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Síntesis de galactofuranósidos de superficie de Leishmania  para el desarrollo 

de un test de diagnóstico serológico  

 

 

 

Esta tesis doctoral se centró en el diseño y síntesis de galactofuranósidos 

constitutivos de glicanos de superficie de Leishmania braziliensis con el objeto de 

identificar biomarcadores de infección para el desarrollo de un método de diagnóstico 

serológico de leishmaniasis tegumentaria americana (LTA), enfermedad endémica en 

Argentina.  

Se llevó a cabo la síntesis total de cinco galactofuranósidos estructuralmente 

definidos presentes en glicolípidos de superficie altamente antigénicos de Leishmania: los 

glicoinositolfosfolípidos (GIPLs) y el lipofosfoglicano (LPG). Los oligosacáridos fueron 

diseñados con un grupo 5-aminopentilo en su extremo reductor a modo de conector para 

su posterior anclado a superficies.  

La afinidad de los glicósidos sintetizados por anticuerpos presentes en sueros 

humanos infectados con LTA se estudió por medio de microarreglos de glicanos. De esta 

manera, se identificaron dos compuestos con marcada inmunorreactividad IgM que, 

además, mostraron baja reactividad cruzada al ser expuestos a sueros de pacientes con 

enfermedad de Chagas.  

Complementariamente, se abordó el desarrollo de un glicobiosensor para diagnóstico 

serológico basado en espectroscopía de impedancia electroquímica. Los 

galactofuranósidos se anclaron sobre electrodos de oro por medio de monocapas 

autoensambladas de tioles (SAMs) y la incorporación de los glicósidos se confirmó por 

técnicas fisicoquímicas y electroquímicas. Posteriormente, superficies funcionalizadas 

con uno de los glicósidos sintetizados se utilizaron para evaluar la respuesta del sistema 

a sueros positivos y negativos para LTA, sentando las bases para futuras aplicaciones 

diagnósticas. 
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Synthesis of surface galactofuranosides of Leishmania  for serological test 

development  

 

 

 

This doctoral thesis focused on the design and chemical synthesis of 

galactofuranoside constituents from the surface glycans of Leishmania braziliensis, aiming 

to identify infection biomarkers for the development of a serological diagnostic platform 

against american tegumentary leishmaniasis (ATL), an endemic disease in Argentina. 

We carried out the total synthesis of five structurally defined galactofuranosides found 

in highly antigenic surface glycolipids of Leishmania: the glycoinositolphospholipids 

(GIPLs) and the lipophosphoglycan (LPG). The synthetic oligosaccharides were designed 

with a terminal 5-aminopentyl linker for their subsequent anchoring to surfaces. 

The affinity of the synthetic glycosides for antibodies present in human sera from 

patients with ATL was investigated using glycan microarrays. Two compounds displaying 

high IgM immunoreactivity and also low cross-reactivity against sera from Chagas disease 

patients were identified using this technology. 

As a complementary approach, we undertook the development of a glycobiosensor 

for serological diagnosis based on electrochemical impedance spectroscopy. 

Galactofuranosides were immobilized on gold electrodes via thiol self-assembled 

monolayers (SAMs), and their incorporation was confirmed using physicochemical and 

electrochemical techniques. Subsequently, surfaces functionalized with one of the 

synthetic glycosides were used to assess the systemôs response to ATL-positive and ATL-

negative sera, providing a foundation for future diagnostic applications.  
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CMIA chemoluminescent microparticle immunoassay (inmunoensayo 
quimioluminiscente de micropartículas) 

COSY espectroscopía de correlación homonuclear 

CPE constant phase element (elemento de fase constante) 

CSA ácido (1S)-(+)-10-camforsulfónico 

CV cyclic voltammetry (voltametría cíclica) 

d. diámetro 

DBU 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno 

dil. dilución 

DMF dimetilformamida 

DMP 2,2-dimetoxipropano 

DSB disiamilborano [bis(2-butil-3-metil)borano] 

EA etanolamina 

EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida 

EFS extracción en fase sólida 

EIS electrochemical impedance spectroscopy (espectroscopía de 
impedancia electroquímica) 

ELISA enzyme-linked immunosorbant assay (ensayo por 
inmunoabsorción ligado a enzimas) 

EM  espectrometría de masa 

EMAR espectrometría de masa de alta resolución 

equiv. equivalente(s) 

ESI electrospray ionization (ionización por electrospray) 

Et etilo 



 

 

Et2O dietil éter 

EtOH etanol 

f furanosa 

GIPL glicoinositolfosfolípido 

GPI glicosilfosfatidilinositol 

h hora(s) 

HMBC espectroscopía de correlación heteronuclear a enlaces múltiples  

HSQC espectroscopía de coherencia cuántica simple heteronuclear  

i-PrOH isopropanol 

J constante de acoplamiento 

KF Karl Fisher 

lit. literatura 

LPG lipofosfoglicano 

m/z relación masa-carga 

Me metilo 

MeOH metanol 

MH mercaptohexanol 

min minutos 

MLEE multilocus enzyme electrophoresis (electroforesis enzimática 
multilocus) 

MS molecular sieves (tamices moleculares) 

MUA ácido mercaptoundecanóico 

NHS N-hidroxisuccinimida 

P.Eb punto de ebullición 

p piranosa 

PCR polymerase chain reaction (reacción en cadena de la polimerasa) 

pf punto de fusión 

Ph fenilo 

PS-PCR polymorphism-specific PCR (PCR específica para polimorfismos) 

Py piridina 

QCM-D quartz cristal microbalance with dissipation (microbalanza de 
cristal de cuarzo con disipación) 

Rf relación de frente 

Rha ramnosa 

RMN resonancia magnética nuclear 

RS resistencia de la solución 

Rtc resistencia a la transferencia de carga 

SAM self-assembled monolayer (monocapa autoensamblada) 

STM scanning tunnelling microscopy (microscopía de efecto túnel) 

ss solución saturada 

t.a. temperatura ambiente 

TEA trietilamina 

temp. temperatura 

TFA ácido trifluoroacético 

THF tetrahidrofurano 

TMSOTf trimetilsililtriflato 

TOCSY espectroscopía de correlación total 

UV ultravioleta 



 

 

XPS X-ray photoelectronic spectroscopy (espectroscopía 
fotoelectrónica de rayos X) 

 

  



 

 

Nomenclatura de carbohidratos  

 

 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 
 

 

INTRODUCCIÓN  



 

 

  



 

 
 

 
1.  

Capítulo 1 

Síntesis química de 

glicanos aplicad os al 

diagnóstico de 

leishmaniasis   



 

 

 



Capítulo 1 

7 

 

Los carbohidratos, junto con los ácidos nucleicos, lípidos y proteínas, conforman el 

grupo de biomoléculas esenciales para la vida. Mientras que algunos polímeros 

sacarídicos son componentes estructurales de las paredes celulares de diversos 

organismos, otros actúan como mediadores en numerosos procesos biológicos y 

metabólicos.[1,2] 

Las células (eucariotas y procariotas) y los virus están recubiertos por una capa 

densa de carbohidratos complejos. Esta capa participa en procesos de reconocimiento, 

diferenciación, y adhesión celular, al interactuar con proteínas (como lectinas), otros 

carbohidratos y lípidos. Además, debido a su exposición en la superficie, los carbohidratos 

participan en la interacción con patógenos y con distintos elementos del sistema inmune, 

jugando un papel central en procesos como la patogénesis, la inflamación y el 

reconocimiento antigénico. 

Una propiedad característica de los glicanos es su gran diversidad estructural, que 

está estrechamente ligada con la amplia variedad de funciones biológicas que 

desempeñan. A diferencia de los oligopéptidos o los oligonucleótidos, cuyos monómeros 

se enlazan en forma lineal a través de un único punto de anclaje, los oligosacáridos 

presentan múltiples posibilidades de enlace. Cada monosacárido puede establecer un 

enlace glicosídico entre su carbono anomérico y algún hidroxilo libre de otro azúcar, dando 

lugar tanto a polímeros lineales como ramificados. Además, el carbono anomérico es un 

centro estereog®nico, por lo que cada enlace puede adoptar una configuraci·n Ŭ o ɓ, 

multiplicando el número de posibles isómeros estructurales. A esto se suma que las 

cadenas sacarídicas pueden presentar modificaciones en sus grupos hidroxilo, por 

fosforilación, metilación, acetilación y lactonización, entre otras.[3] 

Una de las mayores limitaciones en el estudio del rol biológico de los carbohidratos 

y sus aplicaciones es la dificultad de obtener oligosacáridos y glicoconjugados puros y de 

estructuras bien definidas. A diferencia de las proteínas y los ácidos nucleicos, que 

pueden obtenerse en forma homogénea mediante expresión recombinante y reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), respectivamente, no existe una forma semejante de 

producción de oligosacáridos. Sumado a esto, el aislamiento de estas estructuras a partir 

de fuentes naturales involucra protocolos de separación y purificación extensos que sólo 

permiten obtener los carbohidratos en bajas cantidades y, a menudo, como mezclas 

heterogéneas.[4,5]  

En este contexto, la síntesis química de oligosacáridos es una alternativa interesante 

para obtener cantidades apreciables de oligo- o polisacáridos puros, incluso aquellos que, 

en la naturaleza, se encuentran en bajas concentraciones.[6] Sin embargo, como ya se 
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mencionó antes, la unión de dos monómeros puede dar lugar a gran variedad de posibles 

productos, lo que convierte a la síntesis de oligosacáridos en el laboratorio en un desafío. 

Si bien al día de hoy no existe una metodología de síntesis estandarizada que permita 

construir la variedad de estructuras presentes en la naturaleza, se han desarrollado 

numerosas estrategias para obtener de manera eficiente las biomoléculas deseadas. 

Algunas de ellas serán desarrolladas a continuación. 

1.1. Síntesis química de carbohidratos  

Para acceder a cadenas sacarídicas complejas por medio de la síntesis química, es 

importante conocer y controlar el paso clave de la síntesis: la formación de la unión 

glicosídica o reacción de glicosidación. En este proceso intervienen, por lo general, tres 

especies: un donor de glicosilo, un aceptor de glicosilo y un promotor (Esquema 1.1). 

1.1.1. Glicosidación: mecanismos y control estereoquímico  

La glicosidación consiste en una sustitución nucleofílica donde el aceptor de glicosilo 

ataca a un donor de glicosilo activado (especie electrofílica). Dado que los aceptores 

suelen ser nucleófilos relativamente débiles, el mecanismo inicialmente propuesto para 

esta transformación fue una sustitución de tipo unimolecular (SN1, Esquema 1.1).[6] Según 

este mecanismo, en primera instancia, el agente promotor (PX) cataliza la salida del 

sustituyente anomérico sobre el donor de glicosilo, dando lugar al carbocatión A que se 

estabiliza por resonancia para dar el ion oxacarbenio B (Esquema 1.1). Dado que el 

carbono anomérico resultante presenta hibidización sp2, el nucleófilo (aceptor de glicosilo) 

puede atacar indistintamente por la cara superior (cara ɓ en la serie D, camino i) o por la 

cara inferior (cara Ŭ en la serie D, camino ii), dando lugar a un par de diastereoisómeros 

(o anómeros). La configuración del enlace glicosídico resultante se describe como 1,2-cis 

cuando el grupo entrante se orienta en la misma cara que el sustituyente en C-2, y como 

1,2-trans cuando se encuentra en la cara opuesta, (Esquema 1.1).[7] 
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Esquema 1. 1. Mecanismo de glicosidación SN1. GP=grupo protector; GS=grupo saliente. 

Sin embargo, en los últimos años diversos estudios mecanísticos sostienen que la 

glicosilación no estaría limitada a un mecanismo puramente SN1 (sin cara preferencial de 

ataque). En su lugar, se propone que existen diferentes mecanismos que conforman un 

espectro entre sustituciones SN1 y sustituciones tipo-SN2.[8] Según este modelo, luego de 

la activación del donor y previo al ataque del aceptor pueden formarse distintos 

intermediarios electrofílicos interconvertibles entre sí: el par iónico separado por solvente 

I (solvent-separated ion pair o SSIP), el par iónico de contacto II  (contact ion pair o CIP) 

e intermediarios covalentes activados III  (por ejemplo, glicosiltriflatos, glicosilsulfonios, 

etc.) (Esquema 1.2).[8ï10] Cuando la reacción ocurre vía las especies II  o III  el ataque 

nucleofílico se verá restringido en alguna de las caras, por lo que, en estos casos, el 

intermediario modula la estereoquímica de la reacción. La especie iónica dominante en 

una dada reacción de glicosidación y, por consiguiente, la estereoquímica del producto, 

dependen de la combinación de donor-aceptor-promotor elegida y las condiciones de 

reacción empleadas (temperatura, concentración, solvente).[8] 

 

Esquema 1. 2. Intermediarios de glicosidación según el modelo continuo entre SN1 y 

tipo-SN2. X
-
 = contraión proveniente del promotor (PX). GP=grupo protector; SSIP= 

solvent-separated ion pair (par iónico separado por solvente); CIP= contact ion pair (par 

iónico de contacto). 
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Adicionalmente, el curso estereoquímico de las glicosidaciones también puede ser 

modulado por algunos grupos protectores específicos o por el solvente elegido, como se 

verá más adelante. 

En conclusión, en el diseño de las rutas de síntesis de oligosacáridos es muy 

importante la elección cuidadosa de los bloques constructores, esto es, el donor y aceptor 

de glicosilo, de forma de controlar la estereoquímica (la configuraci·n Ŭ o ɓ de los enlaces) 

y la regioquímica (la posición de sustitución) de la unión glicosídica (Esquema 1.3) 

deseada. 

 

Esquema 1. 3. Reacción de glicosidación. GP=grupo protector; GS=grupo saliente. 

La regioselectividad de la glicosidación puede ser controlada a través de grupos 

protectores (ñGPò). Es por esto que, usualmente, los grupos hidroxilo del aceptor se 

protegen de forma tal que el único hidroxilo libre sea aquel que se desea sustituir. Algunos 

grupos protectores, como los éteres aromáticos, son estables a gran variedad de 

condiciones de reacción y suelen ser removidos en el tramo final de la ruta de síntesis. 

Otros grupos, como los ésteres, acetales y silil ésteres, pueden proteger una posición 

determinada de forma temporal para luego ser removidos selectivamente, ya sea para 

extender la cadena oligosacarídica o para modificar grupos funcionales, según los 

requerimientos de la molécula objetivo.[11] Asimismo, los grupos protectores pueden 

mejorar la solubilidad en solventes orgánicos y facilitar la purificación de los compuestos.  

La estereoselectividad es el aspecto más desafiante de la síntesis de oligosacáridos. 

Para su control, se dispone de distintas herramientas, entre las cuales se encuentra la 

elección de grupos protectores. Estas funcionalidades pueden modular la reactividad de 

donores y aceptores de glicosilo, e incluso dirigir la estereoquímica de las reacciones de 

glicosilación.[9,12] 

La estrategia más utilizada para la construcción estereoselectiva de enlaces 1,2-trans 

consiste en el uso de grupos acilo protectores del C-2 (típicamente O-acetilo y O-
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benzoílo). El grupo 2-O-acilo ñparticipanteò ataca al intermediario oxacarbenio durante la 

glicosidación para dar un ion aciloxonio estabilizado por resonancia (Esquema 1.4). El 

anillo de 5 miembros resultante conduce el ataque del aceptor exclusivamente por la cara 

opuesta al sustituyente en C-2 para dar el producto 1,2-trans. A este fenómeno se lo 

conoce también como asistencia anquimérica.  

 

Esquema 1. 4. Mecanismo asociado con la obtención de glicósidos 1,2-trans por 

participación anquimérica de un grupo acilo en C-2. 

Asimismo, existen grupos participantes en C-2 que favorecen la formación de 

glicósidos 1,2-cis.[9] Un ejemplo de este tipo de funcionalidades es el auxiliar quiral (S)-1-

fenil-2-tiofeniletilo, que ha sido utilizado para obtener Ŭ-glicósidos de forma 

estereoselectiva a partir de donores de glucopiranosilo. En este caso, el tiol en C-2 ataca 

al C anomérico electrofílico del intermediario oxacarbenio para dar el ión sulfonio trans-

decalina correspondiente, que presenta un grupo fenilo bloqueando la cara ɓ. Es por esto 

que el ataque del aceptor ocurre por la cara Ŭ para dar el glic·sido 1,2-cis 

correspondiente.[13]  

Cuando el grupo en C-2 es no participante, como es el caso de los éteres o las azidas, 

el producto de glicosidación en piranosas suele ser una mezcla de anómeros, donde 

típicamente el glic·sido Ŭ (serie D) se obtiene como producto mayoritario. Este 

comportamiento se atribuye al denominado efecto anomérico, un fenómeno 

estereoelectrónico gobernado por interacciones electrostáticas y efectos de 

hiperconjugación (Esquema 1.5).[9] 

Desde el punto de vista electrostático, el efecto anomérico se explica en términos de 

interacciones dipoloïdipolo. Cuando el sustituyente anomérico ñORò se ubica en posición 

ecuatorial (an·mero ɓ en la serie D), los pares de electrones no enlazados del oxígeno 

exocíclico interaccionan de forma repulsiva con los pares de electrones no enlazados del 

oxígeno endocíclico (O-5), generando una interacción electrostática desestabilizante. En 

el an·mero Ŭ, en el que el sustituyente anom®rico se orienta en forma axial, esta 

interacción es mínima, por lo que este anómero presenta una estabilización relativa 

respecto del an·mero ɓ (Esquema 1.5.A). 
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Adicionalmente, cuando el sustituyente anomérico es un grupo electronegativo 

orientado en forma axial, se produce el solapamiento entre el orbital no enlazante del O-5 

y el orbital antienlazante del enlace CïOR, que se disponen en forma anti-periplanar. Esto 

resulta en una estabilización del an·mero Ŭ por hiperconjugación. Esta interacción no 

tiene lugar en el an·mero ɓ ya que cuando el sustituyente anomérico está en posición 

ecuatorial los orbitales se ubican en planos distintos y no pueden interactuar eficazmente 

(Esquema 1.5.B).  

 

Esquema 1. 5. Efectos electrostáticos y de hiperconjugación involucrados en el efecto 

anomérico. 

