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Sintesis de galactofuranésidos de superficie de Leishmania para el desarrollo

de un test de diagndstico serolégico

Esta tesis doctoral se centr6 en el diseio y sintesis de galactofurandsidos
constitutivos de glicanos de superficie de Leishmania braziliensis con el objeto de
identificar biomarcadores de infecciéon para el desarrollo de un método de diagndstico
serolégico de leishmaniasis tegumentaria americana (LTA), enfermedad endémica en

Argentina.

Se llevé a cabo la sintesis total de cinco galactofurandsidos estructuralmente
definidos presentes en glicolipidos de superficie altamente antigénicos de Leishmania: los
glicoinositolfosfolipidos (GIPLs) y el lipofosfoglicano (LPG). Los oligosacaridos fueron
disefiados con un grupo 5-aminopentilo en su extremo reductor a modo de conector para

su posterior anclado a superficies.

La afinidad de los glicésidos sintetizados por anticuerpos presentes en sueros
humanos infectados con LTA se estudié por medio de microarreglos de glicanos. De esta
manera, se identificaron dos compuestos con marcada inmunorreactividad IgM que,
ademas, mostraron baja reactividad cruzada al ser expuestos a sueros de pacientes con

enfermedad de Chagas.

Complementariamente, se abordd el desarrollo de un glicobiosensor para diagnéstico
serolégico basado en espectroscopia de impedancia electroquimica. Los
galactofurandsidos se anclaron sobre electrodos de oro por medio de monocapas
autoensambladas de tioles (SAMs) y la incorporacién de los glicésidos se confirmd por
técnicas fisicoquimicas y electroquimicas. Posteriormente, superficies funcionalizadas
con uno de los glicdsidos sintetizados se utilizaron para evaluar la respuesta del sistema
a sueros positivos y negativos para LTA, sentando las bases para futuras aplicaciones

diagnosticas.

Palabras claves: galactofuranésidos, sintesis quimica, Leishmania, microarreglos de glicanos,

glicobiosensores, biosensores electroquimicos, espectroscopia de impedancia, inmunoreactividad.






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 system’s response to ATL-positive and ATL-

negative sera, providing a foundation for future diagnostic applications.

Key words: galactofuranosides, chemical synthesis, Leishmania, glycan microarrays,
glycobiosensors, electrochemical biosensors, electrochemical impedance spectroscopy,

immunoreactivity.
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Capitulo 1

Los carbohidratos, junto con los acidos nucleicos, lipidos y proteinas, conforman el
grupo de biomoléculas esenciales para la vida. Mientras que algunos polimeros
sacaridicos son componentes estructurales de las paredes celulares de diversos
organismos, otros actian como mediadores en numerosos procesos biolégicos vy

metabdlicos.!"2

Las células (eucariotas y procariotas) y los virus estan recubiertos por una capa
densa de carbohidratos complejos. Esta capa participa en procesos de reconocimiento,
diferenciacion, y adhesién celular, al interactuar con proteinas (como lectinas), otros
carbohidratos y lipidos. Ademas, debido a su exposicion en la superficie, los carbohidratos
participan en la interaccién con patégenos y con distintos elementos del sistema inmune,
jugando un papel central en procesos como la patogénesis, la inflamacion y el

reconocimiento antigénico.

Una propiedad caracteristica de los glicanos es su gran diversidad estructural, que
estd estrechamente ligada con la amplia variedad de funciones biolégicas que
desempenan. A diferencia de los oligopéptidos o los oligonucledtidos, cuyos monémeros
se enlazan en forma lineal a través de un unico punto de anclaje, los oligosacéaridos
presentan multiples posibilidades de enlace. Cada monosacarido puede establecer un
enlace glicosidico entre su carbono anomérico y algun hidroxilo libre de otro azucar, dando
lugar tanto a polimeros lineales como ramificados. Ademas, el carbono anomérico es un
centro estereogénico, por lo que cada enlace puede adoptar una configuracion a o 3,
multiplicando el numero de posibles isobmeros estructurales. A esto se suma que las
cadenas sacaridicas pueden presentar modificaciones en sus grupos hidroxilo, por

fosforilacidn, metilacion, acetilacion y lactonizacién, entre otras.?!

Una de las mayores limitaciones en el estudio del rol biolodgico de los carbohidratos
y sus aplicaciones es la dificultad de obtener oligosacaridos y glicoconjugados puros y de
estructuras bien definidas. A diferencia de las proteinas y los acidos nucleicos, que
pueden obtenerse en forma homogénea mediante expresion recombinante y reaccion en
cadena de lapolimerasa (PCR), respectivamente, no existe una forma semejante de
produccion de oligosacaridos. Sumado a esto, el aislamiento de estas estructuras a partir
de fuentes naturales involucra protocolos de separacioén y purificacién extensos que solo
permiten obtener los carbohidratos en bajas cantidades y, a menudo, como mezclas

heterogéneas.*

En este contexto, la sintesis quimica de oligosacaridos es una alternativa interesante
para obtener cantidades apreciables de oligo- o polisacaridos puros, incluso aquellos que,

en la naturaleza, se encuentran en bajas concentraciones.® Sin embargo, como ya se
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menciond antes, la union de dos mondémeros puede dar lugar a gran variedad de posibles
productos, lo que convierte a la sintesis de oligosacaridos en el laboratorio en un desafio.
Si bien al dia de hoy no existe una metodologia de sintesis 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 seran desarrolladas a continuacion.

1.1. Sintesis quimica de carbohidratos

Para acceder a cadenas sacaridicas complejas por medio de la sintesis quimica, es
importante conocer y controlar el paso clave de la sintesis: la formacién de la unién
glicosidica o reaccion de glicosidacién. 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. Glicosidacion: mecanismos y control estereoquimico

La glicosidacién consiste en una sustitucion nucleofilica donde el aceptor de glicosilo
ataca a un donor de glicosilo activado (especie electrofilica). Dado que los aceptores
suelen ser nucledfilos relativamente débiles, el mecanismo inicialmente propuesto para
esta transformacion fue una sustitucion de tipo unimolecular (Sn1, Esquema 1.1).81 Segun
este mecanismo, en primera instancia, el agente promotor (PX) cataliza la salida del
sustituyente anomeérico sobre el donor de glicosilo, dando lugar al carbocation A que se
estabiliza por resonancia para dar el ion oxacarbenio B (Esquema 1.1). Dado que el
carbono anomérico resultante presenta hibidizacion sp?, el nucleofilo (aceptor de glicosilo)
puede atacar indistintamente por la cara superior (cara 3 en la serie D, camino /) o por la
cara inferior (cara a en la serie D, camino i), dando lugar a un par de diasterecisémeros
(o anémeros). La configuracién del enlace glicosidico 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).["]




Capitulo 1

o Promotor o p . o
(PX) | o) o}
GPO%GS—> GPO%GS A _
Donor de glicosilo (;53
P A B
) GPO

ataque por cara fo)
(en serie D) HomOR o
8 Aceptor de (o) GPO lo) GPO GPO,
\‘S } glicosilo Gpomomm ylo GPO &M
GPO \/ GPO (o] OR

(i) L .
oGP ataque por cara o Glicésido 1,2-trans Glicésido 1,2-cis
B (en serie D)

Esquema 1.1. Mecanismo de glicosidacion Sn1. GP=grupo protector; GS=grupo saliente.

Sin embargo, en los ultimos afos diversos estudios mecanisticos sostienen que la
glicosilacion no estaria 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! Seguiin este modelo, luego de
la activacién del donor y previo al ataque del aceptor pueden formarse distintos
intermediarios electrofilicos interconvertibles entre si: el par idnico separado por solvente
I (solvent-separated ion pair o SSIP), el par iénico de contacto II (contact ion pair o CIP)
e intermediarios covalentes activados III (por ejemplo, glicosiltriflatos, glicosilsulfonios,
etc.) (Esquema 1.2).B-"% Cuando la reaccion ocurre via las especies II o III el ataque
nucleofilico se vera restringido en alguna de las caras, por lo que, en estos casos, el
intermediario modula la estereoquimica de la reaccion. La especie idbnica dominante en
una dada reaccion de glicosidacion y, por consiguiente, la estereoquimica del producto,
dependen de la combinacion de donor-aceptor-promotor elegida y las condiciones de

reaccion empleadas (temperatura, concentracion, solvente).®

Q 2 °
o =—= e — %
Gpozeﬁx GPOpX GPO Y=\

OGP OGP
| II 111
SSIP CIP Intermediario
covalente
SN1 tipo-SNZ

Esquema 1.2. Intermediarios de glicosidacién segun el modelo continuo entre Sn1 y
tipo-Sn2. X = contraiéon proveniente del promotor (PX). GP=grupo protector; SSIP=
solvent-separated ion pair (par idnico separado por solvente); CIP= contact ion pair (par
idnico de contacto).
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Adicionalmente, el curso estereoquimico de las glicosidaciones también puede ser
modulado por algunos grupos protectores especificos o por el solvente elegido, como se

vera mas adelante.

En conclusién, en el disefio de las rutas de sintesis de oligosacaridos es muy
importante la eleccion cuidadosa de los bloques constructores, esto es, el donor y aceptor
de glicosilo, de forma de controlar la estereoquimica (la configuracién a o 3 de los enlaces)
y la regioquimica (la posicion de sustitucion) de la unidon glicosidica (Esquema 1.3)

deseada.

Estereoselectividad

GPO

0] o]
Regioselectividad GPOEGF%%O%OR

Glicosido 1,2-trans

GPO,
%OM % Promotor
GPO GS + Lo OR yl

GPO

o
Solvente
o/
Donor de glicosilo Aceptor de glicosilo GPO GPO
(o) OR

Glicésido 1,2-cis

Esquema 1.3. Reaccion de glicosidacion. GP=grupo protector; GS=grupo saliente.

La regioselectividad de la glicosidacion puede ser controlada a través de grupos
protectores (“GP”). Es por esto que, usualmente, los grupos hidroxilo del aceptor se
protegen de forma tal que el Unico hidroxilo libre sea aquel que se desea sustituir. Algunos
grupos protectores, como los éteres aromaticos, son estables a gran variedad de
condiciones de reaccioén y suelen ser removidos en el tramo final de la ruta de sintesis.
Otros grupos, como los ésteres, acetales y silil ésteres, pueden proteger una posicion
determinada de forma temporal para luego ser removidos selectivamente, ya sea para
extender la cadena oligosacaridica o para modificar grupos funcionales, segun los
requerimientos de la molécula objetivo.['"! Asimismo, los grupos protectores pueden

mejorar la solubilidad en solventes organicos y facilitar la purificacion de los compuestos.

La estereoselectividad es el aspecto mas desafiante de la sintesis de oligosacaridos.
Para su control, se dispone de distintas herramientas, entre las cuales se encuentra la
eleccion de grupos protectores. Estas funcionalidades pueden modular la reactividad de
donores y aceptores de glicosilo, e incluso dirigir la estereoquimica de las reacciones de
glicosilacion.®12

La estrategia mas utilizada para la construccién estereoselectiva de enlaces 1,2-trans

consiste en el uso de grupos acilo protectores del C-2 (tipicamente O-acetilo y O-

8
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benzoilo). El grupo 2-O-acilo “participante” ataca al intermediario oxacarbenio durante la
glicosidacion 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 fendmeno se lo

conoce también como asistencia anquimérica.

©)
Q) Q
GPO \N GPO ~ Gpomoma
O: R’
(o]
| ] \<O
R lon ..
aciloxonio Glicosido 1,2-trans

Esquema 1.4. Mecanismo asociado con la obtencion de glicésidos 1,2-frans por
participacion anquimérica de un grupo acilo en C-2.

Asimismo, existen grupos participantes en C-2 que favorecen la formacion de
glicosidos 1,2-cis.®! Un ejemplo de este tipo de funcionalidades es el auxiliar quiral (S)-1-
fenil-2-tiofeniletilo, que ha sido utilizado para obtener a-glicosidos de forma
estereoselectiva a partir de donores de glucopiranosilo. En este caso, el tiol en C-2 ataca
al C anomérico electrofilico del intermediario oxacarbenio para dar el ién sulfonio trans-
decalina correspondiente, que presenta un grupo fenilo bloqueando la cara 8. Es por esto
que el ataque del aceptor ocurre por la cara a para dar el glicosido 1,2-cis

correspondiente.["®!

Cuando el grupo en C-2 es no participante, como es el caso de los éteres o las azidas,
el producto de glicosidacion en piranosas suele ser una mezcla de anémeros, donde
tipicamente el glicosido a (serie D) se obtiene como producto mayoritario. Este
comportamiento se atribuye al denominado efecto anomérico, un fendmeno
estereoelectronico gobernado por interacciones electrostaticas y efectos de
hiperconjugacion (Esquema 1.5).°!

Desde el punto de vista electrostatico, el efecto anomérico se explica en términos de
interacciones dipolo—dipolo. Cuando el sustituyente anomérico “OR” se ubica en posicion
ecuatorial (anémero B en la serie D), los pares de electrones no enlazados del oxigeno
exociclico interaccionan de forma repulsiva con los pares de electrones no enlazados del
oxigeno endociclico (O-5), generando una interaccion electrostatica desestabilizante. En
el andbmero a, en el que el sustituyente anomérico se orienta en forma axial, esta
interaccion es minima, por lo que este andmero presenta una estabilizacion relativa

respecto del andémero 3 (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 C-OR, que se disponen en forma anti-periplanar. Esto
resulta en una estabilizacion del andmero a por hiperconjugacion. Esta interaccion no
tiene lugar en el anémero 3 ya que cuando el sustituyente anomeérico esta en posicion
ecuatorial los orbitales se ubican en planos distintos y no pueden interactuar eficazmente
(Esquema 1.5.B).

Andémero o (serie D)
estabilizado

Andémero B (serie D)
desestabilizado

A
0.7

: oI
m/OR ‘.Q ‘.Q O\R : R'O ¢
RO ,» M OR’ : OR

N

C,

0

Esquema 1.5. Efectos electrostaticos y de hiperconjugacion involucrados en el efecto
anomeérico.

Otras estrategias disponibles para la obtencion estereoselectiva de enlaces 1,2-cis
incluyen el uso de grupos protectores remotos!'™ o voluminosos,'™ y de donores
conformacionalmente restringidos, por la presencia de funcionalidades como el 4,6-O-

bencilidén acetal!'® o los silil éteres voluminosos.['7:18l

La eleccion del solvente de reaccion también puede afectar la estereoquimica del
producto de glicosidacion. La mayoria de las glicosidaciones se llevan a cabo en
disolventes de baja polaridad que no participan en la reaccion, como diclorometano,
tolueno o dicloroetano. Sin embargo, en ausencia de grupos participantes, algunos
disolventes pueden modificar el curso estereoquimico de la recciéon por formaciéon de
complejos con el intermediario oxacarbenio. Entre los solventes “participantes” se
destacan el acetonitrilo, cuya coordinacién en posicion axial favorece el ataque
nucleofilico por la cara B, y algunos éteres, que se coordinan de forma ecuatorial y median

el ataque por la cara a (Esquema 1.6).0']

10
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o R HO—R 0
R
R R GPO%T\ R GPOGro
- _—~"ataque por OR

@ o cara o
0] ataque por Glicésido 1,2-cis
N\

D \ cara p
GPO CH,CN 0 /\Hb—R 0
GPO% Gpo%/c’R
®

GPO

I|| Glicosido 1,2-trans
CH,

GP=Bn, N3 Me, etc.

Esquema 1.6. Mecanismos involucrados en las glicosidaciones con solventes participantes,
en ausencia de grupos protectores participantes.

Otros parametros, como la temperatura, la presion, la concentracion e incluso el
orden en que se afiaden los reactivos, pueden afectar significativamente la selectividad
de la glicosilacién. Por lo tanto, frecuentemente es necesario encontrar las condiciones

de reaccion adecuadas para lograr una alta estereoselectividad.

1.1.2. Donores de glicosilo y estrategias sintéticas

Existe una amplia variedad de métodos de glicosidacion, que se clasifican segun la
naturaleza del sustituyente anomeérico del donor de glicosilo. La reactividad quimica de
este sustituyente determina la especie promotora a utilizar. La Tabla 1.1 muestra algunos
de los donores mas comunes y los agentes promotores tipicos utilizados para su

activacion. 1620

El método de Koenigs-Knorr, que utiliza bromuros o cloruros de glicosilo, es uno de
los métodos de glicosidacién mas antiguos. En general, los bromuros son mas reactivos
que los cloruros correspondientes, por lo que son los preferidos en la mayoria de las
reacciones. En estas glicosidaciones, el agente promotor es un compuesto halofilico,
como las sales de Ag (AgOTf, Ag2.COs, AgCIO4) o de Hg (Hg(CN)2, HgBr., HgCl,). Una
desventaja de este método de glicosidacion es que utiliza cantidades equimolares o
superiores de sales metdlicas costosas y toxicas. Asimismo, los halogenuros de glicosilo
son especies térmicamente inestables y susceptibles a la hidrélisis durante la
manipulacién de grupos protectores o la purificacion por columna de silica gel, por lo que

su uso es limitado.?"22

Los alquil o aril tioglicosidos son ampliamente utilizados como donores en sintesis de
oligosacaridos dado que son estables frente a una amplia gama de condiciones de
reaccién. En estos compuestos, el grupo tiol anomérico actua como grupo protector de

C-1, a la vez que admite la activacion selectiva para la glicosidacién en presencia de

11
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agentes tiofilicos, como el triflato de metilo (MeOTf), triflato de dimetil(metiltio)sulfonio
(DMTST) o la mezcla N-iodosuccinimida/acido triflico (NIS/TfOH).1%!

Tabla 1.1. Donores de glicosilo comunes y algunos de sus agentes promotores.[620
GP=grupo protector; GS=grupo saliente.

o
GPO%GS

Denominacién Grupo saliente Promotor
Método de Koenigs-Knorr %—X AgCO3 AgOTf
HgCly Hg(CN),
X=Cl, Br
Método del tioglicdsido %—SR NIS/TfOH
MeOTf
R=Alquil, Aril DMTST
Método del selenoglicdsido %SeR NIS/TfOH, I,
R=Alquil, Aril
Método del acilo anomérico o TMSOTf
g_o)]\R BF;.OEt,
ZnClZ’ SnC|4
R=CHj Ph
Método del n-pentenil NIS, NBS
glicésido %‘0/\(‘52/\ IDCP, NIS/TfOH
Método del tricloroacetimidato NH BF3.0Et,
TMSOTf
%‘0 CCly AgOTf, T,0

Los selenoglicésidos, por su parte, tienen propiedades similares a los tioglicosidos,
aunque son compuestos mas reactivos. Esta caracteristica facilita su activacion, aunque
compromete su estabilidad, lo que limita su uso. Sin embargo, son donores atractivos
debido a la amplia gama de promotores disponibles para su activacién, como la mezcla
N-iodosuccinimida/acido triflico (NIS/TfOH), el iodo (I2) y la mezcla triflato de
plata/carbonato de potasio (AgOTf/K,COs3).l4

Los donores con grupo éster anomérico son compuestos que, a menudo, son
estables y sencillos de preparar, lo que permite su sintesis en grandes cantidades y

almacenamiento hasta su uso. Los donores 1-O-acilados mas utilizados son los 1-O-acetil

12
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y 1-O-benzoil glicésidos, cuya glicosidacién puede ser promovida por una variedad de
acidos de Lewis como el triflato de trimetilsililo (TMSOTTf), el cloruro de estafio (V) (SnCls)

o el trifluoruro de boro eterato (BF3;.OEt,), entre otros.!?!

Los n-pentenil glicésidos, por su parte, son donores estables y faciles de sintetizar.
En estos compuestos la cadena alquilica en C-1 actua como grupo protector del centro
anomérico y puede activarse selectivamente para la glicosidacién en presencia de iones
iodonio o bromonio. Para esta transformacién, los compuestos mas utilizados son la
N-bromosuccinimida (NBS) y la N-iodosuccinimida (NIS) que, a su vez, pueden
combinarse con cantidades cataliticas de un acido de Lewis, como el acido triflico (TfOH),
para acelerar la generacion de los iones bromonio o iodonio. Un promotor alternativo para

la glicosidacion es el perclorato de iodonio dicollidina (IDCP).[20-26]

Por ultimo, los ftricloroacetimidatos de glicosilo son agentes glicosilantes muy
populares en sintesis de oligosacaridos. Una de sus principales ventajas frente a otros
meétodos de glicosidacion es que requieren cantidades cataliticas de un acido de Lewis
como promotor. Entre los acidos de Lewis mas empleados se encuentran el trifluoruro de
boro eterato (BF3.OEt,) y el triflato de trimetilsililo (TMSOTHf).2")

En las glicosidaciones por este método, el acido de Lewis promueve la formacion del
intermediario de glicosidacion electrofilico, susceptible de ser atacado por un nucledfilo
(aceptor de glicosilo) (Esquema 1.7). Esta reaccion se caracteriza por la formacién de un
subproducto neutro y estable (la tricloroacetamida), fuerza impulsora de la reaccién, y por

la regeneracion del promotor, lo que permite su uso en cantidades cataliticas.

.o 0 -
6 ) : e
— N\ |+ HN >l
0} _cCls PX
NH) ROH ?k + PX
PX H,N" CCl;
: 5
m yo N~ OR
OR
Glicésido a Glicésido B

Esquema 1.7. Mecanismo general de glicosidacion por el método del tricloroacetimidato. El
intermediario de glicosidacion puede ser alguno de los detallados en el Esquema 1.2.
PX=agente promotor (4cido de Lewis).

Los ftricloroacetimidatos 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 caracteristicas convierten a este método en una estrategia suave,
especialmente adecuada para la sintesis de oligosacaridos que contienen uniones
galactofuranosidicas quimicamente labiles. Por este motivo, el método del
tricloroacetimidato fue la estrategia seleccionada para llevar a cabo las glicosidaciones

involucradas en la sintesis de los galactofurandsidos objetivo de este trabajo de tesis.

Los métodos de glicosidacion mencionados en esta seccion son aplicables a la
construccion de estructuras que contienen residuos tanto pirandsicos como furanésicos.
Sin embargo, la sintesis de furandsidos presenta desafios particulares, que se describen

brevemente a continuacion.

1.1.3. Consideraciones para la sintesis de furanésidos

En la naturaleza, los azlcares pirandsicos son significativamente mas abundantes
que los furanésicos. Por este motivo, los desarrollos en sintesis de oligosacaridos se han
centrado principalmente en los isémeros de seis miembros. Sin embargo, aunque los
anillos hexafurandsicos no forman parte del glicoma de mamiferos, si se encuentran en
una amplia variedad de bacterias, hongos, y protozoos, algunos de ellos patogénicos.?829
Esto los convierte en blancos atractivos para el desarrollo de drogas, métodos de

diagnostico y vacunas.

Muchos de los conceptos fundamentales aplicados a la sintesis de pirandsidos
pueden extenderse a los furandsidos. Sin embargo, hay aspectos importantes a

considerar.

En primer lugar, para todas las hexosas, hexulosas y pentosas mas comunes, la
forma ciclica de seis miembros (pirandsica) es termodinamicamente mas estable que la
de cinco miembros (furandsica). Como resultado, los azucares reductores se encuentran
mayoritariamente en su forma pirandsica en solucion.®® Es por eso que, para obtener
precursores furanésicos de sintesis (donores o aceptores) con buenos rendimientos se
requiere de estrategias especificas. Algunas metodologias reportadas incluyen la
alquilacion directa, la ciclacion de ditioacetales, la acilacion a alta temperatura y la
reduccion de lactonas.B'%? La eleccién del método mas adecuado dependera de la

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

Desde el punto de vista conformacional, mientras que la mayoria de las D-
aldohexopiranosas y D-aldopentopiranosas adoptan preferentemente la conformacion de
tipo silla (usualmente *“Ci), donde las interacciones entre sustituyentes estan
minimizadas,® las furanosas, con mayor tension de anillo, exhiben una mayor flexibilidad
conformacional. Esto se debe a que adoptan multiples conformaciones de energia

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

sus analogos piranosicos. 3

En cuanto a su reactividad, los donores de furanosilo suelen ser mas reactivos que
los de piranosilo.®* Esta diferencia se debe a la estabilidad de los intermediarios
electrofilicos, generalmente iones oxacarbenio asociados a contraiones, generados
durante la glicosidacion. Como se puede ver en el Esquema 1.1, el ion oxacarbenio
presenta caracter de doble enlace, lo que aplana el anillo e incrementa su tension
torsional. Dado que los anillos de cinco miembros son intrinsecamente mas planos que
sus contrapartes de seis miembros, los intermediarios carbocationicos se forman mas
rapidamente, lo que acelera la glicosidacion.*® Sin embargo, la tension torsional dificulta
el control estereoquimico, ya que el intermediario puede adoptar varias conformaciones

con energias similares.®

En las furanosas se ha observado que, al igual que en las piranosas, la asistencia
anquimérica permite obtener glicosidos 1,2-trans con buenos rendimientos.?”! En cambio,
la sintesis estereoselectiva de furandsidos 1,2-cis resulta mas desafiante. Dado que este
tema excede el contenido de esta tesis, estas estrategias no seran descriptas por lo que

se sugiere consultar bibliografia especializada para un analisis detallado.B"!

En cuanto a las condiciones de reaccion, la formacién de enlaces glicosidicos con
donores de furanosilo puede llevarse a cabo bajo condiciones similares a las utilizadas en
pirandsidos. De hecho, se han empleado practicamente todas las principales familias de
donores de glicosilo, incluyendo haluros de furanosilo, acilos anoméricos, n-pentenil
furanosidos, tiofuranodsidos y sulféxidos, entre otros.?'35371 Entre los métodos de
glicosidacion reportados, uno de los mas utilizados es el método del tricloroacetimidato,
que se destaca por ser un método de glicosidaciéon suave, compatible con aceptores

sensibles al medio acido y con uniones furanosidicas labiles.®

1.1.4. Estrategias para mejorar la eficiencia sintética

Como se detallé en la seccion anterior, la sintesis de oligosacéaridos es un proceso
complejo que involucra multiples etapas: obtencion de precursores, glicosidaciones
sucesivas, y reacciones de proteccion y desproteccion. Todas estas etapas son

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

En el contexto del desarrollo de farmacos, vacunas o herramientas de diagndstico
basadas en carbohidratos, resulta deseable contar con rutas de sintesis robustas,
reproducibles y escalables, capaces de generar cantidades suficientes de carbohidratos

complejos con alta pureza.
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Dado que durante la sintesis pueden generarse productos secundarios indeseados,
que disminuyen el rendimiento global y requieren de etapas de purificacién adicionales,
uno de los principales desafios para los quimicos sintéticos es aplicar estrategias de
optimizacion que maximicen la conversion al producto deseado y minimicen las
impurezas. Ante la ausencia de protocolos estandarizados, cada caso requiere un analisis
particular. En esta tesis se ha priorizado el diseno de rutas sintéticas operativamente
simples y reproducibles, basadas en dos pilares: la eleccién racional de precursores y la

optimizacion de cada etapa de la sintesis.

En primer lugar, la seleccion de precursores adecuados resulta esencial para
favorecer la formacién de los enlaces glicosidicos deseados. En este sentido, la eleccion
de los grupos protectores apropiados es clave para alcanzar la regio- vy
estereoselectividad requeridas. Ademas, siempre que sea posible, es conveniente optar

por precursores asequibles y sencillos de obtener.

En segundo lugar, es importante monitorear los rendimientos y la aparicion de
impurezas en cada uno de los pasos, a fin de ajustar los parametros de reaccion:
temperatura, concentracion, tiempo de reaccion, solvente y tipo de promotor, entre otros.
Estas optimizaciones requieren un conocimiento fundamental de las transformaciones
quimicas involucradas y son necesarias para alcanzar procesos con alta eficiencia,

robustez y reproducibilidad.

Ademas de las estrategias convencionales, se han desarrollado métodos alternativos
para agilizar la obtencion de oligosacaridos puros. Uno de los mas destacados es la
sintesis automatizada en fase sélida, impulsada por el grupo del Dr. Peter Seeberger, la
cual permite reducir significativamente los tiempos de sintesis y el consumo de recursos.
En esta técnica, un monosacarido adecuadamente protegido es anclado a un soporte
sélido inerte, y luego es sometido a ciclos secuenciales de desproteccion y glicosidacion,
hasta alcanzar la cadena sacaridica deseada, sin necesidad de realizar purificaciones
intermedias. Las unicas operaciones adicionales involucradas son la filtracion y el lavado

del soporte para eliminar las impurezas y reactivos en exceso luego de cada reaccién.%

Si bien la sintesis automatizada presenta grandes ventajas frente a la sintesis en
solucion, esta lejos de resolver las complejidades asociadas a la obtencion de glicanos
dado que muchos de los aceptores de glicosilo necesarios no estan disponibles
comercialmente o son muy costosos, y las etapas de clivaje del soporte solido y

desproteccion final del oligosacarido resultante involucran multiples pasos complejos.“%

Otra estrategia que ha cobrado relevancia es la sintesis 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 manipulacion.
Desde su implementacion inicial en 1993, se han desarrollado multiples variantes
basadas, fundamentalmente, en el control de la reactividad relativa de los donores de
glicosilo. Las principales estrategias se agrupan en tres categorias: las quimioselectivas,
las ortogonales y las de pre-activacion. 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 activacion (o promotores) ortogonales; y la ultima combina

conceptos de las estrategias anteriores para obtener los oligosacaridos deseados.*"!

Estas metodologias han demostrado ser herramientas eficaces para construir
estructuras complejas con menor esfuerzo experimental, aunque su implementacion
exitosa requiere de la planificacion cuidadosa de la secuencia de reacciones y de la

comprension detallada de la reactividad de cada donor involucrado.

1.2. Leishmaniay sus glicanos como herramientas de diagndstico

Las leishmaniasis constituyen un grupo de enfermedades tropicales y subtropicales
desatendidas, que afectan principalmente a las poblaciones mas vulnerables en mas de
90 paises de Asia, Africa, Oriente Medio y América Latina. Estas infecciones parasitarias
pueden presentarse en tres formas clinicas principales: visceral (LV), cutanea (LC) y
mucocutanea (LM). Entre los factores de riesgo de estas enfermedades se encuentran la
pobreza, el trabajo rural, la migracién poblacional, la desnutricion, las condiciones de

vivienda precarias y el acceso limitado a los servicios de salud.*243

A nivel mundial, mas de 1.000 millones de personas viven en zonas endémicas y
corren riesgo de infecciéon. Se estima que cada afio se producen entre 50.000 y 90.000

nuevos casos de LV, y alrededor de 1 millon de nuevos casos de LC.#4

A la fecha, se han identificado 22 especies del género Leishmania patogénicas en
humanos, cada una de ellas asociada a una region geografica especifica y a una forma
clinica principal.*® En Argentina, el area endémica abarca aproximadamente 500.000 km?
e incluye provincias del norte y nordeste como Salta, Jujuy, Tucuman, Santiago del Estero,
Chaco, Catamarca, Corrientes, Misiones, Formosa, y Santa Fe.? En esta region
predomina la infeccién por L. braziliensis, responsable de las formas cutanea y
mucocutanea.®! Esta patologia, distribuida en gran parte de América Latina, es conocida

como leishmaniasis tegumentaria americana (LTA).
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1.2.1. Patogénesis

El parasito Leishmania se transmite a mamiferos susceptibles, entre ellos los seres
humanos, mediante la picadura de fleb6tomos (insectos de la subfamilia Phlebotominae).
La forma clinica de la infeccion, que puede manifestarse en forma cutanea, mucocutanea
o visceral, depende principalmente de la especie parasitaria involucrada, aunque el

estado inmunolégico del huésped también influye en la evolucion de la enfermedad."!

La leishmaniasis cutanea es la manifestacion mas frecuente y menos peligrosa, y
suele limitarse a una Uulcera en el sitio de la picadura, la cual puede resolverse
espontaneamente en el plazo de 3 a 18 meses. Sin embargo, las lesiones abiertas son
susceptibles a infecciones secundarias por otros patdgenos,?® pueden dejar cicatrices
visibles y, de no resolverse, pueden evolucionar hacia la forma mucocutanea. En este
caso, los parasitos migran hacia las membranas mucosas de la nariz, boca y faringe,
provocando destruccion de tejidos, dafios faciales y, en casos extremos, dificultades
respiratorias cronicas.“84° Por otro lado, en la forma visceral los parasitos migran desde
el sitio de inoculaciéon hacia 6rganos internos como el higado, bazo y médula ésea,

generando dafios severos que, sin tratamiento, pueden resultar mortales.”

Los protozoos de la especie Leishmania son parasitos intracelulares obligados cuya
transmision es unicamente de insecto a mamifero (el contagio entre mamiferos no ha sido
demostrado). En el intestino del insecto vector, el parasito se encuentra como
promastigote flagelado y se diferencia progresivamente desde un estadio prociclico no
infectivo hacia la forma metaciclica infectiva. Tras la picadura, los promastigotes
metaciclicos son fagocitados por macréfagos y, una vez dentro del fagolisosoma, se
transforman en amastigotes aflagelados. Estos se multiplican activamente y provocan la
lisis de la célula huésped, liberando parasitos que proceden a infectar macréfagos

circundantes.*8

Desde su ingreso, el parasito se expone a los mecanismos de eliminacion
desplegados por el sistema inmune innato y adaptativo del huésped. Para sobrevivir y
establecer la infeccion, Leishmania activa diversas estrategias de defensa y evasion. En
estos procesos intervienen multiples componentes celulares, entre los cuales se

encuentran los glicanos, estructuras muy abundantes en la membrana del parasito.!“?!

