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DESCRIPCION
Nuevos inhibidores de galectinas a base de 3-triazolil-galactdsido.
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos, el uso de dichos compuestos como medicamento y para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de cualquier trastorno relacionado con el enlazamiento de un
receptor galectina en los mamiferos. La invencién también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden
dichos nuevos compuestos.

Antecedentes del estado del arte

Las galectinas son proteinas con un dominio caracteristico de reconocimiento de carbohidratos (CRD) (Barondes et al.,
1994; Leffler et al., 2004) (Figura la). Este es un sandwich B firmemente plegado de alrededor de 130 aa
(aproximadamente 15 kDa) con dos caracteristicas que lo definen 1) un sitio de enlazamiento de B-galactosa (C en la
figura 1a) y 2) similitud suficiente en un motivo de secuencia de aproximadamente siete aminoacidos, la mayoria de los
cuales (unos seis residuos) conforman el sitio de enlazamiento de (B-galactosa. Sin embargo, se requieren sitios
adyacentes (A, B, D, E en la Fig. 1a) para enlazar firmemente sacaridos naturales y diferentes preferencias de estos
producen diferentes galectinas con excelente especificidad por sacaridos naturales.

El desciframiento reciente de las secuencias del genoma humano, de ratén y de rata revela unas 15 galectinas y
proteinas similares a la galectina en un genoma de mamifero con una ligera variacion entre las especies (Leffler et al.,
2004; Houzelstein et al., 2004).

Las subunidades de galectina pueden contener ya sea uno o dos CRD dentro de una sola cadena peptidica. La primera
categoria, galectinas mono-CRD, pueden presentare como mondmeros o dimeros (dos tipos) en los vertebrados. Con
mucho, las galectinas mejor estudiadas son la galectina-1 dimérica, y galectina-3 que es un monémero en solucién pero
puede agregarse y convertirse en multimérica después del encuentro con ligandos (Leffler et al., 2004; Ahmad et al.,
2004). Estas fueron las primeras galectinas descubiertas y son abundantes en muchos tejidos. Sin embargo, nuestro
reciente andlisis filogenético (Fig. 2) sugieren que las galectinas con dos CRD dentro de una cadena peptidica,
galectinas bi-CRD, parecen ser mas antiguas y mas centrales en la familia de lo que se pensaba previamente y que la
mayoria de las galectinas mono-CRD de mamiferos pueden haber descendido de una u otra CRD de un galectina bi-
CRD.

Existen ahora mas de 1.200 publicaciones sobre galectinas en PubMed, la mayoria, como se menciond anteriormente,
relacionadas con las galectinas-1 y -3. Una fuerte evidencia sugiere la funcién que realizan las galectinas por ejemplo en
la inflamacion, el cancer y el desarrollo recientemente revisado en una edicion especial (Leffler (editor), 2004b), pero
aun hace falta un modelo unificador de la "funcién basica" de las galectinas a nivel celular - molecular.

Las galectinas se sintetizan como proteinas citosdlicas, sin un péptido de sefializacion en los ribosomas libres. Su
extremo terminal N esté acetilado, una modificacion tipica de las proteinas citosolicas, y que residen en el citosol por un
largo tiempo (no es tipico de las proteinas secretadas). Desde alli se pueden dirigir al ndcleo, a sitios citosoélicos
especificos, o ser secretadas (en forma inducida o constitutivamente) por una via no clasica (no a través del sistema
RE-Golgi), aun desconocido, pero posiblemente similar a la exportacion, por ejemplo de IL-1 (Leffler et al., 2004).
También pueden funcionar en todos estos compartimentos; para la galectina-3, una evidencia sélida publicada en
revistas muy respetadas apoya su participacién en el empalme de ARN en el nucleo, la inhibicién de la apoptosis en el
citosol, y una variedad de efectos extracelulares en la sefializacion y adhesion celular (Patterson et al., Ochieng et al.,
Takenaka et al., Hsu et al., y otros en Leffler (editor), 2004b). La galectina-7 y la -12 y también acttan en el citosol
mediante la mejora de la apoptosis y la regulacion del ciclo celular y la diferenciacion en ciertas células (Hsu y Liu en
Leffler (editor), 2004b). La mayoria de las galectinas actian extracelularmente también mediante glicoproteinas de
entrecruzamiento (por ejemplo, receptores de laminina, de integrinas y de IgE) posiblemente formando matrices
ordenadas supramoleculares (Brewer et al., 2002) y pueden por lo tanto modular la adhesién celular e inducir sefiales
intracelulares.

La presente invencion se refiere principalmente a la galectina-3, pero sus principios pueden ser aplicables también a
otras galectinas.

Uso potencial terapéutico de los inhibidores de galectina-3. La galectina-3 ha sido implicada en diversos fenémenos vy,
por lo tanto, los inhibidores pueden tener multiples usos. Es facil percibir esto como una falta de especificidad o una falta
de enfoque cientifico. Por lo tanto, la analogia con la aspirina y las ciclooxigenasas (COX-l y Il) es util. Las COX
producen el precursor de una amplia variedad de prostaglandinas y, por lo tanto, estan involucradas en una amplia
gama de mecanismos biolégicos. Sus inhibidores, la aspirina y otros AINE (farmacos antiinflamatorios no esteroideos),
también tienen efectos amplios y diversos. A pesar de ello, estos inhibidores son médicamente muy Utiles, y tienen
varias utilidades especificas diferentes.
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De modo que si las galectinas, tal como las COX, son parte de algin mecanismo de regulacion biologico basico (hasta
ahora desconocido), probablemente son 'utilizadas por la naturaleza' para diferentes propoésitos en diferentes contextos.
No se espera que inhibidores de la galectina, como los AINE, acaben con todo el sistema, sino que inclinen la balanza
un poco.

Inhibicién de la inflamacién.

Se hace referencia a un papel proinflamatorio de la galectina-3 por su induccion en las células en los sitios donde se
produce infamacion, una variedad de efectos sobre las células inmunes (por ejemplo, una andanada oxidativa en los
neutréfilos, quimiotaxis en monaocitos), y la disminucién de la respuesta inflamatoria, principalmente en neutréfilos y
macréfagos, en ratones mutantes nulos (capitulos de Rabinovich et al., Sato et al., y Almkvist et al., en Leffler (editor),
2004b). Por otra parte, los ratones modificados para inactivacion genética de Mac-2BP, un ligando de la galectina-3,
tienen una mayor respuesta inflamatoria (Trahey et al., 1999). La inflamacion es una respuesta protectora del organismo
a los organismos invasores y a las lesiones de los tejidos. Sin embargo, si se desequilibra, con frecuencia también es
destructiva y se produce como parte de la patologia de muchas enfermedades. Debido a esto, existe un gran interés
médico en la modulacion farmacolégica de la inflamacion. Se espera que un inhibidor de la galectina-3 contribuya en
forma importante al arsenal disponible para este fin.

Tratamiento del choque séptico.

La idea de un posible papel de la galectina-3 en el choque séptico proviene de nuestros propios estudios (Almquist et
al., 2001). En resumen, el argumento es el siguiente. Se sabe que el choque séptico implica la diseminacion de
lipopolisacéarido bacteriano en el torrente sanguineo, y que los efectos patoldgicos de esto son mediados a través de los
leucocitos neutrdfilos (Karima et al., 1999). El LPS no activa la respuesta de dafio del tejido del neutréfilo. En lugar de
ello, ceba al neutréfilo, para que se convierta de no sensible en sensible a otros activadores, presumiblemente
endogenos. En el choque séptico, ocurre este cebado prematuramente en el torrente sanguineo. Los activadores
enddégenos pueden entonces inducir la respuesta nociva del tejido en el lugar y momento equivocados. Se han
propuesto varios candidatos como estos activadores enddgenos, incluyendo TNF-alfa. Se han utilizado inhibidores de
estas en esquemas de tratamiento sin mucho éxito (Karima et al., 1999). Ya que nuestros propios estudios indican que
la galectina-3 es una buena candidata para ser un activador endégeno de neutréfilos cebados (Almquist et al., 2001), los
inhibidores de galectina-3 pueden ser muy utiles en el choque séptico.

Tratamiento del cancer.

Un gran nimero de estudios inmunohistoquimicos muestran un cambio de expresion de ciertas galectinas en el cancer
(van den Brule et al. y Bidon et al. en Leffler (editor), 2004b) la galectina-3 es ahora un marcador histoquimico
establecido del cancer de tiroides, y la neoexpresion de la galectina-4 es un marcador prometedor del cancer de mama
temprano (Huflejt y Leffler, 2004). La evidencia directa del papel de la galectina-3 en el cancer proviene de modelos de
raton, principalmente por Raz et al., pero también por otros (Takenaka et al. en Leffler (editor), 2004b). En lineas
celulares tumorales apareadas (con menor o mayor expresion de la galectina-3), la induccion de la galectina-3 produce
mas tumores y metastasis y la supresion de la galectina-3 produce menos tumores y metastasis. Se ha propuesto que la
galectina-3 mejora el crecimiento del tumor por ser antiapoptoética, promover la angiogénesis, 0 por promover metastasis
al afectar la adhesion celular. Por lo anterior es evidente que los inhibidores de galectina-3 pueden tener efectos
anticancerigenos valiosos. De hecho, se ha reportado que sacéridos reivindicados pero que no se ha probado que
inhiban la galectina-3, tienen efectos anticancerigenos. En nuestro propio estudio, un fragmento de la galectina-3 que
contiene el CRD inhibié el cancer de mama en un modelo de ratdn, actuando como un inhibidor negativo dominante
(John et al., 2003).

También se sobreexpresa frecuentemente galectina-1 en células cancerosas poco diferenciadas, y la galectina-9 o sus
parientes, la galectina-4 y la galectina-8, pueden ser inducidos en tipos especificos de cancer (Huflejt y Leffler, 2004;
Leffler (editor), 2004b). La galectina-1 induce apoptosis en células T activadas y tiene un notable efecto inmunosupresor
sobre una enfermedad autoinmune in vivo (Rabinovich et al., y Pace et al. en Leffler (editor),. 2004b. Por lo tanto, la
sobreexpresidn de estas galectinas en canceres podria ayudar al tumor a defenderse por si mismo contra la respuesta
de células T generada por el anfitriéon (Rubinstein et al., 2004). Se han establecido hace muchos afios ratones mutantes
nulos para galectinas-1 y 3 (Poirier, 2002). Estos son saludables y se reproducen al parecer normalmente en las
condiciones de un animalario. Sin embargo, estudios recientes han revelado fenotipos sutiles en la funciéon de los
neutrofilos y los macréfagos (como se describe méas arriba) y en la formacion de hueso para mutantes nulos para
galectina-3, y en la regeneracion / diferenciacion de células nerviosas y musculares para los mutantes nulos para
galectina-1 (Leffler et al., 2004; Poirier, 2002; Watt en Leffler (editor), 2004b). Recientemente se han generado ratones
mutantes nulos para galectina-7 y galectina-9 y también son extremadamente sanos en condiciones de animalarios,
pero aln no han sido analizado en detalle. Las diferencias en el sitio de expresion, la especificidad y otras propiedades
hacen que sea poco probable que las diferentes galectinas puedan reemplazarse entre si funcionalmente. Las
observaciones en los ratones mutantes nulos indicarian que las galectinas no son esenciales para las funciones vitales
de apoyo como se puede observar en las condiciones normales de los animalarios. En vez de eso, pueden ser
optimizadoras de un funcionamiento normal y / o esenciales en condiciones de estrés que no se encuentran en las
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condiciones de los animalarios. La falta de un fuerte efecto en los ratones mutantes nulos puede volver a los inhibidores
de galectina mas favorable como medicamentos. Si la actividad de la galectina contribuye a condiciones patologicas
como se sugirié anteriormente, pero inferior a las condiciones normales, entonces la inhibicién de ellas tendra efectos
secundarios menos deseados.