Otras estrategias disponibles para la obtención estereoselectiva de enlaces 1,2-cis 

incluyen el uso de grupos protectores remotos[14] o voluminosos,[15] y de donores 

conformacionalmente restringidos, por la presencia de funcionalidades como el 4,6-O-

bencilidén acetal[16] o los silil éteres voluminosos.[17,18] 

La elección del solvente de reacción también puede afectar la estereoquímica del 

producto de glicosidación. La mayoría de las glicosidaciones se llevan a cabo en 

disolventes de baja polaridad que no participan en la reacción, como diclorometano, 

tolueno o dicloroetano. Sin embargo, en ausencia de grupos participantes, algunos 

disolventes pueden modificar el curso estereoquímico de la rección por formación de 

complejos con el intermediario oxacarbenio. Entre los solventes ñparticipantesò se 

destacan el acetonitrilo, cuya coordinación en posición axial favorece el ataque 

nucleof²lico por la cara ɓ, y algunos ®teres, que se coordinan de forma ecuatorial y median 

el ataque por la cara Ŭ (Esquema 1.6).[19]  
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Esquema 1. 6. Mecanismos involucrados en las glicosidaciones con solventes participantes, 

en ausencia de grupos protectores participantes. 

Otros parámetros, como la temperatura, la presión, la concentración e incluso el 

orden en que se añaden los reactivos, pueden afectar significativamente la selectividad 

de la glicosilación. Por lo tanto, frecuentemente es necesario encontrar las condiciones 

de reacción adecuadas para lograr una alta estereoselectividad. 

1.1.2. Donores de glicosilo y estrategias sintéticas  

Existe una amplia variedad de métodos de glicosidación, que se clasifican según la 

naturaleza del sustituyente anomérico del donor de glicosilo. La reactividad química de 

este sustituyente determina la especie promotora a utilizar. La Tabla 1.1 muestra algunos 

de los donores más comunes y los agentes promotores típicos utilizados para su 

activación.[6,20] 

El método de Koenigs-Knorr, que utiliza bromuros o cloruros de glicosilo, es uno de 

los métodos de glicosidación más antiguos. En general, los bromuros son más reactivos 

que los cloruros correspondientes, por lo que son los preferidos en la mayoría de las 

reacciones. En estas glicosidaciones, el agente promotor es un compuesto halofílico, 

como las sales de Ag (AgOTf, Ag2CO3, AgClO4) o de Hg (Hg(CN)2, HgBr2, HgCl2). Una 

desventaja de este método de glicosidación es que utiliza cantidades equimolares o 

superiores de sales metálicas costosas y tóxicas. Asimismo, los halogenuros de glicosilo 

son especies térmicamente inestables y susceptibles a la hidrólisis durante la 

manipulación de grupos protectores o la purificación por columna de sílica gel, por lo que 

su uso es limitado.[21,22] 

Los alquil o aril tioglicósidos son ampliamente utilizados como donores en síntesis de 

oligosacáridos dado que son estables frente a una amplia gama de condiciones de 

reacción. En estos compuestos, el grupo tiol anomérico actúa como grupo protector de 

C-1, a la vez que admite la activación selectiva para la glicosidación en presencia de 
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agentes tiofílicos, como el triflato de metilo (MeOTf), triflato de dimetil(metiltio)sulfonio 

(DMTST) o la mezcla N-iodosuccinimida/ácido tríflico (NIS/TfOH).[23]  

Tabla 1.1. Donores de glicosilo comunes y algunos de sus agentes promotores.[6,20] 

GP=grupo protector; GS=grupo saliente.  

 

Los selenoglicósidos, por su parte, tienen propiedades similares a los tioglicósidos, 

aunque son compuestos más reactivos. Esta característica facilita su activación, aunque 

compromete su estabilidad, lo que limita su uso. Sin embargo, son donores atractivos 

debido a la amplia gama de promotores disponibles para su activación, como la mezcla 

N-iodosuccinimida/ácido tríflico (NIS/TfOH), el iodo (I2) y la mezcla triflato de 

plata/carbonato de potasio (AgOTf/K2CO3).[24] 

Los donores con grupo éster anomérico son compuestos que, a menudo, son 

estables y sencillos de preparar, lo que permite su síntesis en grandes cantidades y 

almacenamiento hasta su uso. Los donores 1-O-acilados más utilizados son los 1-O-acetil 
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y 1-O-benzoíl glicósidos, cuya glicosidación puede ser promovida por una variedad de 

ácidos de Lewis como el triflato de trimetilsililo (TMSOTf), el cloruro de estaño (IV) (SnCl4) 

o el trifluoruro de boro eterato (BF3.OEt2), entre otros.[25] 

Los n-pentenil glicósidos, por su parte, son donores estables y fáciles de sintetizar. 

En estos compuestos la cadena alquílica en C-1 actúa como grupo protector del centro 

anomérico y puede activarse selectivamente para la glicosidación en presencia de iones 

iodonio o bromonio. Para esta transformación, los compuestos más utilizados son la 

N-bromosuccinimida (NBS) y la N-iodosuccinimida (NIS) que, a su vez, pueden 

combinarse con cantidades catalíticas de un ácido de Lewis, como el ácido tríflico (TfOH), 

para acelerar la generación de los iones bromonio o iodonio. Un promotor alternativo para 

la glicosidación es el perclorato de iodonio dicollidina (IDCP).[20,26] 

Por último, los tricloroacetimidatos de glicosilo son agentes glicosilantes muy 

populares en síntesis de oligosacáridos. Una de sus principales ventajas frente a otros 

métodos de glicosidación es que requieren cantidades catalíticas de un ácido de Lewis 

como promotor. Entre los ácidos de Lewis más empleados se encuentran el trifluoruro de 

boro eterato (BF3.OEt2) y el triflato de trimetilsililo (TMSOTf).[27] 

En las glicosidaciones por este método, el ácido de Lewis promueve la formación del 

intermediario de glicosidación electrofílico, susceptible de ser atacado por un nucleófilo 

(aceptor de glicosilo) (Esquema 1.7). Esta reacción se caracteriza por la formación de un 

subproducto neutro y estable (la tricloroacetamida), fuerza impulsora de la reacción, y por 

la regeneración del promotor, lo que permite su uso en cantidades catalíticas.  

 

Esquema 1. 7. Mecanismo general de glicosidación por el método del tricloroacetimidato. El 

intermediario de glicosidación puede ser alguno de los detallados en el Esquema 1.2. 

PX=agente promotor (ácido de Lewis). 

Los tricloroacetimidatos son donores muy reactivos y, generalmente, las 

glicosidaciones se llevan a cabo a bajas temperaturas, en tiempos cortos y con altos 
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rendimientos. Estas características convierten a este método en una estrategia suave, 

especialmente adecuada para la síntesis de oligosacáridos que contienen uniones 

galactofuranosídicas químicamente lábiles. Por este motivo, el método del 

tricloroacetimidato fue la estrategia seleccionada para llevar a cabo las glicosidaciones 

involucradas en la síntesis de los galactofuranósidos objetivo de este trabajo de tesis. 

Los métodos de glicosidación mencionados en esta sección son aplicables a la 

construcción de estructuras que contienen residuos tanto piranósicos como furanósicos. 

Sin embargo, la síntesis de furanósidos presenta desafíos particulares, que se describen 

brevemente a continuación. 

1.1.3. Consideraciones para la síntesis de furanósidos  

En la naturaleza, los azúcares piranósicos son significativamente más abundantes 

que los furanósicos. Por este motivo, los desarrollos en síntesis de oligosacáridos se han 

centrado principalmente en los isómeros de seis miembros. Sin embargo, aunque los 

anillos hexafuranósicos no forman parte del glicoma de mamíferos, sí se encuentran en 

una amplia variedad de bacterias, hongos, y protozoos, algunos de ellos patogénicos.[28,29] 

Esto los convierte en blancos atractivos para el desarrollo de drogas, métodos de 

diagnóstico y vacunas. 

Muchos de los conceptos fundamentales aplicados a la síntesis de piranósidos 

pueden extenderse a los furanósidos. Sin embargo, hay aspectos importantes a 

considerar. 

En primer lugar, para todas las hexosas, hexulosas y pentosas más comunes, la 

forma cíclica de seis miembros (piranósica) es termodinámicamente más estable que la 

de cinco miembros (furanósica). Como resultado, los azúcares reductores se encuentran 

mayoritariamente en su forma piranósica en solución.[30] Es por eso que, para obtener 

precursores furanósicos de síntesis (donores o aceptores) con buenos rendimientos se 

requiere de estrategias específicas. Algunas metodologías reportadas incluyen la 

alquilación directa, la ciclación de ditioacetales, la acilación a alta temperatura y la 

reducción de lactonas.[31,32] La elección del método más adecuado dependerá de la 

naturaleza del glicano a sintetizar y de la estrategia sintética global. 

Desde el punto de vista conformacional, mientras que la mayoría de las D-

aldohexopiranosas y D-aldopentopiranosas adoptan preferentemente la conformación de 

tipo silla (usualmente 4C1), donde las interacciones entre sustituyentes están 

minimizadas,[29] las furanosas, con mayor tensión de anillo, exhiben una mayor flexibilidad 

conformacional. Esto se debe a que adoptan múltiples conformaciones de energía 

comparable, que se interconvierten fácilmente a lo largo de un ciclo pseudorrotacional. 
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Como consecuencia, el efecto anomérico en las furanosas es mucho más débil que en 

sus análogos piranósicos.[28,33] 

En cuanto a su reactividad, los donores de furanosilo suelen ser más reactivos que 

los de piranosilo.[34] Esta diferencia se debe a la estabilidad de los intermediarios 

electrofílicos, generalmente iones oxacarbenio asociados a contraiones, generados 

durante la glicosidación. Como se puede ver en el Esquema 1.1, el ion oxacarbenio 

presenta carácter de doble enlace, lo que aplana el anillo e incrementa su tensión 

torsional. Dado que los anillos de cinco miembros son intrínsecamente más planos que 

sus contrapartes de seis miembros, los intermediarios carbocatiónicos se forman más 

rápidamente, lo que acelera la glicosidación.[35] Sin embargo, la tensión torsional dificulta 

el control estereoquímico, ya que el intermediario puede adoptar varias conformaciones 

con energías similares.[36] 

En las furanosas se ha observado que, al igual que en las piranosas, la asistencia 

anquimérica permite obtener glicósidos 1,2-trans con buenos rendimientos.[37] En cambio, 

la síntesis estereoselectiva de furanósidos 1,2-cis resulta más desafiante. Dado que este 

tema excede el contenido de esta tesis, estas estrategias no serán descriptas por lo que 

se sugiere consultar bibliografía especializada para un análisis detallado.[31] 

En cuanto a las condiciones de reacción, la formación de enlaces glicosídicos con 

donores de furanosilo puede llevarse a cabo bajo condiciones similares a las utilizadas en 

piranósidos. De hecho, se han empleado prácticamente todas las principales familias de 

donores de glicosilo, incluyendo haluros de furanosilo, acilos anoméricos, n-pentenil 

furanósidos, tiofuranósidos y sulfóxidos, entre otros.[31,35,37] Entre los métodos de 

glicosidación reportados, uno de los más utilizados es el método del tricloroacetimidato, 

que se destaca por ser un método de glicosidación suave, compatible con aceptores 

sensibles al medio ácido y con uniones furanosídicas lábiles.[38] 

1.1.4. Estrategias para mejorar la eficiencia sintética  

Como se detalló en la sección anterior, la síntesis de oligosacáridos es un proceso 

complejo que involucra múltiples etapas: obtención de precursores, glicosidaciones 

sucesivas, y reacciones de protección y desprotección. Todas estas etapas son 

necesarias para controlar la regio- y estereoquímica del producto final.  

En el contexto del desarrollo de fármacos, vacunas o herramientas de diagnóstico 

basadas en carbohidratos, resulta deseable contar con rutas de síntesis robustas, 

reproducibles y escalables, capaces de generar cantidades suficientes de carbohidratos 

complejos con alta pureza. 
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Dado que durante la síntesis pueden generarse productos secundarios indeseados, 

que disminuyen el rendimiento global y requieren de etapas de purificación adicionales, 

uno de los principales desafíos para los químicos sintéticos es aplicar estrategias de 

optimización que maximicen la conversión al producto deseado y minimicen las 

impurezas. Ante la ausencia de protocolos estandarizados, cada caso requiere un análisis 

particular. En esta tesis se ha priorizado el diseño de rutas sintéticas operativamente 

simples y reproducibles, basadas en dos pilares: la elección racional de precursores y la 

optimización de cada etapa de la síntesis.  

En primer lugar, la selección de precursores adecuados resulta esencial para 

favorecer la formación de los enlaces glicosídicos deseados. En este sentido, la elección 

de los grupos protectores apropiados es clave para alcanzar la regio- y 

estereoselectividad requeridas. Además, siempre que sea posible, es conveniente optar 

por precursores asequibles y sencillos de obtener.  

En segundo lugar, es importante monitorear los rendimientos y la aparición de 

impurezas en cada uno de los pasos, a fin de ajustar los parámetros de reacción: 

temperatura, concentración, tiempo de reacción, solvente y tipo de promotor, entre otros. 

Estas optimizaciones requieren un conocimiento fundamental de las transformaciones 

químicas involucradas y son necesarias para alcanzar procesos con alta eficiencia, 

robustez y reproducibilidad. 

Además de las estrategias convencionales, se han desarrollado métodos alternativos 

para agilizar la obtención de oligosacáridos puros. Uno de los más destacados es la 

síntesis automatizada en fase sólida, impulsada por el grupo del Dr. Peter Seeberger, la 

cual permite reducir significativamente los tiempos de síntesis y el consumo de recursos. 

En esta técnica, un monosacárido adecuadamente protegido es anclado a un soporte 

sólido inerte, y luego es sometido a ciclos secuenciales de desprotección y glicosidación, 

hasta alcanzar la cadena sacarídica deseada, sin necesidad de realizar purificaciones 

intermedias. Las únicas operaciones adicionales involucradas son la filtración y el lavado 

del soporte para eliminar las impurezas y reactivos en exceso luego de cada reacción.[39]  

Si bien la síntesis automatizada presenta grandes ventajas frente a la síntesis en 

solución, está lejos de resolver las complejidades asociadas a la obtención de glicanos 

dado que muchos de los aceptores de glicosilo necesarios no están disponibles 

comercialmente o son muy costosos, y las etapas de clivaje del soporte sólido y 

desprotección final del oligosacárido resultante involucran múltiples pasos complejos.[40] 

Otra estrategia que ha cobrado relevancia es la síntesis one-pot, en la que varios 

donores de glicosilo cuidadosamente seleccionados se hacen reaccionar 
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secuencialmente dentro de un mismo recipiente, minimizando los pasos de manipulación. 

Desde su implementación inicial en 1993, se han desarrollado múltiples variantes 

basadas, fundamentalmente, en el control de la reactividad relativa de los donores de 

glicosilo. Las principales estrategias se agrupan en tres categorías: las quimioselectivas, 

las ortogonales y las de pre-activación. A grandes rasgos, en la primera se utilizan 

donores con el mismo grupo saliente donde la reactividad es modulada a través de los 

grupos protectores; en la segunda, se emplean donores con distintos grupos salientes y 

se aplican estrategias de activación (o promotores) ortogonales; y la última combina 

conceptos de las estrategias anteriores para obtener los oligosacáridos deseados.[41] 

Estas metodologías han demostrado ser herramientas eficaces para construir 

estructuras complejas con menor esfuerzo experimental, aunque su implementación 

exitosa requiere de la planificación cuidadosa de la secuencia de reacciones y de la 

comprensión detallada de la reactividad de cada donor involucrado.  

1.2. Leishmania  y sus glicanos como herramientas de diagnóstico  

Las leishmaniasis constituyen un grupo de enfermedades tropicales y subtropicales 

desatendidas, que afectan principalmente a las poblaciones más vulnerables en más de 

90 países de Asia, África, Oriente Medio y América Latina. Estas infecciones parasitarias 

pueden presentarse en tres formas clínicas principales: visceral (LV), cutánea (LC) y 

mucocutánea (LM). Entre los factores de riesgo de estas enfermedades se encuentran la 

pobreza, el trabajo rural, la migración poblacional, la desnutrición, las condiciones de 

vivienda precarias y el acceso limitado a los servicios de salud.[42,43] 

A nivel mundial, más de 1.000 millones de personas viven en zonas endémicas y 

corren riesgo de infección. Se estima que cada año se producen entre 50.000 y 90.000 

nuevos casos de LV, y alrededor de 1 millón de nuevos casos de LC.[44] 

A la fecha, se han identificado 22 especies del género Leishmania patogénicas en 

humanos, cada una de ellas asociada a una región geográfica específica y a una forma 

clínica principal.[43] En Argentina, el área endémica abarca aproximadamente 500.000 km2 

e incluye provincias del norte y nordeste como Salta, Jujuy, Tucumán, Santiago del Estero, 

Chaco, Catamarca, Corrientes, Misiones, Formosa, y Santa Fe.[45] En esta región 

predomina la infección por L. braziliensis, responsable de las formas cutánea y 

mucocutánea.[46] Esta patología, distribuida en gran parte de América Latina, es conocida 

como leishmaniasis tegumentaria americana (LTA). 
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1.2.1. Patogénesis  

El parásito Leishmania se transmite a mamíferos susceptibles, entre ellos los seres 

humanos, mediante la picadura de flebótomos (insectos de la subfamilia Phlebotominae). 

