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DESCRIPCION
Compuestos glicomiméticos como agentes antiinfecciosos frente a lectinas patégenas

La presente invencion se refiere a compuestos glicomiméticos como agentes infecciosos contra patégenos que usan
lectinas en la primera etapa de infeccion.

Pseudomonas aeruginosa, también denominado el bacilo piocianico, es una bacteria gramnegativa que vive en
medios humedos y en el suelo. Esta asociada con actividades humanas, y esta presente en la cocina, en el bafio, en
los hospitales, etc. Esta bacteria oportunista es responsable de varias infecciones intrahospitalarias en pacientes
inmunocomprometidos, una poblacién que esta creciendo con el mayor niumero de transplantes. En Francia, P.
aeruginosa ha sido responsable de 8% de infecciones intrahospitalarias durante el periodo de agosto de 2001 a
junio de 2006 (Institut de veille sanitaire, BHE 30-31, 2008). Es una causa habitual de infeccion de quemaduras, pero
también ojos y oidos, y también es responsable de la mayoria de la colonizacién en dispositivos médicos tales como
catéteres.

La bacteria P. aeruginosa es también un agente etiologico principal de infecciones pulmonares en pacientes con
fibrosis quistica (CF). En la mayoria de los casos, los pacientes con CF sufren infeccion pulmonar crénica cuando
alcanzan el desarrollo adolescente. Estas infecciones son la causa principal de morbimortalidad. Una vez se ha
establecido la infeccion crénica, es muy dificil o incluso imposible erradicarla debido a la aparicion de muchas cepas
que presentan multirresistencia a antibidticos. La formacion de biopeliculas de P. aeruginosa que dan como
resultado resistencia a la inmunidad del hospedante y a antibidticos también complica el enfoque terapéutico. La
aparicion rapida de muchos microorganismos patdgenos que presentan resistencia frente a compuestos
farmacéuticos tales como agentes antiviricos o antibiéticos es una preocupacion importante para la salud publica.
Ahora es urgente la necesidad de estrategias terapéuticas alternativas.

P. aeruginosa produce un gran numero de receptores de proteinas que son capaces de reconocer especificamente
hidratos de carbono. Estos receptores, denominados lectinas, desempefian un papel en la adhesién al tejido del
hospedante y en la formacion de biopeliculas. Las lectinas se producen en forma soluble en la bacteria, o estan
presentes en el apice de organulos adhesivos. LecA (PA-IL) y LecB (PA-IIL) son lectinas solubles que se producen
en el citoplasma de P. aeruginosa, pero también se han detectado en gran cantidad en la membrana externa de las
células bacterianas. LecA y LecB son ambas proteinas tetrameras, y reconocen galactosa y fucosa,
respectivamente, de una forma dependiente del calcio (Gilboa-Garber, Methods Enzymol. 1982, 83, 378-385). Se
consideran como factores de virulencia para las bacterias, y son coexpresadas con enzimas y otras proteinas
durante la infeccion. Se ha demostrado que LecA es toxico para las células de las vias respiratorias (Bajolet-
Laudinat et al. Infect. Immun. 1994, 62, 4481-4487), y también desempefia un papel en la formacion y estabilizacion
de la biopelicula de las bacterias. LecB también esta implicada en la formacién de biopeliculas (Tielker et al.,
Microbiology 2005, 151, 1313-1323), e inhibe el movimiento ciliar en células del pulmén en cultivo (Adam et al., Am.
J. Respir. Crit. Care Med. 1997, 155, 2102-2104).

En muchos casos, el proceso infeccioso se inicia mediante el reconocimiento especifico de glicoconjugados de los
epitelios del hospedante por receptores bacterianos denominados lectinas. La especificidad de estas lectinas por
hidratos de carbono determina la focalizacion por hospedantes y tejidos. La etapa de reconocimiento es seguida por
la adhesioén, un proceso que acciona muchas rutas celulares tanto en las bacterias como en el hospedante,
influyendo por lo tanto en la siguiente etapa de invasion y colonizacion. El bloqueo de la adhesion por
glicocompuestos que actian como analogos solubles de glicoconjugados (denominados aqui “glicomiméticos” en
oposicidn a los azucares o glicoconjugados naturales) es por lo tanto una posible estrategia frente a la infeccion.
Tales glicomiméticos entran en competicion con los glicoconjugados naturales presentes en los tejidos humanos, y
de este modo bloquean la adhesion bacteriana y el desarrollo de colonias. La caracterizacion de la interaccion entre
las lectinas bacterianas y los glicoconjugados de los hospedantes ha sido una etapa necesaria para el disefio de
glicomiméticos que pueden interferir en el proceso, y por lo tanto limitar la adhesién bacteriana y/o la formacion de
biopeliculas.

Los hidratos de carbono y los derivados son una fuente prometedora de compuestos antiinfecciosos, puesto que
muchas infecciones se inician mediante la adhesidon de los microorganismos sobre la superficie de la célula
huésped. En lugar de exterminar a las bacterias mediante antibiéticos, un procedimiento que induce la aparicion de
cepas resistentes, la alternativa propuesta es interferir con el proceso de adhesién. La caracterizacion de los
oligosacaridos naturales implicados en la adhesion bacteriana ayuda en el disefio de analogos solubles (es decir, los
glicomiméticos) que son capaces de competir con los glicoconjugados de la superficie celular. Las ventajas de los
glicomiméticos antibacterianos son su uso local y su ausencia de toxicidad. Ademas, el riesgo de resistencia es débil
puesto que no afecta directamente al metabolismo de las bacterias. Finalmente, tales compuestos se pueden usar
conjuntamente con otros tratamientos, tales como antibiéticos.

Los compuestos glicomiméticos son asi una ruta de interés para inhibir la adhesion de patdgenos a tejidos humanos,
y algunos de ellos ya se han desarrollado para infeccion bacteriana que afecta al aparato gastrointestinal, al aparato
urinario, u a los oidos. Recientemente, los glicomiméticos disefiados contra FimH, una lectina presente en los pelos
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de E. coli uropatégena, demostraron que no soélo bloquean la adhesion de las bacterias en los epitelios de la vejiga
sino que también inhiben la produccion de biopeliculas (Wellens et al., PLoS One. 2008, 3, 2040).

Los documentos WO 2005/089733, WO 2007/021721 y WO 2007/143052 describen oligosacaridos dirigidos contra
algunas infecciones bacterianas.

Sin embargo, cuando se desarrollan glicomiméticos, se ha de recordar que se requiere una fuerte afinidad a fin de
obtener una competicion eficiente con los glicoconjugados de la superficie celular, y no siempre es facil de
desarrollar tales glicomiméticos. Las interacciones de lectina-hidratos de carbono se caracterizan a menudo por una
baja afinidad (intervalo milimolar), y esto ha sido una barrera importante en el desarrollo de compuestos
glicomiméticos biolégicamente activos. Se ha demostrado que la multivalencia es una estrategia eficiente para
incrementar significativamente la interacciéon entre los compuestos y la diana. Se han usado varios enfoques,
oscilando desde valencia baja para los glicoconjuntos hasta valencia elevada para los glicodendrimeros o
glicopolimeros. Los glicodendrimeros dirigidos contra FimH demostraron ser eficientes como compuestos anti-
adhesivos frente a E. coli uropatégena (Touaibia et al., ChemMedChem. 2007, 2, 1190-1201). Recientemente se
usaron glicodendrimeros que presentan fucosa para dispersar biopeliculas de varias cepas de P. aeruginosa
(Johansson et al., Chem Biol 2008, 15, 1249-1257). Estos resultados confirman el potencial del glicomimético para
combatir infecciones bacterianas, y demuestran que se pueden usar como estrategias anti-adhesion.

Recientemente, los inventores de la presente invencion han publicado (Cecioni et al. Chem. Eur. J. 2009, 15, 13232-
13240) compuestos glicomiméticos que son glicoconjugados de calixareno y que se evaluaron como ligandos para la
lectina que se une a la galactosa PA-IL de la bacteria oportunista P. aeruginosa. Los resultados muestran que un
glicoconjugado de calixareno que posee cuatro azucares es el inhibidor mas potente para la unién de PA-IL a
superficies galactosiladas para aplicaciones potenciales como agente anti-adhesivo.

Los resultados interesantes obtenidos en este trabajo han alentado a los inventores a proseguir su busqueda a fin de
encontrar algunos compuestos nuevos que presenten propiedades anti-adhesivas y que tengan afinidad elevada por
lectinas bacterianas.

Sin embargo, el hallazgo de tales compuestos no es facil. La afinidad de los glicomiméticos por las lectinas, y por lo
tanto su eficiencia, no depende solamente del nimero de azucares presentados por los glicoconjugados de
calixareno, es decir, la valencia, sino también de la longitud y flexibilidad de los ligadores de los glicoconjugados de
calixareno, conectando dichos ligadores el resto de azucar al resto de calixareno. Basandose en el resto de
calixareno que proporciona valencia que varia de 1 a 4, es necesario por lo tanto desarrollar nuevas clases de
moléculas, basandose en nuevos ligadores que provean de propiedades diferentes a los compuestos glicomiméticos
finales.

Por lo tanto, todavia existe la necesidad de un nuevo desarrollo para obtener nuevos compuestos glicomiméticos
que tengan afinidad elevada frente a lectinas de patégenos, y actividad antiinfecciosa.

Un objetivo de la presente invenciéon es proporcionar nuevos compuestos glicomiméticos capaces de bloquear
selectivamente la lectina A y/o la lectina B de Pseudomonas aeruginosa.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar nuevos compuestos glicomiméticos capaces de limitar la
adhesion de patdgenos, y por lo tanto con fuerte actividad antimicrobiana.

Otro objeto de la presente invenciéon es proporcionar nuevos compuestos glicomiméticos capaces de inhibir la
formacion de biopeliculas, y por lo tanto de interés como compuesto antiinfeccioso frente a bacterias mucoides.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto glicosilado a base de calixareno (I) que tiene la
férmula:

U]

en la que
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D se selecciona independientemente del grupo que comprende un grupo -CH-, un atomo de oxigeno (-O-), un
atomo de azufre (-S-), un grupo sulfinilo

o

(~>)

0 un grupo sulfonilo

o\\S P
(=),

E se selecciona independientemente del grupo que comprende un hidrégeno (-H), un alquilo que tiene de 1 a 10
atomos de carbono, un arilo que tiene de 6 a 20 atomos de carbono, un grupo dioxido de nitrégeno

un grupo azida (-N=N"=N"), un grupo amino (-NH,), un grupo guanidinio

NH
" 2
—N

( NHQ),

un atomo de halégeno, un grupo -CHzR en el que R es un hidroxilo (OH), un halogeno, un grupo amino, un grupo
N(alquilo)2, un grupo NH(alquilo), o E representa un -CO-R’

()J\ R)

en la que R’ es un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo o un amino,
B representa un grupo A-C en el que

A se selecciona independientemente del grupo que comprende un atomo de oxigeno, un atomo de azufre, un
grupo NH o un grupo (CHy);, siendo i un numero entero de 1 a 10,

C se selecciona independientemente del grupo que comprende un hidrégeno, un alquilo, un alquenilo, un
alquinilo,

o C es un grupo de férmula:

NEEAN
J\/N—CH2—~ ligador — azlcar
G H,

en la que

el ligador es un grupo de formula:
(CO-NH)-(V)m-U

en la que
n es un numero enterode 1 a 3,
V = CH,, CsHs (fenilo “Ph”), CH2-CH2-O-CH,, CH2-CO-NH-CHp,
m es un nimero entero de 1 a 15,
U esta ausente o es CH,

el azucar es un grupo que tiene al menos un resto de hidrato de carbono y se selecciona del grupo que comprende:
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O
OH HO OH HO OH
HO -0 HO -0 o CHs O
HO HO HO HO -~
OH "O--- O--- OH "O--- OH  on
o- 0 B-D-Glucosilo o~ o (-D-Manosilo o-0 B-D-Galactosilo -0 [-L-Ramnosilo
?' OH__OH on
H T O
CHs Q OH HO o S/O
OH OH HMA
HO OH O---
a- 0 P-L-Fucosilo a- o [B-D-Lactosilo a- 0 P-N-acetilneuraminilo

o sus derivados,

y en la que al menos uno de los cuatro grupos C del compuesto glicosilado a base de calixareno (I) representa el
grupo de férmula

N

N= |
J\;N—CHz—- Ligador — Azucar
o

wearnCH,

como se define anteriormente.

