCD, se revel6 empleando
revelado destructivo con H.SO4/MeOH, posterior al revelado con UV. Luego de 48

horas de reaccion no se observé avance de la misma.

Sintesis de (E)-1-(2’,3’,4’,6 - Tetra-O-acetil-3-D-galactopiranosil)-4-(3-
hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F6)

OAc _OAc
0 OH
AcO
OAc
(0]
F6
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En un balén con un buzo se colocé 0,388 g (1 mmol) 1-(2’,3’,4°,6’-Tetra-O-acetil-3-
D-galactopiranosil)-propan-2-ona (GC4), se adicion6 0,134 g (1,1 mmoles) de 3-
hidroxibenzaldehido, luego 5 mL de DCM vy finalmente 0,016 mL (0,2 mmoles) de
pirrolidina. Se dejo con agitacién magnética a temperatura ambiente. Se sigui6 el
avance de la reaccién por medio de cromatografia en capa delgada, hasta que se
observé que se consumio todo el reactivo a las 48 horas. Se eliminé el solvente de
la mezcla de reaccion mediante evaporador rotativo. El producto F6 se purificé por
medio de cromatografia en columna de silica gel con Hex-AcOEt 6:4 como
solvente de elucién. El revelado de los cromatofolios se realizé por método
destructivo con mezcla H>SO4/MeOH, posterior al revelado en lampara UV. El
producto obtenido se llevo a peso constante, mediante secado con bomba de
vacio. La muestra se analizd mediante RMN, comprobando la identidad del

mismo. El rendimiento obtenido fue del 62%.

(E)-1-(2’,3’,4’°,6’-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(3-hidroxifenil) but-3-en-2-ona (F6)

o Solido blanco pegajoso: '"H NMR (200 MHz,
e CDCl3) 5 7,51 (d, 1H ,J = 16,1 Hz, H-4), 7,26
A°®W (t, 1H, J = 7,9 Hz, ArH), 7,08 (d, 2H, J = 6,8
- Hz, ArH), 6,92 (d, 1H, J = 8,9 Hz, ArH), 6,72
(d, 1H, J = 16,1 Hz, H-3), 5,45 (dd, 1H, J = 3,2, 0,9 Hz, H-4’), 5,20 (m, 1H, H-2),
5,08 (dd, 1H, J = 10,0, 3,3 Hz, H-3"), 4,04 (m, 4H, H-1', H-5', H-6"), 3,06 (dd, J =
16,1, 8,5 Hz, 1H, H-1a), 2,69 (dd, J = 16,1, 3,2 Hz, 1H, H-1b), 2,16 (s, 3H,
CH3CO0O0), 2,04 (s, 3H, CH3COO0) 1,99 (s, 3H, CH3COO0), 1,96 (s, 3H, CH3COO).
13C NMR (50 MHz, CDCl3) & 197,19 (C-2), 170,99 (CH3COO), 170,61 (CH3COO),
170,57 (CH3COO0), 170,44 (CH3COO), 156,88 (ArC), 144,12 (C-4), 135,85 (ArC),
130,39 (ArC), 126,49 (C-3), 121,23 (ArC), 118,42 (ArC), 114,86 (ArC), 74,87 (C-
5'), 74,43 (C-1'), 72,24 (C-3'), 69,33 (C-2'), 67,99 (C-4'), 61,71 (C-6"), 42,98 (C-1),
21,03 (CH3CO), 20,89 (CH3CO), 20,82 (CH3CO), 20,82 (CH3CO).
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Sintesis de (E)-1-(2’,3’,4’,6 - Tetra-O-acetil-3-D-galactopiranosil)-4-(4-
hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F7)

OH
OAc_OAc
(0]
AcO
OAc
(0]
F7

En un balén con un buzo se colocé 0,388 g (1 mmol) 1-(2°,3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-3-
D-galactopiranosil)-propan-2-ona (GC4), se adicion6 0,134 g (1,1 mmoles) de 4-
hidroxibenzaldehido, luego 5 mL de DCM vy finalmente 0,016 mL (0,2 mmoles) de
pirrolidina. Se dejo con agitacion magnética a temperatura ambiente. Se siguio el
avance de la reaccién por medio de cromatografia en capa delgada, hasta que se
observo que se consumio todo el reactivo a las 48 horas. El solvente de la mezcla
de reaccion fue eliminado mediante evaporador rotativo. El producto F7 se purifico
por medio de cromatografia en columna de silica gel con Hex-AcOEt 6:4 como
solvente de elucién. El revelado de los cromatofolios se realizd por método
destructivo con mezcla H2SO4/MeOH, posterior al revelado en lampara UV. El
producto obtenido se llevd a peso constante, mediante secado con bomba de
vacio. El sdélido fue recristalizado de AcOEt/Hex. A la muestra se la analizé
mediante RMN, corroborando la estructura esperada. El rendimiento obtenido fue
del 40%.

(E)-1-(2°,3°,4’°,6’-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(4-hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F7)

Solido amarilo: pf 119-120 °C. "H NMR (200 MHz,

cO = ,OAC
e P OH CDCls) 87,51 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-4), 7,43 (d,
c 2
MO et T 2H, J = 8,6 Hz, ArH) ,6,88 (d, 2H, J = 8,6 Hz, ArH),
O

6,61 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-3), 5,45 (d, 1H, J = 2,5
Hz, H-4"), 5,20(m, 1H, H-2"), 5,07 (dd, 1H ,J = 10,0, 3,2 Hz, H-3), 4,06 (m, 4H, H-
1", H-5', H-6’), 3,06 (dd, 1H, J = 16,1, 8,4 Hz, H-1a), 2,68 (dd, 1H, J = 16,1, 3,3 Hz,
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H-1b), 2,16 (s, 3H, CHsCOO), 2,04 (s, 3H, CHsCOO), 1,99 (s, 3H, CHsCOO0), 1,97
(s, 3H, CH3COO). 13C NMR (50 MHz, CDCls) & 197,17 (C-2), 170,96 (CHsCOO),
170,67 (CHsCOO), 170,49 (CHsCOO), 159,40 (ArC), 144,48 (C-4), 130,75 (ArC),
123,79 (C-3), 116,35 (ArC), 74,91 (C-5), 74,40 (C-1'), 72,26 (C-3), 69,40 (C-2)),
67,99 (C-4), 61,69 (C-6'), 42,75 (C-1), 21,06 (CH3CO), 20,92 (CHsCO), 20,84
(CH3CO).

Sintesis de (E)-1-(2’,3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(3,4-
dihidroxifenil)but-3-en-2-ona (F8)

OH
OAc
OH
AcO Q
AcO
OAc
(0]
F8

En un balén con un buzo se colocé 0,388 g (1 mmol) (E)-1-(2’,3,4’,6’-Tetra-O-
acetil-B-D-glucopiranosil)-propan-2-ona (GC4),se adicioné 0,152 g (1,1 mmoles)
de 3,4-dihidroxibenzaldehido, luego 5,5 mL de DCM vy finalmente 0,016 mL (0,2
mmoles) de pirrolidina.Se dejo con agitacion magnética a temperatura ambiente.
Se siguid el avance de la reaccién por medio de CCD, se revel6 por medio de
revelado destructivo con H>SO4/MeOH, posterior de revelado con UV. Como se
sospechd que el producto corre con el mismo Rf que el reactivo, se procedio a
hacer un revelado selectivo de fenoles usando el revelador selectivo 5% FeCls en
solucion 0,5N de HCI. Se dejé reaccionar 48 horas. El producto F8 no se pudo
obtener, ya que mediante la evaporacion del solvente, por evaporador rotativo se

obtuvo un polimero de color rojo que no fue identificado.
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Sintesis de 1-(B-D-glucopiranosil)-4-(3-hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F9)

OH
HO o OH
HO
OH
)
F9

En un balén con un buzo se colocé 0,246 g (0,5 mmoles) de F2 y se adicion6 10
mL de la mezcla MeOH/EtsN/H20 8:1:1 (se torné color amarillo) y se dejo con
agitacion magnética. Se siguid el avance de la reaccion por medio de
cromatografia en capa delgada. Se dejo reaccionar 48horas. Luego de la
evaporacion del solvente, el producto F9 se purifico por medio de cromatografia en
columna de silica gel con AcOEt-MeOH 5:1 como solvente de elucién. El revelado
de los cromatofolios se realizo por método destructivo con mezcla HoSO4/MeOH,
posterior al revelado en lampara UV. El producto obtenido se llevd a peso
constante, mediante secado con bomba de vacio. La muestra se analizé mediante
RMN, comprobando que se trataba de la estructura esperada. El rendimiento
obtenido fue del 80%.

1-(B-D-glucopiranosil)-4-(3-hidroxifenil) but-3-en-2-ona (F9)

Solido blanco: pf 172-173 °C. 'TH NMR (200

46/ oH MHz, D20) & 7,51 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-4),
"0 \ 2z 1'1 P 7,28 (t, 1H, J = 7,8 Hz, ArH), 7,12 (d, 1H, J =
o g 4 7.8 Hz,ArH), 7,03 (d, 1H, J = 2,0 Hz,ArH),

6,92 (dd, 1H, J = 8,1, 1,6 Hz, ArH), 6,73 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-3), 3,72 (m, 3H, H-
5, H-6"), 3,35 (M, 4H, H-1", H-2’, H-3', H-4’), 3,07 (dd, 1H, J = 14,9, 5,4 Hz, H-1a),
2,89 (dd, 1H, J = 16,2, 8,8 Hz, H-1b). 13C NMR (50 MHz, D20) & 202,65 (C-2),
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156,23 (ArC), 145,30 (C-4), 135,93 (ArC), 130,70 (ArC), 126,31 (C-3), 121,51
(ArC), 118,54 (ArC), 115,06 (ArC), 79,85 (C-5'), 77,67 (C-3), 76,02 (C-4’), 73,58
(C-1'), 70,09 (C-2), 61,16 (C-6'), 42,74 (C-1).

Sintesis de 1-(B-D-glucopiranosil)-4-(4-hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F10)

OH
OH
HO 0
HO
OH
o)
F10

En un balén con un buzo se colocé 0,246 g (0,5 mmoles) de F3 y se adicion6 10
mL de la mezcla MeOH/EtsN/H20 8:1:1 (se torné color amarillo) y se dejo con
agitacion magnética. Se siguid el avance de la reaccion por medio de
cromatografia en capa delgada. Se dejo reaccionar 48horas. El solvente se
eliminé mediante evaporador rotativo. El producto F10 se purifico por medio de
cromatografia en columna de silica gel con AcOEt-MeOH 5:1 como solvente de
elucion. El revelado de los cromatofolios se realizd por método destructivo con
mezcla H2S0O4/MeOH, posterior al revelado en lampara UV. El producto obtenido
se llevd a peso constante, mediante secado con bomba de vacio. La muestra se
analizé empleando RMN, dando efectivamente la estructura esperada. El

rendimiento obtenido fue del 80%.

1-(B-D-glucopiranosil)-4-(4-hidroxifenil) but-3-en-2-ona (F10)

Solido blanco: pf 123-124 °C. 'H NMR (200
MHz, D.O) d 7,64 (d, 1H, J= 16,2 Hz, H-

OH
4 OH
H%W 4), 7,56 (d, 2 H, J =8,5Hz, ArH), 6,90 (d, 2
Toont p o H,J =85 Hz, ArH), 6,73 (d,1H, J = 16,2 Hz,

H-3), 3,68 (m, 3H, H-5, H-6)), 3,27 (m,
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4H, H-1’, H-2, H-3", H-4’), 3,06 (dd, 1H, J = 16,2, 5,3 Hz, H-1a), 2,87 (dd, 1H,
J=16,2, 8,7 Hz, H-1b). 3C NMR (50 MHz, D,0) & 202,80 (C-2), 156,23 (ArC),
146,28 (C-4), 131,13 (ArC), 126,44 (C-3), 116,13 (ArC), 79,68 (C-5'), 77,40 (C-
1’), 76,05 (C-3'), 73,15 (C-2'), 69,81 (C-4’), 60,83 (C-6'), 42,36 (C-1).

Sintesis de 1-(3-D-galactopiranosil)-4-(3-hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F11)

OH __OH
o OH
HO
OH
o)
F11

En un balén con un buzo se colocé 0,125 g (0,25 mmoles) de F4 y se adicion6 5,5
mL de la mezcla MeOH/ EtsN/ H20 8:1:1 (se tornd color amarillo) y se dejé con
agitacion magnética. Se siguid el avance de la reaccion por medio de
cromatografia en capa delgada. Se dejé reaccionar 48horas. Luego de la
eliminacion del solvente en evaporador rotativo, el producto F11 se purificd por
medio de cromatografia en columna de silica gel con AcOEt-MeOH 5:1 como
solvente de elucién. El revelado de los cromatofolio se realizo por método
destructivo con mezcla H.SO4/MeOH, posterior al revelado en lampara UV. El
producto obtenido se llevd a peso constante, mediante secado con bomba de
vacio. A la muestra se le realizé un analisis de RMN, corroborando su identidad. El

rendimiento obtenido fue del 80%.

1-(B-D-galactopiranosil)-4-(3-hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F11)

Solido amarrillo: pf 126,5-127 °C. 'TH NMR (200
O & " MHz, D20) & 7,53 (d, 1H, J = 16,3 Hz, H-4),
2 7,29 (t, 1H, J = 7,8 Hz, ArH), 7,14 (d, 1H, J =
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7,8 Hz, ArH), 7,04 (d, 1H, J = 1,6 Hz, ArH), 6,93 (dd, 1H, J = 7,6, 2,1 Hz, ArH),
6,75 (d, 1H, J = 16,3 Hz, H-3), 3,95 (d, 1H, J = 3,2 Hz, H-2’), 3,66 (m, 6H, H-1’, H-
3, H-4', H-5", H-6'), 3,18 (dd, 1H, J = 16,2, 3,1 Hz, H-1a), 2,94 (dd, 1H, J = 16,3,
8,7 Hz, H-1b). 3C NMR (50 MHz, D20) & 202,80 (C-2), 156,22 (ArC), 145,28 (C-
4), 135,97 (ArC), 130,70 (ArC), 126,32 (C-3), 121,51 (ArC), 118,51 (ArC), 115,05
(ArC), 78,84 (C-5), 76,46 (C-1'), 74,27 (C-4’), 70,98 (C-3'), 69,48 (C-2'), 61,49 (C-
6'), 42,89 (C-1).

Sintesis de 1-(B-D-galactopiranosil)-4-(4-hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F12)

OH
OH _OH
0
HO
OH
)
F12

En un balén con un buzo se colocé 0,125 g (0,25 mmoles) de F7 y se adiciond 5,5
mL de la mezcla MeOH/EtsN/H20 8:1:1 (se tornd color amarillo) y se dejé con
agitacion magnética. Se siguid el avance de la reaccion por medio de
cromatografia en capa delgada. Se dejo reaccionar 48horas. El solvente se
eliminé empleando un evaporador rotativo. El producto F12 se purificé por medio
de cromatografia en columna de silica gel con AcOEt-MeOH 5:1 como solvente de
elucion. El revelado de los cromatofolios se realizd por método destructivo con
mezcla H2SO4/MeOH, posterior al revelado en lampara UV. El producto obtenido
se llevd a peso constante, mediante secado con bomba de vacio. La muestra se
analizé mediante RMN, corroborando la estructura esperada. El rendimiento
obtenido fue del 90%.

1-(B-D-galactopiranosil)-4-(4-hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F12)

Solido amarillo: pf 162-163 °C. '"H NMR (200

HO 8" oH MHz, D20) & 7,51 (dd, 3H, J = 14,5, 12,5 Hz,
7 T 3
HoAE A2 N H-4, ArH), 6,86 (d, 2H, J = 8,6 Hz, ArH), 6,64

o}
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(d, 1H, J = 16,1 Hz, H-3), 3,95 (d, 1H, J = 3,2 Hz, H-2'), 3,64 (m, 6H, H-1’, H-3', H-
4, H-5, H-6"), 3,14 (dd, 1H, J = 13,3, 6,6 Hz, H-1a), 2,90 (dd, 1H, J = 16,1, 8,8 Hz,
H-1b). 13C NMR (50 MHz, D20) & 202,84 (C-2), 159,01 (ArC), 146,02 (C-4), 131,27
(ArC), 126,63 (C-3), 116,31 (ArC), 78,84 (C-5), 76,65 (C-1'), 74,28 (C-3'), 71,02
(C-2'), 69,49 (C-4), 61,50 (C-6'), 42,70 (C-1).
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4.4. Sintesis de nuevos glicomiméticos derivados de metoxiarilo

Sintesis de (E)-1-(2',3,4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-4-(3-metoxifenil )but-
3-en-2-ona (M1)

OAc
OCH
AcO Q 3
AcO
OAc
(0]
M1

En un balén con un buzo se colocé 0,388 g (1 mmol) 1-(2',3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-3-
D-glucopiranosil)-propan-2-ona (GC3), se adicion6é 0,150 g (1,1 mmoles) de 3-
metoxibenzaldehido, luego 6 mL de DCM vy finalmente 0,016 mL (0,2 mmoles) de
pirrolidina. Se dejo con agitacion magnética a temperatura ambiente. Se siguio el
avance de la reaccién por medio de CCD, hasta que se observé que se consumio
todo el reactivo a las 78 h de reaccion. El solvente fue eliminado mediante
evaporador rotativo. El producto M1 se purificé por medio de cromatografia en
columna de silica gel con Hex-AcOEt 1:1 como solvente de elucion. El revelado de
los cromatofolios se realizé por método destructivo con mezcla H2SO4/MeOH,
posterior al revelado en lampara UV. El producto obtenido se llevd a peso
constante, mediante secado con bomba de vacio. A la muestra se le realizo el
analisis de RMN, confirmando la estructura esperada. El rendimiento obtenido fue
del 76%.

(E)-1-(2’,3°,4’°,6’-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranisil)-4-(3-metoxifenil) but-3-en-2-ona (M1)

Solido amarillo: pf 94-95 °C. 'H NMR (500

6,08 MHz, CDCl3) & 7,53 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-
0
AﬁW 4), 7,33 (t, 1H, J = 7,9 Hz, ArH), 7,16 (d, 1H,
3 OAC1' & 4 OCH3

J = 7,6 Hz, ArH), 7,08 (m, 1H, ArH), 6,98
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(dd, 1H, J = 8,2, 1,9 Hz, ArH), 6,74 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-3), 5,25 (t, 1H, J = 9,4
Hz, H-3)), 5,09 (t, 1H, J = 9,7 Hz, H-4’), 5,01 (t, 1H, J = 9,7 Hz, H-2'), 4,28 (dd, 1H,
J = 12,4, 4,9 Hz, H-6'b), 4,14 (ddd, 1H, J = 10,0, 8,5, 3,2 Hz, H-1"), 4,04 (dd, 1H, J
= 12,4, 2,2 Hz, H-6'a), 3,86 (s, 3H, CH30), 3,74 (ddd, 1H, J = 10,1, 4,9, 2,2 Hz, H-
5), 3,04 (dd, 1H, J = 16,3, 8,5 Hz, H-1b), 2,70 (dd, 1H, J = 16,3, 3,2 Hz, H-1a),
2,05 (s, 3H, CH3COO0), 2,04 (s, 3H, CH3COO0), 2,03 (s, 6H, CH;COO0).13C NMR
(126 MHz, CDCls) & 196,13 (C-2), 170,62 (CHsCOO), 170,22 (CHsCOO), 169,98
(CHsCOO), 169,55 (CHsCOO), 159,97 (ArC), 143,70 (C-4), 135,57 (ArC), 130,01
(ArC), 126,49 (C-3), 121,14 (ArC), 116,75 (ArC), 113,12 (ArC), 75,74 (C-5), 74,19
(C-4"), 74,13 (C-3"), 71,70 (C-1"), 68,50 (C-2'), 62,04 (C-6'), 55,33 (CH3O), 42,55
(C-1), 20,72 (CH3CO), 20,66 (CH3CO), 20,64 (CH3CO), 20,62 (CH3CO).

Sintesis de (E)-1-(2’,3',4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil )-4-(3,4-
dimetoxifenil)but-3-en-2-ona (M2)

OCH3
OAc
H
AcO Q OCH,
AcO
OAc
(0]
M2

En un balén con un buzo se coloco 0,388 g (1 mmoles) 1-(2',3’,4’,6'-Tetra-O-acetil-
B-D-glucopiranosil)-propan-2-ona (GC3), se adicion6 0,182 g (1,1 mmoles) de
veratraldehido, luego 6 mL de DCM vy finalmente 0,016 mL (0,2 mmoles) de
pirrolidina. Se dejo con agitacidn magnética a temperatura ambiente. Se siguio el
avance de la reaccion por medio de cromatografia en capa delgada, hasta que se
observo que se consumid todo el reactivo a las 23 h. El solvente fue eliminado
mediante evaporador rotativo. El producto M2 se purific6 por medio de
cromatografia en columna de silica gel con Hex-AcOEt 1:1 como solvente de
elucion. El revelado de los cromatofolios se realizd por método destructivo con

mezcla HoSO4/MeOH, posterior al revelado en |lampara UV. El producto obtenido
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se llevo a peso constante, mediante secado con bomba de vacio. A la muestra se
le realizé el analisis de RMN, confirmando la estructura esperada. El rendimiento
obtenido fue del 66%.

(E)-1-(2’,3°,4’,6°-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranisil)-4-(3,4-dimetoxifenil) but-3-en-2-ona (M2)

Sélido blanco: pf 135-136 °C. 'H NMR (500

46,08 ool MHz, CDCls) 5 7,51 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-
AﬁW | 4), 7,16 (d, 1H, J = 8,3 Hz, ArH), 7,09 (s, 1H,
3 Oac! y OCHs
0 ArH), 6,90 (d, 1H, J = 8,3 Hz, ArH), 6,64 (d,
1H, J = 16,1 Hz, H-3), 5,25 (t, 1H, J = 9,4
Hz, H-3"), 5,09 (t, 1H, J = 9,7 Hz, H-4"), 5,00 (t, 1H, J = 9,7 Hz, H-2"), 4,28 (dd, 1H,
J = 12,4, 4,9 Hz, H-1)), 4,14 (dd, 1H, J = 18,4, 3,2 Hz, H-6'b), 4,04 (dd, 1H, J =
12,3, 1,8 Hz, H-6'a), 3,94 (s, 6H, CH30), 3,74 (ddd, 1H, J = 10,0, 4,8, 2,0 Hz, H-5'),
3,03 (dd, 1H, J = 16,2, 8,4 Hz, H-1b), 2,68 (dd, 1H, J = 16,2, 3,2 Hz, H-1a), 2,04 (s,
1H, CH3COO), 2,04 (s, 1H, CHsCOO), 2,02 (s, 1H, CHsCOO), 2,02 (s, 1H,
CH3CO0).13C NMR (126 MHz, CDCls) & 196,00 (C-2), 170,63 (CHsCOO), 170,23
(CHsCOO), 170,03 (CHsCOO), 169,57 (CHsCOO), 151,60 (ArC), 149,30 (ArC),
143,85 (C-4), 127,11 (AC), 124,28 (C-3), 123,33 (ArC), 111,08 (ArC), 109,70
(ArC), 75,71 (C-5), 74,21 (C-1',C-3) ,71,72 (C-4), 68,52 (C-2'), 62,04 (C-6"), 56,01
(CHs0), 55,92 (CH:0), 42,39 (C-1), 20,75 (CHaCO), 20,68 (CHsCO), 20,65
(CHsCO), 20,63 (CH3CO).

Sintesis de (E)-1-(2’,3,4’,6'-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-4-(6-metoxi-2-

naftil)but-3-en-2-ona (M3)
OCH;
o LI
|

AcO 0
AcO
OAc
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En un balén con un buzo se coloco6 0,388 g (1 mmoles) 1-(2,3’,4’,6'-Tetra-O-acetil-
B-D-glucopiranosil)-propan-2-ona (GC3), se adicion6 0,205 g (1,1 mmoles) de 6-
metoxi-2-naftaldehido, luego 6 mL de DCM y finalmente 0,016 mL (0,2 mmoles) de
pirrolidina. Se dejo con agitacién magnética a temperatura ambiente. Se sigui6 el
avance de la reaccién por medio de cromatografia en capa delgada, hasta que se
observé que se consumié todo el reactivo a las 71 h. El solvente fue eliminado
mediante evaporador rotativo. El producto M3 se purific6 por medio de
cromatografia en columna de silica gel con Hex-AcOEt 1:1 como solvente de
elucion. El revelado de los cromatofolios se realizd por método destructivo con
mezcla HoSO4/MeOH, posterior al revelado en lampara UV. El producto obtenido
se llevo a peso constante, mediante secado con bomba de vacio. A la muestra se
le realiz6 el analisis de RMN, confirmando la estructura esperada. El rendimiento
obtenido fue del 53%.