La forma clínica de la infección, que puede manifestarse en forma cutánea, mucocutánea 

o visceral, depende principalmente de la especie parasitaria involucrada, aunque el 

estado inmunológico del huésped también influye en la evolución de la enfermedad.[47] 

La leishmaniasis cutánea es la manifestación más frecuente y menos peligrosa, y 

suele limitarse a una úlcera en el sitio de la picadura, la cual puede resolverse 

espontáneamente en el plazo de 3 a 18 meses. Sin embargo, las lesiones abiertas son 

susceptibles a infecciones secundarias por otros patógenos,[48] pueden dejar cicatrices 

visibles y, de no resolverse, pueden evolucionar hacia la forma mucocutánea. En este 

caso, los parásitos migran hacia las membranas mucosas de la nariz, boca y faringe, 

provocando destrucción de tejidos, daños faciales y, en casos extremos, dificultades 

respiratorias crónicas.[48,49] Por otro lado, en la forma visceral los parásitos migran desde 

el sitio de inoculación hacia órganos internos como el hígado, bazo y médula ósea, 

generando daños severos que, sin tratamiento, pueden resultar mortales.[50] 

Los protozoos de la especie Leishmania son parásitos intracelulares obligados cuya 

transmisión es únicamente de insecto a mamífero (el contagio entre mamíferos no ha sido 

demostrado). En el intestino del insecto vector, el parásito se encuentra como 

promastigote flagelado y se diferencia progresivamente desde un estadio procíclico no 

infectivo hacia la forma metacíclica infectiva. Tras la picadura, los promastigotes 

metacíclicos son fagocitados por macrófagos y, una vez dentro del fagolisosoma, se 

transforman en amastigotes aflagelados. Estos se multiplican activamente y provocan la 

lisis de la célula huésped, liberando parásitos que proceden a infectar macrófagos 

circundantes.[48] 

Desde su ingreso, el parásito se expone a los mecanismos de eliminación 

desplegados por el sistema inmune innato y adaptativo del huésped. Para sobrevivir y 

establecer la infección, Leishmania activa diversas estrategias de defensa y evasión. En 

estos procesos intervienen múltiples componentes celulares, entre los cuales se 

encuentran los glicanos, estructuras muy abundantes en la membrana del parásito.[48] 

1.2.2. Glicanos de superficie. Estructura y función del lipofosfoglicano 

(LPG) y los glicoinositolfosfolípidos (GIPLs)  

La membrana de Leishmania está recubierta por un glicocálix, que es fundamental 

en la interacción con el huésped y funciona como una barrera de protección a las 

condiciones del entorno.[51,52] Esta capa está formada por distintas moléculas ancladas a 
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la membrana plasmática mediante un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Allí se 

distribuyen: los glicoinositolfosfolípidos (GIPLs), oligosacáridos de hasta ocho unidades; 

el lipofosfoglicano (LPG), un polisacárido fosforilado de cadena larga; y glicoproteínas, 

como gp63 y los proteofosfoglicanos (PPG), cuyas cadenas sacarídicas se asemejan a 

las del LPG.[53]  

La composición del glicocálix varía según el estadio del parásito (promastigote y 

amastigote). En los promastigotes, el lipofosfoglicano es el glicano superficial más 

abundante. Esta molécula presenta cuatro dominios principales: (i) un ancla de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI); (ii) un núcleo (o core) fosfohexasacarídico; (iii) una región 

con unidades repetitivas del motivo [Ÿ6)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-Ŭ-D-Manp-(1-O-PO3)
-
], que 

puede presentar ramificaciones; y (iv) un oligosacárido terminal (cubierta o cap) (Figura 

1.1). Mientras que los tres primeros dominios son conservados entre especies y estadios 

de Leishmania, las ramificaciones y el oligosacárido terminal presentan variaciones en su 

composición sacarídica y secuencia.[54,55] Esta variabilidad contribuye a la diversidad 

antigénica del parásito y a su capacidad de evasión inmune.[53,56] 

 

Figura 1. 1. Estructura general del lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania; n=15-30.[56,57] La 

cubierta (color rojo) y las ramificaciones (X, Y, color gris) varían según la especie. 

El LPG en los promastigotes actúa como un importante factor de virulencia, ya que 

participa tanto en el inicio de la infección como en la protección del parásito frente a los 

mecanismos de defensa del huésped.[48,58] Por un lado, al ingresar al mamífero el LPG 

bloquea la acción lítica del sistema de complemento sobre el parásito,[57,59,60] y luego 

facilita su adhesión a la pared celular e ingreso a la célula huésped.[61,62] Allí, el glicano 

superficial puede contribuir a la supervivencia del parásito por diversos mecanismos: 

retrasando la formación del fagolisosoma;[63,64] bloqueando la acción de agentes 
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antimicrobianos como las especies reactivas de oxígeno (ROS);[65,66] y/o inhibiendo a 

PKCŬ, enzima implicada en la generaci·n de ROS.[67] 

Otros componentes sacarídicos muy abundantes en la membrana del parásito son 

los glicoinositolfosfolípidos (GIPLs), presentes en ambos estadios del ciclo de vida de 

Leishmania,[68] pero particularmente abundantes en la etapa amastigote, en la que se 

inhibe la expresión del LPG.[67,69] Se estima que estas estructuras recubren alrededor del 

45-60% de la membrana plasmática de los amastigotes.[70] 

Los GIPLs se componen de un núcleo oligosacarídico de 3 a 6 unidades unido, a 

través de D-GlcN, al ancla de GPI. Tanto la cadena sacarídica como los ácidos grasos de 

los GPIs varían según la especie y el estadio del parásito,[71] y se han distinguido tres 

linajes de GIPLs: tipo-I, tipo-II e híbridos (Figura 1.2).[68] 

 

Figura 1. 2. Estructura de los glicoinositolfosfolípidos (GIPLs) de Leishmania.[71] 

Al igual que el LPG, los GIPLs están involucrados en los procesos de infección y 

virulencia del parásito. Aunque su función principal no ha sido completamente 

dilucidada,[72] existen evidencias de que estas estructuras están involucradas en la 

protección del parásito de las amenazas del entorno, por interferencia en la producción 

de agentes antimicrobianos,[73ï75] a la vez que participan en las interacciones parásito-

célula huésped.[76]  

Como se mencionó antes, el principal agente causante de la LTA es Leishmania 

braziliensis. Si bien la estructura detallada de sus GIPLs de membrana no ha sido 
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caracterizada por completo, estudios comparativos sugieren su similitud con los GIPLs 

tipo-II de L. major (Figura 1.2).[71,77] Una característica estructural distintiva de estas 

moléculas es la presencia de residuos de D-galactofuranosa (D-Galf), un azúcar que no 

es biosintetizado por mamíferos. En el LPG, la unidad de D-Galf forma parte del núcleo 

oligosacarídico (Figura 1.1), y en los GIPLs se presenta ya sea como una unidad interna 

(en GIPL-2 y GIPL-3, Figura 1.2) o como unidad terminal (en GIPL-1 y GIPL-A, Figura 

1.2).  

En estudios in vitro e in vivo se ha demostrado que los galactofuranósidos de 

membrana de L. major participan en los procesos de adhesión e invasión de las células 

de mamíferos. Por un lado, Suzuki E. y colaboradores observaron que, al bloquear los 

residuos de D-Galf en la superficie de L. major mediante un anticuerpo monoclonal 

específico, se redujo significativamente la colonización de macrófagos.[76] Por otro lado, 

en un estudio con ratones, Kleczka B. et al. registraron una atenuación de la infectividad 

de parásitos deficientes en LPG y con GIPLs truncados, respecto de parásitos wild-

type.[70] 

Asimismo, diversos autores han reportado la presencia de anticuerpos específicos 

contra galactofuranósidos de membrana en sueros de pacientes infectados por distintas 

especies de Leishmania.[77ï83] Estas inmunoglobulinas pueden emplearse como 

biomarcadores de la enfermedad en curso, y su detección puede ser la base de un método 

serológico de diagnóstico. 

1.2.3. Desafíos del diagnóstico: limitaciones y oportunidades  

El control de la LTA depende tanto de la disponibilidad de tratamientos 

farmacológicos y vacunas eficaces como del diagnóstico rápido de la infección. 

En América Latina, el tratamiento de primera línea es el antimoniato de meglumina, 

un fármaco del grupo de los antimoniales pentavalentes (SbV). Si bien estos tratamientos 

son los más utilizados, presentan una eficacia limitada en un número considerable de 

pacientes con leishmaniasis cutánea y mucocutánea,[84,85] alta toxicidad y efectos 

adversos significativos.[86,87] A falta de alternativas terapéuticas más seguras y efectivas, 

es deseable contar con una vacuna que prevenga el contagio. No obstante, en la 

actualidad no existe ninguna vacuna aprobada para uso humano, aunque tres candidatos 

se encuentran en fase clínica.[49] 

Frente a estas limitaciones, el diagnóstico rápido y preciso de la enfermedad es 

esencial para brindar la respuesta terapéutica adecuada y evitar la exposición innecesaria 

a fármacos. 
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Actualmente, el diagnóstico de la LTA se basa en la combinación de datos clínicos y 

epidemiológicos, así como en técnicas de laboratorio para la detección directa o indirecta 

del parásito.[88,89] La prueba diagnóstica más directa es la examinación de las lesiones por 

un médico dermatólogo. Sin embargo, las lesiones pueden confundirse con otras 

afecciones de la piel (dermatitis atópica, cáncer o la enfermedad de Hansen) por lo que 

se requiere la confirmación por técnicas complementarias.[90] El método más utilizado es 

la visualización de amastigotes mediante microscopía en material colectado de las 

lesiones. Esta técnica es de bajo costo y, cuando resulta positiva, brinda un diagnóstico 

confiable. Sin embargo, su sensibilidad disminuye notablemente en lesiones de evolución 

prolongada (más de tres meses).[89,91] Alternativamente, se puede recurrir al cultivo del 

material en medios especializados, aunque este procedimiento requiere equipamiento e 

infraestructura más complejos y su sensibilidad depende de la carga parasitaria en la zona 

infectada.[50]  

En contraste, la PCR ofrece una alta sensibilidad y especificidad, a la vez que permite 

identificar la especie causante de la infección.[88,92] No obstante, su implementación es 

limitada en las áreas de transmisión de L. braziliensis, debido al alto costo por ensayo y a 

la falta de infraestructura adecuada. Por esta razón, la prueba de Montenegro o 

leishmanin skin test (LST) es de uso habitual en zonas endémicas.[93] Sin embargo, la 

técnica tiene sus limitaciones, ya que ha mostrado baja sensibilidad tanto en casos de 

leishmaniasis cutánea con lesiones típicas como en pacientes con formas diseminadas o 

difusas, más avanzadas.[85,94] 

Finalmente, para el diagnóstico puede recurrirse a métodos inmunológicos basados 

en la detección de anticuerpos específicos en suero. Entre ellos, el método más utilizado 

es el ELISA, cuya sensibilidad y especificidad dependen en gran medida del antígeno 

seleccionado como sonda de detección. Diversos estudios han identificado proteínas y 

glicoproteínas constitutivas de Leishmania con potencial diagnóstico en diferentes formas 

clínicas de leishmaniasis.[95ï98]  

Asimismo, se ha demostrado que oligosacáridos de membrana de distintos 

patógenos pueden emplearse como antígenos para detectar anticuerpos específicos en 

sueros humanos infectados.[99ï102] Estos hallazgos respaldan el potencial de los glicanos 

antigénicos de superficie de Leishmania como elementos de reconocimiento para 

desarrollar ensayos serológicos de diagnóstico.  

En resumen, en la actualidad no se dispone de un único método de diagnóstico de 

LTA que combine alta sensibilidad, especificidad y portabilidad, factores clave para el 

manejo adecuado de la enfermedad en zonas endémicas. La elección del procedimiento 
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de diagnóstico suele depender de la infraestructura y los recursos disponibles.[92] En 

particular, en las formas cutánea y mucocutánea es prioritario el desarrollo de técnicas de 

diagnóstico de bajo costo, accesibles y sensibles, que además permitan discriminar la 

especie causante de la infección, a fin de orientar la elección del tratamiento más 

adecuado.[49]  

En este contexto, los glicanos de superficie de Leishmania y, en especial, aquellos 

que contienen motivos estructurales con galactofuranosa, se perfilan como candidatos 

promisorios para el diseño de nuevas herramientas diagnósticas. La síntesis química 

constituye una estrategia esencial para acceder a estos compuestos en forma pura y 

estructuralmente bien definida, lo que posibilita su evaluación sistemática como antígenos 

en el desarrollo de métodos de diagnóstico serológico.  



 

 

  



 

 
 

 
2.  

Capítulo 2 

Azúcares como 

herramientas de 

diagnóstico  

  



 

 

 



Capítulo 2 

 

49 

 

El control de las enfermedades infecciosas constituye un desafío persistente para los 

sistemas de salud. Estas patologías son causadas por organismos patógenos, entre los 

que se incluyen hongos, protozoos, bacterias, virus y priones. Resulta fundamental 

desarrollar técnicas que permitan diagnosticarlas de manera rápida y precisa a partir de 

muestras complejas, como fluidos corporales y aerosoles, con el fin de brindar tratamiento 

temprano a los pacientes y controlar su propagación.[103]  

Habitualmente, el diagnóstico se basa en la detección de biomarcadores de 

enfermedad en muestras biológicas de pacientes infectados. Como biomarcadores 

pueden utilizarse los propios agentes infecciosos completos (por ejemplo, bacterias y 

virus), componentes de dichos agentes (como ácidos nucleicos y proteínas), o bien 

anticuerpos generados por el huésped en respuesta a la infección.  

En la actualidad, las técnicas de referencia (o gold standard) para el diagnóstico son: 

la microscopía, el ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) y la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR).[104] Sin embargo, a menudo estos ensayos resultan 

laboriosos y requieren instrumentación compleja y personal calificado, lo cual se traduce 

en altos costos por ensayo y demoras significativas entre la recolección de las muestras 

y el diagnóstico médico.[105] Estas limitaciones son especialmente críticas en entornos con 

recursos limitados, donde el acceso a servicios de salud es reducido y muchas infecciones 

permanecen sin diagnosticar.[106,107] En este contexto, los biosensores emergen como una 

alternativa promisoria para el desarrollo de plataformas diagnósticas sensibles, rápidas y 

asequibles, que puedan utilizarse en, o cerca de, los puntos de atención primaria. 

2.1. Biosensores . Generalidades  

Un biosensor es un dispositivo analítico que emplea un elemento de reconocimiento 

biológico, como enzimas, anticuerpos, ácidos nucleicos o células, para detectar y/o 

cuantificar de manera específica un analito de interés. Su principio de funcionamiento se 

basa en la transformación, mediante un transductor, de esta interacción bioquímica en 

una señal medible. Estos dispositivos son una alternativa interesante a los ensayos de 

diagnóstico clínico convencionales, ya que son más sencillos y económicos, con potencial 

de miniaturización y portabilidad para el diagnóstico en campo. 

Los biosensores se componen de tres elementos principales: un elemento de 

reconocimiento o biorreceptor, un transductor, y un sistema de procesamiento de señales 

(Figura 2.1).[108] 
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El elemento de reconocimiento (o biorreceptor) es el componente del biosensor que 

interacciona de forma específica con el analito de interés (o analito blanco) (Figura 2.1). 

Según la naturaleza de esta interacción, los biosensores se clasifican en dos grandes 

categorías: catalíticos y basados en afinidad. Los biosensores catalíticos son aquellos que 

emplean un catalizador biológico, típicamente una enzima, como elemento de 

reconocimiento. Así, en presencia del analito blanco, el biorreceptor cataliza una reacción 

bioquímica que genera una señal medible. Un ejemplo clásico y muy difundido de este 

tipo de biosensores es el sensor de glucosa que utiliza la enzima glucosa oxidasa, 

encargada de catalizar la oxidación del analito.[109] Por otro lado, los biosensores de 

afinidad se basan en la unión específica de una biomolécula con el analito blanco. 

Ejemplos comunes de este tipo de sensores son los inmunoensayos de flujo lateral,[110] 

como, por ejemplo, las pruebas de embarazo comerciales que se basan en la interacción 

de anticuerpos monoclonales específicos con la hormona GCh excretada en la orina.  

En esta tesis se propone el uso de carbohidratos como biorreceptores para el 

desarrollo de un biosensor de afinidad, por lo que en adelante se hará hincapié en este 

tipo de dispositivos.  

En los biosensores de afinidad, la interacción específica analito-biorreceptor produce 

una perturbación en alguna propiedad fisicoquímica del sistema como la carga, la masa, 

la temperatura o la absorción de luz. Esta perturbación es detectada por el transductor, 

que convierte la señal fisicoquímica generada durante el evento de reconocimiento en una 

señal, generalmente eléctrica, proporcional a la concentración del analito. Por último, un 

sistema de procesamiento capta la señal de salida del transductor, y la amplifica, filtra y 

digitaliza, permitiendo su visualización e interpretación (Figura 2.1). 

Entre las múltiples formas de clasificar biosensores, las más comunes refieren al 

mecanismo que confiere la especificidad biológica (el elemento de reconocimiento) o al 

 

Figura 2 .1. Esquema general de la composición de un biosensor y del flujo de señales. 

Imagen adaptada de Daniels J.S. y Pourmand N.[108] 
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transductor empleado. De acuerdo con el biorreceptor utilizado, se distinguen varias 

categorías: inmunosensores (emplean anticuerpos), genosensores (emplean ácidos 

nucleicos), aptasensores (emplean aptámeros), citosensores (emplean células enteras), 

y glicobiosensores (emplean lectinas o glicanos). Según el transductor pueden ser 

electroquímicos, piezoeléctricos o gravimétricos, ópticos, calorimétricos, entre 

otros.[111,112] 

Como resultado del evento de reconocimiento biorreceptor-analito, la señal 

fisicoquímica puede generarse de forma directa, es decir, sin intervención de otros 

agentes, como se ilustra en la Figura 2.2.a. Sin embargo, también existen estrategias de 

detección indirecta, en las que la señal es generada por sondas secundarias o terciarias, 

tal como se muestra en la Figura 2.2 (b y c).[113] Estas sondas, también conocidas como 

marcadores, pueden ser enzimas, radionúclidos, nanopartículas, y moléculas 

fluorescentes o electroquimioluminiscentes. Cada una de ellas genera un tipo de señal 

específica, que debe ser detectada mediante un transductor adecuado.[114] Las ventajas y 

desventajas de la detección directa e indirecta y las características de los transductores 

más utilizados serán detalladas más adelante (Sección 2.2.3). 

En el caso de los glicobiosensores, la clasificación engloba tanto los dispositivos en 

los que los carbohidratos actúan como biorreceptores, como aquellos en los que 

constituyen el analito a determinar. Este trabajo de tesis se centró en la primera categoría 

 

Figura 2.2. Modos de detección utilizados en biosensores. (a) Detección directa, (b) 

detección con sonda secundaria marcada, y (c) con sonda terciaria marcada. Imagen 

adaptada de Daniels J.S. y Pourmand N.[108]  
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de glicobiosensores, también conocidos como biosensores basados en carbohidratos, y 

en particular en su aplicación al diagnóstico de patologías. 