El compuesto glicosilado a base de calixareno (1) como se define en la presente solicitud también se podria definir
como un compuesto glicomimético que comprende un nucleo que tiene al menos un brazo y como maximo cuatro
brazos, estando representado el brazo por el siguiente grupo C

NEZAN
J\/N_CHz'— Ligador ’— Azucar

v CHy

definiéndose el nucleo como el resto de la formula (1).

La expresion “compuesto glicomimético”, como se usa en la presente solicitud, se refiere mas particularmente a un
compuesto (incluyendo sus sales fisioldgicamente aceptables) que tiene afinidad elevada por la Lec A, Lec B o por
ambas lectinas de la bacteria Pseudomonas aeruginosa.

La originalidad de la presente invenciéon esta en la estructura particular del ligador que esta constituido en dos
partes.

La primera parte del ligador (situada proxima al resto triazolico

N,
-

=N
LN*CHZW
_—

(el )

es un enlace de amida -(CONH)-; este enlace de amida plano proporciona cierta rigidez a la primera parte del
ligador, y permite una presentacion optima de los brazos (niUmero variable de 1 a 4) con respecto al sitio de unién a
lectina.

La segunda parte del ligador (situada proxima al resto de hidrato de carbono) es variable, y esta representada por la
estructura (V)m-U como se define anteriormente. Esta segunda parte variable del ligador puede representar un grupo
que comprende también un enlace amidico, un resto etilenglicélico o un resto aromatico. Estas segundas partes
variables tendran diferentes flexibilidades, y por lo tanto pueden presentar diferentes afinidades con respecto a las
lectinas.

Se mostré que las interacciones de los glicomiméticos recientemente disefiados con LecA desempefian mayores
afinidades en comparacioén con los compuestos no funcionalizados con amida previamente dados a conocer (Cecioni
et al.,, 2009). Puesto que las afinidades medidas estan mejoradas para tales glicomiméticos recientemente
disefados, las propiedades anti-adhesivas de tales moléculas se pueden por lo tanto imaginar realmente.

5
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El término “alquilo”, como se usa aqui, se refiere a una cadena hidrocarbonada saturada, ramificada o no ramificada,
monorradicalica, que tiene de 1 a 10 atomos de carbono. Este término se ejemplifica mediante grupos tales como
metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, sec-butilo, iso-butilo, terc-butilo, n-hexilo, n-octilo, terc-octilo, n-decilo, y
similares.

El término “arilo” se refiere a un grupo carboxilico aromatico insaturado, de 6 a 20 atomos de carbono, que tiene un
Unico anillo o multiples anillos condensados (fusionados). Este término se ejemplifica mediante grupos tales como
fenilo, naftilo, y similares.

El atomo de halégeno se ejemplifica mediante un fltor (F), un cloro (Cl), un bromo (Br) o un yodo (]).

El término “alquenilo”’, como se usa aqui, se refiere a un monorradical de grupo hidrocarbonado insaturado,
ramificado o no ramificado, que tiene preferiblemente de 2 a 10 atomos de carbono, y que tiene de 1 a 6 sitios de
insaturacion vinilica. Este término esta ejemplificado por grupos tales como etenilo (-CH=CH), n-propenilo (-CH.-
CH=CHy), iso-propenilo (-C(CH3)=CHy), y similares.

El término “alquinilo” se refiere a un monorradical de un hidrocarburo insaturado que tiene preferiblemente de 2 a 10
atomos de carbono y que tiene al menos de 1 a 2 sitios de insaturacion acetilénica (triple enlace). Este término se
ejemplifica mediante grupos tales como etinilo (-C=CH), propargilo (-CH,-C=CH), y similares.

Cuando uno de los cuatro grupos C del compuesto glicosilado a base de calixareno (1) representa el siguiente grupo
mencionado anteriormente:

NZN

N
)\/N_CHQ_ Ligador — Azlcar
e CHa

entonces el mencionado compuesto glicosilado a base de calixareno (I) también se puede denominar compuesto
glicosilado a base de calixareno (1) “monovalente”.

Cuando dos de los cuatro grupos C representan tal grupo, el compuesto glicosilado a base de calixareno (l) se
denomina “divalente”.

Cuando tres de los cuatro grupos C representan tal grupo, el compuesto glicosilado a base de calixareno (I) se
denomina “trivalente”.

Cuando los cuatro grupos C representan tal grupo, el compuesto glicosilado a base de calixareno (I) se denomina
“tetravalente”.

Ventajosamente, los derivados de azicar mencionados anteriormente en el grupo C se seleccionan del grupo que
comprende:

OH HO OH
HO _—0 O
HO HO
CH3COHN o--- CH3COHN  "O---
a- 0 [3-D-N-Acetil-glucosaminilo o- o [(-D-N-Acetil-galactosaminilo
OH__OH

o OH
OH HO

CH3COHN O---
o= 0 [(-D-N-Acetil-lactosaminilo
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COH on_oH
o OH
A0 0
OH HON—)
Y = OH Y o
3'-Sialil-o- 0 B-D-lactosilo
Y =NHCOCH;
3'-Sialil-oi- 0 B-D-N-Acetil-lactosaminilo
y
HO OH
N COzH
HO™ /™0 >
CH3COHN 4= HO
HO o) OH
Y =0OH HO o 0
6'-sialil-o. 0 [B-D-lactosilo OH HO

Y o---
Y = NHCOCH;

6'-sialil-a- 0 B-D-N-Acetil-lactosaminilo

En otro aspecto, los derivados de azicar mencionados anteriormente en el grupo C se seleccionan del grupo que
comprende:

OH
HO

HO™/ o CH3

HO HO OH OH
HO o) o)
© Chs Ho§$/8§$w
HO __OH OH o---
CH3COHN
o o f/o 3
HO o%
O---

Antigeno Lewis a (Le@) Antigeno Lewis b (LeP)

L\- CO,H

HOM" o/~

O OH OH OH OH
CH3COHN
HO /o
CH3COHN O---
O---

Antigeno sialil Tn (STn) CH3COHN Antigeno TF

& OH HO&/&HO OH
(0]
oo N x%;% Hoc',&o

OH
(o)
HO
: Z‘ CH3COHN O--- CH3zCOHN O---
OH Antigeno tipo sangre A Antlgeno tipo sangre B

O
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OH
OH OH
O
HO HO /O
O- -
HO S % \ o CH300HN
HO OH
CH3COHN O---
CH3/ O ’ OH
HO OH Antigeno tipo sangre O Antlgeno Lewis y (LeY)
OH OH HO OH
COHOH __OH
HO \ &0 \ &/ OH
OH o o o o
CHaCOHN "~ O--- CHCOHN =7 OH o&\\k
CH37 0 HO CH3COHN "O---
OH
7 CH3 077 on
y Antigeno sialil Lewis x (sLeX) OH -
Antigeno Lewis x (LeX) HO

En aun otro aspecto, se selecciona el aztcar definido en el grupo C del compuesto glicosilado a base de calixareno
(), en el que el azucar definido en el grupo C se selecciona del grupo que comprende B-D-galactosilo, a-D-
5 mannosilo y a-L-fucosilo. Ventajosamente, el azucar es el 3-D-galactosilo.

Ventajosamente, el ligador definido en el grupo C del compuesto glicosilado a base de calixareno (I) se selecciona
del grupo que comprende:

. n=1,m=1,V =CHxCH,-O-CH;, U = CHa,
que corresponde al siguiente ligador: CO-NH-CHz-CH»-O-CH2-CHy;
10 ) n=1,m=1,V=CsHs (“Ph”), U = ausente,
que corresponde al siguiente ligador: CO-NH-CgHy;
. n=1,m=1,V =CH,CO-NH-CHy, U = CHj,
que corresponde al siguiente ligador: CO-NH-CH2-CO-NH-CH,-CHs.

Ventajosamente, la presente invencion proporciona un compuesto glicosilado a base de calixareno (1) como se
15 define previamente, en el que dos de los cuatro grupos C del compuesto glicosilado a base de calixareno (1)
representan el grupo de férmula:

E;/\N—CHQ Ligador —‘ AzUcar

W""W"”CHZ

El compuesto glicosilado a base de calixareno (l) divalente asi definido anteriormente se puede representar
mediante uno de los siguientes patrones de sustitucion:

20 - el 1,2-disustituido:
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- el 1,3-disustituido

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto glicosilado a base de calixareno (I) como se define
5 previamente, en el que tres de los cuatro grupos C del compuesto glicosilado a base de calixareno (I) representan el
grupo de férmula:

NN
J\/N—CHQ—~ Ligador Azlcar

"""‘""’""CHZ

El compuesto glicosilado a base de calixareno (I) trivalente asi definido anteriormente se puede representar
mediante la siguiente conformacion trisustituida:

10
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En todavia otro aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto glicosilado a base de calixareno (I) como
se define previamente, en el los cuatro grupos C del compuesto glicosilado a base de calixareno (l) representan el
grupo de férmula:

N/\

J\/N CH,— Ligador — Azucar

WW"'MCHQ

5 El compuesto glicosilado a base de calixareno (I) tetravalente asi definido anteriormente se puede representar
mediante una de las cuatro conformaciones siguientes:

- la conformacion de cono:

CHa (‘3H2

%), Lig

- la conformacién de cono parcial:

10

- la conformacion 1,3-alterna:

10
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= =3
CHz CHy

- la conformacion 1,2-alterna:

Ventajosamente, la presente invencion proporciona un compuesto glicosilado a base de calixareno (1) como se
5 define previamente en el que D representa un grupo —CH;-, E representa un grupo alquilo que es un grupo terc-
butilo, y A definido en el grupo B del compuesto glicosilado a base de calixareno (I) representa un atomo de oxigeno.

11
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Otra ventaja del compuesto glicosilado a base de calixareno (I) segun la invencion esta en el hecho de que se puede
obtener facilmente, segiin metodologias sintéticas ajustables y variables.

Segun todavia otro aspecto, la invencién también proporciona un procedimiento para la preparacion de un
compuesto glicosilado a base de calixareno (I) como se define anteriormente, caracterizado por que comprende las
5 siguientes etapas:

(a) Preparar un calix[4]areno propargilado de formula (IV):

RN
I <>
ol
~1

S (V)

en la que D y E son como se definen en la reivindicacion 1,

mediante multipropargilacion regioselectiva de un calix[4]areno de férmula (V):

H

10 OH V)

con un compuesto propargilado de férmula (VI):
/\ Br Vi)

en presencia de una base, para obtener el calix[4]areno propargilado (IV),

(b) preparar un compuesto glicosilado a base de calixareno protegido de férmula (l1):
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D
NaN
N g
Y © b=
6 B3

()
en la que
el ligador y el azicar son como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,

X representa un grupo protector seleccionado del grupo que comprende acetato (CH3CO), benzoato
(CeHsCO) o bencilo (CeHsCHS>), y este grupo protector esta unido al atomo de oxigeno de los grupos hidroxilo
del azucar (véase la férmula del azicar como se representa previamente),

mediante conjugacion del calix[4]areno propargilado (IV) como se obtiene en la etapa previa con un derivado
de hidrato de carbono de férmula (lll) que posee una funcionalidad azido proxima al extremo del ligador:

N3-CHz-Ligador-Azucar (l11)

preparandose el mencionado hidrato de carbono mediante glicosilacién con un ligador que posee una funcion
alcohol en un extremo y una funcién azido en el otro extremo.

(c) Obtener el compuesto glicosilado a base de calixareno (I) como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10 mediante desproteccion de los grupos protectores del mencionado compuesto
glicosilado a base de calixareno protegido de férmula (l1).