Inhibidores conocidos
Ligandos naturales.

Ensayos de enlazamiento en fase sélida y ensayos de inhibicion han identificado una cantidad de sacaridos y de
glicoconjugados con la capacidad para enlazar galectinas (revisado por Leffler, 2001 y Leffler et al., 2004). Todos las
galectinas enlazan lactosa con una Kq de 0,5 - 1 mM. La afinidad de D-galactosa es 50 a 100 veces menor. La N-acetil-
lactosamina y disacéaridos relacionados se enlazan tan bien como la lactosa, pero para ciertos galectinas, pueden
enlazarse ya sea peor o hasta 10 veces mejor. Los mejores ligandos de sacaridos pequefios para la galectina-3 eran
aquellos que portaban determinantes del grupo sanguineo A unidos a la lactosa o residuos de LacNAc y se encontrd
que se enlazan hasta aproximadamente 50 veces mejor que la lactosa. La galectina-1 no muestra preferencia por estos
sacéridos.

Se han propuesto sacéaridos mas grandes del tipo de la polilactosamina como ligandos preferidos para las galectinas. En
solucion, usando glicopéptidos que portan polilactosamina, hubo evidencia de esto para la galectina-3, pero no para la
galectina-1 (Leffler y Barondes, 1986). Se ha reportado que el polisacarido pectina de una planta modificada se enlaza
con galectina-3 (Pienta et al., 1995).

Los sacéaridos naturales descritos anteriormente que han sido identificados como ligandos de galectina-3 no son
adecuados para uso como componentes activos en composiciones farmacéuticas, debido a que son susceptibles a la
hidrolisis acida en el estbmago y a la degradacion enzimatica. Ademas, los sacéridos naturales son de naturaleza
hidrofilica, y no se absorben facilmente en el tracto gastrointestinal tras la administracién oral.

Inhibidores sintéticos.

Los sacéridos acoplados a los aminoécidos con actividad anticancerosa se identificaron por primera vez como
compuestos naturales en el suero, pero posteriormente, se han elaborado analogos sintéticos (Glinsky et al., 1996).
Entre ellos, aquellos con lactosa o Gal acoplados al aminoacido inhiben galectinas, pero s6lo aproximadamente con la
misma potencia que el azlcar correspondiente que no forma derivado. Una forma modificada quimicamente de la
pectina citrica (Platt y Raz, 1992) que inhibe la galectina-3 muestra actividad anti-tumoral in vivo (Pienta et al, 1995;
Nangia-Makker et al, 2002).

Una forma divalente de un lactosil-amino&cido tenia mayor potencia en un ensayo en fase sdlida (Naidenko et al., 2000;
Huflejt et al., 2001; Huflejt y Leffler, 2004) y los conglomerados que tienen hasta cuatro fracciones de lactosa mostraron
un fuerte efecto de multivalencia cuando se enlazan con galectina-3, pero no con galectina-1 ni galectina-5 (Vrasidas et
al., 2003). Los glicoconglomerados con base en ciclodextrina con siete residuos de galactosa, lactosa, o N-acetil-
lactosamina también mostraron un fuerte efecto de multivalencia contra galectina-3, pero menos contra las galectinas 1
y 7 (André et al., 2004). Los dendrimeros starburst (André et al., 1999) y los glicopolimeros (Pohl et al., 1999; David et
al., 2004), que se vuelven polivalentes en residuos de lactosa, han sido descritos como inhibidores de galectina-3 con
una potencia marginalmente mejorada en comparaciéon con la lactosa. Los compuestos sintéticos antes mencionados
gue han sido identificados como ligandos de galectina-3 no son adecuados para uso como componentes activos en
composiciones farmacéuticas, debido a que son de naturaleza hidrofilica y no se absorben facilmente en el tracto
gastrointestinal tras la administracion oral.

Los oligosacaridos naturales, glicoconglomerados, glicodendrimeros, y glicopolimeros descritos anteriormente son
demasiado polares y muy grandes para ser absorbidos y en algunos casos son lo suficientemente grandes para producir
respuestas inmunes en los pacientes. Ademas, son susceptibles a la hidrélisis acida en el estbmago y a la hidrélisis
enzimatica. Por lo tanto, se requieren pequefias moléculas sintéticas.

Se sabe que el tiogalactosido es un inhibidor sintético e hidroliticamente estable, incluso polar, aproximadamente tan
eficiente como la N-acetil-lactosamina (Leffler y Barondes, 1986). Una biblioteca de pentapéptidos proporciona
inhibidores contra la galectina-1 y 3, pero solo con bajas afinidades, similares a la de la galactosa (Arnusch et al., 2004).
Ademas, los péptidos no son agentes ideales para la manipulacién de las galectinas in vivo, ya que son susceptibles a
la hidrdlisis y son tipicamente polares. Los derivados de N-acetil-lactosamina que portan amidas aromaticas o bencil
éteres sustituidos en C-3' han demostrado ser inhibidores muy eficaces de la galectina-3, con valores de ICsg Sin
precedentes, tan bajos como 4,8 uM, lo que es una mejora de 20 veces en comparacién con el disacarido natural N-
acetil-lactosamina (Sérme et al., 2002; Sérme et al., 2003b.). Estos derivados son en general menos polares, debido a la
presencia de las fracciones amido aromaticas y por tanto son mas adecuados como agentes para la inhibicion de las
galectinas in vivo. Sin embargo, dichos compuestos que forman derivados 3'-amido aln son susceptibles a degradacion
hidrolitica in vivo, debido a la presencia de un enlace glicosidico en la fraccion del disacarido N-acetil-lactosamina y, a
pesar de que son los mejores inhibidores reportados de molécula pequefia de la galectina-3, incluso es deseable una
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afinidad mejorada adicional.

El documento WO 02/57284 divulga derivados de D-galactopiranosa sustituidos en posicion 3 para uso como
inhibidores de galectinas.

Por lo tanto, aun subsiste una necesidad considerable en el arte por inhibidores contra galectinas, en particular, de la
galectina-3.

Resumen de la invencién

Por lo tanto la presente invencion se refiere a un compuesto que tiene la formula general (I):

RZ
/
Y. OH OH
T 0
N% N X\
N 1
OH R

(1)

en donde

la configuracioén del anillo de piranosa es D-galacto;

X se selecciona del grupo que consiste de Oy S;

Y se selecciona del grupo que consiste de CH,, CO, SO, y fenilo, o es un enlace;
R1 se selecciona del grupo que consiste de:

a) glucosa, manosa, galactosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, fucosa, fructosa, xilosa, acido sidlico, acido
glucordnico, acido idurdnico y acido galacturénico;

b) D-galactosa sustituida con C3-[1,2,3] triazol-1-ilo; y

¢) hidrégeno, un grupo alquilo y un grupo alquenilo; y

R? se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, un grupo amino opcionalmente sustituido,

un grupo alquilo opcionalmente sustituido, un grupo alquenilo opcionalmente sustituido, un grupo alquinilo
opcionalmente sustituido, un grupo alcoxi opcionalmente sustituido, un grupo alquilamino opcionalmente sustituido, un
grupo arilamino opcionalmente sustituido, un grupo ariloxi opcionalmente sustituido, un grupo arilo opcionalmente
sustituido y un grupo heteroarilo, en donde dichos sustituyentes opcionales son halégeno, alquilo, que a su vez puede
estar opcionalmente sustituido, alcoxi, nitro, sulfo, amino, hidroxi o carbonilo,

en donde:

el grupo alquilo es un grupo de cadena lineal o ramificada que comprende de 1 a 12 &tomos de carbono, o un ciclo que
comprende de 3 a 12 4tomos de carbono;

el grupo alquenilo es un grupo que comprende de 2 a 12 atomos de carbono y al menos un doble enlace;

el grupo arilo es un grupo que comprende de 4 a 18 atomos de carbono, tales como un grupo fenilo o un grupo nattilo;

el grupo alcoxi es un grupo que comprende de 1 a 12 a&tomos de carbono; tal como un grupo metoxi 0 un grupo etoxi;

el grupo alquilamino es un grupo que comprende de 1 a 12 4tomos de carbono;

el grupo arilamino es un grupo que comprende de 4 a 12 4tomos de carbono, tal como anilina, anilina carboxilada o
anilina halogenada;

el grupo ariloxi es un grupo que comprende de 4 a 12 atomos de carbono, tal como fenol, fenol carboxilado o fenol
halogenado; y

el grupo heteroarilo es un grupo que comprende de 4 a 18 atomos de carbono, en donde al menos un atomo del anillo
es un heteroatomo.

La presente invencion también se refiere a un compuesto de acuerdo con la formula mencionada anteriormente para
uso como medicamento.

Auln mas, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con la férmula mencionada anteriormente
para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de cualquier trastorno relacionado con el enlazamiento de
una galectina con ligandos en un mamifero.

Incluso mas, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo
con la féormula mencionada anteriormente como ingrediente activo junto con un adyuvante, diluyente, excipiente o
portador farmacéuticamente aceptable.
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El medicamento o la composicién farmacéutica del compuesto pueden usarse para inhibir condiciones asociadas con el
enlazamiento de la galectina con ligandos en un mamifero.

Especificidad de la galectina

Los estudios de especificidad de la galectina utilizando la inhibicion mediante pequefios sacaridos naturales
mencionados anteriormente indicaron que todas las galectinas enlazaron lactosa, LacNAc y disacaridos relacionados,
pero que la galectina-3 se enlaz6 mucho mejor con ciertos sacaridos mas largos (Leffler y Barondes, 1986). Estos
sacaridos mas largos se caracterizaban por tener un residuo adicional de azlcar afiadido a la posicién C-3 de Gal en
lactosa o LacNAc. Las estructuras cristalinas determinadas por rayos X de las galectinas-1, -2 y -3 demostraron un sitio
de enlazamiento central altamente conservado para la lactosa y LacNAc con las caracteristicas de acuerdo con los
estudios de especificidad (Lobsanov y Rini, 1997; Seetharaman et al., 1998). Ademas, se encontré un surco extendido,
que podria acomodar el residuo de azlcar afiadido en los sacaridos mas largos (A - B en la Fig. 1). La forma de este
surco varia entre las galectinas, lo que sugiere que las mismas extensiones no estarian obligados a partes iguales por
las diferentes galectinas, lo que sugiere que las mismas extensiones no se enlazarian por igual por parte de las
diferentes galectinas. Ademas, incluyendo galectinas adicionales (por ejemplo, las galectinas-4, -8 y -9) ha quedado
claro que también existen variaciones en la preferencia de enlazamiento del otro lado del residuo de Gal (sitios de D - E
en la Fig. 1) (Leffler et al., 2004).