2.2. Biosensores basados en carbohidratos  

Como se describió en el capítulo anterior, los carbohidratos desempeñan un rol 

importante en gran variedad de procesos celulares, muchos de los cuales están mediados 

por interacciones específicas con proteínas de unión a glicanos (GBPs, por las siglas en 

inglés de glycan binding proteins), tales como toxinas, anticuerpos, lectinas o receptores 

de superficie.[115,116]  

Este principio de reconocimiento molecular glicano-proteína es aprovechado por los 

biosensores basados en carbohidratos para detectar analitos en forma específica. Dado 

que los glicanos participan en procesos de reconocimiento entre células, así como en la 

interacción con agentes patógenos y el sistema inmunológico, este tipo de biosensores 

presenta gran potencial para el diagnóstico clínico. En este marco, diversos autores, como 

Tkac J., Heineman W. R., Mrksich M. y Orozco J., han desarrollado sensores capaces de 

detectar partículas virales, bacterias, lectinas y anticuerpos séricos. En la Tabla 2.1 se 

incluyen algunos ejemplos de desarrollos de sensores basados en carbohidratos 

orientados al diagnóstico. 

A la hora de diseñar y construir un biosensor basado en carbohidratos resulta 

fundamental definir, en función de la aplicación deseada, la combinación óptima de tres 

variables esenciales: (a) el biorreceptor o elemento de reconocimiento adecuado; (b) el 

sustrato y la metodología de anclaje del biorreceptor; y (c) el modo de detección, ya sea 

directo o indirecto, junto con el transductor correspondiente. A continuación, se 

introducirán algunos conceptos clave para orientar la selección de cada una de estas 

variables. 
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2.2.1. El elemento de reconocimiento  

En los biosensores de afinidad, el biorreceptor es el elemento que confiere 

especificidad y selectividad a la técnica, ya que debe ser capaz de reconocer el analito 

blanco incluso en presencia de interferentes o moléculas estructuralmente similares. La 

elección del biorreceptor requiere evaluar la afinidad del analito con diferentes 

biomoléculas a fin de identificar el elemento de reconocimiento más adecuado.  

Para el estudio de las interacciones entre carbohidratos y biomoléculas, pueden 

utilizarse diversas metodologías, tales como la calorimetría de titulación isotérmica 

(ITC),[128,129] la resonancia plasmónica de superficie (SPR),[130] la resonancia magnética 

nuclear (RMN),[131] la microbalanza de cuarzo (QCM),[132] y métodos ópticos como la 

microscopía de fuerza atómica (AFM).[133]  

Una forma muy difundida y eficiente de evaluar interacciones entre glicanos y otras 

biomoléculas es por medio de microarreglos de glicanos. El atractivo de esta técnica y su 

principal ventaja es que permite realizar múltiples ensayos en paralelo y en 

Tabla 2.1. Ejemplos de biosensores de afinidad basados en carbohidratos orientados al 

diagnóstico clínico de patologías diversas.  

Biorreceptor  
sacarídico  

Analito  
blanco  

Patología  
asociada  

Transductor  

D-Man 
Bacteria  

(E. coli ORN178) 
Infección urinaria* 

Piezoeléctrico[117] 
Electroquímico[118] 

Oligosacárido  
(sialillactosa) 

Partícula viral  
(H3N2) 

Gripe Electroquímico[119] 

Oligosacárido  
(sialillactosa) 

Hemaglutininas 
virales  

(H1N1, H5N1) 
Gripe 

Electroquímico[120] 
Óptico[121] 

D-GlcNAc Partícula viral (H5N1) Gripe Piezoeléctrico[122] 

Neu5Ac Prote²na ɓ-amiloide 
Enfermedad de 

Alzheimer 
Electroquímico[123] 

Gangliósidos 
(GD3 y GM2) 

Anticuerpos 
(monoclonales) 

Cáncer** Óptico[124] 

Oligosacárido 
(GPI de T. gondii) 

Anticuerpos  
(suero humano) 

Toxoplasmosis Electroquímico[125] 

Oligosacáridos (LPG 
de Leishmania) 

Anticuerpos  
(suero humano y 

canino) 
Leishmaniasis visceral Óptico[81] 

* E. coli ORN178 no es patogénica en humanos, pero se utiliza como modelo ya que expresa la 

lectina FimH. La interacción Man-FimH está involucrada en la invasión de E. coli a células de la 

vejiga.[126] ** GD3 y GM2 están expresados en melanomas malignos y otros tipos de cáncer.[127]  

GPI= glicosilfosfatidilinositol. 
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microescala.[134] Esta técnica fue empleada en esta tesis para estudiar la interacción entre 

glicósidos sintéticos y anticuerpos presentes en sueros humanos, por lo que se abordará 

con mayor detalle a continuación. 

2.2.1.1. Microarreglos de glicanos/carbohidratos  

Los microarreglos de glicanos se han consolidado como una herramienta 

fundamental en el estudio de interacciones biomoleculares dentro del campo de la 

glicobiología.[135] Esta tecnología consiste en la inmovilización de carbohidratos sobre una 

superficie sólida en una disposición espacial definida (Figura 2.3), con el fin de detectar 

interacciones específicas con biomoléculas afines (lectinas, anticuerpos, enzimas, etc.), 

ya sea en muestras purificadas o en matrices biológicas complejas (suero, membranas 

celulares, lisados, etc.).  

Existen diversas superficies y metodologías para la inmovilización de glicanos;[137,138] 

sin embargo, el método más comúnmente utilizado es la inmovilización covalente sobre 

portaobjetos de vidrio. Para su fabricación se utiliza una plataforma robótica de alta 

precisión, capaz de depositar pequeñas gotas de ~1 nL (diámetro ~200 µm) de las 

soluciones sacarídicas en posiciones predefinidas.[137] La automatización y 

miniaturización son las características distintivas de la técnica. De esta manera, es posible 

evaluar numerosos compuestos en paralelo en un mismo ensayo, empleando cantidades 

muy pequeñas de azúcares (<1 mL de soluciones acuosas 0,1 mM), lo que convierte a 

los microarreglos en una herramienta muy eficiente para el análisis sistemático de 

interacciones carbohidrato-biomolécula. 

En la inmovilización sobre la superficie pueden emplearse carbohidratos aislados de 

una fuente natural o sintetizados químicamente y, en ambos casos, es usual la 

incorporación, en el extremo reductor del azúcar, de un fragmento conector (spacer) que 

separa al azúcar de la superficie y facilita el acceso del ligando durante el ensayo de 

reconocimiento. 

 

Figura 2. 3. Representación de un microarreglo de glicanos. Cada uno de los puntos sobre 

la superficie corresponde a un glicano inmovilizado. Adaptado de Park S. et al.[136]  
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Tras la fabricación del microarreglo, la superficie se incuba con la muestra a analizar 

y luego se detectan los posibles eventos de unión. Si bien varias técnicas de detección 

han sido descriptas,[135,138] el método más utilizado es la fluorescencia, ya sea por 

acoplamiento directo de un fluoróforo al analito blanco, o por agregado de una sonda 

secundaria fluorescente con afinidad por el analito blanco.[139] 

La tecnología de microarreglos ha tenido un impacto significativo en el campo de la 

glicobiología, al permitir el estudio de la afinidad de múltiples glicanos con cientos de 

lectinas, anticuerpos, células y partículas virales.[135,140] Dichos estudios han facilitado la 

identificación de antígenos relevantes,[101,141] la evaluación in vivo de candidatos a 

vacunas,[100,142,143] y el descubrimiento de biomarcadores para el diagnóstico temprano de 

enfermedades.[144,145] 

2.2.2. Elección del sustrato y e strategias de ancla je de glicanos  

Una vez elegido el elemento de reconocimiento sacarídico, el paso siguiente consiste 

en diseñar la superficie sensora, lo que implica elegir tanto el sustrato como la estrategia 

de anclaje del carbohidrato. En este proceso es importante considerar que el protocolo de 

anclaje debe preservar la integridad tanto del sustrato como del elemento de 

reconocimiento, y al mismo tiempo generar un sistema estable y reproducible. 

La mayoría de los biosensores basados en carbohidratos requieren de la 

inmovilización del elemento de reconocimiento sobre una superficie sólida. Los materiales 

más empleados como sustratos son el oro, el silicio y el carbón. 

El oro es un material muy utilizado dado que es químicamente inerte, altamente 

biocompatible y resistente a la corrosión. Es de particular interés su alta afinidad por tioles 

y disulfuros, que dan lugar a monocapas autoensamblas (o SAM, self-assembled 

monolayers) densas y ordenadas[146] que, funcionalizadas de forma adecuada, permiten 

la unión de una amplia variedad de moléculas. El oro puede utilizarse en forma de láminas 

planas o como nanopartículas (AuNP), que presentan mayor área superficial por lo que 

admiten una mayor densidad de glicanos anclados.[147] 

Por su parte, las superficies de silicio pueden funcionalizarse mediante silanización 

para generar SAMs de organosilanos.[148] Sin embargo, es importante tener en cuenta que 

estas monocapas son menos uniformes y estables que las formadas sobre oro.[149] 

Por último, una alternativa muy popular dado su bajo costo, buenas propiedades 

mecánicas y electroquímicas, y alta biocompatibilidad, es el uso del carbón en distintas 

formas, como el carbón vítreo, el grafito, los nanotubos de carbono y el grafeno.[150] A 

pesar de sus ventajas, la rugosidad y porosidad variables de cada alótropo pueden afectar 
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la reproducibilidad de las mediciones, por lo que, su utilización requiere de un control 

riguroso del pretratamiento superficial y de una selección cuidadosa del alótropo a utilizar. 

Habiendo elegido el sustrato y el biorreceptor, el siguiente paso para obtener la 

superficie sensora deseada es elegir la estrategia de anclaje más adecuada. En el caso 

de los carbohidratos, el anclaje puede abordarse mediante métodos de unión no 

covalentes, que incluyen la inmovilización por fisisorción y la basada en bioafinidad, o bien 

por métodos covalentes.[115,151] 

2.2.2.1. Métodos de unión no covalente  

Las estrategias de inmovilización no covalentes más comunes se esquematizan en 

la Figura 2.4. La fisisorción es una forma de anclaje basada en las interacciones 

hidrofílicas e hidrofóbicas de glicanos naturales, generalmente de alto peso molecular, 

con polímeros como la nitrocelulosa y el poliestireno (Figura 2.4.a).[152,153] En algunos 

casos, se ha reportado la incorporación al glicano de una cola lipídica para aumentar su 

afinidad por la superficie (Figura 2.4.c).[153ï156]  

En el caso de los polisacáridos cargados (natural o sintéticamente), como los 

glucosaminoglicanos, puede aplicarse un acoplamiento electrostático a materiales con 

carga opuesta (Figura 2.4.b).[157] Alternativamente, Pohl N. L. y colaboradores 

desarrollaron un método de anclaje por afinidad que explota la interacción F-F entre 

carbohidratos y superficies de vidrio, ambos modificados con cadenas fluoradas (C8F17) 

(Figura 2.4.d).[158] 

Entre las estrategias no covalentes se destaca la unión por bioafinidad. El par 

molecular más utilizado es el complejo estreptavidina-biotina, con numerosos ejemplos 

de ensamblado por interacción entre glicósidos biotinilados y superficies modificadas con 

estreptavidina (Figura 2.4.f).[159,160] Una técnica alternativa consiste en conjugar los 

glicanos a una secuencia de ADN simple cadena y fijarlos mediante hibidización con una 

secuencia complementaria previamente inmovilizada sobre la superficie (Figura 

2.4.g).[161,162]  
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2.2.2.2. Métodos de unión covalente  

En general, las estrategias de inmovilización por unión covalente suelen ser las 

metodologías preferidas ya que son robustas y reproducibles, y proporcionan superficies 

estables a cambios en el entorno.[164] A grandes rasgos, pueden diferenciarse tres 

estrategias: (a) la inmovilización de glicanos naturales (con extremo reductor libre) sobre 

superficies pre-funcionalizadas con grupos reactivos; (b) la inmovilización de glicanos 

derivatizados sobre superficies modificadas con grupos reactivos y; (c) la inmovilización 

de glicanos por media de una monocapa autoensamblada.[136] 

En el primer caso, la aminación reductiva es la opción preferida para la inmovilización 

de carbohidratos naturales, donde el grupo aldehído en el extremo reductor reacciona con 

grupos hidrazida previamente incorporados sobre la superficie.[165,166] Otros grupos 

nitrogenados alternativos, como el aminooxiacetilo y la cisteína, también han sido 

empleados como puntos de anclaje a superficies para inmovilizar azúcares libres.[167,168]  

En el segundo caso, en lugar de estructuras naturales se utilizan glicanos 

modificados en su extremo reductor con grupos funcionales capaces de reaccionar 

covalentemente con grupos complementarios anclados a la superficie. Las reacciones de 

acoplamiento más utilizadas son (Figura 2.5): 

- La formación de amidas por reacción entre glicanos modificados con grupos amino y 

superficies carboxiladas. Generalmente, el grupo carboxilo expuesto en la superficie 

 

Figura 2.4. Métodos de inmovilización de carbohidratos y glicoconjugados a través de 

uniones no covalentes. Adaptado de Rillahan C. et al.[163] 
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se trata con N-hidroxisuccinimida (NHS) para formar el éster de NHS, activado para 

la reacción con el grupo amino.[169] 

- La apertura de epóxidos, mediante la reacción de un grupo amino del glicano con un 

ep·xido sobre la superficie, formando un ɓ-aminoalcohol.[165] 

- La adición de Michael, entre grupos tiol sobre la superficie y grupos maleimida del 

glicano, para dar un tioéter de succinimida.[170,171] 

- La reacción de Diels-Alder, entre glicanos y superficies funcionalizadas con un dieno 

y un dienófilo, para formar el producto de cicloadición [4+2] correspondiente.[172,173] 

- La cicloadición 1,3-dipolar catalizada por Cu(I) (química click o click chemistry), entre 

un alquino y una azida, para dar un anillo 1,2,3-triazol.[174,175] 

Cuando se requiere un mayor control sobre la orientación y el espaciado de los 

glicanos, se puede recurrir a la funcionalización de superficies metálicas mediante 

monocapas autoensambladas (SAM) (Figura 2.5). Estas monocapas se componen de 

moléculas unidas covalentemente a la superficie que, por acción de interacciones 

intermoleculares, se disponen de forma ordenada y densamente empaquetada. En las 

moléculas que forman una SAM pueden distinguirse tres elementos: el grupo de anclaje 

a la superficie, la cadena principal (o backbone) y el grupo funcional terminal (Figura 

2.6).[176,177]  

El grupo de anclaje es aquel que posee alta afinidad por la superficie y que, por lo 

tanto, guía el proceso de autoensamblado. El más utilizado es el tiol ya que presenta 

interacciones covalentes fuertes con el oro. Por su parte, la cadena principal se compone, 

típicamente, de unidades repetitivas de grupos metileno, etilenglicol o una combinación 

 

Figura 2.5. Métodos covalentes de anclado de carbohidratos funcionalizados a superficies 

modificadas. Adaptado de Park S. et al.[136] 
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de ambos. La longitud de este fragmento determina el grosor de la SAM, la eficiencia del 

el empaquetamiento y la estabilidad de la monocapa: las cadenas de mayor longitud 

generan películas más estables.[178] Por último, el grupo funcional terminal define las 

propiedades de la superficie (hidrofobicidad, hidrofilicidad, etc.) y aporta sitios reactivos 

para la funcionalización química.[176] Entre los más utilizados se encuentran los 

grupos -NR2, -OH, -CN, -COOH y -NH2.[150] Las propiedades fisicoquímicas de la 

monocapa tambi®n pueden modularse por medio de SAMs ñmixtasò, conformadas por una 

mezcla de moléculas: una que contiene el grupo terminal adecuado para funcionalizar 

químicamente la superficie, y otra que contiene un grupo terminal neutro o no reactivo. 

Esta estrategia permite, además, controlar la densidad de biomoléculas sobre la 

superficie, parámetro importante en el desarrollo de biosensores.[150]  

Para la inmovilización de carbohidratos mediante SAMs pueden aplicarse dos 

técnicas:[179,180] funcionalizar los azúcares con un linker con grupos tioles o disulfuros 

terminales para la formación directa de la SAM sobre la superficie metálica;[181,182] o 

acoplarlos químicamente a una SAM pre-formada funcionalizada con grupos terminales 

reactivos.[183]  

La estructura compacta y altamente organizada de las monocapas autoensambladas 

permite un control preciso sobre el patrón, densidad y orientación de las biomoléculas en 

la superficie. La caracterización de estas superficies funcionalizadas puede realizarse 

mediante una variedad de técnicas analíticas. Para el estudio morfológico, se emplean 

métodos como la elipsometría, la microscopía de fuerza atómica (AFM), la microscopía 

de efecto túnel (STM) y técnicas electroquímicas como la voltametría cíclica (CV) y/o la 

espectroscopía de impedancia electroquímica (EIS). Luego, la composición química 

superficial puede elucidarse mediante espectroscopía fotoelectrónica de rayos X (XPS), 

y/o espectroscopía infrarroja (IR), entre otras.[180]  

 

Figura 2 .6. Representación de la composición, orientación y empaquetado de una 

monocapa de tioles autoensamblados sobre oro.  



Introducción  

5: 

 

En el desarrollo de biosensores, el estudio exhaustivo de las características de la 

superficie permite establecer correlaciones directas entre la composición superficial y la 

eficacia del sensor. Esta información es esencial para optimizar de forma racional el 

sistema de sensado, acortando el tiempo y los recursos requeridos para el desarrollo. 

2.2.3. Elección del m odo de detección y del transductor  

En función de factores como el tipo de muestra a analizar, la naturaleza del analito 

blanco, la aplicación prevista y los recursos disponibles, se debe elegir el modo de 

detección más adecuado, ya sea directo o indirecto (Figura 2.2).  

La principal ventaja de los métodos de detección indirecta es su alta sensibilidad, que 

permite la detección de analitos en concentraciones muy bajas. Sin embargo, el uso de 

marcadores suele incrementar el costo y el tiempo requerido por ensayo. 