(E)-1-(2°,3°,4’,6°-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranisil)-4-(6-metoxi-2-naftil) but-3-en-2-ona (M3)

Solido amarillo: pf 178-179 °C. '"H NMR
2808 oo | (500 MHz, CDCI3) 57,93 (d, 1H, J = 8,8
A‘i?c Hz, ArH), 7,74 (m, 3H, ArH), 7,66 (dd,
Mo 1H, J = 8,6, 1,5 Hz, ArH), 7,20 (dd, 1H,
J=90, 2,5 Hz, ArH), 7,16 (d, 1H, J = 2,4 Hz, ArH), 6,83 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-3),
5,26 (t, 1H, J = 9,4 Hz, H-3), 5,11 (t, 1H, J = 9.7 Hz, H-4"), 5,03 (t, 1H, J = 9.7 Hz,
H-2'), 4,29 (dd, 1H, J = 12,4, 4,9 Hz, H-1'), 4,17 (dd, 1H, J = 18,3, 3,3 Hz, H-6'b),
4,05 (dd, 1H, J = 12,4, 2,1 Hz, H-6'a), 3,96 (s, 3H, CHs0), 3,75 (ddd, 1H, J = 10,0,
4.8, 2,1 Hz, H-5), 3,07 (dd, 1H, J = 16,2, 8.4 Hz, H-1b), 2,74 (dd, 1H, J = 16,2, 3,3
Hz, H-1a), 2,05 (s, 3H, CHsCOO), 2,05 (s, 3H, CHsCOO), 2,04 (s, 3H, CH3COO),
2,02 (s, 3H, CHsCOO0).13C NMR (126 MHz, CDCl3) & 196,06 (C-2), 170,64 (CH-
sC00), 170,24 (CHaCOO), 170,00 (CHsCOO), 169,57 (CHsCOO), 159,08 (ArC),
144,12 (C-4), 136,00 (ArC), 130,61 (ArC), 130,23 (ArC), 129,56 (ArC), 128,67
(ArC), 127,64 (ArC), 125,30 (ArC), 124,16 (C-3), 119,62 (ArC), 106,02 (ArC), 75,75
(ArC), 74,24 (C-3', C-1'), 71,76 (C-4'), 68,54 (C-2), 62,07 (C-6"), 55,41 (CHs0),
42,62 (C-1), 20,74 (CHsCO), 20,68 (CH3CO), 20,65 (CH3CO), 20,63 (CHsCO).

Lic. Leonardo E. Riafrecha pag. 88



EXPERIMENTAL

Sintesis de (E)-1-(2’,3',4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil )-4-(3-

metoxifenil)but-3-en-2-ona (M4)

OAc_OAc
0 OCH3
AcO
OAc
(0]
M4

En un balén con un buzo se coloco 0,776 g (2 mmoles) 1-(2',3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-
B-D-galactopiranosil)-propan-2-ona (GC4), se adiciond 0,299 g (2,2 mmoles) de 2-
metoxibenzaldehido, luego 12 mL de DCM y finalmente 0,032 mL (0,4 mmoles) de
pirrolidina. Se dejo con agitacidn magnética a temperatura ambiente. Se siguio el
avance de la reaccién por medio de CCD, hasta que se observé que se consumio
todo el reactivo a las 70 horas. El solvente fue eliminado mediante evaporador
rotativo. El producto M4 se purificé por medio de cromatografia en columna de
silica gel con Hex-AcOEt 1:1 como solvente de elucion. El revelado de los
cromatofolios se realizé6 por método destructivo con mezcla H>SO4s/MeOH,
posterior al revelado en lampara UV. El producto obtenido se llevd a peso
constante, mediante secado con bomba de vacio. A la muestra se le realizo el
analisis de RMN, confirmando la estructura esperada. El rendimiento obtenido fue
del 72%.

(E)-1-(2°,3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(3-metoxifenil) but-3-en-2-ona (M4)

Sélido blanco: pf 111-112°C. '"H NMR (500
AcQOAC MHz, CDCl3) 8 7,54 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-4),
wmm 7,33 (t, 1H, J = 7,9 Hz, ArH), 7,16 (d, 1H, J =

7,6 Hz, ArH), 7,08 (s, 1H, ArH), 6,98 (dd, 1H,
J=8,2,2,3 Hz, ArH), 6,75 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-3), 5,46 (d, 1H, J = 3,2 Hz, H-3)),
5,20 (t, 1H, J = 9,9 Hz, H-4’), 5,07 (m, 1H, H-2), 4,12 (dd, 1H, J = 11,4, 4,1 Hz, H-
1°a), 4,07 (m, 2H, H-6’a, H-6'b), 3,96 (m, 1H, H-5'), 3,86 (s, 3H, CH30), 3,09 (dd,

1H, J = 16,1, 8,4 Hz, H-1b), 2,71 (dd, 1H, J = 16,1, 3,2 Hz, H-1a), 2,17 (s, 3H,
CHsCOO0), 2,05 (s, 3H, CHsCOO), 2,00 (s, 3H, CHsCOO), 1,98 (s, 3H, CHsCOO).
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13C NMR (126 MHz, CDCls) & 196,45 (C-2), 170,45 (CHsCOO), 170,26 (CHsCOO),
170,24 (CHsCOO), 170,10 (CHsCOO), 159,94 (ArC), 143,66 (C-4), 135,58 (ArC),
130,01 (ArC), 126,52 (C-3), 121,15 (ArC), 116,70 (ArC), 113,15 (ArC), 74,66 (C-
5), 74,23 (C-1"), 71,99 (C-4), 69,12 (C-3), 67,72 (C-2'), 61,40 (C-6), 55,34
(CH30), 42,75 (C-1), 20,83 (CHsCO), 20,71 (CHsCO), 20,62 (CHsCO), 20,61
(CH3CO).

Sintesis de (E)-1-(2°,3",4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(3,4-
dimetoxifenil)but-3-en-2-ona (M5)

OCH;
OAc _OAc
O O C H 3
AcO
OAc

M5

En un balén con un buzo se colocé 0,388 g (1 mmol) 1-(2°,3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-3-
D-galactopiranosil)-propan-2-ona (GC4), se adicion6 0,182 g (1,1 mmoles) de
veratraldehido, luego 6 mL de DCM vy finalmente 0,016 mL (0,2 mmoles) de
pirrolidina. Se dejo con agitacidn magnética a temperatura ambiente. Se siguio el
avance de la reaccion por medio de cromatografia en capa delgada, hasta que se
observé que se consumio todo el reactivo a las 24 horas. El solvente de la mezcla
de reaccion fue eliminado mediante evaporador rotativo. El producto M5 se purifico
por medio de cromatografia en columna de silica gel con Hex-AcOEt 1:1 como
solvente de elucién. El revelado de los cromatofolios se realizd6 por método
destructivo con mezcla H>SO4/MeOH, posterior al revelado en lampara UV. El
producto obtenido se llevd a peso constante, mediante secado con bomba de
vacio. A la muestra se la analiz6 mediante RMN, corroborando la estructura

esperada. El rendimiento obtenido fue del 65%.
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(E)-1-(2’,3°,4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranisil)-4-(3,4-dimetoxifenil) but-3-en-2-ona (M5)

dane ool MHz, CDCls) & 7,53 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-
A°OWOCH3 4), 7,16 (d, 1H, J = 8,3 Hz, ArH), 7,10 (s,
° 1H, J = 7.9 Hz, ArH), 6,90 (d, 1H, J = 8.3
Hz, ArH), 6,65 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-3), 5,46 (d, 1H, J = 3,0 Hz, H-3'), 5,21 (t, 1H,
J = 9,9 Hz, H-4'), 5,09 (dd, 1H, J = 10,1, 3,4 Hz, H-2'), 4,13 (dd, 1H, J = 10,2, 4,7
Hz, H-1'), 4,11 (m, 2H, H-6'), 4,04 (dd, 1H, J = 11,2, 6,6 Hz, H-5), 3,94 (d, 6H, J =
1,1 Hz, CH30), 3,08 (dd, 1H, J = 16,1, 8,4 Hz, H-1b), 2,69 (dd, 1H, J = 16,0, 3,2
Hz, H-1a), 2,18 (s, 3H, CHsCOO), 2,05 (s, 3H, CHsCOO), 2,00 (s, 3H, CHsCOO),
1,08 (s, 3H, CHsCOO). 3C NMR (126 MHz, CDCls) & 196,27 (C-2), 170,42
(CHsCOO), 170,26 (CHsCOO), 170,23 (CHsCOO), 170,08 (CHsCOO), 151,59
(ArC), 149,29 (ArC), 143,80 (C-4), 127,14 (ArC), 124,34 (C-3), 123,33 (ArC),
111,09 (ArC), 109,71 (ArC), 74,76 (C-5'), 74,22 (C-1"), 72,00 (C-3), 69,16 (C-4'),
67,72 (C-2), 61,35 (C-6), 56,01 (CHsO), 55,92 (CHsO), 42,59 (C-1), 20,85
(CH3CO), 20,71 (CH3CO), 20,62 (CH3CO).

I Solido amarillo: pf 89,5-90°C. 'H NMR (500

Sintesis de (E)-1-(2',3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(6-metoxi-2-
naftil)but-3-en-2-ona (M6)

En un balén con un buzo se colocé 0,388 g (1 mmol) (E)-1-(2°,3',4’,6'-Tetra-O-
acetil-p-D-glucopiranosil)-propan-2-ona (GC4), se adicion6 0,205 g (1,1 mmoles)
de 6-metoxi-2-naftaldehido, luego 6 mL de DCM vy finalmente 0,016 mL (0,2
mmoles) de pirrolidina.Se dejo con agitacion magnética a temperatura ambiente.

Se siguid el avance de la reaccion por medio de cromatografia en capa delgada,
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hasta que se observé que se consumio todo el reactivo a las 47 h. El solvente fue
eliminado mediante evaporador rotativo. El producto M6 se purificé por medio de
cromatografia en columna de silica gel con Hex-AcOEt 1:1 como solvente de
elucion. El revelado de los cromatofolios se realizd6 por método destructivo con
mezcla HoSO4/MeOH, posterior al revelado en lampara UV. El producto obtenido
se llevo a peso constante, mediante secado con bomba de vacio. A la muestra se
le realiz6 el analisis de RMN, confirmando la estructura esperada. El rendimiento
obtenido fue del 52%.

(E)-1-(2’,3’,4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranisil)-4-(6-metoxi-2-naftil) but-3-en-2-ona (M6)

B one oct| (500 MHz, CDCls) & 7,92 (d, 1H, J =
A°° 8.2 Hz, ArH), 7,73 (m, 3H, H-4, ArH),
7,66 (dd, 1H, J = 8,6, 1,2 Hz, ArH),
7,19 (dd, 1H, J = 8,9, 2,4 Hz, ArH), 7,15 (d, 1H, J = 2,1 Hz, ArH), 6,84 (d, 1H, J =
16,1 Hz, H-3), 5,47 (d, 1H, J = 3.2 Hz, H-4"), 5.23 (t, 1H, J = 9,9 Hz, H-2"), 5,10 (dd,
1H, J = 10,1, 3,4 Hz, H-3), 4,13(m, 2H, H-5", H-1), 4,06 (dd, 1H, J = 11,2, 6,4 Hz,
H-6'b), 3,96 (m, 1H, H-6'a), 3,95 (s, 3H, CH30), 3,12 (m, 1H, H-1b), 2,75 (m, 1H,
H-1a), 2,18 (s, 3H, CHsCOO), 2,05 (s, 3H, CH3COO), 2,00 (s, 3H, CHsCOO), 1,97
(s, 3H, CHsC0O0).1°C NMR (126 MHz, CDCl3) 5 196,36 (C-2), 170,42 (CH3COO),
170,26 (CHsCOO), 170,23 (CHsCOO), 170,09 (CHsCOO), 159,06 (ArC), 144,05
(C-4), 135,98 (ArC), 130,60 (ArC), 130,22 (ArC), 129,58 (ArC), 128,66 (ArC),
127,63 (ArC), 125,34 (ArC), 124,16 (C-3), 119,61 (ArC), 106,00 (ArC), 74,71 (C-
5, 74,25 (C-1), 72,11 (C-3), 69,19 (C-4), 67,75 (C-2)), 61,42 (C-6'), 55,41
(CH30), 42,84 (C-1), 20,84 (CHsCO), 20,72 (CHsCO), 20,63 (CH3CO), 20,62
(CH3CO).

‘ Solido amairrillo: pf 114-115°C. 'H NMR
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Sintesis de 1-(B-D-glucopiranosil)-4-(3-metoxifenil)but-3-en-2-ona (M7)

OH
H
HO 0o OCH3;
HO
OH
)
M7

En un balén con un buzo se coloco 0,025 g (0,049 mmoles) de M1 y se adiciond
11 mL de la mezcla MeOH/EtsN/H20 8:2:1 y se dejo con agitacion magnética. Se
sigui6 el avance de la reaccion por medio de cromatografia en capa delgada. Se
dejo reaccionar 24 horas. Luego de la evaporacion del solvente, el producto M7 se
purificd por medio de cromatografia en columna de silica gel con AcCOEt-MeOH 5:1
como solvente de elucion. El revelado de los cromatofolios se realizé por método
destructivo con mezcla H2SO4/MeOH, posterior al revelado en lampara UV. El
producto obtenido se llevo a peso constante, mediante secado con bomba de
vacio. La muestra se analizé mediante RMN, comprobando que se trataba de la

estructura esperada. El rendimiento obtenido fue del 80%.

1-(B-D-glucopiranosil)-4-(3-metoxifenil) but-3-en-2-ona (M7)

o Sélido blanco: pf 116-117 °C. 'H NMR (500
46 MHz, DMSO) & 7,57 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-
w ‘ 4), 7,35 (m, 1H, ArH), 7,29 (m, 2H, J = 4,8,

2,4 Hz, ArH), 7,00 (ddd, 1H, J = 8,2, 2,4, 1,1

Hz, ArH), 6,97 (m, 1H, H-3), 5,08 (d, 1H, J = 5,7 Hz, OH), 4,95 (t, 1H, J = 5,7 Hz,
OH), 4,88 (d, 1H, J = 4,6 Hz, OH), 4,37 (t, 1H, J = 5,7 Hz, OH), 3,80 (s, 3H, CH30),
3,65 (dd, 1H, J = 9,2, 2,6 Hz, H-4’), 3,61 (dd, 1H, J = 11,2, 4,0 Hz, H-6'b), 3,40 (as,
1H, J = 11,0 Hz, H-6'a), 3,18 (dd, 1H, J = 8,3, 3,8 Hz, H-1"), 3,09 (m, 2H, H-2’, H-
5), 2,97 (m, 2H, H-1b, H-3'), 2,82 (dd, 1H, J = 16,1, 8,8 Hz, H-1a)."3C NMR (126

MHz, DMSO) & 198,60 (C-2), 160,05 (ArC), 142,49 (C-4), 136,41 (ArC), 130,42
(ArC), 127,57 (C-3), 121,52 (ArC), 116,92 (ArC), 113,53 (ArC), 81,15 (C-5'), 78,57
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(C-1'), 76,26 (C-4), 74,04 (C-3'), 70,74 (C-2'), 61,59 (C-6'), 55,68 (CH30), 43,88
(C-1).

Sintesis de 1-(B-D-glucopiranosil)-4-(3,4-dimetoxifenil)but-3-en-2-ona (M8)

OCH,
OH
Ho o OCH,
HO
OH
o)
M8

En un balén con un buzo se colocé 0,267 g (0,5 mmoles) de M2 y se adicion6 11
mL de la mezcla MeOH/EtsN/H2O 8:2:1 y se dejé con agitacion magnética. Se
sigui6 el avance de la reaccion por medio de cromatografia en capa delgada. Se
dejo reaccionar 24 horas. Luego de la evaporacion del solvente, el producto M8 se
purificd por medio de cromatografia en columna de silica gel con AcCOEt-MeOH 5:1
como solvente de elucion. El revelado de los cromatofolios se realizé por método
destructivo con mezcla H2SO4/MeOH, posterior al revelado en lampara UV. El
producto obtenido se llevo a peso constante, mediante secado con bomba de
vacio. La muestra se analizé mediante RMN, comprobando que se trataba de la

estructura esperada. El rendimiento obtenido fue del 80%.

1-(B-D-glucopiranosil)-4-(3,4-dimetoxifenil)but-3-en-2-ona (M8)

Solido amarillo: pf 141-142 °C. 'H NMR (500

X OHz‘? . ocH: | MHz, DMSO) & 7,54 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-4),
“Wow 7,34 (d, 1H, J = 1,6 Hz, ArH), 7,27 (dd, 1H, J

° = 8,3, 1,7 Hz, ArH), 7,01 (d, 1H, J = 8.4 Hz,

ArH), 6,87 (m, 1H, H-3), 5,07 (d, 1H, J = 4,9 Hz, OH), 4,95 (s, 1H, OH), 4,88 (s,
1H, OH), 4,36 (t, 1H, J = 5,7 Hz, OH), 3,82 (s, 3H, CH30), 3,81 (s, 3H, CH30), 3,62
(m, 2H, H-6'b, H-4’), 3,39 (m, 1H, H-6'a), 3,18 (t, 1H, J = 8,1 Hz, H-1"), 3,08 (m, 2H,

H-2’, H-5%), 2,95 (m, 2H, H-1b, H-3"), 2,79 (dd, 1H, J = 16,0, 8,8 Hz, H-1a).'3C NMR
(126 MHz, DMSO) & 198,35 (C-2), 151,43 (ArC), 149,41 (ArC), 142,92 (C-4),
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127,71 (ArC), 125,20 (C-3), 123,62 (ArC), 112,03 (ArC), 110,84 (ArC), 81,14 (C-
5), 78,59 (C-1'), 76,34 (C-4), 74,06 (C-3), 70,76 (C-2’), 61,60 (C-6"), 56,03
(2xCH30), 43,68 (C-1).

Sintesis de 1-(B-D-glucopiranosil)-4-(6-metoxi-2-naftil)but-3-en-2-ona (M9)

OCH;
o LI
|

HO 0
OH
o)
M9

En un balén con un buzo se colocé 0,100 g (0,179 mmoles) de M3 y se adiciond
11 mL de la mezcla MeOH/EtsN/H20 8:2:1 y se dejé con agitacion magnética. Se
siguid el avance de la reaccidon por medio de cromatografia en capa delgada. Se
dej6 reaccionar 22 horas. Luego de la evaporacion del solvente, el producto M9 se
purificé por medio de cromatografia en columna de silica gel con AcCOEt-MeOH 5:1
como solvente de elucion. El revelado de los cromatofolios se realizdé por método
destructivo con mezcla H2SO4/MeOH, posterior al revelado en lampara UV. El
producto obtenido se llevo a peso constante, mediante secado con bomba de
vacio. La muestra se analizé mediante RMN, comprobando que se trataba de la

estructura esperada. El rendimiento obtenido fue del 80%.

1-(B-D-glucopiranosil)-4-(6-metoxi-2-naftil)but-3-en-2-ona (M9)

Solido blanco: pf 130-131°C. '"H NMR

A OHZQ o OO ocH;| (500 MHz, DMSO) & 8,16 (s, 1H, ArH),
Hw 7,87 (m, 3H, H-4, ArH), 7,72 (d, 1H, J =
° 16,1 Hz, ArH), 7,37 (d, 1H ,J = 2,3 Hz,

ArH), 7,22 (dd, 1H, J = 9,0, 2,4 Hz, ArH), 7,04 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-3), 5,09 (d,
1H, J = 5,7 Hz, OH), 4.,96 (d, 1H, J = 3,9 Hz, OH), 4,89 (d, 1H, J = 4,0 Hz, OH),
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4,39 (t, 1H, J= 5,6 Hz, OH), 3,90 (s, 3H, CHsO), 3,67 (dd, 1H, J = 9,1, 2,3 Hz, H-
4’), 3,63 (m, 1H, H-6'b), 3,38 (as, 1H, J = 10,1 Hz, H-6’a), 3,20 (dd, 1H, J = 8,1, 5,2
Hz, H-1)), 3,10 (m, 2H, H-2’, H-5), 3,00 (dd, 2H, J = 12,7, 3,5 Hz, H-1b, H-3'), 2,83
(dd, 1H, J = 16,0, 8,8 Hz, H-1a).3C NMR (126 MHz, DMSO) & 198,42 (C-2),
158,90 (ArC), 142,79 (C-4), 135,90 (ArC), 130,58 (ArC), 130,51 (ArC), 130,30
(ArC), 128,72 (ArC), 127,88 (ArC), 126,44 (ArC), 125,13 (C-3), 119,70 (ArC),
106,71 (ArC), 81,19 (C-5'), 78,60 (C-1'), 76,36 (C-4’), 74,08 (C-3'), 70,77 (C-2)),
61,61 (C-6"), 55,80 (CH30), 43,97 (C-1).

Sintesis de 1-(B-D-galactopiranosil)-4-(3-metoxifenil)but-3-en-2-ona (M10)

OH _OH
o OCH,
HO
OH
0
M10

En un balén con un buzo se coloco 0,025 g (0,049 mmoles) de M4 y se adiciond
11 mL de la mezcla MeOH/Et3N/H20 8:2:1 y se dejo con agitacion magnética. Se
siguid el avance de la reaccidon por medio de cromatografia en capa delgada. Se
dej6 reaccionar 24 horas. Luego de la evaporacion del solvente, el producto M10
se purificd por medio de cromatografia en columna de silica gel con AcOEt-MeOH
5:1 como solvente de elucion. El revelado de los cromatofolios se realizé por
meétodo destructivo con mezcla H2SO4/MeOH, posterior al revelado en lampara
UV. El producto obtenido se llevo a peso constante, mediante secado con bomba
de vacio. La muestra se analizé mediante RMN, comprobando que se trataba de

la estructura esperada. El rendimiento obtenido fue del 80%.

1-(B-D-galactopiranosil)-4-(3-metoxifenil)but-3-en-2-ona (M10)

oo Solido blanco: pf 91-92°C. 'H NMR (500

e 3 MHz, DMSO) & 7,56 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-
2 1
HONEPS A 4),7.35 (t, 1H, J = 8,1 Hz, ArH), 7,29 (m, 2H,
(@]

ArH), 6,99 (m, 2H, ArH, H-3), 4,89 (dd, 1H, J

Lic. Leonardo E. Riafrecha pag. 96



EXPERIMENTAL

= 16,2, 4,6 Hz, OH), 4,70 (s, 1H, OH), 4,50 (t, 1H, J = 5,5 Hz, OH), 4,33 (dd, 1H, J
= 11,9, 4,6 Hz, OH), 3,80 (s, 3H, CHs0), 3,74 (dd, 1H, J = 21,3, 3,0 Hz, H-2'), 3,59
(td, 1H, J = 8,8, 2,5 Hz, H-1), 3,48 (m, 1H, H-6'b), 3,38 (as, 1H, J = 7,4 Hz, H-6'a),
3,34 (m, 3H, J = 9,4 Hz, H-3', H-4, H-5'), 2,96 (dd, 1H, J = 15,9, 2,5 Hz, H-1b),
2,83 (dd, 1H, J = 15,9, 8,9 Hz, H-1a).13C NMR (126 MHz, DMSO) & 198,82 (C-2),
160,05 (ArC), 142,42 (C-4), 136,42 (ArC), 130,42 (ArC), 127,59 (C-3), 121,50
(ArC), 116,91 (ArC), 113,51 (ArC), 79,23 (C-5'), 76,89 (C-1'), 75,09 (C-4’), 70,94
(C-3'), 69,07 (C-2"), 60,87 (C-6'), 55,68 (CH30), 43,96 (C-1).

Sintesis de 1-(B-D-galactopiranosil)-4-(3,4-dimetoxifenil)but-3-en-2-ona (M11)

OCH;
OH _OH
o OCH;
HO
OH
o)
M11

En un balén con un buzo se colocé 0,267 g (0,5 mmoles) de M5 y se adicion6 11
mL de la mezcla MeOH/EtsN/H2O 8:2:1 y se dejo con agitacion magnética. Se
siguid el avance de la reaccidn por medio de cromatografia en capa delgada. Se
dejo reaccionar 24 horas. Luego de la evaporacion del solvente, el producto M11
se purificd por medio de cromatografia en columna de silica gel con AcOEt-MeOH
5:1 como solvente de elucion. El revelado de los cromatofolios se realizé por
meétodo destructivo con mezcla H2SO4/MeOH, posterior al revelado en lampara
UV. El producto obtenido se llevo a peso constante, mediante secado con bomba
de vacio. La muestra se analizé mediante RMN, comprobando que se trataba de

la estructura esperada. El rendimiento obtenido fue del 80%.

1-(B-D-galactopiranosil)-4-(3,4-dimetoxifenil) but-3-en-2-ona (M11)

Solido amarillo: pf 89-89,5°C. '"H NMR (500 MHz,

e oct,| DMSO) & 7,53 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-4), 7,34 (d,
HOWOCH 1H, J = 1,7 Hz, ArH), 7,27 (dd, 1H, J = 8,3, 1,7 Hz,
2 3
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ArH), 7,01 (d, 1H, J = 8,4 Hz, ArH), 6,87 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-3), 4,89 (d, 1H, J =
4,0 Hz, OH), 4,69 (s, 1H, OH), 4,49 (t, 1H, J = 5,6 Hz, OH), 4,33 (d, 1H, J = 4,5 Hz,
OH), 3,82 (s, 3H, J = 3,4 Hz, CH30), 3,81 (s, 3H, CHs0), 3,71 (d, 1H ,J = 2,7 Hz,
H-2), 3,57 (td, 1H, J = 8,8, 2,5 Hz, H-1’), 3,47 (m, 1H, H-6'b), 3,36 (as, 1H, H-6'a),
3,30 (s, 3H, J = 6,3 Hz, H-3", H-4’, H-5), 2,93 (dd, 1H ,J = 15,8, 2.4 Hz, H-1b), 2,80
(dd, 1H, J = 15,9, 9,0 Hz, H-1a).3C NMR (126 MHz, DMSO) 5 198,59 (C-2),
151,42 (ArC), 149,42 (ArC), 142,86 (C-4), 127,71 (ArC), 125,24 (C-3), 123,60
(ArC), 112,04 (ArC), 110,82 (ArC), 79,21 (C-5), 76,98 (C-1), 75,11 (C-4’), 70,95
(C-3'), 69,06 (C-2), 60,87 (C-6'), 56,03 (2xCH30), 43,75 (C-1).