Disefio basado en la estructura de 3-triazolil-galactésidos sustituidos como inhibidores de galectina.

El sitio de enlazamiento extendido cerca a HO-3' de N-acetil-lactosamina (sitio B, figura 1b) han sido aprovechado en el
disefio de potentes derivados de 3'-amido-N-acetil-lactosamina que inhiben la galectina-3 (Sérme et al., 2002). En
particular, con las amidas arométicas se elaboran inhibidores eficientes mediante la formacién de una interacciéon de
apilamiento energéticamente favorable con el grupo arginina-144 guanidino de galectina-3. La sintesis de los derivados
de 3'-amido-N-acetil-lactosamina, mediante la reduccién y posterior acilacion de un derivado de 3'-azido-N-acetil-
lactosamina, es laboriosa y de eficiencia variable. El uso de azidas en reacciones de cicloadicién 1,3-dipolares con
acetilenos es una de las reacciones organicas mas eficientes, confiables y de alto rendimiento conocidas y se puede
aplicar preferentemente en derivados de 3-azido-galactosa para producir 3-[1,2,3]-triazol-1-il galactésidos en forma de
inhibidores pequefios e hidroliticamente estables que interacttan potencialmente tanto con el subsitio B como con el C
de la galectina-3 (Figura 1). Ademas, reacciones de cicloadicién 1,3-dipolar de acetilenos con el derivado de 3'-azido-N-
acetil-lactosamina proporcionarian inhibidores incluso mas mejorados que interactian potencialmente con los tres
subsitios B, C, y D (Figura 1) ya que el residuo de N-acetilglucosamina de N-acetil-lactosamina se encuentra en el
subsitio D. Por ultimo, el tiodigalactdsido es un inhibidor conocido con afinidad por la galectina-3 similar a aquella de la
N-acetil-lactosamina. Una unidad de galactosa de tiodigalactésido se enlaza al subsitio C (el sitio de la galactosa) de las
galectinas, mientras que el otro se enlaza con el subsitio D (el sitio de la N-acetilglucosamina). Por lo tanto, la formacion
de derivados de la tiodigalactosa en ambos carbonos C3 (C3 y C3') con fracciones de [1,2,3]-triazol-1-ilo
proporcionarian bis-3,3'-[1,2,3] triazol-1-il-tiodigalactésidos que interactian potencialmente con los cuatro subsitios B -
E, lo que puede conducir a inhibidores de galectinas con incluso mejores afinidades. De importancia adicional es que la
sintesis de tiodigalactésidos es directa y econdmica en comparacion con la sintesis de derivados de N-acetil-
lactosamina, y que el enlace tio-glicosidico de tiodigalactésidos es mas hidroliticamente estable que los enlaces O-
glicosidicos dando como resultando una vida media mas larga in vivo.

Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1. a) Representacion esquematica del dominio de reconocimiento de carbohidratos de la galectina (CRD)
(izquierda) y de los sitios de enlazamiento de carbohidratos (derecha) (Barondes et al, 1994, Leffler et al., 2004). EI CRD
se muestra en vista frontal y lateral con el disacérido enlazado simbolizado por una flecha o un punto (izquierda). Se
compone de dos laminas § denominadas S y F. El lado céncavo de las laminas S forma un surco que puede contener
aproximadamente un tetrasacarido y tiene cuatro subsitios (A - D) con el sitio que define el enlazamiento de la galactosa
como C, y un quinto subsitio (E) fuera del surco (parte superior derecha). Se muestra LacNAc enlazada en la lamina S-
beta (abajo derecha) con extensiones en el subsitio B y E. Los aminoacidos pertinentes en la galectina-3 alrededor del
subsitio B se indican con un cddigo de una letra (gris). b) Estructura del sitio de reconocimiento de carbohidratos del
CRD de galectina-3 (superficie lisa), con LacNAc enlazada (modelo de varilla). Los subsitios descritos en la Fig. 1a se
indican debajo de la figura con Gal en el sitio C. Las flechas indican los espacios en el sitio B manipulados mediante
formacion de derivados en la posicion 3 de la Gal (Sérme et al., 2002). Se denominan aminoacidos seleccionados. La
GIcNAc de la LacNAc esta en el sitio D.

Fig. 2. Galectinas de mamifero y su filogenia de un ancestro precordado (Houzelstein et al., 2004). Todos los CRD son
de cualquiera de los dos tipos (F4 y F3, negro y gris, respectivamente) definidos por la correspondientes estructura del
gen (limites exon-intron) y apoyados por sus respectivas relaciones de secuencia. Las galectinas del precordado
ancestral incluyen un galectina bi-CRD con uno de cada tipo de CRD (muy probablemente derivada en una etapa de
evolucion temprana de la duplicacion de una galectina mono-CRD). La duplicacién a gran escala de fragmentos del
genoma en la evolucién temprana de cordados - vertebrados dio lugar a las cuatro principales galectinas bi-CRD que se
encuentran en los mamiferos. Eventos locales de supresion de la duplicacion dieron lugar a galectinas mono-CRD
relacionadas ya sea con el CDR del extremo terminal N o del C. Algunos de ellos ocurrié en tiempos remotos mas
inciertos (flechas punteadas), mientras que otros son recientes y existe mas certeza de los mismos (flechas de linea
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continua). Duplicaciones recientes también han producido copias extra de galectinas bi-CRD en ciertos mamiferos (por
ejemplo, dos copias adicionales de galectinas-9 en los seres humanos (no se muestran); galectina-6 en el raton).

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas de la invencion

De acuerdo con un aspecto de la invencion, en la formula mencionada anteriormente, X es S u O e Y es un grupo fenilo
o carbonilo.

En la presente descripcion, el término "grupo alquilo" se entiende que comprende de 1 a 12 atomos de carbono. Dicho
grupo alquilo puede ser de cadena lineal o ramificada. Dicho grupo alquilo puede formar también un ciclo que
comprende de 3 a 12 atomos de carbono.

En la presente descripcion, el término "grupo alquenilo” se entiende que comprende de 2 a 12 atomos de carbono.
Dicho grupo alquenilo comprende al menos un doble enlace.

En la presente descripcion, el término "grupo arilo" se entiende que comprende de 4 a 18 atomos de carbono. Dicho
grupo arilo puede ser un grupo fenilo o un grupo naftilo.

En la presente descripcion, el término "grupo alcoxi" se entiende que comprende de 1 a 12 dtomos de carbono. Dicho
grupo alcoxi puede ser un grupo metoxi 0 un grupo etoxi.

En la presente descripcion, el término "grupo alquilamino" se entiende que comprende de 1 a 12 4tomos de carbono.

En la presente descripcion, el término "grupo arilamino” se entiende que comprende de 4 a 12 atomos de carbono.
Dicho "grupo arilamino” puede ser anilina, anilina carboxilada o anilina halogenada.

En la presente descripcion, el término "grupo ariloxi" se entiende que comprende de 4 a 12 atomos de carbono. Dicho
"grupo ariloxi" puede ser fenol, fenol carboxilado o fenol halogenado.

En la presente descripcién, el término "grupo heteroarilo" se entiende que comprende de 4 a 18 4&tomos de carbono, en
donde al menos un 4tomo del anillo es un heterodtomo, es decir, no es un carbono. Preferiblemente, dicho heteroatomo
es N, O o S. Dicho grupo heteroarilo puede ser una quinolina, isoquinolina, piridina, un pirrol, furano o un grupo tiofeno.

Los grupos anteriormente mencionados, pueden naturalmente estar sustituidos con cualquier otro de los sustituyentes
conocidos en el arte de la quimica organica. Los grupos también pueden estar sustituidos con dos o mas de los
sustituyentes. Ejemplos de sustituyentes son grupos halégeno, alcoxi, nitro, sulfo, amino, hidroxi, y carbonilo.

En aln otro aspecto de la invencion, dicho compuesto es metil 3-(4-metilaminocarbonil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-3-desoxi-
[3-D-galactopiranosil-(1 —> 4)-2-acetamido-2-desoxi-3-D-glucopirandsido (21), bis-(3-desoxi-3-(4-(metilaminocarbonil)-
1H-[1,2,3]- triazol-1-il)-R-D galactopiranosil)sulfano (26).

En un aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con la férmula mencionada
anteriormente para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de cualquier trastorno relacionado con el
enlazamiento de un galectina con los receptores en un mamifero. En un aspecto de la invencién, dicha galectina es
galectina-3.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con la formula mencionada anteriormente
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un trastorno que se selecciona del grupo que consiste de
inflamacién, choque séptico, cancer, y enfermedades autoinmunes tales como artritis reumatoide y esclerosis multiple.
Preferiblemente, dicho compuesto es para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer.

En incluso otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un compuesto
de acuerdo con la férmula mencionada anteriormente como ingrediente activo junto con un adyuvante, diluyente,
excipiente o portador farmacéuticamente aceptable. Una composiciéon farmacéutica de la invencién comprende de 1 a
99% en peso de un adyuvante, diluyente, excipiente o portador farmacéuticamente aceptable y de 1 a 99% en peso de
un compuesto de acuerdo a la férmula mencionada anteriormente.

Los compuestos, medicamentos y composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién pueden usarse en un
método para inhibicién de condiciones asociadas con el enlazamiento de la galectina a los receptores en un mamifero
comprendiendo el método la administracion a dicho mamifero, de una cantidad eficaz de un compuesto de acuerdo con
la férmula mencionada anteriormente. En uno aspecto particularmente importante de la invencion, dicha galectina es la
galectina-3.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion comprende un compuesto de la invencién que

puede ser adaptado para administracion oral, intravenosa, tépica, intraperitoneal, nasal, bucal, sublingual, o subcutanea,
0 para administracion a través del tracto respiratorio en la forma de, por ejemplo, un aerosol o un polvo fino con
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suspension neumatica. Por lo tanto, la composicién farmacéutica de la presente invencion puede estar en la forma de,
por ejemplo, comprimidos, capsulas, polvos, soluciones, parches transdérmicos o supositorios.

La composicién farmacéutica de la presente invencion pueden comprender opcionalmente dos o0 mas compuestos de la
5 presente invencion. La composicién también se puede usar junto con otros medicamentos dentro del estado del arte
para el tratamiento de trastornos relacionados.

Las dosis tipicas de los compuestos de la presente invencion puede variar dentro de un amplio intervalo y dependera de
muchos factores, tales como la via de administracion, el requerimiento del individuo que necesita del tratamiento, el
10 peso corporal del individuo, la edad y su condicién general.