La base que se puede usar con los compuestos (V) y (VI) puede ser NaH en DMF (conformacion de cono) o KoCOs y
después Cs,COs3. Entonces se obtiene una mezcla de conformaciones de cono parcial y 1,3-alterna, que se pueden
separar mediante cromatografia en columna sobre gel de silice, conduciendo a dicho calix[4]areno propargilado (IV).

La presente invencion también proporciona una composiciéon farmacéutica caracterizada por que comprende un
compuesto glicosilado a base de calixareno () como se define previamente, en combinacién con vehiculos o
diluyentes farmacéuticamente aceptables.

En todavia un aspecto adicional de la invenciéon, la composicién farmacéutica asi definida también comprende un
agente terapéutico util como agente antiinfeccioso frente a patdbgenos que usan lectinas en las primeras etapas de
infeccion.

Este agente terapéutico es, por ejemplo, un agente terapéutico para infecciéon por P. aeruginosa, tal como
infecciones pulmonares en pacientes con fibrosis quistica, infeccidon por quemaduras en medios hospitalarios, e
infeccion de llagas en geriatricos.

La presente invencion también proporciona un compuesto glicoconjugado a base de calixareno (1), o una
composicion farmacéutica como se define previamente, para uso como agente infeccioso dirigido contra otros
patégenos que usan lectinas para la adhesion a células hospedantes, tales como el virus de la gripe.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto glicoconjugado a base de
calixareno (I), o una composicion farmacéutica como se define previamente, para la fabricacién de un farmaco
destinado a prevenir o tratar infecciones bacterianas de patdgenos que usan lectinas en las primeras etapas de
infeccion.
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Tal farmaco actiia como agente antiinfeccioso dirigido contra lectinas de patdgenos.

En otro aspecto de la invencion, los compuestos glicosilados a base de calixareno (I) mencionados anteriormente, y
las composiciones farmacéuticas o farmacos que comprenden estos compuestos, se usan mediante la via
respiratoria o pulmonar.

Estos compuestos, farmacos o composiciones se inhalan o instilan en el aparato respiratorio para prevenir o tratar
infecciones de Pseudomonas aeruginosa, en particular pacientes con CF o pacientes con respiracion asistida y que
a menudo son victimas de infecciones intrahospitalarias.

En un aspecto adicional de la invencién, los compuestos glicosilados a base de calixareno (I) mencionados
anteriormente, las composiciones farmacéuticas o farmacos que comprenden estos compuestos se usan mediante
la via local o sobre una venda para prevenir o tratar infecciones de Pseudomonas aeruginosa, en particular para
quemaduras o escaras.

Las nuevas caracteristicas de la presente invencion seran manifiestas para los expertos en la técnica al examinar la
siguiente descripcion detallada de la invencion. Sin embargo, se deberia entender que la descripcion detallada de la
invencion y los ejemplos especificos presentados, aunque indican ciertas realizaciones de la presente invencion, se
proporcionan solamente para fines ilustrativos, debido a que diversos cambios y modificaciones dentro del espiritu y
alcance de la invenciéon seran manifiestos para aquellos de pericia en la técnica a partir de la descripcion detallada
de la invencion.

Ahora se hace referencia a los siguientes ejemplos junto con los dibujos que se acompafian 1 a 7.

La figura 1a es un esquema de sintesis general que ilustra las estructuras quimicas y la preparacion del
compuesto glicosilado a base de calixareno (l) tetravalente en el que los cuatro grupos C representan el
grupo de férmula:

N=N
J\/N_CHF‘ Ligador — Azucar

La figura 1b es un ejemplo particular del esquema de sintesis general de la figura 1a, en el que, en el
compuesto glicosilado a base de calixareno (I) tetravalente, D representa un grupo —CHz-, E representa un
grupo alquilo que es el grupo terc-butilo (£-Bu), A definido en el grupo B representa un atomo de oxigeno, el
ligador, el azicar y X son como se definen previamente. En las figuras 1a y 1b, el compuesto glicosilado a
base de calixareno (l) obtenido es tetravalente. EI compuesto glicosilado a base de calixareno ()
monovalente, divalente o trivalente se obtienen sin embargo de la misma manera que el tetravalente. La
alquilacién selectiva de los grupos fendlicos se logra con una base en presencia de haluros de alquilo, y los
grupos fendlicos restantes se propargilan entonces en las mismas condiciones que para la transformacion de
(V) en (IV).

La figura 2a representa esquemas de sintesis de azido-derivados de hidratos de carbono (lll), denominados
respectivamente “3” (en el que el ligador = CO-NH-CH,-CH,-O-CH»-CH>) y “8” (en el que el ligador = CO-NH-
CH»-CO-NH-CH2-CH>). Los reactivos y las condiciones de las diferentes etapas se describen mas abajo.
Etapa a): HOCH;CH,OCH,CH.CI, SnCls, CF3CO.Ag, CH.Cly, rt, 2 h; Etapa b): NaNs, nBusNI, DMF, 85°C, 16
h; Etapa c): Hz, Pd-C al 10%, CH2Cl,, rt, 16 h; Etapa d): BrCH>.COBr, EtsN, CH2Cly, rt, 12 h; Etapa e): NaNs,
nBusNI, DMF, 85°C, 16 h; Etapa f): acetato de propargilo, Cul, iPr,NEt, DMF, 110°C, microondas, 15 min.;
Etapa g): MeOH, H.O, EtsN, rt, 16 h; Etapa h): HOCH>CH,CI, SnCls, CF3CO2Ag, CH2Cly, rt, 2 h; Etapa i): N-
cloroacetil-glicina, EDCI, HOBt, CH,Cl./DMF, rt, 16 h.

La figura 2b representa un esquema de sintesis del azidoderivado de hidrato de carbono (Ill) denominado
“12” (en el que el ligador = CO-NH-CgH.). Los reactivos y las condiciones de las diferentes etapas se
describen mas abajo. Etapa a): Ac,O, CsHsN, DMAP, rt, 16 h; Etapa b): Hy, Pd-C al 10%, CHCly, rt, 16 h;
Etapa c): BrCH,COBr, EtsN, CHyCly, rt, 2 h; Etapa d): NaNs, nBusNI, DMF, 50°C, 16 h; Etapa e) acetato de
propargilo, Cul, iProNEt, DMF, 110°C, microondas, 15 min.; Etapa f) MeOH, H.O, EtsN, rt, 16 h.

La figura 3a representa esquemas de sintesis de compuesto glicosilado a base de calixareno (1) tetravalente
denominado “19” usando los azidoderivados de hidratos de carbono (lll) denominados “3” preparados como
se ilustra en la figura 2. La figura 3b representa esquemas de sintesis de glicomiméticos (I) denominados
respectivamente “21” (véase fig. 3b-1), “23” (véase fig. 3b-2) y “25”(véase fig. 3b-3) usando el azidoderivado
de hidrato de carbono “8”. La fig. 3c representa esquemas de sintesis de glicomiméticos (I) denominados
respectivamente “27” (véase fig. 3c-1), “29” (véase fig. 3c-2) y “31” (véase fig. 3c-3) usando el azidoderivado
de hidrato de carbono “12”.

La figura 4 representa curvas para el Ensayo de Lectina Ligado a Enzima (ELLA). Mas particularmente, esta
figura ilustra la comparacion del efecto de competicion de tres compuestos glicosilados (I) monovalentes
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diferentes, denominados respectivamente 5, 10 y 14. La curva con el simbolo = representa el compuesto 5.
La curva con el simbolo A representa el compuesto 10. La curva con el simbolo e representa el compuesto
14.

Las figuras 5a y 5b se refieren al compuesto glicosilado a base de calixareno (1) tetravalente, denominado 19,
para la inhibicién de la unién de LecA en un chip revestido de galactosa mediante SPR. Mas particularmente,
la figura 5a representa los sensogramas obtenidos con concentraciones crecientes del compuesto 19. La
figura 5b representa la curva de inhibicion derivada de los diferentes sensogramas y usada para el calculo del
valor IC50.

La figura 6 representa el termograma ITC de la interaccion entre LecA y el glicocompuesto. La parte superior
representa los datos de ITC en bruto, y la parte inferior la isoterma de unién para la unién del compuesto 19 a
LecA.

La figura 7 representa el efecto protector de diferentes monosacaridos (glucosa, galactosa) y derivados
(compuesto 14) en un modelo de ratones con infeccion por P. aeruginosa. La permeabilidad mide el deterioro
de la barrera alveolar, es decir, los dafios al tejido pulmonar provocados por la infeccion bacteriana.

EJEMPLO |
PREPARACION DE COMPUESTO GLICOSILADO A BASE DE CALIXARENO (I)

El esquema de sintesis general usado en este ejemplo para preparar el compuesto glicosilado a base de calixareno
de formula general (I) se ilustra en las Figuras 1a y 1b, en el que un calix[4]areno propargilado de formula (IV) se
prepara mediante multipropargilacion regioselectiva de un calix[4]areno de férmula (V) con un compuesto
propargilado de féormula (VI), después el mencionado calix[4]areno propargilado de féormula (V) se conjuga con un
derivado de hidrato de carbono de férmula (lll) a fin de obtener un compuesto glicosilado a base de calixareno
protegido con acetilo de féormula (ll), que conduce, cuando se desprotege mediante hidrélisis, a compuesto
glicosilado a base de calixareno (I).

Los esquemas sintéticos especificos que ilustran el esquema de sintesis general se ilustran en las Figuras 2a, 2b y
en las figuras 3a, 3b, 3c.

Los compuestos preparados aqui mas particularmente son compuesto glicosilado a base de calixareno ()
tetravalente, en el que:

- D representa un grupo —CH-,
- E representa un grupo alquilo que es el grupo terc-butilo,
- A definido en el grupo B representa un atomo de oxigeno,
- el azucar definido en el grupo C es el B-D-galactosilo, y
- el ligador definido en el grupo C representa respectivamente:
. CO-NH-CH2-CH,-0O-CH,-CH_,: véase compuesto “197;
. CO-NH-CH2-CO-NH-CH»-CHa: véanse compuestos “21”, “23” y “25”;
. CO-NH-CsH4: véanse compuestos “27”, “29” y “31”.
Los compuestos glicomiméticos tetravalentes 19, 21, 23, 25, 27, 29 tienen las siguientes conformaciones:
- conformacion 1,3 alterna para los glicomiméticos 19, 25y 31,
- conformacioén de cono para glicomiméticos 21y 27,
- conformacioén de cono parcial para glicomiméticos 23 y 29.

Ahora se describen métodos experimentales generales para preparar estos compuestos glicosilados a base de
calixareno 19, 21, 23, 25, 27,29y 31.

Todos los reactivos para la sintesis fueron comerciales (disponibles con la pureza mas elevada para compuestos de
grado reactivo) y se usaron sin purificacion adicional. Los disolventes se destilaron sobre CaH, (CH.Cl;), Mg/l,
(MeOH), Na/benzofenona (THF), o se adquirieron secos. Todas las reacciones se llevaron a cabo en una atmodsfera
de argon. Las reacciones con activacion de microondas se llevaron a cabo en un sistema Biotage Initiator. Los
disolventes de RMN se adquirieron de Euriso-Top (Saint Aubin, Francia).
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Los espectros de RMN se registraron a 293 K, excepto que se sefiale de otro modo, usando un espectréometro de
300 MHz o 400 MHz. Los desplazamientos estan referenciados con respecto a picos residuales de disolvente
deuterado.

Para explicar las multiplicidades observadas, se usan las siguientes abreviaturas: s, singlete; d, doblete; t, triplete; q,
cuadruplete, m, multiplete y bs, singlete ancho.

Las asignaciones de las sefales completas a partir de RMN monodimensional y bidimensional se basa en
correlaciones COSY, HSQC y HMBC.

Los espectros de infrarrojos se registraron usando un espectrometro FT-IR con accesorio ATR. Los espectros de
masas de alta resolucion (LSIMS) se registraron en el modo positivo usando un espectrémetro Thermo Finnigan Mat
95 XL.

