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(57) Abstract

The method for obtaining oligosaccharides starts with the allylation of position (3) of B-lactosides followed by the con-
trolled benzylation which leads to perbenzylated and partially benzylated compounds. The latter are glycosylated in position 3,
not benzylated, with a donor of a-L-fucopyranosyl to yield protected trisaccharides. These and perbenzylated f-lactosides are de-
sallylated and, later, are glycosylated with a donator of 2-azido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl to yield protected tetrasaccha-
rides and trisaccharides, respectively. The debenzylation of said products accompanied by the reduction of the azydo group and
simultanious acetylation of the amino group produces intermediary products which, by O-desacetylation, leads respectively to the
final tetrasaccharides and trisaccharides. The resulting oligosaccharides produce, in vitro, inhibition of the mitosis of astrocytes
and tumoral cells of the nervous system and, for this reason, could be used for controlling the glial scar and for the treatment of
tumours of the nervous system.

(57) Resumen

El procedimiento para obtener los oligosacaridos comienza con la alilacion de la posicion 3’ de B-lactosidos seguida de
bencilacién controlada, que conduce a compuestos perbencilados y parcialmente bencilados. Los tltimos se glicosilan en la posi-
cidn 3, no bencilada, con un donador de a-L-fucopiranosilo para dar trisacaridos protegidos. Estos y los B-lactésidos perbencila-
dos se desalilan y, posteriormente, glicosilan con un donador de 2-azido-2-desoxi-o-D-galactopiranosilo para dar tetrasacaridos
y trisacaridos protegidos respectivamente. La desbencilacion de estos productos acompafiada de la reduccion del grupo azido y
acetilacion simultanea del grupo amino dan lugar a productos intermedios que por O-desacetilacién conducen, respectivamente,
a los tetrasacaridos y trisacaridos finales. Los oligosacaridos obtenidos producen, in vitro, inhibicion de la mitosis de astrocitos y

" células tumorales del sistema nervioso y, por ello, podrian utilizarse en el control de la cicatriz glial y tratamiento de tumores del

sistema nervioso.
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MEMORIA DESCRIPTIVA
Titulo
Oligosacaridos utilizables para inhibir la mitosis de astrocitos y celulas tumorales del sistema

nervioso. Su procedimiento de obtencion.

Campo de la técnica

Oligosacaridos (CO7H3) y preparaciones medicamentosas que contienen ingredientes

organicos activos (A61K31).

Introduccion

La muerte o lesion neuronal estd siempre asociada con un aumento en el nimero,
tamafio y apariencia fibrosa de los astrocitos. La transicion de los astrocitos del estado
quiescente al estado reactivo tiene gran importancia desde el punto de vista clinico porque da
lugar a la formacién de la cicatriz glial que es uno de los principales problemas para la
recuperacién funcional del sistema nervioso central. Después de una lesion la proliferacion
de astrocitos precede al crecimiento de axones e impide su paso a través del area dafada, lo
que hace imposible el restablecimiento de las sinapsis. Por tanto, la reparacion del sistema
nervioso central requiere la intervencion externa para modificar el transcurso relativo de la
proliferacion glial y el crecimiento axonal. Asi, resulta de gran importancia la purificacion
de las substancias naturales involucradas en el control de la division de las células gliales o

la sintesis de moléculas similares a dichas substancias naturales.

En estudios recientes hemos demostrado la existencia en cerebro de rata sana de
inhibidores de la mitosis de astrocitos cuyos niveles disminuyen considerablemente después
de una lesién y también hemos postulado que el dominio estructural responsable de la
inhibicién posiblemente sea un carbohidrato complejo relacionado con los grupos sanguineos
A H o Lewis [Nieto-Sampedro, M. and Broderick, J.T. (1988) A soluble brain molecule
related to epidermal growth factor receptor es a mitogen inhibitor for astrocytes. J. Neurosci.
Res. 22: 28-35]. Ademas hemos comprobado que oligosacaridos de estructuras similares a

los grupos sanguineos son capaces de inhibir la proliferacion de astrocitos in vitro.

Estado de la técnica
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La patente europea EP 0394971 (de 31/10/90) reivindica el uso de Inhibidores,

conteniendo oligosadricos, del crecimiento de células endoteliares y angiogenesis. La patente

se refiere a compuestos conteniendo de 6 a 8 sacdridos en su molécula. Puede tambien citarse

la patente europea EP 0208623 (de 14/01/87) tiulada Uso de poli y oligosacdridos para

obtencién de medicamentos activos en la patologia de los tejidos conjuntivos.