Los adyuvantes, diluyentes, excipientes y / o vehiculos que se pueden utilizar en la composicién de la invencion deben
ser farmacéuticamente aceptables en el sentido de ser compatibles con los compuestos y los otros ingredientes de la
composicién farmacéutica, y no perjudiciales para el receptor de los mismos. Los adyuvantes, diluyentes, excipientes y

15 portadores que se pueden utilizar en la composicion farmacéutica de la invencién son bien conocidos por una persona
capacitada en el arte.

Sintesis de triazoles
20 El derivado 1 de 3-azido-galactésido se convirtio en los triazoles 2 y 7 por calentamiento con el correspondiente alquino
en tolueno. Los triazoles 3 - 6 se sintetizaron bajo catélisis con Cu” (Tornge et al., 2002), donde reaccioné la azida 1 con

los alquinos apropiados en presencia de yoduro de cobre (Esquema 1). Los compuestos 2-7 se desprotegieron por
tratamiento con metdxido de sodio metandlico o con metilamina en agua para producir los inhibidores de triazol 8 - 13.

ACD . OAc R}_fcﬂ‘ OAc HO oM
0 s, Fﬁ‘.
N%SME% N &A"EM _C_Q_._N# &_‘&,S,M‘
Aol

1 2 R=H (a, 81%) 8 R=H (6, 90%)
3 R=(CHg)gCHs (b, 100%) 9 R=(CHa),CHy  (d, 70%)
4 R=CQ;Me (b, 85%) 10 R-cozn.rfa (e, T7%)

HO, (c, B7%)
§ R= (b, 96%) 1R
O O
& H-Phﬂ (b, 95%) 12 n:pn
7 Re o 3 13 RLS'Q—
o (a, 38%) a - (e, 75%)

25
Esquema 1. a) Tolueno, 100°C. b) Alquino, Cul, iPrEt;N, tolueno. c) MeNH,, H>O. d) NaOMe, MeOH.
El éster metilico 3 podria ser simultaneamente de-O-acetilado y transformado en amidas primarias 14 - 18 mediante el
tratamiento con la amina primaria correspondiente en agua o en metanol (Esquema 2).
30
;.C!
Mﬂﬂ"g’_f\ﬂﬂ OAc
= o
Ne N&&» Shig —2-» Me
N Ao
4 14 R=Me (58%)
15 R={CH4)3CH4 {90%)
18 R=CHgPh (80%)

17 R=H{CH3)30OH (75%)
18 H-
{75%) N‘,..\b
Esquema 2. a) Amina, agua 0 MeOH.
35 Se sintetizé un derivado de 3'-desoxi-3'-triazol-1-ilo de N-acetil-lactosamina 21 haciendo reaccionar el correspondiente

derivado 3'-azido 19 con propiolato de metilo bajo catalisis con yoduro de cobre para producir el éster metilico 20,
seguido por de-O-acetilacion simultanea y la formacion de metil amida mediante tratamiento con metilamina en agua.
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Eaquema 3:

AcO P

o one R B9 < OR con

N3 E'SS;N' o I L&, Q
ACO OMe ~—= N, N 9

AcO AcHN N RO R%»—Dﬂa
19 h[ 20 R'=Ac, RZ=0Ms (30%)
-+ 21 R'=H, RZ=NHMe (80%)

Esquema 3. a) Propiolato de metilo, Cul, iPrEt;N, tolueno. b) Metilamina, agua.

Se sintetizd un derivado de 3,3'-bis-triazol-1-ilo de tiodigalactsido 26 a partir de la 3-azido-3-desoxi galactosa acetilada
22 (Lowary y Hindsgaul, 1994). Se sometié el compuesto 22 a propiolato de metilo en presencia de yoduro de cobre
para producir el derivado de triazol 23. La bromacién de 23 produjo el bromuro de a-D-galactopiranosilo 24 labil, que fue
inmediatamente dimerizado al derivado de 3,3-bis-triazol-1-il tiodigalactésido 25 protegido. La de-O-acetilacion
simultanea y la formacién de la metil amida de 25 mediante tratamiento con metilamina en agua produjo 26.

AcO c::g.c Maﬂgﬂ?ﬁ.:'cﬂ Qg; /8! R20 oR?
N B N \~RY L NN S

AO Dc N acol, \ N R
2
22 . [::3 R'R3=H, OAc (34%) ,r— 25 R'=CO;Me, R%=0Ac (58%)
24 R'=H, R?=Br ~»~ 26 R'=CONHMe, R2=H (52%)

Esquema 4. a) Propiolato de metilo, Cul, iPrEt;N, tolueno. b) CH,Cl,, Ac2O, HBr al 33% / AcOH. c) Na2S, MS 4A,
MeCN. d) Metilamina, agua.

Evaluacion de los valores de Kq contra galectina-3. Los compuestos 8 - 18, 21, y 26 fueron evaluados por su eficacia en
la inhibicidn de la galectina-3 en un ensayo conocido basado en la polarizacion de la fluorescencia (Sérme et al., 2003a,
2004). (Tabla 1). Los inhibidores conocidos 27, 28 y 29 de la galectina-3 fueron incluidos como compuestos de
referencia. Todos los nuevos galactésidos que portan un grupo triazol-1-ilo sustituido en posicion 4 en C3 (9 - 18, Kq4 141
- 4615 pM) fueron significativamente mejores inhibidores de galectina-3 que el galactésido de referencia 27 (Kq 5337
UM). En particular, los derivados de fenilo (12), tosilo (13), butilamida (15), y bencilamida (16) eran inhibidores
inesperadamente potentes con un Kq de 107 - 147 mM, que es una mejora de 50 veces en comparacion con el inhibidor
de referencia 27 y sin precedentes en el campo de los inhibidores derivados de monosacarido de las galectinas.

La N-acetil-lactosamina es un mejor ligando natural para la galectina-3 que la galactosa. Por lo tanto, el compuesto 3'-
triazol-1-il N-acetil-lactosamina 21 (Kq4 5,8 uM) fue claramente mejor que el compuesto correspondiente de galactosa 14
y que el inhibidor de referencia estandar derivado de N-acetil-lactosamina 28. El compuesto 21 es tan buen inhibidor de
galectina-3 como los mejores inhibidores reportados (Sorme et al., 2002).

El tiodigalactosido 29 es un inhibidor bien conocido con una afinidad por la galectina-3 similar a la de la N-acetil-
lactosamina. Por lo tanto, el 3,3-bis-triazol-1-il tiodigalactésido 26 (Kg 150 nM) también fue mucho mejor que el
correspondiente compuesto de galactosa 14 y que los inhibidores de referencia estandar derivados de N-acetil-
lactosamina 28 y el tiodigalactdsido 29.

La potencia inhibidora inesperadamente alta de 21 y 26 contra la galectina-3 los vuelve adecuados como componentes
activos en una composicion farmacéutica manipulando las condiciones en las que la galectina-3 desempefia un papel
patogénico. La facilidad de preparacion de los compuestos 21 y 26, a través de la cicloadicién 1,3-dipolar de alto
rendimiento entre las azidas y derivados de acetileno, les afiade alin mas valor como inhibidores de galectinas. En
particular, el bis-3,3'-[1,2,3]-triazol-1-il-tiodigalactésido 26 es un inhibidor valioso en vista de su alta afinidad sin
precedentes, sintesis eficiente y econdmica, y una esperada vida media in vivo mas larga. Se puede esperar que los
sustituyentes aromaticos no naturales de [1,2,3] triazol-1-ilo, asi como el enlace tio-glucosidico de 26, mejoren la
estabilidad hidrolitica y mejoren la absorcién en el tracto gastrointestinal.
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Tabla 1. Afinidad de los compuestos para la galectina-3 calculada a partir del ensayo por polarizacion de fluorescencia.

Estructura Concentracion experimental (uM)  Kg calculada (UM)
8 HO: __eH 5000 21000
NTN . SMa
N HO
9 \_\——\H_ﬂ oH 5000 4615
= ]
Ney M SMe
10 Mg{}zc H{J DH 100 1408
11 1000 1377
12 Ph HD OH 200 147
r= . U
Ne ,Mé&.\.ﬂsm
HQ
13 Ts HO _oH 200 141
= 0
M "’Nﬁ Sida
n HO .I
14 1000 230
MuHN’quu OH
15 --""\ {j - 200 124
N
N HO OH

16 200 107
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(continuacion)

Estructura Concentracion experimental (uUM)  Kq4 calculada (uM)
18 o 1000 571
i}
mﬂ” MO OH
H Q
'? . Sk
o N HO
21 O 8 5,8

ACHN
26 0 1,6 0,15
MeHN HO _OH
-_N 2 3
Me . -
N HO
2
Inhibidores de referencia:
27 H? i 5000 5337
]
Hi- Ohida
HQ
28 HO..aW 40 52
Dg oM
HO- =)= Q
Ho HO i OMa
AcHM
29 HO GH 40 43

Metodologia / Experimental
Procedimientos generales de sintesis

Los compuestos de esta invencién se pueden preparar mediante los siguientes métodos y procedimientos generales.
Los ensayos con la galectina-3 de esta invencion se pueden llevar a cabo mediante los siguientes métodos y
procedimientos generales. Se debe apreciar que cuando se dan las condiciones de proceso tipicas o preferidas (por
ejemplo, temperaturas de reaccion, tiempos, relaciones molares de reactivos, disolventes, presiones, pH, etc.), también
se pueden utilizar otras condiciones de proceso a menos que se indique lo contrario. Las condiciones de reaccion
Optimas pueden variar con los reactivos particulares, disolventes utilizados y pH, etc., pero tales condiciones pueden ser
determinadas por un experto en la técnica mediante procedimientos de optimizacion de rutina.

Los espectros de RMN se registraron con un instrumento Bruker DRX-400. Los desplazamientos quimicos se dan en
ppm, con respecto a los picos internos de dlsolvente residual. Los desplazamientos quimicos y las constantes de
acoplamiento se obtuvieron a partir de RMN 'H se asignaron las resonancias de los protones a partir de experimentos
COSY. Los espectros de masas FAB de alta resolucion (HRMS) se registraron con un Instrumento JEOL SX-120. Los
experimentos de polarizacion de fluorescencia se realizaron en un instrumento PolarStar (BMG, Offenburg; Alemania).
La cromatografia en columna se realizé sobre SiO, (Matrex, 60 A, 35 - 70 um, Grace Amicon) y la TLC se realiz6 sobre
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SiO; 60 F2s4 (Merck) con deteccion de bajo luz UV y se desarrollé con &cido sulfurico acuoso. Las concentraciones se
hicieron usando evaporacion rotatoria con una temperatura del bafio en o por debajo de 40 °C. Se secaron por
destilacion CHCl, y CHsCN a partir de CaH,. Las microplacas eran de Costar, Corning, NY (poliestireno negro). Se
produjo la galectina-3 humana recombinante en Escherichia coli y se purific6 como se ha descrito previamente (S. M.
Massa et al., 1993). La PBS contenia NaCl 118 mM, fosfato de Na/K 67 mM, pH 7,2, EDTA 2 mM, R-mercaptoetanol 4
mM.