Sintesis de 1-(B-D-galactopiranosil)-4-(6-metoxi-2-naftil)but-3-en-2-ona (M12)

OCH,
onon LI
|

0}

HO

OH
O]

M12
En un balén con un buzo se colocé 0,100 g (0,179 mmoles) de M6 y se adiciond
11 mL de la mezcla MeOH/Et3N/H20 8:2:1 y se dejo con agitacion magnética. Se
siguid el avance de la reaccion por medio de cromatografia en capa delgada. Se
dej6 reaccionar 22 horas. Luego de la evaporacion del solvente, el producto M12
se purificd por medio de cromatografia en columna de silica gel con AcOEt-MeOH
5:1 como solvente de elucion. El revelado de los cromatofolios se realizé por
método destructivo con mezcla H2SO4/MeOH, posterior al revelado en lampara
UV. El producto obtenido se llevo a peso constante, mediante secado con bomba
de vacio. La muestra se analizé mediante RMN, comprobando que se trataba de

la estructura esperada. El rendimiento obtenido fue del 80%.
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1-(B-D-galactopiranosil)-4-(6-metoxi-2-naftil) but-3-en-2-ona (M12)

Q" ocrs| MHz, DMSO) 5 8,16 (s, 1H, ArH), 7,87 (m
3H, H-4, ArH), 7,72 (dd, 1H, J = 15,5, 7,5 Hz,

ArH), 7,38 (d, 1H, J = 2,3 Hz, ArH), 7,22 (dd,
1H, J = 8,9, 2,4 Hz, ArH), 7,03 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-3), 4,92 (d, 1H, J = 2,8 Hz,
OH), 4,71 (s, 1H, OH), 4,51 (t, 1H, J = 5,5 Hz, OH), 4,35 (d, 1H, J = 4,4 Hz, OH),
3,90 (s, 3H, J = 4,3 Hz, CHs0), 3,72 (s, 1H, H-2), 3,61 (dd, 1H, J = 8,8, 6,5 Hz, H-
1’), 3,48 (m, 1H, H-6'b), 3,37 (as, 1H, J = 9,3 Hz, H-6'a), 3,33 (d, 3H, J = 6,0 Hz, H-
3, H-4", H-5'), 2,99 (dd, 1H, J = 15,8, 2,3 Hz, H-1b), 2,84 (dd, 1H, J = 15,8, 9,0 Hz,
H-1a).3C NMR (126 MHz, DMSO) & 198,64 (C-2), 158,90 (ArC), 142,73 (C-4),
135,89 (ArC), 130,57 (ArC), 130,49 (ArC), 130,30 (ArC), 128,72 (ArC), 127,88
(ArC), 126,46 (ArC), 125,11 (C-3), 119,70 (ArC), 106,71 (ArC), 79,26 (C-5), 77,00
(C-1'), 75,11 (C-4), 70,98 (C-3'), 69,09 (C-2'), 60,88 (C-6'), 55,80 (CH30), 44,05
(C-1).

‘ Sélido amarillo: pf 120-121°C."H NMR (500
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4.5. Sintesis de nuevos N-glicosilsulfonamidas

4.5.1. Sintesis de materiales de partida

Sintesis de D- Glicales

Como primer paso previo en la sintesis de 3,4,6-tri-O-acetil-D-glicales, es
necesario preparar el a-acetobromo glicésido, que se obtiene empleando el

carbohidrato correspondiente como material de partida (D-glucosa o D-galactosa).

Preparacion de a-acetobromoglicésidos'2 (G1 y G2)

OAc OAc_OAc
AcO 0 Q
AcO AcO
AcO Br AcO Br
G1 G2

En un balén de tres bocas de 250 mL inmerso en bafio de agua-hielo (temperatura
5°C aproximadamente), se le adosé un termdmetro, una ampolla de
compensacion, y en la boca restante un tapén de vidrio. Se colocaron 84,5 mL
(900 mmoles) de anhidrido acético, se enfri6 agitando magnéticamente a 4°C y
luego se adicion6 0,5 mL de acido perclorico al 60%, gota a gota mediante una
pipeta. Se removié el bafio de agua-hielo y se dej6 que la mezcla alcanzara
temperatura ambiente. Seguidamente se agregd 19,6 g (111 mmoles) de a,3-D-
glucosa o a,B-D-galactosa en pequenas porciones con agitacion continua,
cuidando que la temperatura se mantuviera entre 30 y 40 °C, enfriando

ocasionalmente en bafo de agua-hielo. Luego de este agregado se enfrié hasta
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20 °C y se adicion6 6,1 g (197 mmoles) de fosforo rojo. Posteriormente se agrego
mediante ampolla de compensaciéon, 11,3 mL (440 mmoles) de bromo cuidando
que la temperatura de la mezcla no excediera los 20 °C. Luego se adicioné 7 mL
de agua en un lapso de 30 minutos. Se mantuvo la mezcla de reaccion a 20 °C por
2 horas, con agitacion continua. Finalmente se filtré en vidrio fritado para eliminar
el fésforo y se lavdo con acido acético glacial. El filtrado obtenido se empled
directamente en la siguiente etapa de sintesis, ya sea G1 o G2, segun

corresponda.

Sintesis de 3,4,6-tri-O-acetil-1,2-didesoxi-D-arabino-1-hexenopiranosa  (Tri-O-
acetil-D-glucal)'43 (G3):
OAc

AcO —

G3

En un baldén de tres bocas de 1 litro, con agitacibn mecanica, se colocé una
mezcla de 73 g acetato de sodio disueltos en 104 mL de agua y 72 mL de acido
acético glacial), y se enfrié en una mezcla de hielo, sal y agua. Se adicion6 39,5 g
de cinc (60 mmoles) y 3,9 g de sulfato de cobre pentahidratado previamente
disuelto en 14,4 mL de agua. Luego se agregé lentamente el filtrado G1 obtenido
en el procedimiento anterior, cuidando que la temperatura del bafio se mantuviera
por debajo de 0 °C. Terminado este agregado se dejo con agitacion continua y el
bafio de hielo, sal y agua por 3 horas. La mezcla se la filtré con succion, lavando
con &cido acético al 50%. Se adicionaron 180 mL de agua hielo al filtrado y se
extrajo con diclorometano (3 x 60 mL). Los extractos organicos se lavaron con
solucion saturada de carbonato de sodio (2 x 60 mL) para neutralizar la acidez del
medio de reaccion. El extracto organico resultante se lo secé con sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y se elimin6 el solvente mediante evaporador rotativo,

obteniéndose un aceite amarillento. Al producto crudo se lo purific6 mediante
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cromatografia en columna, solvente de elusion ciclohexano-AcOEt 8:2, utilizando
20 veces el peso en silicagel Merck 60 (70-230 mesh).

El producto obtenido tenia una consistencia de aceite incoloro que cristalizd luego
de dejarlo en reposo en el freezer. Se obtuvieron 14 g (49,6 mmoles) de G3. Rto:
60%. (Bibliografia: 60-70%).143

Sintesis de 3,4,6-tri-O-acetil-1,2-didesoxi-D-lixo-1-hexenopiranosa (Tri-O-acetil-D-
galacta)'#? (G4)
OAc _OAc

e
AcO —

G4

El procedimiento es muy similar al empleado para la obtencion del tri-O-acetil-D-
glucal, pero debe de prestarse mayor atencion al control de temperatura. Los
pasos a seguir se describen a continuacion:

En un balén de tres bocas, de 250 mL, se colocaron 73 mL (774 mmoles) de
anhidrido acético. En una de las bocas se ados6 un termoémetro, en otra un tapén
de vidrio, y una ampolla de compensacion en la restante, agitando
magnéticamente. Con pipeta, gota a gota, se adicion6 0,44 mL de acido perclorico.
Luego se agregd 20 g (111 mmoles) de a-D-galactosa en pequeias porciones,
cuidando que la temperatura se mantuviera entre 30-40 °C, enfriando
ocasionalmente en bafio de hielo. Esta mezcla se dejé agitando a temperatura
ambiente durante una noche. Se enfrié a 15 °C mediante un bafio de agua-hielo, y
se agregd 55 g (177 mmoles) de fosforo rojo en pequefias porciones, y
seguidamente desde la ampolla 10,5 mL (410 mmoles) de bromo gota a gota,
manteniendo constante la temperatura a 15° C. Posteriormente se agregd 5,5 mL
de agua gota a gota, y se agitdé durante 3 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido ese tiempo, se filtré por medio de un embudo con placa de vidrio

sinterizado. El residuo se lavo con acido acético glacial. Luego de la filtracion se
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adicion6 gota a gota a una mezcla preparada previamente por adicion de 73 g de
acetato de sodio anhidro, 105 mL de agua, 73 mL de acido acético glacial, 40 g de
cinc (61 mmoles) y 4 g de sulfato de cobre disueltos en 15 mL de agua, todo en un
balén de 3 bocas, en el cual se adosé un agitador mecanico. Se agrego el filtrado
gota a gota, manteniendo la mezcla del balén a -10 °C, mediante un bafio de hielo-
cloruro de sodio-agua. La mezcla de reaccion se agitd durante 3 horas,
manteniendo la temperatura por debajo de 0 °C. Posteriormente se filtré por
buchner, lavando el filtrado con solucién acuosa de &cido acético al 50%. El
filtrado se tratd en ampolla de decantacion con diclorometano frio (3 x 36 mL). Al
extracto organico se lo lavo con agua fria (4 x 36 mL), y finalmente con 100 ml de
solucion de carbonato de sodio saturado, para neutralizar la acidez del medio de
reaccion. El extracto organico resultante se secé con sulfato de sodio anhidro, se
filtr6 y evaporo el solvente, obteniéndose el tri-O-acetil-D-galactal. Dicho producto
se purific6 mediante cromatografia en columna, empleando 20 veces el peso en
silicagel Merck 60 (70-230 mesh) y utilizando una mezcla de ciclohexano-AcOEt
8:2, como solvente de elusion. El producto consistié en un aceite amarillento. Se
obtuvo 9,5 g (33,7 mmoles) de G4. Rto: 32% (Bibliografia: 35%).143

Sintesis de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-2-hidroxi-D-glucal (tetra-O-acetilglucal)'42.144(G5)

OAc
AcO @)
AcO —
AcO
G5

En un balén de 3 bocas de 250 mL, que contenia 2,9 g de ioduro de sodio y 12 mL
de acetona, se agreg0, con agitacion mecanica, 5,87 g (14,3 mmoles) de la a-
acetobromoglucosa, obtenida anteriormente, pasados 15 minutos, se agregd 6 mL

de dietilamina y se dejo6 reaccionar 1h.
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Pasado el lapso de tiempo, se agregd 24 mL DCM y 60 mL de agua destilada. Se
paso a una ampolla de decantacion, se separo la fase organica, la cual se lavo
con acido clohidrico 2N y agua (3 x 20 mL), hasta alcanzar un pH=7 (neutro). Se
agrego6 sulfato de sodio como desecante, luego de un lapso de 40 minutos se filtro,
y se evaporo el solvente en evaporador rotativo. El producto se secé en bomba de
vacio hasta peso constante. Se purificé por columna cromatografica utilizando
hexano/acetato de etilo 7:3 como mezcla de elucion. Se obtuvieron 1,89 g (5,72
mmoles) de G5. Rto: 40% (Bibliografia: 60 %).142.144

Obtencion de p-hidroxibencensulfonamida’® (S1)

SO,NH,

OH
S1

En un baldbn de 250 mL se disolvio 10 g (58 mmoles) de p-
aminobencensulfonamida en 174 mL de agua destilada. Se enfrié a 0°C y luego
con agitaciéon magnetica se agregaron 10,4 ml de acido sulfurico concentrado. Se
agité la mezcla hasta disolucién total a 0°C, se agregd 4,08 g (55 mmoles) de
nitrito de sodio disueltos en 40 ml de agua destilada. Luego se calent6 la mezcla a
75 °C y se dejo a temperatura ambiente por 12 horas. Al dia siguiente se filtré y
se evaporo la solucion de color anaranjado hasta la mitad de su volumen,
cristalizando un solido color naranja claro, que es la p-hidroxibencensulfonamida
(5). Dicho producto se purificé por recristalizacion desde agua. El producto
consistié en un sélido amarillo. Pf: 165°C-166°C. Se obtuvo 6,8 g (39 mmoles) de
S1. Rto: 68 %.(Bibliografia: Pf: 165°C- 166°C. Rto: 75 %).14°
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Sintesis de 4,6-Di-O-acetil-2,3-didesoxi-D-eritro-hex-2-enopiranosil

p-hidroxibencensulfonamida (NG1)

OAc

0.0

En un tubo de reaccidn se coloco un buzo, se tapd con septum y se gaseo con Ar
calentandolo simultaneamente con pistola de calor. Una vez frio se agregaron
0,136 gr (0,5 mmoles) de G3, 0,092 g (0,55 mmoles) de S1 y luego se cerrd
nuevamente con septum. Luego se agreg6 2,5 mL de CH3CN anhidro, finalmente
se agrego 0,2 mL de solucién de BF3.Et20 (1% mmol), se dejé con agitacion por 2
h. EL progreso de la reaccion se siguié por CCD. Una vez finalizada la reaccion,
se quencheo con 5 mL de solucion saturada de bicarbonato de sodio (hasta pH=7)
y se agregaron 6 mL CH2Cl.. Se paso6 la mezcla de reaccion a una ampolla de
decantacion, se extrajo con agua destilada (3 x 5 mL), luego con 5 mL de solucién
saturada de NaCl. Los extractos organicos se reunieron y se le agregé Na>SOg4
como desecante, se filtré y se evapord el solvente en evaporador rotativo. El
producto obtenido se purificé por cromatografia flash con una mezcla de DCM-Hex
7:3 como solvente de elucidon. La muestra fue secada en bomba de vacio. El

rendimiento obtenido fue del 71%, con una relacion a/p 61:39.

4,6-Di-O-acetil-2,3-didesoxi-D-eritro-hex-2-enopiranosil

p-hidroxibencensulfonamida (NG1)

Aceite amarillo. Anémero a: 'H NMR
(500 MHz, CDCls) & 7,79 (d, 2H, J =
8,91, ArH), 7,38 (as, OH), 6,93 (d, 2H,
J = 8,83, ArH), 5,97 (d, 1H, J = 8,9 Hz,

OH
J

(.
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NH), 5,91 (m, 1H, H-3), 5,83 (dd, 1H, J = 3,0, 2,0 Hz, H-2), 5,59 (ddd, 1H, J = 10,0,
5,8, 4,4 Hz, H-1), 5,29 (dd, 1H, J = 9,2, 1.8 Hz, H-4), 3,89 (dd, 1H, J = 12,1, 3,2
Hz, H-6b), 3,55 (dt, 1H, J = 9,2, 3,0 Hz, H-5), 3,51 (dd, 1H, J = 12,1, 2,8 Hz, H-6a),
2,04 (s, 6H, CHsCOO). 13C NMR (126 MHz, CDCls) & 171,58 (CHsCOO), 170,26
(CHsCOO), 160,34 (ArC), 132,58 (ArC), 130,40 (ArC),130,40 (ArC), 129,77 (C-2),
129,51 (C-3), 126,76 (ArC), 126,76 (ArC), 79,61 (C-1), 66,59 (C-5), 64,40 (C-4),
62,22 (C-6), 20,87 (CH3CO), 20,87 (CH3CO).

Anémero B: "H NMR (500 MHz, CDCls) & 7,76 (d, 2H, J = 8,91, ArH), 7,27 (s, 1H,
OH), 6,87 (d, 2H, J = 8,83, ArH), 5,97 (d, 1H, J = 8,9 Hz, NH), 5,93 (m,1H, H-3),
5,81 (dd, 1H, J = 5,2, 2,5 Hz, H-2), 5,56 (as, 1H, H-1), 5,19 (m, 1H, H-4), 4,13 (q,
1H, J = 7,2, H-6b), 4,00 (dd, 1H, J = 12,0, 2,6 Hz, H-6a), 3,77 (ddd, 1H, J = 8,4,
54, 2,7 Hz, H-5), 2,04 (s, 6H, CHsCOO)."*C NMR (126 MHz, CDCl3) & 171,58
(CH3COO0), 170,26 (CHsCOO), 160,25 (ArC), 132,69 (ArC), 130,07 (C-3), 129,77
(ArC), 129,77 (ArC), 126,76 (C-2), 115,41 (ArC), 115,41 (ArC), 77,11 (C-1), 73,44
(C-5), 64,40 (C-4), 62,22 (C-6), 20,87 (CH3CO), 20,87 (CH3CO).

Sintesis de 4,6-Di-O-acetil-2,3-dideoxi-D-treo-hex-2-enopiranosil

p-hidroxibencensulfonamida (NG2)

OAc __OAc

En un tubo de reaccién se coloco un buzo, se tapd con septum y se gased con Ar
calentandolo simultaneamente con pistola de calor. Una vez frio se agregaron
0,136 g (0,5 mmoles) de G4, 0,092 g (0,55 mmoles) de S1 y luego se tapd
nuevamente con septum. Se agregd 2,5 ml de CH3CN anhidro, finalmente se
agrego 0,2 mL de solucion de BF3.Et20 (1% mmol), se dejo con agitacion por 2,5

h. El progreso de la reaccién se siguié por CCD. Luego se quenched con 5 mL de
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solucion saturada de bicarbonato de sodio (hasta PH=7), se agregé 6 mL CHxCl>.
Se paso6 la mezcla de reaccion a una ampolla de decantacion y se extrajo con
agua destilada (3 x 5 mL), luego con 5 mL de solucion saturada de NaCl. Los
extractos organicos se juntaron y se le agregé Na>SO4 como desecante, se filtré y
se evaporo el solvente en evaporador rotativo. El producto obtenido se purificd por
cromatografia flash con una mezcla de DCM-Hex 7:3 como solvente de elucion. La
muestra fue secada en bomba de vacio. El rendimiento obtenido fue del 70%. La
relacion anomérica a/p fue de 65:45. La mezcla anomérica en este caso pudo ser

separada mediante cromatografia en columna.

4,6-Di-O-acetil-2,3-didesoxi-D-treo-hex-2-enopiranosil

p-hidroxibencensulfonamida (NG2)

( 1 Aceite amarillo. Anémero a: '"H NMR (500
) MHz, CDCIz) & 7,78 (d, 2H, J = 8,8 Hz,
ArH), 7,27 (s, 1H, OH), 6,92 (d, 2H, J = 8,8
Hz, ArH), 6,14 (ddd, 1H, J = 10,0, 5,5, 1,6
Hz, H-3), 6,04 (d, 1H, J = 8,9 Hz, NH),
" 5.99 (dd, 1H, J = 10.0, 3.3 Hz, H-2), 5.62
(ddd, 1H, J = 8,9, 3,3, 1,7 Hz, H-1), 4,94 (dd, 1H, J = 5,5, 1,6 Hz, H-4), 3,88 (m,
2H, H-5, H-6a), 3,56 (ddd, 1H, J = 9,9 Hz, H-6b), 2,05 (s, 3H, CH3COO), 1,97 (s,
3H, CH3COO).3C NMR (126 MHz, CDCls) & 171,26 (CH3COO), 170,51
(CH3COO0), 160,31 (ArC), 132,57 (ArC), 129,48 (ArC),129,48 (ArC), 129,46 (C-3),
126,45 (C-2), 115,83 (ArC), 115,83 (ArC), 76,77 (C-1), 66,34 (C-5), 61,72 (C-4),
61,60 (C-6), 20,76 (CH3CO), 20,72 (CH3CO).

Andémero B: 'TH NMR (500 MHz, CDCI3) & 7,79 (d, 2H, J = 8,8 Hz, ArH), 7,27 (s,
1H, OH), 6,88 (d, 2H, J = 8,8 Hz, ArH), 6,11 (m, 1H, H-3), 5,95 (d,1H, J = 10,1 Hz,
H-2), 5,49 (m, 2H, NH, H-1), 5,03 (d,1H, J = 5,6 Hz, H-4), 3,96 (m, 2H, H-6a, H-5,
H-6b), 2,07 (s, 3H, CH3COO0), 2,01 (s, 3H, CH3COO0)."3C NMR (126 MHz, CDCls3) &
171,20 (CH3COO), 170,41 (CH3COO), 160,20 (ArC), 132,57 (ArC), 132,08 (C-2),
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129,84 (ArC), 129,84 (ArC), 127,13 (C-3), 115,82 (ArC), 115,82 (ArC), 79,74 (C-1),
72,34 (C-5), 62,73 (C-4), 62.70 (C-6), 20,78 (CH3CO), 20,77 (CHsCO).

Sintesis de 2, 4, 6-Tri-O-acetil-3-desoxi-D-eritro-hex-2-enopiranosil

p-hidroxibencensulfonamida (NG3)

OAc
o. ,0
AcOT\I—Q My
N
AcO H
NG3 OH

En un tubo de reaccién se coloc6 un buzo, se tapd con septum y se gased con Ar
calentandolo simultaneamente con pistola de calor. Una vez frio se agregaron
0,165 g (0,5 mmoles) de G5, 0,092 g (0,55 mmoles) de S1 y luego se tapd
nuevamente con un septum. Se agrego 2,5 ml de CH3CN anhidro, finalmente se
agrego 1 mL de solucién de BF3.Et20 (1% mmol), se dejo con agitacion por 5 h. El
progreso de la reaccién se siguié por CCD. Luego se quenched con 5 mL de
solucion saturada de bicarbonato de sodio (hasta PH=7), se agregdé 6 mL CH2Cla.
Se paso la mezcla de reaccion a una ampolla de decantacién, se extrajo con agua
destilada (3 x 5 mL), luego con 5 mL de solucion saturada de NaCl. Los extractos
organicos se juntaron y se le agregd Na>SOs como desecante, se filtré y se
evaporé el solvente en evaporador rotativo. El producto obtenido se purificé por
cromatografia flash con una mezcla de DCM-Hex 7:3 como solvente de elucion. La
muestra fue secada en bomba de vacio. El rendimiento obtenido fue del 72%, con

una relacion o/ 78:22.
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2, 4, 6-Tri-O-acetil-3-desoxi-D-eritro-hex-2-enopiranosil

p-hidroxibencensulfonamida (NG3)

( \ Aceite amarillo. Anémero a: '"H NMR
’ (600 MHz, CDCl3) & 7,80 (d, 2H, J =
8,8 Hz, ArH), 7,38 (s, 1H, OH), 6,96 (d,
2H, J = 8,8 Hz, ArH), 5,92 (d, 1H, J =
8,1 Hz, NH), 5,72 (d, 1H, J = 2,3 Hz,
L ) H-3), 548 (as, 1H, H-1), 5,41 (ddd,
1H, J = 9,0, 2,4, 1,5 Hz, H-4), 4,03 (dd, 1H, J = 12,0, 3,8 Hz, H-6a), 3,74 (m, 1H,
H-5, H-6b), 2,11 (s, 3H, CH3COO), 2,07 (s, 6H, CH3COO)."*C NMR (151 MHz,
CDCl3) 6 207,16 (CO), 170,79 (CH3COO), 169,95 (CH3COO), 169,30 (CH3COO),
160,39 (ArC), 144,86 (C-2), 133,73 (ArC), 129,48 (ArC), 118,09 (C-3), 115,81
(ArC), 77,34 (C-1), 67,15 (C-5), 64,65 (C-4), 61,73 (C-6), 20,86 (CH3CO), 20,73
(CH3CO), 20,64 (CH3CO) .

Anomero B: '"H NMR (600 MHz, CDCls) & 7,96 (d, 2H, J = 8,9 Hz, ArH), 7,38 (s,
1H, OH), 6,91 (d, 2H, J = 8,8 Hz, ArH), 5,92 (d, 1H, J = 8,1 Hz, NH), 5,77 (d,1H, J
= 2,2 Hz, H-3), 5,47 (as, 1H, H-1), 5,34 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-4), 4,24 (m, 3H, H-6a,
H-5, H-6b), 2,11 (s, 3H, CH3COO), 2,07 (s, 6H, CH3COQO). 13C NMR (151 MHz,
CDCls) 6 207,16 (CO), 170,79 (CH3COO), 169,95 (CH3COO), 169,30 (CH3COO),
160,39 (ArC), 146,43 (ArC), 133,73 (ArC), 129,48 (ArC), 115,81 (ArC), 115,40 (C-
3), 77,34 (C-1), 67,20 (C-5), 64,65 (C-4), 62,56 (C-6), 20,86 (CH3CO), 20,73
(CH3CO), 20,64 (CH3CO).

AcO

Sintesis de 2,3-didesoxi-D-eritro-hex-2-enopiranosil p-hidroxibencensulfonamida
(NG4)
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En un balén se colocé un buzo magnético, 0,064 g (0,15 mmoles) de 4,6-Di-O-
acetil-2,3-didesoxi-D-eritro-hex-2-enopiranosil p-hidroxibencensulfonamida (NG1),
se disolvio en 5 mL de MeOH anhidro, se agregé 4 mL de MeONa/MeOH, se
conectd un refrigerante y se dejo reaccionar en bafo de agua-hielo por un lapso
de 15 minutos, luego se deja a temperatura ambiente con agitacion. El progreso
de la reacion se siguié por cromatografia en capa delgada. Transcurrida 1,5 h del
comienzo, se dio por finalizada la reaccion. Se agregaron 1,5 g de resina amberlite
[H*], se dejo con agitacion, se controlé el PH de la reaccion, a las 4 horas llegé a
PH= 6. Se aislé filtrando la resina amberlite [H*] por gravedad, se lavd la misma
con MeOH vy el filtrado se evapord en evaporador rotativo. El producto obtenido se
purificd por cromatografia flash con una mezcla de DCM-AcOEt 7:3 como solvente
de elucion. La muestra fue secada en bomba de vacio. El rendimiento obtenido fue

del 80%, con una relacién a/f3 61:39.