Los espectros de masas por ESI se registraron en el modo positivo usando un espectrometro Thermo Finnigan LCQ.
Los espectros de masas de alta resolucién (HR-ESI-QTOF) se registraron usando un espectrometro Bruker
MicrOTOF-Q Il XL.

Los espectros de masas de MALDI-ToF se registraron en modo de reflectiron de ion positivo usando un
espectrometro Voyager DE-STR (Applied Biosystem) con CHCA (acido ¢-ciano-4-hidroxicinamico, 10 g.I"" en MeOH)
y Nal (10 g.I"" en acetona) como matriz.

La cromatografia de capa fina (TLC) se llevé a cabo en laminas de aluminio revestidas con gel de silice 60 Fass4
(Merck). Las placas de TLC se inspeccionaron mediante luz UV (L = 254 nm) y se desarrollaron mediante
tratamiento con una mezcla de H>SO4 al 10% en EtOH/H,0 (95:5 v/v), seguido de calentamiento.

La cromatografia en columna sobre gel de silice se llevé a cabo con gel de silice Si60 (40-63 um). La rotacion optica
se midié usando un polarimetro Perkin Elmer.

1) Procedimiento general para cicloadiciones 1,3-dipolares (Método A)

Excepto que se indique de otro modo, el compuesto funcionalizado con alquino, yoduro de cobre, DIPEA y un azido
derivado en DMF desgasificada se introdujeron en un vial Biotage Initiator de 2-5 ml. El vial se inundé con argon, y la
disolucion se sometié a ultrasonidos durante 30 segundos. El vial se cerré herméticamente con una tapa de tabique
y se calentdé a 110°C durante 15 min. bajo irradiacion de microondas (nivel de absorcion del disolvente: elevado).
Después de destapar el vial, si el producto es parcialmente soluble en agua, la mezcla bruta se concentré y se co-
evapord con tolueno 3 veces antes de la cromatografia ultrarrapida. Si el producto no es soluble en agua en
absoluto, la mezcla se diluyé con EtOAc (250 ml). La capa organica se lavé con porciones de 150 ml de HCI 1 N,
con NaHCO3; saturado, con agua, y con salmuera, sucesivamente. La capa organica se sec6 (Na>S0O,), se filtro y se
evapor6. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice ultrarrapida para
producir los cicloaductos deseados.

2) Procedimiento general para desacetilacion (Método B)

Excepto que se indique de otro modo, el glicésido o glicoconjunto acetilado (1 eq.) se suspendié en MeOH destilado,
agua ultra-pura vy trietilamina ultra-pura (5:1:1, v/v/v). La mezcla se agit6 en argdn a temperatura ambiente durante 2
a 4 dias. Los disolventes se evaporaron, se co-evaporaron con tolueno tres veces, y la espuma blanca resultante se
disolvio en agua ultra-pura (5 ml) y se liofilizé para producir glicomiméticos puros.

a) 1-Azido-3-oxapent-5-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-galactopiranésido (“2”)

Se afiadié gota a gota SnCls (1M en CH.Cly, 15,4 ml, 15,4 mmoles, 3 eq.) (en 60 min. - bomba de jeringa) a
temperatura ambiente a una disolucion agitada de 1 (2 g, 5,1 mmoles), trifluoroacetato de plata (1,7 g, 7,7 mmoles,
1,5 eq.) y 2-(2-cloroetoxi)etanol (0,957 g, 7,7 mmoles, 1,5 eq.) en diclorometano recientemente destilado (60 ml). La
mezcla se protegié de la luz. Se observd desaparicion del material de partida (monitorizacion mediante TLC) 10
minutos después de que se afadio todo el SnCls. La mezcla se transfirid en NaHCO3 acuoso saturado (400 ml), y se
comprobd que el pH era hasta 8. La disolucidon se agité vigorosamente durante 15 min. La disolucion bifasica se
extrajo con CH2Cl; (3 x 150 ml). Las capas organicas se combinaron, se lavaron sucesivamente con NaHCO3
acuoso saturado (2 x 150 ml), con agua (2 x 150 ml), con salmuera (150 ml) y se secaron (Na;SO.). Tras concentrar
y eliminar totalmente el CH.Cl, a alto vacio, el producto bruto (goma amarilla palida) se disolvié en DMF anhidra (50
ml). Se afiadi6 azida sodica (1,66 g, 25,6 mmoles, 5 eq.) y yoduro de tetra-n-butilamonio (0,378 g, 1,0 mmoles, 0,2
eq.), y la mezcla se agité a 80°C en argén durante 16 h. La mezcla se enfrio hasta r.t., sefiltré, y el sélido se lavo
con EtOAc. El filtrado se diluy6 con EtOAc para alcanzar un volumen total de 400 ml. La capa organica se lavé con
NaHCO3; ac. (2 x 100 ml), con agua (2x100 ml), con salmuera (100 ml), y se secd. Tras concentrar, el residuo (goma
amarilla a naranja) se purificdé mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (PE/EtOAc, 6:4) para producir
el B-glicosido correspondiente funcionalizado con azido 2 como una goma incolora (1,348 g, 57% a lo largo de 2
etapas). Rr= 0,31 (PE:EtOAc, 6:4). [a]p = -3,9° (c = 1, CH2Cly).
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b) 1-Azidoacetamido-3-oxapent-5-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopirandsido (“3”)

En un matraz de fondo redondo de 100 ml que contiene 2 (0,951 g, 2,06 mmoles) se afiadieron en argén 40 ml de
CH.CI; recientemente destilado. La mezcla se desgasifico con 3 ciclos de vacio/argén. Después, se afiadieron 0,219
mg (0,21 mmoles, 0,1 eq.) de Pd/C (10% en peso), y la mezcla se sometié a 3 otros ciclos de vacio/argén. La
disolucién se sometié a una atmoésfera de hidrégeno mediante 3 ciclos de vacio/hidrégeno y se agité a r.t. durante 20
h. La reduccion del resto azido se puede monitorizar mediante TLC (EtOAc). Si todavia esta presente algo de
material de partida después de 20 h, se pudo afiadir Pd/C después de inundar el matraz con argén. Después de 3
ciclos de vacio/hidrogeno, la mezcla se pudo agitar a r.t. durante unas pocas horas mas. Tras la desaparicion total
del material de partida, la mezcla se inundé con argén y se afiadio EtsN (575 ul, 4,12 mmoles, 2 eq.). Se afiadid
bromuro de bromoacetilo (214 ul, 2,47 mmoles, 1,2 eq.) gota a gota, y la mezcla se agité durante 12 h. La mezcla se
filtré a través de un tapdn de celita (CH2Cl;) para eliminar el Pd/C. La mezcla bruta en CH2Cl, (250 ml) se lavo con
HCI 1N (2 x 100 ml), con NaHCO3 saturado (2 x 100 ml), con agua (2 x 100 ml) y con salmuera (100 ml). Después
del secado (Na;S0O,), concentracion y eliminacion total de CH.Cl, con alto vacio, el producto bruto (goma naranja
palida) se disolvi6 en DMF anhidra (30 ml). Se afiadieron azida sédica (0,67 g, 10,3 mmoles, 5 eq.) y yoduro de
tetra-n-butil amonio (0,152 g, 0,41 mmoles, 0,2 eq.), y la mezcla se agité a 80°C en argon durante 16 h. La mezcla
se enfrié hasta r.t., se filtrd, y el sélido se lavo con EtOAc. El filtrado se diluyé con EtOAc para alcanzar un volumen
total de 300 ml. La capa organica se lavé con NaHCO3 ac. (2 x 100 ml), con agua (2 x 100 ml), con salmuera (100
ml) y se secd. Tras concentrar, el residuo (goma naranja) se purifico mediante cromatografia en columna sobre gel
de silice (EtOAc) para producir el glicosido funcionalizado con azido 3 como una goma incolora (590 mg, 57% a lo
largo de 3 etapas).

R = 0,37 (EtOAC). [a]p = -13,3° (¢ = 1, CH,Cl,).

HR-ESI-QTOF MS (modo positivo) m/z: calculado para CzoH3oN4sNaO12 [M + Na]" 541,1752, encontrado 541,1744;
calculado para CzoH3z0N2NaO12 [M + Na - N3J* 513,1691, encontrado 513,1688.

c) 1-[(1,2,3-Triazol-4-acetoximetil-1-il)-acetamido]-3-oxapent-5-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranésido (“4”)

Obtenido como una espuma blanca (136 mg, 72%) siguiendo el Método A: 3 (158 mg, 0,30 mmoles, 1 eq.), acetato
de propargilo (45 mg, 0,46 mmoles, 1,5 eq.), yoduro de cobre (5,8 mg, 0,1 eq.) y DIPEA (159 pl, 3 eq.) en DMF (3
ml). La mezcla se tratd, la capa acuosa se extrajo con CHyCly, y el producto bruto se purificd sobre gel de silice
(EtOAC) para producir el compuesto 4 puro.

Rr= 0,16 (EtOAC).

[a]o =-30,8° (c = 0,4, CH2Cl).

HR-ESI-QTOF MS (modo positivo) m/z: calculado para CasHasN4NaO14 [M + Na]* 639,2120, encontrado 639,2096.
d) 1-[(1,2,3-Triazol-4-hidroximetil-1-il)-acetamido]-3-oxapent-5-il 3-D-galactopirandsido (“5”)

Obtenido como un aceite incoloro (72 mg, 94%) siguiendo el Método B: 4 (117 mg, 1 eq.), MeOH (2 ml), agua (0,5
ml) y trietilamina (0,5 ml).

[a]o =+ 2,9° (c = 0,45, H0).
HR-ESI-QTOF MS (modo positivo) m/z: calculado para C1sH26N4NaOg [M + Na]™ 429,1586, encontrado 429,1592
e) 2-Azidoetil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranésido (“6”)

Se afadié SnCls (1M en CH.Cl,, 38,4 ml, 38,4 mmoles, 3 eq.) gota a gota (en 120 min. - bomba de jeringa) a
temperatura ambiente a una disolucién agitada de 1 (5 g, 12,8 mmoles), trifluoroacetato de plata (4,2 g, 19,2
mmoles, 1,5 eq.) y 2-cloroetanol (1,3 ml, 19,2 mmoles, 1,5 eq.) en diclorometano recientemente destilado (150 ml).
La mezcla se protegié de la luz. La desaparicion del material de partida no se pudo observar como material de
partida, y el compuesto deseado tiene la misma R;. Después de 3 horas (1 hora después del final de la adicion de
SnCly), la mezcla se transfiri6 a NaHCO3 acuoso saturado (750 ml) y se comprobd que el pH era hasta 8. La
disolucion se agitdé vigorosamente durante 20 min. La disolucion bifasica se extrajo con CHyCl» (3 x 150 ml). Las
capas organicas se combinaron, se lavaron sucesivamente con NaHCO3 acuoso saturado (2 x 150 ml), con agua (2
x 150 ml), con salmuera (150 ml) y se secaron (Na>SO4). Tras la concentracion y eliminacion total de CH2Cl» con alto
vacio, el producto bruto (goma amarilla palida) se disolvié en DMF anhidra (80 ml). Se afiadieron azida sédica (4,3 g,
66,3 mmoles, 5 eq.) y yoduro de tetra-n-butilamonio (0,491 g, 1,3 mmoles, 0,1 eq.), y la mezcla se agité a 70°C en
argon durante 16 h. La mezcla se enfri6 hasta r.t., se filtro, y el sélido se lavd con EtOAc. El filtrado se diluyé con
EtOAc para alcanzar un volumen total de 400 ml. La capa organica se lavé con NaHCOs3 ac. (2 x 100 ml), con agua
(2 x 100 ml), con salmuera (100 ml) y se secd. Tras la concentracion, el residuo (aceite amarillo) se purificé mediante
cromatografia en columna sobre gel de silice (PE/EtOAc, 1:1) para producir el B-glicésido funcionalizado con azido
correspondiente 6 como una goma incolora (4,186 g, 78% a lo largo de 2 etapas).
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Rf= 0,46 (PE:EtOAc, 1:1).
f) 2-[(N-Cloroacetil)glicinamido]-etil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-galactopiranoésido (“7”)