Sintesis de 3-triazolil-galactdsidos

Procedimientos tipicos para la sintesis de un derivado de 3-triazolil-galactosidasa:

Procedimientos generales para la preparacion de 3-triazolilo-galactésidos.

Método A: Se calenté una mezcla de metil 2,4,6-tri-O-acetil-3-azido-3-desoxi-1-tio-R-D-galactopiranésido (Soérme et al,
2002) (10 mg, 0,028 mmol) y el correspondiente acetileno (4 eq.) en tolueno (1,5 ml) a 100 °C durante 12 h. Después de
la evaporacion del disolvente, se purificé el producto por cromatografia en columna utilizando el eluyente indicado.
Método B: Se agité una mezcla de 2,4,6-tri-O-acetil-3-azido-3-desoxi-1-tio-3-D-galactopirandsido (S6rme et al, 2002) (10
mg, 0,028 mmol), el derivado de acetileno (1 eq.), yoduro de cobre (0,5 mg, 0,1 eq.), diisopropiletilamina (1 eq.) y
tolueno (1 ml) durante un tiempo (t) a una temperatura (T). Se evaporé el disolvente y el producto fue purificado por
cromatografia en columna utilizando el eluyente indicado.

Metil 2,4,6-tri-O-acetil-3- (1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-3-desoxi-1-tio-3-D-galactopiranésido (2)

Método A, x = &cido propiodlico, Columna SiO», heptano:EtOAc 3:2, rendimiento 8,7 mg, 81%.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & 7.67 (bd, 1H, Ju = 0.8, triazol), 7.61 (bd, 1H, triazol), 5.71 (dd, 1H, Jo3 = 11.0, H-2), 5.57
(d, 1H, H-4), 5.19 (dd, 1H, Js34 = 3.2, H-3), 4.56 (d, 1H, J1> = 9.5, H-1), 4.14 (s, 3H, H-5, 2H-6), 2.25, 2.05, 2.04, 1.91
(cada s, cada 3H, 4CHj).

RMN *C (100.6 MHz, CDCls) & 170.3, 169.5, 168.6 (3C=0), 133.8, 122.0 (C-4’, C-5'), 84.1 (C-1), 75.3 (C-5), 68,7
(C-4), 65.4 (C-2), 62.7 (C-3), 61.3 (C-6), 20.6, 20.4, 20.3 (3CHsC = O), 11.5 (CHsS).

MALDI-TOF MS para CisH22N307S [M+H]" 388.

Metil 2,4.6-tri-O-acetil-3-desoxi-3- (4-propil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-1-tio-R-D-galactopirandsido (3)

Método B, x = 1-pentino, t= 3 dias, T = 50 °C, Columna SiO,, heptano:EtOAc 5:2, rendimiento 11,9 mg, 100%.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 5 7.31 (s, 1H, H-5"), 5.66 (dd, 1H, J23 = 11.1, H-2), 5.55 (d, 1H, H-4), 5.12 (dd, 1H, Js4 =
3.2, H-3), 453 (d, 1H, J12 = 9.5, H-1), 2.65 (td, 2H, Jun = 7.2, Jun = 1.4, CH2Ar), 2.24, 2.05, 2.04, 1.91 (cada s, cada
3H, 4CHg3), 1.69 - 1.57 (m, 2H, CH>), 0.89 (t, 3H, Jun = 7.3, CH3CH>).

RMN *C (100.6 MHz, CDCls) & 170.3, 169.5, 168.5 (3C=0), 148.3 (C-4’), 119.1 (C-5'), 84.2 (C-19, 75.3 (C-5), 68.8
(C-4), 65,5 (C-2), 62.6 (C-3), 61.3 (C-6), 27.4 (CH.Ar), 22.6 (CHy), 20.5, 20.4, 20.3 (3CHsC = 0), 13.3 (CHy), 11.5
(CHsS).

MALDI-TOF MS para CigH2gN307S [M+H]" 430.

Metil 2,4,6-tri-O-acetil-3-desoxi-3- (4-metoxicarbonil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-1-tio-3-D-galactopiranésido (4)

Método B, x = Propiolato de metilo, t= 12 h, T = r.t., Columna SiO, heptano:EtOAc 3:2; rendimiento 11,6 mg (95%).
RMN *H (400 MHz, CDCls) & 8.14 (s, 1H, H-5'), 5.70 (dd, 1H, J12 = 9.5, H-1), 5.57 (d, 1H, Js4 = 3.2, H-4), 5.18 (dd,
1H, H-3), 455 (d, 1H, J1, = 9.5, H-1), 414 (m, 3H, H-5, 2xH-6), 3.93 (s, 3H, CHs0), 2.25, 2.08, 2.04, 1.92 (4s, cada
3H, CHs). RMN *C (100,6 MHz, CDCl3) & 170.7, 169.9, 169.2, 161.0 (4C=0), 140.6 (C-4'), 126.8 (C-5'), 84.6 (C-1),
75.8 (C-5), 68.9 (C-4),65.9 (C-2),63.8 (C-3),61.7 (C-6),52.7 (CH30), 21.0, 20.9, 20.8 (3 CH3C=0), 11.9 (CHsS).
MALDI-TOF MS para Ci17H24N300S [M+H]" 446.

Metil 2,4,6-tri-O-acetil-3-desoxi-3- (4-(1-hidroxi-1-ciclohexil)-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-1-tio-3-D-galactopiranésido (5)
Método B, x = 1-etinil-1-ciclohexanol,t = 12 h, T = r.t.,, Columna SiO, heptano:EtOAc 3:2, rendimiento 12,0 mg, 96%.

RMN *H (400 MHz, CDCls) & 7.49 (s, 1H, H-5), 5.67 (dd, 1H, J25 = 11.0, H-2), 5.54 (d, 1H, H-4), 5.13 (dd, 1H, Js4 =
3.2, H-3), 4.55 (d, 1H, J12 = 9.6, H-1), 4.13 (s, 3H, H-5, 2H-6), 2.24, 2.05, 2.04, 1.91 (cada s, cada 3H, 4CHs), 1.81 -
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1.25 (m, 11H, ciclohexilo).

RMN **C (100,6 MHz, CDCls) 5 170.3, 169.4, 1.68.6 (3C=0), 155.7 (C-4), 118.4 (C-5'), 84.1 (C-1), 75.3 (C-5), 69.4
(C-ciclohexilo), 68.8 (C-4), 65.5 (C-2), 62.7 (C-3), 61.3 (C-6), 38.1, 38.0, 25.2, 21.9, 21.8 (Ciclohexilo), 20.5, 20.4, 20.3
(3CH3C = 0), 11.5 (CHsS).

MALDI-TOF MS para C,1H32N30gS [M+H]" 486.

Metil 2,4,6-tri-O-acetil-3-desoxi-3- (4-fenil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-1-tio-B-D-galactopirandsido (6)

Método B, x = fenil acetileno, t = 3 dias, T = r.t., Columna SiO, heptano:EtOAc 5:2; rendimiento 12,1 mg (95%).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 3 7.82 (s, 1H, H-5'), 7.80 - 7.78 (m, 2H, 0-Ph), 7.44 - 7.40 (m, 2H, p-Ph), 7.34 (tt, 1H, Jom
= 7.3, Jop = 1.1, p-Ph), 5.76 (dd, 1H, J,3=11.0, H-2), 5.62 (d, 1H, H-4), 5.19 (dd, 1H, J34 = 3.2, H-3), 4.57 (d, 1H, J1>
=9.5, H-1), 4.15 (s, 3H, H-4), 2.27 (s, 3H, CH3S), 2.06, 2.05, 1.93 (3s, cada 3H, CH3C=0).

RMN *C (100, 6 MHz, CDCls) & 170.3, 169.6, 168.6 (3C=0), 147.8 (C-4), 129.9, 128.8, 128.3, 128.6, 117.9 (C-5),
84.1 (C-1), 75.4 (C-5), 68.8 (C-4), 65.4 (C-2), 62.9 (C-3), 61.4 (C-6), 20.6, 20.4, 20.3 (3 CHsC = O), 11.5 (CH3S).

MALDI-TOF MS para C,1H26N307S [M+H]" 464.

Metil 2,4,6-tri-O-acetil-3- (4-p-tolilsulfonil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-3-desoxi-1-tio-R-D-galactopirandsido (7)

Método A, x = 1-etinil-p-tolil sulfona, Columna SiO;, heptano:EtOAc 5:1 gradiente 7:2, rendimiento 5,7 mg, 38%.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & 8.17 (s, 1H, H-5), 7.88 (d, 2H, Jun = 8.4, Ph), 7.33 (d, 2H, Ph), 5.64 (dd, 1H, Jo3 = 11.0,
H-2), 5.51 (d, 1H, H-4), 5.15 (dd, 1H, Js4 = 3.2, H-3), 4.53 (d, 1H, J1» = 9.5, H-1), 4.12 (m, 3H, H-5, 2H-6), 2.42 (s, 3H,
CHsPh), 2.23 (s, 3H, CH3S), 2.03, 2.00, 1.87 (cada s, cada 3h, 3CH3C = O). RMN B¢ (100,6 MHz, CDCl3) & 170.2,
169.3, 168.6 (3C=0), 149.5, 145.0, 139.9 (C-4’, C-1PH, C-4PH), 129.8, 127.9 (cada 2C, PH), 124.9 (C-5’), 83.9 (C-1),
75.2 (C-5), 68.3 (C-4), 65.2 (C-2), 63.5 (C-3), 61.1 (C-6), 21.6, 20.5, 20.3, 20.1 (3CH3C = O, CH3PH), 11.4 (CH3S).

FAB HRMS Calculada para C21H2709N3S3Na [M+Na]+ 564,1086; encontrada 564,1093.

Procedimiento general para desproteccion de los compuestos 2 - 3y 5 - 7 para producir 8- 9y 11 - 13:

Se disolvio el azlucar protegido (10 mg) en metilamina (solucién al 40% en agua, 2 mL) y se agité durante la noche.
Después de este tiempo, se evaporé la mezcla y se purificé el producto por cromatografia en columna.

Metil 3-desoxi-3-(1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-1-tio-R-D-galactopirandsido (8)
Columna SiO,, CH,Cl>:MeOH 17:1, rendimiento 6,0 mg, 90%.

RMN 'H (400 MHz, MeOD) & 8.08 (d, 1H, Jux = 1.0, triazol), 7.74 (d, 1H, triazol), 4.83 (dd, 1H, Js4 = 3.0, Jz3 = 10.5, H-
3), 4.46 (d, 1H, J1» = 9.4, H-1), 4.20 (dd, 1H, H-2), 4.09 (d, 1H, H-4), 3.80 - 3.66 (m, 3H, H-5, 2H-6), 2.25 (s, 3H, CH3S).

RMN *C (100,6 MHz, MeOD) & 133.8, 125.4 (C-4’, C-5'), 88.7 (C-1), 81.0 (C-5), 69.8 (C-4), 68.8 (C-3), 67.7 (C-2), 62.4
(C-6), 12.6 (CHsS).

FAB HRMS Calculada para CgH15N3O4SNa [M+Na]+ 284,0681; encontrada 284,0677.