1.2.2. Glicanos de superficie. Estructura y funciéon del lipofosfoglicano
(LPG) y los glicoinositolfosfolipidos (GIPLs)
La membrana de Leishmania esta recubierta por un glicocalix, que es fundamental

en la interaccién con el huésped y funciona como una barrera de proteccion a las

condiciones del entorno.%":52 Esta capa esta formada por distintas moléculas ancladas a
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la membrana plasmatica mediante un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Alli se
distribuyen: los glicoinositolfosfolipidos (GIPLs), oligosacaridos de hasta ocho unidades;
el lipofosfoglicano (LPG), un polisacarido fosforilado de cadena larga; y glicoproteinas,
como gp63 y los proteofosfoglicanos (PPG), cuyas cadenas sacaridicas se asemejan a
las del LPG.55

La composicion del glicocélix varia segun el estadio del parasito (promastigote y
amastigote). En los promastigotes, el lipofosfoglicano es el glicano superficial mas
abundante. Esta molécula presenta cuatro dominios principales: (i) un ancla de
glicosilfosfatidilinositol (GPI); (i) un nucleo (o core) fosfohexasacaridico; (i) una regién
con unidades repetitivas del motivo [—6)-B-D-Galp-(1—4)-a-D-Manp-(1-O-POs)], que
puede presentar ramificaciones; y (iv) un oligosacarido 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 oligosacarido terminal presentan variaciones en su
composicion sacaridica y secuencia.®*%! Esta variabilidad contribuye a la diversidad

antigénica del parasito y a su capacidad de evasion inmune. 5356

Cap 4®-E Gal — Man 4®}7 Gal
: : no |
Y

X Gal

|
Gal; —Man — Man — GIcN @

® O on

Gal
l I ‘l I OH |
Cubierta Unidad repetitiva Nucleo (core) Ancla de
(cap) de fosfoglicano oligosacaridico glicosilfosfatidilinositol
(GPI)
® Fosfato Inositol (R=Cas0y Coso)

Figura 1.1. Estructura general del lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania; n=15-30.[5657] La
cubierta (color rojo) y las ramificaciones (X, Y, color gris) varian segun la especie.

El LPG en los promastigotes actia como un importante factor de virulencia, ya que
participa tanto en el inicio de la infeccidn como en la proteccién del parasito frente a los
mecanismos de defensa del huésped.*®% Por un lado, al ingresar al mamifero el LPG
bloquea la accién litica del sistema de complemento sobre el parasito,®”%%%% y luego
facilita su adhesién a la pared celular e ingreso a la célula huésped.'62 Alli, el glicano
superficial puede contribuir a la supervivencia del parasito por diversos mecanismos:

retrasando la formacion del fagolisosoma;®3%4 bloqueando la accién de agentes
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antimicrobianos como las especies reactivas de oxigeno (ROS);%%! y/o inhibiendo a

PKCa, enzima implicada en la generacion de ROS.[6]

Otros componentes sacaridicos muy abundantes en la membrana del parasito son
los glicoinositolfosfolipidos (GIPLs), presentes en ambos estadios del ciclo de vida de
Leishmania,®®® pero particularmente abundantes en la etapa amastigote, en la que se
inhibe la expresion del LPG.[7:8% Se estima que estas estructuras recubren alrededor del

45-60% de la membrana plasmatica de los amastigotes.["®

Los GIPLs se componen de un nucleo oligosacaridico de 3 a 6 unidades unido, a
través de D-GIcN, al ancla de GPI. Tanto la cadena sacaridica como los acidos grasos de
los GPIs varian segun la especie y el estadio del parasito,’" y se han distinguido tres

linajes de GIPLs: tipo-I, tipo-Il e hibridos (Figura 1.2).(68!

GIPL-A i GIPL-2 | GIPL-1 iiM2

Gal, .
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P2 ! ‘ ~
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GIPL-3
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; ! Man OR!
| | ™ Man — GleN—(no)
- . | 1 an— (o} 1 2—
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| isoM4 | isoM3 OCOR?
i i OR?
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i i OCOR?
I M3 ' M2
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Figura 1.2. Estructura de los glicoinositolfosfolipidos (GIPLs) de Leishmania.l’"!

Al igual que el LPG, los GIPLs estan involucrados en los procesos de infeccion y
virulencia del parasito. Aunque su funcidon principal no ha sido completamente
dilucidada,"? existen evidencias de que estas estructuras estan involucradas en la
proteccion del parasito de las amenazas del entorno, por interferencia en la produccion
de agentes antimicrobianos,*>"% a la vez que participan en las interacciones parasito-

célula huésped.l’®

Como se mencion6 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-Il de L. major (Figura 1.2).'"771 Una caracteristica estructural distintiva de estas
moléculas es la presencia de residuos de D-galactofuranosa (D-Galf), un azucar que no
es biosintetizado por mamiferos. En el LPG, la unidad de D-Galf forma parte del nucleo
oligosacaridico (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 galactofuranésidos de
membrana de L. major participan en los procesos de adhesion e invasion de las células
de mamiferos. 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
especifico, se redujo significativamente la colonizacién de macrofagos.l”® Por otro lado,
en un estudio con ratones, Kleczka B. et al. registraron una atenuacién de la infectividad
de parasitos deficientes en LPG y con GIPLs truncados, respecto de parasitos wild-
type.l’0

Asimismo, diversos autores han reportado la presencia de anticuerpos especificos
contra galactofurandsidos de membrana en sueros de pacientes infectados por distintas
especies de Leishmania.l’’-8% Estas inmunoglobulinas pueden emplearse como
biomarcadores de la enfermedad en curso, y su deteccion puede ser la base de un método

serolégico de diagndstico.

1.2.3. Desafios del diagnéstico: limitaciones y oportunidades

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

farmacoldgicos y vacunas eficaces como del diagnéstico rapido de la infeccion.

En América Latina, el tratamiento de primera linea es el antimoniato de meglumina,
un farmaco del grupo de los antimoniales pentavalentes (SbV). Si bien estos tratamientos
son los mas utilizados, presentan una eficacia limitada en un niumero considerable de
pacientes con leishmaniasis cutdnea y mucocutanea,’®®° alta toxicidad y efectos
adversos significativos.!®87 A falta de alternativas terapéuticas mas 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 clinica.®®!

Frente a estas limitaciones, el diagndstico rapido y preciso de la enfermedad es
esencial para brindar la respuesta terapéutica adecuada y evitar la exposicién innecesaria

a farmacos.
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Actualmente, el diagnostico de la LTA se basa en la combinacion de datos clinicos y
epidemioldgicos, asi como en técnicas de laboratorio para la deteccion directa o indirecta
del parasito.’®®% |_a prueba diagndstica mas directa es la examinacion de las lesiones por
un médico dermatologo. Sin embargo, las lesiones pueden confundirse con otras
afecciones de la piel (dermatitis atdpica, cancer o la enfermedad de Hansen) por lo que
se requiere la confirmacidn por técnicas complementarias.® El método mas utilizado es
la visualizacion de amastigotes mediante microscopia en material colectado de las
lesiones. Esta técnica es de bajo costo y, cuando resulta positiva, brinda un diagndstico
confiable. Sin embargo, su sensibilidad disminuye notablemente en lesiones de evolucién
prolongada (mas de tres meses).8%" Alternativamente, se puede recurrir al cultivo del
material en medios especializados, aunque este procedimiento requiere equipamiento e
infraestructura mas complejos y su sensibilidad depende de la carga parasitaria en la zona

infectada.®

En contraste, la PCR ofrece una alta sensibilidad y especificidad, a la vez que permite
identificar la especie causante de la infeccion.®°2 No obstante, su implementacion es
limitada en las areas de transmision de L. braziliensis, debido al alto costo por ensayo y a
la falta de infraestructura adecuada. Por esta razon, la prueba de Montenegro o
leishmanin skin test (LST) es de uso habitual en zonas endémicas.®® Sin embargo, la
técnica tiene sus limitaciones, ya que ha mostrado baja sensibilidad tanto en casos de
leishmaniasis cutanea con lesiones tipicas como en pacientes con formas diseminadas o

difusas, mas avanzadas.®5%

Finalmente, para el diagndstico puede recurrirse a métodos inmunolégicos basados
en la deteccion de anticuerpos especificos en suero. Entre ellos, el método mas utilizado
es el ELISA, cuya sensibilidad y especificidad dependen en gran medida del antigeno
seleccionado como sonda de deteccion. Diversos estudios han identificado proteinas y
glicoproteinas constitutivas de Leishmania con potencial diagnéstico en diferentes formas

clinicas de leishmaniasis.[*>-9¢!

Asimismo, se ha demostrado que oligosacaridos de membrana de distintos
patdgenos pueden emplearse como antigenos para detectar anticuerpos especificos en
sueros humanos infectados.®®-%? Estos hallazgos respaldan el potencial de los glicanos
antigénicos de superficie de Leishmania como elementos de reconocimiento para

desarrollar ensayos seroldgicos de diagnéstico.

En resumen, en la actualidad no se dispone de un unico método de diagnéstico de
LTA que combine alta sensibilidad, especificidad y portabilidad, factores clave para el

manejo adecuado de la enfermedad en zonas endémicas. La eleccién del procedimiento

22



Capitulo 1

de diagndstico suele depender de la infraestructura y los recursos disponibles.®? En
particular, en las formas cutanea y mucocutanea es prioritario el desarrollo de técnicas de
diagnéstico de bajo costo, accesibles y sensibles, que ademas permitan discriminar la
especie causante de la infeccién, a fin de orientar la eleccién del tratamiento mas

adecuado.®*!

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 disefio de nuevas herramientas diagnésticas. La sintesis quimica
constituye una estrategia esencial para acceder a estos compuestos en forma pura y
estructuralmente bien definida, lo que posibilita su evaluacion sistematica como antigenos

en el desarrollo de métodos de diagndstico serologico.
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El control de las enfermedades infecciosas constituye un desafio persistente para los
sistemas de salud. Estas patologias son causadas por organismos patégenos, entre los
que se incluyen hongos, protozoos, bacterias, virus y priones. Resulta fundamental
desarrollar técnicas que permitan diagnosticarlas de manera rapida 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 propagacion.l'®l

Habitualmente, el diagndstico se basa en la deteccion de biomarcadores de
enfermedad en muestras bioldgicas de pacientes infectados. Como biomarcadores
pueden utilizarse los propios agentes infecciosos completos (por ejemplo, bacterias y
virus), componentes de dichos agentes (como acidos nucleicos y proteinas), o bien

anticuerpos generados por el huésped en respuesta a la infeccion.

En la actualidad, las técnicas de referencia (o gold standard) para el diagnéstico son:
la microscopia, el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) y la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).['™ Sin embargo, a menudo estos ensayos resultan
laboriosos y requieren instrumentacién compleja y personal calificado, lo cual se traduce
en altos costos por ensayo y demoras significativas entre la recoleccion de las muestras
y el diagnostico médico.['%®! Estas limitaciones son especialmente criticas en entornos con
recursos limitados, donde el acceso a servicios de salud es reducido y muchas infecciones
permanecen sin diagnosticar.l'1971En este contexto, los biosensores emergen como una
alternativa promisoria para el desarrollo de plataformas diagndsticas sensibles, rapidas y

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

2.1. Biosensores. Generalidades

Un biosensor es un dispositivo analitico que emplea un elemento de reconocimiento
biolégico, como enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos o células, para detectar y/o
cuantificar de manera especifica un analito de interés. Su principio de funcionamiento se
basa en la transformacion, mediante un transductor, de esta interaccién bioquimica en
una sefial medible. Estos dispositivos son una alternativa interesante a los ensayos de
diagnéstico clinico convencionales, ya que son mas sencillos y econdmicos, con potencial
de miniaturizacion y portabilidad para el diagndstico en campo.

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

reconocimiento o biorreceptor, un transductor, y un sistema de procesamiento de sefiales
(Figura 2.1).11081
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Analito
blanco

Interaccion .
bioquimica .
Biorreceptor

Superficie sensora

) Transductor
Seiial Eléctrica
Sistema de
l procesamiento

Datos adquiridos

Figura 2.1. Esquema general de la composiciéon de un biosensor y del flujo de sefiales.
Imagen adaptada de Daniels J.S. y Pourmand N.[108]

El elemento de reconocimiento (o biorreceptor) es el componente del biosensor que
interacciona de forma especifica con el analito de interés (o analito blanco) (Figura 2.1).
Segun la naturaleza de esta interaccion, los biosensores se clasifican en dos grandes
categorias: cataliticos y basados en afinidad. Los biosensores cataliticos son aquellos que
emplean un catalizador bioldgico, tipicamente una enzima, como elemento de
reconocimiento. Asi, en presencia del analito blanco, el biorreceptor cataliza una reaccion
bioquimica que genera una sefal medible. Un ejemplo clasico y muy difundido de este
tipo de biosensores es el sensor de glucosa que utiliza la enzima glucosa oxidasa,
encargada de catalizar la oxidacion del analito.['® Por otro lado, los biosensores de
afinidad se basan en la union especifica de una biomolécula con el analito blanco.
Ejemplos comunes de este tipo de sensores son los inmunoensayos de flujo lateral,['”
como, por ejemplo, las pruebas de embarazo comerciales que se basan en la interacciéon

de anticuerpos monoclonales especificos 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 hara hincapié en este

tipo de dispositivos.

En los biosensores de afinidad, la interaccion especifica analito-biorreceptor produce
una perturbacion en alguna propiedad fisicoquimica del sistema como la carga, la masa,
la temperatura o la absorcion de luz. Esta perturbacion es detectada por el transductor,
que convierte la senal fisicoquimica generada durante el evento de reconocimiento en una
senal, generalmente eléctrica, proporcional a la concentracion del analito. Por dltimo, un
sistema de procesamiento capta la sefal de salida del transductor, y la amplifica, filtra y

digitaliza, permitiendo su visualizacién e interpretacion (Figura 2.1).

Entre las multiples formas de clasificar biosensores, las mas comunes refieren al

mecanismo que confiere la especificidad bioldgica (el elemento de reconocimiento) o al
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transductor empleado. De acuerdo con el biorreceptor utilizado, se distinguen varias
categorias: inmunosensores (emplean anticuerpos), genosensores (emplean acidos
nucleicos), aptasensores (emplean aptameros), citosensores (emplean células enteras),
y glicobiosensores (emplean lectinas o glicanos). Segun el transductor pueden ser
electroquimicos, piezoeléctricos o gravimétricos, O&pticos, calorimétricos, entre

OtrOS.[111’112]

Como resultado del evento de reconocimiento biorreceptor-analito, la sefal
fisicoquimica puede generarse de forma directa, es decir, sin intervencion de otros
agentes, como se ilustra en la Figura 2.2.a. Sin embargo, también existen estrategias de
deteccién indirecta, en las que la senal es generada por sondas secundarias o terciarias,
tal como se muestra en la Figura 2.2 (b y c).['"® Estas sondas, también conocidas como
marcadores, pueden ser enzimas, radiondclidos, nanoparticulas, y moléculas
fluorescentes o electroquimioluminiscentes. Cada una de ellas genera un tipo de sefial
especifica, que debe ser detectada mediante un transductor adecuado.!''*! Las ventajas y
desventajas de la deteccion directa e indirecta y las caracteristicas de los transductores

mas utilizados seran detalladas mas adelante (Seccion 2.2.3).

Analito
blanco

errcccptur Y ?
Deteccion directa

)
v v

P(‘rturhuci(’m
del sistema

Lo | |

+ Sonda secundaria + Sonda + Sonda terciaria
marcada secundaria marcada
Deteccion indirecta Deteccion indirecta

Figura 2.2. Modos de deteccioén utilizados en biosensores. (a) Deteccion directa, (b)
deteccion con sonda secundaria marcada, y (c¢) con sonda terciaria marcada. Imagen
adaptada de Daniels J.S. y Pourmand N.["08]

En el caso de los glicobiosensores, la clasificacién engloba tanto los dispositivos en
los que los carbohidratos actian como biorreceptores, como aquellos en los que

constituyen el analito a determinar. Este trabajo de tesis se centrd en la primera categoria
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de glicobiosensores, también conocidos como biosensores basados en carbohidratos, y

en particular en su aplicacion al diagnéstico de patologias.

2.2. Biosensores basados en carbohidratos

Como se describié en el capitulo anterior, los carbohidratos desempenan un rol
importante en gran variedad de procesos celulares, muchos de los cuales estan mediados
por interacciones especificas con proteinas de union a glicanos (GBPs, por las siglas en
inglés de glycan binding proteins), tales como toxinas, anticuerpos, lectinas o receptores

de superficie.['15116]

Este principio de reconocimiento molecular glicano-proteina es aprovechado por los
biosensores basados en carbohidratos para detectar analitos en forma especifica. Dado
que los glicanos participan en procesos de reconocimiento entre células, asi como en la
interaccion con agentes patdgenos y el sistema inmunolégico, este tipo de biosensores
presenta gran potencial para el diagnostico clinico. En este marco, diversos autores, como
Tkac J., Heineman W. R., Mrksich M. y Orozco J., han desarrollado sensores capaces de
detectar particulas virales, bacterias, lectinas y anticuerpos séricos. En la Tabla 2.1 se
incluyen algunos ejemplos de desarrollos de sensores basados en carbohidratos

orientados al diagnostico.

A la hora de disefiar y construir un biosensor basado en carbohidratos resulta
fundamental definir, en funcién de la aplicacion deseada, la combinacion éptima de tres
variables esenciales: (a) el biorreceptor o elemento de reconocimiento adecuado; (b) el
sustrato y la metodologia de anclaje del biorreceptor; y (c) el modo de deteccién, ya sea
directo o indirecto, junto con el transductor correspondiente. A continuacién, se
introduciran algunos conceptos clave para orientar la seleccion de cada una de estas

variables.
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Tabla 2.1. Ejemplos de biosensores de afinidad basados en carbohidratos orientados al
diagnéstico clinico de patologias diversas.

B|orrec’:e.ptor Analito Patol_ogla Transductor
sacaridico blanco asociada
D-Man Bacteria Infeccién urinaria® Piezoeléctrico!'7]
(E. coli ORN178) Electroquimicol18l
Oligosacarido Particula viral . 9]
(sialillactosa) (H3N2) Gripe Electroquimico

Hemaglutininas
virales Gripe
(H1N1, H5N1)

Oligosacarido
(sialillactosa)

Electroquimicol'20!
Opticol'21

D-GIcNAc Particula viral (H5N1) Gripe Piezoeléctricol'22]

Enfermedad de

Neu5Ac Proteina B-amiloide Alzheimer Electroquimicol23]
Sposies | ammeen | o | opr
(Gglli%zs?ﬁzgizﬁ) (suAgrtci)CﬁE;rﬁ)gr?o) Toxoplasmosis Electroquimicol'2d]
Oligosac'éridos (.LPG (sé?gcr:fr:wpaonso y |Leishmaniasis visceral Opticol81]
e Leishmania) canino)

* E. coli ORN178 no es patogénica en humanos, pero se utiliza como modelo ya que expresa la
lectina FimH. La interaccion Man-FimH esta involucrada en la invasién de E. coli a células de la
vejiga.['?8l ** GD3 y GM2 estan expresados en melanomas malignos y otros tipos de cancer.['?7]
GPI= glicosilfosfatidilinositol.

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 0 moléculas estructuralmente similares. La
eleccion del biorreceptor requiere evaluar la afinidad del analito con diferentes

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

Para el estudio de las interacciones entre carbohidratos y biomoléculas, pueden
utilizarse diversas metodologias, tales como la calorimetria de titulacién isotérmica
(ITC),I281291 |3 resonancia plasmédnica de superficie (SPR),['*% |la resonancia magnética
nuclear (RMN),['®*" la microbalanza de cuarzo (QCM),[*2 y métodos 6pticos como la

microscopia de fuerza atémica (AFM).['331

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 multiples ensayos en paralelo y en
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microescala.l'3* Esta técnica fue empleada en esta tesis para estudiar la interaccion entre
glicésidos sintéticos y anticuerpos presentes en sueros humanos, por lo que se abordara

con mayor detalle a continuacion.

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
glicobiologia.l'*® Esta tecnologia consiste en la inmovilizacién de carbohidratos sobre una
superficie sélida en una disposicion espacial definida (Figura 2.3), con el fin de detectar
interacciones especificas con biomoléculas afines (lectinas, anticuerpos, enzimas, etc.),
ya sea en muestras purificadas o en matrices bioldégicas complejas (suero, membranas

celulares, lisados, etc.).

/ Glicanos
‘ Inmowllzados

Figura 2.3. Representacion de un microarreglo de glicanos. Cada uno de los puntos sobre
la superficie corresponde a un glicano inmovilizado. Adaptado de Park S. et al.['3¢]

Existen diversas superficies y metodologias para la inmovilizacion de glicanos;'37:1%€]
sin embargo, el método mas comunmente utilizado es la inmovilizacién covalente sobre
portaobjetos de vidrio. Para su fabricacion se utiliza una plataforma robédtica de alta
precision, capaz de depositar pequefas gotas de ~1 nL (diametro ~200 ym) de las
soluciones sacaridicas en posiciones predefinidas.'®l La automatizacion vy
miniaturizacion son las caracteristicas distintivas de la técnica. De esta manera, es posible
evaluar numerosos compuestos en paralelo en un mismo ensayo, empleando cantidades
muy pequefas de azucares (<1 mL de soluciones acuosas 0,1 mM), lo que convierte a
los microarreglos en una herramienta muy eficiente para el analisis sistematico de

interacciones carbohidrato-biomolécula.

En la inmovilizacidn sobre la superficie pueden emplearse carbohidratos aislados de
una fuente natural o sintetizados quimicamente y, en ambos casos, es usual la
incorporacion, en el extremo reductor del azucar, de un fragmento conector (spacer) que
separa al azucar de la superficie y facilita el acceso del ligando durante el ensayo de

reconocimiento.
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Tras la fabricacion del microarreglo, la superficie se incuba con la muestra a analizar
y luego se detectan los posibles eventos de unién. Si bien varias técnicas de deteccion
han sido descriptas,!'®>'3%] e| método mas utilizado es la fluorescencia, ya sea por
acoplamiento directo de un fluoréforo al analito blanco, o por agregado de una sonda

secundaria fluorescente con afinidad por el analito blanco.['*%

La tecnologia de microarreglos ha tenido un impacto significativo en el campo de la
glicobiologia, al permitir el estudio de la afinidad de multiples glicanos con cientos de
lectinas, anticuerpos, células y particulas virales.['*514% Dichos estudios han facilitado la
identificacion de antigenos relevantes,!'°"#1l |a evaluacién in vivo de candidatos a
vacunas,!'00.1421431 y g| descubrimiento de biomarcadores para el diagndstico temprano de

enfermedades.[144.145]

2.2.2. Eleccion del sustrato y estrategias de anclaje de glicanos

Una vez elegido el elemento de reconocimiento sacaridico, el paso siguiente consiste
en disefar 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 mayoria de los biosensores basados en carbohidratos requieren de la
inmovilizacion del elemento de reconocimiento sobre una superficie solida. Los materiales

mas empleados como sustratos son el oro, el silicio y el carbon.

El oro es un material muy utilizado dado que es quimicamente inerte, altamente
biocompatible y resistente a la corrosion. 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!'*®! que, funcionalizadas de forma adecuada, permiten
la unién de una amplia variedad de moléculas. El oro puede utilizarse en forma de laminas
planas o como nanoparticulas (AuNP), que presentan mayor area superficial por lo que

admiten una mayor densidad de glicanos anclados.["4’]

Por su parte, las superficies de silicio pueden funcionalizarse mediante silanizacion
para generar SAMs de organosilanos.!'® Sin embargo, es importante tener en cuenta que

estas monocapas son menos uniformes y estables que las formadas sobre oro.['4

Por ultimo, una alternativa muy popular dado su bajo costo, buenas propiedades
mecanicas y electroquimicas, y alta biocompatibilidad, es el uso del carbén en distintas
formas, como el carbon vitreo, el grafito, los nanotubos de carbono y el grafeno.['*% A

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

riguroso del pretratamiento superficial y de una seleccién cuidadosa del alétropo a utilizar.

Habiendo elegido el sustrato y el biorreceptor, el siguiente paso para obtener la
superficie sensora deseada es elegir la estrategia de anclaje mas adecuada. En el caso
de los carbohidratos, el anclaje puede abordarse mediante métodos de unién no
covalentes, que incluyen la inmovilizacion por fisisorcién y la basada en bioafinidad, o bien

por métodos covalentes.!'1>15]

2.2.2.1. Métodos de unién no covalente

Las estrategias de inmovilizacién no covalentes mas comunes se esquematizan en
la Figura 2.4. La fisisorcién es una forma de anclaje basada en las interacciones
hidrofilicas e hidrofobicas de glicanos naturales, generalmente de alto peso molecular,
con polimeros como la nitrocelulosa y el poliestireno (Figura 2.4.a).['%2153 En algunos
casos, se ha reportado la incorporacion al glicano de una cola lipidica para aumentar su

afinidad por la superficie (Figura 2.4.c).l'53-"5¢

En el caso de los polisacaridos cargados (natural o sintéticamente), como los
glucosaminoglicanos, puede aplicarse un acoplamiento electrostatico a materiales con
carga opuesta (Figura 2.4.b).'"1 Alternativamente, Pohl N. L. y colaboradores
desarrollaron un método de anclaje por afinidad que explota la interaccion F-F entre
carbohidratos y superficies de vidrio, ambos modificados con cadenas fluoradas (CsF17)
(Figura 2.4.d).0%8]

Entre las estrategias no covalentes se destaca la unién por bioafinidad. El par
molecular mas utilizado es el complejo estreptavidina-biotina, con nhumerosos ejemplos
de ensamblado por interaccién entre glicésidos biotinilados y superficies modificadas con
estreptavidina (Figura 2.4.f).1591601 Una técnica alternativa consiste en conjugar los
glicanos a una secuencia de ADN simple cadena vy fijarlos mediante hibidizacién con una
secuencia complementaria previamente inmovilizada sobre la superficie (Figura
2.4.g).1161.162]
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Métodos de inmovilizacién no covalentes

f
c d e 9
a
b
S0; 505 ??TH lipido g ADN
NHz*NH* o CgFy7 lipido ﬂ ADN
| I A~ S~ | I |
1 Lo—r~~ 1 T t /
(
Polisacarido NP e AT
. . N ' Polisacérido Glicolipido, Cadena Glicolipido, SR Marcado
Tipo de glicano proteoglicano, cargado neoglicolipido fluorada  Neoglicolipido Biotinilado con ssADN
neoglicoproteina
Tio d rici Nitrocelulosa Poli-lisina Nitrocelulosa Cadena Lipidica Modificada con Arreglo
Ipo de superticie Poliestireno Con carga fluorada P estreptavidina de ADN
Tipo de interaccion Hidrofébica e Electrostatica Hidrofébica Fluorofilica  Hidrofdbica Bioafinidad Hibridizacion
hidrofilica mixta complementaria

Figura 2.4. Métodos de inmovilizacién de carbohidratos y glicoconjugados a través de
uniones no covalentes. Adaptado de Rillahan C. et al.l['63]

2.2.2.2. Métodos de union covalente

En general, las estrategias de inmovilizacion por unién covalente suelen ser las
metodologias preferidas ya que son robustas y reproducibles, y proporcionan superficies
estables a cambios en el entorno.l'® A grandes rasgos, pueden diferenciarse tres
estrategias: (a) la inmovilizacion de glicanos naturales (con extremo reductor libre) sobre
superficies pre-funcionalizadas con grupos reactivos; (b) la inmovilizacion de glicanos
derivatizados sobre superficies modificadas con grupos reactivos y; (c) la inmovilizacion

de glicanos por media de una monocapa autoensamblada.['*!

En el primer caso, la aminacioén reductiva es la opcion preferida para la inmovilizacion
de carbohidratos naturales, donde el grupo aldehido en el extremo reductor reacciona con
grupos hidrazida previamente incorporados sobre la superficie.l'5%6] Otros grupos
nitrogenados alternativos, como el aminooxiacetilo y la cisteina, también han sido

empleados como puntos de anclaje a superficies para inmovilizar azucares libres.['67.18]

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 mas utilizadas son (Figura 2.5):

- Laformacién de amidas por reaccion entre glicanos modificados con grupos amino y

superficies carboxiladas. Generalmente, el grupo carboxilo expuesto en la superficie
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se trata con N-hidroxisuccinimida (NHS) para formar el éster de NHS, activado para
la reaccion con el grupo amino.!%

- La apertura de epdxidos, mediante la reaccidén de un grupo amino del glicano con un
epoxido sobre la superficie, formando un B-aminoalcohol.['6%

- La adicion de Michael, entre grupos tiol sobre la superficie y grupos maleimida del
glicano, para dar un tioéter de succinimida.['70.171

- Lareaccién de Diels-Alder, entre glicanos y superficies funcionalizadas con un dieno
y un diendfilo, para formar el producto de cicloadicidn [4+2] correspondiente.['72173]

- Lacicloadicién 1,3-dipolar catalizada por Cu(l) (quimica click o click chemistry), entre

un alquino y una azida, para dar un anillo 1,2,3-triazol.['4175]

Métodos de inmovilizacidon covalentes

o?oo
;’f

HN pN
O \!
N
HN  HO X
$ 0 i
(4 < S S 4 Au /
Ester Epoxido Maleimida Dienocon Azidacon .
. . . A . Via SAM
conamina conamina con tiol diendfilo alquino

Figura 2.5. Métodos covalentes de anclado de carbohidratos funcionalizados a superficies
modificadas. Adaptado de Park S. et al.[38]

Cuando se requiere un mayor control sobre la orientacién y el espaciado de los
glicanos, se puede recurrir a la funcionalizacion de superficies metalicas mediante
monocapas autoensambladas (SAM) (Figura 2.5). Estas monocapas se componen de
moléculas unidas covalentemente a la superficie que, por acciéon 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, guia el proceso de autoensamblado. El mas utilizado es el tiol ya que presenta
interacciones covalentes fuertes con el oro. Por su parte, la cadena principal se compone,

tipicamente, de unidades repetitivas de grupos metileno, etilenglicol o una combinacién
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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 peliculas mas estables.l'”® Por ultimo, el grupo funcional terminal define las
propiedades de la superficie (hidrofobicidad, hidrofilicidad, etc.) y aporta sitios reactivos
para la funcionalizacion quimica.l'” Entre los mas utilizados se encuentran los
grupos -NRz, -OH, -CN, -COOH y -NH..['" |as propiedades fisicoquimicas de la
monocapa también pueden modularse por medio de SAMs “mixtas”, conformadas por una
mezcla de moléculas: una que contiene el grupo terminal adecuado para funcionalizar
quimicamente la superficie, y otra que contiene un grupo terminal neutro o no reactivo.
Esta estrategia permite, ademas, controlar la densidad de biomoléculas sobre la

superficie, parametro importante en el desarrollo de biosensores.['%"

Grupo terminal B A .
- . Autoensamblaje
Cadena N
principal

Anclaje I:

Figura 2.6. Representacion de la composicidn, orientaciéon y empaquetado de una
monocapa de tioles autoensamblados sobre oro.

Para la inmovilizacion de carbohidratos mediante SAMs pueden aplicarse dos
técnicas:['7°18% funcionalizar los azucares con un linker con grupos tioles o disulfuros
terminales para la formacion directa de la SAM sobre la superficie metalica;['®:182 o
acoplarlos quimicamente a una SAM pre-formada funcionalizada con grupos terminales

reactivos.[83]

La estructura compacta y altamente organizada de las monocapas autoensambladas
permite un control preciso sobre el patrén, densidad y orientacion de las biomoléculas en
la superficie. La caracterizaciéon de estas superficies funcionalizadas puede realizarse
mediante una variedad de técnicas analiticas. Para el estudio morfologico, se emplean
métodos como la elipsometria, la microscopia de fuerza atémica (AFM), la microscopia
de efecto tunel (STM) y técnicas electroquimicas como la voltametria ciclica (CV) y/o la
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). Luego, la composicién quimica
superficial puede elucidarse mediante espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS),

y/o espectroscopia infrarroja (IR), entre otras.['8)
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En el desarrollo de biosensores, el estudio exhaustivo de las caracteristicas de la
superficie permite establecer correlaciones directas entre la composicion superficial y la
eficacia del sensor. Esta informacién es esencial para optimizar de forma racional el

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

2.2.3. Eleccion del modo de deteccion y del transductor

En funcién de factores como el tipo de muestra a analizar, la naturaleza del analito
blanco, la aplicacion prevista y los recursos disponibles, se debe elegir el modo de

deteccién mas adecuado, ya sea directo o indirecto (Figura 2.2).

La principal ventaja de los métodos de deteccion indirecta es su alta sensibilidad, que
permite la deteccion de analitos en concentraciones muy bajas. Sin embargo, el uso de

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

En comparacion, los métodos de deteccion directa (sin marcacion o “label-free”)
suelen ser mas rapidos, sencillos y, a menudo, mas econémicos. En estos sensores, el
elemento de reconocimiento se inmoviliza directamente sobre el transductor (Figura 2.2)
y la interaccion con el analito banco se detecta como un cambio en alguna propiedad
cuantificable del sistema, como su conductividad, impedancia, absorbancia, masa o

potencial eléctrico.l'8

Los biosensores de deteccion directa mas extendidos emplean transductores 6pticos,
mecanicos o piezoeléctricos, o electroquimicos.l'® Los sistemas &pticos procesan
variaciones de propiedades Opticas del sistema, como el indice de refraccion, la
absorbancia (o densidad 6ptica) o la dispersion de la luz;!'®1%1 |os dispositivos mecanicos
0 piezoeléctricos detectan cambios de masa, fuerza mecanica o rigidez y;['8"188 |og
electroquimicos miden alteraciones en la corriente, voltaje o impedancia del sistema,

generadas como consecuencia del evento de reconocimiento.['89.190

Entre estos dispositivos, los biosensores electroquimicos destacan por su alta
sensibilidad y especificidad, y son herramientas ideales para el diagnéstico temprano de
enfermedades.['9'-19 Asimismo, son una alternativa interesante para uso en campo ya
que requieren de equipamiento simple y asequible, y son compatibles con la
miniaturizacion.!1%

Los principales tipos de biosensores electroquimicos incluyen los voltamétricos,
amperométricos, potenciométricos e impedimétricos.['®"! Ademas de su uso consolidado
en el monitoreo de glucosal'®y en la medicién de pH,!"®! se han desarrollado biosensores

electroquimicos para la deteccion de patdgenos y biomarcadores de enfermedad.["9-194
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Dentro de esta categoria, la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)
destaca por mostrar sensibilidades muy altas (hasta atomolares).[''®1%! Esta técnica se
ha aplicado a la deteccién de una amplia gama de analitos, incluyendo anticuerpos,'9’-
191 ADN,!"%  bacterias,['82%  proteinas,!?°12021  glicoproteinas,i?32%4  particulas
virales,['1920° vy oligosacaridos.?62"l Por esta razén, la EIS fue la metodologia
seleccionada para la construccion del modelo de biosensor basado en carbohidratos

desarrollado en esta tesis.