En un matraz de fondo redondo de 250 ml que contiene 6 (3,875 g, 9,28 mmoles) se afiadieron en argén 150 ml de
CH.CI; recientemente destilado. La mezcla se desgasifico con 3 ciclos de vacio/argén. Después, se afiadieron 0,495
mg (0,46 mmoles, 0,05 eq.) de Pd/C (10% en peso), y la mezcla se sometié a otros 3 ciclos de vacio/argon. La
disolucion se sometié a una atmdsfera de hidrogeno mediante 3 ciclos de vacio/hidrogeno, y se agité a r.t. durante
20 h. La reduccion del resto azido se puede monitorizar mediante TLC (PE/EtOAc, 1:1). Después de la desaparicion
total del material de partida, la mezcla se inundd con argon y se filtré a través de un tapén de celita (CH2Cl,) para
eliminar el Pd/C. La mezcla bruta se concentré a vacio produciendo espuma gris. En un segundo un matraz de fondo
redondo de 250 ml que contiene N-cloroacetilglicina (2,11 g, 13,9 mmoles, 1,5 eq.), se afadieron en argbn DMF
anhidra (45 ml) y CHCl, destilado (50 ml). La mezcla se enfri6 hasta -10°C usando un bafio de NaCl/hielo, y
después se anadieron HOBt (2,51 g, 18,6 mmoles, 2 eq.) y EDCI (2,81 g, 18,6 mmoles, 2 eq.). La mezcla se agité
durante 40 minutos, y después se afiadié gota a gota una disolucion de la amina bruta en 55 ml de CHxCl; (en 2 h).
La reaccion se dejo calentar a r.t. y se agité a r.t. durante 16 h. La mezcla bruta se concentré entonces, se diluy6 en
EtOAc (400 ml) y se lavé con HCI 1N (2 x 100 ml), con NaHCO3 saturado (2 x 100 ml), con agua (2 x 100 ml) y con
salmuera (100 ml). Después de secar (Na;SO.) y concentrar, el residuo se purific6 mediante cromatografia en
columna sobre gel de silice (EtOAc) para producir el glicdsido funcionalizado con cloro 7 como una espuma blanca
(2,612 g, 54% a lo largo de 2 etapas).

R = 0,30 (EtOAC). [o]p = + 8,2° (¢ = 1, CH,Cl,).

ESI-MS (modo positivo) m/z: 547,1 [M + Na]*, 1070,3 [2M + Na]" HR-ESI-MS (modo positivo) m/z: calculado para
C20H20CIN2NaO12 [M + Na]* 547,1307, encontrado 547,1306.

g) 2-[(N-Azidoacetamido)glicinamido]-etil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranésido (“8”)

En un matraz de fondo redondo de 100 ml que contiene derivado de cloro 7 (2,535 g, 4,8 mmoles), azida soédica
(1,57 g, 24,1 mmoles, 5 eq.) y yoduro de tetra-n-butilamonio (0,355 g, 1,0 mmoles, 0,2 eq.), se afadié6 DMF anhidra
(40 ml). La mezcla se agitd a 80°C en argdn durante 16 h. La TLC no permiti6 monitorizar la reaccion ya que el
material de partida y el compuesto deseado tienen polaridad similar. La mezcla se enfrié hasta r.t., se filtro, y el
solido se lavo con EtOAc. El filirado se diluyd con EtOAc para alcanzar un volumen total de 400 ml. La capa
organica se lavdé con NaHCO3 ac. (2 x 100 ml), con agua (2 x 100 ml), con salmuera (100 ml) y se secd (NazSO.).
Tras concentrar, el residuo (aceite amarillo) se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
(EtOAC), para producir el glicésido funcionalizado con azido correspondiente 8 como una espuma blanca (2,00 g,
78%).

Rf= 0,30 (EtOAc). [a]p = + 3,0° (c = 1, CHCl).
HR-ESI-QTOF MS (modo positivo) m/z: calculado para CaoH20NsNaO12 [M + Na]* 554,1705, encontrado 554,1715.
h) 2-N-[(1,2,3-Triazol-4-acetoximetil-1-il}-acetamido]glicinamido-etil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopirandsido (“9”)

Obtenido como una espuma blanca (176 mg, 99%) siguiendo el Método A: 8 (150 mg, 0,28 mmoles, 1 eq.), acetato
de propargilo (41 mg, 0,42 mmoles, 1,5 eq.), yoduro de cobre (5,3 mg, 0,1 eq.) y DIPEA (146 pl, 3 eq.) en DMF (3
ml). La mezcla bruta se eliminé por evaporacion y se co-evaporo 3 veces con tolueno. El producto bruto resultante 9
se purifico sobre gel de silice (EtOAc, después EtOAc/MeOH, 9:1) mediante dos cromatografias ultrarrapidas
sucesivas, produciendo compuesto puro.

Rf= 0,50 (EtOAc/MeOH, 9:1). [a]p = + 4,3° (c = 1,1, CH2Cly).
HR-ESI-QTOF MS (modo positivo) m/z: calculado para CasHasNsNaO14 [M + Na]* 652,2073, encontrado 652,2076.
i) 2-N-[(1,2,3-Triazol-4-hidroximetil-1-il)-acetamido]glicinamido-etil -D-galactopirandésido (“10”)

Obtenido como un polvo liofilizado blanco (82 mg, 78%) siguiendo el Método B: 9 (160 mg, 1 eq.), MeOH (5 ml),
agua (1 ml) y trietilamina (1 ml). Tras agitar a r.t. durante 2 dias y concentrar, la mezcla se disolvié en agua ultra-
pura (5 ml) y después se liofilizé para producir el glicésido desacetilado 10 puro.

[a]o =+ 4,2° (c = 0,55, H0).
HR-ESI-QTOF MS (modo positivo) m/z: calculado para C1sHzsNsNaOg [M + Na]™ 442,1540, encontrado 442,1544.
j) 4-(Azidoacetamido)fenil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-galactopirandsido (“12”)

En un matraz de fondo redondo de 250 ml que contiene 11 (4,07 g, 13,51 mmoles) y DMAP (20 mg) se afiadieron en
argon 50 ml de piridina. Después, se afiadieron gota a gota 35 ml de Ac;O. La mezcla se agit6 a r.t. durante 16 h. La
mezcla bruta se diluyé en EtOAc (800 ml) y se lavé con HCI 1N (2 x 300 ml), con NaHCO3 saturado (2 x 300 ml), con

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 524363 T3

agua (2 x 300 ml) y con salmuera (300 ml). Después de secar (Na>SO,) y concentrar, el residuo se cristalizé en PE y
se filtr6 y se seco para producir 5,75 g del intermedio acetilado puro (91%). Después, en un matraz de fondo
redondo de 1 | que contiene el p-nitrofenil-galactopirandsido acetilado, se afiadié en atmdsfera de argon CH.Cl;
recientemente destilado. La mezcla se desgasificd con 3 ciclos de vacio/argén. Después, se afadieron 0,634 mg
(0,60 mmoles, 0,05 eq.) de Pd/C (10% en peso), y la mezcla se sometié a otros 3 ciclos de vacio/argén. La
disolucion se sometié a una atmdsfera de hidrogeno mediante 3 ciclos de vacio/hidrogeno, y se agité a r.t. durante
16 h. La reduccion del grupo nitro se puede monitorizar mediante TLC (PE/EtOAc, 1:1). Después de la desaparicion
total del material de partida, la mezcla se inundd con argén, se enfrié hasta 0°C, y se afiadié EtsN (2,0 ml, 14,32
mmoles, 1,2 eq.). Se afiadié gota a gota bromuro de bromoacetilo (1,24 ml, 14,32 mmoles, 1,2 eq.), y la mezcla se
agité durante 1 h a 0°C. La mezcla se dejo calentar a r.t. durante 1 h y se filtr6 a través de un tapén de celita
(CH2Cly) para eliminar el Pd/C. La mezcla bruta en CH2Cl, (600 ml) se lavé con HCI 1 N (2 x 250 ml), con agua (2 x
250 ml) y con salmuera (250 ml). Después de secar (Na>SOg), concentrar y eliminar totalmente el CH2Cl» con alto
vacio, el derivado de bromuro bruto (sélido amarillo palido) se disolvi6 en DMF anhidra (80 ml). Se afiadié azida
sodica (4,1 g, 62,6 mmoles, 5 eq.) y yoduro de tetra-n-butilamonio (0,46 g, 1,25 mmoles, 0,1 eq.), y la mezcla se
agité a 50°C en argoén durante 16 h. La mezcla se enfrié hasta r.t., se filtrd, y el sélido se lavé con EtOAc. El filtrado
se diluyé con EtOAc para alcanzar un volumen total de 600 ml. La capa organica se lavé con NaHCO3 ac. (2 x 200
ml), con agua (2 x 200 ml), con salmuera (200 ml) y se sec6. Tras concentrar, el residuo (sélido amarillo palido) se
purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice (PE/EtOAc, 1:1), seguido de cristalizacion
(CH2CI2/PE), para producir el glicésido funcionalizado con azido 12 como un solido blanco (5,229 g, 74% a lo largo
de 4 etapas).

R = 0,29 (PE/EtOAc, 1:1). [a]o = + 6,6° ( = 1,3, CH,Cl).

ESI-MS (modo positivo) m/z: 545,0 [M + Na]*, 1066,4 [2M + Na]" HR-ESI-MS (modo positivo) m/z: calculado para
C22H26N4NaO+1 [M + Na]™ 545,1496, encontrado 545,1496

k) 4-[(1,2,3-Triazol-4-acetoximetil-1-il)-acetamido]fenil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-galactopirandsido (“13”)

Obtenido como una espuma blanca (350 mg, 98%) siguiendo el Método A: 12 (300 mg, 0,57 mmoles, 1 eq.), acetato
de propargilo (84 mg, 0,86 mmoles, 1,5 eq.), yoduro de cobre (10,9 mg, 0,1 eq.) y DIPEA (300 pl, 3 eq.) en DMF (4
ml). La mezcla bruta se diluyé en EtOAc (300 ml), y la capa organica se lavé con HCI 1N (2 x 100 ml), con NaHCO3
saturado (2 x 100 ml), con agua (2 x 100 ml) y con salmuera (100 ml). Después de secar (Na,SO4) y concentrar, el
residuo se purificd mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (EtOAc) produciendo compuesto 13 puro.

[a]o = + 8,2° (¢ = 1, CH,Cl,).

ESI-MS (modo positivo) m/z: 621,1 [M + H]", 643,0 [M + Na]’, 1262,3 [2M + Na]’ HR-ESI-QTOF-MS (modo positivo)
mlz: calculado para Cz7H32NsNaO+3 [M + Na]*'643,1841, encontrado 643,1858.

1) 4-[(1,2,3-Triazol-4-hidroximetil-1-il)-acetamido]fenil B-D-galactopirandsido (“14”)

Obtenido como un polvo liofilizado blanco (206 mg, 95%) siguiendo el Método B: 13 (335 mg, 1 eq.), MeOH (10 ml),
agua (2 ml) y trietilamina (2 ml). Tras agitar a r.t. durante 2 dias y concentrar, la mezcla se disolvié en agua ultra-
pura (5 ml) y después se liofilizé para producir el glicésido desacetilado 14 puro.

[oJD = - 18,8° (c = 0,43, H,0)

ESI-MS (modo positivo) m/z: 433,1 [M + Na]’". ESI-MS (modo negativo) m/z: 409,1 [M - HJ, 433,1 [M + CI]. HR-ESI-
QTOF-MS (modo positivo) m/z: calculado para C17H22N4NaOg [M + Na]” 433,1330, encontrado 433,1324.

m) Glicomimético (“18”)

Obtenido como una espuma blanca (154 mg, 89%) siguiendo el Método A: 17 (48 mg, 60,1 umoles, 1 eq.) 3 (187
mg, 361 umoles, 6 eq.), yoduro de cobre (6 mg, 30 umoles, 0,5 eq.) y DIPEA (52 pl, 300 umoles, 5 eq.). Se purifico
mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (EtOAc:MeOH, 1:0 y después 95:5).