Los compuestos objeto de la presente invenci6én son nuevos y por consiguiente no hay

nada publicado referente a su sintesis.

Descripcién de la invencion
En esta patente se describe un procedimiento de obtencién de oligosacaridos inhibi—

dores de la mitosis de astrocitos y células tumorales del sistema nervioso, probablemente

anélogos de inhibidores naturales, y la investigacion de su actividad inhibitoria.

Se han preparado trisacaridos de férmula general 8 y tetrasacéridos de férmula general
13 a partir de p-lactésidos de formula general 1. Los intermedios comunes para la sintesis
de productos de tipo 8 y 13 (compuestos de férmula general 2) han sido los 3'—0—
—alil-B-lactésidos obtenidos a partir de 1 previa activacion selectiva de la posicién 3' con
6xidos de alquil estafio y posterior alilacion. La bencilacién controlada de los compuestos de
tipo 2 da lugar a compuestos perbencilados (3) y a productos parcialmente bencilados (4).
Los compuestos de tipo 3 se han utilizado en la sintesis de los trisacaridos de tipo 8 y los

compuestos de tipo 4 se han utilizado en la sintesis de los tetrasacdridos de tipo 13.
0 " RO
\ OR1
H RO ©
O
OF?

1  R!=C, -C; n-alquilo, o (CH,),~CO,Me, o (CH,),NCBz, o arilo
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R*=R’=R*=H
2  R!=C, -G n-alquilo, o (CH,),-~CO,Me, o (CH,),NCBz, o arilo
R*=R’=H, R*=alilo
3  R!=C, -G n-alquilo, o (CH,),-CO,Me, o (CH,),NCBz, o arilo
5 R? = R® = bencilo, R* = alilo
4 R!'=C, -G n-alquilo, o (CH,),~CO,Me, o (CH,),NCBz, o arilo
R?=bencilo, R’=H R'=alilo

5  R!=C, -C; n-alquilo, o (CH,),~CO,Me, o (CH,),NCBz, o arilo
10 R’ = R’ = bencilo, R* = H

6 R!=C, -C;n-alquilo, o (CH,),~CO,Me, o (CH,),NCBz, o arilo

AcO

OAC
R? = R? = bencilo, R4 =
15 Ny
7 R'=C, -C; n-alquilo, o
(CH,),~CO,Me, 0 (CH,),NCBz, o arilo
AcO
OAc o
20 R2=R*=H, R‘=
AcNH

8 R'=(C, -G n-alquilo, 0 (CH,),-~CO,Me, o (CH,),NCBz, o arilo
25 H OH

R2=R’=zH, R‘= °

AcNH

30 9 R! = C, -G, n-alquilo, 0o (CH,),~CO,Me, o (CH,),NCBz, o arilo
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R? = bencilo, R*= BnO
OBn
Bn
R* = alilo HC
5
10 R!'=C, -C; n-alquilo, 0
(CH,),~CO,Me, o (CH,);NCBz, o0 arilo
BnO
Qa Bn
R? = bencilo, R’=
10 HE

R‘=H

11  R!= C, -C; n-alquilo, o (CHp),~CO;Me, 0 (CH,),NCBz, o arilo, R? = bencilo,

BnO
15 R’= L~
HEL
20 AcO
Rt o OAC
Ns

25 12 R!=C, -C; n-alquilo, o (CH,),~COMe, o (CH,);NCBz, o arilo

HO

R2=H R =

Y

30
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AcO
OAc

13  R!=C, -C; n-alquilo, o (CH,),-CO,Me, o (CH,),NCBz, o arilo

HO
QH OH
2 3 _
R2=H, R’= ho
H OH
R® = °
HO
AcNH

Los compuestos de formula general 3 se han sometido a dasalilacién para dar com-
puestos de tipo 5 que se han glicosilado con un donador de 2-azido-2-desoxi-a-D-galac-
topiranosilo dando los trisacaridos protegidos de tipo 6. La reduccion del grupo azido acom-
paiiada de desbencilacion con acetilacién simultanea del grupo amino dio lugar a intermedios

del tipo 7 que tras O-desacetilacién condujeron a los trisacridos de tipo 8.