2.2.3.1. Biosensores impedimétricos

La EIS se basa en la perturbacion de un sistema electroquimico en estado
estacionario, por medio de un estimulo de potencial sinusoidal de baja amplitud a una
frecuencia dada y en el registro de la corriente sinusoidal de respuesta. La forma de
trabajo mas habitual es realizar mediciones de impedancia sucesivas a distintas
frecuencias para obtener un espectro de impedancia que contiene informacién 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 electroquimica donde el transductor es el electrodo de
trabajo funcionalizado con el biorreceptor (Figura 2.7). El sensado del evento de unién
puede realizarse en forma directa (label-free) o empleando marcadores. En esta tesis los
esfuerzos se enfocaron en desarrollar una plataforma de deteccién directa por lo que no
se abordaran otras estrategias. Para ampliar la informacion sobre métodos de deteccion

indirecta se sugiere consultar el trabajo de Katz E. y Willner |.12%%

27 (0 Ajuste de I I o
@) los datos P
o A

Pre-incubacion ‘)v}v b

] A

—_—

INCUBACION
(Muestra con
analito blanco)

Medicién de
impedancia

Electrodo de trabajo
funcionalizado

”””””””””””””””””””””””””””””””””” Z'(Q)
Graficos de Nyquist

-

Figura 2.7. Flujo de trabajo aplicado en la deteccion de un evento de biorreconocimiento
por espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). Z’=componente imaginaria de la
impedancia (Z), Z'=componente real de la impedancia (Z). Riw=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 reaccion redox reversible. Bajo la
perturbacion aplicada, tendran lugar reacciones de oxidacién y reduccion que generaran
un pasaje de electrones desde y hacia el electrodo de trabajo, que se vera reflejado en la
sefal de respuesta. Este modo de EIS se conoce como faradaico y es el empleado en
esta tesis. La especie electroactiva mas utilizada es la cupla [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*~,2""
aunque también puede emplearse el ferrocenometanol,?'"! y el hexaaminrutenio (l11/11)
[Ru(NHs)e]?*/[Ru(NH3)s]3*.[212

En EIS faradaica, el espectro de impedancia contiene informacion sobre la cinética
de la reaccién redox, entre otros procesos que ocurren en la celda. Esta respuesta
depende, entre otros factores, de la composicidn de la superficie del electrodo de trabajo.
Por ejemplo, la unién de un analito voluminoso, como una proteina o anticuerpo, puede
dificultar el acceso de la especie redox al electrodo, limitando la reaccién de oOxido-
reduccion y causando un aumento de la impedancia del sistema a altas frecuencias. La
impedancia también puede verse afectada cuando existen interacciones electrostaticas

entre las especies redox y la superficie del transductor.

Como se menciond antes, los espectros de impedancia se obtienen registrando la
respuesta del sistema en un rango de frecuencias. Usualmente, estos datos se grafican
como una funcion de los valores de las componentes complejas de la impedancia: Z”
(componente imaginaria) y Z' (componente real). El gréfico -Z” vs. Z’ se conoce como
grafico (o curva) de Nyquist. Para el sistema [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* en solucion, lo que se
observa es un semicirculo seguido por una linea 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 interpretacion, los graficos de Nyquist se ajustan a un circuito eléctrico
modelo. El circuito mas utilizado en EIS faradaica es el circuito de Randles, compuesto
por cuatro elementos: la resistencia de la solucion Rs, la resistencia a la transferencia de
carga Ry, la capacidad de doble capa eléctrica Cqc, Yy el elemento de Warburg Z,, (Figura
2.8). Para ampliar la informacion sobre los fundamentos de la EIS y la correlacién entre
los elementos circuitales y las propiedades fisicoquimicas de una celda electroquimica,

se sugiere consultar el Apéndice.

En los biosensores basados en EIS faradaica, el parametro mas utilizado para la
deteccion del evento de reconocimiento es la resistencia a la transferencia de carga (R).
En el grafico de Nyquist, su valor se relaciona directamente con el didmetro del

semicirculo (Figura 2.7). En términos generales, la unién del analito blanco al biorreceptor

40



Capitulo 2

genera un bloqueo parcial de la superficie del electrodo que, a menudo, conlleva un
aumento en el valor de Ri. Para analizar este cambio en las propiedades electroquimicas
del sistema, comunmente se utilizan: (a) la diferencia del parametro obtenido en presencia
(Re) y ausencia (Ri,0) del analito (ARw=R-Ric0),[%292213 o (b) un cociente entre las
resistencias, ya sea Ri/Rico 0 AR/Ric0.2'+2"! Este Gltimo enfoque es el mas apropiado
cuando se comparan mediciones realizadas con electrodos independientes, dado que Ry
depende del area electroactiva, que puede variar entre electrodos. Al normalizar los
valores, se minimiza el error asociado a las diferencias entre superficies, permitiendo una

evaluacion mas confiable de la respuesta del sensor.

Figura 2.8. Circuito de Randles. Circuito equivalente modelo de una celda
electroquimica faradaica. Rs=resistencia de la solucién; Ri=resistencia a la
transferencia de carga; Cqc.= capacidad de doble capa; Zw= elemento de Warburg.

Los biosensores impedimétricos pueden utilizarse tanto para la deteccion cualitativa
(presencia o ausencia) de un analito en solucién como para realizar determinaciones
cuantitativas, mediante curvas de calibracion a partir de soluciones puras del analito

blanco.[1%8!

Como se mencion6 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
patdgenos o componentes extraidos de los mismos. Por ejemplo, Hushegyi A. et al.
desarrollaron un glicobiosensor impedimétrico para detectar lectinas y hemaglutininas de
influenza hasta concentraciones atomolares (aM).'""® En el caso de la deteccidn
bacteriana, Cui F. et al. utilizaron esta técnica para detectar interacciones entre bacterias
patdgenas y D-manosa, mientras que Hargol Zadeh S. et al. emplearon esta misma
estrategia para el monitoreo de E. coli como contaminante ambiental.2'521¢] Por su parte,
Jeong D. et al. demostraron que un sensor impedimétrico basado en D-galactosa podia

detectar la toxina colérica en soluciones de concentracion en el rango picomolar.?'”]

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 diagndstico de

enfermedades infecciosas.
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Objetivos

La leishmaniasis tegumentaria americana (LTA) es una enfermedad endémica del
norte de nuestro pais causada principalmente por el parasito 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 diagndstico especifico, sencillo y
econdmico que permita detectar la enfermedad en zonas aisladas y de dificil 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 seroldgicos. En particular, los sensores electroquimicos se
destacan como una plataforma adecuada para el diagndstico en campo, debido a su alta

sensibilidad, bajo costo y facilidad de uso.

Entre los glicanos superficiales del parasito, el lipofosfoglicano (LPG) y los
glicoinositolfosfolipidos (GIPLs) tipo-ll son biomoléculas abundantes e inmunogénicas
que, ademas, comparten una caracteristica estructural distintiva: contienen residuos de
D-galactofuranosa, un azucar no biosintetizado por mamiferos, cuya antigenicidad ha sido
reportada, pero cuya aplicacién en diagnostico serolégico de LTA no habia sido explorada

al inicio de este trabajo.

Para estudiar el reconocimiento de estos galactofurandsidos por anticuerpos
especificos, es necesario contar con fragmentos sacaridicos bien definidos. Dado que su
aislamiento a partir del parasito resulta muy complejo e ineficiente, la sintesis quimica se

presenta como una alternativa eficaz para acceder a estos compuestos.
En este marco, para esta tesis se plantearon los siguientes objetivos:

1- Disefiar y desarrollar rutas sintéticas para obtener lotes puros de los
galactofuranésidos 1-5 presentes en el LPG y los GIPLs tipo-ll de Leishmania,

incorporando un linker adecuado para su anclaje a superficies.

HO OH HO OH L = linker
HO—\HO HO—\ HO
o) -0
SO~ o 0 H%&A 0 H%&H
H
OH oL HO"| ﬁ‘i‘ &A
OH OH
OH o OH oL oL
OH OH OH OH
1 on 2 3 OH 4, OH 5
OH OH

2- Evaluar la afinidad de los galactofuranésidos por anticuerpos presentes en sueros
humanos de pacientes con LTA, de forma de identificar candidatos potenciales para el

desarrollo de un método de diagndstico serolégico de la infeccion.
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3- Abordar el desarrollo de un biosensor basado en carbohidratos, utilizando
espectroscopia de impedancia electroquimica. Esto incluyé disefiar, construir y
caracterizar una superficie sensora decorada con los galactofurandsidos sintéticos vy

evaluar su respuesta frente a sueros humanos infectados.
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Capitulo 3

3.1. Introduccion

El tripanosomatido Leishmania, agente causante de las leishmaniasis, esta
recubierto de una capa densa de oligo- y polisacaridos, que exponen sus residuos hacia
el medio extracelular. Estos glicanos de superficie son determinantes para la virulencia y
supervivencia del parasito y, al ingresar al organismo huésped, entran en contacto directo
con los componentes del sistema inmune.87% En consecuencia, en sueros de individuos
infectados se detectan anticuerpos con afinidad por componentes de la membrana, 3%

incluyendo especificamente el lipofosfoglicano (LPG) y los glicoinositolfosfolipidos
(GlPLS).[77’79’80’82’218_220]

La mayoria de los estudios de interaccion de anticuerpos con glicanos superficiales
de Leishmania se han realizado utilizando extractos del parasito. Sin embargo, el uso de
extractos naturales no permite identificar con precisién los epitopes responsables del
reconocimiento ni determinar las unidades estructurales minimas necesarias para la
antigenicidad. La sintesis quimica, en cambio, posibilita la obtencion 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

inmunoldgicos.

En trabajos previos, Anish C. y colaboradores sintetizaron oligosacaridos 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
tecnologia de microarreglo de glicanos, lo que evidencié su potencial aplicacion en el
diagnostico serologico.®! Por su parte, el grupo de Igor Almeida sintetizé oligosacaridos
con a-Gal, residuo xenobi6tico en humanos,??' presentes en los GIPLs tipo-Il de L. major
y L. braziliensis. En este caso, los autores incorporaron, en el extremo reductor de los
oligosacaridos, 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 trisacaridicos

candidatos para el diagnostico serolégico de estas infecciones parasitarias. 832222231

Como se mencion6 anteriormente, en Argentina, la principal especie causante de
leishmaniasis cutdanea y mucocutanea, conocida como leishmaniasis tegumentaria
americana (LTA), es Leishmania braziliensis. En el estadio amastigote, el parasito se
encuentra recubierto por glicanos ricos en D-galactofuranosa (D-Galf), un azucar no

biosintetizado por mamiferos,”? que ha demostrado ser antigénico en diversos
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microorganismos patégenos como Aspergillus fumigatus y Trypanosoma cruzi, entre
otros.[99'225‘23”

En las especies causantes de leishmaniasis cutanea y mucocutanea, diversos
estudios han demostrado la presencia de anticuerpos dirigidos contra glicanos con D-Galf
en sueros de pacientes infectados. En L. major, predominante en Africa y Asia, los grupos
de Nilsson B. y Bacic A. demostraron la antigenicidad de los GIPLs tipo-Il aislados del
parasito,’8® mientras que Montoya A. L. et al. observaron el reconocimiento de
fragmentos terminales con D-Galf derivados del GIPL-2.8% En América Latina, donde
predominan L. braziliensis y L. mexicana, Avila J. L. y colaboradores reportaron
inmunorreactividad frente a GIPLs nativos,’” 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

contenian D-Galf.[223

Estos hallazgos sugieren que las estructuras galactofuranosidicas presentes en la
superficie de L. braziliensis pueden desencadenar una respuesta inmune humoral durante
la infeccion. Sin embargo, al inicio de esta tesis (2018), no se encontraron estudios
sistematicos especificamente dirigidos a evaluar el rol de la D-Galf en la antigenicidad de

los glicolipidos superficiales de Leishmania.

En este contexto, se propuso la sintesis de cinco galactofuranésidos (1 a 5)
constitutivos del core del LPG y de los GIPLs tipo-ll de L. braziliensis, como estrategia
para identificar determinantes estructurales de antigenicidad del parasito v,
eventualmente, potenciales biorreceptores para el diagndstico seroldgico de la LTA
(Esquema 3.1). Si bien existian antecedentes de sintesis del core oligosacaridico del LPG
y de fragmentos con D-Galf derivados del LPG y de los GIPLs tipo-Il,183223232.233] g| jnicio
del presente trabajo no se habian reportado trabajos sintéticos enfocados en la
preparacion sistematica de oligosacaridos con galactofuranosa para el analisis de la

antigenicidad de los glicolipidos de membrana del parasito.

Los glicdsidos 1 a 5 seleccionados estan compuestos por unidades de 3-D-Galf, a-
D-Galp y a-D-Manp, y estan funcionalizados con un linker 5-aminopentilo (o amino linker)
en el extremo reductor. Este conjunto de estructuras fue disefiado para evaluar la
influencia de distintas variables estructurales en la antigenicidad: (a) la posicion de la
unidad de B-D-Galf (interna o terminal); (b) la presencia de residuos de a-D-Manp y a-D-
Galp vy, (c) la conectividad entre unidades, es decir, la secuencia sacaridica del

galactofurandsido.

La incorporacion del grupo 5-aminopentilo responde a la necesidad de inmovilizar los

glicanos sobre superficies o de conjugarlos a proteinas, un requisito habitual para llevar a
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cabo estudios inmunolégicos. Esta estrategia, previamente empleada por distintos
autores, 234271 permite el acoplamiento de los azlcares a biomoléculas o matrices
carboxiladas mediante enlaces amida estables.['392%23% En los ensayos que emplean
superficies sdlidas, la cadena alquilica del amino linker actia como un espaciador,
separando los azucares de la superficie para minimizar las interacciones no

especificas.?40

En la primera parte de este capitulo se describira la sintesis de los 5-aminopentil
derivados de los glicanos terminales del GIPL-1, (compuestos 1, 2 y 3, Esquema 3.1) que
contienen B-D-Galf en el extremo no reductor. Luego, en la segunda parte, se abordara la
sintesis de fragmentos terminales del GIPL-2 (compuestos 4 y 5, Esquema 3.1) con la

unidad de D-galactofuranosa interna.

(C24:0y C26:0)

GIPL-2

(® Fosfato Inositol

Esquema 3.1. Galactofuranésidos 1 a 5, objetos de esta tesis y representacion esquematica
de su ubicacion en el GIPL-1y el GIPL-2.["]
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En esta tesis se procuré desarrollar procesos de sintesis robustos, con la premisa de
que, en caso de identificarse candidatos prometedores para el sensado de anticuerpos,
ya contaramos con una ruta sintética optimizada y escalable. En este sentido, se prioriz
el uso de precursores comunes, que pudieran ser obtenidos a partir de moléculas sencillas

y asequibles.
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Capitulo 3. Primera parte

En esta seccion se describe el disefio del camino sintético y los resultados de la
sintesis de los compuestos 1 a 3 (Esquema 3.2), presentes en el extremo no reductor del

GIPL-1 de Leishmaniay en el core oligosacaridico del LPG.

OH
HO—. OH HO
o HO -0 o Ho O OH oy
S O\/\/\/NHZ OHO o 6 O o o
O~ NH: 0
OHOH OHOH OHOH O\/\/\/NHZ
OF g OH 2 OH 3
Esquema 3.2

3.2. Diseno de las rutas sintéticas para la obtencién de 1,2y 3

Las rutas de sintesis de los galactofuranésidos constitutivos del GIPL-1 se definieron
en base al analisis retrosintético de los compuestos 1 a 3 presentado en el Esquema 3.3.
Se establecié una ruta sintética convergente, basada en un conjunto reducido de bloques
constructores comunes (compuestos 6-8). De este modo, cada glicano objetivo seria
ensamblado por acoplamiento controlado de las unidades sacaridicas constitutivas desde

el extremo no reductor al reductor, con la introduccion final del eslabén 5-aminopentilico.

5o oM IGF + GPO OGP
H N\ OH Retro-glicosid o3P0, : :
o OH g cosidacion : :
55 o&% H OGP I
HO GPO’ o ! :
o : Bn :
OH ; :
OH O~ NH, o\n/om3 ______________ 8 ______________
OGP
OH 3 NH
IGF + Retro- gl|c03|daC|on con
HO
Ph/% o
HO
7 OAIl
Ho— OH IGF + GO 98P
o HO -0 Retro-glicosidacién oCPO o
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Como se puede ver en el Esquema 3.2, los tres compuestos a sintetizar contienen
un residuo B-D-Galf en el extremo no reductor. Entre los numerosos precursores
reportados para la sintesis de B-galactofurandsidos,?4'-244 se eligid el tricloroacetimidato
de 0-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-3-D-galactofuranosilo) (6, Esquema 3.3), utilizado por
primera vez por Gallo-Rodriguez C. y colaboradores en la sintesis estereoselectiva del
disacarido B-D-Galf~(1>3)-D-GIcNAc.B® La eleccién de este precursor tenia como
ventajas: (i) la presencia de un grupo acilo participante en C-2, adecuado para la
formacion de la union galactofuranosidica 1,2-trans presente en los glicésidos 1-3; (i) la
posibilidad de obtener el donor con buen rendimiento a partir del 1,2,3,5,6-penta-O-
benzoil-a,B-D-galactofuranésido; y (iii) la aplicacion de un método de glicosidacién suave,
compatible con las funcionalidades y enlaces glicosidicos labiles al medio acido presentes

en la sintesis.

Para introducir la unidad de D-manopiranosa, se eligi6 el alil 4,6-O-bencilidén-a-D-
manopirandsido (7, Esquema 3.3), utilizado por Ma Z. et al. en la sintesis del motivo (3-D-
Galf-(1->3)-D-Manp, estructura interna presente en la superficie de Trichophyton.?*! El
uso de 7 para la sintesis de 2 y 3 tenia como ventajas que, por un lado, podia obtenerse
en dos pasos a partir de D-manosa y, por otro lado, que contaba con un grupo alilo
protector de la posicion anomérica, el cual podia ser removido selectivamente para

extender el oligosacarido hacia el extremo reductor.[24!

Para la incorporacion 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-aminopentanol23%:247.2481
(8, Esquema 3.3), o de su analogo monoprotegido, el N-benciloxicarbonil 5-
aminopentanol.l234249250 Pgrg este trabajo, se eligio el precursor 8 como el mas adecuado
en base a un reporte de Seeberger P. H. y colaboradores. Alli, se describieron reacciones
de glicosidacion entre tricloroacetimidil oligosacéaridos de variado peso molecular con
ambos aceptores de glicosilo, y se observaron mejores rendimientos cuando se utilizaba
el derivado protegido 8.1°"! Los autores atribuyeron este fenémeno al efecto desactivante

del grupo -NH, previamente observado por Dudkin V. y Crich D.[?%?

En las rutas sintéticas elegidas para la obtencion de los compuestos 1 a 3 a partir de
los precursores 6, 7 y 8, se empled el método del tricloroacetimidato, estrategia de
glicosidacion suave y compatible con las uniones furanosidicas presentes en los
intermediarios de reaccion. Asimismo, se introdujeron grupos ésteres en C-2 para

favorecer la formacién de glicésidos 1,2-trans (flechas rojas, Esquema 3.3).

56



Capitulo 3. Primera parte

3.3. Sintesis del precursor de D-Galf, tricloroacetimidato de O-(2,3,5,6-

tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosilo) (6)

Como primer paso en la sintesis de 1, se procedio con la formacion del precursor 6.
En primer lugar, se hizo reaccionar D-galactosa con cloruro de benzoilo en piridina a 60 °C
y, por recristalizacion selectiva en etanol del producto crudo, se aisld
1,2,3,5,6-penta-0-benzoil-a,3-D-galactofuranosa (9)2°¥! con 29% de rendimiento. Luego,
el solido se tratdé con una solucién de HBr en AcOH (32%) para dar el bromuro de
2,3,5,6-tetra-O-benzoil-a,B-D-galactofuranosa, que fue hidrolizado en presencia de
Ag.CO; para dar 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-a,B-D-galactofuranosa (10)2°4 con excelente

rendimiento (94%, Esquema 3.4).

0 . o O._o__ccl
OBz 0Bz 1) HBI/ACOH (32%), BBz »~~OH g|,cCN,DBU  KOB2 DO
t.a., Ar NH
> —_—

0987 2) Ag,CO3, H,0, ogdBZ  CHCh(anh), | ,p0Bz

OBy (CH,3),CO, 40 °C OBz 0°C, Ar OBz

9 (94%)) 10 (70%) 6

Esquema 3.4

En el espectro de RMN "'H del producto de reaccion se observaron un singulete a &
571 ppm y, a & 5,84 ppm, un doblete con constante de acoplamiento 4,5 Hz,
correspondientes a los H-1 de los anémeros B y a del compuesto 10, respectivamente. La
integracion de estas sefiales indicé que se trataba de una mezcla anomérica con una
relacion B/a ~7:3. Adicionalmente, los multipletes de la zona aromatica integraban para

20 H, lo que resultd consistente con la presencia de los 4 grupos benzoilo protectores.

El paso siguiente consistia en activar el centro anomérico libre de 10 mediante la
formacion del ftricloroacetimidato. Para ello, el compuesto se hizo reaccionar con
tricloroacetonitrilo en presencia de DBU para dar, luego de la purificacién por
cromatografia flash en columna de silica gel, el tricloroacetimidato 658 como un sélido
amorfo espumoso con 70% de rendimiento (Esquema 3.4). Dado que el producto de
reaccion era susceptible a la hidrélisis en presencia de agua, se mantuvo a -20 °C bajo

exclusion de humedad hasta su uso.

La caracterizacion de 6 se realizé por RMN 'H (Figura 3.1) y *C, y los datos obtenidos
fueron coincidentes con los reportados en bibliografia.® El espectro protonico mostro
como sefal diagnéstica un singulete a & 8,73 ppm que integraba para 1 H,
correspondiente al H del grupo tricloroacetimida. A campos mas altos, se observo la
resonancia del protén anomérico a & 6,70 ppm como un singulete (*J; 2 < 1 Hz), indicando

que el componente mayoritario era el imidato de configuracion 3, en el que H-1y H-2 se
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encuentran en disposicion trans.?>® Al comparar el desplazamiento del H-1 de 6 con el
registrado para 10, se evidencié un corrimiento de ~1 ppm hacia campos mas bajos,

consistente con la incorporacion del grupo tricloroacetimida en esta posicién.
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Figura 3.1. Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) de 6.

Acompafando a las sefales del tricloroacetimidato 8 se observaron picos adicionales
de muy baja intensidad, entre ellos un singulete a & 8,63 ppm y un doblete a 6 6,9 ppm (J

~ 4 Hz), que se asociaron a la obtencion de ~5% del anémero a.

De esta forma, se obtuvo el precursor de la unidad de (-D-Galf, que seria utilizado
en las rutas sintéticas de obtencién de los glicésidos 1, 2 y 3, con galactofuranosa en el

extremo no reductor.

3.4. Sintesis del precursor del amino linker, N-

(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentanol (8)

El N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentanol (8) se obtuvo segun la estrategia
descripta por Castelli R. et al.?°®! En primer lugar, se incorporé el grupo bencilo a través
de una aminacion reductiva, por reaccién de 5-aminopentanol con benzaldehido seguido
de la reduccion con borohidruro de sodio. El paso siguiente fue en la incorporacion del
grupo carboxibencilo por tratamiento con cloroformiato de bencilo en medio basico, para

aislar 8 con 81% de rendimiento (Esquema 3.5).
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1) PhCHO, EtOH, 170 mbar, 50 °C o
2) NaBH, MeOH, 0° C a t.a.
5- aminopentanol i > Ho/\/\/\Nko/\Ph
3) CbzCl, NaHCO; kph
EtzO/Hzo, 0°Cat.a.
(81%) 8

Esquema 3.5

La obtencion de 8 se corroboré por RMN mono y bidimensionales, y los datos
espectroscopicos resultaron coincidentes con los reportados.?®®! En el espectro de RMN
'H (Figura 3.2) se identificaron las resonancias de los metilenos bencilicos a & ~5,2 ppm
(CH2-g) y ~4,5 ppm (CH2-h), respectivamente, confirmando la incorporacién de los grupos
protectores del N, junto con las sefales de los metilenos alifaticos de 8. En el espectro de

3C (Figura 3.3), ademas de estos metilenos se observé un pseudo-doblete a & ~156,7

ppm que se asigno al carbonilo del grupo carboxibencilo (C-f).
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Figura 3.2. Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) de 8.

Tanto en el espectro RMN de 'H como de "*C, las sefales de todos los nucleos
aparecieron desdobladas y/o ensanchadas. Este fendmeno se asocia a la presencia del
grupo carboxibencilo, que contiene una unién N-C(O) con cierto caracter de doble enlace.
Esta caracteristica incrementa la barrera energética asociada a la rotacion en torno al
enlace N-C. Cuando dicha rotacion es mas lenta que la ventana de tiempo del
experimento de RMN, como ocurre en el caso del compuesto 8, se registra una

superposicion de sefales, correspondientes a distintos isdmeros conformacionales
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(rotdmeros).1?71 Esta distorsion de las sefiales se observara, a lo largo de esta tesis, en

aquellas moléculas que cuenten con el amino linker protegido.

138.04
66

50.64

50.34

L

ﬂﬂﬂﬂﬂ

- 156.89
X 156.46
—67.33
—62.77
—47.12
\ 46.29

/
}

- 50.64
X 50.34

—-156.89
~ 156.46
—28.00
—27.55

O
a c e 9

U

pop
Q
>
%
@

C-f 8

oy

T
158 157 156 52 50 48 46 28 27

=
=

C-b

C-c

C_g C-d
 C-a

. . . . . . . . . . . . . . . .
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Figura 3.3. Espectro de RMN "3C (101 MHz, CDCIs) de 8.

El compuesto 8 se reservo para su uso como precursor del amino linker en las rutas

sintéticas de los cinco glicésidos objeto de esta tesis (1-5).

3.5. Sintesis del 5-aminopentil B-glicosido de D-Galf (1)

3.5.1. Glicosidacion. Obtencién de N-(bencil)benciloxicarbonil-5-
aminopentil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranésido (11)

Una vez activado el centro anomérico furanosidico de 10 por formacion del
tricloroacetimidato 6, y habiendo obtenido el aceptor 8, se procedié a realizar la reaccién
de glicosidacion (Esquema 3.6). Debido a la alta reactividad del grupo tricloroacetimidato
en medio acido, se aplicaron exhaustivos cuidados para mantener la reaccion anhidra
durante todo el proceso, esto es, atmdsfera 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 reaccién del donor 6 con el aceptor 8 se completdé en 30 minutos y rindié como
unico producto el glicdsido 11, el cual se aislé por cromatografia en columna de silica gel

con excelente rendimiento (92%, Esquema 3.6).
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0
HO/\/\/\NXO/\Ph
Ph Phﬁ
0 8 °
0. _CCly O\/\/\/N O._Ph
0Bz " TMSOT (cat.), MS 4A O T
NH > °
08252 CH,Cl (anh.), -15 °C, Ar 0B 52
OBz (92%) OBz
6 1
Esquema 3.6

El nuevo compuesto se analizé por RMN vy, al igual que en el caso de 8, algunas

sefales aparecieron desdobladas y/o ensanchadas. En el espectro de *C (Figura 3.4) se

registré una senal en la zona anomérica a & 105,7 ppm que evidencio la obtencién de un

unico glicésido de configuracion B. Alli se identificaron, ademas, las resonancias de todos

los grupos protectores, que fueron estables a las condiciones de glicosidacion elegidas.

En el espectro de

RMN 'H (Figura 3.5) se identificé al proton anomérico a & 5,27 ppm

como un multiplete y al H-2 como un singulete a & 5,44 ppm. El valor de 3Ji > resultd ser
<1,5 Hz, confirmando la disposicion 1,2-frans entre H-1y H-2, correspondiente al anémero

B en D-Galf. Por ultimo, en el espectro RMN 'H-"3C HMBC el protén anomérico mostré un

acoplamiento a largo alcance con el C-a del amino linker a & 67,5 ppm, lo que confirmé
que la union entre los fragmentos fue exitosa.
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Figura 3.4. Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDClz) de 11.
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Figura 3.5. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) de 11.

Para confirmar que la distorsién observada en la sefal del H-1 en el espectro
protonico se debia a la presencia de rotameros, se realizaron experimentos de RMN a
distintas temperaturas: 25, 40 y 55 °C (Figura 3.6). Al aumentar la temperatura, se registro
un cambio en la multiplicidad de dicha sefial, que pas6 de un multiplete a un singulete, en
concordancia con lo esperado para el 3-galactofuranésido. Este mismo comportamiento
se observo en las resonancias de los metilenos bencilicos CH»-g y CH»-h. Este fenémeno
se debe a que, al aumentar la velocidad de interconversion entre rotameros, los entornos
electromagnéticos de los nucleos tienden a homogeneizarse, lo que provoca la

coalescencia de las sefiales en una unica resonancia.
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Figura 3.6. Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCls) de 11 a 25, 40 y 55 °C. Ampliacién de
la regién & 3,0-6,3 ppm.

3.5.2. Desproteccion. Obtenciéon de 5-aminopentil B-D-galactofuranésido (1)

A efectos de obtener el glicosido deseado, era necesario eliminar los grupos
protectores de 11 a través de condiciones suaves que conservaran intacta la unién 3-D-

galactofuranosidica.

Ph Ph
o} o} ; o}

O~~~ NaOH, O _~o~N H; (45 psi) o NH,.HOA

0Bz Cbz peon QM Cbz  10% Pd/C o N TR
E—— —_—
OBZC)BZ ta. OHOH Me705|-.|é|3.240:t/-\:0H OHOH
0Bz " OH 12 .y OH "
(dos pasos)
Esquema 3.7

En primera instancia, los grupos ésteres de 11 se hidrolizaron por tratamiento con
hidroxido de sodio en metanol (Esquema 3.7). En el espectro de RMN '3C del producto
de reaccién se observo la desaparicion de las senales de los carbonilos presentes en el
espectro de 11. Asimismo, en el espectro proténico se evidencié un corrimiento hacia
campos mas 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
desbenzoilacion 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 disolvié en una
mezcla de MeOH/H-O/AcOH y se sometidé a una hidrogendlisis a alta presion. Tras la
purificacién cromatografica 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 efectud la asignacion completa de las resonancias de 'H'y
3C del producto (Figura 3.7 y Figura 3.8). Alli se registré la desaparicion de las sefales
asociadas al carboxibencilo y al bencilo de 12, confirmando que la desproteccién habia

sido completa.
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Figura 3.7. Espectro de RMN "H (400 MHz, D20) de 1°.

Una vez asignadas las sefiales de 1, en el espectro de RMN 'H se observo una
resonancia adicional a & 1,91 ppm, que integraba para aproximadamente 3 H. En los
espectros 'H-"3C HSQC y 'H-"*C HMBC, esta sefial mostré correlaciones a un enlace con
un C en la zona alifatica a & 23,9 ppm y, a largo alcance, con un nucleo en la regién de
carbonilo a & 182,2 ppm (esta sefial no aparece en el espectro de RMN 'C). Estos datos
fueron consistentes con la presencia de un grupo acetato asociado al amino terminal,
proveniente del solvente empleado en la reaccion. Este fendmeno ya habia sido reportado
por Gerbst A. G. y colaboradores en 3-aminopropil glicésidos tratados con &acido

acético.12%8
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Figura 3.8. Espectro de RMN '3C (75 MHz, D20) de 1°.

IR l " Wi

Para confirmar esta hipétesis, una fraccion del jarabe obtenido se traté con resina de
intercambio catidnico, se pasd a una columna cromatografica y se eluyé con hidréxido de
amonio para liberar al glicésido retenido en la resina. En el espectro de la fraccién eluida
(Figura 3.9) se observaron, por un lado, las sefiales asignadas a 1 y, por otro lado, la
desaparicion de la sefial a & 1,91 ppm correspondiente al metilo del grupo acetato. Se
concluyd, entonces, que el producto de la hidrogendlisis catalitica de 12 fue el acetato del
5-aminopentil B-D-galactofurandsido (1°).

De esta manera se aislo, por primera vez, el acetato del 5-aminopentil B-D-
galactofurandsido. La estrategia de glicosidacion empleada resulté adecuada para la
formacion estereoselectiva del enlace B, y se aplicara también en la sintesis de los
galactofuranésidos 2 y 3.
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Figura 3.9. Espectros de RMN 'H de 1 antes (arriba, 300 MHz, D20) y después (abaijo,
400 MHz, D20) del intercambio idnico.

A continuacion, se describe la obtencion del precursor de la unidad de D-

manopiranosa 7 necesario para la sintesis de ambos glicosidos.

3.6. Sintesis del precursor de D-Manp, alil 4,6-O-bencilidén-a-D-

manopiranésido (7)

Para la sintesis del alil 4,6-di-O-bencilidén-a-D-manopirandsido (7) se aplico el

procedimiento en dos pasos reportado por Ali A. et al. (Esquema 3.8).125

Ph

AlIOH HO— HO PhCH(OMe),, HO _Fo
BF3.0Et, (cat.) HO = CSA F,h/voo -0 Ph/vogvk/—o
D-Man —— HO R HO + S
Ar O._~ CH3CN (anh.), OAIl oAl
A
13 ' 7 14
Esquema 3.8

En nuestras manos, una vez completada la glicosidacion de Fischer de la D-manosa
con alcohol alilico, el RMN del producto crudo mostré una relacién 60:40 entre las formas
pirandsica y furandsica, respectivamente. Mediante la purificacion por columna se aislé el
compuesto 13 con 36% de rendimiento (Fila A, Tabla 3.1). Luego, el producto puro se
tratd con a,a-dimetoxitolueno en presencia de acido camforsulfonico y, por purificacion en

columna del crudo de reaccion, se aislé 7 con 50% de rendimiento (Fila A, Tabla 3.2).
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Durante la purificacion se obtuvo, ademas, un 15% de un subproducto de menor polaridad
identificado como el 2,3:4,6-di-O-bencilidén-a-D-manopiranosido (14, Esquema 3.8).