Metil 3-desoxi-3- (4-propil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-1-tio-R-D-galactopirandsido (9)

Columna SiO2, CH,Cl:MeOH 20:1, rendimiento 5,5 mg, 77%.

RMN 'H (400 MHz, MeOD) & 7.82 (s, 1H, H-5'), 4.72 (dd, 1H, Js4 = 3.0, H-3), 4.44 (d, 1H, J12 = 9.4, H-1), 4.17 (dd, 1H,
Jo3 = 10.4, H-2), 4.07 (d, 1H, H-4), 3.78 - 3.67 (m, 3H, H-5, 2H-6), 2.67 (t, 2H, Jun = 7.5, CHy), 2.25 (s, 3H, CHsS), 1.69
(m, 2H, CHy), 0.97 (t, 3H, Jun = 7.3, CHs).

RMN **C (100,6 MHz, MeOD) & 148.4 (C-4’), 122.8 (C-5'), 88.8 (C-1), 81.1 (C-5), 69.8 (C-4), 68.8 (C-3), 67.7 (C-2), 62.4
(C-6), 28.5 (CH2), 23.8 (CH2), 14.1 (CH3), 12.1 (CHsS).

FAB HRMS Calculada para Ci12H22N304S [M+H]" 304,1331; encontrada 304,1346.
Metil 3- (4-metoxicarbonil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-3-desoxi-1-tio-}-D-galactopiranésido (10)
Se disolvié el compuesto 4 (10 mg, 0,023 mmol) en metanol (1,5 ml) y se agité durante la noche a temperatura
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ambiente con una solucién de metdxido de sodio 1 M (0,5 ml). Se neutralizé la mezcla con resina Duolite™?, se filtro y
se concentré al vacio. Se purificd el residuo mediante cromatografia en columna (SiO,, CHxCl,;:MeOH 25:1) para
producir 10 (5 mg, 70%).

RMN 'H (400 MHz, D20) 8 8.73 (s, 1H, H-5'), 5.03 (dd, 1H, J34 = 3.0, J23 = 10.7, H-3), 4.65 (d, 1H, J1» = 9.6, H-1), 4.31
(t, 1H, H-2), 4.22 (d, 1H, H-4), 3.98 (dd, 1H, H-5), 3.95 (s, 3H, CH30), 3.80 (dd, 1H, Jeaso = 11.8, Jsga = 7-3, H-6a), 3.73
(dd, 1H, Js6p = 5.0, H-6b), 2.28 (s, 3H, CH3S).

RMN *C (100,6 MHz, D;0) & 162.8 (C=0), 139.5 (C-4’), 129.0 (C-5'), 87.0 (C-1), 79.6 (C-5), 68.2 (C-4), 67.5 (C-3), 66.4
(C-2), 61.1 (C-6); 53.0 (CH30), 11.8 (CH3S).

FAB HRMS Calculada para C11H1706N3SNa [M+Na]+ 342,0734; encontrada 342,0723.

Metil 3-desoxi-3-(4-(1-hidroxi-1-ciclohexil)-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-1-tio-B-D-galactopiranésido (11)

Columna SiOz, CH,Cl>:MeOH 17:1, rendimiento 6,9 mg, 87%.

RMN 'H (300 MHz, MeOD) & 7.93 (s, 1H, H-5), 4.74 (dd, 1H, J23 = 10.6, J34 = 3.0, H-3), 4.45 (d, 1H, J1» = 9.4, H-1),
4.18 (dd, 1H, H-2), 4.08 (d, 1H, H-4), 3.82 - 3.53 (m, 3H, H-5, 2H-6), 2.25 (s, 3H, CHsS), 2.02 - 1.28 (m, 10H,

Ciclohexilo).

RMN *C (100,6 MHz, MeOD) & 156.3 (C-4), 121.9 (C-5’), 88.7 (C-1), 81.0 (C-5), 70.4 (ciclohexilo), 69.8 (C-4), 68.8 (C-
3), 67.7 (C-2), 62.3 (C-6), 38.9[2C], 26.6, 23.1[2C] (Ciclohexilo), 12.1 (CHsS).

FAB HRMS Calculada para CisH2605N3S [M+H]* 360,1593; encontrada 360,1596.

Metil 3-desoxi-3- (4-fenil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-1-tio-B-D-galactopirandsido (12)

Columna SiO3, heptano:EtOAc 1:3, rendimiento 6,5 mg, 90%.

RMN *H (400 MHz, MeOD) & 7.84 - 7.81 (m, 2H, 0-Ph), 7.45 - 7.41 (m, 2H, m-Ph), 7.33 (tt, 1H, Jmp = 7.4, Jop = 1.2, p-
Ph), 4.83 (dd, 1H, Js4 = 3.0, H-3), 4.49 (d, 1H, J1» = 9.4, H-1), 4.27 (dd, 1H, J»3 = 10.5, H-2), 4.14 (d, 1H, H-4), 3.82 -
3.68 (m, 3H, H-5, 2H-6), 2.27 (s, 3H, CH3S).

RMN *C (100,6 MHz, MeOD) & 148.3 (C-4), 131.9, 130.0[2C], 129.2[2C], 126.6 (Ph), 121.8 (C-5'), 88.7 (C-1), 81.0 (C-
5), 69.8 (C-4), 69.1 (C-3), 67.7 (C-2), 62.4 (C-6), 12.1 (CH3S).

FAB HRMS Calculada para CisH20N304S [M+H]" 338,1174; encontrada 338,1179.

Metil 3-desoxi-3-(4-p-tolilsulfonil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-1-tio-3-D-galactopiranosido (13)

Columna SiO,, CH,Cl>:MeOH 17:1, rendimiento 5,8 mg, 75%,

RMN *H (300 MHz, MeOD) & 8.69 (s, 1H, H-5'), 7.91 (d, 2H, Jun = 8.3, 0-Ph), 7.41 (d, 2H, Jun = 8.0, m-Ph), 4.88 (dd,
1H, H-3 parcialmente oscurecido bajo un pico de H»0), 4.43 (d, 1H, J12 = 9.3, H-1), 4.19 (dd, 1H, J>3 = 10.4, H-2), 4.05
(d, 1H, J34 = 2.9, H-4), 3.78 - 3.60 (m, 3H, H-5, 2H-6), 2.46, 2.25 (cada s, cada 3H, 2CHy3).

RMN *C (100,6 MHz, MeOD) & 149.6, 146.6, 139.1 (C-4’, C-1Ph, C-4PH), 131.1, 129.0 (cada 2C, Ph), 128.0 (C-5'),
88.5 (C-1), 80.8 (C-5), 69.6 (C-3), 69.4 (C-4), 67.5 (C-2), 62.3 (C-6), 21.6 (CH3Ph), 11.9 (CHsS).

Procedimiento general para la preparacion de amidas 14 - 18

Se agito el éster 4 (10 mg, 0,023 mmol) con la amina (x, 0,25 mL) en agua o metanol (1,0 mL) durante un tiempo (t) y
una temperatura (T). Se purificé el residuo obtenido después de la evaporacion del disolvente mediante cromatografia
en columna usando el eluyente indicado.

Metil 3- (4-metilaminocarbonil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-3-desoxi-1-tio-}-D-galactopiranésido (14)

X = Metil amina, t = 12 horas, Columna SiO,, CH,Cl;:MeOH 15:1, rendimiento: 7,0 mg, 98%.

RMN *H (400 MHz, MeOD) & 8.43 (s, 1H, H-5'), 4.84 (dd, 1H, Jo3 = 10.6, Ja4 = 3.0, H-3), 4.46 (d, 1H, J1» = 9.2, H-1),
4.19 (dd, 1H, H-2), 4.10 (d, 1H, H-4), 3.80 - 3.67 (M, 3H, H-5, 2H-6), 2.92 (s, 3H, CHaN), 2.25 (s, 3H, CHsS).

RMN *C (100,6 MHz, MeOD) & 163.4 (C=0), 143.5 (C-4), 126.6 (C-5'), 88.6 (C-1), 81.0 (C-5), 69.6 (C-4), 69.1 (C-3),
67.7 (C-2), 62.4 (C-6), 26.1 (CHzN), 12.0 (CH3S).

FAB HRMS Calculada para C11H1sN4OsSNa [M+Na]+ 341,0896; encontrada 341,0892.
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Metil 3- (4-butilaminocarbonil-1H-[1,2,3]-triazol-1’-il)-3-desoxi-1-tio-3-D-galactopiranésido (15)

x = Butil amina, t= 12 horas, T =r.t., Columna SiO,, CH,Cl,:MeOH 25:1, rendimiento: 7,2 mg, 90%.

RMN H (400 MHz, D20O) & 8.54 (s, 1H, H-5%), 5.01 (dd, 1H, J23 = 10.7, H-3), 4.65 (d, 1H, J12 = 9.6, H-1), 4.32 (t, 1H, H-
2), 4.22 (d, 1H, J34 = 2.8, H-4), 3.98 (dd, 1H, H-5), 3.80 (dd, 1H, Jeasr = 11.7, Js6a = 7.3, H-6a), 3.73 (dd, 1H, Jse, = 5.0,
H-6b), 3.40 (t, 2H, Jun = 7.0, CH2N), 2.28 (s, 3H, CH3S), 1.59 (m, 2H, CHy), 1.37 (m, 2H, CH,), 0.91 (t, 3H, Jun = 7.0,
CHy).

RMN **C (100,6 MHz, D,0) & 162.3 (C=0), 142.5 (C-4’), 126.4 (C-5), 87.0 (C-1), 79.7 (C-5), 68.3 (C-4), 67.4 (C-3), 66.4
(C-2), 61.1 (C-6), 39.5 (CH2N), 30.9 (CHy), 19.8 (CH>), 13.3 (CHsCHy), 11.8 (CHsS).

FAB HRMS Calculada para C14H25N40sS [M+H]+ 361,1546; encontrada 361,1542.

Metil 3- (4-bencilaminocarbonil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-3-desoxi-1-tio-R-D-galactopirandsido (16)

x = Bencilamina, t = tres dias, T =r.t., Columna SiO,, CH2Cl,:MeOH 25:1, rendimiento: 7,0 mg, 80%

RMN *H (400 MHz, D20) 6 8.58 (s, 1H, H-5"), 7.41 - 7.35 (m, 5H, Ph), 5.02 (dd, 1H, J>3= 10.7, H-3), 4.65 (d, 1H, J12 =
9.6, H-1), 4.62 (s, 2H, CHy), 4.32 (t, 1H, H-2), 4.23 (d, 1H, J34 = 2.8, H-4), 3.98 (dd, 1H, H-5), 3.80 (dd, 1H, Js6a = 7.4,
Jsaep = 11.7, H-6a), 3.73 (dd, 1H, Js e, = 5.0, H-6b), 2.28 (s, 3H, CH3S).

RMN *C (100,6 MHz, D,0) & 162.4 (C=0), 142.4 (C-4), 138.1, 129.2[2C], 127.9, 127.6 [2C] (Ph), 126.6 (C-5'), 87.0
(C-1), 79.7 (C-5), 68.3 (C-4), 67.4 (C-3), 66.4 (C-2), 61.1 (C-6), 43.2 (CH,Ph), 11.8 (CH3S).