En comparación, los métodos de detección directa (sin marcaci·n o ñlabel-freeò) 

suelen ser más rápidos, sencillos y, a menudo, más económicos. En estos sensores, el 

elemento de reconocimiento se inmoviliza directamente sobre el transductor (Figura 2.2) 

y la interacción con el analito banco se detecta como un cambio en alguna propiedad 

cuantificable del sistema, como su conductividad, impedancia, absorbancia, masa o 

potencial eléctrico.[184]  

Los biosensores de detección directa más extendidos emplean transductores ópticos, 

mecánicos o piezoeléctricos, o electroquímicos.[185] Los sistemas ópticos procesan 

variaciones de propiedades ópticas del sistema, como el índice de refracción, la 

absorbancia (o densidad óptica) o la dispersión de la luz;[184,186] los dispositivos mecánicos 

o piezoeléctricos detectan cambios de masa, fuerza mecánica o rigidez y;[187,188] los 

electroquímicos miden alteraciones en la corriente, voltaje o impedancia del sistema, 

generadas como consecuencia del evento de reconocimiento.[189,190] 

Entre estos dispositivos, los biosensores electroquímicos destacan por su alta 

sensibilidad y especificidad, y son herramientas ideales para el diagnóstico temprano de 

enfermedades.[191ï194] Asimismo, son una alternativa interesante para uso en campo ya 

que requieren de equipamiento simple y asequible, y son compatibles con la 

miniaturización.[108] 

Los principales tipos de biosensores electroquímicos incluyen los voltamétricos, 

amperométricos, potenciométricos e impedimétricos.[191] Además de su uso consolidado 

en el monitoreo de glucosa[109] y en la medición de pH,[195] se han desarrollado biosensores 

electroquímicos para la detección de patógenos y biomarcadores de enfermedad.[191ï194] 
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Dentro de esta categoría, la espectroscopía de impedancia electroquímica (EIS) 

destaca por mostrar sensibilidades muy altas (hasta atomolares).[119,196] Esta técnica se 

ha aplicado a la detección de una amplia gama de analitos, incluyendo anticuerpos,[197ï

199] ADN,[108] bacterias,[118,200] proteínas,[201,202] glicoproteínas,[203,204] partículas 

virales,[119,205] y oligosacáridos.[206,207] Por esta razón, la EIS fue la metodología 

seleccionada para la construcción del modelo de biosensor basado en carbohidratos 

desarrollado en esta tesis. 

2.2.3.1. Biosensores impedimétricos  

La EIS se basa en la perturbación de un sistema electroquímico en estado 

estacionario, por medio de un estímulo de potencial sinusoidal de baja amplitud a una 

frecuencia dada y en el registro de la corriente sinusoidal de respuesta. La forma de 

trabajo más habitual es realizar mediciones de impedancia sucesivas a distintas 

frecuencias para obtener un espectro de impedancia que contiene información sobre las 

propiedades de la interfaz electrodo-electrolito y permite caracterizar el sistema en 

estudio.[108,208] 

En los biosensores impedimétricos, la EIS se emplea para detectar eventos de 

reconocimiento en una celda electroquímica donde el transductor es el electrodo de 

trabajo funcionalizado con el biorreceptor (Figura 2.7). El sensado del evento de unión 

puede realizarse en forma directa (label-free) o empleando marcadores. En esta tesis los 

esfuerzos se enfocaron en desarrollar una plataforma de detección directa por lo que no 

se abordarán otras estrategias. Para ampliar la información sobre métodos de detección 

indirecta se sugiere consultar el trabajo de Katz E. y Willner I.[209] 

 

 

Figura 2.7. Flujo de trabajo aplicado en la detección de un evento de biorreconocimiento 

por espectroscop²a de impedancia electroqu²mica (EIS). Zôô=componente imaginaria de la 

impedancia (Z), Zô=componente real de la impedancia (Z). Rtc=resistencia a la 

transferencia de carga del sistema en estudio. 
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Una forma muy habitual de realizar estos experimentos es incorporar a la celda una 

especie electroactiva capaz de experimentar una reacción redox reversible. Bajo la 

perturbación aplicada, tendrán lugar reacciones de oxidación y reducción que generarán 

un pasaje de electrones desde y hacia el electrodo de trabajo, que se verá reflejado en la 

señal de respuesta. Este modo de EIS se conoce como faradaico y es el empleado en 

esta tesis. La especie electroactiva más utilizada es la cupla [Fe(CN)6]4ī/[Fe(CN)6]3ī,[210] 

aunque también puede emplearse el ferrocenometanol,[211] y el hexaaminrutenio (III/II) 

[Ru(NH3)6]2+/[Ru(NH3)6]3+.[212]  

En EIS faradaica, el espectro de impedancia contiene información sobre la cinética 

de la reacción redox, entre otros procesos que ocurren en la celda. Esta respuesta 

depende, entre otros factores, de la composición de la superficie del electrodo de trabajo. 

Por ejemplo, la unión de un analito voluminoso, como una proteína o anticuerpo, puede 

dificultar el acceso de la especie redox al electrodo, limitando la reacción de óxido-

reducción y causando un aumento de la impedancia del sistema a altas frecuencias. La 

impedancia también puede verse afectada cuando existen interacciones electrostáticas 

entre las especies redox y la superficie del transductor. 

Como se mencionó antes, los espectros de impedancia se obtienen registrando la 

respuesta del sistema en un rango de frecuencias. Usualmente, estos datos se grafican 

como una funci·n de los valores de las componentes complejas de la impedancia: Zôô 

(componente imaginaria) y Zô (componente real). El gr§fico -Zôô vs. Zô se conoce como 

gráfico (o curva) de Nyquist. Para el sistema [Fe(CN)6]3-/[Fe(CN)6]4- en solución, lo que se 

observa es un semicírculo seguido por una línea recta de pendiente positiva (Figura 2.7). 

Los valores hacia la izquierda son los datos obtenidos a altas frecuencias y los de la 

derecha a bajas frecuencias.  

Para su interpretación, los gráficos de Nyquist se ajustan a un circuito eléctrico 

modelo. El circuito más utilizado en EIS faradaica es el circuito de Randles, compuesto 

por cuatro elementos: la resistencia de la solución Rs, la resistencia a la transferencia de 

carga Rtc, la capacidad de doble capa eléctrica Cdc, y el elemento de Warburg Zw (Figura 

2.8). Para ampliar la información sobre los fundamentos de la EIS y la correlación entre 

los elementos circuitales y las propiedades fisicoquímicas de una celda electroquímica, 

se sugiere consultar el Apéndice. 

En los biosensores basados en EIS faradaica, el parámetro más utilizado para la 

detección del evento de reconocimiento es la resistencia a la transferencia de carga (Rtc). 

En el gráfico de Nyquist, su valor se relaciona directamente con el diámetro del 

semicírculo (Figura 2.7). En términos generales, la unión del analito blanco al biorreceptor 
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genera un bloqueo parcial de la superficie del electrodo que, a menudo, conlleva un 

aumento en el valor de Rtc. Para analizar este cambio en las propiedades electroquímicas 

del sistema, comúnmente se utilizan: (a) la diferencia del parámetro obtenido en presencia 

(Rtc) y ausencia (Rtc,0) del analito (ȹRtc=Rtc-Rtc,0),[198,202,213] o (b) un cociente entre las 

resistencias, ya sea Rtc/Rtc,0 o ȹRtc/Rtc,0.[214,215] Este último enfoque es el más apropiado 

cuando se comparan mediciones realizadas con electrodos independientes, dado que Rtc 

depende del área electroactiva, que puede variar entre electrodos. Al normalizar los 

valores, se minimiza el error asociado a las diferencias entre superficies, permitiendo una 

evaluación más confiable de la respuesta del sensor. 

Los biosensores impedimétricos pueden utilizarse tanto para la detección cualitativa 

(presencia o ausencia) de un analito en solución como para realizar determinaciones 

cuantitativas, mediante curvas de calibración a partir de soluciones puras del analito 

blanco.[108] 

Como se mencionó anteriormente, los carbohidratos son moléculas atractivas como 

biorreceptores. Sus interacciones con distintas biomoléculas han sido aprovechadas en 

el desarrollo de biosensores impedimétricos label-free capaces de detectar agentes 

patógenos o componentes extraídos de los mismos. Por ejemplo, Hushegyi A. et al. 

desarrollaron un glicobiosensor impedimétrico para detectar lectinas y hemaglutininas de 

influenza hasta concentraciones atomolares (aM).[196] En el caso de la detección 

bacteriana, Cui F. et al. utilizaron esta técnica para detectar interacciones entre bacterias 

patógenas y D-manosa, mientras que Hargol Zadeh S. et al. emplearon esta misma 

estrategia para el monitoreo de E. coli como contaminante ambiental.[215,216] Por su parte, 

Jeong D. et al. demostraron que un sensor impedimétrico basado en D-galactosa podía 

detectar la toxina colérica en soluciones de concentración en el rango picomolar.[217] 

La alta sensibilidad, el bajo costo, la simplicidad, y los tiempos de ensayo breves 

alcanzados en estos trabajos convierten a los glicobiosensores impedimétricos en una 

alternativa prometedora para el desarrollo de nuevas plataformas de diagnóstico de 

enfermedades infecciosas. 

 

Figura 2.8. Circuito de Randles. Circuito equivalente modelo de una celda 

electroquímica faradaica. Rs=resistencia de la solución; Rtc=resistencia a la 

transferencia de carga; Cdc= capacidad de doble capa; Zw= elemento de Warburg. 
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Objetivos 

La leishmaniasis tegumentaria americana (LTA) es una enfermedad endémica del 

norte de nuestro país causada principalmente por el parásito Leishmania braziliensis. Se 

trata de una de las llamadas enfermedades desatendidas, dado que afecta mayormente 

a poblaciones aisladas y de bajo recursos.  

Actualmente, no se dispone de un método de diagnóstico específico, sencillo y 

económico que permita detectar la enfermedad en zonas aisladas y de difícil acceso. En 

este contexto, los glicanos antigénicos de superficie de L. braziliensis, reconocidos por 

anticuerpos presentes en sueros infectados, representan blancos prometedores para el 

desarrollo de biosensores serológicos. En particular, los sensores electroquímicos se 

destacan como una plataforma adecuada para el diagnóstico en campo, debido a su alta 

sensibilidad, bajo costo y facilidad de uso. 

Entre los glicanos superficiales del parásito, el lipofosfoglicano (LPG) y los 

glicoinositolfosfolípidos (GIPLs) tipo-II son biomoléculas abundantes e inmunogénicas 

que, además, comparten una característica estructural distintiva: contienen residuos de 

D-galactofuranosa, un azúcar no biosintetizado por mamíferos, cuya antigenicidad ha sido 

reportada, pero cuya aplicación en diagnóstico serológico de LTA no había sido explorada 

al inicio de este trabajo.  

Para estudiar el reconocimiento de estos galactofuranósidos por anticuerpos 

específicos, es necesario contar con fragmentos sacarídicos bien definidos. Dado que su 

aislamiento a partir del parásito resulta muy complejo e ineficiente, la síntesis química se 

presenta como una alternativa eficaz para acceder a estos compuestos.  

En este marco, para esta tesis se plantearon los siguientes objetivos: 

1- Diseñar y desarrollar rutas sintéticas para obtener lotes puros de los 

galactofuranósidos 1-5 presentes en el LPG y los GIPLs tipo-II de Leishmania, 

incorporando un linker adecuado para su anclaje a superficies. 

 

2- Evaluar la afinidad de los galactofuranósidos por anticuerpos presentes en sueros 

humanos de pacientes con LTA, de forma de identificar candidatos potenciales para el 

desarrollo de un método de diagnóstico serológico de la infección. 
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3- Abordar el desarrollo de un biosensor basado en carbohidratos, utilizando 

espectroscopía de impedancia electroquímica. Esto incluyó diseñar, construir y 

caracterizar una superficie sensora decorada con los galactofuranósidos sintéticos y 

evaluar su respuesta frente a sueros humanos infectados. 
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3.1. Introducción  

El tripanosomátido Leishmania, agente causante de las leishmaniasis, está 

recubierto de una capa densa de oligo- y polisacáridos, que exponen sus residuos hacia 

el medio extracelular. Estos glicanos de superficie son determinantes para la virulencia y 

supervivencia del parásito y, al ingresar al organismo huésped, entran en contacto directo 

con los componentes del sistema inmune.[58,70] En consecuencia, en sueros de individuos 

infectados se detectan anticuerpos con afinidad por componentes de la membrana,[93,95] 

incluyendo específicamente el lipofosfoglicano (LPG) y los glicoinositolfosfolípidos 

(GIPLs).[77,79,80,82,218ï220] 

La mayoría de los estudios de interacción de anticuerpos con glicanos superficiales 

de Leishmania se han realizado utilizando extractos del parásito. Sin embargo, el uso de 

extractos naturales no permite identificar con precisión los epitopes responsables del 

reconocimiento ni determinar las unidades estructurales mínimas necesarias para la 

antigenicidad. La síntesis química, en cambio, posibilita la obtención de glicanos puros y 

bien definidos, y permite funcionalizarlos con fragmentos conectores como los linkers, que 

posibilitan anclarlos o conjugarlos a plataformas adecuadas para efectuar estudios 

inmunológicos. 

En trabajos previos, Anish C. y colaboradores sintetizaron oligosacáridos de la 

cubierta del LPG de L. infantum, funcionalizados con un amino linker en el extremo 

reductor, y demostraron su inmunorreactividad frente a sueros humanos utilizando la 

tecnología de microarreglo de glicanos, lo que evidenció su potencial aplicación en el 

diagnóstico serológico.[81] Por su parte, el grupo de Igor Almeida sintetizó oligosacáridos 

con Ŭ-Gal, residuo xenobiótico en humanos,[221] presentes en los GIPLs tipo-II de L. major 

y L. braziliensis. En este caso, los autores incorporaron, en el extremo reductor de los 

oligosacáridos, un linker con grupo tiol terminal para formar glicoconjugados, que fueron 

empleados en ensayos ELISA para evaluar su capacidad de reconocer anticuerpos en 

sueros humanos. En estos estudios, se identificaron fragmentos di- y trisacarídicos 

candidatos para el diagnóstico serológico de estas infecciones parasitarias.[83,222,223] 

Como se mencionó anteriormente, en Argentina, la principal especie causante de 

leishmaniasis cutánea y mucocutánea, conocida como leishmaniasis tegumentaria 

americana (LTA), es Leishmania braziliensis. En el estadio amastigote, el parásito se 

encuentra recubierto por glicanos ricos en D-galactofuranosa (D-Galf), un azúcar no 

biosintetizado por mamíferos,[224] que ha demostrado ser antigénico en diversos 
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microorganismos patógenos como Aspergillus fumigatus y Trypanosoma cruzi, entre 

otros.[99,225ï231] 

En las especies causantes de leishmaniasis cutánea y mucocutánea, diversos 

estudios han demostrado la presencia de anticuerpos dirigidos contra glicanos con D-Galf 

en sueros de pacientes infectados. En L. major, predominante en África y Asia, los grupos 

de Nilsson B. y Bacic A. demostraron la antigenicidad de los GIPLs tipo-II aislados del 

parásito,[78,80] mientras que Montoya A. L. et al. observaron el reconocimiento de 

fragmentos terminales con D-Galf derivados del GIPL-2.[83] En América Latina, donde 

predominan L. braziliensis y L. mexicana, Avila J. L. y colaboradores reportaron 

inmunorreactividad frente a GIPLs nativos,[77] a la vez que Viana S. M. et al. observaron 

la misma respuesta frente a fragmentos sintéticos terminales de los GIPLs 1 y 3 que 

contenían D-Galf.[223] 

Estos hallazgos sugieren que las estructuras galactofuranosídicas presentes en la 

superficie de L. braziliensis pueden desencadenar una respuesta inmune humoral durante 

la infección. Sin embargo, al inicio de esta tesis (2018), no se encontraron estudios 

sistemáticos específicamente dirigidos a evaluar el rol de la D-Galf en la antigenicidad de 

los glicolípidos superficiales de Leishmania.  

En este contexto, se propuso la síntesis de cinco galactofuranósidos (1 a 5) 

constitutivos del core del LPG y de los GIPLs tipo-II de L. braziliensis, como estrategia 

para identificar determinantes estructurales de antigenicidad del parásito y, 

eventualmente, potenciales biorreceptores para el diagnóstico serológico de la LTA 

(Esquema 3.1). Si bien existían antecedentes de síntesis del core oligosacarídico del LPG 

y de fragmentos con D-Galf derivados del LPG y de los GIPLs tipo-II,[83,223,232,233] al inicio 

del presente trabajo no se habían reportado trabajos sintéticos enfocados en la 

preparación sistemática de oligosacáridos con galactofuranosa para el análisis de la 

antigenicidad de los glicolípidos de membrana del parásito. 

Los glicósidos 1 a 5 seleccionados están compuestos por unidades de ɓ-D-Galf, Ŭ-

D-Galp y Ŭ-D-Manp, y están funcionalizados con un linker 5-aminopentilo (o amino linker) 

en el extremo reductor. Este conjunto de estructuras fue diseñado para evaluar la 

influencia de distintas variables estructurales en la antigenicidad: (a) la posición de la 

unidad de ɓ-D-Galf (interna o terminal); (b) la presencia de residuos de Ŭ-D-Manp y Ŭ-D-

Galp y, (c) la conectividad entre unidades, es decir, la secuencia sacarídica del 

galactofuranósido. 

La incorporación del grupo 5-aminopentilo responde a la necesidad de inmovilizar los 

glicanos sobre superficies o de conjugarlos a proteínas, un requisito habitual para llevar a 
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cabo estudios inmunológicos. Esta estrategia, previamente empleada por distintos 

autores,[234ï237] permite el acoplamiento de los azúcares a biomoléculas o matrices 

carboxiladas mediante enlaces amida estables.[139,238,239] En los ensayos que emplean 

superficies sólidas, la cadena alquílica del amino linker actúa como un espaciador, 

separando los azúcares de la superficie para minimizar las interacciones no 

específicas.[240] 

En la primera parte de este capítulo se describirá la síntesis de los 5-aminopentil 

derivados de los glicanos terminales del GIPL-1, (compuestos 1, 2 y 3, Esquema 3.1) que 

contienen ɓ-D-Galf en el extremo no reductor. Luego, en la segunda parte, se abordará la 

síntesis de fragmentos terminales del GIPL-2 (compuestos 4 y 5, Esquema 3.1) con la 

unidad de D-galactofuranosa interna.  