El rendimiento global de la sintesis fue inferior al reportado por Ali A. et al. (18% vs.
60%). Como era necesario escalar la sintesis del precursor 7 para contar con suficiente
masa Yy asi abastecer las multiples rutas en las que intervenia, se encar6 un estudio de
optimizacién de las reacciones involucradas. Por un lado, se intenté mejorar el
rendimiento global, maximizando las conversiones de ambas reacciones y, por el otro, se
intentd minimizar el uso de reactivos costosos (por ej. alcohol alilico) y operaciones de
purificacion que demandaban mucho tiempo y recursos (por ej. la columna
cromatografica). En la Tabla 3.1 y la Tabla 3.2 se muestran los resultados de las
condiciones ensayadas para la sintesis de 13 y 7, respectivamente, en comparacion con

lo reportado en bibliografia (“Ref”).

Tabla 3.1. Condiciones de sintesis de 13 ensayadas (A-F)? vs. Ref.[25

(Irz::::lsb (:lf};h::zf;c Tiempo (h) Rel. p/f¢
Ref. 110 2 3 n.d.c
A >4 2 4 60:40
° >0 2 24 100:0
c 8.4 1.7 24 92:8
D 10,3 1,5 29 92:8
E 30,6 1,5 28 92:8
F 43,3 1,5 72 97:3

2 En todos los casos la temperatura de reaccion fue de 70-80 °C, se utilizaron 0,07 equiv. de BF3.OEto,
y la reaccién se cortd cuando se observo desaparicion de la D-Man por ccd. ® mmol de D-manosa.
¢Volumen de alcohol alilico/(mmol de D-Man). ¢ Relacion entre las formas pirandsica (p) vs.
furanosica (f) de 13, determinada por integracién de los H-1 de las piranosas (5 4,92 y 4,71 ppm) y
de las furanosas (5 5,11 y 5,07 ppm) en el RMN 'H del producto crudo. ¢ Sin datos; el rendimiento
reportado es de 80%. n.d.=no determinado.

En primer lugar, para favorecer la conversion al glicésido pirandsico 13,
termodinamicamente mas estable, en la glicosidacion de Fischer se realizdé un segundo
experimento prolongando el tiempo de reaccion a 24 h. En estas condiciones, se observo
convergencia total al producto piranésico (Fila B, Tabla 3.1), por lo que se establecié este

plazo como tiempo minimo de reaccion.

Luego, a fines de minimizar el uso de alcohol alilico, se evalué el efecto de reducir su
concentracion en la mezcla (Filas C y D, Tabla 3.1). Aunque se observo una leve

disminucion de la proporciéon piranosa/furanosa (p/f), se decidié 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 conversion hacia la forma piranésica.

Cabe destacar que fue necesario sintetizar alcohol alilico, ya que el reactivo habia
sido discontinuado debido a restricciones para su importacion. Por este motivo, se
desarroll6 un método de sintesis a partir de glicerol y acido férmico, adaptando
procedimientos reportados previamente por distintos autores.?69-262 |_g reaccion rindi6 el
producto deseado con 14 % v/v de agua (determinado por Karl Fischer). Dado que la
presencia de agua interfiere en la glicosidacion de Fischer, se efectué un screening de
agentes desecantes para reducir el contenido de agua del reactivo. Se ensayaron
diversos agentes: alumina, tamices moleculares de 3 A y sales anhidras de CaSOs,
Na>S04 y MgSOs. Finalmente, se establecié un protocolo de tres pasos: (1) secado sobre
MgSOs (anh.), (2) filtracion del sélido, y (3) almacenamiento sobre tamices moleculares.
Este tratamiento permitié reducir el contenido de agua a 1% v/v. El alcohol alilico obtenido
mediante este protocolo dio un resultado comparable al del reactivo comercial al ser
utilizado en la glicosidacién para dar 13, por lo que permitié cubrir nuestra demanda para

los siguientes ensayos.

Una vez definidas las mejores condiciones de obtencién del alil manésido 13, se
encard la optimizacion del paso de formacion del bencilidén acetal (Esquema 3.8).
Partiendo de fracciones puras de 13, se ensayaron cambios en el protocolo de reaccion
(temperatura, tiempo y equivalentes del acetal) en busca de disminuir la formacién del
subproducto 14 (Filas A-D, Tabla 3.2). A continuacion, se realizaron pruebas para evaluar

si era factible eliminar la purificacién por columna del intermediario 13.

En el primer ensayo realizado (Fila A, Tabla 3.2), en la primera hora de reaccién ya
se evidenciaba la presencia de la mezcla de productos. Como estrategias para
desfavorecer la formacion de 14, en los ensayos subsiguientes se disminuy6 la
temperatura de reaccion a 0 °C y se realizd un agregado lento del acetal. En estas
condiciones, se evalué el efecto de la cantidad de equivalentes iniciales de
a,a-dimetoxitolueno (Filas B-D, Tabla 3.2) y se encontré que la mejor conversion hacia 7
se daba cuando se utilizaban 1,3 equivalentes (Fila C, Tabla 3.2). Luego, estas
condiciones se aplicaron sobre una fraccion cruda del paso anterior (Fila E, Tabla 3.2).
En este caso, el jarabe de partida no se solubilizé de forma completa en la mezcla de
reaccion a 0 °C, por lo que fue necesario continuar la reaccion a temperatura ambiente.
En estas condiciones, 7 se aisld con 38% de rendimiento a partir de D-Man, lo que resulté

en una mejora significativa respecto al ensayo inicial (18%). Al aplicar las mismas
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condiciones sobre lotes mas grandes (Filas F y G, Tabla 3.2) se obtuvieron resultados

similares.

Tabla 3.2. Condiciones ensayadas en la optimizacion de la sintesis de 72 vs. Ref.[259

Rend. Rend.

Purificacion Escala Equiv. Tiempo Temp. Rel. molar Paso 2 Pasos

previade 13 (mmol)’ acetal (h) (°C) 7:14°¢ (%) 142 (%)
Ref. Si 68,1 1,3 15 t.a. n.d. 74 60
A Si 1,9 1,6 26 t.a. n.d. 50 18
B Si 0,1 2,7 2,5 o°cC 50:50 n.d. n.d.
C Si 1,5 1,3 2 0°C n.d. 46 22
D Si 1,3 1,1 20 o°cC 90:10 38 16
E No 1,7 1,3 5,5 0°Cat.a. 65:35 - 38
F No 30,7 1,3 4 0°Cat.a. 74:26 -- 34
G No 45,1 1,3 4 0°Cat.a. 72:28 - 30

@ En todos los ensayos se utilizaron 0,15 equiv. de acido (1S)-(+)-10-camforsulfénico y 4,4 mL/(mmol
13) de acetonitrilo. ® mmol de 13. ¢ Relacion determinada por integracién del H-1 de 7 (5 4,87 ppm) y
de los CHPh de los diasterémeros de 14 (5 5,64 y 5,52 ppm) en el RMN 'H del producto crudo. ¢ El
crudo no se paso por columna. n.d.= no determinado; -- = no corresponde.

Las modificaciones del protocolo de sintesis de 7 a partir de D-manosa rindieron un
proceso en el que se disminuyd aproximadamente un 25% el volumen de alcohol alilico
utilizado, se eliminé una purificacién cromatografica y se duplicé el rendimiento global de
sintesis. El procedimiento optimizado permitié obtener, a partir de D-Man, alil 4,6-O-
bencilidén-a-D-manopirandsido (7) en una escala de 4,15 g, para ser utilizado en la

sintesis de los compuestos 2 y 3.

3.7. Sintesis del 5-aminopentil a-glicésido de D-Galf-B-(1->3)-D-Manp
2)

3.7.1. Glicosidacion. Obtencion de alil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-a-D-manopiranésido (15)

Habiendo obtenido el aceptor de manosilo 7, se procedio a realizar el acoplamiento
con el donor de galactofuranosilo 6 segun el procedimiento reportado por Ma Z. et al.[?4
con algunas modificaciones (Esquema 3.9). Si bien el aceptor presenta dos posiciones
libres, la glicosidacion ocurre preferentemente sobre el OH-3 ecuatorial segun reportes

previos_[233,244,263]
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Esquema 3.9

La reaccién se completd rapidamente y rindié como unico producto un compuesto
cuyos datos espectroscopicos fueron coincidentes con los reportados para 15.2*°! En la
zona anomérica del espectro de RMN '*C (Figura 3.10) se observaron sefiales a d 102,6
ppm y 99,4 ppm, correspondientes a los centros anoméricos de (3-D-Galf y a-D-Manp,
respectivamente, y una seial a 102,2 ppm correspondiente al grupo bencilidén. En el
espectro de RMN "H (Figura 3.11) de 15 la sefial del H-1' se identificé como un singulete
ancho (3J12 <1 Hz) a 5,44 ppm, confirmando la formacion del enlace glicosidico B entre
las unidades. Por ultimo, la unién regioselectiva de los fragmentos a favor del enlace
(1—3) se confirmé por aparicion en el espectro 'H-C HMBC de una correlacion entre el

C-1 de D-Galfy la sefial correspondiente al H-3 de D-Manp a © 4,32 ppm.
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Figura 3.10. Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCIs) de 15.
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Figura 3.11. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) de 15.
3.7.2. Activacion del centro anomérico de 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-a-D-manopiranosa
En vistas de obtener el donor de glicosilo adecuado para la reaccién con el amino

linker, se procedio con la benzoilacién del OH-2 de la manosa de 15 para dar el derivado

16 con excelente rendimiento (94%, Esquema 3.10).

RN SN}
0 (0] 9 8&
OB
z O~ BzCl, CsH5N (anh.)= OBz O~
OBz 0°Cata.,Ar OBz
OBz (94%) OBz
OBz 15 OBz 16

Esquema 3.10

Durante la caracterizacion por RMN, en el espectro protdnico de 16 (Figura 3.12) se
observo el corrimiento de la resonancia del H-2 en ~1,5 ppm hacia campos mas bajos (&
5,65 ppm) respecto de 15, por efecto desprotector del nuevo grupo éster incorporado en
esa posicion. Asimismo, en el espectro de '*C se registro la aparicion de una nueva sefial

en la zona de carbonilos (entre & 164 y 166 ppm) asignada al nuevo grupo benzoato.
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Figura 3.12. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) de 16.

El paso siguiente era la desproteccion del centro anomérico por remocion del grupo
alilo. El método mas extensamente reportado para efectuar esta transformacion es la
reaccion con PdCl, en acido acético acuoso y en presencia de acetato de sodio.[259264-266]
Sin embargo, en trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, cuando estas
condiciones se aplicaron sobre alil glicosidos de estructura similar a 16, la reaccion rindio
cantidades apreciables (hasta un 50%) de un subproducto identificado como el acetonil
glicésido. Esta reaccion secundaria, conocida como oxidacién de Wacker, ya habia sido
observada por otros autores, 264267 y esta asociada a la presencia de O, en el medio de
reaccion. Los intentos de extremar los cuidados para mantener inerte la atmésfera de
reaccion dieron resultados similares, por lo que, para desproteger a 16, se decidié aplicar
un método alternativo empleando tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) como catalizador
(Esquema 3.11).1267-2691 Esta reaccion rindio el hemiacetal 17 con 92% de rendimiento, sin

indicios de formacion del acetonil glicoésido como subproducto.
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Esquema 3.11

El espectro RMN "H del producto evidencié la obtencion de una mezcla de anémeros.
El H-1 del compuesto mayoritario resonaba a campos mas bajos (6 5,38 ppm) que el H-1
del minoritario (5,04 ppm), lo que era consistente con la obtencion de una mezcla de
hemiacetales en relacion o/f ~5:1.27% Asimismo, se observé la desaparicion de las
sefales asociadas al grupo alilo y la aparicion de una sefal a & 3,5 ppm correspondiente

al protén del OH anomérico, confirmando la desprotecciéon del C-1 de 16.

Habiendo aislado el disacarido 17, la posicion anomérica se activo por tratamiento
con tricloroacetonitrilo en presencia de DBU para dar 18 con 77% de rendimiento

(Esquema 3.12).

LAY R
O _o OH CIsCCN, DBU o &

OBz OBz

O\[(CCI3
0Bz CH,CI, (anh.), 0 °C, Ar OBz NH
OBz (77%) OBz
? B
OBz 17 OBz 18

Esquema 3.12

El analisis por RMN 'H confirmé la obtencién del producto deseado 18 por presencia
de un singulete a © 8,77 ppm, sefial diagndstica correspondiente al NH del
tricloroacetimidato. Asimismo, a d 6,42 ppm se identifico la resonancia del H-1 como un
doblete de °J;2 = 1,4 Hz, corrido ~1 ppm hacia campos mas bajos respecto del H-1 del

hemiacetal 17, por efecto desprotector del nuevo sustituyente anomérico.

3.7.3. Glicosidacion. Obtencion de N-(bencil)benciloxicarbonil-5-
aminopentil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-
bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopirandsido (19)

Una vez sintetizado el donor de manosilo 18, se procedié con su acoplamiento al
amino linker 8. Para ello se eligieron las condiciones utilizadas previamente en la sintesis

del 5-aminopentil glicosido 11. Dado que se trataba de una reaccion rapida se decidio

disminuir la temperatura a -40 °C para evitar reacciones secundarias indeseadas.
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Una vez iniciada la reaccion, a los 5 minutos se observo por ccd la conversion del
compuesto de partida a una mancha principal, que se aislé por cromatografia en columna
(tolueno/AcOEt) y se caracterizé como el glicésido 19 deseado (Esquema 3.13). En los
espectros de RMN 'H (Figura 3.13) y C (Figura 3.14) del producto, la union de los
fragmentos se evidencio por la presencia de las sefales del amino linker, distorsionadas
por la presencia de rotameros, y en el corrimiento >1,5 ppm de la resonancia del H-1 hacia

campos mas altos (6 ~4,92 ppm) respecto del imidato 18.
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Figura 3.13. Espectro RMN 'H (300 MHz, CDCIz) de 19.

Para verificar la estereoquimica del nuevo enlace glicosidico se realizé un
experimento de RMN "3C acoplado a 'H. EI C-1 se identifico como un doblete de constante
de acoplamiento 'Jcn de 171 Hz, caracteristica de un enlace a-1,2-trans.?’:27?1 Este
resultado confirmé el curso estereoselectivo de la reaccion, favorecida por la participacion
del grupo éster en C-2 de 18.
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Figura 3.14. Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCIs) de 19.

Habiendo confirmado la obtencién de 19, la reaccioén se escald 26 veces para obtener
mas masa del glicosido y continuar con la sintesis de 2. El analisis por RMN 'H del
producto aislado por cromatografia en columna (tolueno/AcOEt) revel6 que, a diferencia
del ensayo anterior, la reaccion habia rendido una mezcla compuesta por el producto
deseado y un subproducto en proporcion ~7:3. La purificacién cromatografica utilizando
un sistema de solventes de elucién alternativo (hexano/AcOEt) permitié aislar algunos
miligramos del subproducto y posibilitd su caracterizacion por RMN. Cabe destacar que,
dado que los compuestos tenian polaridades similares, resulté complicado aislar

fracciones puras de cada componente de la mezcla.

El espectro de RMN *C del subproducto, en adelante 20, (Figura 3.15) mostré
similitudes con el espectro de 19, esto es, desplazamientos quimicos comparables en la
zona anomérica y presencia de las sefiales del amino linker, lo que sugeria que se trataba
de una molécula de estructura similar. Sin embargo, en la zona de carbonilos se
observaron cuatro sefiales en lugar de las cinco correspondientes a los benzoilos 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, CDCls) del subproducto 20.

Al comparar los espectros protonicos 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 desplaz6 ~1 ppm hacia campos mas altos, lo cual apuntaba
a la ausencia del grupo protector en esta posicion. En segundo lugar, el desplazamiento
quimico del H-5 de 20 se registrd a 6 3,44 ppm, valor caracteristico de f-mandsidos segun
las observaciones de D. Crich y S. Sun.?’ En este trabajo, los autores reportaron que,
asi como en el RMN 'H de 20, la resonancia del H-5 de los 4,6-O-bencilidén B-mandsidos
aparece tipicamente como un multiplete aislado del resto de las sefiales sacaridicas, entre
0 3,3-3,4 ppm, mientras que en los andémeros a el H-5 aparece a campos mas bajos (d

3,6-3,9 ppm), tal como se observa en el RMN 'H de 19.

A partir de la informacidon espectroscopica, se dedujo que el subproducto de
glicosidacion era el N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-3-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-B-D-manopirandsido (20), esto es, el analogo de

19 de configuracion B (1,2-cis) con OH-2 libre.
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Figura 3.16. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCIs) del subproducto 20.

Si bien la sintesis de mandsidos 1,2-cis es un desafio, diversos autores demostraron
que los p-mandsidos pueden obtenerse utilizando donores con grupo 4,6-O-
bencilidén,!?71:273-278 incluso cuando se emplean glicosil tricloroacetimidatos y TMSOTf
como promotor.?78 Sin embargo, en estas condiciones la presencia de un grupo éster en
C-2 resulta dominante, y favorece la formacion de los analogos 1,2-trans.®" Teniendo en
cuenta estos antecedentes, se concluyd que la obtencion inesperada del f-mandsido 20
fue consecuencia de la hidrélisis del grupo participante del imidato 18 en el medio de

reaccion, 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 glicosidacion hacia el glicésido 1,2-cis no deseado,
se ensayaron estrategias alternativas de proteccién de la unidad de manosa. Entonces,
se sintetizaron imidatos analogos 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 glicosidacién no pudo ser aislado con buen
rendimiento, observandose descomposicion, ya sea en el medio de reaccion (cuando se
utilizé el analogo benzoilado) o durante la purificacion cromatografica (cuando se empled
el derivado acetilado). Ante estos resultados, se optd por dirigir los esfuerzos a buscar

condiciones de glicosidacion que evitaran la hidrdlisis del benzoato en C-2 de 18.
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Tomando como punto de partida el protocolo aplicado inicialmente (Esquema 3.13),
se estudio la influencia de distintos parametros de reaccién (acido de Lewis, equivalentes,
temperatura, uso de tamices moleculares) sobre la composicion del crudo de la
glicosidacion (determinado por RMN 'H). Las condiciones ensayadas se detallan en la

Tabla 3.3. Las filas A y B corresponden a los ensayos descriptos al inicio de esta seccién.

Tabla 3.3. Ensayos de glicosidacién de 18 con el amino linker 8.2

Ref. oy Promotor bl TSy Mleboe
A 46 TMSOTY 0,20 -35/-40 100:0
B 1195 TMSOTF 0,15 -35/-40 70:30
cd 47 TMSOTF 0,15 -35/-40 100:0°
D 320 TMSOTY 0,10 -35/-40 87:13
E 164 TMSOTF 0,25 -35/-40 100:0
F 51 BF,.OEt, 0,12+0,06+0,06  -35/-40 85:15
G 133 TMSOTF 0,05 + 0,05 -65/-70 n.d.e
H 48 TMSOTF 0,20 -35/-40 100:0

@ En todos los casos el volumen de solvente fue de 65 mL/(mmol de 18) y el tiempo de reaccion de
20 min luego de cada agregado de acido de Lewis. ® ymol de 18. ¢ Relacion determinada por
integracion del H-1 de 19 (5 4,92 ppm) y de una sefial diagndstica de 20 (5 4,73 ppm) en el RMN
H del producto crudo. ¢ Realizado en ausencia de tamices moleculares. ¢ Se observé producto de
hidrolisis del imidato (17) en rel. ~1:1 (ccd). f Se obtuvo un subproducto sacaridico no identificado
en rel. ~8:2 (RMN 'H). 9 Mezcla compleja. n.d=no determinado.

Dado que esta reportada la hidrolisis de ésteres catalizada por tamices
moleculares,'?”7:278 en primer lugar, se evalud la influencia de este agente desecante
repitiendo la reaccién en ausencia de tamices. En estas condiciones, no se observo
formacion del subproducto 20, pero se obtuvo una cantidad significativa del producto de
hidrélisis del imidato 18 (hemiacetal 17), en una relacién aproximada 17/19 de 1:1. Se
concluyod, entonces, que los tamices eran necesarios para evitar la degradacion del donor
(Fila C, Tabla 3.3).

A continuacion, se estudidé la influencia de los equivalentes y el tipo de acido
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 favorecian la formacion del
producto 19 (Fila A, Tabla 3.3). No obstante, la reaccion mostré una marcada sensibilidad
a pequefias variaciones de este parametro, evidenciando que la estrategia de reaccion
era poco robusta. Por este motivo, se evalud el uso de BF;.OEt, como acido de Lewis
alternativo (Fila F, Tabla 3.3). En este caso, la reaccion fue muy lenta y requirié agregados

sucesivos de promotor hasta observar avance por ccd. Asimismo, el ensayo rindié un
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crudo con una elevada proporcion de subproducto (19/20, 85:15), por lo que se descarté

el reemplazo del acido de Lewis.

Alternativamente, se realizé una prueba con TMSOTf a menor temperatura (entre -65
y -70 °C) para estudiar si una disminucion de la velocidad de la reaccién permitia controlar
la formacién de 20. Sin embargo, esta condicidon no mejoro la selectividad y dio lugar a

una mezcla compleja de productos (Fila G, Tabla 3.3), por lo que también se descarto.

En base a los resultados obtenidos, se establecieron como condiciones dptimas de
glicosidacion el uso de 0,2 equivalentes de TMSOTT, 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 permitié obtener como unico producto el a-

manosido 19, precursor protegido del glicosido 2 deseado.

3.7.4. Desproteccion. Obtencion de 5-aminopentil B-D-galactofuranosil-
(1—3)-a-D-manopiranésido (2)

Habiendo obtenido el glicosido 19, el paso siguiente era la liberacién de las

posiciones protegidas de la molécula.

P 5 OBz P59 o
o &A OYOvPh o &A OYO\/Ph
0Bz NaOH, MeoH  ROH

O~ ~_N-_Ph O~ ~_N_Ph
—_— >
OB ° OH
oBz - 0°Cata. OH
OBz 19 (83&') OH 21

Esquema 3.14

En primer lugar, el compuesto se traté con hidroxido de sodio en metanol para
remover los grupos ésteres (Esquema 3.14). El analisis por RMN del producto aislado
resultd consistente con la obtencion de 21. En particular, en el espectro de RMN de *C
se observd la desaparicidon de las sefales de carbonilo asociadas a los benzoilos,

confirmando la hidrdlisis total de estos grupos protectores.

R Rt
o) 0_0._Ph 0
OH & N H, (45 psi), 10% Pd/C OH O&A

O

o _~_~_N_Ph > O _~_~_NH;.HOAc
MeOH:THF:H,0:AcOH
OHOH 10:5:4:1, t.a. OHOH
OH 21 (76%) OH

Esquema 3.15

Por ultimo, el compuesto 21 se disolvié en una mezcla de MeOH/THF/H.O/AcOH y
se sometié a una hidrogendlisis a alta presion, para dar el acetato del compuesto 2 (2’)

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 registrd la desaparicion de las senales correspondientes al grupo
bencilidén protector de la unidad de D-Manp, asi como de los grupos bencilo y
carboxibencilo protectores del amino, demostrando que la reaccidn habia sido completa.
Asimismo, en la zona alifatica de los espectros se identificaron sefiales a & 1,91 ppm
(RMN "H) y & 24,0 ppm (RMN '3C), caracteristicas del metilo del grupo acetato, lo que
confirmé que el compuesto aislado correspondia al acetato del producto deseado 2, tal

como se habia observado durante la sintesis de 1.

Ho— ©OH
HO -0
O (0] 1
OH 7.

' 0 _*__NH,HOAc
a c e

oH°!

OH 2

. . . . . . . . .
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 3.17. Espectro de RMN 'H (400 MHz, D20) de 2’.
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Ho— ©OH
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c-2 ca Ca C-=2 S O_A A _NH, HOAC
c-4 c3 C5cw / c4 ©F or°"
C-6
OH 2
84 8 80 78 76 74 7 70 68 6 64 6 C-b
C-c
C-d
C-1" C1

T T T T
920 80 70 60 50 40 30 20

. . . . . . . .
180 170 160 150 140 130 120 110 100
f1 (ppm)

Figura 3.18. Espectro de RMN '3C (101 MHz, D20) de 2’.

De esta forma, se concluyé la sintesis y caracterizacion del disacarido 2. El paso
clave y mas desafiante de esta ruta sintética fue la glicosidacién entre el imidato de
D-Galf-B-(1->3)-D-Manp (18) y el amino linker 8, en el cual se registré la formacién de un
subproducto como consecuencia de la hidrélisis del benzoilo en C-2 de 18. Mediante la
aplicacion de distintas modificaciones al protocolo de glicosidacién, se identificaron
aquellas condiciones que permitieron obtener el disacarido a deseado como Uunico

producto.

3.8. Sintesis del 5-aminopentil a-glicésido de D-Galf--(1->3)-D-Manp-
a-(1->3)-D-Manp (3)

3.8.1. Glicosidacion. Obtenciéon de alil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranosil-
(1—3)-4,6-0O-bencilidén-2-0O-benzoil-a-D-manopiranésido (23)

Para obtener el esqueleto sacaridico del compuesto 3, era necesario acoplar el

imidato de B-D-Galf~(1>3)-D-Manp 18 con el alil mandsido 7. La sintesis de ambos

fragmentos fue descripta anteriormente para la obtencién del disacarido 2.

La glicosidacion de 7 con 18 se llevé a cabo utilizando TMSOTf como promotor y
diclorometano como solvente (Esquema 3.16). El analisis por RMN del producto crudo de

la reaccion revelé que el compuesto mayoritario (> 75%) era el trisacarido deseado 22.
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OBz
OBz

OBz

En la zona anomérica del espectro de *C (Figura 3.19) se registrdé la sefal
caracteristica del C-1 de B-galactofuranosa a & 102,8 ppm, junto con las resonancias
anomeéricas de los dos residuos de a-D-Man a 99,8 (C-1") y 99,7 (C-1) ppm, confirmando
la incorporacién del nuevo residuo de a-D-Man a la molécula. En esa misma regién se
identificaron las sefales correspondientes a los C acetdlicos de los grupos bencilidén
protectores, a & 101,9 y 101,3 ppm. En el espectro 'H-"*C HMBC de 22 se observé una
correlacion entre el C-3 del residuo de manosa terminal (6 73,8 ppm) y el H-1 de la manosa
interna (& 5,52 ppm), consistente con la formacion de la unién glicosidica (1>3) entre
residuos. Asimismo, en el espectro de '*C se observaron cinco sefiales correspondientes

a los grupos benzoilo de 22, lo que indicdé que estos grupos fueron estables a las

PR 522 To
o
OBz

OBz

(e}

18

T

NH

cCls ,

PN\
HO

condiciones de reaccion utilizadas.

Ph/V

OBZ
OBz

TMSOTTf (cat.)
CHZCIZ (anh )

O~ 40 c MS 4A

BzCl,
CsHsN (anh.)
0°Cata., Ar

Esquema 3.16

OBz
-0 Ph

@@
L S

R=Bz; 23 (Rto.,dos pasos=83%)
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I ~ /- [ N o o) fw
OBz 7. Ooo
COPh C-1" C-1 OH
CHPh o8z
x5 - OBz “o
[ — C_1” X2 \ OBz
01
i
22 \\\\
T T T T T T T
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i
m h ‘\
|
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. . . . . . . T . . . . . . . .
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 2¢
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Figura 3.19. Espectro de RMN '3C (101 MHz, CDCls) de 22.
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Asimismo, la formacion de 22 se evidencié en el espectro protonico (Figura 3.20),
donde aparecieron las resonancias caracteristicas del sustituyente alilo del extremo
reductor, una nueva sefal correspondiente al H acetalico del grupo bencilidén, y una
resonancia a & 3,47 ppm correspondiente al OH en C-2 presente en el residuo de D-Man

incorporado en la reaccion.

® |
@ 4104

4.0
f1 (ppm)

Figura 3.20. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIs) de 22.

Previo a la activacion del centro anomérico del trisacarido 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 glicosidacion se tratdé con cloruro de benzoilo para dar 23 con

excelente rendimiento (83% a partir de 18, Esquema 3.16).

En el espectro de RMN "H del producto se registré la desaparicion de la sefial a &
3,47 ppm correspondiente al OH en C-2 de 22, y un corrimiento >1 ppm de la sefal del
H-2 hacia campos mas bajos. Esta informacion, junto con la aparicion de una nueva sefal
de carbonilo en el espectro de RMN 3C, confirmé la incorporacién del grupo benzoilo en

la posicion 2 de la unidad de a-D-Man terminal.
3.8.2. Activacion del centro anomérico de 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranosil-
(1—3)-4,6-0O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranosa

Para la activacion del centro anomérico del nuevo trisacarido 23 se procedié con la

remocion del grupo alilo. Por tratamiento con tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) y dietilamina
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y posterior purificacion del crudo obtenido por columna cromatografica, se obtuvo la

mezcla de hemiacetales 24 con muy buen rendimiento (84%, Esquema 3.17).

OB
Ph/v OZ Ph/v 0Bz
Ph O Ph
Pd(AcO), PPhy
OBz MeOH ( anh) Et,NH OBz
CH,ClI, (anh.),
OBz 2Ll B Bz
OBz ta., Ar OBzo z
OBz (84%) OBz
CI3;CCN, DBU L H/ 247'1
CH,Cl, (anh.), (rel. o/p ~
0°C, Ar
(83%) R=C(NH)CCls; 25
(rel. /B ~10:1)

Esquema 3.17

El espectro RMN "H del producto evidencié la formacién de la mezcla de anémeros.
El H-1 del compuesto mayoritario resonaba a campos mas bajos (6 5,4 ppm) que el H-1
del minoritario (~5 ppm), lo que era consistente con la obtencién de una mezcla de
hemiacetales a/B ~7:1.7% Ese resultado coincide con lo esperado, ya que el compuesto

de configuracién 1,2-frans es el favorecido por efecto anomérico.

Luego, el trisacarido 24 con el extremo reductor libre, se activd con tricloroacetonitrilo
y DBU (Esquema 3.17). El espectro de RMN 'H del producto aislado mostré la sefal
caracteristica del grupo NH del tricloroacetimidato a & 8,82 ppm, junto con la sefal del
H-1 que aparecia a d 6,46 ppm, por efecto desprotector del grupo imidato unido en esa
posicidn. Estas observaciones confirmaron la obtencion del tricloroacetimidato 25, que se

aislé con 83% de rendimiento.

3.8.3. Glicosidacion. Obtencion de N-(bencil)benciloxicarbonil-5-
aminopentil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-
bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranosil-(1—3)-4,6-0-bencilidén-2-0O-
benzoil-a-D-manopiranésido (26)

Habiendo aislado el donor de manosilo 25, se encar6 la glicosidacion con el amino
linker 8 utilizando las mejores condiciones encontradas para la sintesis del 5-aminopentil
glicésido 19 (Fila H, Tabla 3.3, Pagina 78). Entonces, se realizd un ensayo en
diclorometano anhidro con 0,2 equivalentes de TMSOTf que permiti6 obtener el
trisacarido deseado 26 con un rendimiento del 69% (Fila A, Tabla 3.4). Ante este
resultado, la reaccion se escal6 a 0,4 mmol de imidato 25 (2,5 veces), pero el analisis por
RMN 'H del producto crudo evidencio la hidrélisis 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 glicosidacion que permitieran obtener el
producto deseado con buen rendimiento, se estudid esta reaccion variando el solvente

junto con el tipo y equivalentes del agente promotor (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Ensayos de glicosidacién de 25 con el amino linker 8.2

O
PR X~0 O%Z Ho/\/\/\N/ko/\Ph Ph =0 O(sz
0 “\Ph o “S\Ph
o_ "o Ph O o A
OBz o OBz

d\ J
O 8 o O
OBz OBz Promotor, MS 4A OBz OBz
OBz ~0 - OBz 0
OBz Solvente (anh.), -30 °C, Ar OBz

O._CCl, RO

25 NH 26, R=CH,(CH,)4N(Bn)Cbz
24, R=H (mezcla a/B)

Ref. (E:::; Solvente Promotor PrE?rllj(i)‘thor Rezlé:r;;iar R;Z;’ '
A 138 CH,CL, TMSOTf 0,20 100:0 69
B 400 CH,CL, TMSOTSf 0,20 29:71 18
c 53 CH,Cl,  TMSOT 0,20 24 may. -
D 53 CH,CL, BF,.OEt,  0,16+0,08+0,08 100:0¢ --
E 37 Et,O TMSOTf 0,25 100:0 59
F 448 Et,0 TMSOTf 0,20 100:0 91

@ En todos los casos el volumen de solvente fue de 60 mL/(mmol de 25), y el tiempo de reaccion fue
de 15 min luego de cada agregado de acido de Lewis. ® ymol de 25. ¢ Relacion determinada por
integracion de las sefiales de H-1 de 26 (6 4,93 ppm) y de H-2a y H-13 de 24 (8 5,61 y 5,02 ppm)
en el RMN "H del producto crudo. ¢ Se observa un subproducto sacaridico no identificado en relacién
0,6:1 (RMN 'H) respecto de 26.

Para evitar la hidrélisis del imidato de partida, se realizd6 un nuevo experimento
extremando las medidas para disminuir el contenido de agua de los reactivos, pero aun
asi se obtuvo 24 como producto mayoritario (Fila C, Tabla 3.4). El uso de BF3.OEt, como
promotor tampoco resultdé adecuado, ya que se detecté por RMN la presencia de un
subproducto sacaridico desconocido (Fila D, Tabla 3.4). Finalmente, al emplear éter etilico
anhidro como solvente se obtuvo el glicésido 26 con 59% de rendimiento, sin evidencias
de hidrdlisis del imidato de partida (Fila E, Tabla 3.4). La repeticién de este ensayo a
mayor escala (12x) confirmo 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 sintesis de 26 mas eficiente y reproducible (Esquema 3.18).
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Ph/vo OBOZ Ho/\/\/\N o Ph Ph/v OBZ
Ph

Ph

OBz 8 OBz

OBs TMSOTf (cat.), MS 4A .
OBz OBz
OBz Et,0 (anh.), -30 °C, Ar OBz
O._CCly (91%)

I

Esquema 3.18

La ausencia de producto de hidrélisis ante el cambio de solvente podria estar
relacionada con la formaciéon de un complejo entre el ion oxacarbenio y el éter etilico
(solvente participante) como intermediario de glicosidacion,® que resultd mas reactivo

frente al ataque nucleofilico de 8 respecto al del agua.