Los compuestos de férmula general 4 se han glicosilado con un donador de a-D--
fucopiranosilo para dar los trisacaridos protegidos de tipo 9 que por desalilacién han condu-
cido a compuestos de férmula general 10. Los compuestos de tipo 10 se han sometido a una
segunda reaccion de glicosilacion con un donador de 2~azido-2-desoxi-a~D-galactopirano-
silo para dar los tetrasacéridos protegidos de tipo 11. La desbencilacién de los productos de

tipo 11 con reduccion concomitante del grupo azido y N-acetilacién simultanea del grupo
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amino condujo a los intermedios de tipo 12 que por O-desacetilacién dieron lugar, finalmen-

e, a los tetrasacaridos de tipo 13.

La actividad inhibitoria de los oligosacaridos sintetizados se ha investigado analizando
sus efectos sobre la incorporacién de timidina al DNA en diferentes células del sistema
nervioso durante el proceso de divisién celular. Los resultados indican que compuestos de
este tipo tienen uma potencial aplicacién como inhibidores de la division celular, particu-

larmente en el control de la aparicién de la cicatriz glial y en el tratamiento de tumores del

sistema nervioso.

Los siguientes ejemplos ilustran el proceso sintético y muestran las mediciones de
actividad biolégica con algunos de los productos preparados. Debe ser entendido, sin embar-

g0, que la invenci6n no estd limitada a los reactivos y condiciones mostrados en los ejem-

plos.
Ejemplos

p - del trisacérido 8

Una mezcla de metil f-lactésido (1 con R' = Me, 17.26 g, 45.24 mmol), 6xido de
dibutilestafio (14.62 g, 58.75 mmol) y tamiz molecular tipo 3A (58 g) en acetonitrilo (975
ml) se calent6 a reflujo con agitacién durante 14 h. Posteriormente, s afiadieron bromuro de
tetrabutilamonio (7.21 g, 22.38 mmol) y brbmuro de alilo (55.2 g, 0.45 mol) y se continud
Ia calefaccion. Al cabo de 9 h se afiade més bromuro de tetrabutilamonio (2.4 g, 7.5 mmol)
y bromuro de alilo (19 g, 0.15 mol) y se dejé continuar la reacci6n durante 14 h adicionales.
La mezcla de reaccién se filtré y el filtrado se concentrd a sequedad. Al residuo se adiciond
acetato de etilo y el sélido precipitado de metil 3-alil-B-lactésido (2 con R = Me, 7.27 g)
se filtr6. El filtrado se concentrd y al residuo resultante se adicion6 metanol hasta aparecer
un sélido cristalino que se filtr6 y deseché. El filtrado se evapor6 a sequedad y se fraccion6
en una columna de gel de silice empleando acetato de etilo-metanol (6:1 —> 3:2) como

eluyente. Se obtuvo una fraccion que contiene 2 (5.82 g) que se juntd con el obtenido

anteriormente.
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El compuesto 2 (5 g, 14 mmol) se traté con cloruro de bencilo (30 ml) en presencia
de hidr6xido potasico (9 g) y la mezcla se calenté a 100 °C durante 30 min. Transcurrido
este tiempo, se dejo enfriar, se diluy6 con cloroformo (150 ml) y se lav6 sucesivamentre con
agua, H,SO, 1M y agua. La disoluci6n cloroférmica se seco (Na,SO,) y evapord. El residuo
se pasé a través de una columna de gel de silice empleando hexano-acetato de etilo (1:0 —

4:1) como eluyente. Se obtuvo primero el compuesto 3 (R' = Me) (4.90 g, 41%) y a conti-
nuacién 4 (R' = Me) (2.92 g, 28%).

El compuesto 3 (5 g, 5.34 mmol) se disolvi6 en una mezcla de acetato de etilo-eta-
nol-4cido acético —agua (2:2:1:1, 60 ml) y se calenté a 80-90 °C con agitaci6n en presencia
de catalizador de Pd al 10% sobre carbén activo (200 mg). Al cabo de 10 h el Pd/C se filtro,
se lavé con cloroformo v el filtrado y aguas de lavado se juntaron y lavaron con una disolu-
ci6én acuosa de NaHCO, y, posteriormente, agua. La fase orgdnica se concentré y el residuo
se cromatografié en una columna de gel de silice (hexano-acetato de etilo 5:1 — 3:1) para

obtener 5 (R' = Me) (2.61 g, 55%).