2,3-didesoxi-D-eritro-hex-2-enopiranosil p-hidroxibencensulfonamida (NG4)

( \ Aceite incoloro. Anémero a: '"H NMR
(500 MHz, DMSO) & 8.36 (d, 1H, J =
9.2 Hz, NH), 7,68 (d, 2H, J = 8,7 Hz,
ArH), 7,11 (s, 1H, OH), 6,89 (d, 2H, J =
4,4 Hz, ArH), 5,31 (dd,1H, J = 6,4, 2,8
Hz, H-1), 4,63 (d, 1H, J = 6,2 Hz, H-2),
4,49 (t, 1H, J = 4,5 Hz, H-3), 4,22 (t, 1H, J = 4,9 Hz, H-4), 3,98 (m, 1H, H-5), 3,63
(m, 2H, H-6a, H-6b), 3,51 (s, 1H, OH), 3,24 (s, 1H, OH). 3C NMR (126 MHz,
DMSO) & 161,19 (ArC), 134,96 (C-3), 132,78 (C-2), 129,24 (2 x ArC), 128,26
(ArC), 115,71 (ArC), 115,62 (ArC), 86,30 (C-1), 80,95 (C-4), 71,93 (C-5), 71,46 (C-
6).

Anoémero B: '"H NMR (500 MHz, DMSO) & 8,36 (d, 1H, J = 9,2 Hz, NH), 7,64 (d,
2H, J = 8,6 Hz, ArH), 7,11 (s, 1H, OH), 6,87 (d, 2H, J = 4,5 Hz, ArH), 5,16 (dd, 1H,
J =53, 2,2 Hz, H-1), 4,66 (d, 1H, J = 4,5 Hz, H-2), 4,49 (t, 1H, J = 4,5 Hz, H-3),
4,31 (t, 1H, J = 4,8 Hz, H-4), 4,03 (m, 1H, H-5), 3,68 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3,51 (s,
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1H, OH), 3,24 (s, 1H, OH). 13C NMR (126 MHz, DMSO) & 161,19 (ArC), 134,96 (C-
3), 132,78 (C-2), 129,24 (2 x ArC), 128,26 (ArC), 115,71 (ArC), 115,62 (ArC),
81,93 (C-1), 80,95 (C-4), 71,93 (C-5), 71,46 (C-6).

Sintesis de 2,3-didesoxi-a-D-treo-hex-2-enopiranosil p-hidroxibencensulfonamida
(NG5a)

OH _OH
0]

—_—

HN. ©

~ ”’O

NG5q

OH

En un balén se colocé un buzo magnético, 0,068 g (0,16 mmoles) de 4,6-Di-O-
acetil-2,3-dideoxi-a-D-treo-hex-2-enopiranosil p-hidroxibencensulfonamida (NG2a),
se disolvio en 5 mL de MeOH anhidro, se agregé 4 mL de MeONa/MeOH, se
conectd un refrigerante y se dejo reaccionar en bafno de agua-hielo por un lapso
de 15 minutos, luego se deja a temperatura ambiente con agitacion. El progreso
de la reacion se siguié por cromatografia en capa delgada.Transcurrida 1,5 h del
comienzo, se di6 por finalizada la reaccion. Se agregaron 1,5 g de resina
Amberlite [H*], se dej6é con agitacion, se controlé el PH de la reaccién, a las 4
horas llegé a PH= 6. Se aislo filtrando la resina Amberlite [H*] por gravedad, se
lavd la misma con MeOH vy el filtrado se evaporé en evaporador rotativo. El
producto obtenido se purificé por cromatografia flash con una mezcla de DCM-
AcOEt 7:3 como solvente de elucion. La muestra fue secada en bomba de vacio.

El rendimiento obtenido fue del 83%.
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2,3-didesoxi-a-D-treo-hex-2-enopiranosil p-hidroxibencensulfonamida (NG5a)

( ) Aceite incoloro. '"H NMR (600 MHz, DMSO) &
8,35 (d, 1H, J=9,1 Hz, NH), 7,63 (d, 2H, J = 8,0
Hz, ArH), 7,10 (s, 1H, OH), 6,88 (d, 2H, J = 8,2
Hz, ArH), 5,18 (d, 1H, J = 7,5 Hz, H-1), 5,08 (as,
1H, H-2), 4,63 (as, 1H, H-3), 4,09 (d, 1H, J = 4,3
Hz, H-4), 3,90 (as, 1H, H-5), 3,71 (dd, 1H, J =
9,6, 3,8 Hz, H-6a), 3,53 (m, 2H, H-6b, OH), 3,18
on (s, 1H, OH). BC NMR (151 MHz, DMSO) &
) " 161,21 (ArC), 146,13 (ArC), 132,80 (C-3), 129,26
(C-2), 129,15 (ArC), 128,28 (ArC), 115,72 (ArC), 115,61 (ArC), 87,68 (C-1), 81,00
(C-4), 75,13 (C-5), 74,11 (C-6).

Sintesis de 2,3-didesoxi-B-D-treo-hex-2-enopiranosil p-hidroxibencensulfonamida
(NG5B)

OH _OH 0. O
\\ //

NEU RSO
OH

NG5p

En un balén se colocé un buzo magnético, 0,075 g (0,18 mmoles) de 4,6-Di-O-
acetil-2,3-dideoxi--D-treo-hex-2-enopiranosil p-hidroxibencensulfonamida (NG2pB),
se disolvi6 en 5 mL de MeOH anhidro, se agregé 4 mL de MeONa/MeOH, se
conectd un refrigerante y se dejo reaccionar en bafio de agua-hielo por un lapso
de 15 minutos, luego se deja a temperatura ambiente con agitacion. El progreso
de la reacion se siguio por cromatografia en capa delgada. Transcurrida 1,5 h del

comienzo, se dio por finalizada la reaccion. Se agregaron 2 g de resina Amberlite
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[H*], se dej6 con agitacion, se controld el PH de la reaccion, a la hora llegd a PH=
6. Se aislo filtrando la resina Amberlite [H*] por gravedad, se lavé la misma con
MeOH vy el filtrado se evapord en evaporador rotativo. El producto obtenido se
purificd por cromatografia flash con una mezcla de DCM-AcOEt 7:3 como solvente
de elucion. La muestra fue secada en bomba de vacio. El rendimiento obtenido fue
del 85%.

2,3-didesoxi-B-D-treo-hex-2-enopiranosil p-hidroxibencensulfonamida (NG5p)

Aceite amarillo. '"H NMR (500 MHz, DMSO)
68,36 (d, 1H, J=9,2 Hz, NH), 7,65 (d, 1H, J
= 8,7 Hz, ArH), 7,62 (d, 1H, J = 8,7 Hz, ArH),
7,11 (s, 1H, OH), 6,88 (d, 2H, J = 8,7 Hz,
’ ArH), 5,16 (m, 1H, H-1), 4,63 (as, 1H, H-3),
4,11 (dd, 1H, J = 15,7, 4,6 Hz, H-2), 4,04 (d, 1H, J = 7,1 Hz, H-4), 3,72 (ddd, 1H, J
= 16,0, 9,5, 3,7 Hz, H-6a), 3,58 (m, 1H, H-5), 3,52 (d, 2H, J = 1,3 Hz, H-6b, OH),
3,18 (s, 1H, OH). 3C NMR (126 MHz, DMSO) & 160,97 (ArC), 134,98 (ArC),
132,79 (C-3), 129,11 (C-2), 128,28 (2 x ArC), 115,62 (ArC), 115,62 (ArC), 85,61
(C-1), 81,07 (C-4), 74,85 (C-5), 70,25 (C-6).

Sintesis de D-eritro-hex-2-oxopiranosil p-hidroxibencensulfonamida (NG6)

0 O/
HO S

En un balén se colocd un buzo magnético, 0,088 g (0,21 mmoles) de 2, 4, 6-Tri-O-
acetil-3-desoxi-D-eritro-hex-2-enopiranosil p-hidroxibencensulfonamida (NG3), se

disolvié en 5 mL de MeOH anhidro, se agregé 4 mL de MeONa/MeOH, se conectd
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un refrigerante y se dejé reaccionar en bafo de agua-hielo por un lapso de 15
minutos, luego se deja a temperatura ambiente con agitacion. El progreso de la
reacion se siguié por cromatografia en capa delgada. Transcurrida 2 h del
comienzo, se di6 por finalizada la reaccion. Se agregaron 2,5 g de resina
Amberlite [H*], se dejé con agitacidn, se controlé el PH de la reaccion, a la hora
llegd a PH=6. Se aisl6 filtrando la resina Amberlite [H*] por gravedad, se lavo la
misma con MeOH vy el filtrado se evaporé en evaporador rotativo. El producto
obtenido se purificd por cromatografia flash con una mezcla de DCM-AcOEt 7:3
como solvente de elucion. La muestra fue secada en bomba de vacio. El

rendimiento obtenido fue del 82%, con una relacion a/3 78:22.

D-eritro-hex-2-oxopiranosil p-hidroxibencensulfonamida (NG6)

( \ Aceite amarillo. Andbmero a: 'H NMR
(600 MHz, DMSO) & 10,24 (s, 1H,
O\/O
>s/ OH), 9,03 (d, 1H, J = 9,4 Hz, NH), 7,64
N \©\ (dd, 2H, J = 8,7 Hz, ArH), 7,10 (s, 1H,
on | OH), 6,88 (dd, 2H, J = 8,7 Hz, ArH),
\ } 5,19 (dd, 1H, J = 9,3 Hz, H-1), 4,99 (t,

1H, J = 5,8 Hz, H-4), 4,04 (d, 1H, J = 7,1 Hz, H-6a), 3,37 (dt, 1H, J = 10,9, 5,3 Hz,
H-3a), 3,25 (dt, 1H, J = 10,9, 5,7 Hz, H-3b), 3,18 (d, 2H, J = 3,3 Hz, H-5, H-6b),
3,15 (s, 1H, OH). '3C NMR (151 MHz, DMSO) & 189,02 (C-2), 152,46 (ArC),
135,02 (ArC), 129,26 (ArC), 128,28 (ArC), 115,75 (ArC), 115,61 (ArC), 81,53 (C-1),
69,84 (C-5), 63,20 (C-4), 62,57 (C-6), 49,07 (C-3).

Anémero B: 'H NMR (600 MHz, DMSO) & 10,41 (s, 1H, OH), 8,70 (d, 1H, J = 9,5
Hz, NH), 7,67 (dd, 2H, J = 8,8 Hz, ArH), 7,10 (s, 1H, OH), 6,90 (dd, 2H, J = 8,8 Hz,
ArH), 5,35 (dd, 1H, J = 9,6, 1,8 Hz, H-1), 5,04 (t, 1H, J = 5,8 Hz, H-4), 4,04 (d, 1H,
J = 7,1 Hz, H-6a), 3,45 (dt, 1H, J = 10,8, 5,2 Hz , H-3a), 3,25 (dt, 1H, J = 10,9, 5,7
Hz, H-3b), 3,18 (d, 2H, J = 3,3 Hz, H-5, H-6b), 3,15 (s , 1H, OH). '3C NMR (151
MHz, DMSO) & 189,02 (C-2), 152,46 (ArC), 135,02 (ArC), 129,26 (ArC), 128,28
(ArC), 115,75 (ArC), 115,61 (ArC), 83,17 (C-1), 69,84 (C-5), 63,20 (C-4), 62,77 (C-
6), 49,07 (C-3).
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4.6. Sintesis de nuevos glicosilsulfamatos

4.6.1. Sintesis de cloruro de sulfamoilo'* (CS1)

o)
N\
Cl—S——NH,

O cs1

En un baléon de 2 bocas de 10 mL, saturado con Ar, se colocé un buzo para
agitacion magnética. Por una de las bocas, tapada con septum, se agregaron 4,66
g (32,96 mmoles), de isocianato de clorosulfonilo. Luego se agregaron 1,24 mL
(32,96 mmoles) de acido férmico, y se dejo reaccionar con agitacién en un bano a
0°C. La mezcla de reaccion entré en ebullicion casi inmediatamente y se liberaron
gases por el burbujeador. Luego de que cesa la ebullicién, se agregaron 7 mL de
benceno anhidro. Se dejé con agitacion hasta que parcialmente todo el sdlido
blanco que se habia formado en la reaccién se disolvié. El insoluble que queda es
filtrado por medio de embudo con vidrio fritado en vacio. El filtrado se colecté en
un balén y se evaporo el solvente en evaporador rotativo. Se guardé en freezer.
Se obtuvieron 3,46 g (30 mmoles) de cloruro de sulfamoilo (CS1). Rto. 90 %, Pf:
39-40 °C. (Bibliografia: Rto: 91%, Pf: 40 °C).146

4.6.2. Sintesis de nuevos glicosilsulfamatos

Sintesis de (E)-1-(2°,3,4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(3-
sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS1)

OAc_OAc
O OSOzN H2
AcO
OAc
0]
GS1
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A un balén de 2 bocas se lo saturé con Ar y se lo seco con pistola de calor, se
colocoé un buzo magnético y se pesan 0,246 g (0,5 mmoles) de (E)-1-(2’,3',4’,6'-
Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(3-hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F6). Una de
las bocas se tap6 con un septum y en la boca restante se colocé un burbujeador
de Ar. Se agregaron 1,5 mL (16 mmoles) de DMA anhidro con jeringa Hamilton y
con agitacion magnética, luego se coloco en bafio de agua y hielo. Posteriormente
se adiciono6 0,220 g (1,9 mmoles) de cloruro de sulfamoilo con jeringa Hamilton,
previamente disueltos en 1,5 mL (16 mmoles) de DMA anhidro. Se dej6 reaccionar
por el lapso de 1,5 h a temperatura ambiente. Se siguidé la reaccion por
cromatografia en capa delgada. Una vez que se consumidé todo el reactivo, se did
por finalizada la reaccion y se aislé agregando 5 mL de AcOEt. Luego se hicieron
extracciones con agua (2 x 5 mL), luego con una solucién saturada de NaCl (2 x 3
mL). Se obtuvo la fase organica, de color amarillo, a la cual se le agreg6 sulfato de
sodio como desecante. Se evaporo el solvente en evaporador rotativo. El producto
obtenido se purific6 por medio de cromatografia flash con una mezcla de Hex-
AcOEt 4:6 como solvente de elucidén. La muestra fue secada en bomba de vacio.

El rendimiento obtenido fue del 87 %.

(E)-1-(2°,3°,4°,6°-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(3-sulfamoilfenil) but-3-
en-2-ona (GS1)

Sdlido blanco: pf 53-54°C. '"H NMR (600

A OAC 0SO,NH,
e MHz,CDCls) & 7,56 (t, 1H, J = 1,9 Hz,
ACOW ArH), 7,52 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-4), 7,46
0 (m, 2H, ArH), 7,38 (ddd, 1H, J = 7,7, 2,4,
1,4 Hz, ArH), 6,78 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-
3), 5,81 (as, 2H, NHy), 5,45 (dd, 1H, J = 3,5, 1,1 Hz, H-4’), 5,19 (t, 1H, J = 9,9 Hz,
H-2’), 5,08 (dd, 1H, J = 10,1, 3,4 Hz, H-3"), 4,19 (dd, 1H, J = 10,5, 6,2 Hz, H-6'a),
4,03 (ddd, 1H, J = 9,8, 8,9, 3,1 Hz, H-1), 3,94 (m, 2H, H-6b, H-5'), 3,06 (dd, 1H, J
= 15,5, 8,9 Hz, H-1a), 2,67 (dd, 1H, J = 15,5, 3,0 Hz, H-1b), 2,18 (s, 3H, CHsCOO),
2,06 (s, 3H, CH3COO), 2,00 (s, 3H, CHsCOO), 1,90 (s, 3H, CH3CO0).13C NMR
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(151 MHz, CDCls) & 196,77 (C-2), 170,89 (CHsCOO), 170,29 (CHsCOO0), 170,23
(CHsCOO0), 170,13 (CHsCOO), 150,72 (ArC), 141,89 (C-4), 136,31 (ArC), 130,46
(ArC), 127,62 (C-3), 127,29 (ArC), 124,39 (ArC), 121,20 (ArC), 75,02 (C-1"), 74,32
(C-5'), 71,92 (C-3'), 69,05 (C-2'), 67,77 (C-4'), 61,65 (C-6'), 43,11 (C-1), 20,81
(CH3CO), 20,68 (CH3CO), 20,60 (CH3CO), 20,55 (CHsCO).

Sintesis de (E)-1-(2’,3',4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil )-4-(4-
sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS2)

OSO,NH,
OAc_OAc
(e
AcO
OAc
(0]
GS2

A un balén de 2 bocas se lo saturé con Ar y se lo seco con pistola de calor, se
coloca un buzo magnético y se pesan 0,492 g (1 mmoles) de (E)-1-(2’,3’,4’,6'-
Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(4-hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F7). Una de
las bocas se tap6 con un septum y en la boca restante se colocd un burbujeador
de Ar. Se agregaron 3 mL (32 mmoles) de DMA anhidro con jeringa Hamilton y
con agitacion magnética, luego se coloco en bafio de agua y hielo. Posteriormente
se adicion6 0,440 g (3,8 mmoles) de cloruro de sulfamoilo con jeringa Hamilton,
previamente disueltos en 3 mL (32 mmoles) de DMA anhidro. Se dejo reaccionar
por el lapso de 1,5 h a temperatura ambiente. Se siguié la reaccion por
cromatografia en capa delgada. Una vez que se consumié todo el reactivo, se dio
por finalizada la reaccion y se aislé agregando 10 mL de AcOEt. Luego se hicieron
extracciones con agua (2 x 10 mL), luego con una solucién saturada de NaCl (2 x
6 mL). Se obtuvo la fase organica, de color amarillo, a la cual se le agrego sulfato
de sodio como desecante. Se evapord el solvente en evaporador rotatorio. El
producto obtenido se purific6 por medio de cromatografia flash con una mezcla de
Hex-AcOEt de etilo 4:6 como solvente de elucion. La muestra fue secada en

bomba de vacio. El rendimiento obtenido fue del 60 %.
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(E)-1-(2°,3°,4°,6°-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(4-sulfamoilfenil) but-3-
en-2-ona (GS2)

O OAC Aceite incoloro. '"H NMR (600 MHz,
Ao \ OSONH; | CDCls) & 7,58 (d, 2H, J = 8,7 Hz, ArH),
Acow 7,52 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-4), 7,38 (m,
° 2H, ArH), 6,71 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-
3), 6,05 (as, 2H, NH), 5,44 (dd,1H, J =
3,5, 1,2 Hz, H-4’), 5,18 (t, 1H, J = 9,9 Hz, H-2’), 5,08 (dd, 1H, J = 10,1, 3,5 Hz, H-
3'), 4,09 (m, 2H, H-1’, H-8'a), 4,02 (dd, 1H, J = 11,3, 6,5 Hz, H-6'b), 3,94 (td, 1H, J
= 6,6, 1,2 Hz, H-5), 3,07 (dd, 1H, J = 16,0, 8,5 Hz, H-1a), 2,70 (dd, 1H, J = 16,1,
3,2 Hz, H-1b), 2,16 (s, 3H, CH3sCOO), 2,04 (s, 3H, CHsCOO), 1,99 (s, 3H,
CHsCOO), 1,96 (s, 3H, CHsCOO). *C NMR (151 MHz, CDCls) & 196,39 (C-2),
170,98 (CHsCOO), 170,52 (CHsCOO), 170,26 (CHsCOO), 170,12 (CHsCOO),
151,79 (ArC), 142,05 (C-4), 133,03 (ArC), 129,78 (2 x ArC), 126,91 (C-3), 122,80
(2 x ArC), 74,66 (C-1'), 74,24 (C-5), 71,95 (C-3'), 69,12 (C-2'), 67,72 (C-4’), 61,44
(C-6'), 42,90 (C-1), 21,47 (CHsCO), 20,81 (CHsCO), 20,68 (CH3CO), 20,60
(CH3CO).

Sintesis de (E)-1-(2°,3,4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil )-4-(3-
sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS3)

OAc
OSO5NH,

AcO

OA
° 0

GS3

A un baldn de 2 bocas se lo saturé con Ar y se lo seco con pistola de calor, se

colocoé un buzo magnético, se pesan 0,369 g (0,75 mmoles) de (E)-1-(2’,3’,4’,6'-
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Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-4-(3-hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F2). Una de las
bocas se tap6 con un septum y en la boca restante se colocé un burbujeador de
Ar. Se agregaron 2,25 mL (24 mmoles) de DMA anhidro con jeringa Hamilton y
con agitacion magnética, luego se puso en bafio de agua y hielo. Posteriormente
se adicioné 0,330 g (2,85 mmoles) de cloruro de sulfamoilo con jeringa Hamilton,
previamente disueltos en 2,25 mL (24 mmoles) de DMA anhidro. Se dejo
reaccionar por el lapso de 1,5 h a temperatura ambiente. Se sigui6 la reaccion por
cromatografia en capa delgada. Una vez que se consumié todo el reactivo, se dio
por finalizada la reaccion y se aislé agregando 7,5 mL de AcOEt. Luego se
hicieron extracciones con agua (2 x 12 mL), luego con una solucién saturada de
NaCl (2 x 10 mL). Se obtuvo la fase organica, de color amarillo, a la cual se le
agrego sulfato de sodio como desecante. Se evapord el solvente en evaporador
rotatorio. El producto obtenido se purificé por medio de cromatografia flash con
una mezcla de Hex-AcOEt 4:6 como solvente de elucion. La muestra fue secada

en bomba de vacio. El rendimiento obtenido fue del 57 %.

(E)-1-(2°,3°,4°,6’-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-4-(3-sulfamoilfenil) but-3-
en-2-ona (GS3)

Solido blanco: pf 54-54,5 °C. 'TH NMR
OAc OSO,NH,
o (600 MHz, CDCls) & 7,55 (t, 1H, J = 1,9
T 3
MRos O2A A2 Hz, ArH), 7,52 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-4),
c 4
7,48 (dd, 1H, J = 3,4, 1,8 Hz, ArH), 7,46

(d, 1H, J = 7,7 Hz, ArH), 7,39 (m, 1H,
ArH), 6,77 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-3), 5,61 (as, 2H, NHz), 5,23 (t, 1H, J = 9,4 Hz, H-
3), 5,08 (t, 1H, J = 9,7 Hz, H-4), 4,98 (t, 1H, J = 9,7 Hz, H-2)), 4,27 (dd, 1H, J =
12,4, 5,2 Hz, H-6'a), 4,04 (m, 2H, H-1, H-6'b), 3,71 (ddd, 1H, J = 10,1, 5,3, 2,2 Hz,
H-5'), 3,01 (dd, 1H, J = 15,5, 8,9 Hz, H-1a), 2,66 (dd, 1H, J = 15,4, 3,0 Hz, H-1b),
2,06 (s, 3H, CH3C0O0), 2,05 (s, 3H, CH3COO0), 2,03 (s, 3H, CH3COO), 1,94 (s, 3H,
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CHsCOO). 13C NMR (151 MHz, CDCls) & 196,59 (C-2), 171,20 (CH3COO0), 170,27
(CH3COO), 170,03 (CHsCOO), 169,59 (CH3COO), 150,67 (ArC), 141,97 (C-4),
136,31 (ArC), 130,51 (ArC), 127,71 (C-3), 127,39 (ArC), 124,45 (ArC), 121,10
(ArC), 75,66 (C-5), 74,59 (C-1'), 74,05 (C-3'), 71,62 (C-2'), 68,57 (C-4’), 62,15 (C-
6'), 42,84 (C-1), 20,78 (CH3CO), 20,72 (CH3CO), 20,62 (2 x CH3CO).

Sintesis de (E)-1-(2°,3,4’,6’-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil )-4-(4-
sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS4)

OSO,NH,
OAc
AcO 0
AcO
OAc
(0]
GS4

A un balén de 2 bocas se lo saturé con Ar y se lo seco con pistola de calor, se
colocd un buzo magnético, se pesan 0,246 g (0,5 mmoles) de (E)-1-(2’,3',4’,6’-
Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-4-(4-hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F3). Una de las
bocas se tap6 con un septum y en la boca restante se colocd un burbujeador de
Ar. Se agregaron 1,5 mL (16 mmoles) de DMA anhidro con jeringa Hamilton y con
agitacion magnética, luego se puso en bafio de agua y hielo. Posteriormente se
adicion6 0,220 g (1,9 mmoles) de cloruro de sulfamoilo con jeringa Hamilton,
previamente disueltos en 1,5 mL (16 mmoles) de DMA anhidro. Se dejé reaccionar
por el lapso de 1,5 h a temperatura ambiente. Se siguidé la reaccion por
cromatografia en capa delgada. Una vez que se consumié todo el reactivo, se dio
por finalizada la reaccion y se aislé agregando 5 ml de AcOEt. Luego se hicieron
extracciones con agua (2 x 5 mL), luego con solucién saturada de NaCl (2 x 3 mL).
Se obtuvo la fase organica, de color amarillo, a la cual se le agrego sulfato de
sodio como desecante. Se evaporo el solvente en evaporador rotatorio. El
producto obtenido se purifico por medio de cromatografia flash con una mezcla de
Hex-AcOEt 4.6 como solvente de elucion. La muestra fue secada en bomba de

vacio. El rendimiento obtenido fue del 74 %.
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(E)-1-(2°,3°,4°,6’-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-4-(4-sulfamoilfenil) but-3-
en-2-ona (GS4)

Solido blanco: pf 147-147,5°C. 'H

T - OSO,NH, NMR (600 MHz, CDCls) & 7,59 (d, 2H,

C 2"

Ac0A2 TN J = 8,6 Hz, ArH), 7,52 (d, 1H, J = 16,2
3 OAc U4

Hz, H-4), 7,37 (d, 2H, J = 8,6 Hz, ArH),
6,70 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-3), 5,46
(as, 1H, NHo), 5,24 (t, 1H, J = 9,4 Hz, H-3), 5,08 (t, 1H, J = 9,7 Hz, H-4’), 4,99 (t,
1H, J = 9,7 Hz, H-2'), 4,24 (dd, 1H, J = 12,4, 4,9 Hz, H-6'a), 4,11 (ddd, 1H, J =
10,0, 8,7, 3,3 Hz, H-1), 4,03 (dd, 1H, J = 12,4, 2,2 Hz, H-6'b), 3,73 (ddd, 1H, J =
10,1, 5,0, 2,2 Hz, H-5'), 3,03 (dd, 1H, J = 16,1, 8,6 Hz, H-1a), 2,69 (dd, 1H, J =
16,2, 3,1 Hz, H-1b), 2,04 (s, 6H, CHsCOO0), 2,03 (s, 3H, CHsCOO), 2,01 (s, 3H,
CH3C0O0)."3C NMR (151 MHz, CDCls) 5 196,26 (C-2), 170,79 (CHsCOO), 170,28
(CHsCOO), 170,09 (CHsCOO), 169,64 (CHsCOO), 151,58 (ArC), 142,09 (C-4) ,
133,25(ArC), 129,87 (2 x ArC), 127,06 (C-3), 122,71 (2 x ArC), 75,71 (C-5'), 74,15
(C-1"), 74,13 (C-3'), 71,69 (C-2'), 68,52 (C-4’), 62,14 (C-6'), 42,65 (C-1), 20,72
(CH3CO), 20,67 (CH3CO), 20,63 (CH3CO), 20,61 (CH3CO).