 

 

Esquema 3. 1. Galactofuranósidos 1 a 5, objetos de esta tesis y representación esquemática 

de su ubicación en el GIPL-1 y el GIPL-2.[71] 
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En esta tesis se procuró desarrollar procesos de síntesis robustos, con la premisa de 

que, en caso de identificarse candidatos prometedores para el sensado de anticuerpos, 

ya contáramos con una ruta sintética optimizada y escalable. En este sentido, se priorizó 

el uso de precursores comunes, que pudieran ser obtenidos a partir de moléculas sencillas 

y asequibles. 



 

 

 
Primera parte.  

Fragmentos del GIPL -1 
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En esta sección se describe el diseño del camino sintético y los resultados de la 

síntesis de los compuestos 1 a 3 (Esquema 3.2), presentes en el extremo no reductor del 

GIPL-1 de Leishmania y en el core oligosacarídico del LPG. 

 

Esquema 3. 2 

3.2. Diseño de las rutas sintéticas para la obtención de 1, 2 y 3 

Las rutas de síntesis de los galactofuranósidos constitutivos del GIPL-1 se definieron 

en base al análisis retrosintético de los compuestos 1 a 3 presentado en el Esquema 3.3. 

Se estableció una ruta sintética convergente, basada en un conjunto reducido de bloques 

constructores comunes (compuestos 6-8). De este modo, cada glicano objetivo sería 

ensamblado por acoplamiento controlado de las unidades sacarídicas constitutivas desde 

el extremo no reductor al reductor, con la introducción final del eslabón 5-aminopentílico. 

 

Esquema 3. 3 
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Como se puede ver en el Esquema 3.2, los tres compuestos a sintetizar contienen 

un residuo ɓ-D-Galf en el extremo no reductor. Entre los numerosos precursores 

reportados para la s²ntesis de ɓ-galactofuranósidos,[241ï244] se eligió el tricloroacetimidato 

de O-(2,3,5,6-tetra-O-benzoíl-ɓ-D-galactofuranosilo) (6, Esquema 3.3), utilizado por 

primera vez por Gallo-Rodríguez C. y colaboradores en la síntesis estereoselectiva del 

disacárido ɓ-D-Galf-(1Ą3)-D-GlcNAc.[38] La elección de este precursor tenía como 

ventajas: (i) la presencia de un grupo acilo participante en C-2, adecuado para la 

formación de la unión galactofuranosídica 1,2-trans presente en los glicósidos 1-3; (ii) la 

posibilidad de obtener el donor con buen rendimiento a partir del 1,2,3,5,6-penta-O-

benzoíl-Ŭ,ɓ-D-galactofuranósido; y (iii) la aplicación de un método de glicosidación suave, 

compatible con las funcionalidades y enlaces glicosídicos lábiles al medio ácido presentes 

en la síntesis. 

Para introducir la unidad de D-manopiranosa, se eligió el alil 4,6-O-bencilidén-Ŭ-D-

manopiranósido (7, Esquema 3.3), utilizado por Ma Z. et al. en la s²ntesis del motivo ɓ-D-

Galf-(1Ą3)-D-Manp, estructura interna presente en la superficie de Trichophyton.[245] El 

uso de 7 para la síntesis de 2 y 3 tenía como ventajas que, por un lado, podía obtenerse 

en dos pasos a partir de D-manosa y, por otro lado, que contaba con un grupo alilo 

protector de la posición anomérica, el cual podía ser removido selectivamente para 

extender el oligosacárido hacia el extremo reductor.[246]  

Para la incorporación del linker 5-aminopentilo era necesario partir de un precursor 

con el grupo amino protegido. Entre las alternativas reportadas, se encontraron 

numerosos ejemplos del empleo de N-(bencil)benciloxicarbonil 5-aminopentanol[235,247,248] 

(8, Esquema 3.3), o de su análogo monoprotegido, el N-benciloxicarbonil 5-

aminopentanol.[234,249,250] Para este trabajo, se eligió el precursor 8 como el más adecuado 

en base a un reporte de Seeberger P. H. y colaboradores. Allí, se describieron reacciones 

de glicosidación entre tricloroacetimidil oligosacáridos de variado peso molecular con 

ambos aceptores de glicosilo, y se observaron mejores rendimientos cuando se utilizaba 

el derivado protegido 8.[251] Los autores atribuyeron este fenómeno al efecto desactivante 

del grupo -NH, previamente observado por Dudkin V. y Crich D.[252]  

En las rutas sintéticas elegidas para la obtención de los compuestos 1 a 3 a partir de 

los precursores 6, 7 y 8, se empleó el método del tricloroacetimidato, estrategia de 

glicosidación suave y compatible con las uniones furanosídicas presentes en los 

intermediarios de reacción. Asimismo, se introdujeron grupos ésteres en C-2 para 

favorecer la formación de glicósidos 1,2-trans (flechas rojas, Esquema 3.3). 
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3.3. Síntesis del precursor de D-Galf, tricloroacetimidato de O-(2,3,5,6-

tetra -O-benzoíl -ɓ-D-galactofuranos ilo ) (6) 

Como primer paso en la síntesis de 1, se procedió con la formación del precursor 6. 

En primer lugar, se hizo reaccionar D-galactosa con cloruro de benzoílo en piridina a 60 °C 

y, por recristalización selectiva en etanol del producto crudo, se aisló 

1,2,3,5,6-penta-O-benzoíl-Ŭ,ɓ-D-galactofuranosa (9)[253] con 29% de rendimiento. Luego, 

el sólido se trató con una solución de HBr en AcOH (32%) para dar el bromuro de 

2,3,5,6-tetra-O-benzoíl-Ŭ,ɓ-D-galactofuranosa, que fue hidrolizado en presencia de 

Ag2CO3 para dar 2,3,5,6-tetra-O-benzoíl-Ŭ,ɓ-D-galactofuranosa (10)[254] con excelente 

rendimiento (94%, Esquema 3.4).  

 

Esquema 3. 4 

En el espectro de RMN 1H del producto de reacci·n se observaron un singulete a ŭ 

5,71 ppm y, a ŭ 5,84 ppm, un doblete con constante de acoplamiento 4,5 Hz, 

correspondientes a los H-1 de los an·meros ɓ y Ŭ del compuesto 10, respectivamente. La 

integración de estas señales indicó que se trataba de una mezcla anomérica con una 

relaci·n ɓ/Ŭ ~7:3. Adicionalmente, los multipletes de la zona aromática integraban para 

20 H, lo que resultó consistente con la presencia de los 4 grupos benzoílo protectores. 

El paso siguiente consistía en activar el centro anomérico libre de 10 mediante la 

formación del tricloroacetimidato. Para ello, el compuesto se hizo reaccionar con 

tricloroacetonitrilo en presencia de DBU para dar, luego de la purificación por 

cromatografía flash en columna de sílica gel, el tricloroacetimidato 6[38] como un sólido 

amorfo espumoso con 70% de rendimiento (Esquema 3.4). Dado que el producto de 

reacción era susceptible a la hidrólisis en presencia de agua, se mantuvo a -20 °C bajo 

exclusión de humedad hasta su uso.  

La caracterización de 6 se realizó por RMN 1H (Figura 3.1) y 13C, y los datos obtenidos 

fueron coincidentes con los reportados en bibliografía.[38] El espectro protónico mostró 

como se¶al diagn·stica un singulete a ŭ 8,73 ppm que integraba para 1 H, 

correspondiente al H del grupo tricloroacetimida. A campos más altos, se observó la 

resonancia del prot·n anom®rico a ŭ 6,70 ppm como un singulete (3J1,2 < 1 Hz), indicando 

que el componente mayoritario era el imidato de configuraci·n ɓ, en el que H-1 y H-2 se 
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encuentran en disposición trans.[255] Al comparar el desplazamiento del H-1 de 6 con el 

registrado para 10, se evidenció un corrimiento de ~1 ppm hacia campos más bajos, 

consistente con la incorporación del grupo tricloroacetimida en esta posición. 

 

 

Figura 3.1. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de 6.  

Acompañando a las señales del tricloroacetimidato ɓ se observaron picos adicionales 

de muy baja intensidad, entre ellos un singulete a ŭ 8,63 ppm y un doblete a ŭ 6,9 ppm (J 

~ 4 Hz), que se asociaron a la obtención de ~5% del an·mero Ŭ.  

De esta forma, se obtuvo el precursor de la unidad de ɓ-D-Galf, que sería utilizado 

en las rutas sintéticas de obtención de los glicósidos 1, 2 y 3, con galactofuranosa en el 

extremo no reductor. 

3.4. Síntesis del precursor del amino linker , N-

(bencil)benciloxicarbonil -5-aminopentanol ( 8) 

El N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentanol (8) se obtuvo según la estrategia 

descripta por Castelli R. et al.[256] En primer lugar, se incorporó el grupo bencilo a través 

de una aminación reductiva, por reacción de 5-aminopentanol con benzaldehído seguido 

de la reducción con borohidruro de sodio. El paso siguiente fue en la incorporación del 

grupo carboxibencilo por tratamiento con cloroformiato de bencilo en medio básico, para 

aislar 8 con 81% de rendimiento (Esquema 3.5). 
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Esquema 3. 5  

La obtención de 8 se corroboró por RMN mono y bidimensionales, y los datos 

espectroscópicos resultaron coincidentes con los reportados.[256] En el espectro de RMN 

1H (Figura 3.2) se identificaron las resonancias de los metilenos benc²licos a ŭ ~5,2 ppm 

(CH2-g) y ~4,5 ppm (CH2-h), respectivamente, confirmando la incorporación de los grupos 

protectores del N, junto con las señales de los metilenos alifáticos de 8. En el espectro de 

13C (Figura 3.3), además de estos metilenos se observó un pseudo-doblete a ŭ ~156,7 

ppm que se asignó al carbonilo del grupo carboxibencilo (C-f).  

 

Figura 3. 2. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de 8. 

Tanto en el espectro RMN de 1H como de 13C, las señales de todos los núcleos 

aparecieron desdobladas y/o ensanchadas. Este fenómeno se asocia a la presencia del 

grupo carboxibencilo, que contiene una unión N-C(O) con cierto carácter de doble enlace. 

Esta característica incrementa la barrera energética asociada a la rotación en torno al 

enlace N-C. Cuando dicha rotación es más lenta que la ventana de tiempo del 

experimento de RMN, como ocurre en el caso del compuesto 8, se registra una 

superposición de señales, correspondientes a distintos isómeros conformacionales 

CH2-g CH2-h 

CH2-a 
CH2-e 

CH2-b 
CH2-c 
CH2-d 
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(rotámeros).[257] Esta distorsión de las señales se observará, a lo largo de esta tesis, en 

aquellas moléculas que cuenten con el amino linker protegido. 

 

Figura 3. 3. Espectro de RMN 13C (101 MHz, CDCl3) de 8. 

El compuesto 8 se reservó para su uso como precursor del amino linker en las rutas 

sintéticas de los cinco glicósidos objeto de esta tesis (1-5). 

3.5. Síntesis del 5-aminopentil ɓ-glicósido de D-Galf (1) 

3.5.1. Glicosidación. Obtención de N-(bencil)benciloxicarbonil -5-

amino pentil  2,3,5,6-tetra -O-benzoíl -ɓ-D-galactofuranósido (11) 

Una vez activado el centro anomérico furanosídico de 10 por formación del 

tricloroacetimidato 6, y habiendo obtenido el aceptor 8, se procedió a realizar la reacción 

de glicosidación (Esquema 3.6). Debido a la alta reactividad del grupo tricloroacetimidato 

en medio ácido, se aplicaron exhaustivos cuidados para mantener la reacción anhidra 

durante todo el proceso, esto es, atmósfera inerte, uso de tamices moleculares en polvo 

y de solvente anhidro recién destilado. Estas condiciones se replicaron en todas las 

glicosidaciones realizadas a lo largo de esta Tesis. 

La reacción del donor 6 con el aceptor 8 se completó en 30 minutos y rindió como 

único producto el glicósido 11, el cual se aisló por cromatografía en columna de sílica gel 

con excelente rendimiento (92%, Esquema 3.6).  
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Esquema 3. 6 

El nuevo compuesto se analizó por RMN y, al igual que en el caso de 8, algunas 

señales aparecieron desdobladas y/o ensanchadas. En el espectro de 13C (Figura 3.4) se 

registr· una se¶al en la zona anom®rica a ŭ 105,7 ppm que evidenci· la obtenci·n de un 

¼nico glic·sido de configuraci·n ɓ. All² se identificaron, adem§s, las resonancias de todos 

los grupos protectores, que fueron estables a las condiciones de glicosidación elegidas. 

En el espectro de RMN 1H (Figura 3.5) se identific· al prot·n anom®rico a ŭ 5,27 ppm 

como un multiplete y al H-2 como un singulete a ŭ 5,44 ppm. El valor de 3J1,2 resultó ser 

<1,5 Hz, confirmando la disposición 1,2-trans entre H-1 y H-2, correspondiente al anómero 

ɓ en D-Galf. Por último, en el espectro RMN 1H-13C HMBC el protón anomérico mostró un 

acoplamiento a largo alcance con el C-a del amino linker a ŭ 67,5 ppm, lo que confirm· 

que la unión entre los fragmentos fue exitosa. 

 

Figura 3. 4. Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCl3) de 11. 
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Figura 3. 5. Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3) de 11. 

Para confirmar que la distorsión observada en la señal del H-1 en el espectro 

protónico se debía a la presencia de rotámeros, se realizaron experimentos de RMN a 

distintas temperaturas: 25, 40 y 55 °C (Figura 3.6). Al aumentar la temperatura, se registró 

un cambio en la multiplicidad de dicha señal, que pasó de un multiplete a un singulete, en 

concordancia con lo esperado para el ɓ-galactofuranósido. Este mismo comportamiento 

se observó en las resonancias de los metilenos bencílicos CH2-g y CH2-h. Este fenómeno 

se debe a que, al aumentar la velocidad de interconversión entre rotámeros, los entornos 

electromagnéticos de los núcleos tienden a homogeneizarse, lo que provoca la 

coalescencia de las señales en una única resonancia. 
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Figura 3. 6. Espectros de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de 11 a 25, 40 y 55 °C. Ampliación de 

la regi·n ŭ 3,0-6,3 ppm. 

3.5.2. Desprotección. Obtención de 5-amino pentil  ɓ-D-galactofuranósido (1) 

A efectos de obtener el glicósido deseado, era necesario eliminar los grupos 

protectores de 11 a trav®s de condiciones suaves que conservaran intacta la uni·n ɓ-D-

galactofuranosídica.  

 

Esquema 3. 7 

En primera instancia, los grupos ésteres de 11 se hidrolizaron por tratamiento con 

hidróxido de sodio en metanol (Esquema 3.7). En el espectro de RMN 13C del producto 

de reacción se observó la desaparición de las señales de los carbonilos presentes en el 

espectro de 11. Asimismo, en el espectro protónico se evidenció un corrimiento hacia 

campos más altos de las resonancias asociadas a las posiciones previamente protegidas 

de 11 (H-2, H-3, H-5 y H-6). En conjunto, estas evidencias confirmaron que la 

desbenzoilación de la galactofuranosa fue completa, obteniéndose el compuesto 12 

deseado.  
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Para liberar el grupo amino de 12, el jarabe obtenido, sin purificar, se disolvió en una 

mezcla de MeOH/H2O/AcOH y se sometió a una hidrogenólisis a alta presión. Tras la 

purificación cromatográfica del crudo, se obtuvo el producto deseado 1 como un jarabe, 

con un rendimiento del 77% a partir de 11 (Esquema 3.7). Con la asistencia de los 

espectros bidimensionales, se efectuó la asignación completa de las resonancias de 1H y 

13C del producto (Figura 3.7 y Figura 3.8). Allí se registró la desaparición de las señales 

asociadas al carboxibencilo y al bencilo de 12, confirmando que la desprotección había 

sido completa. 

 

Figura 3. 7. Espectro de RMN 1H (400 MHz, D2O) de 1ô. 

Una vez asignadas las señales de 1, en el espectro de RMN 1H se observó una 

resonancia adicional a ŭ 1,91 ppm, que integraba para aproximadamente 3 H. En los 

espectros 1H-13C HSQC y 1H-13C HMBC, esta señal mostró correlaciones a un enlace con 

un C en la zona alifática a ŭ 23,9 ppm y, a largo alcance, con un núcleo en la región de 

carbonilo a ŭ 182,2 ppm (esta se¶al no aparece en el espectro de RMN 13C). Estos datos 

fueron consistentes con la presencia de un grupo acetato asociado al amino terminal, 

proveniente del solvente empleado en la reacción. Este fenómeno ya había sido reportado 

por Gerbst A. G. y colaboradores en 3-aminopropil glicósidos tratados con ácido 

acético.[258]  
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Figura 3. 8. Espectro de RMN 13C (75 MHz, D2O) de 1ô. 

Para confirmar esta hipótesis, una fracción del jarabe obtenido se trató con resina de 

intercambio catiónico, se pasó a una columna cromatográfica y se eluyó con hidróxido de 

amonio para liberar al glicósido retenido en la resina. En el espectro de la fracción eluída 

(Figura 3.9) se observaron, por un lado, las señales asignadas a 1 y, por otro lado, la 

desaparición de la señal a ŭ 1,91 ppm correspondiente al metilo del grupo acetato. Se 

concluyó, entonces, que el producto de la hidrogenólisis catalítica de 12 fue el acetato del 

5-aminopentil ɓ-D-galactofuranósido (1ô).  

De esta manera se aisló, por primera vez, el acetato del 5-aminopentil ɓ-D-

galactofuranósido. La estrategia de glicosidación empleada resultó adecuada para la 

formaci·n estereoselectiva del enlace ɓ, y se aplicará también en la síntesis de los 

galactofuranósidos 2 y 3.  
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Figura 3. 9. Espectros de RMN 1H de 1 antes (arriba, 300 MHz, D2O) y después (abajo, 

400 MHz, D2O) del intercambio iónico. 

A continuación, se describe la obtención del precursor de la unidad de D-

manopiranosa 7 necesario para la síntesis de ambos glicósidos. 