Alternativamente, este resultado podria 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
destilacion. En contraste, el secado del diclorometano con P,Os no incluye un indicador
que permita detectar la humedad remanente, lo que podria resultar en un solvente con
mayor contenido de agua. Esta diferencia podria explicar la aparicion del producto de

hidrolisis al utilizar diclorometano como solvente de glicosidacion.

Una vez optimizada la sintesis, el nuevo 5-aminopentil glicésido 26 se caracterizé por
RMN. En el espectro de RMN '3C (Figura 3.21), se observaron las sefiales del amino
linker, tanto de la cadena alquilica (20-30 ppm) como de los metilenos bencilicos de sus
grupos protectores a & 50,8/50,5 y 67,3 ppm, lo que confirmé la incorporacién 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 3-D-Galfa & 102,8 ppm (C-1"),
y de las unidades de a-D-Manp a 100,3 ppm (C-1’) y 98,6 ppm (C-1). La estereoquimica
a del nuevo enlace glicosidico se confirmé por medio de un experimento de RMN 'H-"3C
HSQC acoplado (Figura 3.22), en el que la sefial de C-1 de 26 mostré un 'Juc de 178 Hz,

valor caracteristico de mandsidos 1,2-trans.?’!

En linea con lo observado en el espectro de RMN "*C, el espectro de RMN 'H (Figura
3.23) mostrod, en la zona anomérica, dos singuletes a 5,37 y 5,34 ppm correspondientes
al H-1 de la unidad de a-D-Manp (H-1") y de B-D-Galf (H-1"), respectivamente. A campos
mas altos, aparecia el H-1 de 26, como una sefal ancha debido a la presencia de
rotdmeros. Asimismo, en la zona alifatica (& 1,0-1,8 ppm) se identificaron las sefales

asociadas al amino linker, lo que sumo evidencia a la obtencion del precursor 26.
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Figura 3.21. Espectro de RMN 3C (101 MHz, CDCls) de 26.
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Figura 3.22. Espectro de RMN 'H-3C HSQC acoplado (400 MHz, CDCls) de 26.
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Figura 3.23. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) de 26.

3.8.4. Desproteccion. Obtencion de 5-aminopentil B-D-galactofuranosil-
(1—3)-a-D-manopiranosil-(1—3)-a-D-manopiranésido (3)
Habiendo sintetizado exitosamente el glicosido protegido 26, restaba liberar las

posiciones protegidas a fin de obtener el galactofurandsido deseado 3. En primer lugar,

se efectud la hidrdlisis de los grupos benzoilo de 26 en medio basico (Esquema 3.19).

H
Ph" N0 O,%Z Ph/v ?
0. _o PP NaOH,
OBz o (0] (o) MeOH OH
OBz 0Bz OH
OBz ~0 OH
OBz OYO\/P (55%) OH ~Ph

26 OWNvPh

Esquema 3.19

Por purificacién por columna del crudo de reaccién, se obtuvo una fraccion pura del
producto. En el espectro de RMN 'H se observo un corrimiento hacia campos mas altos
de los protones en las posiciones previamente benzoiladas de 26 (H-2, H-2’, H-2”, H-3”,
H-5" y H-6"), a la vez que en el espectro de '*C se registro la desaparicion de las sefiales
de carbonilo entre 8 164 y 167 ppm. Estas observaciones confirmaron que la hidrélisis de

los grupos ésteres fue completa, obteniéndose como producto el compuesto 27.
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Finalmente, el compuesto aislado en el paso anterior se sometié a una hidrogendlisis
a alta presién en MeOH/THF/H>-O/AcOH para eliminar los grupos protectores remanentes
(Esquema 3.20). La purificacion cromatografica del producto crudo de la reaccion permitio

obtener el compuesto 3’ con 50% de rendimiento.

MRS
o oﬁq’w
OH e H, (45 psi), 10% Pd/C
oy OH
/ MeOH:THF:H,0:AcOH
OH 9 10:5:4:1, t on’
oH o_Ph 10541 a. OH

o
T\l/ (50%) ) A2 HOAC

Esquema 3.20

El producto obtenido se caracterizé por RMN. En los espectros de 'H (Figura 3.24) y
3C (Figura 3.25) se registré la desaparicion de las resonancias asociadas a los grupos
bencilidén protectores de las unidades de D-Manp y a los grupos bencilo y carboxibencilo
protectores del grupo amino de 27, evidenciando que la reaccion habia sido efectiva.
Asimismo, en ambos espectros se identificd una sefal en la zona alifatica (6 1,91 ppm en
el "H y 23,9 ppm en el '*C) consistente con la incorporaciéon de un grupo acetato, lo que
indicd que se habia aislado el acetato del compuesto 3 (3’), de forma analoga a lo
observado previamente en la sintesis de los 5-aminopentil glicosidos 1 y 2. De esta
manera se concluy6 con éxito la sintesis del fragmento con galactofuranosa terminal

restante.
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* Las asignaciones pueden estar intercambiadas.
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3.9. Conclusiones

En resumen, en esta primera parte del capitulo se describié en detalle el trabajo
realizado para obtener por primera vez los 5-aminopentil glicésidos 1, 2 y 3, a partir de los
precursores 6, 7 y 8, comunes a todas las rutas sintéticas. Estos precursores se
obtuvieron en escala multigramo a partir de D-galactosa, D-manosa y 5-aminopentanol.
Para lograr un procedimiento costo-€ficiente de sintesis de 7, precursor de la unidad de
D-Manp, se realizé un estudio detallado de las condiciones de reaccion que permitio

duplicar el rendimiento de la ruta sintética respecto del obtenido en el primer ensayo.

Asimismo, las reacciones de glicosidacion de los donores de manosilo 18 y 25 con el
amino linker protegido 8 resultaron desafiantes. Sin embargo, las modificaciones
introducidas en los protocolos de reaccién permitieron superar estas dificultades y obtener

los precursores del disacarido 2 y del trisacarido 3 con buenos rendimientos.

La estrategia de sintesis elegida resultdé altamente selectiva, reproduciendo con
fidelidad la regio- y estereoselectividad de las cadenas sacaridicas presentes en el core
del LPG y en el GIPL-1 de L. braziliensis, e incorporando de manera eficiente el amino
linker en su extremo reductor. Ademas, el trabajo realizado condujo al aislamiento y

caracterizacion de 16 nuevas moléculas, que no habian sido reportadas anteriormente.

Finalmente, los glicésidos 1’, 2’ y 3’ se reservaron para su uso en la fabricacion de
microarreglos de glicanos, con el fin de evaluar su inmunorreactividad frente a sueros de

pacientes con leishmaniasis tegumentaria americana.
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Capitulo 3. Segunda parte

En esta segunda parte del capitulo se describe el disefio del camino sintético y los
resultados de la sintesis de los compuestos 4 y 5 (Esquema 3.21), presentes en el core

oligosacaridico del LPG y en el extremo no reductor del GIPL-2 de Leishmania.

OH

OH HO oH
Q Q
HO
Hol HOA—"8S HO~HO
7O SO ®5 HO’@A
{ \_/ O~ NH2
" a4 —OH 5

O-@—m C-©-@

Esquema 3.21

3.10. Diseno de las rutas sintéticas para la obtencién de 4y 5

Las rutas de sintesis de los galactofuranésidos constitutivos del GIPL-2 se disefiaron
a partir del analisis retrosintético de los compuestos 4 a 5, presentado en el Esquema
3.22. Asi como para la obtencion de los glicosidos 1-3, se establecié una estrategia
sintética convergente basada en un conjunto de bloques constructores comunes, entre
ellos los compuestos 7 y 8, empleados previamente como precursores de la unidad de D-
Manp y del amino linker, respectivamente. La secuencia de acoplamiento consistio en la
incorporacion de las unidades sacaridicas desde el extremo no reductor al reductor,
seguido de la introduccion final del grupo 5-aminopentilo. En las rutas sintéticas elegidas,
se empled nuevamente el método del tricloroacetimidato y se emplearon grupos ésteres
participantes en C-2 para favorecer la formacion estereoselectiva de glicésidos 1,2-frans

(flechas rojas, Esquema 3.22).

Para la incorporacién del fragmento a-D-Galp(1->3)-D-Galf se eligio el precursor 29
(Esquema 3.22), previamente reportado por Gandolfi-Donadio L. et al?®! En dicho
trabajo, el disacarido se obtuvo a partir de dos bloques constructores: el
tricloroacetimidato de 0-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-3-D-galactopiranosilo) (30) y la 2-O-
benzoil-5,6-O-isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (31) (Esquema 3.22). En esta
estrategia, la formacién del enlace a-glicosidico entre las unidades se ve favorecida por
el efecto anomérico, ya que el donor presenta un grupo no participante en C-2, y por el
empleo de éter etilico como solvente participante. En cuanto al aceptor de
galactofuranosilo, resulta interesante el uso de un derivado de la D-galactono-1,4-lactona
como precursor de la galactofuranosa interna. La ventaja de esta estrategia radica en que,
durante la glicosidacién que da lugar al disacarido, el OH anomérico de la D-Galf se

encuentra virtualmente protegido por la funcién lactona. Posteriormente, la reduccion de
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este grupo permite obtener el furandsido libre, que puede ser activado para dar un nuevo
donor, en este caso el compuesto 29. El precursor de D-Galf 31 contiene, ademas, un
grupo benzoilo participante en C-2 adecuado para generar las uniones

galactofuranosidicas 1,2-trans presentes en los objetivos sintéticos 4 y 5.

OGP
HO oH 0GP 1
0 © T
HO o GPO A% GPO-_ OGP 3 :
HO HO 0 IGF + O . GPO -Q NN ¢ >3
O . HO . "0 ' HO N ‘
0 o Retro-glicosidacion 0} + é ;
! n
O~~~ N, ——————— O\n/CCIa 8
OH OGQGP NH P
OH 5
OH OGP

HO
7 OAI
OH OBn 0Bn e :
OH ; ;
° BnO% - (Plosn 30
BnO ' :
HO Retro-glicosidacion 0o IQF + Retrg)— 1BnO OTCCb :
Q.0 o\/\/\/NH2 con 8 T O CCly glicosidacion ! BnO NH 3
o OH o OBz T 5 ************ 3
S : KOH ¢
OH 4 o !
29 OBz
i i6 i ' (OGP 31
IGF = interconversién de grupos funcionales 3 o

GP = grupo protector [ ]

Esquema 3.22

A continuacion, se describira la sintesis de los precursores 30 y 31, su acoplamiento

para dar 29 y, luego, la obtencion de los glicosidos 4 y 5.

3.11. Sintesis del precursor de D-Galp, tricloroacetimidato de O-
(2,3,4,6-tetra-O-bencil-B-D-galactopiranosilo) (30)

Para la sintesis del precursor de la unidad de D-Galp 30, se utilizé el procedimiento
descripto por Gandolfi Donadio L. que partia de metil 3-D-galactopirandsido y constaba
de tres etapas: (a) la proteccion de los hidroxilos libres por bencilacion, (b) la hidrdlisis del
metilo anomérico en medio acido y, (c) la activacién con tricloroacetonitrilo (Esquema
3.23).2791

Como no contabamos con metil B-D-galactopiranésido comercial, el primer paso de
la sintesis fue obtenerlo a partir de D-galactosa. Para ello, se llevd a cabo una
glicosidacion de Fischer con metanol utilizando resina de intercambio cationico como
agente promotor, segun lo descripto por Moradei O. et al. (Etapa |, Esquema 3.23).128% Sj

bien el procedimiento de referencia empleaba metanol anhidro, observamos que se
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obtenian resultados similares al utilizar metanol sin tratamiento previo. El proceso
simplificado rindié un producto crudo que, segun el analisis por RMN '3C, correspondia a
una mezcla de a,B-metil-D-galactopirandsidos y a,B-metil-D-galactofuranésidos.!?®" En
concordancia con la estabilidad termodinamica relativa, se observé un predominio de las
formas piranésicas, con una relacion piranosa/furanosa cercana a 6:1 (determinacién

cualitativa por RMN '3C).[282.283]

Método A - Sintesis secuencial

ETAPA | ETAPA 1l ETAPA 1l
(48%) (55%) (62%)
1) MeOH, oB oB CI,CCN OBn
Amberlite IR120 H, n n 3~ OBn
e oo & AcOH, TFA OBn_ K,COs (anh.) &
-Ga R ——— J— -
BnO BnO BnO 0._CCly
2) BnBr, NaH, oBnoMe o obn O cH,Cl, (anh.), 0Bn
DMF (anh.), 100 °C ta., Ar
0°Cata., Ar 32 33 30

Método B - Sintesis simplificada
(27%, 3 pasos)

Esquema 3.23

Con el fin de aislar las formas pirandsicas del metil galactésido, se intentaron
purificaciones del crudo de reaccion por cristalizacion en distintos solventes, sin éxito.
Dada la alta polaridad de los componentes de la mezcla y la dificultad de separarlos por
columna cromatografica, se decidié continuar directamente con el paso de bencilacién
sobre el producto crudo, con la expectativa de aislar luego el compuesto 32 (Esquema
3.23).

Una vez efectuada la bencilacién, se ensay® la recristalizacién del producto crudo en
las condiciones reportadas por Gandolfi Donadio L.[?”®! pero, como no fue posible aislar
los metil galactopirandsidos deseados, se procedié con la purificacion por columna. De
esta forma se aislé metil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a,3-D-galactopirandsido (32)?% en una
relacion ~7:3 (RMN "H) con 48% de rendimiento.

Para la liberacion del centro anomérico y la formacién del tricloroacetimidato, se
siguieron las condiciones reportadas (Etapas Il y Ill, Esquema 3.23) para dar el donor
3023 como un sdlido cristalino cuyas propiedades fisicoquimicas y datos
espectroscépicos fueron coincidentes con los descriptos. El método desarrollado para

obtener 30 en tres etapas a partir de D-Gal se denominé “Método A”.

Dado que se requeria gran cantidad del precursor 30 para la sintesis de 4 y 5, el
proceso debid escalarse (4x), partiendo de 24 g de D-galactosa. A escala multigramo, las

purificaciones cromatograficas resultarian tediosas y requeririan de gran cantidad de
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insumos, por lo que se puso el foco en eliminarlas. Entonces, se ensayd una secuencia
alternativa de sintesis (“Método B”) en la cual las etapas Il y 1l se realizaron directamente
sobre los crudos de los pasos previos sin purificar (Esquema 3.23). Asimismo, se
realizaron modificaciones adicionales, detalladas en la Tabla 3.5, que permitieron

optimizar la sintesis y simplificar las operaciones.

Tabla 3.5. Cambios aplicados sobre el método secuencial de obtencion de 30 (Método A),
que dieron lugar al método simplificado (Método B, Esquema 3.23).

Etapa Cambios introducidos

* Escalado 4x.

* Eliminacién de la purificacion cromatogréafica.

* Escalado 4x.

* Uso de reactor encamisado para efectuar la reaccidn y el workup.
* Incorporaciéon de un lavado bésico al crudo del paso |.

* Eliminacién de la purificacidon cromatogréafica.

* Escalado 4x.
1] * Reduccién del volumen de CH,CL, en un 43%.
* Reduccién de los equivalentes de CLl;CCN y de K,CO4 en un 28%.

El nuevo esquema resultd exitoso y permitié aislar el compuesto deseado con un
rendimiento del 27% a partir de D-galactosa, mayor al registrado a través del Método A
(16%). De esta forma, 30 se obtuvo en escala multigramo bajo un proceso mas eficiente,

con menor numero de pasos y menor gasto de insumos.

3.12. Sintesis del precursor de D-Galf, 2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-

D-galactono-1,4-lactona (31)

Una vez aislado el donor de D-galactopiranosilo, el paso siguiente consistia en
sintetizar el precursor 31. Para ello, se eligio la estrategia reportada Gandolfi-Donadio
L., que partia de D-galactono-1,4-lactona y consistia en formar el 5,6-O-isopropilidén
derivado y luego benzoilar de forma regioselectiva el OH-2 del anillo, para dar una unidad
de D-Galf con OH-3 libre.

Como no disponiamos de D-galactono-1,4-lactona comercial, este compuesto se
sintetizé a partir de D-galactosa por oxidacién con Br..[?#9! Una vez confirmada la obtencion
del compuesto deseado por RMN "H y 3C, se continué con la ruta sintética elegida, por
reaccion del producto crudo con 2,2-dimetoxipropano y acetona en medio acido (Esquema
3.24). La sintesis permitié obtener 3427 con 61% de rendimiento a partir de D-galactosa,

y sus datos espectroscopicos fueron coincidentes con los reportados.
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o) 0}
0 BzCl,
1) Br,, NaHCO3 H,0, t.a. OH CsHsN (anh.)  ROH 0
D-Gal > R
2) 2,2-dimetoxipropano, 0 OH -15°C, Ar o OBz
acetona (anh.), H,SOy (c), 4A MS, >< >
o 0 0

0°C, Ar

(61%) 34 (56%) 31

Esquema 3.24

Para llevar a cabo la benzoilacion, el compuesto 34 se tratd con 1,1 equivalentes de
cloruro de benzoilo. En estas condiciones, la reaccion rindi6 como producto mayoritario
(56%) el 2-O-benzoil derivado 312 junto con el producto de disustitucion (18%). Este
resultado, sumado a la ausencia del producto monosustituido en la posicién 3,
confirmaron la mayor nucleofilicidad del hidroxilo a respecto del B por efectos
estereoelectréonicos, como habia sido descripto por de Lederkremer R. M. y

colaboradores.?%l

De esta forma, se obtuvo el derivado de D-galactono-1,4-lactona con OH-3 libre,
necesario para la glicosilaciéon con 30. Cabe destacar que, al igual que en la seccion
anterior, se intentaron simplificar las operaciones de sintesis para obtener el precursor de
manera mas costo-eficiente. En este caso, se ensayo la sintesis de 31 a partir de D-Gal
suprimiendo la purificacion cromatografica del intermediario 34 (Esquema 3.24). Sin
embargo, el producto final se obtuvo acompanado de impurezas desconocidas e
inseparables, lo que demostrd que era necesario purificar 34 por columna previo al paso

de benzoilacion.

3.13. Sintesis del 5-aminopentil B-glicésido de D-Galp-a-(1->3)-D-Galf
(4)

3.13.1.Glicosidacion. Obtencidén de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-
galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-D-galactono-1,4-
lactona (35)

Una vez obtenidos los fragmentos 30 y 31, se procedié con el acoplamiento de las
unidades. Para ello, se siguid el método descripto por Gandolfi-Donadio L. et al.[?3]

(Esquema 3.25).

Desafortunadamente, al efectuar la reaccién en el laboratorio no se pudo reproducir
el resultado reportado. Si bien el compuesto 3513 se obtuvo como producto mayoritario,
el rendimiento registrado (45%) fue menor al reportado (60%) y, durante la purificacion
por columna, se aisldé un 38 % de un subproducto de menor polaridad. Este compuesto

se identifico por RMN como 2,3,4,6-tetra-O-bencil-N-tricloroacetil-a,3-D-
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galactopiranosilamida (36, Esquema 3.25).2%1 Cabe destacar que en el trabajo utilizado
como referencia, Gandolfi Donadio et al. no reportaron la formacién de estas acetamidas

durante la glicosidacion.

OBn
OBn
o)
o BnO
o) n OBn
"oBn OH O TMSOTf (cat.), BRO 0Bn
0 4A MS 0o QK
BnO 0. _CCls + oBz = o™ BnO N._CCly
Bno [ Oy Et,0 (anh.), BnO Y
o) 0°C, Ar OBz 0
30 31 35 O 36
o<

Esquema 3.25

En las glicosidaciones mediadas por tricloroacetimidatos, las acetamidas son
productos secundarios frecuentes,?65287-289 y gy formacion esta favorecida cuando
intervienen donores muy activados (armados) y/o aceptores voluminosos o poco

nucleofilicos.

El concepto de donores “armados”/’desarmados”, introducido por Fraser-Reid
B.12%0.291 y ampliado posteriormente por Demchenko A. V.,[2922%9 clasifica a los donores
segun su reactividad en funcién de los grupos protectores de la molécula. Segun los
estudios de Fraser-Reid, los donores sustituidos con grupos dadores de electrones, como
los éteres, son mas reactivos que aquellos sustituidos por grupos acilos, que actian como
atractores de electrones. El aumento de reactividad en los donores armados estaria
asociado a dos factores: la mayor nuclecfilicidad del grupo saliente hacia el promotor, y
una estabilizacion adicional del ion oxacarbenio intermediario de la reaccion.®! En el
presente caso, el donor 30 se encontraba totalmente protegido por grupos bencilos, por
lo que se trataba de un donor armado, susceptible de dar el producto de transposicion del

imidato.

Si bien, clasicamente, el mecanismo de conversion del imidato a la acetamida se
atribuyo a un reordenamiento intramolecular tipo-Chapman,?®*¥ recientemente Codée J.
D. C. y colaboradores cuestionaron esta teoria, demostrando que las acetamidas podian
formarse via transferencia de aglicona.l*®® Segun este mecanismo, una vez iniciada la
reaccion de glicosidacion, el N del grupo tricloroacetimida de una molécula de donor sin
reaccionar actua como nucledfilo, atacando a un ion oxacarbenio y generando una glicosil

acetamida junto con un nuevo ion oxacarbenio.

Segun los estudios de Schmidt R. R. y Toepfer A., una estrategia para evitar la

formacion del producto de transposicion cuando se emplea un tricloroacetimidato armado
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es aplicar un “procedimiento inverso” de glicosidacion, en el que el donor se adiciona a

una mezcla de aceptor y promotor.[2%!

En vistas de la dificultad encontrada al efectuar el acoplamiento del imidato 30 con el
aceptor 31, y teniendo en cuenta los conceptos anteriores, se ensayaron modificaciones
al procedimiento aplicado inicialmente (Fila A, Tabla 3.6) en busca de aquellas
condiciones que minimizaran la formacion de 36. En primer lugar, para evaluar si era
posible modular la reactividad de 30, se intenté controlar la velocidad de activaciéon del
imidato mediante la disminucién de: (a) los equivalentes de promotor, y (b) la temperatura
de reaccion. Sin embargo, estas estrategias no fueron adecuadas ya que, en ambos
casos, se obtuvieron productos crudos con cantidades apreciables de subproducto (Filas
By C, Tabla 3.6). Cabe destacar que la temperatura minima ensayada fue de -10 °C dado

que por debajo de ese valor 30 se tornaba insoluble en la mezcla de reaccién.

Tabla 3.6. Condiciones de glicosidacion ensayadas en la optimizacion del acoplamiento
entre 30y 31.2

Ref. Escala Equiv. Temp. Orden de Rel. molar Rend.
(mmol)® TMSOTf (°C) agregado 35:36 ¢ (%)
A 0,3 0,4 0 Proc. Normal 2:1 45
B 0,3 0,05 0 Proc. Normal 1:1 n.d.d
C 0,3 0,05 -10 Proc. Normal 1:1 n.d.d
D 0,3 0,05 -10 Proc. Inverso® 1:0 61
E 3,7 0,05 -10 Proc. Inversof 4:1 84
F 6,0 0,05 -10 Proc. Inversof 4:1 79

2 En todos los casos el solvente fue éter etilico ([30] = 50 mM) y la reaccioén se finalizé cuando se
observo desaparicion de 30 por ccd; ®mmol de 30; ¢ Relacién determinada por integracion de las
sefiales del H-2 de 35 (6 5,88 ppm) y de H-1ay H-13 de 36 (5 5,61 y 5,08 ppm, respectivamente) en
el RMN "H del producto crudo; 9 el crudo no se purifico; © el donor se agrego a lo largo de 6 minutos;
f el donor se agrego a lo largo de 20 minutos. n.d.=no determinado.

Proc. Normal: Se adiciona el promotor a una mezcla de 30 y 31.; Proc. Inverso: Se adiciona el donor
30 a la mezcla de 31 con el promotor.
Entonces, se realiz6 un ensayo de glicosidacion utilizando el “procedimiento inverso”,
que resulté exitoso ya que no se detectd acetamida 36 en el crudo de reaccion (Fila D,
Tabla 3.6). Luego, en experimentos a mayor escala, se ensayd la disminucion de la
velocidad de agregado del donor, con el objetivo de mantener al aceptor de glicosilo como
la especie mayoritaria en la mezcla al inicio de la reaccion y, de este modo, favorecer el
acoplamiento entre los azucares. En estas condiciones, si bien se registré formacion del
subproducto, el rendimiento del a glicésido deseado 35 fue muy bueno (84 y 79%, Filas

E y F, Tabla 3.6) e incluso supero al reportado en el procedimiento de referencia.
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En conclusién, la aplicacién de condiciones de glicosidacion inversas permitié
controlar la formacién de la acetamida y aumentar significativamente el rendimiento del
producto deseado, que pasé de un 45%, obtenido inicialmente, a un 84%. Estas mejoras
se tradujeron en una mayor eficiencia en la sintesis del disacarido, lo que permitié obtener

3,2 g de precursor 35 con menor consumo de reactivos y otros insumos.

3.13.2. Activacion del centro anomérico de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-
galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-D-galactofuranosa

Habiendo aislado el disacarido 35, se encar¢ la activacion del centro anomérico de
la galactofuranosa segun el protocolo descripto por Gandolfi-Donadio L. et al.[?]
(Esquema 3.26).

En primer lugar, se efectud la reduccién selectiva de la lactona por tratamiento con
disiamilborano para dar 37 con rendimiento moderado (53%). El producto de la reaccion
se caracterizé por RMN, donde se identifico la presencia de una mezcla de anémeros en

relacién B/a 2:1.

OBn OBn OBn
OBn OBn OBn
o} 0 0
1. DSB, THF (anh.),
BnO BnO BnO
BnO| o ta., Ar BnO| o Cl,CCN, DBU BnO| o J‘t“'
> > > »
0 0 . 0 OH > 0 0~ >cely
2.H,0,H,0, 0°C CH,Cl, (anh.),
0°C, Ar
35 o OBz ) 37 o OBz . 29 o OBz
o< (63%) o 2:1) Lo>< (81%) Bla4:1) Loo<

Esquema 3.26

Una vez confirmada la obtencién del hemiacetal, el centro anomérico se activd por
tratamiento con tricloroacetonitrilo y DBU. En los espectros de RMN 'H y 3C del producto
se observo el patrén de sefiales reportado para el B tricloroacetimidato derivado,?¥ junto
con sefiales adicionales que eran consistentes con la presencia del anémero a en relaciéon
B/a 4:1. El corrimiento hacia campos mas bajos (~ 1 ppm) de los H-1 respecto de las
mismas sefales en el espectro de 37 se atribuyd a la formacion del acetimidato
anomérico, confirmando que se habia aislado el compuesto deseado 29. Ademas, el
espectro protonico mostro las sefales caracteristicas del NH del tricloroacetimidato de

ambos andémeros, a 6 8,61y 8,41 ppm.
3.13.3.Glicosidacién. Obtencion de N-(bencil)benciloxicarbonil-5-
aminopentil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-
5,6-O-isopropilidén-B-D-galactofuranésido (38)

Habiendo activado el centro anomérico del disacarido D-Galp-a-(1->3)-D-Galf, se

procedié con el acoplamiento del azucar al precursor del amino linker 8. Para efectuar
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esta reaccion, se emplearon condiciones de glicosidacién ya descriptas y desarrolladas
en esta Tesis.

0
HO ™~ N0 P
OBn N 0Bn
OBn Ph OBn
(0} 8 o}
Ph
BnOA— ° NH TMSOTf (cat), MS 4A  PNO"NS o
- > - N_ O
0 07 CCly 0 O hil ~Fh
CH,CI, (anh.), -15 °C, Ar 0
OBz OBz
29 | o (72%) o 38
o< <

Esquema 3.27

La purificacion por columna del crudo de la reaccion permitié aislar el producto
deseado 38 con buen rendimiento (Esquema 3.27). En el espectro de RMN 'H (Figura
3.26) se identifico la resonancia del H-1 a & 5,04 ppm, desplazado mas de 1,5 ppm hacia
campos mas altos respecto de la misma sefal en el imidato, lo que indico la formacién de
la unién glicosidica. El H-2 se detecté a 6 5,39 ppm como un singulete ancho (J12 < 1 Hz),
confirmando la formacién estereoselectiva del glicésido 1,2-frans por asistencia del éster
en C-2. Tanto el espectro protdnico como el de *C (Figura 3.27) mostraron las sefales
correspondientes al amino linker protegido, confirmando la incorporacion de este
fragmento a la molécula. Asimismo, se identificaron las sefales de los grupos protectores,

que fueron estables bajo las condiciones de glicosidacion.

5.391

|
T T T
o o —
S] S] =)
— ~ -
T T T
5.4
©
<
™
T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 0.0

Figura 3.26. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIs) de 38.
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Figura 3.27. Espectro de RMN 13C (101 MHz, CDCls) de 38.

3.13.4.Desproteccion. Obtencion del del 5-aminopentil a-D-galactopiranosil-
(1—3)-B-D-galactofurandsido (4)
Una vez aislado con éxito el 5-aminopentil glicosido 38, restaba eliminar los grupos

protectores en pos de obtener el compuesto 4 deseado. Para ello, se aplicd un protocolo
de tres pasos (Esquema 3.28).

OBn
OBn OBnOBn
0 o)
BnO I?n AcOH, BnO Bn
BnO| o O\/ﬁ\/N\ H,0 BnO| o o N
(0] 3 Cbz W 0 \/W “Cbz
OH
O>< 38 OH

ta 10% Pd/C 0 \/Hﬁ

OH
OH fo)
NaOH, R=Bz; 39 ' HO S
MeOH, H, (45 psi), O o

R=H:40 ——————————> NH,.HOAc
MeOH/THF/ OH
H,O/ACOH OH
10:5:4:1, ta. OH 4' (Rto., 3 pasos=69%)

Esquema 3.28

En primer lugar, el disacarido 38 se tratd con acido acético acuoso a 80 °C con el fin
de hidrolizar el grupo isopropilidén sobre la unidad de D-Galf (Esquema 3.28). Los
espectros de RMN 'H y 3C del crudo de reaccion evidenciaron la formaciéon de un Unico

compuesto, carente de las senales asociadas al acetal. En el espectro protdnico se
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observd, ademas, el corrimiento de las resonancias del H-5 y los H-6 hacia campos mas
altos respecto de las mismas sefales de 38, confirmando que estas posiciones se habian

desprotegido para dar 39.

El jarabe obtenido, sin purificar, se traté con hidréxido de sodio en metanol y el
producto crudo de reaccion se analizé por RMN. En el espectro protdnico se evidencio un
corrimiento >1 ppm de la senal de H-2 de D-Galf hacia campos mas altos, indicativo de la
desproteccion del hidroxilo en esa posicion. Por otro lado, en el RMN 3C se observo la
desapariciéon de la sefial del carbonilo del grupo benzoilo presente en el espectro de 39.
Estos datos confirmaron que la hidrélisis habia sido exitosa, dando como producto el

compuesto 40 (Esquema 3.28).

Por dultimo, el crudo de la reaccion anterior se disolvid en una mezcla de
MeOH/THF/H>O/AcOH y se sometié a una hidrogendlisis a alta presion para desproteger
el grupo amino terminal y remover los bencilos de la unidad de D-Galp. La purificacién
cromatografica del producto permitié aislar el compuesto deseado 4 como el acetato 4’
con 69% de rendimiento a partir de 38 (tres pasos de reaccién). En los RMN 'H (Figura
3.28) y 3C (Figura 3.29) de 4’ se evidencio la desaparicion de las sefiales de los bencilos
de la unidad de D-Galp y de los grupos protectores del amino. Se identificaron resonancias
en la zona alifatica a & 1,92 ppm ('H) y & 23,9 ppm ('3C), tipicas del grupo acetato, de

forma analoga a lo registrado previamente en la sintesis de los compuestos 1-3.

TN OO N OO RN NP NONAIMTTNORRNOTRNAONTMODAANOO AT N DO o OETNOOHRMOO ]
RN R R R RN B BN b TSI S8R OYNI 8RR NMR TSR A8 2E23RTCBIRITHA
Qoo NNAN"HATHO0O0OGPOOVRRVEROROEANNNNNNNNOOOOVYYYYINNGS QSO ANNOVOYOVOVOYY T
T R R R R R R R R R R R R R R R R R e It e o - e |
il A R A N e e ona R prinioiinioiohainbe

= ——
TN on Qoo nwnao NRNNO N OH
[SE-R-R- NN BrRais cece c9
v < FF FEEE FEEE T F Q
~\ - NI SN SACSN HO M
b d
3 HOl o oA _L_ NH,HOAc
H-1 ©] 1 a c e
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i OH
OH 4
CHs
O; 2 o o &
> 8 S S S
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—_—T T T T T
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CHz-C
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'
<
&
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Figura 3.28. Espectro de RMN 'H (400 MHz, D20) de 4’.
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Figura 3.29. Espectro de RMN 13C (101 MHz, D20) de 4°.
* Las asignaciones pueden estar intercambiadas.

De esta forma, se concluyé con la sintesis del disacarido 4, aislado como el
correspondiente acetato 4’. La ruta sintética elegida permitid obtener el 5-aminopentil
glicésido con la regio- y estereoquimica deseadas. La utilizacién del método del
tricloroacetimidato como estrategia de glicosidacién fue compatible con los grupos
funcionales elegidos, y la asistencia anquimérica del grupo éster en C-2 de la unidad de

D-Galf permitié formar la union glicosidica 1,2-trans con el amino linker.

Como precursores de las unidades de D-Galp y D-Galf se utilizaron los compuestos
30 y 31, obtenidos a partir de D-galactosa. Se implementaron mejoras en los métodos de
sintesis de estas moléculas para escalar el proceso, lo que permitié aislar los precursores
en escala multigramo. Asimismo, a través del estudio de la reaccién de acoplamiento entre
estas unidades, se optimiz6 la conversion al intermediario clave 35, que se obtuvo con

excelente rendimiento (84%).
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3.14. Sintesis del 5-aminopentil a-glicésido de D-Galp-a-(1->3)-D-Galf-
B-(1->3)-D-Manp (5)

3.14.1.Glicosidacion. Obtencion de alil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-
galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén--D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopirandsido
(42)

Habiendo obtenido con éxito el galactofurandsido 4, se encaré la ruta sintética del
trisacarido 5. La estrategia elegida utilizaba como precursores el imidato de D-Galp-a-
(1=>3)-D-Galf 29 y el alil manopiranésido 7, sintetizados previamente. Para el
acoplamiento de las unidades se aplicaron las mismas condiciones de sintesis del
glicésido 38 (Esquema 3.29), que habian resultado efectivas para acoplar el mismo donor

con el aceptor 8.