Una mezcla de 5 (1.5 g, 1.67 mmol), cianuro mercirico (2.41 g, 9.53 mmol), bromuro
mercirico (3.48 g, 9.65 mmol) y tamiz molecular tipo 4 A en diclorometano (85 ml), se agit6
a temperatura ambiente bajo atmésfera de argon dumnate 1 h. Al cabo de este tiempo, se
adicion6é bromuro de 3,4,6-tri-O-acetil-2-azido-2-desoxi—a-D-galactopiranosilo (0.77 g,
1.95 mmol) disuelto en diclorometano (5 ml) y se continu6 la agitacion. Pasadas 13 y 22
horas se adicioné mas bromuro de galactopiranosilo (0.85 g, en cada adicién) y la reaccion
se dejo estar durante 60 h, tras lo cual se filtré y el filtrado se lavé sucesivamente con diso-
luciones acuosas de Nal al 10%, NaHCO,saturada y agua. La fase organica se sec6 (Na,SO,)
y evapord. El sirupo resultante se paso a través de una columna de gel de silice (hexano-a-
cetato de etilo 3:1 —> 7:4) para dar lugar a 6 (R' = Me) (1.7 g, 87%) como un sirupo. [a],

+61.2¢2 (c = 0.7, cloroformo).

El compuesto 6 (1.75 g, 1.45 mmol) disuelto en etanol (100 ml) en presencia de
anhidrido acético (2 ml) se hidrogend empleando catalizador de paladio sobre carb6n activo
(1 g) durante 4 dias. La suspension se filtr6 sobre celita y el filtrado se concentr6 a sequedad

para dar un sirupo que se purificé sobre una columna de gel de silice (cloroformo-metanol
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8:1). Se obtuvo 7 (R' = Me) (0.75 g, 75%). P.f. 149-151 °C, [a], +94.0° (c = 0.6, metanol).

Este compuesto se disolvi6 en una solucién 0.1 M de met6xido sédico en metanol (4 ml) a

temperatura ambiente, s dejo estar durante 30 min y a continuacién se tratd con amberlita
IR-120 (H*) hasta neutralidad, se filtr6 y se concentr6 a sequedad para dar el trisacdrido 8

(R! = Me) (0.54 g, 95%), como un sélido. P.f. 293-298 °C, [a], +124.5¢ (c = 0.5, agua).

p 60 del srido 13

Una mezcla de 4 (R! = Me) (2.94 g, 348 mmol) (obtenido de la bencilacion de 2),
bromuro mercirico (0.4 g, 1.11 mmol), tamiz molecular 4A (5.7 g) en diclorometano (40 ml)
se agité a temperatura ambiente durante 1 h. Pasado este tiempo, se adicioné bromuro de
2,3,4-tri—O—bcncil—a-L—ﬁxcopiranosilo (2.4 g, 4.83 mmol) disuelto en diclorometano (40 ml)
lentamente durante 5 h y se continuo la agitacién durante 1 h adicional, tras lo cual, la

mezcla de reaccién se filtr6 sobre celita, se lavd sucesivamente con disoluciones acuosas de
KI al 10%, NaHCO, saturada y agua. La fase orgénica se seco (N2,SO,) y evapord a seque-

dad. El residuo siruposo se pasé a través de una columna de gel de silice (hexano—acetato de

etilo 5:1) para obtener 9 (R* = Me) (3.94 g, 84%) como un sirupo. [a], —40.3% (c = 0.7,

cloroformo).

El compuesto 9 (3.57 g, 2.83 mmol) disuelto en acetato de etilo (28 ml) y etanol 95%
(140 ml), se trat6 con écido p-toluensulfénico (0.28 g) y catalizador de paladio sobre carb6n
activado (0.52 g). La mezcla se calent6 a 80 °C con agitacién durante 1 h y 30 min, pasado
este tiempo se filtré sobre celita, se adiciond trietilamina (0.5 ml) y se evapord. El sirupo
resultante se cromatografié sobre una columna de gel de silice (hexano—-acetato de etilo 4:1)

dando lugar a 10 (R* = Me) (2.24 g, 65%), [a], —40.8° (c = 0.6, cloroformo).