3.6. Síntesis del precursor de D-Manp, alil 4,6 -O-bencilidén -Ŭ-D-

manopiranósido ( 7) 

Para la síntesis del alil 4,6-di-O-bencilidén-Ŭ-D-manopiranósido (7) se aplicó el 

procedimiento en dos pasos reportado por Ali A. et al. (Esquema 3.8).[259] 

 

Esquema  3.8 

En nuestras manos, una vez completada la glicosidación de Fischer de la D-manosa 

con alcohol alílico, el RMN del producto crudo mostró una relación 60:40 entre las formas 

piranósica y furanósica, respectivamente. Mediante la purificación por columna se aisló el 

compuesto 13 con 36% de rendimiento (Fila A, Tabla 3.1). Luego, el producto puro se 

trat· con Ŭ,Ŭ-dimetoxitolueno en presencia de ácido camforsulfónico y, por purificación en 

columna del crudo de reacción, se aisló 7 con 50% de rendimiento (Fila A, Tabla 3.2). 
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Durante la purificación se obtuvo, además, un 15% de un subproducto de menor polaridad 

identificado como el 2,3:4,6-di-O-bencilidén-Ŭ-D-manopiranósido (14, Esquema 3.8).  

El rendimiento global de la síntesis fue inferior al reportado por Ali A. et al. (18% vs. 

60%). Como era necesario escalar la síntesis del precursor 7 para contar con suficiente 

masa y así abastecer las múltiples rutas en las que intervenía, se encaró un estudio de 

optimización de las reacciones involucradas. Por un lado, se intentó mejorar el 

rendimiento global, maximizando las conversiones de ambas reacciones y, por el otro, se 

intentó minimizar el uso de reactivos costosos (por ej. alcohol alílico) y operaciones de 

purificación que demandaban mucho tiempo y recursos (por ej. la columna 

cromatográfica). En la Tabla 3.1 y la Tabla 3.2 se muestran los resultados de las 

condiciones ensayadas para la síntesis de 13 y 7, respectivamente, en comparación con 

lo reportado en bibliografía (ñRefò). 

Tabla 3.1. Condiciones de síntesis de 13 ensayadas (A-F)a vs. Ref.[259] 

 
a En todos los casos la temperatura de reacción fue de 70-80 °C, se utilizaron 0,07 equiv. de BF3.OEt2, 

y la reacción se cortó cuando se observó desaparición de la D-Man por ccd. b mmol de D-manosa. 
c Volumen de alcohol alílico/(mmol de D-Man). d Relación entre las formas piranósica (p) vs. 

furanósica (f) de 13, determinada por integración de los H-1 de las piranosas (ŭ 4,92 y 4,71 ppm) y 

de las furanosas (ŭ 5,11 y 5,07 ppm) en el RMN 1H del producto crudo. e Sin datos; el rendimiento 

reportado es de 80%. n.d.=no determinado. 

En primer lugar, para favorecer la conversión al glicósido piranósico 13, 

termodinámicamente más estable, en la glicosidación de Fischer se realizó un segundo 

experimento prolongando el tiempo de reacción a 24 h. En estas condiciones, se observó 

convergencia total al producto piranósico (Fila B, Tabla 3.1), por lo que se estableció este 

plazo como tiempo mínimo de reacción.  

Luego, a fines de minimizar el uso de alcohol alílico, se evaluó el efecto de reducir su 

concentración en la mezcla (Filas C y D, Tabla 3.1). Aunque se observó una leve 

disminución de la proporción piranosa/furanosa (p/f), se decidió continuar con estas 
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condiciones para el escalado del proceso (Filas E y F, Tabla 3.1), logrando una excelente 

reproducibilidad y manteniendo una buena conversión hacia la forma piranósica.  

Cabe destacar que fue necesario sintetizar alcohol alílico, ya que el reactivo había 

sido discontinuado debido a restricciones para su importación. Por este motivo, se 

desarrolló un método de síntesis a partir de glicerol y ácido fórmico, adaptando 

procedimientos reportados previamente por distintos autores.[260ï262] La reacción rindió el 

producto deseado con 14 % v/v de agua (determinado por Karl Fischer). Dado que la 

presencia de agua interfiere en la glicosidación de Fischer, se efectuó un screening de 

agentes desecantes para reducir el contenido de agua del reactivo. Se ensayaron 

diversos agentes: alúmina, tamices moleculares de 3 Å y sales anhidras de CaSO4, 

Na2SO4 y MgSO4. Finalmente, se estableció un protocolo de tres pasos: (1) secado sobre 

MgSO4 (anh.), (2) filtración del sólido, y (3) almacenamiento sobre tamices moleculares. 

Este tratamiento permitió reducir el contenido de agua a 1% v/v. El alcohol alílico obtenido 

mediante este protocolo dio un resultado comparable al del reactivo comercial al ser 

utilizado en la glicosidación para dar 13, por lo que permitió cubrir nuestra demanda para 

los siguientes ensayos.  

Una vez definidas las mejores condiciones de obtención del alil manósido 13, se 

encaró la optimización del paso de formación del bencilidén acetal (Esquema 3.8). 

Partiendo de fracciones puras de 13, se ensayaron cambios en el protocolo de reacción 

(temperatura, tiempo y equivalentes del acetal) en busca de disminuir la formación del 

subproducto 14 (Filas A-D, Tabla 3.2). A continuación, se realizaron pruebas para evaluar 

si era factible eliminar la purificación por columna del intermediario 13. 

En el primer ensayo realizado (Fila A, Tabla 3.2), en la primera hora de reacción ya 

se evidenciaba la presencia de la mezcla de productos. Como estrategias para 

desfavorecer la formación de 14, en los ensayos subsiguientes se disminuyó la 

temperatura de reacción a 0 °C y se realizó un agregado lento del acetal. En estas 

condiciones, se evaluó el efecto de la cantidad de equivalentes iniciales de 

Ŭ,Ŭ-dimetoxitolueno (Filas B-D, Tabla 3.2) y se encontró que la mejor conversión hacia 7 

se daba cuando se utilizaban 1,3 equivalentes (Fila C, Tabla 3.2). Luego, estas 

condiciones se aplicaron sobre una fracción cruda del paso anterior (Fila E, Tabla 3.2). 

En este caso, el jarabe de partida no se solubilizó de forma completa en la mezcla de 

reacción a 0 °C, por lo que fue necesario continuar la reacción a temperatura ambiente. 

En estas condiciones, 7 se aisló con 38% de rendimiento a partir de D-Man, lo que resultó 

en una mejora significativa respecto al ensayo inicial (18%). Al aplicar las mismas 
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condiciones sobre lotes más grandes (Filas F y G, Tabla 3.2) se obtuvieron resultados 

similares. 

Tabla 3.2. Condiciones ensayadas en la optimización de la síntesis de 7a vs. Ref.[259] 

 
a En todos los ensayos se utilizaron 0,15 equiv. de ácido (1S)-(+)-10-camforsulfónico y 4,4 mL/(mmol 

13) de acetonitrilo. b mmol de 13. c Relación determinada por integración del H-1 de 7 (ŭ 4,87 ppm) y 

de los CHPh de los diasterómeros de 14 (ŭ 5,64 y 5,52 ppm) en el RMN 1H del producto crudo. d El 

crudo no se pasó por columna. n.d.= no determinado; -- = no corresponde. 

Las modificaciones del protocolo de síntesis de 7 a partir de D-manosa rindieron un 

proceso en el que se disminuyó aproximadamente un 25% el volumen de alcohol alílico 

utilizado, se eliminó una purificación cromatográfica y se duplicó el rendimiento global de 

síntesis. El procedimiento optimizado permitió obtener, a partir de D-Man, alil 4,6-O-

bencilidén-Ŭ-D-manopiranósido (7) en una escala de 4,15 g, para ser utilizado en la 

síntesis de los compuestos 2 y 3. 

3.7. Síntesis del 5 -aminopentil Ŭ-glicósido de D-Galf-ɓ-(1Ą3)-D-Manp 

(2) 

3.7.1. Glicosidación. Obtención de alil 2,3,5,6 -tetra -O-benzoíl -ɓ-D-

galactofuranosil -(1Ÿ3)-4,6-O-bencilidén -Ŭ-D-manopiranósido ( 15) 

Habiendo obtenido el aceptor de manosilo 7, se procedió a realizar el acoplamiento 

con el donor de galactofuranosilo 6 según el procedimiento reportado por Ma Z. et al.[245] 

con algunas modificaciones (Esquema 3.9). Si bien el aceptor presenta dos posiciones 

libres, la glicosidación ocurre preferentemente sobre el OH-3 ecuatorial según reportes 

previos.[233,244,263] 
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Esquema 3. 9 

La reacción se completó rápidamente y rindió como único producto un compuesto 

cuyos datos espectroscópicos fueron coincidentes con los reportados para 15.[245] En la 

zona anomérica del espectro de RMN 13C (Figura 3.10) se observaron señales a ŭ 102,6 

ppm y 99,4 ppm, correspondientes a los centros anoméricos de ɓ-D-Galf y Ŭ-D-Manp, 

respectivamente, y una señal a 102,2 ppm correspondiente al grupo bencilidén. En el 

espectro de RMN 1H (Figura 3.11) de 15 la señal del H-1ô se identific· como un singulete 

ancho (3J1,2 <1 Hz) a 5,44 ppm, confirmando la formación del enlace glicosídico ɓ entre 

las unidades. Por último, la unión regioselectiva de los fragmentos a favor del enlace 

(1Ÿ3) se confirmó por aparición en el espectro 1H-13C HMBC de una correlación entre el 

C-1 de D-Galf y la señal correspondiente al H-3 de D-Manp a ŭ 4,32 ppm. 

 

Figura 3. 10. Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCl3) de 15. 

C-1 
C-1ô CHPh 
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Figura 3. 11. Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3) de 15. 

3.7.2. Activación del centro anomérico  de 2,3,5,6-tetra -O-benzoíl -ɓ-D-

galactofuranosil -(1Ÿ3)-4,6-O-bencilidén -Ŭ-D-manopiranos a  

En vistas de obtener el donor de glicosilo adecuado para la reacción con el amino 

linker, se procedió con la benzoilación del OH-2 de la manosa de 15 para dar el derivado 

16 con excelente rendimiento (94%, Esquema 3.10). 

 

Esquema 3. 10 

Durante la caracterización por RMN, en el espectro protónico de 16 (Figura 3.12) se 

observó el corrimiento de la resonancia del H-2 en ~1,5 ppm hacia campos m§s bajos (ŭ 

5,65 ppm) respecto de 15, por efecto desprotector del nuevo grupo éster incorporado en 

esa posición. Asimismo, en el espectro de 13C se registró la aparición de una nueva señal 

en la zona de carbonilos (entre ŭ 164 y 166 ppm) asignada al nuevo grupo benzoato. 

CH=CH2 
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Figura 3.12. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de 16. 

El paso siguiente era la desprotección del centro anomérico por remoción del grupo 

alilo. El método más extensamente reportado para efectuar esta transformación es la 

reacción con PdCl2 en ácido acético acuoso y en presencia de acetato de sodio.[259,264ï266] 

Sin embargo, en trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, cuando estas 

condiciones se aplicaron sobre alil glicósidos de estructura similar a 16, la reacción rindió 

cantidades apreciables (hasta un 50%) de un subproducto identificado como el acetonil 

glicósido. Esta reacción secundaria, conocida como oxidación de Wacker, ya había sido 

observada por otros autores,[264,267] y está asociada a la presencia de O2 en el medio de 

reacción. Los intentos de extremar los cuidados para mantener inerte la atmósfera de 

reacción dieron resultados similares, por lo que, para desproteger a 16, se decidió aplicar 

un método alternativo empleando tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) como catalizador 

(Esquema 3.11).[267ï269] Esta reacción rindió el hemiacetal 17 con 92% de rendimiento, sin 

indicios de formación del acetonil glicósido como subproducto. 

H-3ô 

CH=CH2 
H-1 
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PhCH H-1ô H-2ô 
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Esquema 3. 11 

El espectro RMN 1H del producto evidenció la obtención de una mezcla de anómeros. 

El H-1 del compuesto mayoritario resonaba a campos m§s bajos (ŭ 5,38 ppm) que el H-1 

del minoritario (5,04 ppm), lo que era consistente con la obtención de una mezcla de 

hemiacetales en relación Ŭ/ɓ ~5:1.[270] Asimismo, se observó la desaparición de las 

se¶ales asociadas al grupo alilo y la aparici·n de una se¶al a ŭ 3,5 ppm correspondiente 

al protón del OH anomérico, confirmando la desprotección del C-1 de 16.  

Habiendo aislado el disacárido 17, la posición anomérica se activó por tratamiento 

con tricloroacetonitrilo en presencia de DBU para dar 18 con 77% de rendimiento 

(Esquema 3.12). 

 

Esquema 3. 12 

El análisis por RMN 1H confirmó la obtención del producto deseado 18 por presencia 

de un singulete a ŭ 8,77 ppm, se¶al diagn·stica correspondiente al NH del 

tricloroacetimidato. Asimismo, a ŭ 6,42 ppm se identific· la resonancia del H-1 como un 

doblete de 3J1,2 = 1,4 Hz, corrido ~1 ppm hacia campos más bajos respecto del H-1 del 

hemiacetal 17, por efecto desprotector del nuevo sustituyente anomérico. 

3.7.3. Glicosidación. Obtención de N-(bencil)benciloxicarbonil -5-

aminopen til 2,3,5,6-tetra -O-benzoíl -ɓ-D-galactofuranosil -(1Ÿ3)-4,6-O-

bencilidén -2-O-benzoíl -Ŭ-D-manopiranósido  (19) 

Una vez sintetizado el donor de manosilo 18, se procedió con su acoplamiento al 

amino linker 8. Para ello se eligieron las condiciones utilizadas previamente en la síntesis 

del 5-aminopentil glicósido 11. Dado que se trataba de una reacción rápida se decidió 

disminuir la temperatura a -40 °C para evitar reacciones secundarias indeseadas. 
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Esquema 3 .13 

Una vez iniciada la reacción, a los 5 minutos se observó por ccd la conversión del 

compuesto de partida a una mancha principal, que se aisló por cromatografía en columna 

(tolueno/AcOEt) y se caracterizó como el glicósido 19 deseado (Esquema 3.13). En los 

espectros de RMN 1H (Figura 3.13) y 13C (Figura 3.14) del producto, la unión de los 

fragmentos se evidenció por la presencia de las señales del amino linker, distorsionadas 

por la presencia de rotámeros, y en el corrimiento >1,5 ppm de la resonancia del H-1 hacia 

campos más altos (ŭ ~4,92 ppm) respecto del imidato 18.  

 

Figura 3. 13. Espectro RMN 1H (300 MHz, CDCl3) de 19. 

Para verificar la estereoquímica del nuevo enlace glicosídico se realizó un 

experimento de RMN 13C acoplado a 1H. El C-1 se identificó como un doblete de constante 

de acoplamiento 1JC,H de 171 Hz, caracter²stica de un enlace Ŭ-1,2-trans.[271,272] Este 

resultado confirmó el curso estereoselectivo de la reacción, favorecida por la participación 

del grupo éster en C-2 de 18. 
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PhCH 
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Figura 3. 14. Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCl3) de 19. 

Habiendo confirmado la obtención de 19, la reacción se escaló 26 veces para obtener 

más masa del glicósido y continuar con la síntesis de 2. El análisis por RMN 1H del 

producto aislado por cromatografía en columna (tolueno/AcOEt) reveló que, a diferencia 

del ensayo anterior, la reacción había rendido una mezcla compuesta por el producto 

deseado y un subproducto en proporción ~7:3. La purificación cromatográfica utilizando 

un sistema de solventes de elución alternativo (hexano/AcOEt) permitió aislar algunos 

miligramos del subproducto y posibilitó su caracterización por RMN. Cabe destacar que, 

dado que los compuestos tenían polaridades similares, resultó complicado aislar 

fracciones puras de cada componente de la mezcla.  

El espectro de RMN 13C del subproducto, en adelante 20, (Figura 3.15) mostró 

similitudes con el espectro de 19, esto es, desplazamientos químicos comparables en la 

zona anomérica y presencia de las señales del amino linker, lo que sugería que se trataba 

de una molécula de estructura similar. Sin embargo, en la zona de carbonilos se 

observaron cuatro señales en lugar de las cinco correspondientes a los benzoílos de 19, 

lo cual indicaba la pérdida de uno de estos grupos protectores. 
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Figura 3. 15. Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCl3) del subproducto 20. 

Al comparar los espectros protónicos de 19 y 20 (Figura 3.13 y Figura 3.16, 

respectivamente), se registraron dos diferencias importantes. En primer lugar, la 

resonancia del H-2 de 20 se desplazó ~1 ppm hacia campos más altos, lo cual apuntaba 

a la ausencia del grupo protector en esta posición. En segundo lugar, el desplazamiento 

químico del H-5 de 20 se registró a ŭ 3,44 ppm, valor caracter²stico de ɓ-manósidos según 

las observaciones de D. Crich y S. Sun.[271] En este trabajo, los autores reportaron que, 

así como en el RMN 1H de 20, la resonancia del H-5 de los 4,6-O-bencilid®n ɓ-manósidos 

aparece típicamente como un multiplete aislado del resto de las señales sacarídicas, entre 

ŭ 3,3-3,4 ppm, mientras que en los an·meros Ŭ el H-5 aparece a campos m§s bajos (ŭ 

3,6-3,9 ppm), tal como se observa en el RMN 1H de 19. 

A partir de la información espectroscópica, se dedujo que el subproducto de 

glicosidación era el N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,5,6-tetra-O-benzoíl-ɓ-D-

galactofuranosil-(1Ÿ3)-4,6-O-bencilidén-ɓ-D-manopiranósido (20), esto es, el análogo de 

19 de configuraci·n ɓ (1,2-cis) con OH-2 libre. 

 

 

COPh 
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C-1 C-1ô PhCH 



Capítulo 3. Primera parte 

 

99 

 

 

Figura 3. 16. Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCl3) del subproducto 20. 

Si bien la síntesis de manósidos 1,2-cis es un desafío, diversos autores demostraron 

que los ɓ-manósidos pueden obtenerse utilizando donores con grupo 4,6-O-

bencilidén,[271,273ï275] incluso cuando se emplean glicosil tricloroacetimidatos y TMSOTf 

como promotor.[276] Sin embargo, en estas condiciones la presencia de un grupo éster en 

C-2 resulta dominante, y favorece la formación de los análogos 1,2-trans.[81] Teniendo en 

cuenta estos antecedentes, se concluyó que la obtención inesperada del ɓ-manósido 20 

fue consecuencia de la hidrólisis del grupo participante del imidato 18 en el medio de 

reacción, previo a su acoplamiento al aceptor de glicosilo.  