OBn OBn
OBn OBn
(e} (0} RO
TMSOT( (cat.), -\~
BnO BnO Ph Q 8
BnO| o J\ﬂ* Ph 5% HO CH,Cl; (anh.) BnO| o Ooﬁ&
@ o”ccCl; . HO > 0
& -15°C, O~
o OBz >N MS4A, Ar ° OBz
2 7

BzCl, R=H; 41
CsHsN (anh.)
0°Cata,A
ata,Ar R=Bz; 42 (Rto., 2 pasos=57%)

Esquema 3.29

En el producto crudo de esta reaccion se observé por ccd una mancha mayoritaria.
Para su caracterizacion, una fraccion del solido obtenido se purifico cromatograficamente

y se analizé por RMN, lo que permitié confirmar la formacion del trisacarido deseado 41.

Por un lado, en la zona anomérica del espectro de RMN '3C se identificaron las
resonancias de C-1 de los residuos de D-Galfa 6 102,7 ppm y de D-Galp a 99,0 ppm junto
con dos senales asociadas al residuo de D-manosa (el C-1 a 6 99,7 ppm y el C acetalico
del bencilidén a & 101,7 ppm) que confirmaron la incorporacion de esta unidad a la
molécula (Figura 3.30). Por otro lado, en el espectro de RMN 'H (Figura 3.31), se identificd
la resonancia de H-1" a & 5,11 ppm como un singulete ancho, caracteristico de [3-
galactofurandsidos. Esta sefial confirmé la formacién del enlace glicosidico 1,2-trans por
participacion del grupo benzoilo en C-2 de la unidad de D-Galf. Por ultimo, en el espectro
'H-3C HMBC del compuesto se observo una correlacion entre el H-1 de D-Galf y el C-3
de D-Manp (Figura 3.32), confirmando la formacion regioselectiva del enlace glicosidico

(1=>3) entre las unidades.
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Figura 3.32. Espectro 'H-"3C HMBC (400 MHz, CDCIs) de 41.

Habiendo identificado a 41 como producto mayoritario de la glicosidacion, se continud
trabajando con el resto del crudo sin purificar. La mezcla se traté con cloruro de benzoilo
(Esquema 3.29), obteniéndose 42 como un sélido con 57% de rendimiento a partir de 29.
En el espectro proténico de 42, la resonancia del H-2 de la D-Manp aparecié desplazada
>1,5 ppm hacia campos mas bajos respecto de la misma sefal en 41, lo cual resultd
consistente con la incorporaciéon de un grupo atractor de electrones sobre esa posicion.
Sumado a esto, en el espectro de RMN "3C se observo una nueva resonancia en la zona

de carbonilos, confirmando la incorporacion del grupo benzoilo a la molécula.
3.14.2. Activacion del centro anomérico de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-
galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-B-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-D-manopiranosa

Para poder a introducir el amino linker al trisacarido sintetizado era necesario activar

su extremo reductor. La estrategia empleada (Esquema 3.30) fue analoga a la utilizada

anteriormente en la activacion de 16 y 23.
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OBn
OBn oBn
oBn_ o o) B0
BnOO/o & MeOH (anh.), Et,NH O/o o oR
O CH,CI, (anh.),
OBz t.a., Ar o OBz
O 0,
o< 42 (82%) o<

CI;CCN, DBU R=H; 43 (o/p 5:1)
CH,Cl, (anh.),

0°C, Ar R=C(NH)CCls; 44 (solo a)
(86%)

Esquema 3.30

La reaccion de 42 con tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) y dietilamina rindi6é el
hemiacetal 43 con muy buen rendimiento (82%). El analisis por RMN mostré la
desaparicion de las sefales asociadas al grupo alilo que estaban presentes en los
espectros de 42 y confirmd la formacién de una mezcla de hemiacetales a/8 en relacion
5:1. ElI anémero a resulté el mayoritario en concordancia con su mayor estabilidad

termodinamica debida al efecto anomérico.

Seguidamente, el trisacarido 43 se traté con tricloroacetonitriio y DBU para dar el
imidato 44, el cual se aislé con 86% de rendimiento (Esquema 3.30). La formacion del
tricloroacetimidato se evidencio en el espectro RMN 'H por la aparicion de la resonancia
del NH del imidato a & 8,76 ppm (Figura 3.33). A su vez, el H-1 se identific6 como un
doblete a 6 6,39 ppm (3J12 = 1,5 Hz), muy desprotegido por accién del nuevo grupo unido
en esa posicion, con una constante de acoplamiento consistente con la formacién del

manopiranosil imidato de configuracion 1,2-trans.
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Figura 3.33. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIs) de 44.

3.14.3. Glicosidacion. Obtencion del N-(bencil)benciloxicarbonil-5-
aminopentil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-
5,6-O-isopropilidén-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-
benzoil-a-D-manopiranésido (45)

Una vez aislado y caracterizado el imidato donor 44, se procedio con la glicosidacion
con el amino linker. Para efectuar esta reaccidn, se emplearon las condiciones

optimizadas previamente durante el estudio de la manosilacién de 18 con el aceptor 8,

descripto en la primera parte de este capitulo.

o}
OBn OBn
OB HoWNkkoAPh OBn_
BzO BzO
BnO PSR |o 8 Ph BnO P52 _|o
B”OO/O o TMSOTT (cat.), MS 4A B”OO/O o Oyovph
O, CCly CH,C, (anh), 30 °C, Ar Of) AN-Ph
OBz NH OBz 3
o (91%) o
O>< 44 O>< 45

Esquema 3.31

La glicosidaciéon de 44 con 8 permitio obtener el trisacarido 45 con excelente
rendimiento (91%, Esquema 3.31). Es importante destacar que, en este caso, la
glicosidacion rindi6 como unico producto el a-glicésido 1,2-trans, favorecido por la

participacion anquimérica del benzoilo en C-2 de la unidad de D-Man.
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La incorporacién del amino linker a la molécula se evidenci6 por la presencia de las
sefales alifaticas caracteristicas de su cadena alquilica y de los metilenos asociados a
sus grupos protectores, tanto en el espectro RMN "H (Figura 3.34) como "*C (Figura 3.35).
El H-1 de la unidad D-Manp aparecio en el espectro protdnico a & ~4,87 ppm como un
multiplete por efecto de la formacién de rotameros asociados a la presencia del grupo
carbamato en el linker. La estereoquimica a del nuevo enlace se confirmé a través de un
experimento 'H-C HSQC acoplado, en el que se observd que la constante de
acoplamiento 'Jcn del C-1 era de 177 Hz, valor caracteristico de mandsidos 1,2-trans
(Figura 3.36).
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Figura 3.34. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) de 45.
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Figura 3.35. Espectro de RMN 13C (101 MHz, CDCIs) de 45.
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3.14.4. Desprotecciéon. Obtencién de 5-aminopentil a-D-galactopiranosil-
(1—3)-p-D-galactofuranosil-(1—3)-a-D-manopiranésido (5)
Una vez aislado el glicésido 45, era necesario liberar el trisacarido de sus grupos

protectores para obtener el 5-aminopentil glicésido 5, objeto de sintesis. Para ello, se

utilizé una secuencia de reacciones de desproteccion analoga a la aplicada sobre 38.

B OBn
0 nOBno OBno
BzO RO
BnO PSSO Lo BnO HO~"To
Bno| o © - Cbz Bno| o "9y Cbz
o 0 P2 ACOH, H,0 5 ‘
o) N, ——————> o) N
° Bn
1 \/Hg/ Bn 80°C OR \W
o< 45 OH

NaOH, R=Bz; 46
MeOH,
t.a.
R=H; 47 (Rto., dos pasos= 65%)

Esquema 3.32

En primer lugar, se efectud la hidrdlisis de los acetales protectores de las unidades
de D-Galf y D-Manp de 45 por tratamiento en medio acido a 80 °C (Esquema 3.32). El
analisis por RMN del crudo de reaccién evidencié la formacion del compuesto 46 como
producto mayoritario, ya que no se observaron las resonancias de los nucleos asociados

a los grupos bencilidén e isopropilidén presentes en los espectros de 45.

Luego, sobre el crudo del paso anterior se efectud la hidrélisis en medio basico de
los grupos ésteres, que permitié obtener 47 con 65% de rendimiento en dos pasos a partir
de 45 (Esquema 3.32). La obtencion del producto 47 se confirmé en el espectro de RMN
3C con la desaparicion de las resonancias de los carbonilos, y en el espectro de "H por
el corrimiento >1 ppm hacia campos mas altos de las resonancias de los protones
ubicados en las posiciones desbenzoiladas (H-2' y H-2), que aparecieron a © 4,35y 3,83

ppm, respectivamente.

OBn HO
OBn_ OH o
HO H, (45 psi), HO— HO
BnO HO 2 HO
HO -0 10% Pd/C HO -0
B”OO/O & Cz  ———— HOO/O O&A
o N MeOH/THF/ 0 NH,.HOAc
1. 5~ “Bn  H,0/AcOH 6 VW 2
OH 10:5:4:1, t.a. OH
OH 47 (98%) OH 5

Esquema 3.33

La ultima etapa del trabajo consistio en la desproteccién de la molécula por remocién
de los grupos protectores del amino terminal y de los éteres bencilicos presentes en la

unidad de D-Galp. Para ello, se realiz6 la hidrogendlisis a alta presion de 47 en una mezcla
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de solventes MeOH/THF/H>O/AcOH (Esquema 3.33), que permitio aislar el compuesto
objetivo 5 con excelente rendimiento (98%).

En los espectros de RMN 'Hy '3C (Figura 3.37 y Figura 3.38) se identificaron sefiales
consistentes con la obtencion del glicosido 5, junto con resonancias a 6 1,91 ppm (RMN
H) y 23,9 ppm (RMN 'C), caracteristicas de un grupo metilo. Estas sefiales son
consistentes con la formacién del acetato de 5 (5°), en analogia con los productos de

hidrogendlisis obtenidos en la sintesis de 1-4.
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Figura 3.37. Espectro de RMN 'H (400 MHz, D20) de 5°.
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Figura 3.38. Espectro de RMN '3C (101 MHz, D20) de 5’.

3.15. Conclusiones

En esta segunda parte del capitulo se presentd la primera sintesis de los 5-
aminopentil glicésidos 4 y 5, a partir de los precursores 29, 7 y 8. Para optimizar la
obtencion de 29 se introdujeron mejoras en los protocolos utilizados como referencia, lo
que permitié incrementar los rendimientos y simplificar las operaciones involucradas en
los distintos pasos de reaccion.

Las reacciones desarrolladas en esta seccion condujeron a los compuestos obijetivo,
presentes en el core del LPG y en el extremo no reductor del GIPL-2, y al aislamiento y

caracterizacion de 10 nuevas moléculas no reportadas previamente.

Finalmente, los compuestos 4’ y §’ se reservaron para los ensayos de reconocimiento

de anticuerpos por microarreglos de glicanos, que se describen a continuacion.
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Capitulo 4

4.1. Introduccion

Como ya se ha mencionado, en las infecciones por microorganismos patdégenos, los
carbohidratos de superficie son reconocidos por componentes del sistema inmune
humano, lo que a menudo desencadena la produccién de anticuerpos anti-glicano.[2%7:2%
En el caso de la infeccion por Leishmania, los glicolipidos de superficie mas abundantes,
el lipofosfoglicano (LPG) y los glicoinositolfosfolipidos (GIPLs), inducen la generacion de
anticuerpos especificos,[7:2%3% |o que los convierte en blancos prometedores para el

desarrollo de plataformas diagnésticas.

Habiendo sintetizado los 5-aminopentil galactofurandsidos 1-5, fragmentos
terminales del GIPL-1 y GIPL-2 de Leishmania braziliensis, se procedié a evaluar su
antigenicidad con el objetivo de utilizarlos como elementos de reconocimiento de
anticuerpos en sueros de pacientes con leishmaniasis tegumentaria americana (LTA). En
esta etapa se investigaron los motivos estructurales involucrados en el reconocimiento
inmunoldgico y se analizo la posible presencia de interacciones cruzadas con sueros de

pacientes con enfermedad de Chagas.

Dado que la complejidad sintética de los oligosacaridos dificulta la obtencién de
grandes cantidades de material, los microarreglos de glicanos son plataformas ideales
para evaluar su inmunorreactividad. Esta técnica permite realizar gran cantidad de
ensayos con cantidades minimas de compuesto (en el orden de los miligramos), y su
formato posibilita la deteccién simultanea de distintos tipos de interaccion mediante el uso

de diversas sondas de deteccion secundaria especificas.['4%

4.2. Analisis de la inmunorreactividad mediante microarreglos de

glicanos

Para los estudios de inmunoreactividad, se utilizaron 16 sueros archivados de
pacientes con diagnodstico positivo (n = 8) o negativo (n = 8) de leishmaniasis tegumentaria
americana (LTA). Las muestras fueron provistas por el Dr. J. Diego Marco del Instituto de
Patologia Experimental (Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Salta)
y correspondian a sueros de individuos residentes en la provincia de Salta, quienes se
presentaron a la consulta médica con lesiones sospechosas de infeccion por Leishmania.
Para el diagnéstico de los pacientes, los sueros se analizaron por dos técnicas: PCR y
ELISA. Para ampliar la informacion sobre la procedencia de las muestras, se sugiere

consultar el Capitulo 6, Seccion 6.2.1.1.
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El procedimiento experimental para realizar el ensayo de inmunorreactividad
mediante microarreglos de glicanos constd de cuatro etapas principales: (1) el anclaje de
los glicésidos a una superficie, (2) la incubacion de la superficie con los sueros de
pacientes, (3) la incubacion con anticuerpos secundarios marcados con fluoréforos, y (4)
la deteccidn de la fluorescencia (Figura 4.1.A). Todas estas operaciones se realizaron en
el Laboratorio de Glicobiologia y Desarrollo de Vacunas del Max Planck Institute of

Colloids and Interfaces situado en Potsdam, Alemania.

A.
Medicion de
fluorescencia
5
Microplaca de vidrio activada con NHS
W Incubacién con
p ‘ anticuerpos
Anclaje de los - 4S secundarios
glicésidos 4 marcados

) 2 4

Patréon de \
impresion

Microarreglo de glicanos Incubacién
con los sueros

. @@~
00
0000
98-
008 -
~0®-~ -

Figura 4.1. (A) Flujo de trabajo empleado en el ensayo de reconocimiento de anticuerpos
mediante microarreglos de glicanos. Imagen adaptada de Pai J. et al.l3%" (B) Detalle del
patrén impreso sobre las placas en 64 campos idénticos conformando una grilla de 4 x 16.
Los numeros corresponden a los 5-aminopentil glicésidos sintéticos 1-5. “IgG”, “IgM” e
“l[gA”’= inmunoglobulinas comerciales, utilizadas como controles de isotipo; “Rha” =
Rha(a1-2)Rha(a1-2)Rha(a1-1) aminopentanol, utilizado como control positivo; “PB"=buffer
de impresién (printing buffer), utilizado como control negativo.
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En primer lugar, los glicanos se anclaron a placas de vidrio (portaobjetos)
funcionalizadas con ésteres de NHS, por reaccion del grupo amino terminal de los
compuestos 1-5 para dar uniones amida. Para ello, se utilizé una plataforma robética que
permitié sembrar los glicésidos sintéticos segun el patrén de impresidén esquematizado en
la Figura 4.1.B. Este patron se replico 64 veces sobre la superficie del portaobjetos,
formando una grilla de 4x16 campos idénticos. En cada campo se incluyeron, ademas de
los glicanos 1-5, diferentes controles: posiciones sin glicano como control negativo (“PB”);
posiciones modificadas con un trimero de L-ramnosa (‘Rha”), de alta afinidad por
anticuerpos humanos, como control positivo; y posiciones modificadas con

inmunoglobulinas comerciales como controles positivos de isotipo.

Una vez preparados los microarreglos, las placas se incubaron con sueros
individuales de pacientes positivos y negativos para LTA (“LTA +" y “LTA -9
respectivamente), colocando un suero por cada campo de la placa tal como se
esquematiza en la Figura 4.2). Luego de la incubacién y de los lavados correspondientes,
se emplearon anticuerpos secundarios marcados con fluoréforos especificos para
detectar los anticuerpos capturados sobre la superficie. Se utilizaron anticuerpos anti-lgG,
anti-lgM y anti-IgA, conjugados con “AlexaFluor488”, “AF637” y FITC, respectivamente,
los cuales fueron detectados mediante un lector de fluorescencia. Las sefales de
“AlexaFluor488” y FITC se registraron a 488 nm, mientras que la de “AF637” se midi6 a
637 nm. A modo de ejemplo, la Figura 4.2.A muestra un fragmento de la imagen obtenida
tras el escaneo a 637 nm de una de las placas. Dentro de cada campo (I-1V), se observa
la fluorescencia correspondiente a cada glicésido o control, dispuestos segun el patron de
impresion (Figura 4.2.B), en respuesta a la incubacién con una determinada muestra de

suero (Figura 4.2.C).
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A.

Suero Suero
“LTA+#1” | “LTA+ #2”

I11 |AY
Suero Suero
“LTA-#1" | “LTA-#2”

Figura 4.2. (A) Fragmento de la imagen obtenida tras la deteccion de fluorescencia a 637
nm de un microarreglo. Cada cuadrante (I-IV) fue incubado con una muestra distinta de
suero “LTA +” 0 “LTA -“. Los puntos brillantes indican la presencia de anticuerpos IgG en
esa posicion. (B) Ampliacion del cuadrante |, donde se observa la fluorescencia registrada
en cada punto del patron de impresion. (C) Detalle de la identidad de las muestras de
suero ensayadas en cada campo del panel A. “LTA +"= suero de paciente positivo para
LTA; “LTA -“ = suero de paciente negativo para LTA.

Una vez obtenidos los valores de fluorescencia, los datos fueron clasificados y
procesados por separado segun el isotipo de inmunoglobulina evaluado (IgG, IgM o IgA).
Se construyeron graficos representando valores promedio de fluorescencia de los grupos
de sueros positivos (“LTA +”) y negativos (“LTA -“), en funcién del glicésido ensayado.
Luego, con el objetivo de determinar si existian diferencias estadisticamente significativas
en los niveles de anticuerpos anti-glicanos entre ambos grupos, se utilizé el Test de Mann-
Whitney.

En el caso de IgA, se observaron intensidades de fluorescencia bajas en todas las
muestras analizadas, sin diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
sueros positivos y negativos (Figura 4.3). Dado el escaso reconocimiento de los glicésidos
por anticuerpos IgA séricos, este ensayo se descarté como estrategia para el desarrollo

de una herramienta de diagnaostico.
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Figura 4.3. Analisis de la concentracion de anticuerpos IgA afines a los glicésidos
sintéticos 1-5 en sueros individuales de pacientes diagnosticados como positivos (verde,
“LTA +”) o negativos (rojo, “LTA -“) de LTA. Los sueros se diluyeron 1:100 en 1% BSA-
PBS. Se presentan los valores medios con desvios estandar. El grupo positivo se comparé
con el negativo utilizando el test multiple de Mann-Whitney, con (***) p<0,0002, (**)
p<0,0021y (*) p<0,0332.

En 1gG, los valores medios de fluorescencia fueron mas elevados que en IgA para
todos los glicosidos ensayados (Figura 4.4), aunque no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de anticuerpos especificos anti-glicanos
entre los grupos “LTA +”y “LTA -“. No obstante, para el compuesto 3 se registré un p valor
de 0,065, cercano al criterio de aceptacion (p<0,0332). Dado que la muestra de sueros
analizada fue pequefia, seria pertinente reevaluar este glicosido en un estudio con una

cohorte de mayor tamafio para confirmar su potencial diagndstico.

En el caso de IgM, se registraron valores de fluorescencia mayores y diferencias mas
marcadas entre sueros positivos y negativos, en comparacion con lo observado para IgG
(Figura 4.5). El analisis estadistico revel6 diferencias significativas en los niveles de IgM
especificas frente a los glicosidos 3 (p=0,0006) y 4 (p=0,0104). El analisis estadistico
reflejé una antigenicidad mas marcada del trisacarido D-Galf-B-(1->3)-D-Manp-a-(1->3)-
D-Manp-a (3), fragmento terminal del GIPL-1, con respecto al compuesto D-Galp-a-(1->3)-
D-Galf-B (4), motivo terminal del GIPL-2.
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Figura 4.4. Analisis de la concentracion de anticuerpos IgG afines a los glicésidos
sintéticos 1-5 en sueros individuales de pacientes diagnosticados como positivos (verde,
“LTA +”) o negativos (rojo, “LTA -“) de LTA. Los sueros se diluyeron 1:100 en 1% BSA-
PBS. Se presentan los valores medios con desvios estandar. El grupo positivo se comparé
con el negativo utilizando el test miultiple de Mann-Whitney, con (***) p<0,0002, (**)
p<0,0021y (*) p<0,0332.

3 4 5

Estos resultados sugieren, en primer lugar, que el residuo de a-D-Galp, presente en
4 pero ausente en 3, no es imprescindible para inducir una respuesta humoral IgM frente
al parasito. Considerando que este residuo es altamente inmunogénico en primates,??2"
es posible que la capacidad diagnéstica de 4 esté atenuada por la presencia de

anticuerpos anti a-Gal preexistentes en sueros de pacientes no infectados.

Asimismo, la mayor inmunorreactividad del compuesto 3 podria deberse, por un lado,
a la ubicacion del residuo de B-D-Galf en el extremo no reductor del oligosacarido, o bien

a que 3 representa un fragmento mas extenso de la estructura de los GIPLs tipo-Il.

Por ultimo, la composicién de anticuerpos observada podria indicar que el GIPL-1 es
una estructura mas inmunogénica, o bien mas abundante en la superficie de Leishmania

braziliensis, en comparacion con el GIPL-2.

En general, los ensayos mostraron la presencia de inmunoglobulinas IgM e 1gG con
afinidad por el glicésido 1 (la unidad de [B-D-Galf) tanto en sueros positivos como
negativos. La deteccion de estos anticuerpos en individuos no infectados sugiere que los
pacientes presentaban un nivel basal de inmunoglobulinas especificas frente a este
residuo, posiblemente debido a exposiciones previas a microorganismos que contienen

galactofuranosa en su pared celular, tales como hongos (Aspergillus,
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Paracoccidioides),?%?  bacterias patdégenas (M. tuberculosis, K pneumoniae,
Salmonella enterica),®*3%! y miembros de la microbiota humana (Bacteroides
eggerthii).*% En consecuencia,el uso del residuo de B-D-Galf aislado resulta inadecuado

para el desarrollo de herramientas diagnésticas para L. braziliensis.

IgM
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Figura 4.5. Anadlisis de la concentracion de anticuerpos IgM afines a los glicosidos
sintéticos 1-5 en sueros individuales de pacientes diagnosticados como positivos (verde,
“LTA +”) o negativos (rojo, “LTA -“) de LTA. Los sueros se diluyeron 1:100 en 1% BSA-
PBS. Se presentan los valores medios con desvios estandar. El grupo positivo se comparé
con el negativo utilizando el test multiple de Mann-Whitney, con (***) p<0,0002, (**)
p<0,0021y (*) p<0,0332.

Por otro lado, se observé que los sueros infectados presentaron predominancia de
anticuerpos anti-glicanos IgM respecto de los IgG. La predominancia de los anticuerpos
IgM podria estar relacionada con el tipo de respuesta inmune que los seres humanos
desencadenan frente a los carbohidratos. Estas estructuras actian como antigenos
T-independientes tipo 2 (TI-2), y se caracterizan por inducir preferentemente la secrecién
de anticuerpos IgM vy restringir el cambio de isotipo a 1gG.?%3% Sj bien no hay
antecedentes de respuestas IgM sostenidas en leishmaniasis cutanea y mucocutanea,
este fenomeno ha sido observado en pacientes con leishmaniasis visceral®®® y en otras

infecciones por patégenos intracelulares, como Coxiella burnetii y Ehrlichia muris.3%310

Una consideracion importante en la busqueda de métodos de diagndstico de LTA
basados en carbohidratos de L. braziliensis, es la posibilidad de reaccién cruzada con
anticuerpos generados frente a Trypanosoma cruzi, agente etioldgico de la enfermedad

de Chagas. Esta inquietud se debe a que ambas infecciones son endémicas en el
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noroeste argentino,®'! y a que existen motivos glicosidicos superficiales compartidos
entre ambos parasitos.?'?

Es por esto que en los ensayos por microarreglos descriptos anteriormente se
incluyeron pooles de sueros de pacientes con diagnostico positivo y negativo de
enfermedad de Chagas (n = 10). Luego, la respuesta se comparé con la registrada frente
a pooles de los sueros positivos y negativos para LTA (n = 8) estudiados previamente

(Figura 4.6).
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Figura 4.6. Analisis de la concentracién de anticuerpos (a) IgM y (b) IgG afines a los
glicosidos sintéticos 1-5 en pooles de sueros (n = 8) de pacientes diagnosticados como
negativos (rojo, “Pool LTA -“) o positivos (verde, “Pool LTA +”) para LTA y en pooles de
sueros (n = 10) de pacientes positivos (azul, “Pool Ch +”) o negativos (naranja, “Pool Ch -“)
para la enfermedad de Chagas. Las muestras se diluyeron 1:100 en 1% BSA-PBS.
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Los sueros de pacientes con enfermedad de Chagas presentaron anticuerpos IgM e
IgG especificos para el compuesto 2, correspondiente al disacarido B-D-Galf-(1->3)-a-D-
Manp (Figura 4.6). Esta observacion fue consistente con la presencia de este motivo en
las mucinas y GIPLs de T. cruzi, y evidencié que este fragmento no era un candidato
adecuado para el desarrollo de un test de diagnéstico especifico para LTA. Cabe destacar
que esta respuesta frente a sueros de pacientes chagasicos ya habia sido observada por
Viana S. M. et al. en un ensayo por ELISA.?Z! En contraste, los sueros de individuos
infectados con T. cruzi presentaron bajos niveles de anticuerpos IgM e IgG frente a los
galactofurandsidos 3 y 4 (Figura 4.6), que habia sido identificados previamente como

candidatos promisorios.

En resumen, los microarreglos de los glicanos 1-5 demostraron que los glicésidos 3
y 4 pueden ser utilizados para discriminar muestras de suero de pacientes con infecciones
activas por Leishmania braziliensis de aquellos infectados por T. cruzi, mediante la

deteccién de anticuerpos IgM especificos.

4.3. Conclusiones y perspectivas futuras

La tecnologia de microarreglos de glicanos permitid evaluar exitosamente la
antigenicidad de los glicésidos 1-5 sintetizados en esta tesis. La funcionalidad amino
incorporada en el extremo reductor de los compuestos permitid el anclaje directo de las
estructuras a las microplacas. De esta forma, se registraron los niveles de anticuerpos
IgM, IgG e IgA presentes en sueros de pacientes diagnosticados con leishmaniasis
tegumentaria americana y se observd, como tendencia general, la predominancia de los
anticuerpos anti-glicanos IgM frente a los IgG, y una concentracibn muy baja de

anticuerpos IgA.

La variedad de estructuras ensayadas permitié analizar la influencia de distintos
motivos estructurales en la antigenicidad. Por un lado, se confirmé el rol de la 3-D-
galactofuranosa como motivo antigénico, aunque, el residuo en forma aislada no fue
suficiente para discriminar sueros infectados de no infectados. Entre los glicosidos
evaluados, los compuestos 3 y 4 se destacaron como los mas promisorios para el
diagnéstico seroldgico de leishmaniasis, siendo el trisacarido 3 el mas inmunorreactivo.
Este hallazgo sugiere que el residuo de a-Gal no es un determinante indispensable de la

antigenicidad de los GIPLs tipo-Il de L. braziliensis.

Por ultimo, se evalud la reactividad cruzada de los galactofuranésidos 1-5 frente a
sueros de pacientes con enfermedad de Chagas. Se observaron bajos niveles de

anticuerpos afines a los candidatos 3 y 4, lo que refuerza su potencial como herramientas
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diagnésticas selectivas para LTA en el noroeste de Argentina, donde coexisten las

infecciones por L. braziliensis y por T. cruzi.

A futuro, sera fundamental validar su desempefo en cohortes mayores de pacientes
con LTA y enfermedad de Chagas. Avanzar en esta investigacion permitira consolidar el
uso de estos antigenos puros, obtenidos por sintesis quimica, como componentes

principales de herramientas diagndsticas de interés para la salud publica.
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5.1. Introduccion

En Argentina, cientos de casos de LTA son reportados cada afo.?'® Al ser una
enfermedad que afecta principalmente a individuos que residen en zonas aisladas y de
bajos recursos, su diagnostico suele basarse unicamente en la evaluacién clinica de las
lesiones, en el examen parasitolégico de raspados o aspirados, y en datos
epidemioldgicos.%3' Estas metodologias presentan baja sensibilidad y especificidad y
con frecuencia retrasan el inicio del tratamiento adecuado. Si bien existen métodos mas
sensibles, como la PCR o los ensayos ELISA, estos requieren equipamiento y personal
especializados que a menudo no estan disponibles en centros médicos de baja
complejidad.®'® Es por esto que es necesario el desarrollo de métodos de diagndstico de
LTA que sean confiables, econémicos y portables, para facilitar el acceso al tratamiento

de toda la poblacion.

Para cubrir esta necesidad, los biosensores electroquimicos se destacan por su alta
especificidad y sensibilidad, bajo costo y su potencial de miniaturizacién para uso en
puntos de atencion primaria (point-of-care). En particular, la deteccion mediante
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) se ha convertido en una alternativa
popular, ya que puede llevarse a cabo sin marcacion (formato label-free), lo cual minimiza

el costo del ensayo y los requerimientos de personal e insumos especificos.?38

Ante una infeccién parasitaria, el organismo huésped desencadena una respuesta
humoral, por lo que los anticuerpos circulantes pueden actuar como biomarcadores de
infeccion. Diversos grupos han demostrado que estos anticuerpos pueden detectarse por
medio de biosensores electroquimicos. Chain C. Y. et al. emplearon la proteina cruzipain,
aislada de la superficie del parasito T. cruzi, como biorreceptor para discriminar sueros
infectados de no infectados mediante EIS.B'®! Por su parte, Martins B. R. y colaboradores
utilizaron antigenos crudos de L. infantum para identificar pacientes con leishmaniasis
visceral por voltametria ciclica, con alta selectividad y especificidad.?'” A su vez, Cordeiro
T. A.R. et al. aplicaron EIS para la deteccion de anticuerpos séricos en muestras humanas
y caninas mediante el bioreconocimiento de proteinas recombinantes de los parasitos L.

infantumy T. cruzi.?"3

Usualmente, en los biosensores basados en EIS, la superficie del electrodo de
trabajo se modifica con un biorreceptor capaz de interactuar de manera especifica con el
analito blanco. Existen multiples ejemplos de biosensores electroquimicos con elementos
de reconocimiento sacaridicos orientados al diagnodstico de patologias, ya sea para la

deteccion de microorganismos patégenos o biomarcadores de enfermedad (por ejemplo,
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biomoléculas de la superficie celular, anticuerpos o toxinas).¥'® En particular, para la
deteccion de infecciones parasitarias, se ha reportado recientemente el desarrollo de un
glicobiosensor impedimétrico basado en el fosfoglicano del glicosilfosfatidilinositol (GPI)
de Toxoplasma gondii, obtenido por sintesis quimica, para la deteccion y cuantificacion

de anticuerpos IgM e 1gG anti-GPI en individuos infectados.['?

Teniendo en cuenta los desarrollos de biosensores impedimétricos descriptos y las
bondades de la EIS, nuestro trabajo se enfocé en el disefio y fabricacion de un
glicobiosensor orientado a la deteccion de anticuerpos especificos contra L. braziliensis.
La estrategia consistié en inmovilizar los galactofurandsidos antigénicos sintetizados en
esta tesis sobre la superficie de electrodos de oro, los cuales fueron luego tratados con
sueros de pacientes negativos o positivos para LTA. La medicion del espectro de
impedancia del sistema en presencia de la cupla redox Fe(CN)s*/Fe(CN)s*, permitid
evaluar si la interaccion especifica entre los anticuerpos séricos y los glicosidos
inmovilizados genera una variacidén significativa en la respuesta electroquimica que

permitiera diferenciar ambos grupos de muestras.

Entonces, en este capitulo se detallan: la construccién de la superficie sensora y su
caracterizacion fisicoquimica y electroquimica; la evaluacion del desempefio de la
plataforma para la deteccidn selectiva de anticuerpos séricos en muestras de pacientes
con LTA por EIS; y la verificacion de nuestras observaciones mediante una técnica label-

free alternativa, la microbalanza de cristal de cuarzo con disipacion.B'

5.2. Diseno de la superficie

Para la construccion del modelo de biosensor impedimétrico planteado, se eligié
como sustrato un electrodo de oro, material caracterizado por sus propiedades
conductoras, baja reactividad y alta biocompatibilidad.l'® En particular, se decidié
emplear electrodos de vidrio recubiertos de Au policristalino ya que son de bajo costo y

pueden ensamblarse en el laboratorio.

Una ventaja adicional del oro es su alta afinidad por los grupos tioles, que reaccionan
de manera covalente con los atomos de oro formando uniones muy estables. Entonces,
al sumergir una superficie de oro en una solucién de alcanotioles, estos se depositan
sobre la superficie formando monocapas autoensambladas (SAM). Lo mas notable, es
que las propiedades fisicoquimicas de la superficie (reactividad, hidrofilicidad,
hidrofobicidad, espesor) pueden modularse variando la naturaleza de los grupos
terminales (-CHs, -COOH, -NH., -OH) y el largo de la cadena alquilica. De esta manera,

es posible disefiar superficies que sirvan de punto de anclaje para los glicésidos
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preparados. Las monocapas autoensambladas son muy utilizadas en la funcionalizacién
de superficies ya que se preparan de forma sencilla y reproducible y permiten el estudio
exhaustivo, por medio de diversas técnicas fisicoquimicas y electroquimicas, del patron,

densidad y orientacion adoptados por las moléculas que las conforman.1320:321]

En la eleccion del tiol adecuado para anclar los 5-aminopentil glicésidos sintetizados,
se puso especial atencion en la densidad y distribucion de los azlcares sobre la superficie,
ya que estos parametros pueden afectar la afinidad de la interaccién con proteinas o
anticuerpos.['63221 Dado que, en general, las interacciones simples aztcar-anticuerpo son
de baja afinidad, se requiere del contacto multivalente para aumentar la avidez.[''53%]
Entonces, un numero reducido de azucares en la superficie puede resultar insuficiente
para la captura del analito blanco. Sin embargo, una alta densidad de ligandos puede
limitar el acceso del analito a la superficie sensora por impedimento estérico®?432% o
provocar cambios en las propiedades de la superficie.®?63271 En consecuencia, la densidad
de carbohidratos inmovilizados debe ajustarse cuidadosamente para maximizar la captura

del analito sin comprometer la funcionalidad de la superficie.