Una mezcla de 10 (2.12 g, 1.73 mmol), cianuro mercirico (2.1 g, 8.31 mmol),
bromuro mercirico (3.04 g, 8.43 mmol), tamiz molecular 4A (11.4 g) en diclorometano (76
ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 1 h, tras la cual, se afiadi6 una disolucién de
bromuro de 3,4,6—tri—-0-acetiI—Z—azido—2—desoxi—a—D—galactopiranosilo (2 g, 5.07 mmol)
disuelto en diclorometano (40 ml) y se continu6 la agitacion. Al cabo de 20, 30,52y 76 h
se adiciond mas bromuro de galactopiranosilo (0.4, 0.43, 0.23 y 0.2 g respectivamente) ¥,

después de 92 h, mas Hg(CN), y HgBr, (1.05 y 1.52 g, respectivamente). Pasadas 120 h, Ia



10

15

20

25

WO 93/09755 PCT/ES92/00074

9

mezcla de reaccién se filtrG sobre celita, se lavé con disoluciones acuosas de KI al 10%,
NaHCO, saturada y agua. La solucién orgénica se evapor6 a sequedad y el residuo se pas6
a través de una columna de gel de silice (hexano-acetato de etilo 3:1 —> 7:4). Se obtuvo 11
(R' = Me) (2.22 g), impurificado con el bromuro de galactopiranosilo, que se utiliz6 en la
siguiente etapa. Esta fraccion (2.17 g) se disolvi6 en etanol absoluto (100 ml) conteniendo
anhidrido acético (1.5 ml) y se traté con hidrégeno en presencia de catalizador de paladio
sobre carbon activo (0.5 g) durante 60 h. La suspensién se filtré sobre celita y se evapor6 a
sequedad. El residuo se fraccion6 en columna de gel de silice (cloroformo—metanol 6:1) y se

obtuvo 12 (R' = Me) (0.86 g, 74%) como un sélido. P.f. 162-167°C, [a], +28.2° (¢ = 0.9,

metanol).

El compuesto 12 (0.81 g, 0.97 mmol) se traté con una disolucién 0.1M de metéxido
s6dico en metanol (150 ml) durante 30 min. La mezcla de reaccién se neutraliz6 con amber—
lita IR-120 (H*) y se evapor. Se obtiene 13 (R' = Me) (0.69 g, 100%), como un sélido. P.f.
165-167°C, [a], +33.8° (c = 0.4, agua).

Actividad biolégica de los compuestos 8 y 13

La inhibicion de la mitosis producida por los oligosacaridos sintetizados se comprob6
in vitro midiendo la incorporacién de timidina tritiada [Nieto—Sampedro, M. (1987) Astrocyte
mitogenic activity in aged normal and alzhcimcr’s human brain. Neurobiol. Aging. 8: 249-2-
52] en cultivos de astrocitos preparados segin el método de McCarthy y de Vellis [McCar-
thy, K.D. and de Vellis, J. (1980) Preparation of separate astroglial and oligodendroglial cell
cultures from rat cerebral tissue. J. Cell. Biol. 85: 890-902] y en cultivos de células tumora-
les del sistema nervioso. Las tablas 1 y 2 recogen los ejemplos concretos de las inhibiciones
producidas por los compuestos 8 y 13 a diferentes concentraciones sobre astrocitos y las

lineas celulares A7 (glioma), N,A y N1E 115 (neuroblastomas).
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TABLA 1
Inhibicién de la incorporacién de timidina (% respecto al control) producida en dife—
rentes células por el compuesto 8 (R! = Me)
Conc (uM) Astrocitos A7 N2A NIE 115
1000.0 89.2 79.5 72.1 87.3
500.0 69.6 55.9 532 73.8
2500 513 413 45.7 544
125.0 40.3 19.8 21.6 218
62.5 24.8 7.7 9.6 11.3
313 16.0 0.0 0.0 0.0
15.6 9.9 0.0 0.0 0.0
———————————— —

—________————_——:_—'_—_————1

TABLA 2
Inhibicién de la incorporacién de timidina (% respecto al control) producida en dife-
rentes células por el compuesto 13 (R! = Me)
Conc (uM) Astrocitos A7 N2A NI1E 115
1000.0 100.0 90.5 100.0 100.0
500.0 954 792 95.1 96.4
250.0 83.1 694 73.8 644
125.0 578 365 46.3 40.8
62.5 479 23.1 382 22.6
313 352 18.8 11.2 8.9
15.6 18.7 9.8 4.1 0.0
RN e eSS
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REIVINDICACIONES