FAB HRMS Calculada para Ci17H22N4OsSNa [M+Na]* 417,1209; encontrada 417,1224.
Metil 3-{4- (3-hidroxiprop-1-ilaminocarbonil)-1H-[1,2,3]-triazol-1-il}-3-desoxi-1-tio-R-D-galactopirandsido (17)
x = 3-aminopropanol, t = dos dias, T =45 °C, Columna SiO,, CH4Cl;:MeOH 10:1, rendimiento: 7,0 mg, 66%

RMN *H (400 MHz, D;0) & 8.56 (s, 1H, H-5'), 5.01 (dd, 1H, Js4 = 3.0, Jo3 = 10.6, H-3), 4.65 (d, 1H, J12 = 9,6, H-1), 4.32
(t, -1H, H-2), 4.22 (d, 1H, H-4), 3.98 (dd, 1H, H-5), 3.80 (dd, 1H, Jsea = 7.4, Jeaep = 11.8, H-6a), 3.73 (dd, 1H, Jseb = 5.0,
H-6b), 3.69 (t, 2H, Jun = 6.4, CH20), 3.49 (t, 2H, Jun = 6.9, CH2N), 2.28 (s, 3H, CH3S), 1.87 (M, 2H, CHo).

RMN **C (100,6 MHz, D,0) & 162.4 (C=0), 142.5 (C-4'), 126.4 (C-5), 87.0 (C-1), 79.7 (C-5), 68.3 (C-4), 67.4 (C-3), 66.4
(C-2), 61.1 (C-6), 59.6 (CH20), 36.7 (CH2N), 31.3 (CHy), 11.8 (CHsS).
FAB HRMS Calculada para Ci3H22N4O0sSNa [M+Na]* 85,1158; encontrada 385,1180.

Metil 3-{4-[2- (N-morfolino)-etil-aminocarbonil]-1H-[1,2,3]-triazol-1-il}-3-desoxi-1-tio-3-D-galactopiranosido (18)
x = N-morfolino etilamina, t = cuatro dias, T = 45 °C, Columna SiO,, CH,Cl,-MeOH 17:1, rendimiento: 7,0 mg, 75%.

RMN *H (400 MHz, MeOD) & 8.44 (s, 1H, H-5’), 4.85 (oscurecido bajo el pico de H,0, 1H, H-3), 4.46 (d, 1H, J1> = 9.2,
H-2), 4.19 (dd, 1H, J»3 = 10.4, H-2), 4.09 (d, 1H, J14 = 2.9, H-4), 3.80 - 3.66 (m, 7H, H-5, 2H-6, 2 (CH,0)), 3.55 (t, 2H,
Jun = 6.6, CHoNC = O), 2.59 (t, 2H, Jun = 6.6, CH2N), 2.53 (bt, 4H, 2 (CH2N), 2 - 2.5 (s, 3H, CH3S).

RMN *C (100,6 MHz, MeOD) & 162.7 (C=0), 143.5 (C-4'), 126.7 (C-5'), 88.6 (C-1), 80.9 (C-5), 69.6 (C-4), 69.1 (C-3).
67.8 ((CH2)20), 67.7 (C-2), 62.3 (C-6), 58.5 (CH:N), 54.7 ((CHz)2N), 36.9 (CH,NC=0), 12.0 (CHsS).

FAB HRMS Calculada para Ci6H27NsOsSNa [M+Na]+ 440,1580; encontrada 440,1579.

Metil 2,4,6-tri-O-acetil-3-desoxi-3-(4-metoxicarbonil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-R-D-galactopiranosil-(1 — 4)-2-acetamido-3,6-
di-O-acecil-2-desoxi--D-glucopirandsido (20)

Se agitdé una mezcla de metil 2,4,6-tri-O-acetil-3-azido-3-desoxi-R-D-galactopirandsido (1 —4)-2-acetamido-3,6-di-O-
acetil-2-desoxi-R-D-glucopiranosido 19 (preparado por O-acetilacion sencilla del Metil 2,4,6-tri-O-acetil-3-azido-3-
desoxi-B-D-galactopyranosil (1—>4)-2-acetamido-6-O-acetil-2-desoxi-R-D-glucopiranésido conocido; Sérme et al., 2002)
(10 mg, 0,028 mmol), el derivado de acetileno (1 eq.), yoduro de cobre (0,5 mg, 0,1 eq.), diisopropiletilamina (1 eq.) y
tolueno (1 mL) durante 24 h a 45°. Se evapor6 el solvente y se purificé el producto por cromatografia en columna
(SiO2, Tolueno : Acetona 2:1) para producir 20 (10,1 mg, 90%).

RMN *H (400 MHz, CDCls) & 8.14 (s, 1H, H-5"), 5.64 (d, 1H, Jonn = 9.4, NH), 5.55 (dd, 1H, J25 = 11.5, H-2"), 5.49 (d,

1H, J34 = 3.2, H-4’), 5.16 (dd, 1H, H-3"), 5.12 (dd, 1H, J23 = 9.7, H-3), 4.68 (d, 1H, Jy2 = 7.6, H-1'), 4.49 (dd, 1H, Jsea =
2.6, Jupn = 11.9, H-6a), 4.40 (d, 1H, J12 = 7.7, H-1), 4.16 (dd, 1H, Jsep = 5.4, H-6b), 4.10 (s, 3H, H-5', 2H-6"), 4.03 (dt, 1H,
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H-2), 3.93 (s, 3H, CH30), 3.83 (t, 1H, J = 8.7, H-4), 3.65 (ddd, 1H, H-5), 3.46 (s, 3H, CH30), 2.14 (s, 3H, CHj3), 2.08 (s,
6H, 2CH3), 2.05, 1.98, 1.89 (cada s, cada 3H, 3CH3C=0).

RMN *C (100,6 MHz, CDCls) & 170.6, 170.3, 170.2, 170.1, 169.0, 168.7, 160.5 (7C=0), 140.1 (C-4"), 126.7 (C-5"),
101.7 (C-1), 101.0 (C-1’), 75.7 (C-4’), 72.5 (C-5), 72.1 (C-3), 71.7 (C-5), 67.8 [2C] (C-2, C-4’), 62.1 (C-3'), 62.0 (C-6),
60.7 (C-6'), 56.6 (CH30), 53.2 (C-2), 52.2 (CHs0) , 23.2, 20.7[2C], 20.5, 320.2, 20.1 (6CHs).

FAB HRMS Calculada para CzeHaiN4O17 [M+H]" 717,2467; encontrada 717,2457.

Metil 3- (4-metilaminocarbonil-1H-[1,2,3]-triazol-1-il)-3-desoxi-R-D-galactopiranosil-(1 — 4)-2-acetamido-2-desoxi-R-D-
glucopiranésido (21)

Se disolvié el compuesto 20 (10 mg) en metilamina (40% en agua, 2 mL), se agit6 durante 12 h, se concentro, y
purifico por cromatografia en columna. (SiOz, CH.Cl,:MeOH 5:1) para producir 21 (5,6 mg, 80%).

RMN H (400 MHz, D,0) & 8.55 (s, 1H, H-5"), 5.01 (dd, 1H, J3.4 = 2.9, Jy.3 = 11.2, H-3'), 4.74 (d, 1H, J1.2 = 7.6, H-1)),
4.67 (d, 1H, J1, = 7.8, H-1), 4.24 (dd, 1H, H-2’), 4.17 (d, 1H, H-4’), 4.00 (m, 2H, H-5', H-6a), 3.87 - 3.72 (M, 6H, H-2, 2H-
6, H-3, H-4, H-6b), 3.61 (m, 1H, H-5), 3.50 (s, 3H, CH30), 2.94 (s, 3H, CHsN) , 2.04 (s, 3H, CHsC = O).

RMN C (100,6 MHz, D,0) & 175.1, 162.9 (2C=0) 142.4 (C-4”), 126.3 (C-5"), 103.4 (C-1’), 102.2 (C-1), 76.4 (C-5),
75.1 (C-5), 68.2 (C-2'), 68.0 (C-4’), 66.0 (C-3"), 60.3 (C-6), 57.5 (CH30), 55.4 (C6’), 78.8, 72.9, 61.1 (C-2, C-3, C-4), 26.0
(CHsN), 22.5 (CH3C=0).

FAB HRMS Calculada para Ci19H32Ns011 [M+H]* 506,2099; encontrada 506,2101.
1,2,4,6-Tetra-O-acetil-3-desoxi-3-[4-(metoxicarbonil)-1H-[1,2,3]-triazol-1-il]-D-galactopiranosa 23

Se agité una mezcla de 1,2,4,6-tetra-O-acetil-3-azido-3-desoxi-D-galactopiranosa 22 (Lowary y Hindsgaul, 1994) (10
mg, 0,027 mmol), propiolato de metilo (2,4 mL, 1 eq.), yoduro de cobre (0,6 mg, 0,1 eq.), diisopropiletilamina (1 eq.), y
tolueno (1 mL) durante 12 h ar.t. Se evapor6 el solvente y se purificd el producto por cromatografia en columna (SiOg,
heptano:EtOAc 2:1) para producir 23 (12,2 mg, 93%).

RMN *H (300 MHz, CDCls) 5 8.16 (s, 1H, H-5'A), 8.10 (s, 1H, H-5'B), 6.50 (d, 1H, J12 = 3.5, H-1A), 5.92 (dd, 1H, J23
= 11.8, H-2A), 5.83 (m, 2H, H-1B, H-2B), 5.59 (d, 1H, H-4A), 5.54 (d, 1H, H-4B), 5.40 (dd, 1H, Js4 = 3.0, H-3A), 5.22
(dd, 1H, J23 = 11.0, Ja4 = 3.3, H3-B), 4.50 (t, 1H, J = 6.5, H-5A), 4.25 - 4.07 (m, 5H, H-5B, 2H-6B, 2H6A), 3.95 (s, 6H,
CH30A, CH:0B), 2.21, 2.16, 2.15, 2.12, 2.09, 2.08, 1.88, 1.87 (cada s, cada 3H, 8CHs), 2.04 (s, 6H, 2CH).

RMN *C (100,6 MHz, CDCls) & 170.2, 170.1, 169.3, 169.0, 168,9, 168.7, 168,6, 168.5, 160.6, 160.5 (10 C=0), 140.2,
140.1 (C-4'A, C-4'B), 126.6 (C-5'A, C-5'B), 92.4 (C-1B), 88.9 (C-1A), 72.7 (C-5H), 68.9 (C-5A), 68.1 (C-4A), 67.9 (C-4B),
66.5 (C-2B), 65.2 (C-2A), 62.2 (C-3B), 61.0, 60.8 (C-6A, C-6B), 58.2 (C-3A), 52.3 (CH30A, CH30OB), 20.7, 20.6, 20.5[2C],
20.2[2C], 20.1, 20.0 (8 CHs) .