Para ajustar este parametro se recurri6 al uso de una SAM mixta de dos
componentes: un tiol con grupo carboxilo terminal reactivo frente al amino terminal de los
compuestos 1-5, y un tiol con un grupo funcional inerte. Los elegidos fueron el acido 11-
mercaptoundecandico (MUA) y el mercaptohexanol (MH), una combinacion ampliamente
reportada para la inmovilizacion de diversas biomoléculas, incluyendo

carbohidratos.[196:328-330]

El protocolo de acoplamiento consisti6 de tres pasos: (i) formacion del
autoensamblado de tioles, (ii) activacion de los grupos carboxilo con NHS vy, (iii)

acoplamiento del 5-aminopentil glicésido elegido (Esquema 5.1).
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Paso 1: Formacién del autoensamblado (SAM) de tioles mixtos

0 (o]
OH OH
EtOH (abs)
Pelicula de Au _ 15min _

MUA MH
Au-SAM

Paso 2: Activacion de los grupos carboxilos con EDC/NHS

;
(o]

EDC/NHS (ac)
/H)/OH 20 min OH _OH
S

s
I [

Au-SAM Au-SAM-NHS

Paso 3: Acoplamiento del 5-aminopentil glicésido

OH OH
OH OH
b0H —OH
HO HO o
BN N i i
o 'il o O0=>\""0o
0 6
(o]
Glicésido-NH; (ac) HN
OH _OH 1 5h o
OH
S S S S
I S B /H{Hj
Au-SAM-NHS

Au-SAM-1

Esquema 5.1. Esquema de tres pasos empleado para la funcionalizacion de una
superficie de oro con un 5-aminopentil glicosido (se ejemplifica con 1) a través de una
monocapa de tioles mixtos autoensamblados (SAM mixta).

Habiendo definido el protocolo de funcionalizacién de superficies de oro con los

5-aminopentil glicésidos sintéticos, se construyeron modelos de la superficie sensora con
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el fin de estudiar sus propiedades. Se utilizaron técnicas fisicoquimicas y electroquimicas
para determinar caracteristicas como la morfologia, composicion atémica superficial y
propiedades electroquimicas, y para monitorear la eficiencia del protocolo de
funcionalizacion elegido. Las técnicas empleadas fueron: microscopia de fuerza atomica
(AFM), microscopia de efecto tunel (STM), espectroscopia fotoelectronica de rayos X
(XPS), voltametria ciclica (CV) y espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). Los

fundamentos de cada una de estas técnicas y sus aplicaciones se detallan en el Apéndice.

5.3. Caracterizacion de superficies funcionalizadas con glicésidos

5.3.1. Andlisis morfolégico por AFMy STM

Dado que los biosensores estarian compuestos por electrodos de Au policristalino,
se utilizé este mismo sustrato para estudiar la topografia y caracterizar la SAM mediante
AFM. En este ensayo se utilizé el 5-aminopentil B-D-galactofurandsido (1) ya que era el
glicosido mas sencillo disponible y su residuo sacaridico estaba presente en el resto de
los compuestos sintetizados. Para facilitar la identificacion de las cadenas glicosiladas
inmovilizadas sobre la superficie, se emple6é una mezcla de MUA/MH 1:2, con el objetivo

de generar una capa glicosilada densa y, en principio, mas facilmente detectable.

127 (o)
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Figura 5.1. Imagenes tomadas por AFM en modo contacto intermitente (fapping) de (a) un
electrodo de Au policristalino limpio, y (b) un electrodo de Au policristalino modificado con 1
(“Au-SAM-1"). En la esquina superior izquierda de la figura (a) se incluye una fotografia de
un electrodo policristalino limpio.

En la imagen del electrodo tomada antes del protocolo de acoplamiento de los
azucares (Au limpio) (Figura 5.1.a) se observd una superficie que, a pesar de ser
macroscopicamente plana (ver imagen en la esquina superior izquierda), a nivel
microscopico presentaba rugosidades. El analisis del perfil de alturas evidencié una
rugosidad media de 0,4 nm, tipica de electrodos preparados por desmolde en plantilla de
Si/SiO,. Este espesor, equivalente a aproximadamente dos monocapas de atomos de Au,
daba una superficie considerablemente plana, pero sin regiones atdmicamente planas o

“terrazas”, como las que se observan en los monocristales de oro. Por su parte, la imagen
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de la superficie “Au-SAM-1” (Figura 5.1.b), tomada luego del acoplamiento de 1, resulté
muy similar a la del oro limpio, por lo que no habia evidencia del anclado exitoso del
azucar. Esto podria deberse a que las diferencias de morfologia se vieron enmascaradas

por la rugosidad intrinseca del sustrato.

Entonces, para estudiar la morfologia de la monocapa depositada y confirmar la
incorporacion del glicosido, fue necesario partir de un sustrato con regiones atdbmicamente
planas, para lo cual se empled un monocristal de Au(111). El uso de este sustrato tiene
la ventaja adicional de permitir el uso de STM, una técnica muy sensible a variaciones en
la topologia superficial y capaz de visualizar patrones de autoensamblado de tioles

altamente ordenados, inaccesibles por otras técnicas (véase Figura 5.3).

Por medio de STM se estudiaron los cambios en la superficie: (a) previo a la
modificacion (Au limpio), (b) al finalizar el tratamiento con MUA/MH 1:2 (“Au-SAM”) y (c)

al finalizar la reaccion con el 5-aminopentil glicésido (“Au-SAM-17).

(a) (b) (c)

Figura 5.2. Imagenes de STM tomadas en aire correspondientes a la superficie: (a)
Au(111) limpio; (b) con el autoensamblado de MUA/MH 1:2 (*Au-SAM”); y (c) con el
glicésido 1 acoplado a la monocapa (“Au-SAM-1").

Inicialmente, en la Figura 5.2.a, correspondiente a la superficie sin tratar, se observan
las tipicas terrazas o zonas planas del sustrato. La diferencia de altura de un escalén se
determind en ~2,3 A, magnitud que se asemeja al valor de literatura de una monocapa de

atomos de oro (2,4 A).[%1

La imagen de la Figura 5.2.b muestra la morfologia de la superficie una vez
completado el autoensamblado de la monocapa MUA/MH 1:2 (“Au-SAM”). Alli se
observan defectos sobre la superficie, que corresponden a depresiones (o pinholes) de
unos 1,6-2,6 nm de didametro aproximadamente y 2,5 A de profundidad (consistente con
una monocapa de oro). Este fendmeno de erosion o “etching” confirmoé la formacion de la

SAM ya que, durante el proceso de ensamblado de una monocapa de tioles alifaticos, los
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tioles provocan una erosion en la superficie que da como resultado islas de vacancia de

atomos de oro.[3%?

Asimismo, la imagen del autoensamblado “Au-SAM” se escaned exhaustivamente en
busca de arreglos simétricos que evidenciaran la presencia de islas, compuestas por
moléculas de la misma especie de tiol altamente ordenadas, como las que se observan
en la imagen de la Figura 5.3. Dado que no se encontraron estos patrones, se concluyo

que los tioles MUA y MH se distribuyeron de forma homogénea sobre la superficie.

Figura 5.3. Imagen de STM tomada en aire de una monocapa de mercaptohexanol
autoensamblado sobre Au(111). Imagen tomada de Herrera, S.E.[333]

Por ultimo, se tomo6 una imagen de la superficie al finalizar la incubaciéon con el
glicosido 1 (“Au-SAM-17) (Figura 5.2.c). Alli se identificaron las depresiones (pinholes)
previamente observadas, aunque se observd un cambio en su diametro (2,1-3,2 nm
aproximadamente), lo que sugiere un posible reordenamiento del autoensamblado para
dar zonas de mayor densidad de carbohidratos. Esto estd en concordancia con lo
observado por Tantakitti F. y colaboradores en una superficie de Au(111) cubierta de un

autoensamblado mixto de oligo(etilenglicol) tioles y sus analogos glicosilados.['8"]

Si bien se esperaba observar puntos brillantes correspondientes a los glicésidos
expuestos, las imagenes no mostraron protuberancias o puntos de mayor densidad de
corriente. Esto podria deberse a: (1) que los glicésidos se mueven constantemente a
temperatura ambiente, por lo que no pueden ser detectados en un unico lugar, y (2) como
el STM mide densidad de transferencia electronica y no topografia, de no haber un buen
solapamiento entre la densidad de estados electronicos de la punta (detector del STM) y
de la superficie glicosilada, no es posible detectar los azucares sobre la superficie.

Analizando en conjunto los resultados de AFM y STM, no se observaron diferencias
topograficas o morfologicas significativas entre la superficie antes y después de incorporar
el azucar, por lo que no se pudo confirmar el anclado exitoso del compuesto 1. Ante este
resultado, se recurrio al uso de XPS como técnica complementaria para verificar la

presencia de los glicésidos anclados al oro.
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5.3.2. Analisis de la composicion quimica superficial: Estudios por XPS

Para llevar a cabo este estudio, se prepararon tres superficies independientes: una
monocapa sin azucar (“Au-SAM”), una funcionalizada con el monosacarido 1 (“Au-SAM-
1”) y otra con el trisacarido 5 (“Au-SAM-5"). El uso de un monosacarido y un trisacarido
tuvo como obijetivo evaluar el efecto del numero de unidades sacaridicas presentes en el
glicésido anclado sobre la sefial obtenida por XPS. Para facilitar la comparacion de las
muestras, todas las superficies se funcionalizaron con una monocapa homogénea

compuesta exclusivamente por acido 11-mercaptoundecansico (MUA).

Al funcionalizar las superficies, se puso especial atencién en asegurar que la unica
fuente de atomos de N fuera el grupo amida formado entre el glicésido y la monocapa. Es
por esto que, luego de la incubacién con el azucar correspondiente, las superficies se
trataron con una solucion de bicarbonato de potasio a pH 9,5, capaz de hidrolizar

rapidamente los ésteres de NHS que no hubieran reaccionado.

En la Figura 5.4 se presentan, para cada una de las superficies, las sefnales
registradas en los espectros XPS en las regiones caracteristicas de los orbitales
electrénicos C 1s (Figura 5.4.a), N 1s (Figura 5.4.b), O 1s (Figura 5.4.c), y Au 4f (Figura
5.4.d).

En primer lugar, la region del espectro donde se observa la sefial asociada al Au 4f
(Figura 5.4.d) muestra las senales esperadas: el doblete Au 4f7 (84 eV) - Au 4fs; (87,7
eV) con una relacion de intensidades de 4:3. La aparicion de estos picos indica que la
monocapa autoensamblada funcionalizada no es lo suficientemente espesa como para
atenuar la sefial del Au lo cual, en este caso, es consistente con una SAM bien formada

y con la correcta ejecucion de las mediciones.

La sefal registrada en la zona del espectro correspondiente a las energias de union
de C 1s (Figura 5.4.a), se deconvolusioné como tres senales centradas en: 285 eV (rojo),
286,5 eV (azul) y 289 eV (verde). La primera corresponde a los atomos de carbono de la
cadena alquilica unidos a C e H, la segunda a los carbonos unidos a grupos hidroxilo o
carboxilo, y la tercera a los carbonos unidos a dos atomos de O. La integracion de los

picos para cada una de las superficies se presenta en la Tabla 5.1.

En la zona de C 1s, la superficie “Au-SAM” (Figura 5.4.a, curva inferior) mostré
sefiales a 285 y 289 eV correspondientes a los metilenos de la cadena principal del tiol y
los carbonos carboxilicos, respectivamente, en una relacion cercana a 1:10. Esta
distribucion de senales confirmé la unién del MUA (conformado por 11 carbonos) al Au.

Adicionalmente, en la region de O 1s (Figura 5.4.c, curva inferior) se registré un pico
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ancho, tipico del grupo acido y, de acuerdo con lo esperado, no se observo sefial en la
zona de N 1s (Figura 5.4.b, curva inferior).
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Figura 5.4. Espectros de XPS de (a) C 1s, (b) N 1s, (c) O 1s y (d) Au 4f de: “Au-SAM”
(curva inferior), “Au-SAM-1" (curva central) y “Au-SAM-5" (curva superior). En todos los
casos la SAM esta formada unicamente por acido 11-mercaptoundecandico (MUA).

En la region de C 1s de la superficie “Au-SAM-1”, tratada con el monosacarido 1
(Figura 5.4.a, curva central), se observaron sefales a 285 y 289 eV junto con una nueva
senal a 286,5 eV, caracteristica de atomos de C unidos a grupos hidroxilo como los
presentes en el azicar. Ademas, se registro la aparicion de un pico a aproximadamente
400 eV, en laregion de N 1s (Figura 5.4.b, curva central), consistente con la incorporacién

del 5-aminopentil glicésido a la superficie por medio de una unién amida.
Por ultimo, el espectro de XPS de la superficie “Au-SAM-5”, tratada con el trisacarido

5, mostro los mismos picos en la region N 1s (Figura 5.4.b, curva superior) y C 1s (Figura

5.4.a, curva superior) que “Au-SAM-1”. En particular, en la regién de C 1s se observé un

139



Resultados y discusion

incremento relativo en la sefal de los carbonos caracteristicos del azucar (286,5 eV) frente
a la correspondiente a los metilenos de los alcanotioles (285 eV), lo que evidencié la
incorporacion exitosa del trisacarido 5 a la superficie de oro por medio de la monocapa de
MUA.

Tabla 5.1. Valores de integracion de las sefales que componen la regién de C 1s. Entre
paréntesis se presenta la contribucion de cada estado de oxidacion del C a la senal total
para cada superficie.

0-C*-0 C*-OH C*-H/C*-C
Espectro
289 eV 286,5 eV 285 eV
“Au-SAM-5” 2450 (9,9%) 6220 (25,2%) 15980 (64,8%)
“Au-SAM-1" 2203 (9,9%) 4398 (19,7%) 15680 (70,4%)
“Au-SAM” 1090 (6,4%) 54 (0,3%) 15860 (93,3%)

A partir de la evidencia obtenida por XPS, se concluyé que el protocolo de
funcionalizacién desarrollado permitia incorporar los 5-aminopentil glicosidos sintetizados

a superficies de oro recubiertas por una SAM con grupos acidos expuestos.

5.3.3. Anadlisis de las propiedades electroquimicas

Previo al analisis de las propiedades electroquimicas de la superficie se definio el
protocolo de funcionalizacién que se emplearia para el ensayo con las muestras de sueros

humanos.

Por un lado, era necesario definir la relacién molar entre los tioles MUA y MH en la
SAM mixta, con el fin de determinar la densidad de azlcares sobre la superficie,
parametro determinante para maximizar la interaccion con los anticuerpos. En la
bibliografia, los trabajos que utilizan MUA/MH como estrategia de anclado de azucares,
reportan relaciones molares 6ptimas en el rango entre 1:20 y 1:3 MUA:MH para la
deteccidn de diversos analitos (proteinas, particulas virales o bacterias).[119.182.196.215,334]
Por otro lado, los estudios enfocados en la deteccion de anticuerpos en sueros
policlonales por medio de diversas sondas (no solo azucares) reportan relaciones molares
optimas entre 1:20 y 1:6.[197:330.335336] Ante estos antecedentes, se adopté un valor

intermedio de 1:10 MUA/MH como primera combinacién a evaluar.

Asimismo, en muchos de los reportes relevados se empleaba el protocolo de
funcionalizacion elegido en esta tesis (acoplamiento por unién amida via una SAM acido-
terminal) y se realizaba un tratamiento final de la superficie con etanolamina (EA), con el
fin de bloquear las posiciones que no hubieran reaccionado con el azucar (Esquema

5.2).[214.316335337] Este bloqueo neutraliza los grupos carboxilicos remanentes sobre la
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superficie y coloca un grupo hidroxilo terminal, de forma de mantener la hidrofilicidad del
autoensamblado para evitar interacciones electrostaticas o hidrofébicas indeseadas con
la muestra a analizar. Como estas caracteristicas eran deseables en nuestro
glicobiosensor, se decidié incluir este paso dentro del protocolo de anclado de los

glicosidos sobre electrodos de Au policristalino.

Paso 4: Bloqueo con etanolamina (EA)

. o, ff)fH HN:N”

G =

Au-SAM-1 Au-SAM-1/EA

Esquema 5.2. Bloqueo de la superficie con etanolamina (EA).

Una vez definidas las condiciones de funcionalizacion, para confirmar la eficacia del
protocolo de anclado se evaluaron los cambios en las propiedades electroquimicas de la
superficie a lo largo del proceso de funcionalizacion usando como modelo al
monosacarido 1. Para ello, se registraron los voltagramas y los espectros de impedancia
de la superficie en distintas etapas del protocolo: (1) antes de iniciar la funcionalizacion
(Au), (2) luego del tratamiento con los tioles (“Au-SAM”), y (3) al finalizar el bloqueo con
etanolamina (“Au-SAM-1/EA”). Las mediciones se realizaron en presencia de la cupla
redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* y se realizaron entre 3 y 4 replicados de cada experimento

para evaluar la reproducibilidad de las mediciones.

Los replicados de los voltagramas registrados para cada superficie resultaron
practicamente idénticos, pero en los espectros de impedancia se observaron ligeras
variaciones en el diametro del semicirculo (asociado al parametro Ri), como se

ejemplifica en la Figura 5.5 para la superficie “Au-SAM-1/EA”.
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Figura 5.5. Espectros de impedancia de KsFe(CN)s/KaFe(CN)s 5 mM en KNO3 0,1 M de
un electrodo “Au-SAM-1/EA”. El espectro de impedancia se registro por triplicado: espectro
inicial (curva roja), a los 12 minutos (curva naranja) y a los 18 minutos (curva amarilla).

Considerando que estas variaciones podian estar asociadas a la inestabilidad de la
cupla redox elegida,*® se ensaydo el uso de ferrocenometanol y de
[Ru(NHa)s]**/[Ru(NHs)s]** como especies redox alternativas. Sin embargo, los graficos de
Nyquist de estos sistemas presentaron semicirculos muy pequefios que demostraban que
la impedancia estaba controlada por difusion.?! Este fenomeno impedia determinar el
valor de la resistencia a la transferencia de carga (Ri«) de las superficies, parametro
necesario para la deteccién del evento de reconocimiento antigeno-anticuerpo sobre el

glicobiosensor, por lo que el uso de estas especies se descarto.

Como no se encontré especie redox alternativa, se siguié adelante con la cupla
KsFe(CN)e/KsFe(CN)s aplicando dos cambios en el protocolo de medicion. En primer
lugar, inmediatamente después de preparada, la solucion de la cupla redox se burbujed
con N2 para desplazar el O, disuelto y se mantuvo bajo atmodsfera de N2 hasta su
utilizacién, de forma de prevenir la oxidacion del ferrocianuro entre mediciones. En
segundo lugar, se establecié como protocolo de trabajo la medicidén de tres espectros de
impedancia de cada superficie y el uso del promedio de los parametros de ajuste
obtenidos post-procesamiento como los valores de referencia para la comparacién entre

experimentos.

Los voltagramas y los espectros de impedancia registrados a lo largo de la
funcionalizacion del electrodo de oro con el monosacarido 1 se muestran en la Figura 5.6.
Para simplificar la figura, se incluyé unicamente la primera medicion de EIS de cada

superficie.
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Figura 5.6. (a) Voltametrias ciclicas y (b) espectros de impedancia de
KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 5 mM en KNOs 0,1 M tomados lo largo de la funcionalizacién de un
electrodo de oro policristalino con 1. Se muestran las curvas superpuestas del electrodo

sin tratar (Au, curva gris), modificado con MUA/MH 1:10 (“Au-SAM”, curva verde) y luego
de la reaccién con el glicésido y del bloqueo con etanolamina (“Au-SAM-1/EA”, curva roja).

El voltagrama del electrodo de Au sin modificar presenté los picos de oxidacion y
reduccion a 0,332 y 0,168 V caracteristicos de la cupla [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* frente al
electrodo de Ag/AgCI(s). Las curvas registradas tras la formacion de la SAM (“Au-SAM”)
y luego del acoplamiento de 1 (“Au-SAM-1/EA”) resultaron similares entre si, aunque
ambas aparecieron ligeramente desplazadas respecto a la del oro. Esta diferencia
cualitativa indico que el proceso redox de la cupla [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* era menos
reversible, fendbmeno esperable en un electrodo recubierto por una monocapa. Sin
embargo, la técnica no resulté adecuada para el monitoreo de la funcionalizacion, ya que
las diferencias entre las curvas fueron poco evidentes. En este sentido, EIS es un método

mas apropiado para caracterizar modificaciones en el recubrimiento superficial.
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Para el ajuste de los espectros de impedancia (curvas de Nyquist) obtenidos en la
tesis se utilizd un circuito de Randles considerando un capacitor no ideal (CPE).!?%! Los

valores medios de R y CPE de cada una de las superficies se presentan en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Valores de R y CPE obtenidos del ajuste de las curvas de Nyquist obtenidas
por EIS a lo largo de la funcionalizaciéon con 1. Se informan los valores de medios de tres
espectros de EIS sucesivos con sus desvios estandar.

Espectro Rt (Q) CPE (uF)

Au 9,0+0,1 82,3+£3,0

“Au-SAM” 68,5+ 0,1 125,9+0,5
“Au-SAM-1/EA” 441+1,9 41+0.1

Para analizar los resultados obtenidos por espectroscopia de impedancia es
importante recordar que los cambios en el recubrimiento del electrodo de trabajo (en este
caso, el Au policristalino) se traducen en un impedimento (estérico y/o electrostatico) a la
llegada de las especies redox al electrodo, lo que, a menudo, se refleja en el aumento de
la resistencia a la transferencia de carga (Ri). Es por esto que, al efectuarse el
recubrimiento de la superficie de oro por la SAM se observé un aumento del valor de Ry
de la muestra “Au-SAM” respecto de Au (Tabla 5.2).

Con la incorporacién del monosacarido 1 y posterior tratamiento con etanolamina, se
registré en la muestra “Au-SAM-1/EA” una disminucion en el valor de Ry (Tabla 5.2),
contrario a lo esperado ante el aumento del espesor del recubrimiento. Esta tendencia se
explica considerando que la superficie “Au-SAM” contiene grupos carboxilatos que
exponen sus cargas negativas al seno de la solucién. En esta superficie, al impedimento
estérico generado por la monocapa se suma un impedimento electrostatico producto de
la repulsion entre los grupos COO" y los aniones de la cupla redox [Fe(CN)g]*/[Fe(CN)s]*
(Figura 5.7). Este proceso afecta el acercamiento de la especie redox a la superficie del
electrodo, lo que se traduce en un aumento de la resistencia a la transferencia de carga
R del sistema. Al efectuar las reacciones de acoplamiento con el glicésido y el bloqueo
de los grupos COO™ con etanolamina, para dar “Au-SAM-1/EA”, la superficie pierde la
carga y, por ende, desaparece la contribucion electrostatica a la Ri. Es por esto que la
disminucion del valor de Ry es consistente con la funcionalizacién efectiva de la superficie.
Cabe senalar que, si bien en la funcionalizacién de este electrodo no se registro el
espectro de impedancia de la superficie previo al tratamiento con etanolamina (“Au-SAM-
1”), en ensayos previos se habia observado una diferencia minima en el Ry de las

superficies antes y después del bloqueo.
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Figura 5.7. Transferencia electronica desde el electrodo de trabajo hacia una solucion con
la cupla redox [Fe(CN)s]3/[Fe(CN)e]*. Modelos de los efectos estéricos y electrostaticos de
los recubrimientos de las superficies “Au-SAM” y “Au-SAM-1/EA”.

En conclusion, la respuesta electroquimica observada por EIS a lo largo del protocolo
de funcionalizacion permitié seguir la formacion del autoensamblado e incorporacion del
monosacarido 1 a la superficie, confirmando la eficacia del protocolo de anclado de los 5-

aminopentil glicésidos.

5.4. Respuesta a interacciones inespecificas

El biosensor impedimétrico propuesto debia ser capaz de detectar de forma selectiva
anticuerpos generados durante la infeccién con L. braziliensis en sueros humanos. Estas
muestras representan matrices complejas compuestas por proteinas, lipidos y sales, entre
otras moléculas que pueden interferir en la medicién. Por este motivo, se plante6 como
primer ensayo de evaluacion del sistema en desarrollo, el estudio de la respuesta EIS del
electrodo frente a una muestra semejante al suero humano. Para este fin, se utilizé un
electrodo funcionalizado con 1 que se incubd con diferentes diluciones de plasma de
conejo comercial. En esta etapa, se seleccioné el monosacarido 1 como modelo de
estudio por ser la estructura mas simple que contiene D-Galf, motivo estructural presente

en todos los glicésidos sintetizados.
Entonces, un electrodo funcionalizado con 1 se incubd con diluciones decrecientes
del plasma, registrando los espectros de impedancia luego de cada incubacién. Una vez

ajustadas las curvas obtenidas durante el ensayo, se calculdé para cada dilucion el
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cociente Ri/Ri0, esto es, la relacion entre la resistencia a la transferencia de carga del
electrodo al finalizar la funcionalizacion (R,0) ¥ luego de la exposicion al plasma (R) a
una dada dilucion. Este parametro se emple6 como indicador de la union de componentes
plasmaticos sobre la superficie, ya que se correlaciona con el grado de bloqueo superficial

inducido por la muestra.

100 1000
Factor de dilucién

Figura 5.8. Respuesta electroquimica de un electrodo “Au-SAM-1/EA” a una matriz
biolégica compleja (plasma de conejo). Relacion entre las sefiales registradas por EIS pre
(Rte,0) ¥ post (Rt) incubacion con el plasma en funcién del factor de dilucién empleado. Se
informan los valores medios de tres mediciones con sus desvios estandar.

En el ensayo se registraron valores de Ri/Ri,0 en el rango entre 1,15y 1,65 (Figura
5.8). Si bien los valores de Ri/Ri0>1 indicaron la aparicién de interacciones indeseadas
con componentes del plasma animal, estos valores fueron bajos y muy similares entre
diluciones. Esto sugiere que dichas especies no se acumularon sobre la superficie, y que
su adsorcién/desorcion resultd reversible. Si bien este comportamiento podria no
reproducirse en ensayos con sueros humanos, la baja respuesta registrada frente a
especies interferentes justific6 avanzar con la evaluacién de la respuesta del sistema

frente a muestras de pacientes con LTA.

En este sentido, se determin6 que el sistema de sensado podria ser selectivo si los
anticuerpos anti-glicanos presentes en los sueros infectados generaran valores de Ri/Rco
significativamente mayores a 1,65, atribuibles a interacciones de alta afinidad con los

azucares anclados.

5.5. Evaluacioén del glicésido 2 como biomarcador de infeccién

Con el fin de seleccionar el biorreceptor adecuado para los primeros ensayos con

sueros humanos, se tomé como referencia un trabajo del grupo del Dr. Igor C. Almeida,

146



Capitulo 5

en el que se evalud el potencial diagndstico de distintos glicésidos para la deteccion
seroldgica de la infeccidn por L. braziliensis mediante ELISA. En dicho estudio, los autores
analizaron el desempefio de distintos glicoconjugados derivados de oligosacaridos
terminales de los GIPLs 1, 2 y 3 como elementos de reconocimiento de anticuerpos.??®!
Entre los compuestos ensayados se encontraba el glicoconjugado D-Galf-3-(1->3)-D-
Manp-a-BSA, cuyo fragmento sacaridico correspondia al disacarido 2, y que reporté alta
inmunorreactividad frente a sueros de pacientes con diversas formas clinicas de LTA, y

buena selectividad frente a sueros de pacientes con diagnéstico negativo.

Con este antecedente, y dado que al momento no contdbamos aun con los resultados
de los microarreglos de glicanos, se decidié evaluar el desempeno del biosensor
impedimétrico planteado, utilizando el compuesto 2 como biorreceptor. Esto nos
permitiria, luego, comparar los resultados con lo observado por Almeida |. C. y

colaboradores.

De forma andloga al ensayo con plasma de conejo, dos electrodos de oro
policristalino se funcionalizaron con el glicésido 2 para dar la superficie “Au-SAM-2/EA” y
se incubaron con diluciones de un pool de sueros positivos (n = 8; “Pool LTA +”) o
negativos (n = 8; “Pool LTA -“) para LTA.

Para la evaluacion de los resultados del ensayo se optd por procesar los espectros
de impedancia mediante dos circuitos equivalentes. Por un lado, se utilizé el circuito de
Randles aplicado previamente en los ensayos de caracterizacion de la superficie y
determinacion de la respuesta inespecifica (“Modelo A”, Figura 5.9.a) y, por otro lado, el
circuito de Randles sin elemento de Warburg (“Modelo B”, Figura 5.9.b), que fue utilizado
por Echeverri D. y colaboradores en la deteccién de anticuerpos anti-T. gondii en sueros
humanos.['?! Cabe destacar que el elemento de Warburg es aquel que considera el efecto
de la difusién de las especies redox hacia el electrodo de trabajo sobre la impedancia del
sistema.?%8 Mientras que el Modelo A permitio ajustar todos los puntos del espectro, el
Modelo B solo permitioé ajustar los puntos correspondientes al semicirculo, registrados a
altas frecuencias. En este caso, el uso del Modelo B no se considerd apropiado, ya que
los parametros obtenidos del ajuste mostraron una marcada dependencia del intervalo de
frecuencias seleccionado, variando de forma significativa al modificar este rango. Por este

motivo, el modelo se utilizé unicamente con fines comparativos.
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(a) Circuito modelo A:

(b) Circuito modelo B:
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Figura 5.9. Respuesta electroquimica por EIS de un electrodo “Au-SAM-2/EA” a la
incubacion con diluciones de un pool de sueros positivos (“Pool LTA +”, m) o negativos
para LTA (“Pool LTA -“,A). Cociente de Rt pre (Ri.0) y post (Rt) incubacién segun el factor
de dilucion. Se muestran los resultados del ajuste por (a) el Modelo A (con elemento de
Warburg) y (b) el Modelo B (sin Warburg). Se graficaron los valores medios con los desvios
estandar de tres medidas de EIS sucesivas.

Una vez obtenidos los parametros de ajuste de las curvas, se construyeron los
graficos de Ri«/Ric0 en funcidn del factor de dilucion de los pooles (Figura 5.9). Los graficos
obtenidos mostraron resultados contrapuestos. Mientras que con el Modelo B (Figura
5.9.b) se observo diferenciacion de los sueros positivos y negativos a bajas diluciones,
con el Modelo A (Figura 5.9.a) la respuesta del sensor fue similar para ambas muestras
en todo el rango de diluciones. Esto subraya la importancia de la eleccién cuidadosa del
modelo de ajuste de los espectros. En funcién de los resultados obtenidos mediante el
Modelo A, se concluyd que el sistema no resultd adecuado para diferenciar sueros

positivos de negativos.

Para validar este analisis, se evalud la respuesta de la superficie funcionalizada con
2 alos sueros por un método de deteccion alternativo. Se eligio la técnica de microbalanza
de cuarzo con disipacion (QCM-D), que emplea un transductor piezoeléctrico (distinto al
electroquimico), puede realizarse sin marcacion (label-free) y que presenta muy alta

sensibilidad.319.33]

Para el ensayo se utilizaron obleas de cuarzo recubiertas de oro y se empleo el

protocolo de funcionalizacién con 2 aplicado anteriormente sobre el oro policristalino. En
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este caso, el parametro asociado a la unidon de especies sobre la superficie es la
frecuencia de resonancia del cristal de cuarzo, que disminuye a medida que aumenta el
espesor de la pelicula depositada. Tomando como punto de referencia la frecuencia de
resonancia del cristal al finalizar la funcionalizacién (Af = 0), se midio la respuesta del
sistema luego de la incubacién con diluciones decrecientes del pool de sueros positivos
(“Pool LTA +”) o negativos (“Pool LTA -*) para LTA. Los resultados (Figura 5.10) mostraron
cambios de frecuencia practicamente idénticos en respuesta al tratamiento con los sueros

positivos y negativos, en concordancia con lo observado por EIS.
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Figura 5.10. Estudio de la respuesta frente a sueros positivos (“Pool LTA +”, m) y negativos
(“Pool LTA -“,A) para LTA por QCM-D de una superficie “Au-SAM-2/EA”. Cambio en la
frecuencia de oscilacion (tercer sobretono) en funcién de la dilucién empleada.

Teniendo en cuenta que los métodos de deteccion label-free, como EIS y QCM-D,
solo permiten detectar eventos de union sin discriminar qué tipo de molécula causa el
bloqueo, es posible que la sefial detectada en el ensayo con el pool positivo provenga de
la interaccion del glicésido 2 con anticuerpos séricos. Sin embargo, la magnitud de esta
sefial no difiere significativamente de la observada en el pool negativo. Esta ausencia de
respuesta diferencial coincide con los resultados obtenidos mediante microarreglos de
glicanos (Capitulo 4), donde se detectaron niveles comparables de anticuerpos anti-2 en
ambos grupos de sueros. En conjunto, estos hallazgos desalientan el uso de 2 para el

desarrollo de un kit de diagndstico.

La discrepancia con lo reportado por Almeida podria atribuirse a diferencias en el
tamano y la composicion de las cohortes analizadas. En nuestro estudio se utilizaron ocho
sueros positivos y ocho sueros negativos de pacientes argentinos, residentes en una zona
donde la LTA es endémica; en cambio, el trabajo de referencia empledé muestras de
individuos de Brasil, entre las cuales se encontraban 80 sueros con LTA, 33 sueros de

individuos no infectados, 15 de residentes en una zona endémica y 18 en una zona no
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endémica. Teniendo esto en cuenta, hay dos factores que podrian explicar la discordancia
entre ensayos: (7) la concentracion de anticuerpos puede variar considerablemente entre
individuost*"*%y, (2) el lugar de residencia del paciente puede afectar la composicion del
suero cuando los individuos estan expuestos a agentes externos diferentes.*% En este
sentido, seria necesario ampliar nuestro estudio utilizando una muestra de sueros mas

grande y heterogénea.