1. Oligosacaridos fitiles para inhibir la mitosis de astrocitos y células tumorales del

sistema nervioso de férmula general

5
RO o
o} " RO
OR'
R > e
OR?
10 donde
R! = C,-C; n-alquilo, 6 (CH,),-CO,Me, 6 (CH,),NCBz, o arilo
R? = H, 6 bencilo
R® = H, 6 bencilo 6
HO
15 QH OH BnO
o OBn OBn
HL
O
HC w
20 0
R = H, 6 alilo, 6
R AcO
OH o OAc 0
AcO
OAc
HO 0 A
AcNH N,
A
AcNH
0 0
25

2. Procedimiento de obtencién de oligosacéridos de formula segin reivindicacion 1, caracte—

rizado porque en la primera etapa de la reaccion, unos B-lactésidos de férmula general 3-D-
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Gal-(1—>4)-8-D-Glc-R (Gal = galactosa, Glc = glucosa, R=C, — C; n—alquilo 6 (CH);~

CO,Me 6 (CHp),NCBz o arilo) se alilan selectivamente en la posicién 3. Los 3'-O- alil

B-lactdsidos resultantes se bencilan controladamente en la segunda etapa para dar dos tipos

diferentes de productos, unos totalmente bencilados que se utilizan en la preparacién de

trisacéridos de férmula general a-D—GalNAc—(1—>3)—B—D-Gal—(1—>4)—B—D—Glc—R

(GalNAc = N-acetilgalactosamina), otros parcialmente bencilados,
céridos de férmula general o~D-GalNAc-

posicion 3 no bencilada,

que se utilizan en la preparacién de los tetrasa
(1-3)-8-D-Gal-(1—>4)- [a~L~Fuc—(1—3)]-8-D-Glc-R (Fuc = fucosa). Los B-lactdsidos
totalmente bencilados se somenten en la tercera etapa a una desalilaci6n y, en la cuarta etapa,

a una o-—glicosilacién estereoselectiva de la posicién 3' con un donador de 2-azido-2-

desoxi-a~D-galactopirandsilo para dar los trisacéridos de férmula general a~D-GalN;-

(1—»3)-B—D—Ga1—(1—»4)-B—D-GIc—R protegidos (GalN; = 2-azido-2-desoxi—galactosa).

Estos trisaciridos, en la quinta y sexta etapas se reducen, desbencilan, N-acetilan y O-desa-

cetilan para dar los trisac4ridos de férmula general a-D-GalNAc~(1-»3)-8-D-Gal-(1—>4)-
3-D-Glc-R. Los B-lactGsidos no bencilados en la posicién 3 se someten en la séptima etapa
a una o—glicosilacién estereoselectiva para dar los trisacaridos B-D-Gal-(1—>4)-[a~L-Fuc-
(1->3)]-8-D-Glc-R protegidos. En la octava etapa estos trisacéridos se desalilan y en la
novena etapa se a—glicosilan estereoselectivamente con un donador de 2-azido-2—-desoxi-a-
D-galactopiranésido para dar los tetrasacaridos a~D-GalN,-(1—3)-B-D-Gal-(1—>4)-[a-
L~Fuc—(1—3)]-8-D-Glc-R protegidos. Estos dltimos compuestos se desbencilan, reducen
y N—acetilan en la décima etapa y por O-desacetilacion en la undécima etapa conducen a los
tetrasacaridos de férmula general a-D-GalNAc~(1-»3)-8-D-Gal-(1—4)-[o~L-Fuc-

(1-»3)]-8-D-Glc-R.

3. Un procedimiento segiin reivindicacion 2 caracterizado porque en la primera etapa la
posici6n 3' de f-lactésidos, preferentemente metilB-lactésido, se alila selectivamente con un
haluro de alilo, preferentemente bromuro de alilo, en acetonitrilo previa activacién con 6xidos

de alquil estafio en presencia de tamiz molecular.

4. Un procedimiento segin reivindicacion 2 caracterizado porque en la segunda etapa

3'-Q-alil B-lactésidos se protegen controladamente empleando un haluro de bencilo,

[}
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preferentemente cloruro de bencilo, en presencia de una base, como hidréxido potésico, a una

temperatura de 100°C.