Sintesis de 1-(B-D-galactopiranosil)-4-(3-sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS5)

OH _OH
o OSO,NH,

HO

OH
)

GS5

En un balén de 25 mL se colocé 0,103 g (0,25 mmoles) de (E)-1-(2°,3’,4’',6’-Tetra-
O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(3-sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS1), se disolvio

en 5mL de MeOH anhidro, con agitacion. En otro balon de 10 mL se prepard 4mL
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de MeONa/MeOH, se le adicion6 al sulfamato disuelto, se dejo reaccionar en bafio
de agua a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se coloreo de amarillo.
Se siguid la reaccion por cromatografia en capa delgada. Luego de 2 h se
consumio todo el reactivo y se dio por finalizada la reaccion. Se agregaron 2 g de
resina Amberlite [H*], se dejo con agitacion, se controlé el PH de la reaccion, a la
hora llegd PH= 6, se di6 por finalizada la reaccién. Se aislo filtrando la resina
Amberlite [H*] por gravedad, se lavo la misma con MeOH vy el filtrado se evapord
en evaporador rotativo. El producto obtenido se purific6 por medio de
cromatografia flash con una mezcla de AcOEt-MeOH 5:1 como solvente de
elucion. La muestra fue secada en bomba de vacio. El rendimiento obtenido fue
del 72 %.

1-(B-D-galactopiranosil)-4-(3-sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS5)

Aceite amarillo. '"H NMR (600 MHz,
on OH 0SO,NH,

e DMSO) & 7,48 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-4),
HOW 7.45 (as, 2H, NHz), 7,23 (t, 1H, J = 7.8
e Hz, ArH), 7,14 (d, 1H, J = 7,7 Hz, ArH),
7,05 (t, 1H, J = 2,0 Hz, ArH), 6,84 (d, 1H,
J=25Hz, ArH), 6,82 (d, 1H, J = 16,2 Hz, H-3), 4,87 (d, 1H, J = 4,6 Hz, OH), 4,67
(d, 1H, J = 4.2 Hz, OH), 4,47 (t, 1H, J = 5,6 Hz, OH), 4,31 (d, 1H, J = 4,6 Hz, OH),
3,71 (as, 1H, H-4"), 3,57 (m, 1H, H-1"), 3,46 (m, 1H, H-6'a), 3,36 (as, 1H, H-6'b),
3,30 (m, 3H, H-2', H-3, H-5'), 2,95 (dd, 1H, J = 15,9, 2,6 Hz, H-1a), 2,81 (dd, 1H, J
= 15,2, 8,2 Hz, H-1b). 13C NMR (151 MHz, DMSO) & 198,74 (C-2), 158,15 (ArC),
142,66 (C-4), 136,25 (ArC), 130,39 (ArC), 127,13 (C-3), 119,88 (ArC), 118,04
(ArC), 115,16 (ArC), 79,22 (C-5), 76,94 (C-1), 75,10 (C-3"), 70,95 (C-2'), 69,06 (C-

4'), 60,84 (C-6'), 43,94 (C-1).
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Sintesis de 1-(B-D-galactopiranosil)-4-(4-sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS6)

OSO;NH,
OH _OH

HO

OH
)

Gs6

En un balén de 25 mL se colocé 0,127 g (0,31 mmoles) de (E)-1-(2°,3',4’,6'-Tetra-
O-acetil-B-D-galactopiranosil)-4-(4-sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS2), se disolvio
en 5mL de MeOH anhidro, con agitacion. En otro balén de 10 mL se prepard 4mL
de MeONa/MeOH, se le adicion6 al sulfamato disuelto, se dejo reaccionar en bano
de agua a temperatura ambiente. La mezcla de reaccidén se colore6 de amarillo.
Se siguid la reaccion por cromatografia en capa delgada. Luego de 2 h se
consumié todo el reactivo y se dié por finalizada la reaccién. Se agregaron 2,5 g
de resina Amberlite [H*], se dejo con agitacion, se controlé el PH de la reaccion, a
la hora llegé PH= 6, se di6 por finalizada la reaccion. Se aislo filtrando la resina
Amberlite [H*] por gravedad, se lavé la misma con MeOH vy el filtrado se evaporo
en evaporador rotativo. El producto obtenido se purific6 por medio de
cromatografia flash con una mezcla de AcOEt-MeOH 5:1 como solvente de
elucion. La muestra fue secada en bomba de vacio. El rendimiento obtenido fue
del 70 %.

1-(B-D-galactopiranosil)-4-(4-sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS6)

Solido blanco: pf 104-105°C. 'H NMR

San 0SONH, | (600 MHz, DMSO) & 7,56 (d, 2H, J = 8,6
HOW Hz, ArH), 7,50 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-4),
0 7,45 (as, 2H, NHy), 6,81 (d, 2H, J = 8,6

Hz, ArH), 6,74 (d, 1H, J = 16,1 Hz, H-3),

4,85 (d, 1H, J = 4,7 Hz, OH), 4,66 (d, 1H, J = 4,6 Hz, OH), 4,46 (t, 1H, J = 5,6 Hz,
OH), 4,30 (d, 1H, J = 4,5 Hz, OH), 3,70 (d, 1H, J = 3,2 Hz, H-4), 3,56 (td, 1H, J =
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9,1, 2,8 Hz, H-1), 3,46 (dt, 1H, J = 10,6, 6,3 Hz, H-6'a), 3,35 (m, 1H, H-6'b), 3,29
(dt, 3H, J = 5,3, 2,6 Hz, H-2, H-3", H-5), 2,90 (dd, 1H, J = 15,9, 2,5 Hz, H-1a), 2,76
(dd, 1H, J = 15,8, 9,0 Hz, H-1b)."3C NMR (151 MHz, DMSO) & 198,43 (C-2),
160,28 (ArC), 142,82 (C-4), 130,88 (2 x ArC), 125,94 (ArC), 124,09 (C-3), 116,28
(2 x ArC), 79,22 (C-5'), 77,01 (C-1"), 75,13 (C-3"), 70,95 (C-2’), 69,08 (C-4’), 60,86
(C-6'), 43,75 (C-1).

Sintesis de 1-(B-D-glucopiranosil)-4-(3-sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS7)

OH
OSO,NH,

HO

OH
0]

GSs7

En un balén de 25 mL se colocé 0,103 g (0,25 mmoles) de (E)-1-(2°,3',4’,6'-Tetra-
O-acetil-B-D-glucopiranosil)-4-(3-sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS3), se disolvid
en 5mL de MeOH anhidro, con agitacion. En otro balén de 10 mL se prepard 4mL
de MeONa/MeOH, se le adicion6 al sulfamato disuelto, se dejé reaccionar en bafio
de agua a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se colore6 de amarillo.
Se siguid la reaccion por cromatografia en capa delgada. Luego de 2 h se
consumio todo el reactivo y se dio por finalizada la reaccion. Se agregaron 2 g de
resina Amberlite [H*], se dejo con agitacion, se controlé el PH de la reaccion, a la
hora llegé PH= 6, se dié por finalizada la reaccion. Se aislé filtrando la resina
Amberlite [H*] por gravedad, se lavé la misma con MeOH vy el filtrado se evaporo
en evaporador rotativo. El producto obtenido se purific6 por medio de
cromatografia flash con una mezcla de AcOEt-MeOH 5:1 como solvente de
elucion. La muestra fue secada en bomba de vacio. El rendimiento obtenido fue
del 65 %.
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1-(B-D-glucopiranosil)-4-(3-sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS7)

Solido marron pegajoso: pf 128-129°C. 'H
Ol 0SO,NH,
< o NMR (600 MHz, DMSO) & 7,50 (d, 1H, J
HO - 3
HO 35 02H - 12 = 16,2 Hz, H-4), 7,44 (s, 2H, NHy), 7,23 (t,
4
0 1H, J=7,8 Hz, ArH), 7,15 (d, 1H, J=7,6

Hz, ArH), 7,05 (t, 1H, J = 2,0 Hz, ArH),
6,84 (m, 1H, ArH), 6,82 (d,1H, J = 16,2 Hz, H-3), 5,03 (d, 1H, J = 5,7 Hz, OH), 4,91
(d, 1H, J = 4,7 Hz, OH), 4,84 (d, 1H, J = 4,7 Hz, OH), 4,32 (t, 1H, J = 5,7 Hz, OH),
3,60 (m, 2H, H-1’, H-6’a), 3,39 (dt, 1H, J = 11,2, 5,4 Hz, H-6’b), 3,17 (id, 1H, J =
8,4,4,6 Hz, H-3'), 3,07 (m, 2H, H-4’, H-5’), 2,95 (m, 2H, H-2’, H-1a), 2,80 (dd, 1H, J
= 16,1, 8,8 Hz, H-1b).’3C NMR (151 MHz, DMSO) 5 198,49 (C-2), 158,15 (ArC),
142,71 (C-4), 136,25 (ArC), 130,38 (ArC), 127,13 (C-3), 119,88 (ArC), 118,04
(ArC), 115,21 (ArC), 81,16 (C-5’), 78,60 (C-3’), 76,30 (C-1’), 74,04 (C-2’), 70,77 (C-
4’), 61,60 (C-6"), 43,83 (C-1).

Sintesis de 1-(B-D-glucopiranosil)-4-(4-sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS8)

OSO,NH,
OH

HO

OH
0]

GSss8

En un balén de 25 mL se colocé 0,106 g (0,26 mmoles) de (E)-1-(2°,3’,4',6’-Tetra-
O-acetil-B-D-glucopiranosil)-4-(4-sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS4), se disolvid
en 7mL de MeOH anhidro, con agitacion. En otro balon de 10 mL se prepard 4mL
de MeONa/MeOH, se le adicion6 al sulfamato disuelto, se dejé reaccionar en bafio
de agua a temperatura ambiente. La mezcla de reaccidén se colore6 de amarillo.
Se siguid la reaccion por cromatografia en capa delgada. Luego de 2 h se
consumio todo el reactivo y se dio por finalizada la reaccion. Se agregaron 2 g de

resina Amberlite [H*], se dejoé con agitacién, se controlé el PH de la reaccién, a la
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hora llegd PH= 6, se di6 por finalizada la reaccién. Se aisl6 filtrando la resina
Amberlite [H*] por gravedad, se lavo la misma con MeOH vy el filtrado se evapord
en evaporador rotativo. El producto obtenido se purifico por medio de
cromatografia flash con una mezcla de AcOEt-MeOH 5:1 como solvente de
elucion. La muestra fue secada en bomba de vacio. El rendimiento obtenido fue
del 67 %.

1-(B-D-glucopiranosil)-4-(4-sulfamoilfenil)but-3-en-2-ona (GS8)

Sélido blanco: pf 212-213°C. 'H NMR

o o 0sONH, | (600 MHz, DMSO) & 7,56 (d, 2H, J =
"0 \3 02H 2 3\4 8,6 Hz, ArH), 7,50 (d, 1H, J = 16,1 Hz,
0 H-4) 7,45 (as, 2H, NH2), 6,81 (d, 2H, J =

8,6 Hz, ArH), 6,74 (d, 1H, J = 16,2 Hz,
H-3), 5,03 (d, 1H, J = 5,8 Hz, OH), 4,90 (d, 1H, J = 4,7 Hz, OH), 4,84 (d, 1H, J =
4,8 Hz, OH), 4,34 (t, 1H, J = 5,7 Hz, OH), 3,60 (m, 2H, H-1’, H-6’a), 3,36 (d, 1H, J
= 1,8 Hz, H-6'b), 3,17 (t, 1H, J = 4,5 Hz, H-3), 3,06 (m, 2H, H-4, H-5'), 2,95 (dt,
1H, J = 9,1, 4,5 Hz, H-2), 2,91 (m, 1H, H-1a), 2,75 (dd, 1H, J = 16,0, 8,9 Hz, H-
1b).1’C NMR (151 MHz, DMSO) & 198,23 (C-2), 160,29 (ArC), 142,89 (C-4),
130,91 (2 x ArC), 125,93 (ArC), 124,06 (C-3), 116,28 (2 x ArC), 81,13 (C-5), 78,61
(C-3"), 76,36 (C-1'), 74,04 (C-2"), 70,78 (C-4’), 61,61 (C-6'), 43,66 (C-1).
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4.7. Determinacion de actividad bioldgica

3.7.1 Determinacion de la actividad de los C-cinamoilglicésidos frente a la

anhidrasa carbonica

La actividad de las isozimas de la anhidrasa carbonica fue medida a través de la
reaccion de hidratacion del CO2 en el grupo de trabajo del Dr. Claudiu Supuran,
Universidad de Florencia. Para realizar el estudio de la actividad de la anhidrasa
carbonica a través de la hidratacion del COz se utilizé un equipo de flujo detenido
(sttoped-flow) Applied Photophysics mediante la metodologia reportada por
Khalifah.'*” Se empleé rojo de fenol (a una concentracion de 0.02 mM) como
indicador, trabajando a una absorbancia maxima de 557 nM, empleando 20 mM
de Hepes (pH 7.5) como buffer y 20 mM de Na>SOs (para mantener la fuerza
i6nica), siguiéndola velocidad inicial de la reaccion de hidratacion del CO-
catalizada por la anhidrasa carbdénica por un periodo de 10-100 s. La
concentracion de CO. para las determinaciones vari6 de 1.7 a 17 mM. La
velocidad de la reaccion no catalizada fue determinada de la misma manera y se
sustrajo de las velocidades observadas. Las soluciones stock del inhibidor (0.1
mM) fueron preparadas en agua destilada y las diluciones hasta 0.01 nM fueron
realizadas también con agua destilada. Las soluciones de inhibidor y de las
enzimas fueron preincubadas conjuntamente por 15 min a temperatura ambiente
previamente al ensayo. Las constantes de inhibicion (Ki) fueron obtenidas
mediante la ecuacion de Cheng-Prusoff'® y son el resultado de tres
determinaciones diferentes. Los resultados se muestran en las tablas siguientes

para cada serie de compuestos sintetizados.
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Actividad inhibitoria de los C-cinamoilglicosidos derivados de fenol

OAc OAc OAc OAc OAc OAc
OH
AcO AcO
CAcO AcO
OH OH
OH OH OH
HO o | OH Hoo
HO
OH
o]
F9

Figura 18. C-cinamoilglicdsidos derivados de fenol.

Tabla 8. Datos de inhibicién de las distintas a-ACs, mtACs y bsAC con los C-cinamoilglicésidos?

C-glicésido Ki(uM)®

hACl hACIl hACIX hACXII mtAC1 mtAC2 mtAC3 bsACIl bsACI
F2 8,5 7,0 5,2 6,7 21 19,0 0,64 0,92 0,71
F3 5,7 3,9 59 6,2 29 13,1 0,35 5,65 2,68
F6 51 7,1 3,3 3,9 3,8 15,6 0,87 0,68 0,63
F7 9,3 55 2,9 4,2 4,5 12,0 1,15 7,18 4,85
F9 6,8 7,8 4,5 7.4 0,14 6,21 0,24 3,45 0,78
F10 3,7 8,8 8,2 8,7 0,93 4,13 0,13 7,92 4,75
F11 3,6 3,1 9,2 8,4 1,16 3,25 0,51 6,54 0,83
F12 5,5 6,8 8,2 6,8 4,5 4,13 0,94 5,43 2,80
Fenol 10,2 5,5 8,8 7,2 64,0 79,0 nd nd nd
AAZ 0,25 0,012 0,025 0,005 0,48 0,098 0,104 0,063 0,303

a) Determinaciones realizadas por el Dr. C. T. Supuran, Universidad de Florencia, Italia
b) Errores en el rango del 5-10 % del valor reportado, de 3 determinaciones diferentes
*Todas las ACs son recombinantes

Tabla 9. Datos de selectividad de la relacion de Ki para distintas a-ACs y las dos isozimas de bsAC.

C-glicésido Selectividad
X /X1 X wXi hAC I/bsAC | hAC I/bsAC Il  hCAIll/lbsACIl hAC ll/bsAC Il
F2 1,63 1,27 1,35 1,04 9.24 11,97 7,61 9,86
F3 0,97 092 066 063 1 2,13 0,69 1,45
F6 1,54 1,31 2,15 1,82 7,50 8,09 10,44 11,27
F7 321 221 19 1,31 1,29 1,92 0,77 1,13
F9 1,51 092 1,73 1,05 1,97 8,72 2,26 10
F10 045 0,42 1,07 1,01 047 0,78 1,11 1,85
F11 0,39 043 034 037 0,55 4,38 0,47 3,73
F12 0,67 081 083 1 1,01 1,96 1,25 2,43
AAZ 10 50 0,48 24 3,97 0,82 0,19 0,04
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Actividad inhibitoria de los C-cinamoilglicosidos derivados de

metoxiarilo
OAc
ACO o ‘ OCH3;
AcO
OAc 5
M1
OAc_OAc
o ‘ OCHs
AcO
OAc 5
M4
OH
o ° ‘ OCHs
HO "
o (¢]
M7
OH _OH
° ‘ OCH3
HO
OH 5

OCHz  AcO
AcO

OCH3
OAc

OCH3 OCHs
OAc OAc

OCHs ocv-i3
OCH;
o

Tabla 10. Actividad inhibitoria de los C-cinamoilglicésidos M1-M12.

oc»-c3
OH_OH
0 |
HO
OH
o
Mi2

Figura 19. C-cinamoilglicosidos derivados de metoxiarilo.

C-glicésido Ki (uM)
hAC | hAC Il hACIX hACXIl bsACIl bsACIl

M1 5,67 0,42 0,78 0,79 0,89 0,49
M2 8,36 0,54 0,75 0,13 1,76 0,36
M3 >50 0,41 0,67 0,59 3,92 0,70
M4 8,69 >50 0,093 0,65 >50 4,02
M5 4,67 0,63 0,77 0,081 4,36 0,37
M6 6,65 >50 0,42 0,080 >50 8,05
M7 7,44 >50 0,61 0,68 7,56 8,01
M8 6,51 0,44 0,84 0,073 2,58 0,31
M9 >50 >50 0,46 0,24 0,42 0,22
M10 8,67 >50 3,86 0,084 >50 8,69
M11 7,48 0,55 0,94 0,23 4,49 >50
M12 7,21 >50 0,48 0,089 0,43 0,21
AAZ 0,25 0,012 0,025 0,005 0,063 0,303

a) Determinaciones realizadas por el Dr. C. T. Supuran, Universidad de Florencia, Italia

b) Errores en el rango del 5-10 % del valor reportado, de 3 determinaciones diferentes.
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Tabla 11. Datos de selectividad de a-ACs.

C-glicésido Selectividad

1]).4 Il nx xi
M1 7,3 7,1 0,5 0,53
M2 11,1 66,3 0,7 4,3
M3 >74,3 >85 0,6 0,7
M4 93,4 13,3 >538  >76
M5 6,0 57,7 0,81 7,8
M6 15,9 83,1 >120  >625
M7 12,1 10,9 >81 >73
M8 12,1 89,2 0,5 6,0
M9 >108 >212 >108 >212
M10 2,24 103,2 >13 >595
M11 8,0 31,8 0,6 2,3
M12 14,9 81,0 >103  >562
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Actividad inhibitoria de las N-glicosilsulfonamidas
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Figura 20. N-glicosilsulfonamidas.

Tabla 12.Datos de inbhibicion de 4 isoformas de la ACs con las

diferentes N-glicosilsulfonamidas.

Compuesto Ki (nM)?

hAC | hAC Il hACIX hAC XIl
Fenol 10200 5500 8800 9200
S1 5500 80 235 176
NG1 43,1 139 >50000 >50000
NG2a 6630 695 >50000 >50000
NG2B 3840 137 >50000 >50000
NG3 6690 360 >50000 >50000
NG4 454 142 >50000 >50000
NG5a 8850 340 >50000 >50000
NG5 4025 295 >50000 >50000
NG6 6250 1680 >50000 >50000
AAZ 250 12,1 25,3 57

a) Error en el rango de + 5-10 % del valor reportado, a partir de 3 medidas
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Actividad inhibitoria de los C-glicosilsulfamatos

0OSO,NH, OSO,NH,
OAcOAc OAc
2 osovw;, X5 A°°M°S°2””Z reoN 0|
AcO AcO
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|
0

OAc o
GS1 GS2 GS3 GS4
0SO,NH, OSO,NH,
OH_OH OH_OH OH OH
o 0SO,NH, o | HO o | OSONH o |
HO HOASR HOA—3R HOA—"
OH o o) (¢] (e}
GS5 GS6 Gs7 GS8

Figura 21. C-glicosilsulfamtos.

Tabla 13 .Datos de Inhibicién de a-AC con los diferentes
C-glicosilsulfamatos GS1-GS8.

C-glicésido Ki (nM)?2 Selectividad
hACIl hACIl hACIX IIX X
GS1 90,6 5,1 21,2 4,27 0,24
GS2 73,3 3.4 29,6 2,47 0,11
GS3 57,5 34 15,7 3,66 0,21
GSs4 57,5 4,3 24,3 2,37 0,18
GS5 338,6 8423 9529 0,35 0,88
GS6 76,0 27,6 23,1 3,29 1,02
GS7 585,8 180,4 198,9 2,95 0,91
GS8 340,7 570,9 100,9 3,38 5,66
AAZ 250 12 25 10 0,48
Topiramato® 250 10 3,8 65,79 2,63
Fenilsulfamato 2,1 1,3 63 0,03 0,02

a) Error en el rango de 5-10 % del valor reportado, a partir de 3 medidas.
b) Inhibidor de ACs
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3.7.2. Determinacion de la actividad frente a Mycobacterium tuberculosis

Las determinaciones fueron realizadas por el grupo del Dr. Ricardo Morbidoni,
Universidad Nacional de Rosario. La cepa patdégena utilizada fue M. tuberculosis
Hs7Rv. El medio de cultivo utilizado fue Middlebrook 7H9 Difco suplementado con
1/10 v/v de ADS, glicerol (1% p/v). Los cultivos fueron desarrollados a 37 °C bajo
agitacion. Ensayos de actividad antibacteriana: se prepararon soluciones patrén
de todos los compuestos analizados en DMSO a una concentracién de 10 mg/mL.
Luego las soluciones fueron diluidas con el medio de cultivo a una concentracion
de 400 ug/mL. La concentracion inhibitoria minima se defini6 como Ia
concentracion mas baja que previene el crecimiento de la micobacteria, observado
visualmente. Para evaluar la actividad en medio sodlido, se adicionaron las
cantidades elegidas de los compuestos al medio solido fundido y luego de
colocarlo en recipientes adecuados, se sembraron alicuotas de M. tuberculosis
Hs7Rv en la superficie del medio y se procedio a incubarlo por 30 dias a 37 °C
antes de inspeccionarlo visualmente. La CIM 99.9% fue aquella que causé una
reduccién del 99.9% en el conteo de células. Los resultados correspondientes se

muestran en las tablas siguientes

Tabla 14. Actividad antituberculosa de los C-cinnamoilglicésidos F2-F12 en medio liquido.

Compuesto Concentracion
100 pg/ml 50 pg/ml <25 ug/ml
F2 Si@ (++++)° Si (+4) No
F3 Si (++) Si (+) No
F6 No No No
F7 No No No
F9 No No No
F10 Si (++) Si (+) No
F11 Si (++) Si (+) No
F12 No No No

a) Si indica inhibicién del crecimiento, analizado por turbidez.

b) inhibicion (+++)>>(++)>(+)
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Tabla 15. Evaluacion de la actividad antimicobacteriana en medio sélido

Compuesto Concentracion
100 pug/ml 50 pg/ml 25 pg/mi 12.5 ug/ml 6.25 pg/ml < 3.12 pg/ml
F2 Si2 (++++)b Si(++++) Si(++++) Si(++++) Si(++++) (*)
F3 No No No No No No
F11 Si (++) No No No No No

a) Si indica inhibicion del crecimiento,
b)inhibicion (+++)>>(++)>(+)

(*) : colonias pequefias

Tabla 16. Actividad antituberculosa de los C-cinnamoilglicosidos M1-M12 en medio liquido

Compuesto Concentracion
100 pg/ml 50 pg/ml <25 ug/ml
M1 No No No
M2 Si (+++) Si (++) No
M3 No No No
M4 No No No
M5 No No No
M6 No No No
M7 No No No
M8 No No No
M9 No No No
M10 No No No
M11 No No No
M12 No No No

a) Si indica inhibicion del crecimiento, analizado por turbidez.

b) inhibicion (+++)>>(++)>(+)
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Tabla 17. Actividad antituberculosa de los N-glicésilsulfonamidas en medio liquido.