Bromuro de 2,4,6-tri-O-acetil-3-desoxi-3-[4-(metoxicarbonil)-1H-1,2,3-triazol-1-il] -a-D-galactopiranosilo (24)

Se disolvié 1,2,4,6-tetra-O-acetil-3-desoxi-3-[4-(metoxicarbonil)-1H-1,2,3-triazol-1-il]-D-galactopiranosa 23 (33 mg,
0,072 mmol) en diclorometano (1 ml) que se habia secado sobre tamices moleculares 4A. Se agregaron anhidrido
acético (14 pl, 0,20 mmol) y HBr (0,2 ml de una solucion al 33% en AcOH), y se agitd la mezcla bajo atmésfera de Nz a
temperatura ambiente. Después de 3 h 15 min, se diluy6 la mezcla de reaccién con diclorometano (30 ml) y se verti6é en
agua helada (30 ml). Se lavo la fase organica con NaHCOs; (30 ml de una solucion acuosa saturada), se secO
(MgSOQ.), se filtrd y se concentré al vacio. Se purificé el residuo por cromatografia instantdnea en columna para producir
24 (16 mg, 46%), que se us6 inmediatamente en la sintesis de 25.

Bis-[2,4,6-tri-O-acetil-3-desoxi-3-(4-(metoxicarbonil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-3-D-galactopiranosil]sulfano (25)

Se sec6 sulfuro de sodio nonahidratado (42 mg, 0,14 mmol) al aire usando una pistola de calor y después se dejé
enfriar al vacio. Se afiadieron tamices moleculares 4 A (aproximadamente 20 mg). Se disolvi6 el compuesto 24 (16 mg,
0,033 mmol) en acetonitrilo destilado (1 ml) y se afiadio al recipiente de reaccion. Se agité la mezcla a temperatura
ambiente durante 7 h 30 min. Después de este tiempo, la TLC (heptano: EtOAc 1: 3) indicé el consumo completo del
material de partida (R:0,7) y la presencia de un producto principal (R:0,2). Se diluyo la mezcla de reaccion con acetato
de etilo (30 ml) y se vertié en H,SO4 (30 ml de una solucién acuosa al 10%). Se seco la fase organica (MgSO.), se filtrd
y se concentrd a vacio. El residuo se purificd por cromatografia instantanea en columna (SiO., heptano: EtOAc 1: 4)
para producir 25 (8 mg, 58%).
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Bis-(3-desoxi-3-{4-[(metilamino)carbonil]-1H-1,2,3-triazol-1-il} -B-D-galactopiranosil)sulfano (26)

Se suspendi6 el compuesto 25 (11 mg, 0,012 mmol) en una soluciéon de metilamina (40% en agua, 2 ml). SE agito la
mezcla a temperatura ambiente durante 6 h. Después de este tiempo, se concentrd la mezcla al vacio. Se purificé el
residuo por HPLC (fase inversa C18, gradiente de H,O — MeCN) para producir 26 (3,5 mg, 62%). Sdlido de color
blanco;

RMN *H (300 MHz, D;0) & 2.93 (6H, s, NHCHs), 3.72 (2H, dd, Jsg 4.4 Hz, Jse, 11.9 Hz, H-6), 3.81 (2H, dd, Jse, 7.4
Hz, H-6), 4.01 (2H, dd, H-5), 4.21 (2H, d, Js4 2.6 Hz, H-4), 4.38 (2H, at, J 10.2 Hz, H-2), 5.03 (2H, dd, J»5 = 10.7 Hz,
H-3), 5.11 (2H, d, J1» = 9.8 Hz, H-1), 8.55 (2H, s, triazol-H) ;

FAB HRMS Calculado para C2oH31NgO10S [M+H]+ 575,1884; encontrado 575,1887.
Evaluacién de 8 - 18, 21, y 26 como inhibidores de galectina-3 mediante el uso de polarizacién de fluorescencia

Se evaluaron los compuestos 8 - 18, 21, y 26, junto con los compuestos de referencia conocidos 27, 28, y 29, por su
eficacia en la inhibicion de la galectina-3 en un ensayo conocido basado en la polarizacién de fluorescencia (Sérme et
al., 2003a, 2004). A 100 pl de galectina-3 (1 M) y una sonda fluorescente (2-(fluoresceina-5/6-il-carbonil)-aminoetil 4-O-
[3-O-(4-metoxilbencil)-R-D-galactopiranosil]-R-D-glucopiranésido, 0,1 uM) se le afiadié una solucién de inhibidor (3,2 -
10.000 pM, 100 pl), se incubd la placa con agitacion rotatoria lenta en la oscuridad durante 5 minutos, y se midi6 la
polarizaciéon de fluorescencia medida a temperatura ambiente. Se midié la fluorescencia desde arriba en placas de
microtitulacion de 96 pozos (poliestireno negro, Costar, Corning, NY) usando un instrumento PolarStar (BMG,
Offenburg, Alemania). Se incluyeron los pozos de control que contenian solamente sonda fluorescente o fluoresceina.
Todas las diluciones y las mediciones se realizaron en PBS.

Ejemplos de eficacia in vivo de la inhibicion de la galectina en inflamacion y cancer.
Inflamacion

Como se menciond anteriormente, muchos estudios sugieren un papel de la galectina-3 en la mejora de la respuesta
inflamatoria. Por ejemplo, la adicion de la galectina-3 a leucocitos neutréfilos de un sitio de inflamacion, o cebado por la
exposicion a LPS, da como resultado el aumento de la generacion de radicales de oxigeno toxicos. La lactosa puede
inhibir esta respuesta (Karlsson et al., 1998; Almquist et al., 2001). En otro estudio (Sano et al., 2000), se encontré que
la galectina-3 era quimiotactica de macréfagos y monocitos, tanto in vitro como in vivo. Tanto la lactosa como el CRD
aislado de la galectina-3 (galectina 3C), capaces de enlazarse con el mismo receptor de sacaridos que la galectina-3,
pero no de entrelazarlo (véase mas adelante), actuaron como inhibidores de esta respuesta. Las sustancias descritas en
la presente invencién serian mucho mas eficaces como inhibidores de las respuestas antes mencionadas que la lactosa,
ya que son inhibidores mucho mas potentes de la galectina-3. También serian mucho mas utiles in vivo que la lactosa y
la galectina-3C, ya que son moléculas pequefas, mas hidréfobas y, probablemente, méas estables a la degradacion.

Cancer

Como se mencion0 anteriormente, varios estudios de modelos de cancer humano en ratones indican que la expresion
mejorada de galectina-3 trae como resultado un crecimiento mas rapido del tumor y mas metastasis (Bresalier et al.,
1998; revisado por Leffler, 2001 y Takenaka et al. en Leffler (editor), 2004b). La inyeccién de un sacarido con potencia
inhibidora de galectina-3, pero quizas también de otras proteinas, se reportd que disminuia el cancer de préstata en rata
(Pienta et al., 1995). Por lo tanto, se espera que inhibidores potentes de molécula pequefia de galectina-3 tengan
efectos anticancerigenos similares a los de la galectina-3C (John et al., 2003).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la formula general (l):

RZ
/
Y. OH OH
T 0
N% N X\
N 1
OH R

(1)

en donde

la configuracioén del anillo de piranosa es D-galacto;

X se selecciona del grupo que consiste de O y S;

Y se selecciona del grupo que consiste de CH, CO, SO, y fenilo, o es un enlace;
R1 se selecciona del grupo que consiste de:

a) glucosa, manosa, galactosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, fucosa, fructosa, xilosa, acido sidlico, acido
glucordnico, acido idurdnico y &cido galacturonico;

b) D-galactosa sustituida con C3-[1,2,3] triazol-1-ilo; y

¢) hidrégeno, un grupo alquilo y un grupo alquenilo; y

R? se selecciona del grupo que consiste de hidrégeno, un grupo amino opcionalmente sustituido,

un grupo alquilo opcionalmente sustituido, un grupo alquenilo opcionalmente sustituido, un grupo alquinilo
opcionalmente sustituido, un grupo alcoxi opcionalmente sustituido, un grupo alquilamino opcionalmente sustituido, un
grupo arilamino opcionalmente sustituido, un grupo ariloxi opcionalmente sustituido, un grupo arilo opcionalmente
sustituido y un grupo heteroarilo, en donde dichos sustituyentes opcionales son halégeno, alquilo, que a su vez puede
estar opcionalmente sustituido, alcoxi, nitro, sulfo, amino, hidroxi o carbonilo,

en donde:

el grupo alquilo es un grupo de cadena lineal o ramificada que comprende de 1 a 12 atomos de carbono, o un ciclo que
comprende de 3 a 12 4tomos de carbono;

el grupo alquenilo es un grupo que comprende de 2 a 12 4tomos de carbono y al menos un doble enlace;

el grupo arilo es un grupo que comprende de 4 a 18 4&tomos de carbono, tales como un grupo fenilo o un grupo naftilo;

el grupo alcoxi es un grupo que comprende de 1 a 12 &tomos de carbono; tal como un grupo metoxi 0 un grupo etoxi;

el grupo alquilamino es un grupo que comprende de 1 a 12 atomos de carbono;

el grupo arilamino es un grupo que comprende de 4 a 12 4tomos de carbono, tal como anilina, anilina carboxilada o
anilina halogenada;

el grupo ariloxi es un grupo que comprende de 4 a 12 atomos de carbono, tal como fenol, fenol carboxilado o fenol
halogenado; y

el grupo heteroarilo es un grupo que comprende de 4 a 18 atomos de carbono, en donde al menos un atomo del anillo
es un heteroatomo.

2. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de la reivindicaciéon 1, en donde Y es CO, SO, o un enlace.
3. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 2, en donde R? es una amina o un grupo arilo.

4. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 2, en donde R? es una amina sustituida o un
grupo arilo sustituido.

5. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, en donde R! es galactosa, glucosa o N-
acetilglucosamina.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde R'es galactosa.

7. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, en donde R' es una galactosa sustituida con
C3-[1,2,3]triazol-1-ilo.
8. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7, en donde dicho compuesto es metil 3 (4"-
metilaminocarbonil-1"H-[1",2",3"]-triazol-1"-il)-3-desoxi-B-D-galactopiranosil (1 — 4)-2-acetamido-2-desoxi-3-D-
glucopiranésido (21).

9. El compuesto bis-(3-desoxi-3-{4-[(metilamino)carbonil]-1H-1,2,3-triazol-1-il}-B-D-galactopiranosil)sulfano (26).
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10. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 9 para uso como un medicamento.

11. El uso de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 9, para la fabricaciéon de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno del receptor de galectina en un mamifero, siendo dicho trastorno del
receptor de galectina seleccionado del grupo que consiste de inflamacion, choque séptico, cancer y enfermedad
autoinmune.

12. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en donde dicha enfermedad autoinmune es artritis reumatoide o
esclerosis multiple.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacion 11 o 12, en donde dicha galectina es galectina-3.

14. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 -
9 como ingrediente activo junto con un adyuvante, diluyente, excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

15. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 14, que comprende de 1 a 99% en peso de un

adyuvante, diluyente, excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable y de 1 a 99% en peso de un compuesto de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 9.
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