R = 0,45 (EtOACc:MeOH, 95:5). [o]o= - 2,5 (¢ = 1,26, CH,Cl,).

HR-ESI-QTOF MS (modo positivo): m/z calculado para C13sH1g5N16052 [M + H]" 2874,2318, encontrado 2874,2306,
calculado para Ci3sH1gsN160s2 [M + 2H]™* 1437,6196, encontrado 1437,6260.

n) Glicomimético (“19”)

Obtenido como una espuma blanca (108 mg, 99%) siguiendo el Método B: 18 (142 mg, 1 eq.), MeOH (2 ml), agua
(0,5 ml) y trietilamina (0,5 ml). Tras agitar a r.t. durante 2 dias y concentrar, la mezcla se disolvié en agua ultra-pura
(5 ml) y después se liofilizé para producir el glicésido desacetilado 19 puro.

[o]o = - 0,5 (c = 1,1/DMSO).
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HR-ESI-QTOF MS (modo positivo): m/z calculado para CioqH1s2N16Naz0ss [M + 2Na]™™ 1123,5170, encontrado
1123,5226.

0) Glicomimético (“20”)

Obtenido como una espuma blanca (103 mg, 56%) siguiendo el Método A: 15 (50 mg, 63 umoles, 1 eq.), 8 (200 mg,
380 umoles, 6 eq.), yoduro de cobre (6 mg, 31 umoles, 0,5 eq.) y DIPEA (54 pl, 310 umoles, 5 eq.). Irradiacion por
microondas: 35 min., 110°C. Sin tratamiento, la mezcla bruta se concentré, se co-evaporé con tolueno y se purifico
mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (CHCI3:MeOH, 1:0 y después 9:1).

Rr= 0,01 (EtOAc:MeOH, 9:1). [alo = - 1,2 (¢ = 1,0, CH2Clo).

HR-ESI-QTOF-MS (modo positivo) m/z: calculado para CizsH1s2N200s2 [M + 2H]™ 1463,6100, encontrado
1463,6159, calculado para CssH181KN20Os2 [M + H + K] 1482,5880, encontrado 1482,5885.

p) Glicomimético (“21”)

Obtenido como una espuma blanca (72 mg, 92%) siguiendo el Método B: 20 (102 mg, 1 eq.), MeOH (2 ml), agua (1
ml) y trietilamina (1 ml). Tras agitar a r.t. durante 3 dias y concentrar, la mezcla se disolvié en agua ultra-pura (5 ml) y
después se liofilizé para producir el glicdsido desacetilado 21 puro.

[o]o = - 0,4 (c = 0,68/DMSO).

HR-ESI-QTOF-MS (modo positivo) m/z: calculado para C1osH149N20036 [M + H]" 2254,0438, encontrado 2254,0430,
calculado para CiosH14sN20Na2036 [M + 2Na]™™ 1149,5075, encontrado 1149,5126, calculado para CosH150N20036 [M
+ 2H]™" 1127,5255, encontrado 1127,5309.

q) Glicomimético (“22”)

Obtenido como una espuma blanca (111 mg, 81%) siguiendo el Método A: 16 (37,7 mg, 47 umoles, 1 eq.) 8 (142
mg, 282 umoles, 5,7 eq.), yoduro de cobre (2,5 mg, 23 umoles, 0,5 eq.) y DIPEA (41 pl, 235 umoles, 5 eq.) en DMF
(2,5 ml). Irradiacion por microondas: 30 min., 110°C. Sin tratamiento, la mezcla bruta se concentrd, se co-evaporo
con tolueno y se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (DCM:MeOH, 1:0 y después 85:15).

Rs= 0,4 (EtOAc:MeOH, 90:10).
[OL]D =- 0,9 (C = 1,0, CH2C|2).

HR-ESI-QTOF-MS (modo positivo) m/z: calculado para CissH1soN20Na20s2 [M + 2Na]*™ 1485,5920, encontrado
1485,5934.

r) Glicomimético (“23”)

Obtenido como una espuma blanca (102 mg, 79%) siguiendo el Método B: 22 (166 mg, 1 eq.), MeOH (2 ml), agua (1
ml) y trietilamina (1 ml). Tras agitar a r.t. durante 1 dia y concentrar, la mezcla se co-evaporé tres veces en tolueno,
se precipité en H20, MeOH, acetona. Tras filtrar, el compuesto se disolvié en agua ultra-pura (5 ml) y después se
liofilizé para producir el glicosido desacetilado 23 puro.

[alo = - 1,5 (¢ = 1,14, DMSO).

HR-ESI-QTOF-MS (modo positivo) m/z: calculado para Cio4H140KN20O36 [M + H + K]|™" 1146,5035, encontrado
1146,5028.

s) Glicomimético (“24”)

Obtenido como una espuma blanca (110 mg, 59%) siguiendo el Método A: 17 (50 mg, 63 pmoles, 1 eq.), 2 (200 mg,
380 umoles, 6 eq.), yoduro de cobre (6 mg, 31 umoles, 0,5 eq.) y DIPEA (54 pl, 310 umoles, 5 eq.). Irradiacion por
microondas: 15 min., 110°C. Sin tratamiento, la mezcla bruta se concentré, se co-evaporé con tolueno y se purifico
mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (EtOAc:MeOH, 1:0 y después 9:1). Algunas veces se pudo
requerir una segunda cromatografia ultrarrapida (CHCl3:MeOH, 1:0 y después 95:5). Rs= 0,52 (EtOAc:MeOH, 9:1).

[OL]D =+15 (C =1,0, CH2C|2).

HR-ESI-QTOF-MS (modo positivo) m/z: calculado para CissHisoN20NaOs, [M + H]" 2948,1948, encontrado
2498,1957, calculado para C13gH1s0N20Na20s2 [M + 2Na]™ 1485,5920, encontrado 1485,5954.

t) Glicomimético (“25”)
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Obtenido como una espuma blanca (76 mg, 90%) siguiendo el Método B: 24 (112 mg, 1 eq.), MeOH (2 ml), agua
(0,5 ml) y trietilamina (0,5 ml). Tras agitar a r.t. durante 3 dias y concentrar, la mezcla se co-evaporé tres veces en
tolueno, se precipitd en MeOH/Et;O acetona. Tras filtrar, el compuesto se disolvié en agua ultra-pura (5 ml) y
después se liofilizé para producir el glicdsido desacetilado 25 puro.

HR-ESI-QTOF-MS (modo positivo) m/z: calculado para CiosH150N20036 [M + 2H]™ 1127,5255, encontrado
1127,5322, calculado para CiosH14sN20Na2036 [M + 2Na]™ 1149,5075, encontrado 1149,5134, calculado para
C104H149N20036 [M + H]+ 2254,0438, encontrado 2254,0513.

u) Glicomimético (“26”)

Obtenido como una espuma blanca (253 mg, 70%) siguiendo el Método A: 15 (100 mg, 0,125 mmoles, 1 eq.), 12
(391 mg, 0,749 mmoles, 6 eq.), yoduro de cobre (12 mg, 62 umoles, 0,5 eq.) y DIPEA (109 pl, 0,624 mmoles, 5 eq.).
Irradiaciéon por microondas: 45 min., 110°C. Se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
(PE:EtOACc, 4:6 y después EtOAc, y después EtOAc:MeOH, 95:5).

[oJo = + 1,5 (¢ = 0,68, CH2Cl).

MALDI-TOF MS (modo reflectron de ion positivo): calculado para CiasH16sN1sNaOas [M + Na]* 2912,11, encontrado
2912,03.

v) Glicomimético (“27”)

Obtenido como una espuma blanca (129 mg, 81%) siguiendo el Método B: 26 (207 mg, 1 eq.), MeOH (10 ml), agua
(2 ml) y trietilamina (2 ml). Tras agitar a r.t. durante 1 dia y concentrar, la mezcla se co-evaporod tres veces en
tolueno. El compuesto se disolvid en agua ultra-pura (5 ml) y después se liofilizd para producir el glicésido
desacetilado 27 puro.

MALDI-TOF MS (modo reflectron de ion positivo): calculado para Ci12H136N1sNaOsz [M + Na]* 2239,94, encontrado
2239,84.

w) Glicomimético (“28”)

Obtenido como una espuma blanca (271 mg, 75%) siguiendo el Método A: 16 (100 mg, 0,125 mmoles, 1 eq.), 12
(391 mg, 0,749 mmoles, 6 eq.), yoduro de cobre (12 mg, 62 umoles, 0,5 eq.) y DIPEA (109 pl, 0,624 pmoles, 5 eq.).
Irradiaciéon por microondas: 15 min., 110°C. Se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
(PE:EtOACc, 4:6 y después EtOAc, y después EtOAc:MeOH, 95:5).

[oJo = + 3,2 (¢ = 1,45, CH2Cly).

MALDI-TOF MS (modo reflectron de ion positivo): calculado para CiasH16sN1sNaOas [M + Na]* 2912,11, encontrado
2912,20.

x) Glicomimético (“29”)

Obtenido como una espuma blanca (124 mg, 78%) siguiendo el Método B: 28 (207 mg, 1 eq.), MeOH (4 ml), agua (1
ml) y trietilamina (1 ml). Tras agitar a r.t. durante 3 dias y concentrar, la mezcla se co-evaporé tres veces en tolueno.
El compuesto se disolvié en agua ultra-pura (5 ml) y después se liofilizé para producir el glicosido desacetilado 29
puro.

[O]o =-7,1(c = 1,15, DMSO).

HR-ESI-QTOF-MS (modo positivo) m/z: calculado para Ci12H137N16NaOs [M + H + Na]™* 1120,4736, encontrado
1120,4744, calculado para Ci12H137KN1gO32 [M + H + K] 1128,4605, encontrado 1128,4605, calculado para
C112H136KN16NaO32 [M + K + Na]™* 1139,4515, encontrado 1139,4527.

y) Glicomimético (“30”)

Obtenido como una espuma blanca (307 mg, 85%) siguiendo el Método A: 17 (100 mg, 0,125 mmoles, 1 eq.), 12
(391 mg, 0,749 mmoles, 6 eq.), yoduro de cobre (12 mg, 62 umoles, 0,5 eq.) y DIPEA (109 pl, 0,624 mmoles, 5 eq.).
Irradiacion por microondas: 15 min., 110°C. Se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida en gel de silice
(PE:EtOACc, 4:6 y después EtOAc, y después EtOAc:MeOH, 95:5).

[oJo = + 8,1 (¢ = 0,80, CH2Cl).

MALDI-TOF MS (modo reflectron de ion positivo): calculado para CiasH16sN1sNaOas [M + Na]* 2912,11, encontrado
2912,10.

z) Glicomimético (“31”)

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 524363 T3

Obtenido como una espuma blanca (150 mg, 73%) siguiendo el Método B: 30 (268 mg, 1 eq.), MeOH (10 ml), agua
(2 ml) y trietilamina (2 ml). Tras agitar a r.t. durante 1 dia y concentrar, la mezcla se co-evaporo tres veces en
tolueno. El compuesto se disolvio en agua ultra-pura (5 ml) y después se liofilizd para producir el glicésido
desacetilado 31 puro.

[oJo = - 9,0 (¢ = 0,77, DMSO).
EJEMPLO II

USO DEL COMPUESTO GLICOSILADO A BASE DE CALIXARENO (Il) PARA INHIBIR LA UNION A
GLICOCONJUGADOS NATURALES PRESENTES EN CELULAS

1) Condiciones experimentales

A fin de evaluar el potencial in vitro del compuesto glicosilado a base de calixareno (I) para inhibir la unién a
glicoconjugados naturales presentes en la célula, se han aplicado cuatro métodos diferentes que se describen mas
abajo. Los compuestos 5, 10 y 14 usados en los métodos 1-4 son compuestos de referencia.