Compuesto Concentracion
100 pg/ml 50 pg/ml <25 ug/ml
NG1 No No No
NG2a No No No
NG2B Si No No
NG3 No No No
NG4 No No No
NG5a No No No
NG5 No No No
NG6 No No No

a) Si indica inhibicién del crecimiento, analizado por turbidez.

Tabla 18. Actividad antituberculosa de C-glicosilsulfamatos GS1-GS8 en medio liquido.

Compuesto Concentracion
100 pg/ml 50 pg/ml <25 ug/ml
GS1 No Si No
GS2 No No No
GS3 No No No
GS4 No No No
GS5 ND ND ND
GS6 ND ND ND
GS7 No No No
GS8 ND ND ND

a) Si indica inhibicion del crecimiento, analizado por turbidez.

Lic. Leonardo E. Riafrecha pag. 135



5.Discusion




DISCUSION

5.1. Obtencion de los C-cinamoilglicésidos

5.1.1. Sintesis de las p-C-glicosilcetonas y posterior acetilacion

Para la preparacion de las B-C-glicosilcetonas GC1 y GC2 se utilizé la reaccién de
Knoevenagel de monosacaridos reductores con pentan-2,4-diona (83) en presencia
de bicarbonato de sodio acuoso a 90 °C (Esquema 15). Bajo estas condiciones de
reaccion se obtuvieron los andmeros [ exclusivamente de los compuestos
deseados con un rendimiento del 50% en el caso de la D-glucosa y del 70% en el

caso de la D-galactosa.

R? _OH R? _OH
R’ 0 . HCO3Na R’ o)
HO OH hhd - HO CHs
OH O O 90°C oH 1
81 83 GC1
82 GC2

81, GC1 R'= OH, R?= H
82, GC2 R'=H, R%=0OH

Esquema 15

La formacién de las glicosilcetonas puede explicarse en base a la condensacion de
un carbanion de una B-dicetona y el grupo formilo de un carbohidrato reductor
(Esquema 16). Cabe destacar que en la bibliografia se describen rendimientos
superiores, pero en ambos casos se trata de resultados inferidos del analisis de
mezclas de reaccién, mientras que en este trabajo de tesis se refieren a productos

aislados y purificados.

Otro aspecto que se destaca en la bibliografia es que en la misma reaccién de
Knoevanagel, pero cambiando la temperatura a 10°C, utilizando carbonato de sodio
como base, se obtuvieron tanto las a-C-glicopiranosas como la mezcla anomérica

de C-glicofuranosas.4?
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R?2 _OH HaC,
Rd&&, B
HO oH * \ _H

OH o)
HsC
81 ® 83

HO T HO N
90°C l _CHaCOONa | 10
-CH;COONa 3
R2 OH R? _OH
R1 (0] R1 (0]
HO CHj3 HO
OH OH
Ge1 o 84
GC2 HO 85 o
-CH3;COONa
81,GC1, 84 R'=0OH,R%=H HO~\.\H 10°C
82, GC2, 85 R'=H, R?= OH HO
OH Y
o}

Esquema 16

El hecho de que se haya obtenido exclusivamente los anémeros B de las C-glicosil
cetonas es consecuencia del control termodinamico bajo el cual fue llevada a cabo
la reaccion. Segun lo reportado por Lubineau (Esquema 17),'20 cuando en medio
basico se forma una cetona del tipo C (derivado de una glicopiranosa), la cual
posee hidrogenos activados sobre el carbono a al carbono anomérico de la
piranosa, se va a establecer un equilibrio (promovido por la base) entre la forma
abierta B y la forma cerrada de dicha glicopiranosa. Si la reaccién se lleva a cabo a
una temperatura de 90°C, la ciclacién de B favorece la formacion del andmero
estabilizado termodinamicamente en este caso el andmero 3. Cuando la reaccion
se lleva a cabo a temperatura inferiores se favorece la formacion de las a,3-C-

glicofuranosas D junto con la a-C-glicopiranosa A.
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OH 5 OH R OH 5 OH
R R
OH e H H
o R ° — R — —=FR! ° + B
oH * Ho HO HO
o HO HO
5 [¢] [¢]
OH
C
D A © .
Z@:::tc?: ;%\I%reCidOS a Producto favorecido a 90°C.
R'=OH;R?=H
R'=H; R?=OH

Esquema 17

En el caso de la D-glucosa (81) se encontré6 un segundo compuesto, el cual fue
separado de la mezcla de reaccién original y analizado mediante resonancia
magnética nuclear de 'H y '3C. El andlisis demostré que se trataba de la
correspondiente B-C-manosilpropanona (86). En el esquema 18 se puede ver la
formacion de este producto, que puede explicarse teniendo en cuenta la
epimerizacion en medio alcalino de la D-glucosa. Un producto secundario similar se
ha encontrado en la reaccién de la pentan-2,4-diona con la N-acetil-D-
glucosilamina. Para la reaccion de sintesis de la C-galactosilpropanona (GC2), no

se ha observado la formacion de ningun producto secundario.

OH OH 0 o
0 -H,0
HO <= |Ho ° CHy
HO ™~ — | Ho —
OH CHa
81 Na* O
HO 0"(29 0 HO O*(')@ 0
«— [HO - CH <«—— [HO - CH
— | Ho — * | — | ho S :
CHs CHs
L Na* O ] Na* O
-CH;COONa HO OH
HO &
H&WCHS
o}

Esquema 18
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Las B-C-glicosilcetonas fueron posteriormente protegidas empleando la acetilacion
de los grupos oxhidrilos presentes en sus moléculas. Para ello se emple6 anhidrido
acético en presencia de piridina a temperatura ambiente, lo cual ha permitido
obtener los C-glicésidos peracetilados (GC3 y GC4) en muy buenos rendimientos

(75-80 %) luego del aislamiento correspondiente.

5.1.2. Condensaciones aldélicas de las p-C-glicosilcetonas

Para obtener los C-cinamoilglicosidos se emple6 la reaccion de condensacion
alddlica de las B-C-glicosil cetonas con diferentes aldehidos aromaticos
conteniendo la funcién fendlica o metoxiarilo (Esquema 19). Como catalizador de la
reaccion, inicialmente, se utilizé pirrolidina. Este catalizador basico habia sido
descrito en la bibliografia en reacciones similares.’® Bajo estas condiciones de
reaccion se obtuvo la formaciéon de los compuestos carbonilicos a,B-insaturados
como isémeros geométricos E con buenos rendimientos en muchos de los casos.
En la tabla 19 pueden observarse los resultados obtenidos con los diferentes
compuestos carbonilicos empleados y los aldehidos aromaticos que contienen la
funcion fendlica, en la tabla 20 pueden observarse los resultados obtenidos para
los mismos compuestos carbonilicos pero con los diferentes aldehidos aromaticos

que contienen la funcién metoxiarilo.

X
=

“ |

R2 _OAc
R o) CHO
AcO CHs

OAC O ,
ees O v 0

GC4 H

GC3R'= OAc, R>=H
GC4 R'=H, R>= OAc
X = OH; OMe
Esquema 19. (i) DCM, t.amb.
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Tabla 19. Sintesis de C-cinamoilglicésidos derivados de fenol°.

Cetona Benzaldehido  Tiempo Prod. Rend.
reaccion (%)
(h)
C-glucosil (GC3) 2-hidroxi 48 F1 -
3-hidroxi 1,5 F2 68
24b NRa
4-hidroxi 48 F3 44
3,4-dihidroxi 48 F4 -
C-galactosil (GC4) 2-hidroxi 48 F5 -
3-hidroxi 4 F6 62
24b NR?
4-hidroxi 48 F7 40
3,4-dihidroxi 48 F8 -

a) No se observa formacioén de productos
b) Reaccién utilizando trietilamina como catalizador.
c) 1 mmol de metilcetona, 1,1 mmol de aldehido, 0,2 mmol de pirrolidina, 4 mL de DCM y t. amb.

Tabla 20. Sintesis de C-cinamoilglicésidos derivados de metoxiarilo?.

Cetona Aldehido Tiempo Prod. Rend. (%)
reaccion
(h)
C-glucosil (GC3) 3-metoxibenzaldehido 78 M1 76
veratraldehido 23 M2 66
6-metoxi-2-naftaldehido 71 M3 53
C-galactosil (GC4) 3-metoxibenzaldehido 70 M4 72
veratraldehido 24 M5 65
6-metoxi-2-naftaldehido 47 M6 52

a) 1 mmol de metilcetona, 1,1 mmol de aldehido, 0,2 mmol de pirrolidina, 4 mL de DCM y t. amb.

Una explicacién probable para la formacion de los C-cinamoilglicosidos es que sea
una condensacion via enamina (Esquema 20), por lo que la B-C-glicosil cetona
peracetilada (A) y la pirrolidina conducen a la formacion de una enamina

intermediaria (C), a través de la formacion de la carbinolamina (B). Posteriormente
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la enamina formada reacciona con el aldehido aromatico (D) correspondiente para
generar el ién iminio (E), el cual luego por deshidratacién genera el correspondiente

C-cinamoilglicésido (F) y la regeneracion de la pirrolidina.

Z > NO
o) N 0 3 AcO WYCHZ
(Aco)y/ cHy, " Pt Ofon, MO | (A0 .
; > (AcO); — N
(0]
A

e o, G —

AcO

Ao CN\kJ(/’ Yo + HZ(BH -~ (Ac0); s \ - o
0 b

C

. [0}
(AcO) Mﬁ\/@ I (Aco)w/\/@

(e}
(ACO)M\/@ +

0
F

=8

Esquema 20

La reaccion de las B-C-glicosilcetonas GC3 y GC4 con el 2-hidroxibenzaldehido no
proporciond los productos esperados. De la mezcla de reaccion fue posible
recuperar los reactivos correspondientes sin hallarse formacion de productos. Ese
hecho puede explicarse en base al impedimento estérico que ocasiona la presencia
del grupo oxhidrilo en la posicién orto del anillo aromatico. En la bibliografia se han
descrito resultados similares empleando derivados del 2-hidroxibenzaldehido en
condensaciones alddlicas con C-glicosilpropanonas.®?

Posteriormente se intentd la reaccion de las cetonas glicosidicas con el 3,4-
hidroxibenzaldehido bajo las mismas condiciones de reaccion. El analisis de la
mezcla de reaccion por CCD permiti6 observar que la reaccién avanzaba
lentamente y que luego de 24 horas de reaccion, los reactivos habian sido

consumidos en forma completa con la formacion de un compuesto
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extremadamente polar. Al eliminar el solvente en evaporador rotativo se obtuvieron,
tanto para la D-glucosil- como para la D-galactosilpropanona, polimeros rojizos. El
andlisis de los mismos por 'H y 3C RMN mostré espectros extremadamente
complejos con una gran cantidad de sefales, lo cual impidi6 su adecuada
interpretacion.

El intento de reemplazar la pirrolidina por trietilamina como base en la
condensacion alddlica, no produjo resultados positivos ya que no fue posible
obtener los C-cinamoilglicosidos (Tabla 19).

5.1.3. Sulfamoilacion de los C-cinamoilglicésidos derivados del fenol

La serie de C-cinamoilglicosidos derivados del fenol fueron convertidos en los
sulfamatos correspondientes mediante una reaccion simple de sulfamoilacion
(Esquema 21), obteniéndose los C-glicosilsulfamatos en tiempos cortos de reaccion

y con buenos rendimientos (Tabla 21).

0 7] CISO,NH ~——Q ~ ]
(AcO), \N/\H/\/@OH _ o>z (RO NN~ 0SO,NH;
DMA

O O

Esquema 21

Tabla 21. Sintesis de C-glicosilsulfamatos®.

C-glicosilfenol Tiempo Producto Rend. (%)
reaccion
(h)
C-galactosil-3-hidroxi 1,5 GS1 87
C-galactosil-4-hidroxi 1,5 GS2 60
C-glucosil-3-hidroxi 1,5 GS3 57
C-glucosil-4-hidroxi 1,5 GS4 74

a) 1 mmol de C-cinamoilglicésido, 3,8 mmol de cloruro de sulfamoilo, 3 mL de DMA, agitacion

magnética y 0°C — t. amb.

Lic. Leonardo E. Riafrecha pag. 143



DISCUSION

Para la reacciéon de sulfamoilacion se utilizd el cloruro de sulfamoilo como
sulfamoilante, si bien no es una reaccion compleja, tuvo que ser optimizada, ya que
en un primer intento, se traté de sintetizar los glicosil sulfamatos generando el
cloruro de sulfamoilo in situ a partir de acido férmico e isocianato de clorosulfonilio,
pero desafortunadamente, no se observd reaccion. Por lo tanto, se opté por
preparar el cloruro de sulfamoilo a partir de isocianato de clorosulfonilo y acido
férmico como lo describe Appel.146

En el esquema 22 se muestra la formacion del cloruro de sulfamoilo (E), para la
cual se hace reaccionar el isocianato de clorosulfonilo (A) con acido férmico (B),
reaccion que genera en una primer instancia un anhidrido intermediario (C), el cual
por medio de una descarboxilacidon genera un acido carbamico inermediario (D),
que finamente por una nueva perdida de diéxido de carbono, en este caso, genera

el cloruro de sulfamoilo deseado (E).

SO,Cl
o o 2 /S0,CI
\ HIN CI—§~NH,
Cl—S-N—C=0 )=O j’ ﬁ n
g o HO™ S0 o
A HCO,H =0 co CO; E
H
B L
c D

Esquema 22. Formacion de cloruro de sulfamoilo.

Finalmente los sulfamatos deseados se prepararon mediante el procedimiento
descrito por Winum'%2 para fenoles, empleando la reaccion de los correspondientes
C-glicosilfenoles con cloruro de sulfamoilo en N,N-dimetilacetamida como

disolvente bajo atmdsfera inerte, generando los productos esperados.

5.1.4. Desproteccion de los C-cinamoilglicésidos peracetilados

Con el objetivo de obtener compuestos que tuvieran mayor solubilidad en el medio
acuoso, los C-glicésidos fueron desprotegidos empleando una solucién acuosa de

trietilamina y metanol. EI mecanismo propuesto para este tipo de desproteccion es
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mostrado en el esquema 23. En este caso un intercambio de protones entre
trietilamina, agua y metanol hace que este ultimo adquiera un caracter nucleofilico
lo cual le permite adicionarse al doble enlace C=0 del éster, el cual contiene el
apéndice O-glicosidico. Dicha adicién conlleva a la formacion del dialcoxietdxido A,
el ién trietilamonio y agua. Una abstraccion de proton desde el idn trietilamonio por
parte del anion A genera dialcoxietanol B y trietilamina. Un nuevo intercambio
proténico entre trietilamina, agua y B genera la eliminacién del apéndice O-
glicosidico. En este paso también se forma acetato de metilo y se regeneran la

trietilamina y el agua.’3

/8" N*
Ne—— SN~ \/,\/ o
NG !
H. . H 5 "o " /)\O’R
H. _H R ~0" 0 )
HO O/ O\\\ ! \H \ A
\ H. /’/
0 (0]
I I
(@] /8/’/H\\ \/N\/ oH
N~ SN
H-O-R + )J\O/ —_— 1,05 . /)\
H QA 0%
\O —
( + H-g-H \ //,O 0] H i? B
~ N~ H” R
R = glicésido
Esquema 23

Por lo tanto, segun el mecanismo mostrado se puede pensar que el metanol en
exceso actua como reactivo en este tipo de deacetilacion, en cambio la trietilamina
y el agua, que se usan en cantidades menores, desempefian el papel de
catalizadores.

Mediante esta reaccion de deacetilacién luego del aislamiento se obtuvieron en
todos los casos los compuestos esperados con muy buenos rendimientos (80-
90%).
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5.2. Analisis de los C-cinamoilglicésidos obtenidos empleando 'H
y °C RMN

Dada la similitud de los compuestos analizados, se describiran los espectros de
resonancia magnética nuclear del glicésido F2, tomandolo como modelo. En el
espectro de '"H RMN (Figura 22) es posible observar cuatro singletes ubicados
alrededor de 2 ppm que integran para 12 hidrégenos, que se corresponden con los
metilos de los grupos acetilos. Luego se observan dos dobles dobletes en 2,68 y
3,02 ppm, correspondientes a dos protones unidos a un metileno, los cuales, dado
su ubicacion a campos altos, deben estar unidos a un carbono deficiente en

electrones.
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Figura 22. Espectro de '"H RMN del C-cinamoilglicosido F2.
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De alli surge su asignacion a los H del C-1. Del espectro de correlacion
homonuclear (Figura 25) se puede deducir que estos protones se encuentran
relacionados con el protdon del carbono anomérico que se presenta como parte de
un multiplete a 4,09 ppm. Continuando con el andlisis del espectro de '"H RMN se
observa un doble doble doblete a 3,73 ppm, correspondiente a un protdn, el cual se
acopla segun puede observarse del espectro COSY con dos protones
correspondientes a un metileno y con otro proton. Observando la estructura del
compuesto, el hidrégeno analizado se corresponde con el H-5’, mientras que el
metileno puede identificarse con los H-6’, uno de ellos se presenta dentro del
multiplete con el H-1 (4,10 ppm) y el otro como un doble doblete (4,27 ppm). El
proton restante corresponde al H-4' que se observa como un doblete ancho

ubicado a 5,11 ppm.
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Figura 23. Espectro de '*C RMN del C-cinamoilglicésido F2.

Continuando con el analisis del espectro se encuentra un triplete (4,99 ppm)

correspondiente a un proton que se correlaciona con el proton del carbono
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anomérico, por lo cual se trata del H-2’. En este caso es importante analizar la
constante de acoplamiento que presenta este triplete. El valor elevado de esta
constante de acoplamiento (9,3 Hz) indica que los protones adyacentes se
encuentran en posicién axial en el anillo del carbohidrato.! Esta observacion
permite corroborar que el compuesto sintetizado presenta la configuracion 3 en el
carbono anomeérico. Si este no fuera el caso se habria encontrado una constante
de acoplamiento menor entre el hidrogeno del C-2' y el anomeérico dado que los
protones estarian ubicados en posiciones mas cercanas.

Luego encontramos un triplete ubicado a 5,24 pm, que por su desplazamiento
quimico y su constante de acoplamiento, corresponde al H-3'. En la zona de 7 ppm
encontramos los protones correspondientes al anillo aromatico y ademas dos
dobletes con una constante de acoplamiento de 16,2 Hz (6,71 ppm y 7,50 ppm)
que corresponde a los hidrégenos olefinicos H-3 y H-4. El valor de 16,2 Hz muestra
que el doble enlace exhibe la conformacion trans.

A manera de resumen se presentan en la figura 24 las correlaciones entre

hidrogenos explicadas anteriormente.

<-eem H3-HA
<---» H-1-H-1'
<---» H-1-H-2'
<---» H-2-H-3'

H-3- H-4'

H-4'- H-5'
<---» H-5-H-6'

Figura 24. Correlaciones H-H deducidas del espectro COSY del compuesto F2
(para mayor claridad no se muestran las correlaciones entre hidrégenos geminales).

T El uso de este valor de constante de acoplamiento en la ecuacién de Karplus modificada por Altona y
Haasnot (Coxon, B. Adv. Carbohydr. Chem. Biochem. 2009, 62, 17) da como resultado que los hidrégenos
involucrados exhiben angulos de torsién H-C-C-H de alrededor de 157° consistente con la disposicién axial.
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Figura 26. Espectro de correlacion heteronuclear (HSQC) del C-cinamoilglicésido F2.
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Otra sefal interesante es el singulete a 6,69 ppm que como puede observarse en el
espectro de correlacion HSQC (Figura 26), no tiene ningun carbono asociado por lo
cual debe tratarse del correspondiente al OH fendlico. Cabe mencionar que
utilizando este espectro de correlacién se completd la asignacion de los distintos

carbonos que presenta la molécula.

5.3. Obtencion de N-glicosilsulfonamidas

En la adicion de nucledfilos a glicales pueden formarse dos tipos de productos
dependiendo las condiciones de reaccion. Uno de ellos es consecuencia de un
mecanismo de adicién y el otro ocure a través de un reordenamiento alilico

denominado reordenamiento de Ferrier (Esquema 24).

OAc
NuH Acog
> Nu
OAc
NuH AcO&E\
———— AcO
Nu

Adicion
Esquema 24

En general, los grupos protectores de los glicales son determinantes en la
velocidad de glicosidacion.'41% Se ha propuesto que los grupos donores de
electrones (ej. bencil éteres) facilitan el mecanismo de adicion, mientras que por el
contrario, la existencia de grupos atractores de electrones (ej. acetatos) hacen al

ion oxonio relativamente menos estable, ya que el reordenamiento alilico tiene
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ventaja de formar un ion oxoénio a, B conjugado.’® Esta diferencia puede ser

explicada en base a la estabilizacion del intermediario catiénico.

En presencia de acidos de Lewis, los glicales pierden los grupos presentes en la
posicion alilica mediante una reaccién de desplazamiento nucleofilico seguida de
un reordenamiento alilico o de Ferrier, resultando en la formacién de glicosidos 2,3-

insaturados (Esquema 25).

OR O.'.Q\' OR OR
BF RO o] NuH

PTG PN VN
RO o= —""Nu

FsB - +

RO—BF; ROH

+

BF3

Esquema 25

Con el objetivo de obtener glicosil sulfonamidas que posean un oxhidrilo fendlico se
realizé la adicion de hidroxibencenosulfonamidas a diferentes derivados de glicales
(D-glucal y D-galactal) acetilados en presencia de BF3.OEt. como catalizador
(Esquema 26).

R, _OAc o o R, _OAc R, _OAc 0,0
R o \\S/, BF3.OEt, 0 . @N/S\Q\
1 _ + - _— R1 ay R1 ha
AcO H2N (i) OH
Rj Ry™ HN_ © R3
OH ~g=0

G3

G4 S1

G5

OH

G3Ry=0Ac, R;=H, R3=H NG1a > NG1B
G4 R1 = H, R2 = OAC, R3 =H NG2o > NGZB
G5 R; = OAc, R, =H, R3 = OAc NG3o > NG3p
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Tabla 22. Sintesis de N-glicosilsulfonamidas®.

Glical Tiempo Producto Rend. (%)
reaccion
(h)
Tri-OAc-glucal (G3) 1,5 NG1 51
Tri-OAc-galactal(G4) 2 NG2 50
Tetra-OAc-glucal(G5) 5 NG3 52
a) 1 mmol de glical, 1,1 mmol de p-hidroxibencensulfonamida, 0,2 mL de BF3EtO (1% mmol)

en DCM, 2,5 mL de CH3CN, agitacién magnética y t. amb.

Como se observa en la tabla 22 se obtuvieron las diferentes N-glicosilsulfonamidas
con buenos rendimientos y en cortos tiempos de reaccion, obteniendo una relacion
a/B 6:4. Al ver las relaciones anoméricas obtenidas en los productos, se observa
claramente una alta predominancia en la formacion del andmero a. Esta
preferencia se debe a la prevalencia del control cinético en las
sulfonamidoglicosilaciones. Es decir, este andmero a es el producto que se forma
mas rapidamente, posiblemente al presentar la cara a del D-glical un menor
impedimento estérico que facilita el ataque del nucledfilo. Esto se ha descripto en
detalle en una publicacion en la cual se estudid la estabilidad conformacional de
una glicosilsulfonamida.’s”

Se ha descripto que los efectos presentes en el anOmero o se incrementan por
medio de una interaccion orbital nv—c*.. (efecto exo-anomérico) (Figura 27). En
las  N-glicosilsulfonamidas 2,3-insaturadas se observdé una interaccion
antiperiplanar entre el nitrogeno del grupo sulfonamido y el hidrégeno anomeérico,
que permite la expresién de la interaccion orbital nn—c*c.. En las a-glucopiranosas
esta conformacion localiza necesariamente al hidrégeno anomérico bajo el anillo
piranésico, ocasionando un incremento del efecto. Pero, como la conformacion del
anillo en las N-glicosil sulfonamidas 2,3-insaturadas es casi plana,'®® ocasiona la

ausencia de dichas interacciones estéricas que desfavorecerian al anédmero a. Este
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hecho también provoca la mayor estabilidad termodinamica del anomero o frente al
B para esta reaccién en particular.59

En resumen, no solo la interaccion orbital no—c*.. (efecto endoanomérico) esta
presente, sino también el efecto exo-anomérico, los cuales en conjunto favorecen

la obtencion del isébmero a en mayor proporcion que el isémero 3.

A, A,

S—O

R R
No—= O*c-N nN— O*c-o
Figura 27. Efectos endo- y exo-anoméricos en a-sulfonamidoglicésidos 2,3-insaturados.

5.3.1. Deacetilacion de las N-glicosilsulfonamidas en condiciones Zemplen

Con el objetivo de obtener compuestos que tuvieran mayor solubilidad en el medio
acuoso, las N-glicosilsulfonamidas fueron desprotegidos empleando condiciones
Zemplen (MeONa/MeOH), ya que esta es una forma eficiente de remocién de los
grupos O-acetilos protectores de carbohidratos por tratamiento de los sustratos O-
acetilados en metanol con una cantidad catalitica de metdoxido de sodio a
temperatura ambiente.