5. Un procedimiento segtn reivindicacién 2 caracterizado porque en la tercera etapa tiene
lugar una desalilacién del 3-0-alil B-lactésido bencilado, disuelto previamente en un

azeotropo, calentando entre 80-90°C y en presencia de catalizadores de rodio, iridio, o

paladio sobre carbén activo.

6. Un procedimiento segiin reivindicacién 2 caracterizado porque en la cuarta etapa se lleva
a cabo una a-glicosilacién empleando un haluro o un tricloroacetimidato de 3,4,6-tri-O-
-acil-2-azido-2-desoxi-D-galactopiranosilo en presencia de acidos de Lewis, particular—

mente trifluoruro de boro eterato o triflato de trimetil sililo.

7. Un procedimiento segiin reivindicacién 2 caracterizado porque en la quinta etapa la
desbencilacion y reduccion simultaneas del grupo azido y la acetilacion de la amina resultan—

te se realiza utilizando hidrégeno en presencia de un catalizador de paladio sobre carbén

activo y anhidrido acético.

8. Un procedimiento segiin reivindicacién 2 caracterizado porque en la sexta etapa se realiza
una O-desacetilacién con met6xido sédico en metanol, en presencia de una resina cambiado-

1a, para la obtenci6n del trisacarido correspondiente.

9. Un procedimiento segiin reivindicacion 2 caracterizado porque en la séptima etapa se lleva
a cabo una a-fucosilacién selectiva empleando un haluro o un tricloroacetimidato de
2,3,4~tri~O-bencil fucopiranosilo en presencia de un catalizador de plata o mercurio o de un

acido de Lewis, particularmente trifluoruro de boro eterato o triflato de trimetil sililo.

10. Un procedimiento segin reivindicacién 2 caracterizado porque en la octava etapa la
desalilacion de los trisacéridos se realiza empleando un catalizador de rodio, iridio, o paladio

sobre carbén activo, en presencia de acido p-toluensulfénico.
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11. Un procedimiento segin reivindicacién 2 caracterizado porque en la novena etapa la

glicosilaci6n se lleva a cabo empleando un haluro, preferentemente bromuro merciirico, 0 un

tricloroacetimidatode 3,4,6—tri—0—acil-—Z—azido—2—desoxi-—D-galactopiranosilo, enpresencia
de un catalizador de mercurio o de plata, 0 en presencia de un 4cido de Lewis, particular-

mente trifluoruro de boro eterato o triflato de trimetil sililo.

12. Un procedimiento segdn reivindicacién 2 caracterizado porque en la décima etapa la

acetilacién de la amina resultante

anhidrido acético.

desbencilacién y reduccion simultsnea del grupo azidoy la

se realiza utilizando hidrégeno en presencia de un catalizador de paladio y

13. Un procedimiento segin reivindicacién 2 caracterizado porque en la undécima etapa se
realiza una O-desacetilacién con metéxido sédico en metanol, en presencia de amberlita,

para la obtencién del tetrasacdrido correspondiente.

14. Oligosacéridos de f6rmula segin la reivindicacién 1 y obtenidos segiin procedimiento de

reivindicaciones 2 a 13, con radicales especificos

R'=CH,

R’=H

R*=H

R'=

H OH
0
HO

AcNH

para su aplicacién como inhibidores en el tratamiento de tumores del sistema nervioso y en
el control de la cicatriz glial, caracterizados porque han demostrado actividad inhibidora, in

vitro, de la mitosis de astrocitos y células tumorales del sistema nervioso de la rata, medida

g
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en tanto por ciento sobre la incorporacién de timidina al DNA respecto al control del 72.1%

al 9.6%, para concentraciones micromolares de 1000.0 a 62.5.

15. Oligosacéridos de férmula segiin reivindicacion 1 y obtenidos segin procedimiento de

5 reivindicaciones 2 a 13, con radicales especificos

R'=CH,
R’=H
3_ 4_
R’= Ho R'=
OH
OH H OH
o
HLC
HO
AcNH

10
para su aplicacién como inhibidores en el tratamiento de tumores del sistema nervioso y en

el control de la cicatriz glial, caracterizados porque han demostrado actividad inhibidora, in
vitro, de la mitosis de astrocitos y células tumorales del sistema nervioso de la rata, medida
en tanto por ciento sobre la incorporacién de timidina al DNA respecto al control del

15 100.0% al 4.1%, para concentraciones micromolares de 1000.0 a 15.6.
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