Método (1)
Inhibiciéon de hemaglutinacion (IHA) (o Ensayos de Inhibicion de Hemaglutinacion (HIA))

La lectina LecA aglutina eritrocitos puesto que estan cubiertos de glicoconjugados. Los glicomiméticos inhiben esta
aglutinacion.

Se ha evaluado para cada compuesto la concentracion minima capaz de llevar a cabo la inhibicién. EI método no es
muy cuantitativo pero imita el sistema natural.

Mas particularmente, los ensayos de inhibicion de hemaglutinacion se llevaron a cabo en placas de microtitulacion
de 96 pocillos con forma de U. Los eritrocitos de conejo se compraron a Biomerieux y se usaron sin lavado posterior.
Los eritrocitos se diluyeron hasta una disolucién al 4% en NaCl (150 mM). Se prepararon disoluciones de lectina de
2 mg/ml en Tris/HCI 20 mM, NaCl 100 mM y CaCl, 100 uM. La unidad de hemaglutinacion (HU) se obtuvo en primer
lugar mediante la adicion de 25 pl de la disolucién al 4% de eritrocitos a alicuotas de 25 pl de diluciones de lectina
secuenciales (dos veces). La mezcla se incubd a 25°C durante 60 minutos. La HU se midié como la concentracion
minima de lectina requerida para evitar la hemaglutinacion. Para los siguientes ensayos de inhibicién de lectina, se
usaron concentraciones de lectina de cuatro veces la de la unidad de hemaglutinacién, es decir, una concentracion
de 6 ug/ml para LecA. Entonces se llevaron a cabo ensayos subsiguientes mediante la adicion de 12,5 ul de dilucién
de lectina (a la concentracion requerida) a 25 pl de diluciones secuenciales de glicoconjuntos, moléculas
monoméricas, y controles. Estas disoluciones se incubaron entonces a 25°C durante 2 h, y después se anadieron
12,5 pl de disolucion al 4% de eritrocitos, seguido de una incubacién adicional a 25°C durante 30 minutos. La
concentracion inhibidora minima para cada molécula se determiné mediante deteccion a simple vista.

Los compuestos 5, 10, 14, 19, 21, 23, 25, 27, 29 y 31 se evaluaron frente a LecA segun el método 1.
Método (2)
Experimentos de Ensayo de Lectina Ligado a Enzimas (ELLA)

Placas de 96 pocillos se cubrieron con polimero que presenta galactosa (que es el monosacarido al que se une
LecA). Se afiadio lectina marcada con biotina en presencia de glicomiméticos competidores. Se puede medir IC50.

Mas particularmente, los experimentos de ELLA se realizaron usando placas de microtitulacion de 96 pocillos (Nunc
Maxisorb) revestidas con B-D-galactosa polimérica (5 pg/ml; Lectinity Holding, Inc., Moscu) diluida en tampén de
carbonato, pH 9,6 (100 pl) durante 1 h a 37°C. Después de bloquear a 37°C durante 1 h con 100 pl por pocillo de
BSA al 3% (p/v) en PBS, las placas se incubaron a 37°C durante 1 h con 100 pl de LecA biotinilada a 0,1 pg/ml en
presencia de diluciones en serie de inhibidores. Después de lavar con T-PBS (PBS que contiene 0,05% de Tween),
se afiadieron 100 pl de conjugado de estreptavidina-peroxidasa (dilucion 1:10000; Boehringer-Mannheim) y se
dejaron durante 1 h a 37°C. El color se desarrollé usando 100 pl por pocillo de tampoén de fosfato/citrato 0,05 M que
contiene dihidrocloruro de O-fenilendiamina (0,4 mg/ml) y urea-peroxido de hidrégeno (0,4 mg/ml) (Sigma-Aldrich).
La reaccion se detuvo mediante la adicion de 50 pul de H2SO4 al 30%. La absorbancia se leyé a 490 nm usando un
lector de placas de microtitulacion (Bio-Rad; modelo 680).

Método (3)
Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR)

Método equivalente pero llevado a cabo en canal miniaturizado sobre un chip que contiene galactosa en un aparato
mas sofisticado (Biacore 3000) que permite una determinacion precisa de la IC50.
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Mas particularmente, los experimentos de inhibicion de SPR se llevaron a cabo en un instrumento Biacore 3000 a
25°C. Las medidas se llevaron a cabo en 2 canales con 2 azucares inmovilizados: o-L-fucosa (canal 1), a-D-
galactosa (canal 2). La inmovilizacién de los azucares se llevo a cabo a 25°C usando tampon de migracion (HBS) a
5 pl/min. La inmovilizacién en cada canal (chip CM5) se llevé a cabo independientemente segun lo siguiente. En
primer lugar, el canal se activé inyectando una mezcla reciente de EDC/NHS (35 pl, 420 s). Después, se inyecto una
disolucién de estreptavidina (100 pg/ml en tampén de acetato de sodio pH 5) (50 ul, 600 s). Las especies reactivas
que quedan se paralizaron inyectando etanolamina (1M, 35 ul, 420 s). Finalmente, se revistié una disolucion del
azucar conjugado con poliacrilamida biotinilada (Lectinity, 200 ug/ml) sobre la superficie (50 pl, 600 s) a través de la
interaccion de estreptavidina-biotina. Este procedimiento condujo a 804 RU (fucosida) y 796 RU (galactosida) de
azucares inmovilizados en el canal 1 y 2 respectivamente. Los experimentos de inhibicién se llevaron a cabo con el
canal 2 galactosilado, y las graficas representan datos restados (canal 2 — canal 1).

Se inyectd LecA usando tampdn de migracion que consiste en HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, CaCl; 10 mM, Tween
P20 0,005%, pH 7,4. Los estudios de inhibicion consistieron en la inyeccion (150 wl, 10 pl/min., disociacion: 120 s) de
mezclas incubadas (>1 h, r.t.) de LecA (5 uM) y diversas concentraciones de inhibidor (diluciones en cascada de 2
veces). Para cada ensayo de inhibicion, se inyecté LecA (5 uM) sin inhibidor para observar la adhesion completa de
la lectina sobre la superficie revestida con azucar (0% de inhibicion). EI chip de CM5 se regenerd completamente
mediante inyecciones sucesivas de D-galactosa (2 x 30 ul, 100 mM en tampdn de migracion).

La union se midié como UR a lo largo del tiempo después de restar el blanco, y los datos se evaluaron entonces
usando el software BlAevaluation, version 4.1. Para la evaluacion de ICsg, la respuesta (ajustada a Req) se
consider6 como la cantidad de lectina unida a la superficie de azicar en equilibrio en presencia de una
concentracion definida de inhibidor. Las curvas de inhibicion se obtuvieron representando graficamente el porcentaje
de inhibicién frente a la concentracion de inhibidor (en una escala logaritmica) usando el software Origin 7.0
(OriginLab Corp.), y los valores de ICsy se extrajeron del ajuste sigmoidal de la curva de inhibicién.

Método (4)
Microcalorimetria de valoracion isotérmica (ITC)

El método permite una medicion directa de la afinidad entre los glicomiméticos y la lectina LecA. Se mide la
constante de disociacion.

Mas particularmente, se disolvié LecA liofilizada recombinante en tampon (Tris-HCI 0,1 M, CaCl, 6 uM, pH 7,5) y se
desgasifico (véase Info. Sub. para detalles de la concentracion). La concentracion de proteinas se comprobd
midiendo la densidad 6ptica usando un coeficiente de extincion molar teérico de 28000. Los ligandos de hidratos de
carbono se disolvieron directamente en el mismo tampén, se desgasificaron, y se colocaron en la jeringuilla de
inyeccion. La ITC se llevd a cabo con un microcalorimetro VP-ITC de MicroCal Incorporated. Se colocd PA-IL en la
celda de muestras de 1,4478 ml, a 25°C. La valoracion se llevé a cabo con inyecciones de 10 ul de ligandos de
hidratos de carbono cada 300 s. Los datos se ajustaron con el software MicroCal Origin 7, segun procedimientos
estandar. Los datos ajustados produjeron la estequiometria (n), la constante de disociacion (Ks) y la entalpia de
union (AH).

Otros parametros termodinamicos (es decir, cambios en la energia libre, AG, y entropia, AS) se calcularon a partir de
la ecuacion: AG = AH - TAS = - RT InK,, en la que T es la temperatura absolutay R = 8,314 J.mol" K. Para cada
ligando evaluado, se realizaron dos o tres valoraciones independientes.

2) Resultados bioquimicos

Para los cuatro métodos mencionados anteriormente, cuanto mas pequefio es el nimero, mejor es la eficiencia de
los glicomiméticos.

Método 1

En la Tabla 1 a continuacion se dan los resultados obtenidos mediante Inhibicion de Hemaglutinacion.

Tabla 1:
Monovalente Tetravalente
10 000 uM Comp. 5 500 uM Comp. 19
2 500 uM Comp. 10 250 yM Comp. 21 250 yM Comp. 23 625 uM Comp. 25
250 yM Comp. 14 Hemolisis Comp. 27 Hemolisis Comp. 29 Hemolisis Comp. 31
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Los valores dados en la tabla 1 son concentraciones inhibidoras de la aglutinacién de eritrocitos inducida por lectina.
El compuesto glicoconjugado monovalente 14 y los compuestos glicoconjugados tetravalentes 21 y 23 son los mas
eficientes. Se observa hemolisis de eritrocitos para los compuestos glicoconjugados tetravalentes 27, 29 y 31,
indicando una posible toxicidad a la concentracion usada.

Método 2
En la Tabla 2 a continuacién se dan los resultados obtenidos por los Ensayos de Lectina Enlazados a Enzimas.

Tabla 2

Monovalente Tetravalente

250 yM Comp. 5 7 uM Comp. 19

300 uyM Comp. 10 21 uM Comp. 21 7 uM Comp. 23 14 uM Comp. 25

46 uM Comp. 14 0,8 uM Comp. 27 0,9 uM Comp. 29 5 uM Comp. 31

Los valores dados en la tabla 2 son valores de ICsg para la inhibicion de la unién de LecA marcada a un polimero
galactosilado en un ensayo de placa de multiples pocillos.

Entre los glicoconjugados monovalentes, el compuesto 14 es el inhibidor mas eficiente (como se ilustra en la Figura
4). Todos los glicoconjugados tetravalentes inhiben la union de LecA a la superficie galactosilada a baja
concentracion. Los compuestos mas eficientes son 27 y 29, con una ICsp en el intervalo submicromolar.

Método 3

En la Tabla 3 a continuacién se dan los resultados obtenidos mediante Resonancia de Plasmones Superficiales
(valores de IC50).

Tabla 3:

Monovalente Tetravalente

58.3 uM Comp. 5

1 uM Comp. 19

60 uM Comp. 10

Solubilidad a mejorar
Comp. 21

1,1 uM Comp. 23

1,2 uM Comp. 25

2,6 yM Comp. 14

Solubilidad a mejorar
Comp. 27

Solubilidad a mejorar
Comp. 29

Solubilidad a mejorar
Comp. 31

Los valores dados en la Tabla 3 son los valores de ICso para la inhibicion de la unién de LecA libre de marcador a
una superficie de chip galactosilada usando Resonancia de Plasmones Superficiales.

Un ejemplo de sensobramas obtenidos para diferentes concentraciones de compuesto 19 se presenta en la Figura
5, junto con la curva inhibidora correspondiente. Entre los compuestos glicoconjugados monovalentes, sélo 14 da
una fuerte inhibicion de la unién. Para los compuestos tetravalentes, 19, 23 y 25 son inhibidores eficientes con una
ICs0 en el intervalo micromolar. Los otros compuestos tetravalentes fueron dificiles de evaluar con este método
puesto que requiere disoluciones concentradas de ligandos, que fueron dificiles de obtener debido a limitacion de la
solubilidad.

Método 4
En la Tabla 4 a continuacion se dan los resultados obtenidos mediante ITC.