Esencialmente, los grupos O-acetilos de los carbohidratos forman acetato de
metilo con el metanol, de modo que esta reacciéon también es llamada
transesterificacion Zemplen.

Comparado con la hidrdlisis de un éster usando una base tal como hidroxido de
sodio, que requiere una cantidad estequeométrica de base para cada grupo éstery
genera una gran cantidad de acetato de sodio, la deacetilacion en estas
condiciones utiliza solo una cantidad catalitica de metoxido de sodio. En el

esquema 27 puede observarse el mecanismo de reaccion.
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N’S

N

) L
MeOAc OH

OH
Esquema 27

Mediante esta forma de deacetilacién en todos los casos, luego del aislamiento, se

obtuvieron los compuestos esperados con muy buenos rendimientos (80-85%).

5.4. Anadlisis de las N-glicosilsulfonamidas obtenidas empleando
'Hy °C RMN

A modo de ejemplo y teniendo en cuenta la similitud de las nuevas N-
glicosilsulfonamidas, se va a analizar el espectro de la 4,6-Di-O-acetil-2,3-didesoxi-
D-eritro-hex-2-enopiranosil p-hidroxibencensulfonamida (NG1).

Cabe destacar que las sefiales de los distintos protones se ven “duplicadas”, lo cual
es logico debido a que la mezcla anomérica no pudo ser separada,
correspondiendo las sefales de menor intensidad e integracién a las del andbmero

B, ya que es el minoritario, siendo la relacion anomérica a/3 61:39.
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Figura 28. Espectro '"H RMN del compuesto NG1.

Para el anémero a vemos en el espectro '"H RMN una serie de singletes ubicados

alrededor de 2,04 ppm que integran cada uno para 3 hidrégenos, que corresponde

a los hidrégenos de los grupos acetilos de la molécula, luego a 3,51 ppm vemos un

doble doblete que se corresponde a uno de los hidrégenos (H-6) del metileno, por

correlacion en el COSY, siendo el hidrégeno restante el que aparece a 3,89 ppm

también como un doble doblete que se correlaciona con el doble triplete ubicado a

3,56 ppm en el espectro bidimensional de correlacion homonuclear al H-5, y se

correlacionan en el HSQC con la sefial de 62,22 ppm, asignandola como C-6; en el

mismo espectro bidimensional se ve una senal a 66,59 ppm que se correlaciona

con dicho H-5 en consecuencia se la asigna como C-5.
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Figura 30. Espectro de correlacion homonuclear (COSY) del compuesto NG1.
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Siguiendo con el analisis, se ve a 5,29 ppm un doble doblete que integra para un
protdn que se correlaciona en el COSY tanto con el doble doblete a 3,56 ppm (H-5)
como con el multiplete a 5,91 ppm que es el H-3, por correlacion y por
desplazamiento quimico, este a su vez se correlaciona con la sefial a 64,40 ppm en

el HSQC, por lo que es el C-4.

Continuando con el analisis del espectro vemos un doble doble doblete a 5,59 ppm
qgue se correlaciona con el doble doblete a 5,83 ppm en el COSY y con la sefial a
79,61 ppm en el HSQC, por lo que se corresponde con el hidrogeno del C
anomérico, el doble doble doblete es el hidrogeno del C-2. Luego aparece un
multiplete a 5,91 ppm que por correlacion en el espectro de correlacion
homonuclear se deduce que es el H-3, y con el HSQC la sefial a 130,40 ppm se le
asigna el C-3. El doblete siguiente, que integra para un hidrégeno y se ubica a 5,97
ppm, por correlacion con el H-1 (559 ppm) en el espectro bidimensional
homonuclear, y que no muestra correlacién en el HSQC, se determina que es el H

unido al N del grupo sulfonamida.

Finalmente, entre 6,8 ppm y 7,8 ppm vemos la zona de los protones aromaticos, y
en esta zona aparecen un hidrogeno que se corresponde al OH fendlico, ya que no
se corresponde con ningun carbono en el espectro de correlacion heteronuclear y

también por su desplazamiento quimico.

OAc

OH
<------ » Hy-H;
H,-H,
-<----- » H,-Hj
-<----- » H3-Hy
----- > Hy-Hs
Hs - Hg

Figura 31. Correlaciones H-H deducidas del espectro COSY del compuesto NG1.
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Figura 32. Espectro de correlacion heteronuclear (HSQC) del compuesto NG1.

Para el caso del andmero 3 vemos las sefiales en el espectro en el mismo orden

que para el anédmero mayoritario a.

Un detalle importante son las constantes de acoplamiento J, que estan
directamente relacionadas con la magnitud de las fuerzas de enlace C-1 e H-1y
pueden correlacionarse con la operacion de diferentes interacciones orbitalicas. El
compuesto sustituido axialmente muestra la menor constante de acoplamiento.60-
162 Es asi que en este sistema hex-2,3-enopiranosilo como el sintetizado es
posible tener el equilibrio conformacional entre las formas °Hs y 5Ho, (Esquema 28).
El analisis de los espectros de RMN protonica muestran un valor de Jz4 = 1,5 Hz

que concuerda con el hecho de que el conférmero °Hs sea el mayoritario.
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5.5. Actividad de los C-cinamoilglicésidos frente a las distintas
anhidrasas carboénicas, a Mycobacterium tuberculosis y a Brucella
suis

Esquema 28

Uno de los enfoques mas exitosos para disenar IACs dirigido a todas las isoformas
conocidas hasta hoy, es el denominado metodologia del apéndice. Un muy buen
ejemplo de tales apéndices esta constituido por carbohidratos, que representan una
amplia gama de quimiotipos.'96.107 Siguiendo esta metodologia se sintetizaron
derivados de fenoles, sulfamatos o metoxifenilos, unidos a carbohidratos a través
de una cadena carbonada (C-glicosidos) o de un grupo sulfonamido (N-

glicosilsulfonamidas).

Tanto los fenoles como los sulfamatos aromaticos han demostrado inhibir a la
anhidrasa carbdnica presente en patdogenos como Mycobacterium tuberculosis y
Brucella suis, mientras que el grupo metoxifenilo es un inhibidor moderado de las
isozimas humanas y ha mostrado poseer un novedoso mecanismo de inhibicion.”0
Recientemente se ha demostrado que algunos C-glicésidos, aun sin poseer
funcionalidades que inhiban a la anhidrasa carbdnica, han resultado promisorios

agentes quimioterapéuticos contra la tuberculosis.'63

En los ultimos afos se ha incrementado el desarrollo de glicomiméticos debido a la
inestabilidad de los carbohidratos frente a enzimas y diferentes condiciones de

reaccion.'% La principal modificacién ha sido el reemplazo del oxigeno anomérico
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por otro atomo dando lugar a C- y N-glicésidos.'%4 Este tipo de analogos presenta
alta estabilidad frente a la hidrélisis enzimatica o quimica, manteniendo su actividad

bioldgica practicamente inalterada.

En esta seccion se discutiran los datos de inhibicion de las distintas anhidrasas
carbonicas humanas (hAC), de las isoformas presentes en la Mycobacterium
tuberculosis (mtAC) y las presentes en la Brucella Suis (bsAC). Estas
determinaciones fueron llevadas a cabo por el grupo del Dr. Claudiu T. Supuran
(Universidad de Florencia) analizando la hidratacion del CO2 catalizada por las
diferentes isoformas de la anhidrasa carbdnica en presencia de los compuestos
sintetizados y comparando la velocidad de la misma con la encontrada sin el
agregado de los C-glicésidos. Es importante destacar que cuanto menor sea el
valor de la constante inhibitoria encontrada (Ki) mayor es la actividad de los
compuestos estudiados. También se muestran los resultados de la actividad de los
compuestos obtenidos frente a la Mycobacterium tuberculosis. Este estudio fue
llevado a cabo por el Dr. Ricardo Morbidoni en la Universidad Nacional de Rosario.
Por otro lado los estudios de la actividad de los compuestos frente a la Brucella
suis fueron llevados a cabo por el Dr. Jean-Yves Winum en la Universidad de

Montpellier, Francia.

5.5.1. Actividad inhibitoria de los glicomiméticos derivados del fenol

Anhidrasas carbonicas humanas

Dentro de los inhibidores de las ACs se destacan los fenoles dado que su
interaccion con la anhidrasa carbdénica es completamente diferente a las
encontradas con los inhibidores tradicionales, por lo cual se constituyen en
moléculas altamente interesantes para el desarrollo de nuevos inhibidores.
Ademas, pese a que la potencial actividad biolégica de los fenoles sintéticos y

aquellos hallados en la naturaleza es ampliamente conocida (principalmente como
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antioxidantes), los mismos sélo han sido estudiados como inhibidores de las ACs

en los ultimos anos.

OAc OAc OAc OAc OAc OAc
OH
AcO
ACECO AcO
OH H
OH o OH OH Ol
HO o ‘ HO
HO HO
H
© ¢}
F9

Figura 33

Tabla 23. Datos de inhibicién y selectividad de las distintas a-ACs con los C-cinamoilglicésidos®

C-glicésido Ki(uM)® Selectividad

hACI hACIl hACIX hACXIl X Xii ix wxi
F2 8,5 7,0 5,2 6,7 1,63 1,27 1,35 1,04
F3 5,7 3,9 59 6,2 0,97 0,92 0,66 0,63
F6 51 71 3,3 3,9 1,54 1,31 215 1,82
F7 9,3 5,5 2,9 4,2 3,21 2,21 1,90 1,31
F9 6,8 7,8 4,5 7,4 1,51 0,92 1,73 1,05
F10 3,7 8,8 8,2 8,7 0,45 0,42 1,07 1,01
F11 3,6 3,1 9,2 8,4 0,39 0,43 0,34 0,37
F12 5,5 6,8 8,2 6,8 0,67 0,81 0,83 1
Fenol 10,2 55 8,8 7,2 1,15 1,42 0,62 0,76

a) Determinaciones realizadas por el Dr. C. T. Supuran, Universidad de Florencia, Italia
b) Errores en el rango del 5-10 % del valor reportado, de 3 determinaciones diferentes
*Todas las ACs son recombinantes

Podemos observar en la tabla 23 que el perfil de inhibicion para las a-ACs de los C-
glicosidos peracetilados que incorporan la funcion fendlica no muestra grandes
variaciones. Estas pequefias variaciones en los valores K; para todas las isozimas,
lleva a indices de selectividad de aproximadamente 1,0, es decir, no son
inhibidores de ACs selectivos. Para el caso de los glicosidos desprotegidos se
encuentra un perfil de inhibicion mas complejo. Debe observarse que todos los C-

cinnamoilglicésidos fueron eficientes inhibidores de hAC | y hAC Il en un rango
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micromolar, mostrando un perfil de inhibicion similar para las dos isoformas
asociadas a procesos tumorales (hAC IX y XII), siendo también inhibidores en un
rango micromolar para cada una de ellas. Si bien esta serie de C-glicosidos no
mostraron selectividad para estas ACs asociadas con células tumorales, sus
propiedades fisicoquimicas (solubilidad, permeabilidad, etc.) conducirian a una

inhibicion preferencial de la AC IX transmembrana sobre AC Il citosdlica.

Entonces podemos concluir que ni la estereoquimica presentada por la porcion de
los diferentes carbohidratos ni la naturaleza del grupo oxhidrilo, ya sea como en los
C-glicosidos (F8-F12) o menos polares y voluminosos como los peracetilado (F2-
F7) influyen para alterar las caracteristicas de inhibicion enzimatica. Ademas, no
hay influencia en el perfil de inhibicidn debido a la posicion del oxidrilo en el anillo
aromatico. Sin embargo, tanto para los C-glicosidos peracetilados y los
desprotegidos mostraron una mejor actividad inhibidora para casi todas los a-ACs
que el fenol. Por lo tanto, esto confirma que unir una porcién de carbohidrato al

fenol mejora notablemente su actividad inhibitoria.

Brucella suis

En la tabla 24 se muestra, como se discuti6 anteriormente, que todos los C-
glicésidos F2-F12 fueron eficientes inhibidores para las isozimas hAC | y hAC Il en
un rango micromolar, de la misma manera esta serie de compuestos tienen el
mismo rango de inhibicion para la isoforma de la B. suis, bsCA |, pero se puede
ver que se destacan los derivados peracetilados F2 y F6 que tienen la funcion 3-
hidroxifenilo en su estructura, siendo inhibidores mas eficientes de esta isozima.
Por otro lado se observa que para la bsAC Il el perfil de inhibicién de la serie de
compuestos sintetizados se puede dividir en dos grupos, el primer grupo incluye los
compuestos F2, F6, F9 y F11 con Ki en un rango micromolar menor que el segundo
grupo que incluye los C-glicosidos F3, F7, F10 y F12, siendo estos inhibidores
menos efectivos de la bsAC Il. Se observa que los derivados del 3-hidroxifenilo son
los inhibidores mas efectivos, lo que permite inferir que la posicién del oxhidrilo en

el anillo aromatico influye en el perfil de inhibicién.
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Tabla 24. Datos de inhibicion de las distintas a-ACs y bsAC con los C-cinamoilglicésidos?

DISCUSION

C-glicésido Ki(uM)® Selectividad
hAC | hAC Il bs AC | bs AC Il hAC l/bsAC | hAC libsAC Il hCA ll/bsAC I hAC ll/bsAC II

F2 8,5 7,0 0,92 0,71 9,24 11,97 7,61 9,86
F3 57 3,9 5,65 2,68 1 2,13 0,69 1,45
F6 5,1 7,1 0,68 0,63 7,50 8,09 10,44 11,27
F7 9,3 55 7,18 4,85 1,29 1,92 0,77 1,13
F9 6,8 7.8 3,45 0,78 1,97 8,72 2,26 10
F10 3,7 8,8 7,92 4,75 0,47 0,78 1,11 1,85
F11 3,6 3,1 6,54 0,83 0,55 4,38 0,47 3,73
F12 5,5 6,8 5,43 2,80 1,01 1,96 1,25 2,43
Fenol 10,2 55 nd nd - - - -
AAZ 0,25 0,012 0,063 0,303 3,97 0,82 0,19 0,04

a) Determinaciones realizadas por el Dr. C. T. Supuran, Universidad de Florencia, Italia

b) Errores en el rango del 5-10 % del valor reportado, de 3 determinaciones diferentes

*Todas las ACs son recombinantes
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Con respecto a la selectividad se puede observar en la tabla 24 que los C-
glicoésidos protegidos F2 y F6 muestran ser hasta 12 veces mas selectivos para las
ACs de Brucella suis sobre la AC | y AC I, por lo tanto esto conduce a un
preferencia para la inhibicién de esta clase de B-ACs. La selectividad es clave para
el disefio de inhibidores, y como se observa que varios compuestos muestran un
mejor perfil de inhibicion de las bsACs sobre las hACs, esto proporciona una
oportunidad de explorar la unién de la porcion 3-hidroxifenilo para el desarrollo de
potentes inhibidores selectivos derivados de C-glicésidos. En el caso de los

derivados desprotegidos F9 y F11 fueron los menos efectivos.

OAc OAc_OAc
Ao o OH o OH
AcO AcO
OA OA
0 0
F2 F6

En vista de estos resultados se ensayd la inhibicion de crecimiento de Brucella suis
empleando los glicésidos mencionados. Lamentablemente ninguno de los
compuestos estudiados mostré actividad tanto en concentraciones 100 uM or 200
MM. Este hecho podria deberse a que dado su tamaro y si bien los compuestos
son lipofilicos, los mismos no pueden atravesar la pared celular de B.suis debido a

Su escasa permeabilidad.
Mycobacterium tuberculosis

En la tabla 25 se observan los datos de inhibicion de la anhidrasa carbodnica
humana (hCA Il) y de las tres isoformas presentes en Mycobacterium tuberculosis
(mtACs). El analisis de la tabla permite ver que para el caso de la anhidrasa
carbonica humana, la union del carbohidrato a la funcidon fendlica (la cual es la
responsable de la inhibicion) no produce resultados significativos en la actividad. La
situacién es totalmente distinta en el caso de las mtACs. Podemos observar que

tanto para la mtAC 1 como la mtAC 2 los compuestos sintetizados exhiben mayor
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actividad que el fenol, lo cual corrobora que unir carbohidratos a la funcidn

responsable de la inhibicion mejora su actividad. Ademas, se observa que en

general los compuestos desprotegidos presentan mejor actividad que los C-

glicésidos peracetilados.

Tabla 25. Actividad inhibitoria de los C-cinamoilglicésidos?

C-glicosido Ki (uM)P
hAC Il mtAC1 mtAC2 mtAC3

F2 7,0 2,1 19,0 0,64
F3 3,9 29 13,1 0,35
F6 71 3,8 15,6 0,87
F7 5,5 4,5 12,0 1,15
F9 7,8 0,14 6,21 0,24
F10 8,8 0,93 4,13 0,13
F11 3,1 1,16 3,25 0,51
F12 6,8 4,5 4,13 0,94
Fenol 5,5 64,0 79,0 nd

a) Determinaciones realizadas por el Dr. C. T. Supuran, Universidad de Florencia, Italia
b) Errores en el rango del 5-10 % del valor reportado, de 3 determinaciones diferentes.

Tabla 26. Actividad antituberculosa de los C-cinnamoilglicésidos

en medio liquido

Compuesto Concentracion
100 pg/ml 50 pg/mi <25 pg/ml

F2 Si@ (++++)°  Sj (++) No
F3 Si (++) Si (+) No
F6 No No No
F7 No No No
F9 No No No
F10 Si (++) Si (+) No
F11 Si (++) Si (+) No
F12 No No No

a) Siindica inhibicién del crecimiento, analizado por turbidez.
b) inhibicion (++++)>>(++)>(+)

Otro hecho destacable es que los compuestos sintetizados presentan una muy

buena actividad frente a la mtAC 3, la cual, recordemos, es esencial para el

crecimiento de la bacteria.

En vista de estos resultados se decidid estudiar

la actividad de los C-

cinamoilglicosidos frente a la Mycobacterium tuberculosis. Para ello previamente se
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realizé un ensayo preliminar empleando la visualizacién final de turbidez en medio
liquido lo cual permitié determinar que los compuestos F2, F3 y F11 presentaban

algun tipo de actividad frente a la micobacteria (Tabla 26).

Con el objetivo de obtener datos mas precisos se ensayaron estos compuestos en
medio solido (Tabla 27). Para ello se expusieron cultivos frescos de M. tuberculosis
Hs7Rv a cantidades variables de los compuestos sefalados, que fueron incubados
a 37 °C durante 30 dias. El resultado de estas determinaciones demostrd que el
compuesto F2 presenté una CIM (concentracion inhibitoria minima) de 3,12 pg/mL
mientras que los otros dos compuestos muestran actividad a altas concentraciones
(2100 pg/mL) sin embargo el C-glicésido F3 disminuyo el tamafio de las colonias.
Este hecho prueba que dicho compuesto interfiere con el metabolismo de la
micobacteria, logrando disminuir su crecimiento, pero no impedirlo. De esta
manera se ha logrado identificar que el compuesto F2 como el primer inhibidor de
las anhidrasas carbdnicas presentes en Mycobacterium tuberculosis, que ademas

impide el crecimiento de la micobacteria.

OAc
OH
AcO 0
AcO
OAc
(0]
F2

Tabla 27. Evaluacion de la actividad antimicobacteriana en medio sélido

Compuesto Concentracion
100 pg/ml 50 yg/ml 25 uyg/ml 12,5 pyg/mi 6,25 yg/ml <3,12 pg/ml

F2 Si@ (++++)°  Si(++++)  Si(++++) Si(++++) Si(++++) W)
F3 No No No No No No
F11 Si (+4) No No No No No

a) Siindica inhibicion del crecimiento,
b)inhibicion (++++)>>(++)>(+)
(*) : colonias pequefias
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5.5.2. Actividad inhibitoria de los glicomiméticos derivados de metoxiarilo

Anhidrasas carbonicas humanas

La metilacion es una de las modificaciones quimicas mas comunes del oxhidrilo en
en los compuestos fendlicos. Sélo recientemente los derivados de metoxifenilo han
sido investigados como inhibidores de la anhidrasa carbonica porque se
consideraba que no tenian incidencia en la inhibicion de AC.70 Los estudios de
docking han permitido explicar el comportamiento de estos compuestos. De este
modo surge la posibilidad de disefiar nuevos inhibidores de la anhidrasa carbdnica.
Sin embargo, muy pocos de estos derivados han sido investigados hasta el

momento.”0

OCH, O O OCH,
OAc OAc Ohc

o
Ao o ‘ OCHs  pco o ‘ OCH;  AcO |
AcO AcO
OA
OAc 5 C 5
M M2 OCHs
Ohc_OAc OAc_OAc
o OCHj o ‘ OCH3
AcO ‘ AcO
Cl
OA OAc
\C o) o)
M4 Ms OCHj
OH
OH
o OCH;  HO 0 | OCHs
HO ‘ HO
HO OH
OH o}
© M8
M7 OCHz OCHjs
OH _OH OH _OH QH OH OO
o ‘ OCHs Q ‘ OCHs e} |
HO HO HO
on I OH 5 R
M1 M2
M10
Figura 34

En la tabla 28 se presentan los resultados de los ensayos de inhibicion frente a las
diferentes isozimas de la anhidrasa carbdnica, de los C-glicosidos M1-M12.

Podemos observar que los C-glicésidos sintetizados son inhibidores muy débiles
de la AC |, incluso los derivados glucosidados del 6-metoxi-2-naftaldehido no

muestran poseer actividad sobre esta isozima.
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Tabla 28. Actividad inhibitoria y selectividad de los C-cinamoilglicosidos M1-M12 frente a las a-ACs.

C-glicosido Ki (uM) Selectividad

clogP° hACI hACIl hACIX hACXI X Xi Wix Al
M1 0,12 5,67 0,42 0,78 0,79 7,3 7,1 0,5 0,53
M2 -0,01 8,36 0,54 0,75 0,13 11,1 66,3 0,7 4,3
M3 1,11 >50 0,41 0,67 0,59 >74,3 >85 0,6 0,7
M4 0,12 8,69 >50 0,093 0,65 93,4 13,3 >538 >76
M5 -0,01 4,67 0,63 0,77 0,081 6,0 57,7 0,81 7,8
M6 1,11 6,65 >50 0,42 0,080 15,9 83,1 >120 >625
M7 -0,82 7,44 >50 0,61 0,68 12,1 10,9 >81 >73
M8 -0,93 6,51 0,44 0,84 0,073 12,1 89,2 0,5 6,0
M9 0,19 >50 >50 0,46 0,24 >108 >212  >108 >212
M10 -0,80 8,67 >50 3,86 0,084 2,24 103,2 >13 >595
M11 -0,93 7,48 0,55 0,94 0,23 8,0 31,8 0,6 2,3
M12 0,19 7,21 >50 0,48 0,089 14,9 81,0 >103 >562
AAZ - 0,25 0,012 0,025 0,005 9,88 43,8 0,48 2,12

a) Determinaciones realizadas por el Dr. C. T. Supuran, Universidad de Florencia, Italia.
b) Errores en el rango del 5-10 % del valor reportado, de 3 determinaciones diferentes.

c) Datos calculados con el software libre Osiris Data Warrior.

Los glicésidos derivados del 3-metoxibenzaldehido y del 6-metoxi-2-naftaldehido
no presentan actividad inhibitoria de la AC Il. La unica exepcion es el glucésido
peracetilado M1. Se observa que todos los derivados del veratraldehido muestran

un comportamiento similar con un rango de inhibicién submicromolar.

Respecto a la AC IX la mayoria de los compuestos presentan actividad en el rango
sub- o micromolar con la excepcion del glicésido M4 que es un inhibidor mas

potente de esta isozima relacionada con procesos tumorales.

Finalmente con respecto a la isozima Xll, se ha encontrado que varios de los
compuestos son inhibidores en el rango milimolar como es el caso de los
glucésidos M7 y M9; y de los galactosidos M4, M6, M10 y M12.

Si bien la informacion proporcionada hasta aqui es util para interpretar el
comportamiento que presentan los compuestos sintetizados frente a las isozimas

de la anhidrasa carbdnica, un dato de mayor utilidad a la hora de analizar el disefio
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de inhibidores de estas enzimas es la selectividad que presentan frente a las
isozimas citosélicas | y sobre todo la Il, la cual se halla ampliamente distribuida en
el organismo. En este sentido una mayor selectividad frente a esta isozima
minimizara los efectos secundarios. Observando la tabla 28 es posible ver que
varios de los compuestos sintetizados presentan excelente selectividad frente a
ambas isozimas como es el caso del glucésido derivado del 6-metoxi-2-naftilo M6 y
de los galactosidos M9 y M12 derivados de la misma funcionalidad y los derivados
del 3-metoxifenilo M4 y M10.

En base al analisis precedente, surge que los glicosidos M9 y M12 derivados del 6-
metoxi-2-naftilo y el galactésido M10 derivado del 3-metoxifenilo presentan las

mejores caracteristicas como inhibidores selectivos de la anhidrasa carbédnica XII.