Dado que, en ausencia del grupo participante, la presencia del bencilidén en el donor 

18 estaba favoreciendo el curso de la glicosidación hacia el glicósido 1,2-cis no deseado, 

se ensayaron estrategias alternativas de protección de la unidad de manosa. Entonces, 

se sintetizaron imidatos análogos a 18 donde las posiciones 2, 4 y 6 estaban sustituidas 

por grupos acetato o benzoato. Sin embargo, al efectuar el acoplamiento de estos donores 

con el amino linker 8, el producto de glicosidación no pudo ser aislado con buen 

rendimiento, observándose descomposición, ya sea en el medio de reacción (cuando se 

utilizó el análogo benzoilado) o durante la purificación cromatográfica (cuando se empleó 

el derivado acetilado). Ante estos resultados, se optó por dirigir los esfuerzos a buscar 

condiciones de glicosidación que evitaran la hidrólisis del benzoato en C-2 de 18. 
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Tomando como punto de partida el protocolo aplicado inicialmente (Esquema 3.13), 

se estudió la influencia de distintos parámetros de reacción (ácido de Lewis, equivalentes, 

temperatura, uso de tamices moleculares) sobre la composición del crudo de la 

glicosidación (determinado por RMN 1H). Las condiciones ensayadas se detallan en la 

Tabla 3.3. Las filas A y B corresponden a los ensayos descriptos al inicio de esta sección. 

Tabla 3.3. Ensayos de glicosidación de 18 con el amino linker 8.a  

 
a En todos los casos el volumen de solvente fue de 65 mL/(mmol de 18) y el tiempo de reacción de 

20 min luego de cada agregado de ácido de Lewis. b µmol de 18. c Relación determinada por 

integración del H-1 de 19 (ŭ 4,92 ppm) y de una se¶al diagn·stica de 20 (ŭ 4,73 ppm) en el RMN 
1H del producto crudo. d Realizado en ausencia de tamices moleculares. e Se observó producto de 

hidrólisis del imidato (17) en rel. ~1:1 (ccd). f Se obtuvo un subproducto sacarídico no identificado 

en rel. ~8:2 (RMN 1H). g Mezcla compleja. n.d=no determinado. 

Dado que está reportada la hidrólisis de ésteres catalizada por tamices 

moleculares,[277,278] en primer lugar, se evaluó la influencia de este agente desecante 

repitiendo la reacción en ausencia de tamices. En estas condiciones, no se observó 

formación del subproducto 20, pero se obtuvo una cantidad significativa del producto de 

hidrólisis del imidato 18 (hemiacetal 17), en una relación aproximada 17/19 de 1:1. Se 

concluyó, entonces, que los tamices eran necesarios para evitar la degradación del donor 

(Fila C, Tabla 3.3).  

A continuación, se estudió la influencia de los equivalentes y el tipo de ácido 

catalizador. En primer lugar, se realizaron ensayos a -35/-40 °C empleando TMSOTf en 

proporciones distintas a las utilizadas previamente (Filas D y E, Tabla 3.3). Los resultados 

indicaron que alrededor de 0,2 equivalentes de TMSOTf favorecían la formación del 

producto 19 (Fila A, Tabla 3.3). No obstante, la reacción mostró una marcada sensibilidad 

a pequeñas variaciones de este parámetro, evidenciando que la estrategia de reacción 

era poco robusta. Por este motivo, se evaluó el uso de BF3.OEt2 como ácido de Lewis 

alternativo (Fila F, Tabla 3.3). En este caso, la reacción fue muy lenta y requirió agregados 

sucesivos de promotor hasta observar avance por ccd. Asimismo, el ensayo rindió un 
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crudo con una elevada proporción de subproducto (19/20, 85:15), por lo que se descartó 

el reemplazo del ácido de Lewis.  

Alternativamente, se realizó una prueba con TMSOTf a menor temperatura (entre -65 

y -70 °C) para estudiar si una disminución de la velocidad de la reacción permitía controlar 

la formación de 20. Sin embargo, esta condición no mejoró la selectividad y dio lugar a 

una mezcla compleja de productos (Fila G, Tabla 3.3), por lo que también se descartó.  

En base a los resultados obtenidos, se establecieron como condiciones óptimas de 

glicosidación el uso de 0,2 equivalentes de TMSOTf, la presencia de tamices moleculares, 

y una temperatura entre -35 y -40°C. Un nuevo experimento bajo estas condiciones (Fila 

H, Tabla 3.3) nuestras observaciones y permitió obtener como único producto el Ŭ-

manósido 19, precursor protegido del glicósido 2 deseado. 

3.7.4. Desprotección. Obtención de 5-aminopen til ɓ-D-galactofuranosil -

(1Ÿ3)-Ŭ-D-manopiranósido  (2) 

Habiendo obtenido el glicósido 19, el paso siguiente era la liberación de las 

posiciones protegidas de la molécula.  

 

Esquema 3. 14 

En primer lugar, el compuesto se trató con hidróxido de sodio en metanol para 

remover los grupos ésteres (Esquema 3.14). El análisis por RMN del producto aislado 

resultó consistente con la obtención de 21. En particular, en el espectro de RMN de 13C 

se observó la desaparición de las señales de carbonilo asociadas a los benzoílos, 

confirmando la hidrólisis total de estos grupos protectores. 

 

Esquema 3. 15 

Por último, el compuesto 21 se disolvió en una mezcla de MeOH/THF/H2O/AcOH y 

se sometió a una hidrogenólisis a alta presión, para dar el acetato del compuesto 2 (2ô) 

con 76% de rendimiento (Esquema 3.15). En los espectros de RMN del producto (Figura 
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3.17 y Figura 3.18), se registró la desaparición de las señales correspondientes al grupo 

bencilidén protector de la unidad de D-Manp, así como de los grupos bencilo y 

carboxibencilo protectores del amino, demostrando que la reacción había sido completa. 

Asimismo, en la zona alif§tica de los espectros se identificaron se¶ales a ŭ 1,91 ppm 

(RMN 1H) y ŭ 24,0 ppm (RMN 13C), características del metilo del grupo acetato, lo que 

confirmó que el compuesto aislado correspondía al acetato del producto deseado 2, tal 

como se había observado durante la síntesis de 1. 

 

Figura 3. 17. Espectro de RMN 1H (400 MHz, D2O) de 2ô.  

CH3 

CH2-b 
CH2-c 
CH2-d 

CH2-e 

H-1 H-1ô H-2ô H-2 
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Figura 3. 18. Espectro de RMN 13C (101 MHz, D2O) de 2ô. 

De esta forma, se concluyó la síntesis y caracterización del disacárido 2. El paso 

clave y más desafiante de esta ruta sintética fue la glicosidación entre el imidato de 

D-Galf-ɓ-(1Ą3)-D-Manp (18) y el amino linker 8, en el cual se registró la formación de un 

subproducto como consecuencia de la hidrólisis del benzoílo en C-2 de 18. Mediante la 

aplicación de distintas modificaciones al protocolo de glicosidación, se identificaron 

aquellas condiciones que permitieron obtener el disac§rido Ŭ deseado como ¼nico 

producto. 

3.8. Síntesis del 5 -aminopentil Ŭ-glicósido de D-Galf-ɓ-(1Ą3)-D-Manp-

Ŭ-(1Ą3)-D-Manp (3) 

3.8.1. Glicosi daci ón. Obtención de a lil 2,3,5,6 -tetra -O-benzoíl -ɓ-D-

galactofuranosil -(1Ÿ3)-4,6-O-bencilidén -2-O-benzoíl -Ŭ-D-manopiranosil -

(1Ÿ3)-4,6-O-bencilidén -2-O-benzoíl -Ŭ-D-manopiranósido  (23) 

Para obtener el esqueleto sacarídico del compuesto 3, era necesario acoplar el 

imidato de ɓ-D-Galf-(1Ą3)-D-Manp 18 con el alil manósido 7. La síntesis de ambos 

fragmentos fue descripta anteriormente para la obtención del disacárido 2. 

La glicosidación de 7 con 18 se llevó a cabo utilizando TMSOTf como promotor y 

diclorometano como solvente (Esquema 3.16). El análisis por RMN del producto crudo de 

la reacción reveló que el compuesto mayoritario (> 75%) era el trisacárido deseado 22. 
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Esquema 3. 16 

En la zona anomérica del espectro de 13C (Figura 3.19) se registró la señal 

característica del C-1 de ɓ-galactofuranosa a ŭ 102,8 ppm, junto con las resonancias 

anoméricas de los dos residuos de Ŭ-D-Man a 99,8 (C-1ô) y 99,7 (C-1) ppm, confirmando 

la incorporación del nuevo residuo de Ŭ-D-Man a la molécula. En esa misma región se 

identificaron las señales correspondientes a los C acetálicos de los grupos bencilidén 

protectores, a ŭ 101,9 y 101,3 ppm. En el espectro 1H-13C HMBC de 22 se observó una 

correlación entre el C-3 del residuo de manosa terminal (ŭ 73,8 ppm) y el H-1 de la manosa 

interna (ŭ 5,52 ppm), consistente con la formación de la unión glicosídica (1Ą3) entre 

residuos. Asimismo, en el espectro de 13C se observaron cinco señales correspondientes 

a los grupos benzoilo de 22, lo que indicó que estos grupos fueron estables a las 

condiciones de reacción utilizadas. 

 

Figura 3. 19. Espectro de RMN 13C (101 MHz, CDCl3) de 22. 

C-1ôô 

CHPh 
x 2 

C-1ô C-1 COPh 
x 5 
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Asimismo, la formación de 22 se evidenció en el espectro protónico (Figura 3.20), 

donde aparecieron las resonancias características del sustituyente alilo del extremo 

reductor, una nueva señal correspondiente al H acetálico del grupo bencilidén, y una 

resonancia a ŭ 3,47 ppm correspondiente al OH en C-2 presente en el residuo de D-Man 

incorporado en la reacción.  

 

Figura 3. 20. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) de 22. 

Previo a la activación del centro anomérico del trisacárido obtenido para introducir el 

amino linker 8, era necesario proteger el OH libre de la molécula. Es por esto que el 

producto crudo de la glicosidación se trató con cloruro de benzoílo para dar 23 con 

excelente rendimiento (83% a partir de 18, Esquema 3.16).  

En el espectro de RMN 1H del producto se registr· la desaparici·n de la se¶al a ŭ 

3,47 ppm correspondiente al OH en C-2 de 22, y un corrimiento >1 ppm de la señal del 

H-2 hacia campos más bajos. Esta información, junto con la aparición de una nueva señal 

de carbonilo en el espectro de RMN 13C, confirmó la incorporación del grupo benzoílo en 

la posición 2 de la unidad de Ŭ-D-Man terminal.  

3.8.2. Activación del centro anomérico  de 2,3,5,6-tetra -O-benzoíl -ɓ-D-

galactofuranosil -(1Ÿ3)-4,6-O-bencilidén -2-O-benzoíl -Ŭ-D-manopiranosil -

(1Ÿ3)-4,6-O-bencilidén -2-O-benzoíl -Ŭ-D-manopiran osa  

Para la activación del centro anomérico del nuevo trisacárido 23 se procedió con la 

remoción del grupo alilo. Por tratamiento con tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) y dietilamina 
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y posterior purificación del crudo obtenido por columna cromatográfica, se obtuvo la 

mezcla de hemiacetales 24 con muy buen rendimiento (84%, Esquema 3.17).  

 

Esquema 3. 17 

El espectro RMN 1H del producto evidenció la formación de la mezcla de anómeros. 

El H-1 del compuesto mayoritario resonaba a campos m§s bajos (ŭ 5,4 ppm) que el H-1 

del minoritario (~5 ppm), lo que era consistente con la obtención de una mezcla de 

hemiacetales Ŭ/ɓ ~7:1.[270] Ese resultado coincide con lo esperado, ya que el compuesto 

de configuración 1,2-trans es el favorecido por efecto anomérico.  

Luego, el trisacárido 24 con el extremo reductor libre, se activó con tricloroacetonitrilo 

y DBU (Esquema 3.17). El espectro de RMN 1H del producto aislado mostró la señal 

caracter²stica del grupo NH del tricloroacetimidato a ŭ 8,82 ppm, junto con la se¶al del 

H-1 que aparec²a a ŭ 6,46 ppm, por efecto desprotector del grupo imidato unido en esa 

posición. Estas observaciones confirmaron la obtención del tricloroacetimidato 25, que se 

aisló con 83% de rendimiento. 

3.8.3. Glicosidación. Obtención de N-(bencil)benciloxicarbonil -5-

aminopent il 2,3,5,6-tetra -O-benzoíl -ɓ-D-galactofuranosil -(1Ÿ3)-4,6-O-

bencilidén -2-O-benzoíl -Ŭ-D-manopiranosil -(1Ÿ3)-4,6-O-bencilidén -2-O-

benzoíl -Ŭ-D-manopiranósido ( 26) 

Habiendo aislado el donor de manosilo 25, se encaró la glicosidación con el amino 

linker 8 utilizando las mejores condiciones encontradas para la síntesis del 5-aminopentil 

glicósido 19 (Fila H, Tabla 3.3, Página 78). Entonces, se realizó un ensayo en 

diclorometano anhidro con 0,2 equivalentes de TMSOTf que permitió obtener el 

trisacárido deseado 26 con un rendimiento del 69% (Fila A, Tabla 3.4). Ante este 

resultado, la reacción se escaló a 0,4 mmol de imidato 25 (2,5 veces), pero el análisis por 

RMN 1H del producto crudo evidenció la hidrólisis de gran parte del imidato de partida, 

dando un 70% del hemiacetal 24 (Fila B, Tabla 3.4).  
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Con el fin de encontrar condiciones de glicosidación que permitieran obtener el 

producto deseado con buen rendimiento, se estudió esta reacción variando el solvente 

junto con el tipo y equivalentes del agente promotor (Tabla 3.4).  

Tabla 3.4. Ensayos de glicosidación de 25 con el amino linker 8.a 

 

 
a En todos los casos el volumen de solvente fue de 60 mL/(mmol de 25), y el tiempo de reacción fue 

de 15 min luego de cada agregado de ácido de Lewis. b µmol de 25. c Relación determinada por 

integración de las señales de H-1 de 26 (ŭ 4,93 ppm) y de H-2Ŭ y H-1ɓ de 24 (ŭ 5,61 y 5,02 ppm) 

en el RMN 1H del producto crudo. d Se observa un subproducto sacarídico no identificado en relación 

0,6:1 (RMN 1H) respecto de 26. 

Para evitar la hidrólisis del imidato de partida, se realizó un nuevo experimento 

extremando las medidas para disminuir el contenido de agua de los reactivos, pero aún 

así se obtuvo 24 como producto mayoritario (Fila C, Tabla 3.4). El uso de BF3.OEt2 como 

promotor tampoco resultó adecuado, ya que se detectó por RMN la presencia de un 

subproducto sacarídico desconocido (Fila D, Tabla 3.4). Finalmente, al emplear éter etílico 

anhidro como solvente se obtuvo el glicósido 26 con 59% de rendimiento, sin evidencias 

de hidrólisis del imidato de partida (Fila E, Tabla 3.4). La repetición de este ensayo a 

mayor escala (12x) confirmó la eficacia de las condiciones, permitiendo aislar 26 con un 

91% de rendimiento (Fila F, Tabla 3.4). De esta manera, el estudio realizado condujo a 

un protocolo de síntesis de 26 más eficiente y reproducible (Esquema 3.18). 



Resultados y discusión 
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Esquema 3. 18 

La ausencia de producto de hidrólisis ante el cambio de solvente podría estar 

relacionada con la formación de un complejo entre el ion oxacarbenio y el éter etílico 

(solvente participante) como intermediario de glicosidación,[19] que resultó más reactivo 

frente al ataque nucleofílico de 8 respecto al del agua.  

Alternativamente, este resultado podría atribuirse a diferencias en el contenido de 

agua de los solventes empleados, asociadas a la eficacia del protocolo de secado 

aplicado en cada caso. En el caso del éter, se utiliza un indicador visual (benzofenona) 

que adquiere un color azul brillante en ausencia de agua y marca el punto de inicio de la 

destilación. En contraste, el secado del diclorometano con P2O5 no incluye un indicador 

que permita detectar la humedad remanente, lo que podría resultar en un solvente con 

mayor contenido de agua. Esta diferencia podría explicar la aparición del producto de 

hidrólisis al utilizar diclorometano como solvente de glicosidación.  

Una vez optimizada la síntesis, el nuevo 5-aminopentil glicósido 26 se caracterizó por 

RMN. En el espectro de RMN 13C (Figura 3.21), se observaron las señales del amino 

linker, tanto de la cadena alquílica (20-30 ppm) como de los metilenos bencílicos de sus 

grupos protectores a ŭ 50,8/50,5 y 67,3 ppm, lo que confirmó la incorporación de este 

fragmento a la molécula. Asimismo, en la zona anomérica del espectro se identificaron 

las resonancias de los centros anoméricos de la unidad de ɓ-D-Galf a ŭ 102,8 ppm (C-1ôô), 

y de las unidades de Ŭ-D-Manp a 100,3 ppm (C-1ô) y 98,6 ppm (C-1). La estereoquímica 

Ŭ del nuevo enlace glicos²dico se confirm· por medio de un experimento de RMN 1H-13C 

HSQC acoplado (Figura 3.22), en el que la señal de C-1 de 26 mostró un 1JH,C de 178 Hz, 

valor característico de manósidos 1,2-trans.[271] 

En línea con lo observado en el espectro de RMN 13C, el espectro de RMN 1H (Figura 

3.23) mostró, en la zona anomérica, dos singuletes a 5,37 y 5,34 ppm correspondientes 

al H-1 de la unidad de Ŭ-D-Manp (H-1ô) y de ɓ-D-Galf (H-1ôô), respectivamente. A campos 

más altos, aparecía el H-1 de 26, como una señal ancha debido a la presencia de 

rotámeros. Asimismo, en la zona alif§tica (ŭ 1,0-1,8 ppm) se identificaron las señales 

asociadas al amino linker, lo que sumó evidencia a la obtención del precursor 26.  



Capítulo 3. Primera parte 
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Figura 3. 21. Espectro de RMN 13C (101 MHz, CDCl3) de 26. 

 

Figura 3. 22. Espectro de RMN 1H-13C HSQC acoplado (400 MHz, CDCl3) de 26. 
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