Tabla 4:

Monovalente Tetravalente

107 uM Comp. 5 0,094 uM Comp. 19

Solubilidad a mejorar

180 uM Comp. 10 Comp. 21 239 uyM Comp. 23 202 yM Comp. 25
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Monovalente Tetravalente
Solubilidad a mejorar Solubilidad a mejorar Solubilidad a mejorar
5,8 uM Comp. 14 Comp. 27 Comp. 29 Comp. 31

Los valores dados en la Tabla 4 son los valores de la constante de disociacion para la interaccién en disolucion de
LecA y los calixarenos glicoconjugados. En la Figura 6 se presenta un termograma medido tipico obtenido para el
compuesto 19. Entre los compuestos glicoconjugados monovalentes, sélo 14 da una fuerte inhibicion de la union.
Para los compuestos tetravalentes, el compuesto 19 aparece como un inhibidor excelente con una constante de
disociacion de 94 nM. Algunos de los compuestos tetravalentes fueron dificiles de ensayar con este método puesto
que requiere disoluciones concentradas de ligandos, que fueron dificiles de obtener debido a limitacion de
solubilidad.

EJEMPLO llI
ENSAYOS in vivo
1) Condiciones experimentales

Se anestesiaron brevemente a ratones con sevoflurano inhalado. Para cada ratén, se instilaron en los pulmones a
través de una sonda nasogastrica insertada en la traquea via la orofaringe 50 | de un inéculo bacteriano de 5 x 10°
CFU/ml. La permeabilidad de la barrera capilar alveolar se evalué midiendo '2%_albumina residual instilada
intratraguealmente como un trazador de proteina alveolar en los pulmones y su pérdida y acumulacion en el plasma
tras 6 h después de la infeccion. El instilado intratraqueal fue una mezcla de 1 uCi de albumina marcada con "%l y
5% de albumina bovina junto con el inoculado de P. aeruginosa y diferentes monosacaridos o glicocompuestos. Se
midié la radioactividad total en el instilado. Se inocularon cincuenta microlitros de instilado en los pulmones de cada
ratén anestesiado. Seis horas después de la instilacidn, los ratones se anestesiaron con pentobarbital, administrado
intraperitonealmente. La sangre se recogié mediante puncion de la arteria carotida, y se llevd a cabo una
esternotomia para recoger y medir la radioactividad en los pulmones, traquea, y estdbmago. La cantidad de 129)
albumina que paso a la circulacion se calculé multiplicando la actividad en una muestra de sangre por el volumen de
sangre.

2) Resultados bioldgicos

Se ha comparado el compuesto de referencia 14 con dos monosacaridos: glucosa y galactosa, en ensayos con
modelos de animales. Los compuestos (glucosa, galactosa y compuesto 14) se coinstilaron en pulmones de los
ratones junto con concentracion infectante de Pseudomonas aeruginosa. La proteccion de estos compuestos
ofrecida al pulmén se estimé midiendo la integridad de la barrera alveolar. Para ello, se hizo circular albumina
marcada en la sangre, y se estimo la cantidad que paso6 a través de las barreras de alvéolos al pulmon.

La Figura 7 presenta el efecto protector de glucosa, galactosa y compuesto 14 en un modelo de ratones con
infeccion por P. aeruginosa. La permeabilidad mide el deterioro de la barrera alveolar, es decir, los dafios al tejido
pulmonar provocados por la infeccién bacteriana.

El glicoconjugado monovalente, compuesto 14, parece ser mas eficiente que la galactosa. Su coinstilacion da como
resultado una reduccion aproximadamente de 50% de los dafios pulmonares cuando se compara con el experimento
de control con instilacion de bacterias sin azucar. El resultado indica que el compuesto 14 protege eficientemente los
tejidos pulmonares de la destruccion por P. aeruginosa, resultando infeccion sistémica.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto glicosilado a base de calixareno (1) que tiene la férmula:

B

U]

en la que

D se selecciona independientemente del grupo que comprende un grupo -CH.-, un atomo de oxigeno, un atomo
de azufre, un grupo sulfinilo, o un grupo sulfonilo

E se selecciona independientemente del grupo que comprende un hidrégeno, un alquilo que tiene de 1 a 10
atomos de carbono, un arilo que tiene de 6 a 20 atomos de carbono, un grupo diéxido de nitrbgeno, un grupo
azida, un grupo amino, un grupo guanidinio, un atomo de halégeno, un grupo -CHzR en el que R es un hidroxilo,
un halogeno, un grupo amino, un grupo N(alquilo)z, un grupo NH(alquilo), o E representa un -CO-R’ en el que R’
es un atomo de hidrégeno, un grupo hidroxilo o un amino,

B representa un grupo A-C en el que

A se selecciona independientemente del grupo que comprende un atomo de oxigeno, un atomo de azufre, un
grupo NH o un grupo (CHy);, siendo i un numero entero de 1 a 10,

C se selecciona independientemente del grupo que comprende un hidrégeno, un alquilo, un alquenilo, un
alquinilo,

o C es un grupo de férmula:

N¢N\
J\/N—CH2—~ ligador — azlcar
G H,

en la que
el ligador es un grupo de formula:
(CO-NH)-(V)m-U
en la que
n es un numero entero de 1 a 3,
V = CH,, CsHs (fenilo “Ph”), CH2-CH2-O-CH,, CH2-CO-NH-CHp,
m es un nimero entero de 1 a 15,
U esta ausente o es CH,

el azucar es un grupo que tiene al menos un resto de hidrato de carbono y se selecciona del grupo que
comprende:
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o
OH HO OH HO OH
HO -0 HO -0 o CHs O
HO HO HO HO—~
on-- OH Oy

OH "O--- OH "0---

o- 0 B-D-Glucosilo o~ o (-D-Manosilo o-0 B-D-Galactosilo -0 [-L-Ramnosilo

?' OH__OH on
H T O
CHs Q OH HO o S/O
OH OH HMA
HO OH O---
a- 0 P-L-Fucosilo a- o [B-D-Lactosilo a- 0 P-N-acetilneuraminilo

o sus derivados,

y en la que al menos uno de los cuatro grupos C del compuesto glicosilado a base de calixareno (1) representa el
5 grupo de férmula

~N

N~ .
J\;N—CHz—- Ligador — Azucar
-

wearnCH,

como se define anteriormente.

2. Un compuesto glicosilado a base de calixareno (I) segun la reivindicacion 1, en el que los derivados de azucar en
el grupo C se seleccionan del grupo que comprende:

OH HO OH
HO _-0 O
HO HO
CHsCOHN O--- CH3COHN  "O---
o a- 0 [3-D-N-Acetil-glucosaminilo o- 0 [-D-N-Acetil-galactosaminilo
OH _OH

OH

O
HO \ o -0
OH HO

CH3COHN O---
o= 0 [(-D-N-Acetil-lactosaminilo

COM oy _oH
o OH
A0 0
OH  HON——\
Y = OH Y “o---
3'-Sialil-o- 0 B-D-lactosilo
Y = NHCOCH,

3'-Sialil-oi- 0 B-D-N-Acetil-lactosaminilo
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HO OH
\7 COzH
chasonn L=l o
3 Y HO
HO o OH
Y =0OH HO o 0
6'-sialil-o. 0 [B-D-lactosilo OH HO

Y o---
Y = NHCOCH;

6'-sialil-a- 0 B-D-N-Acetil-lactosaminilo

3. Un compuesto glicosilado a base de calixareno (l) segun la reivindicacion 1, en el que los derivados de azucar en
el grupo C se seleccionan del grupo que comprende:

OH
HO

HO™/ o CH3

HO OH OH
o} o}
© Ho&/ &w
OH O---
CH,COHN
O O 5/0 3
o%
O---

(o)@)

CH3COHN
Antigeno Lewis a (Le@) Antigeno Lewis b (LeP)
L\- CO,H
HOW" o \O O OH OH OH
CH3COHN
HO HO /O
CH3COHN O---
Antigeno sialil Tn (STn) CH3COHN O--- Antigeno TF

HO OH
OH
2o | ‘ &o%
%% HO
: a CH3COHN O--- : g CH3zCOHN O---
OH Antigeno tipo sangre A Antigeno tipo sangre B

oL
% ) e
HO CH3 o CHz7/ ™0
— CH3COHN ™~ O--- OH™S L OH
O OH OH
HO HO
Antigeno tipo sangre O i

Antigeno Lewis y (LeY)
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HO

CO2HOH _OH

OH M ‘ &/
CH3COHN ~O--- CHyCOHN =7
\O HO
CH3

O- -
oH CH3C0HN

/

HO y Antigeno sialil Lewis x (sLe )

Antigeno Lewis x (LeX) HO OH

4. Un compuesto glicosilado a base de calixareno (I) segun la reivindicacion 1, en el que el azucar definido en el
grupo C se selecciona del grupo que comprende p-D-galactosilo, a-D-mannosilo y a-L-fucosilo.

5. Un compuesto glicosilado a base de calixareno (I) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
ligador definido en el grupo C se selecciona del grupo que comprende:

[ ] n= 1, m= 1, V= CHz-CHz-O-CHz, U= CHz,
) n=1,m=1,V=CsHs (“Ph”), U = ausente,
L] n= 1, m= 1, V= CHz-CO-NH-CHz, U= CHz,

6. Un compuesto glicosilado a base de calixareno (l) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dos de
los cuatro grupos C del compuesto glicosilado a base de calixareno (I) representan el grupo de férmula:

N/\

J\/N CH,— Ligador — AzGcar

7. Un compuesto glicosilado a base de calixareno (l) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que tres
de los cuatro grupos C del compuesto glicosilado a base de calixareno (I) representan el grupo de formula:

N/\

J\/N CH,— Ligador — AzGcar

8. Un compuesto glicosilado a base de calixareno (I) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que los
cuatro grupos C del compuesto glicosilado a base de calixareno (I) representan el grupo de formula:

N/\

J\/N CH,— Ligador — AzGcar

9. Un compuesto glicosilado a base de calixareno (l) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que D
representa un grupo —CH.-, E representa un grupo alquilo que es el grupo terc-butilo, y A definido en el grupo B del
compuesto glicosilado a base de calixareno (l) representa un atomo de oxigeno.

10. Un procedimiento para la preparacion de un compuesto glicosilado a base de calixareno (I) segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que comprende las siguientes etapas:

(a) Preparar un calix[4]areno propargilado de formula (IV):
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RN
I <>
57
~1

A (V)

en la que D y E son como se definen en la reivindicacion 1,

mediante multipropargilacion regioselectiva de un calix[4]areno de férmula (V):

H

O V)

con un compuesto propargilado de férmula (VI):

/\Br Vi)

en presencia de una base, para obtener el calix[4]areno propargilado (IV),

(b) preparar un compuesto glicosilado a base de calixareno protegido de férmula (l1):
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D
NaN
\_N g
C S8
S |
H2 | X (“)

en la que
el ligador y el azucar son como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,

X representa un grupo protector seleccionado del grupo que comprende acetato (CH3;CO), benzoato
(CeHsCO) o bencilo (CeHsCHS>), y este grupo protector esta unido al atomo de oxigeno de los grupos hidroxilo
del azlcar,

mediante conjugacion del calix[4]areno propargilado (IV) como se obtiene en la etapa previa con un derivado
de hidrato de carbono de férmula (lll) que posee una funcionalidad azido proxima al extremo del ligador:

Na-CH-{LigadorHAzdcar] (1ll)

preparandose el mencionado hidrato de carbono mediante glicosilacién con un ligador que posee una funcion
alcohol en un extremo y una funcién azido en el otro extremo.

(c) Obtener el compuesto glicosilado a base de calixareno (I) como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10 mediante desproteccion de los grupos protectores del mencionado compuesto
glicosilado a base de calixareno protegido de férmula (l1).

11. Una composicion farmacéutica caracterizada por que comprende un compuesto glicosilado a base de calixareno
(I) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en combinacion con vehiculos o diluyentes farmacéuticamente
aceptables.

12. La composicion segun la reivindicacion 11, caracterizada por que comprende ademas un agente terapéutico util
como agente antiinfeccioso frente a patdbgenos que usan lectinas en las primeras etapas de infeccion.
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Figura 4
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