OCH;,3 OCHs
OH OO OH__OH OH _OH OO
HO 0 \ 0 ‘ OCH;, 0 |
HO on HO HO
H
o OH o © O
M9 M10 M12

Otro aspecto que se debe analizar es la posibilidad que presentan los diferentes
compuestos de atravesar las membranas celulares dado que varias de las isozimas
son citosdlicas (I y IlI) y otras son enzimas de membrana (IX y Xll). La medicién
directa de esta propiedad es sumamente dificultosa por lo cual se utiliza el calculo
tedrico del coeficiente de reparto (c log P) como una medida de la posibilidad que
presentan las moléculas de penetrar las membranas. Si el valor hallado se
encuentra entre 1 y 3 se considera que los compuestos presentan una buena
permeabilidad y si el valor es menor que cero, tiene muy baja probabilidad de
atravesar la membrana. En general los glicosidos sintetizados no serian capaces
de atravesar la membrana celular (con la excepcién de los glicésidos M3 y M6), por
lo cual inhibirian selectivamente a las isozimas ubicadas fuera de la célula, en este
caso AC IX y XIl.
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Podemos observar que esta serie de glicomiméticos que contienen la funcion
metoxilo presentan una mayor selectividad frente a las diferentes isoformas de la
AC que los glicésidos que tienen un oxhidrilo fendlico en su molécula. Si bien una
explicacién de este efecto s6lo podria darse en base a estructuras de rayos X de
aductos de estos compuestos con alguna de las anhidrasas carbonicas, es posible
esbozar un acercamiento a este problema. Al analizar la estructura de rayos X del
aducto anhidrasa carbédnica ll-fenol (pag. 38), se encuentra que si bien el fenol no
se une directamente al atomo de Zn del sitio activo, si se une a una molécula de
agua ligada al mismo. En cambio los metoxifenilos no presentan esta union sino
que se ubican en la mitad del sitio activo sin interactuar directamente con el Zn o
sus ligandos. Al analizar nuestros compuestos, entonces, encontramos que los
glicésidos conteniendo la funcidén metoxilo ubicarian sus apéndices glicosidicos
hacia la boca del sitio activo, siendo precisamente esta zona donde se presenta
mayor variabilidad en la composicion de aminoacidos de las isoformas. La
interaccion con esta porcion, entonces, colaboraria con la respuesta diferencial de
cada isoforma frente a los C-glicésidos sintetizados, algo que no se observa en los

analogos fenolicos.
Brucella suis

En la tabla 29 podemos observar los datos de inhibicion de las isoforma citosodlica
hAC | y hAC Il a modo de comparacion, como observamos la hAC | fue inhibida
muy debilmente por la mayoria de los C-glicosidos en un rango micromolar, incluso
por el glucosido M3 que tiene la porcion 6-metoxi-2-naftilo y su derivado

desprotegido M9.

Para el caso de la hAC Il los C-glicosidos podiamos ver un perfil de inhibicion muy
interesante para todos los glucosidos derivados de veratraldehido (M2, M5, M8 y
M11) que mostraban ser buenos inhibidores en un rango micromolar. También los
compuestos M1 y M3 son buenos inhibidores de la hAC Il en un rango micromolar.
Por lo tanto se puede observar que algunos de los nuevos compuestos muestran

una baja inhibicién de la hAC Il pero una buena inhibicion de las ACs de la B. suis.
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Tabla 29. Datos de inhibicion de las distintas a-ACs y bsAC con los C-cinamoilglicésidos M1-M12.

C-glicésido Ki(uM) Selectividad
hACI hACIl bsACI bsACIl hACIbsACI hAC libsAC i hCATlIbsACI hAC Il/bsAC II
M1 5,67 0,42 0,89 0,49 6,37 11,61 0,47 0,86
M2 8,36 0,54 1,76 0,36 4,75 23,22 0,31 0,67
M3 >50 0,41 3,92 0,70 >13 >71 0,94 0,59
M4 8,69 >50 >50 4,02 <0,1 <0,1 - >12
M5 4,67 0,63 4,36 0,37 1,07 11,78 0,14 1,70
M6 6,65 >50 >50 8,05 <0,1 0,83 - >6
M7 7,44 >50 7,56 8,01 0,98 0,93 >6 >6
M8 6,51 0,44 2,58 0,31 2,52 21 0,17 0,71
M9 >50 >50 0,42 0,22 >119 >227 >119 >227
M10 8,67 >50 >50 8,69 <0,1 1 - 5,75
M11 7,48 0,55 4,49 >50 1,66 <0,1 0,12 <0,01
M12 7,21 >50 0,43 0,21 16,77 34,34 >116 >238
AAZ 0,25 0,012 0,063 0,303 3,96 0,83 0,19 0,04
Lic. Leonardo E. Riafirecha pag. 171

DISCUSION



DISCUSION

Se observa también que la isozima bsAC | es inhibida por la mayoria de C-
glicésidos en rango un micromolar o submicromolar. Los C-galactosidos
peracetilados M4 y M6, al igual que el derivado desprotegido M10 son inhibidores
ineficaces de esta isozima. De manera contraria se puede observar que los C-
glucdsidos desprotegidos M9 y M12 que contienen la porcion 6-metoxi-2-naftilo

muestran ser los inhibidores mas eficientes de bsAC I.

Para la bsAC Il el perfil de inhibicion se puede separar en dos grupos. El primer
grupo incluye los compuestos M1-M3, M5, M8, M9 y M12 que son los inhibidores
mas efectivos en un rango micromolar; el otro grupo incluye los glicosidos M4, M6,

M7 y M10 que son inhibidores menos efectivos de esta isoforma.

Por lo tanto se puede determinar que el galactésido desprotegido M11 derivado del
veratraldehido no mostro ser buen inhibidor de la bsAC |l y los glicésidos M9 y M12
demuestran ser los mejores inhibidores de la isozima Il de Brucella suis, como

también lo eran para la bsAC I.

Analizando los datos de selectividad se observa que algunos compuestos exhiben
una marcada tendencia inhibitoria hacia las ACs de la clase B por sobre las a-ACs,
siendo los C-glicosidos M9 y M12 hasta cien veces mas selectivos para AC de B.
suis sobre AC | y Il. Es asi que estos derivados desprotegidos que contienen la
porcion 6-metoxi-2-naftilo pueden ser utiles para el desarrollo de potentes
inhibidores selectivos para esta familia de B-ACs. En contraste con los analogos
peracetilados (M3 y M6) que no muestran eficacia. Se puede ver que el C-glicésido
M6 muestra un maximo de selectividad de 6 veces para bsAC Il sobre la hAC I,
pero sin selectividad sobre hAC |. Por otro lado, el C-glicosido M3 muestra una
excelente selectividad para la inhibicion de las isozima - sobre hAC |, pero sin
selectividad sobre hCA II.

OCH; oCH,
OH OO OH_OH OO

HO
OH HO
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Mycobacterium tuberculosis

A pesar de que no se han podido realizar los ensayos correspondientes frente a las
anhidrasas carbdnicas presentes en la Mycobacterium tuberculosis para los nuevos
compuestos que tiene la funcion metoxiarilo por problemas ajenos al grupo de
trabajo igualmente se decidi6 estudiar la actividad de los C-cinamoilglicésidos
frente a la Mycobacterium tuberculosis. Para ello se realiz6 un ensayo preliminar
empleando la visualizacion final de turbidez en medio liquido lo cual permitid
determinar que el compuesto M2 presenta algun tipo de actividad frente a la

micobacteria (Tabla 30).

Tabla 30. Actividad antituberculosa de los C-cinnamoilglicésidos
M1-M12 en medio liquido

Compuesto Concentracion
100 pg/ml 50 pg/ml <25 pg/mi
M1 No No No
M2 Si (+++) Si (++) No
M3 No No No
M4 No No No
M5 No No No
M6 No No No
M7 No No No
M8 No No No
M9 No No No
M10 No No No
M11 No No No
M12 No No No

a) Si indica inhibicién del crecimiento, analizado por turbidez.

b) inhibicion (+++)>>(++)>(+)

OCH3
OAc
OCH
AcO Q 3
AcO
OAc
(0]
M2
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5.5.3. Actividad inhibitoria de las N-glicosilsulfonamidas

Como se ha mencionado anteriormente dentro de los inhibidores de las ACs se
destacan los fenoles dado que su interaccion con la anhidrasa carbonica es
completamente diferente a las encontradas con los inhibidores tradicionales, por lo
cual se constituyen en moléculas interesantes para el desarrollo de nuevos

inhibidores.

Por otro lado el desarrollo de glicomiméticos se produjo debido a la inestabilidad de
los carbohidratos frente a enzimas y diferentes condiciones de reaccion, siendo la
sulfonamidoglicosilacién una estrategia para el reemplazo del oxigeno anomérico.
Esta metodologia se aplicé a la sintesis de N-glicosil sulfamidas, que demostraron
ser potentes inhibidores de la anhidrasa carbonica.'”

Por lo tanto en la busqueda de nuevos inhibidores de ACs se sintezaron una serie
de  N-glicosilsulfonamidas que incorporan la  funcion fendlica via

sulfonamidoglicosilaciéon (Figura 35).

OH OH OH OH OH
o 0.0 0 OH _OH Q0 HO 0 Q0
HO \m . N = @N/s N
H HN._ 77 — OH [¢] H
S:O OH
NG4 OH NG5 Q NG5B NGS
OH
Figura 35
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Anhidrasas carbonicas humanas

Tabla 31. Datos de inbhibicién de 4 isoformas de la ACs con las diferentes N-glicosilsulfonamidas.

Compuesto Ki (nM)?

hAC | hAC Il hAC IX hAC Xl
Fenol 10200 5500 8800 9200
S1 5500 80 235 176
NG1 43,1 139 >50000 >50000
NG2a 6630 695 >50000 >50000
NG23 3840 137 >50000 >50000
NG3 6690 360 >50000 >50000
NG4 454 142 >50000 >50000
NG5a 8850 340 >50000 >50000
NG5 4025 295 >50000 >50000
NG6 6250 1680 >50000 >50000
AAZ 250 12,1 25,3 57

a) Error en el rango de + 5-10 % del valor reportado, a partir de 3 medidas

De la tabla 31 se pueden ver las siguientes relaciones de actividad inhibitoria con

respecto a la estructura de los compuestos obtenidos.

Se puede observar que las eritro sulfonamidas NG1 y NG4 son inhibidores
nanomolares de la hAC |, en contraste con las otras N-glicosilsulfonamidas que
tiene muy poca actividad inhibitoria de esta isozima. Otra aspecto interesante que
se puede ver es que los anomeros f3 de las freo sulfonamidas NG2 y NG5 son

mejores inhibidores que los andémeros a.

En base a los datos obtenidos se puede comparar el perfil de inhibicidn de esta
isoforma con el perfil del fenol o de la p-hidroxibencensulfonamida (S1)
concluyendo que la union del carbohidrato (eritro-hex-2-enopiranosil) a la porcién
fendlica conduce a un aumento pronunciado en la potencia inhibitoria de estos
compuestos frente a la hAC |. Por otro lado los N-glicosidos mostraron ser muy
buenos inhibidores en el rango nanomolar para la hAC Il a excepcion del
sulfonamidoglicosido desprotegido NG6. Asi se confirma una vez mas que la unidn

del glicésido a la porcién fendlica conduce a una mejora en la actividad.
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Para el caso las isozimas hAC IX y Xl se puede observar que ninguna de las N-

glicosilsulfonamidas presentan actividad inhibitoria.

En base a los resultados obtenidos para esta serie de N-glicosilsulfonamidas que
tienen una funcion fendlica en su estructura se puede decir que presentan un perfil
inhibitorio de la AC Il mucho mejor que los C-glicosilfenoles, ya que inhiben esta
isozima en un rango nanomolar menor. Para el caso de la AC |, la mayoria de los
N-glicésidos presentan una actividad inhibitoria similar a la de los C-glicésido,
excepto los compuestos NG1 y NG4, que son los unicos que la inhiben en un rango

nanomolar.

Concluyendo que la unién del carbohidrato a la porcion fendlica mejora

notablemente la actividad inhibitoria de la isoforma Il de la AC.

Mycobacterium tuberculosis

A pesar de que para esta familia de compuestos tampoco se han podido realizar
los ensayos correspondientes frente a las anhidrasas carbonicas presentes en la
Mycobacterium tuberculosis (por problemas ajenos al grupo de trabajo) igualmente
se decidio estudiar la actividad de los N-glicésidos frente a la Mycobacterium
tuberculosis. Para ello previamente se realizé un ensayo preliminar empleando la
visualizacion final de turbidez en medio liquido lo cual permitié determinar que
solamente el compuesto NG2B presenta algun tipo de actividad frente a la

micobacteria (Tabla 32).
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Tabla 32. Actividad antituberculosa de las

N-glicosilsulfonamidas en medio liquido.

Compuesto Concentracion
100 pg/ml 50 pg/ml <25 pg/mi
NG1 No No No
NG2a No No No
NG2B Si No No
NG3 No No No
NG4 No No No
NG5a No No No
NG5 No No No
NG6 No No No

a) Si indica inhibicién del crecimiento, analizado por turbidez.

5.5.4. Actividad inhibitoria de los C-glicosilsulfamatos

El grupo sulfamato, relacionada con las sulfonamidas, ha demostrado ser un
potente inhibidor de las anhidrasas carbdnicas. Como lo demuestran los datos
estructurales de rayos X de los aductos de tales inhibidores con la isozima Il de la
AC'%4 los sulfamatos se unen en forma deprotonada, es decir como aniones, al Zn
(I1) presente en el sitio activo reemplazando al cuarto ligando (molécula de agua o

ion oxhidrilo).

La estructura cristalina de rayos X del aducto del acido sulfamico, precursor de los
sulfamatos, con la hAC Il muestra que el acido sulfamico es capaz de unirse al ion
de zinc como dianién también a través una serie de contactos favorables en el sitio
activo de hAC 11.184 Por lo tanto, este compuesto puede ser utilizado como molécula

lider para el disefio de IACs.

0SONH, OSO,NH,
OA OAc A OAc
OSO,NH, w MOSO2NH2 ore
OAc OAc

OAc

‘351 Gss GS4
OSO,NH, OSO,NH,
OH OH OH OH OH OH
OSOQNHQ OSONHz o |
OH RO HOA5
o)
Gss GSG GS7 Gs8
Figura 36
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En la tabla 33 se observan los datos de inhibicidn de tres isozimas de anhidrasas

carbdnicas, las hAC | y Il que son isozimas citosdlicas y la isoforma asociada a la

membrana hAC IX.

Tabla 33. Datos de Inhibicién de a-AC con los diferentes C- glicosilsulfamatos

GS1-GS8.
C-glicésido Ki (nM)? Selectividad
clogP® hACI hACII hACIX IIX nx
GS1 0,653 90,6 5,1 21,2 4,27 0,24
GS2 0,653 73,3 3,4 29,6 2,47 0,11
GS3 0,653 57,5 3,4 15,7 3,66 0,21
GS4 0,653 57,5 4,3 24,3 2,37 0,18
GS5 -1,285 338,6 8423 952,9 0,35 0,88
GS6 -1,285 76,0 27,6 23,1 3,29 1,02
GS7 -1,285 585,8 180,4 198,9 2,95 0,91
GS8 -1,285 340,7 570,9 100,9 3,38 5,66
AAZ - 250 12 25 10 0,48
Topiramato® - 250 10 3,8 65,79 2,63
Fenilsulfamato - 2.1 1,3 63 0,03 0,02

a) Error en el rango de 5-10 % del valor reportado, a partir de 3 medidas.

b) Inhibidor de ACs

c) Datos calculados con el software libre Osiris Data Warrior.

De los resultados de la tabla 33 se puede observar que los glicosilsulfamatos

peracetilados (GS1-GS4) mostraron ser buenos inhibidores de hAC | en el rango

nanomolar. Se encontré una tendencia similar para los analogos desprotegidos

(GS5-GS8), la excepcion es el C-glucosilsulfamato desprotegido GS8 que es un

mejor inhibidor de hAC |. Por otro lado, los C-glicosil sulfamatos peracetilados GS1-

GS4 son buenos inhibidores de hAC Il en el rango nanomolar. La hAC Il fue

inhibida en el intervalo micromolar por todos los C-glicosil sulfamatos desprotegidos

excepto el C-glucosilsulfamato desprotegido GS8 que es un inhibidor nanomolar de

esta isozima.
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Con respecto a la hAC IX los sulfamatos peracetilados GS1-GS4 mostraron ser
inhibidores nanomolares y los derivados desprotegidos GS6 y GS8 que incorporan

la porcién 4-sulfamoilfenilo son inhibidores micromolares de esta isozima.

Teniendo en cuenta que la selectividad para inhibir la isoforma asociada a tumores
hAC IX sobre las formas citosélicas hCA | y Il es clave para disenar inhibidores de
ACs, como puede observarse en la tabla 33, el compuesto GS6 mostrdé el mejor
perfil de actividad contra hAC IX sobre | y I, que es altamente deseable cuando
solo inhibirian las isoformas asociadas a tumores. Ademas, la baja permeabilidad
que presentan los C-glicésidos desprotegidos potenciaria la inhibicion de hAC IX
sobre hAC II.

OSO,NH,
OH_OH
0 |
HO
oH [T
GS6

En base a los resultados de inhibicion obtenidos es interesante analizar la
posibilidad que presentan los diferentes compuestos de atravesar las membranas
celulares dado que varias de las isozimas son citosdlicas (I y Il) y otras son
enzimas de membrana (IX y Xll). La medicién directa de esta propiedad es
sumamente dificultosa por lo cual se utiliza el calculo tedrico del coeficiente de
reparto (c log P) como una medida de la posibilidad que presentan las moléculas
de penetrar las membranas. Si el valor hallado se encuentra entre 1 y 3 se
considera que los compuestos presentan una buena permeabilidad y si el valor es
menor que cero, tiene muy baja probabilidad de atravesar la membrana. Los
valores de log P calculados para los C-glicosidos son de 0,653 para los
compuestos G1-G4 y -1,285 para los compuestos G5-G8, muestran que los
compuestos desprotegidos caen dentro del rango de moléculas con poca
permeabilidad de la membrana. Sin embargo los glicosilsulfamatos peracetilados

debido a sus grupos acetilos disminuyen la polaridad del carbohidrato. Estos
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valores predicen que dichos compuestos pueden ser utiles para una administracion
via oral, por ejemplo. El glicosilsulfamato G2 una vez administrado y adsorbido,
cambiaria sus propiedades fisicoquimicas producto de las esterasas,
transformandolo en una modlecula mas polar (G6) que consecuentemente se dirige
selectivamente al sitio activo extracelular de la AC IX asociada a procesos

tumorales.

Podemos observar que esta serie de glicomiméticos que contienen la funcion
sulfamato presentan una mayor selectividad frente a las diferentes isoformas de la
AC que los glicosidos que tienen un oxhidrilo fendlico en su molécula. La estructura
de rayos X del aducto de cada compuesto con la anhidrasa carbonica
correspondiente, seria o que nos daria una respuesta absoluta con respecto a la
selectividad, sin embargo en base a la informacion que conocemos, se puede
perfilar una respuesta. Recordemos que al analizar la estructura de rayos X del
aducto anhidrasa carbédnica ll-fenol (pag. 38), se encuentra que si bien el fenol no
se une directamente al atomo de Zn del sitio activo, si se une a una molécula de
agua ligada al mismo. En cambio los sulfamatos si se une directamente con el i6n
Zn. Al analizar nuestros compuestos, entonces, encontramos que en los glicosidos
conteniendo la funcion sulfamato, sus apéndices glicosidicos quedan atrapados en
el bolsillo del sitio activo, lo que generaria un gran numero de interacciones
favorables (puentes de hidrogeno e hidrofébicas) con residuos de aminoacidos y la
molécula de agua del sitio activo. La interaccion con esta porcion colaboraria con la
respuesta diferente de cada isoforma frente a los C-glicosilsulfamatos sintetizados,

algo que no se observa en los analogos fendlicos.

Mycobacterium tuberculosis

Si bien de esta familia de compuestos tampoco se han podido realizar los ensayos
correspondientes frente a las anhidrasas carbonicas presentes en la
Mpycobacterium tuberculosis por problemas ajenos al grupo de trabajo igualmente

se decidio estudiar la actividad de los C-glicosilsulfamatos frente a la micobacteria.
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Para ello se realizé un ensayo preliminar empleando la visualizacion final de
turbidez en medio liquido, si bien no se pudo determinar para todos los compuestos
sintetizados se pudo observar que GS1 presenta una minima actividad

antituberculosa.

Tabla 34. Actividad antituberculosa de C-glicosilsulfamatos
GS1-GS8 en medio liquido.

Compuesto Concentracion

100 pg/ml 50 pg/ml <25 pg/ml

GS1 No Si No
GS2 No No No
GS3 No No No
GS4 No No No
GS5 ND ND ND
GS6 ND ND ND
GS7 No No No
GS8 ND ND ND

a) Si indica inhibicién del crecimiento, analizado por turbidez.
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CONCLUSIONES

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis doctoral, se han sintetizado:

» 24 nuevos C-cinamoilglicosidos, 8 de los cuales incorporan una funcion
fendlica, 8 que incorporan el grupo metoxiarilo, ambos a través de una
secuencia que involucra tres etapas de sintesis desde el monosacarido
reductor. Y 8 que incorporan un grupo fenilsulfamato, a partir de los nuevos

compuestos que incorporan la funcion fendlica.

» 6 nuevas N-glicosilsulfonamidas que incorporan una funcion fendlica.

» Se ha realizado el analisis de los compuestos sintetizados mediante 'H y

3C RMN permitiendo confirmar las estructuras propuestas para los mismos.

» Se ha estudiado la actividad inhibitoria de los C-cinamoilglicésidos y N-
glicosilsulfonamidas frente a las anhidrasas carbénicas humanas |, II, IX y XlI
(presente en procesos tumorales), a las B-ACs de Mycobacterium tuberculosis
y Brucella suis; frente a M. tuberculosis y en algunos casos frente a Brucella

suis.?

En base a los resultados de actividad inhibitoria obtenidos se puede concluir para
los C-glicésidos que incorporan la funcion fendlica que tanto los derivados
peracetilados y deacetilados mostraron una mejor actividad inhibidora que el fenol
para la mayoria de las a-ACs. Este hecho confirma que unir una porcién de
carbohidrato a la funcién fendlica mejora notablemente su actividad inhibitoria.
Para el caso de las bsAC | y Il se destacaron los derivados peracetilados que
tienen la funcion 3-hidroxifenilo en su estructura (F2 y F6), siendo inhibidores mas
eficientes de esta isozima, mostrando también mas selectividad para las ACs de

Brucella suis sobre la AC | y AC II.

2 Por problemas ajenos al grupo de trabajo, no se han podido realizar los ensayos correspondientes frente a
las anhidrasas carbonicas presentes en la Mycobacterium Tuberculosis y frente a la Brucella suis para los
nuevos compuestos que tiene la funcién metoxiarilo, sulfamatos y N-glicosilsulfonamidas.
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Lamentablemente ninguno de los compuestos mostroé actividad frente a Brucella

Suis.
OAc OAc_OAc
OH OH
AcO 0 0
AcO AcO
OAc OAc
(0] (0]
F2 F6

Cabe mencionar también que el acoplamiento de un carbohidrato a la funcion
fendlica también mejora la actividad frente a la anhidrasas carbdnicas presentes
en la M. tuberculosis. Ademas se ha determinado que uno de los compuestos
preparados, (E)-1-(27,3",4",6 -tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil )-4-(3-
hidroxifenil)but-3-en-2-ona (F2), inhibe el crecimiento de M. tuberculosis hasta en
concentraciones de 3,12 ug/ml. De esta manera se ha sintetizado e identificado el
primer inhibidor de las anhidrasas carbonicas presentes en M. tuberculosis que
presenta actividad antimicobacteriana, constituyéndose en la prueba del concepto
de que la inhibicion de dichas enzimas puede dar lugar a nuevos agentes

antimicobacterianos.

Para la serie de C-cinamoilglicésidos que incorporan una funcién metoxiarilo se
encontro que la actividad inhibitoria frente a las diferentes isoformas de la
anhidrasas carbonicas mejora notablemente con el acoplamiento de un
carbohidrato a la funcién metoxiarilo, mejorando ademas su selectividad. Ademas,
ha sido posible identificar 3 compuestos (M9, M10 y M12) que presentan
caracteristicas 6ptimas como inhibidores de la AC XIll, relacionada con procesos
tumorales, siendo los primeros glicésidos que presentan esta caracteristica. De
esta manera los glicosidos sintetizados se constituyen en compuestos lideres para
el desarrollo de nuevos agentes antitumorales y actualmente se esta estudiando

su actividad frente a lineas celulares tumorales.
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Ademas se ha encontrado que la unién del C-glicésido a un grupo metoxinaftilo
(M9 y M12), permite obtener compuestos que son inhibidores selectivos de las

anhidrasas carbodnicas presentes en Brucella suis.

Se analizé tambien la actividad de los glicosidos obtenidos frente a la M.
tuberculosis encontrandose que uno de los galactésidos (M2) obtenidos es un

inhibidor débil del crecimiento de dicha bacteria.

OCH3
OAc
OCH
AcO 0 8
AcO
OAc
(0]
M2

Para la serie de sulfamatos sintetizados a partir de los nuevos C-glicosilfenoles el
compuesto GS6 mostré el mejor perfil de actividad frente hAC IX sobre | y Il. Sin
embargo, en base a los calculos de permeabilidad se concluyd que el
glicosilsulfamato GS2 una vez administrado y adsorbido, cambiaria sus
propiedades fisicoquimicas producto de las esterasas, transformandolo en una
molecula mas polar (GS6) que consecuentemente se dirigiria selectivamente a la

AC IX, asociada a procesos tumorales.

OSO,NH, OSO,NH,
OAcOAc OH_OH
0 | 0 |
AcO HO
OAc [ OH &
GS2 GS6
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Finalmente para las nuevas N-glicosilsulfonamidas se concluy6 que la union de la
parte del carbohidrato (eritro-hex-2-enopiranosil) a la porcion fendlica conduce a
un aumento pronunciado en la potencia inhibitoria de estos compuestos frente a la
hAC |. Por otro lado los N-glicésidos mostraron ser muy buenos inhibidores en el
rango nanomolar para la hAC Il. Asi se confirma una vez mas que la union del

glicésido a la porcion fendlica conduce a una mejora en su actividad.
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