Por otro lado, la baja respuesta especifica de nuestro glicobiosensor a los sueros
positivos de LTA podria estar asociada a una densidad insuficiente de sitios de unién que
permitan interacciones multivalentes con los anticuerpos, lo que podria optimizarse
aumentando la proporcion de MUA en la SAM. También debe considerarse que en el
trabajo de Almeida la presentacion de los antigenos se realizd6 por medio de
glicoconjugados depositados sobre la placa de ELISA, una estrategia distinta a la utilizada

en nuestro sensor.

Finalmente, considerando que el ensayo por microarreglo de glicanos mostré el
potencial de 3 como biomarcador de infeccién, y que no se habian observado diferencias
significativas en los niveles de anticuerpos anti-2, seria pertinente repetir los ensayos
electroquimicos empleando electrodos funcionalizados con el trisacarido 3. Esto permitiria
evaluar la influencia del glicésido en los resultados y validar la utilidad del sistema de

biosensado propuesto.

5.6. Conclusiones

En este capitulo se describié el desarrollo de un protocolo robusto de anclaje de 5-
aminopentil glicosidos sobre electrodos de oro mediante una SAM mixta. La
caracterizacion superficial por XPS, CV y EIS permitié confirmar la eficacia del método de
funcionalizacién elegido. Al evaluar el desempefio del biosensor impedimétrico
funcionalizado con el disacarido 2 frente a sueros de pacientes con LTA, se observo que
el sistema no permitié discriminar muestras positivas de negativas, lo cual se confirmo
luego por QCM-D. Estos hallazgos indican que, si bien la superficie sensora es robusta,
su selectividad y sensibilidad deben optimizarse. Posibles mejoras incluyen ajustar la
densidad de azucares en la superficie, explorar glicosidos alternativos y validar el sistema

con cohortes de mayor tamano y heterogeneidad.

La estrategia de funcionalizacion presentada, sencilla y versatil, resulta adaptable a
otros glicanos y superficies de oro y ofrece un marco general para estudiar interacciones
glicano-biomolécula y desarrollar nuevas estrategias de diagnoéstico clinico basadas en

carbohidratos.
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Capitulo 6

6.1. Materiales y métodos empleados en la sintesis de glicanos
(Capitulo 3)

6.1.1. Generalidades

Los reactivos comerciales se utilizaron sin purificacién previa excepto lo indicado en
casos particulares. En la manipulacion de compuestos finales y en los casos en que se
especifica, se utilizé agua de 18MQ ultrapura obtenida con un equipo ELGA PURELAB
Classic UV MK2 por tratamiento con lampara UV y pasaje a través de un cartucho
depurador LC186.

Uso de solventes anhidros y reactivos sensibles a la humedad

Los solventes utilizados eran de calidad “para analisis” o superior. El diclorometano
(CH2Cl») y el acetonitrilo (CH3CN) se secaron por reflujo sobre P,Os y luego se destilaron
y se guardaron sobre tamices moleculares 4A y 3A, respectivamente. La piridina (CsHsN)
se reflujo sobre lentejas de NaOH, se destilé y se conservo sobre NaOH. Por ultimo, el
metanol (CH3OH) se reflujé sobre torneaduras de magnesio, se destilé y se guardo sobre
tamices moleculares 3A. Estos solventes se fraccionaron y almacenaron bajo atmésfera
inerte. El éter etilico (Et20) y el THF se destilaron previo a su uso sobre Na-benzofenona.
La DMF anhidra se utiliz6 sin tratamiento previo directamente desde su envase comercial.
En todos los casos las reacciones con solventes o reactivos sensibles a la humedad se
llevaron a cabo con material de vidrio previamente secado en estufa a 120 °C y bajo

atmosfera de N, o Ar.B41]
Secado de reactivos

En las reacciones sensibles a la humedad los reactivos se secaron utilizando estufa
de vacio Memmert VO500 o bomba de vacio Vacuubrand RZ6 por un minimo de 3 horas.

Excepto los casos en que se especifica, el secado se realizé a temperatura ambiente.

En los casos en que fue necesaria la eliminacién de trazas de agua de los
compuestos de partida, se realizé una destilacién azeotrépica con tolueno en evaporador

rotatorio previo al secado por vacio.

Los tamices moleculares (MS) de 4A y 3A se activaron por calentamiento a 300 °C
por un minimo de 3 horas y se enfriaron bajo exclusion de humedad (desecador) previo a

SU USO.
Determinacion de agua por Karl Fischer

Se utilizé un potencidmetro Metrohm modelo 852, con accesorio para titulacion por

el método de Karl Fischer Ti Stand 803 con software asociado Tiamo version 2.2.
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Determinacion de punto de fusion

Se utilizé un equipo Electrothermal IA9000 series.
Determinacion de punto de ebullicion

Se utilizo el método de Siwoloboff.
Cromatografia en capa delgada (ccd)

Las ccd se corrieron en placas de aluminio recubiertas por silica gel 60 Fas4 (Merck)
de 0,2 mm de espesor. Los sistemas de solvente de elucién utilizados se indican en cada
caso. El revelado se efectud por alguna de las siguientes técnicas: (a) exposicion a la luz
UV (A=254 nm); (b) inmersion en una solucién de H2SO4 5% (v/v) en etanol y posterior
calentamiento; (¢) inmersion en una solucion 0,04 M de Mo7024(NHa)s, 3 mM de Ce(SOa):
en H2S0O4-H20 (9:1) y posterior calentamiento y/o; (d) inmersién en solucion 0,1% (p/v) de

ninhidrina (2,2-dihidroxiindan-1,3-diona) en etanol y posterior calentamiento.
Cromatografia en columna flash

Se utilizé un equipo CombiFlash Rf (Teledyne ISCO) y columnas RediSep de silica
gel desechables (Teledyne ISCO). Los solventes de elucion utilizados se indican en cada

caso.
Cromatografia en columna

Para la purificacion por cromatografia en columna se utilizé silica gel 60 de malla

200-400 (Merck). Los solventes de eluciéon empleados se indican en cada caso.
Extraccioén en fase solida (EFS)

Se utilizaron cartuchos de fase reversa C8 Maxi-Clean (Alltech). La muestra se
suspendid en un solvente adecuado y se hizo pasar a través del cartucho utilizando una

jeringa. Los solventes de elucién utilizados se indican en cada caso.
Liofilizacion de muestras

Se empled un equipo VIRTIS Advantage Plus EL-85. Se partié de muestras acuosas

que se expusieron a 50 mTorr a temperatura ambiente hasta sequedad.
Determinacion de poder rotatorio

El poder rotatorio se midié a 20 °C con un polarimetro Perkin-Elmer modelo 341,
empleando lampara de sodio (linea D, A=589 nm) en celda de 1 dm de longitud. Los

solventes y concentraciones utilizados se indican en cada caso.

Reacciones de hidrogenacion bajo presion
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Se llevaron a cabo en un equipo Parr 3910. La mezcla de reaccion se colocé en una
botella adecuada cerrada, se inyectdé H, y se agitd mecanicamente. Las presiones de

hidrégeno y tiempos de agitacion aplicados se indican en cada caso.
Resonancia magnética nuclear

Los espectros de RMN 'H fueron adquiridos a 300 MHz con un equipo Bruker Fourier
300 o a 400 MHz con un equipo Avance DPX 400 a 303 K, utilizando como solventes
CDCls, D2O o CD30D, segun se indica en cada caso. Los desplazamientos quimicos (8)
se expresan en partes por milléon (ppm) respecto de tetrametilsilano (6 = 0,00 ppm; CDCls
y CD30D) o de acetona (61 = 2,22 ppm; D20). Los espectros de resonancia magnética
nuclear de "*C fueron adquiridos a 75 MHz con un equipo Bruker Fourier 300 o0 a 101 MHz
con un equipo Avance DPX 400 a 303 K. Los desplazamientos quimicos (8) se expresan
en partes por milléon (ppm) respecto de la sefal de CDClz (6¢c = 77,1 ppm, CDCls), de
CDsOD (&¢ = 49,0 ppm; CD3s0D) o de acetona (6¢c = 30,9 ppm; D20O). Las constantes de
acoplamiento (J) se expresan en Hz. Las sefales se describen como s (singulete), d
(doblete), t (triplete), q (cuarteto), dd (doble doblete), ddd (doble doble doblete), ddt (doble
doble triplete), dt (doble triplete), dq (doble cuarteto), sa (singulete ancho), m (multiplete)
o ABq (cuarteto AB). La asignacion de las sefales correspondientes a los espectros de
resonancia magnética de 'H o '3C se realiz6 utilizando una combinacion de técnicas mono
y bidimensionales, tales como experimentos de correlacion heteronuclear 'H-3C (HSQC
y HMBC) y/o homonuclear (COSY-45y TOCSY).

Espectrometria de masa de alta resolucion

Los espectros fueron adquiridos por el Laboratorio de Espectrometria de Masas del
Centro de Investigaciones en Bionanociencias (CIBION-CONICET) con un espectrometro
Xevo G2S Q-ToF (Waters Corp.) calibrado en el intervalo de m/z 50-2300 utilizando una
solucion de formiato de sodio 0,5 mM preparada en 9:1 2-propanol:H2O (v/v). Los datos

se corrigieron durante la adquisicion utilizando un compuesto de referencia (LockSpray).
Preparacion de reactivos generales

Borano (BHs. THF)

/O\/\O/\/O\
3 NaBH, + 4 BF3.Et,0 4 BH5;. THF + 3 NaBF, + Et,0
THF, t.a. a 60 °C, Ar

Se preparo segun la técnica descripta por Brown.42]

A una mezcla de borohidruro de sodio (7,5 g; 0,2 mol) y bis(2-metoxietil)éter (90 mL)

contenida en un balon de tres bocas, se agreg6é lentamente desde una ampolla
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compensadora trifluoruro de boro-etil eterato (48 mL; 0,4 mol) a temperatura ambiente y

con agitacion. El agregado se hizo a lo largo de 2 h y bajo una corriente de argén.

El diborano generado, arrastrado por el Ar, se burbujeé a través de una solucién
diluida de borohidruro de sodio (0,4 g) en bis(2-metoxietil)éter (7 mL) para eliminar el
trifluoruro de boro contaminante y se recogié sobre 90 mL de THF anhidro enfriado
a-15 °C. Una vez finalizado el agregado de trifluoruro de boro, el balén se calenté a 60 °C

durante 1 h para arrastrar el diborano residual.

Para determinar la concentracién de la solucién, se tomaron 1,0 mL de la solucién en
10 mL de acetona, se agregaron 10 mL de agua y 0,7 g de manitol. La solucién se titulé
con hidroxido de sodio 0,1 M valorado y utilizando fenolftaleina como indicador. La
concentracién de la solucién de borano obtenida fue de alrededor de 2,5 M. El producto

se almacend bajo exclusién de humedad a -20 °C hasta su utilizacion.

Bis(2-butil-3-metil)borano

o

TN

4 N + 2 BH3THF — > B B
2020 °C, N, 1 H )i

Se prepar6 segun la técnica descripta por Kohn et al.34!

En un balén seco se colocod 2-metil-2-buteno (2 equiv.) bajo atmdsfera de Nz y se
enfri6 en bafo de hielo-sal entre -10 y -20 °C. Luego, se agregé lentamente y con
agitacion una solucién valorada de BHs. THF (1 equiv.). Una vez finalizado el agregado, la

mezcla se agité por 6 ha 0 °C y se empled para reducir el compuesto indicado.

Alcohol alilico

d )cJ)\ HOL_ -~ + H0 +CO
+ - X 20 +
HO\)\/OH H” “OH 2
Se adaptaron los procedimientos descriptos por Chattaway F. D.,?¢% Arceo E. et a/l?"!

y Kamm et al.162

En un balén de dos bocas se agregaron glicerol (401,7 g; 4,36 mol), acido formico
(105 mL; 2,78 mol) y piedra porosa. En la boca lateral se introdujeron, a través de un
septum, un termometro y una aguja conectada a una linea de N2; en la boca central se
colocd la columna de destilacion seguida de un refrigerante/condensador y un recipiente
colector. La salida de gases del condensador se conecté secuencialmente a un tubo
burbujeador vacio sumergido en hielo, y un tubo burbujeador con NaOH 20%. Se burbuje6

N2 a través de la mezcla por 30 min para desplazar el O, disuelto y asi evitar la formacion
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de subproductos de reaccion indeseados. La mezcla se calenté con manta calefactora
manteniendo un burbujeo constante de N2 sobre la solucion. La fraccion destilada por
debajo de 210 °C (47,2 g) con temperatura de ebullicién entre 82 y 97 °C se identifico por
RMN 'H mayoritariamente como acido formico. Cuando la temperatura interna alcanzé
los 210 °C se inici6 la recoleccion del destilado hasta que la misma alcanzo6 los 245 °C.
En este tiempo se recolectd un destilado (26,7 g) de punto de ebullicién entre 53-75 °C
(fraccidn A). El residuo se dejo enfriar y se realizé un nuevo agregado de acido férmico
(71 mL; 1,88 mol). Nuevamente, se burbujeé N. a la solucién por 30 min y se inici6 el
calentamiento. Se colecto la fraccion destilada entre 222 y 245 °C (49,3 g) de temperatura
de ebullicion entre 55-74 °C (fraccion B). El procedimiento anterior se repitié para dar una
fraccion destilada entre 220 y 242 °C (60,7 g) de temperatura de ebullicién 55-76 °C
(fraccién C).

Las fracciones A-C se juntaron y se agregd K.COs en porciones hasta que ceso la
liberacion de gas. Esta operacidn favorece el proceso de salting out del alcohol alilico y,
a su vez, permite neutralizar el acido formico arrastrado por el vapor durante la destilacién.
La mezcla se dejo en reposo toda la noche y luego se separaron las fases. La fase
superior (158,3 g) se aisld y se identifico por RMN "H como una mezcla de alcohol alilico
y alil formiato. Para hidrolizar el alil formiato, se agregé NaOH (38 g), la mezcla se mantuvo
con agitacion en hielo por 20 min, se reflujé por 6 h y luego se destilé recogiendo la
fraccion de punto de ebulliciéon entre 88-90 °C (104,23 g), que posteriormente fue

identificada por RMN "H y "*C como alcohol alilico puro.28

Al liquido obtenido se agregd MgSO. anhidro (20 g), la mezcla se dej6 reposar por
10 dias y se midié el contenido de agua por Karl Fischer, que resulté de 2,9 %v/v. Para
conseguir un producto con menor porcentaje de agua, se filtré el MgSOs4 hidratado y el

alcohol alilico se almacend sobre MS 3A recién activadas hasta su uso.
P.Eb. 96-97 °C, [Iit.**1 96,9 °C].

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: 6,00 (ddt, J = 17,2; 10,3; 5,2 Hz, 1H, CH=CH), 5,28 (dq, J
=17,2; 1,7 Hz, 1H, CH=CH.H), 5,15 (dq, J = 10,4; 1,6 Hz, 1H, CH=CHHL), 4,20 — 4,09 (m,
2H, CH,OH).

RMN *3C (101 MHz, CDCl3) &: 137,4 (CH=CH,), 115,3 (CH=CH,), 63,9 (CH.OH).
% H20 (KF) =1 %v/v (luego de 4 dias de reposo sobre MS).
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6.1.2. Metodologias de sintesis

1,2,3,5,6-Penta-O-benzoil-a,B-D-galactofuranosa (9)

0]
OBz
BzCl, C5HsN (anh.) OBz OBz OBz
D-Galactosa - N 0
60 °C OBz BzO oB

OBz oB> z
OBz

9

Se siguio6 el procedimiento descripto por Gallo-Rodriguez C. et al.?%

Una suspensién de D-galactosa (5,05 g; 0,03 mol) seca (temp. de secado = 90 °C),
en piridina anhidra (70 mL) se calent6 en un bafio de agua hirviendo por 2 h bajo exclusién
de humedad. Luego, el bafio externo se enfrié rapidamente a 60 °C, se agregd cloruro de
benzoilo (19,5 mL; 0,17 mol) y se continud la agitacién a 60 °C por 1,5 h. Luego, se agregdé
agua (10 mL) y la mezcla se agité por 30 min a temperatura ambiente. La solucion se
vertio lentamente y con agitacion sobre un bafio de agua-hielo (500 g) para obtener un
so6lido amorfo. Luego de decantar el liquido, el sélido remanente se lavé con agua fria (5
x 500 mL). El sélido amorfo obtenido se disolvié en etanol hirviendo (800 mL) y se dejo
cristalizar lentamente a temperatura ambiente. Después de dos dias, por filtracion de la
solucion se obtuvieron cristales de 1,2,3,5,6-penta-O-benzoil-a,B-D-galactofuranosa (9;
5,63 g; 29%). Los datos de RMN 'H fueron coincidentes con los descriptos en
bibliografia.34%!

[a]o?® +10,1 (¢ 1, CHCIs), [lit.®*¥ [a]p +18,1 (¢ 1, CHCI3)]; Rf0,64 y 0,6 (tolueno/AcOEt 9:1).

Las aguas madres se mantuvieron en reposo, a temperatura ambiente, por 6 dias y
luego se filtraron los cristales formados. Esta segunda cosecha de cristales se identifico
como 1,2,3,4,6-penta-O-benzoil-a,B-D-galactopiranosa (6 g; 30%; R 0,62 tolueno/AcOEt
9:1).13461

2,3,5,6-Tetra-O-benzoil-a,B3-D-galactofuranosa (10)

0 0
0Bz OBz 1) ByACOH (32%), ta, Ar [\OBZz /~OH

? o

OBz 2) Ag,CO3, H,0, OBz
OBz (CH3),CO, 40 °C OBz
OBz OBz

9 10

Se siguio el procedimiento descripto por Allen[?*¥ con ligeras modificaciones.

Se suspendid 1,2,3,5,6-penta-O-benzoil-a,B-D-galactofuranosa (9; 2,20 g; 3,13

mmol) seca (temp. de secado = 90 °C), en HBr en AcOH 32% (4,2 mL). La mezcla se
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agité por 16 h a temperatura ambiente en oscuridad bajo atmodsfera de Ar. Por
evaporacion a seco y co-evaporacion con tolueno (5 x 3 mL) se obtuvo bromuro de
2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosa como un solido amorfo espumoso
anaranjado. El producto crudo se disolvié en acetona (5 mL), se agregé agua (0,32 mL;
17,78 mmol) y Ag>CO3 (1,56 g; 5,66 mmol) y se llevo a 40 °C. La suspension resultante
se agitoé por 2 h, se filtré sobre lecho de celite y el filtrado se evapord a sequedad. Por
cromatografia en columna de silica gel (tolueno/AcOEt 20:1) se aislé 10 (1,76 g; 94%)
como un solido amorfo blanco. La caracterizacion del producto por RMN 'H evidencié la
obtencion de una mezcla de anémeros en relacion a/f ~0,3:0,7.58

[a]p?®® +28,5 (¢ 1, CHCI3), [lit.B®® [a]o +24,2 (¢ 1, CHCIs)]; Rr 0,45, Unica mancha
(tolueno/AcOEt 9:1).

RMN 'H (400 MHz, CDCI3) & de la mezcla de anémeros: 8,19 — 7,18 (m, 20H, 4 x PhCO),
6,14 - 6,01 (m, 1H, H-3 a, H-5 B), 5,98 (ddd, J = 6,3; 6,3; 3,5 Hz, 0,3H, H-5 a), 5,84 (d, J
=4,5Hz, 0,3H, H-1 a), 5,71 (s, 0,7H, H-1 B), 5,65 (d, J = 4,9 Hz, 0,7H, H-3 B), 5,55 (t, J =
5,0 Hz, 0,3H, H-2 a), 5,51 (d, J = 1,4 Hz, 0,7H, H-2 B), 4,93 — 4,63 (m, 2,7H, H-4 a, H-4 B,
H-6a a, H-6a 3, H-6b B), 4,56 (dd, J = 6,6; 4,7 Hz, 0,3H, H-6b a).

Tricloroacetimidato de O-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosilo) (6)

o o
0__CCl,
OBz OH CI;CCN, DBU Oz T
- NH
08982 CHyCl, (anh.), 0°C, Ar 0B
OBz OBz
10 6

Se siguid el procedimiento descripto por Gallo-Rodriguez C. et al.®

A una solucién de 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-a,3-D-galactofuranosa (10; 4,41 g; 7,39
mmol) seca en diclorometano anhidro (80 mL) se agreg6 tricloroacetonitrilo (3,7 mL; 36,9
mmol). La mezcla se llevo a 0 °C y se agregé DBU (0,33 mL; 2,21 mmol) lentamente y
con agitacion. Luego de 1 h de agitacién a 0 °C bajo atmosfera de Ar, la solucién se
concentré6 a presion reducida obteniéndose un jarabe oscuro que se purificd por
cromatografia flash en columna de silica gel (tolueno/AcOEY/TEA 100:1:1) para dar 6 (3,84
g; 70%) como un sdlido amorfo espumoso. La caracterizacion del producto por RMN 'H
evidencié la obtencion de una mezcla de anémeros en relacion o/f 0,5:10.28 Para evitar
la descomposicion, el producto aislado se guardé en freezer bajo exclusion de humedad

hasta su utilizacion.

[a]p® -2,2 (¢ 1, CHCIls), [IitP® [olo -6,6 (¢ 2, CHCIls)]; Rrf 0,7, Unica mancha
(tolueno/AcOEY/TEA 9:1:0,1).
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RMN "H (400 MHz, CDCls) & del anémero B: 8,73 (s, 1H, NH), 8,15 — 7,06 (m, 20H, 4 x
PhCO), 6,70 (s, 1H, H-1), 6,23 — 6,07 (m, 1H, H-5), 5,78 (d, J = 4,3 Hz, 1H, H-3), 5,76 (s,
1H, H-2), 4,86 (t, J = 3,9 Hz, 1H, H-4), 4,82 — 4,72 (m, 2H, H-6a, H-6b).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) 5 del anémero B: 166,1 (COPh); 165,9 (COPh); 165,6 (COPh);
165,3 (COPh); 160,4 (C=NH); 133,8 - 125,4 (4 x PhCO); 103,0 (C-1); 84,7 (C-4); 80,9 (C-
2): 77,1 (C-3); 70,1 (C-5); 63,5 (C-6).

N-bencil-N-benciloxicarbonil-5-aminopentanol (8)

1) PhCHO, EtOH abs., 170 mbar, 0
50 °C
5- aminopentanol - Ho/\/\/\NJ\O/\ph
2) NaBH, MeOH, 0° C a t.a. Kph
3) CbzCl, Et,0/H,0, NaHCO;,
0°Cata. 8

Se siguio6 el procedimiento descripto por Castelli R. et al.?%!

A una solucion de 5-aminopentanol (0,82 g; 7,95 mmol) en EtOH absoluto (11 mL),
se agrego benzaldehido (0,82 mL; 8,07 mmol) y la solucién resultante se calent6é a 50 °C
a presion reducida (170 mbar), rotoevaporando lentamente hasta sequedad en el

transcurso de 20 min. Luego, el producto crudo se co-evaporo con tolueno (3 x 2 mL).

El jarabe obtenido se disolvio en metanol (15 mL) y se enfri6 a 0 °C. Se anadio
borohidruro de sodio (0,36 g; 9,52 mmol) en pequefas porciones permitiendo que cese la
liberacion de gases antes de continuar el agregado. La mezcla se dejo llegar a
temperatura ambiente con agitacion. Después de 2 h, se adicioné acido acético (0,4 mL;
6,46 mmol) para destruir el exceso de borohidruro y se agregd una solucion de carbonato
de potasio (1,84 g; 13,31 mmol) en agua (11 mL). La mezcla se agité a temperatura
ambiente toda la noche y luego se extrajo con dietil éter (40 mL). La fase acuosa resultante
se extrajo nuevamente con dietil éter (15 mL) y las fases organicas combinadas se
evaporaron hasta reducir su volumen aproximadamente a la mitad. Seguidamente, se
agregd NaHCOs (ss) (22 mL) y a la mezcla bifasica resultante, enfriada a 0 °C, se anadié
lentamente y con agitacién cloroformiato de bencilo (1,2 mL; 8,51 mmol). Luego de 24 h
de agitacion a temperatura ambiente, se agregé dietil éter (25 mL) y se separd la fase
acuosa. La fase organica se lavé con HCI 5% (10 mL) y NaCl (ss) (2 x 10 mL), se seco
con MgSOs (anh.), se filtré y se llevd a sequedad. El producto crudo se purificé por
columna corta de silica gel (hexano/AcOEt 1:1) para dar 8 (2,1 g; 81%; Rr 0,39
hexano/AcOEt 1:1) como un jarabe incoloro. Los datos de RMN 'H y '3C fueron

coincidentes con los reportados.!?"!
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RMN "H (400 MHz, CDCIs) & de la mezcla de rotameros: 7,61 — 6,96 (m, 10H, 2 x PhCHy),
5,30 — 5,04 (m, 2H, NCOOCH2Ph), 4,61 — 4,35 (m, 2H, NCH2Ph), 3,70 — 3,44 (m, 2H,
CH20OH), 3,35 - 3,12 (m, 2H, CH2CHzN), 1,68 — 1,41 (m, 4H, 2 x CH>), 1,43 —-1,17 (m, 2H,
CH,).

RMN "3C (101 MHz, CDCIl3) & de la mezcla de rotameros: 156,9/156,5 (NCOOQ); 138,0 -
127,4 (2 x PhCHy); 67,3 (NCOOCHPh); 62,8 (CH.OH); 50,6/50,3 (NCH.Ph); 47,1/46,3
(CH2CH2N); 32,4 (CHy); 28,0/27,5 (CH2); 23,0 (CH>).

N-(Bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-3-D-

galactofuranésido (11)

0
HO™"~"N""0""Ph
Ph Phw
o 8 0
O._CCly O _~_~_N_O_Ph
OBz bl TMSOTF (cat.), MS 4A it D
NH 0
0P8z CH,Cl, (anh.), -15 °C, Ar 0282
OBz OBz
6 1

Una suspension de tricloroacetimidato de

0-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosilo) (6; 0,84 g; 1,13 mmol),
N-bencil-N-benciloxicarbonil-5-aminopentanol (8; 0,47 g; 1,44 mmol), ambos previamente
secados, y tamices moleculares de 4A pulverizados (500 mg) en diclorometano anhidro
(39 mL) se enfrié a -10 °C bajo atmodsfera de Ar y se agregd lentamente triflato de
trimetilsililo (41 pL; 0,23 mmol). Luego de 30 min de agitacién a -15 °C, la suspension se
neutralizé con TEA (41 pL), se filtraron los tamices moleculares y la solucion se lavé con
agua (2 x 50 mL). La fase organica se secé sobre Na>SO. (anh.), se filtré y se concentré
a presion reducida. El producto crudo se purifico por cromatografia flash en columna de
silica gel (tolueno a tolueno/AcOEt 100:1) para dar 11 (0,94 g; 92%) como un jarabe

incoloro.
[a]0?° -6,8 (¢ 1, CHCIs); Rr 0,6 (tolueno/AcOEt 9:1).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & de la mezcla de rotdmeros: 8,19 — 7,04 (m, 30H, 4 x PhCO,
2 x PhCHy), 6,17 — 5,94 (m, 1H, H-5), 5,62 (d, J = 5,2 Hz, 1H, H-3), 5,44 (s, 1H, H-2), 5,33
- 5,22 (m, 1H, H-1), 5,22 — 5,09 (m, 2H, NCOOCH2Ph), 4,87 — 4,67 (m, 2H, H-6a, H-6b),
4,62 (m, 1H, H-4), 4,56 — 4,39 (m, 2H, NCH,Ph), 3,83 — 3,57 (m, 1H, OCH.HCHz), 3,57 —
3,35 (m, 1H, OCHHyCHy), 3,35 — 3,01 (m, 2H, CH2CH2N), 1,72 — 1,42 (m, 4H, 2 x CH>),
1,42 — 1,15 (m, 2H, CHy).
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RMN ™3C (75 MHz, CDCI3) d de la mezcla de rotameros: 166,2 (COPh); 165,8 (COPh);
165,7 (COPh); 165,5 (COPh); 156,8/156,2 (NCOO); 138,0 - 127,3 (4 x PhCO, 2 x PhCH_);
105,7 (C-1); 82,2 (C-2); 81,3 (C-4); 77,6 (C-3); 70,3 (C-5); 67,5 (OCH.CH,); 67,2
(NCOOCH.Ph); 63,6 (C-6): 50,6/50,3 (NCHoPh); 47,2/46,2 (CH.CH:zN); 29,2 (CH.);
28,0/27,5 (CH,); 23,4 (CH2).

EMAR (ESI) m/z calculado para CssHs1NO+2 [M+Na]*: 928,3309. Encontrado: 928,3310.

Acetato de 5-aminopentil B-D-galactofuranésido (1)

Ph Ph
(0] r 0. ; (0]
6Bz O~ Ny, RIAZ%IE 6H O~N,, I;*(z)o(/jf;g/sg 6H O _~_~_NH,HOAC
—_— _—
OB?BZ ta. OHOH MeOH:H?O:AcOH OHOH
OBz OH 75:20:4, t.a. OH
1 12
A una suspension de N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil

2,3,5,6-tetra-O-benzoil-3-D-galactofuranésido (11; 0,84 g; 0,93 mmol) en metanol (2,6 mL)
se agrego una solucién de NaOH 1 M en metanol (0,55 mL). Luego de 2 h de agitacion a
temperatura ambiente, la solucion se purificé a través de una columna corta (1,5 cm x 0,5
cm, d. x alt.) de Amberlite IR120 H. El eluido se concentro y el jarabe obtenido se co-
evaporo con agua ultrapura (6 x 5 mL) para eliminar el benzoato de metilo. Se obtuvo un
jarabe (0,47 g) cuyo componente mayoritario (>95%) se identific6 por RMN mono y
bidimensionales como N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil B-D-galactofurandsido
(12).

R 0,74 (AcOEt/EtOH/H-.O/NH3 7:2:1:0,5).

RMN 'H (400 MHz, MeOD) & de la mezcla de rotameros: 7,48 — 7,03 (m, 10H, 2 x PhCHy),
5,26 — 5,02 (m, 2H, NCOOCH2Ph), 4,83 (sa, 1H, H-1), 4,50 (s, 2H, NCH.Ph), 4,01 (dd, J
=6,6; 3,9 Hz, 1H, H-3), 3,97 — 3,87 (m, 2H, H-2, H-4), 3,79 — 3,52 (m, 4H, H-5, OCH.HCH,,
H-6a, H-6b), 3,44 — 3,13 (m, 3H, OCHHLCH2, CH2CH2N), 1,81 — 1,39 (m, 4H, 2 x CHz),
1,39 — 1,14 (m, 2H, CHy).
RMN "3C (75 MHz, MeOD) & de la mezcla de rotameros: 158,5/158,0 (NCOO); 139,3 -
128,4 (2 x PhCH,); 109,4 (C-1); 84,1 (C-4); 83,4 (C-2); 78,7 (C-3); 72,4 (C-5); 68,6
(OCH2CHy>); 68,4 (NCOOCH-Ph); 64,6 (C-6); 51,5/51,3 (NCH-Ph); 47,6 (CH2CH2N); 30,3
(CHy2); 28,9/28,5 (CHy>); 24,4 (CH>).

El producto crudo de la reaccion anterior se disolvié en una mezcla MeOH/H,O/AcOH
75:20:4 (145 mL). Luego, se agregd Pd/C 10% (0,43 g) y la mezcla se agitd en
hidrogenador a 45 psi y temperatura ambiente por 94 h hasta que por ccd se observd

conversién mayoritaria a un producto de Ry 0,65 (EtOH/H20O/AcOH 7:1:1). La suspension
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se filtré por lecho de celite, el filtrado se llevo a sequedad y se co-evaporo con tolueno (6
x 8 mL). El jarabe obtenido se filtré a través de un cartucho de EFS de fase reversa C8
(H2O/ACN 95:5) para eliminar impurezas no polares y luego se purificé por columna
cromatografica de silica gel (ACN/H.O/AcOH 9:1:0,1) y el producto se co-evapor6 con
tolueno (6 x 1 mL). El jarabe obtenido se disolvié en agua ultrapura y se liofilizé para dar

1’ (231 mg; 77%) como un jarabe incoloro.

Para identificar la presencia del grupo acetato en el producto final, una fraccion del
producto de reaccion se tratd con resina de intercambio catidnico. El jarabe se disolvié en
una mezcla MeOH/H20 9:1 y se agrego acido acético (1,3 equiv.). La solucion resultante
se agité con resina Amberlite IR 120H por 1 hora, se pasé a una columna cromatografica
y se eluyé con hidréxido de amonio 1 M. Las fracciones colectadas se analizaron por ccd,
y aquellas en las que se identificd el producto de reaccion se juntaron, concentraron y se
analizaron por RMN "H.

[a]o?° -49,3 (¢ 1, H20); R 0,65 (EtOH/H,O/AcOH 7:1:1).

RMN 'H (400 MHz, D;0) &: 4,99 (d, J = 2,3 Hz, 1H, H-1), 4,14 — 3,98 (m, 2H, H-3, H-2),
3,95 (dd, J = 6,4; 4,1 Hz, 1H, H-4), 3,88 — 3,50 (m, 5H, H-5, H-6a, H-6b, OCH.CHy), 3,06
— 2,92 (m, 2H, CH2NH>), 1,91 (s, 3H, CH3COOH), 1,80 — 1,56 (m, 4H, 2 x CH>), 1,54 —
1,34 (m, 2H, CHy).

RMN "3C (75 MHz, D,0) &: 107,7 (C-1); 83,2 (C-4); 81,6 (C-2); 77,1 (C-3); 71,4 (C-5); 68,7
(OCH.CHy); 63,4 (C-6); 40,0 (CH2NH>); 28,7 (CH2); 27,1 (CH); 23,9 (CH3COOH); 22,9
(CH>).

EMAR (ESI) m/z calculado para C11H23NOe [M+Na]*: 288,1423. Encontrado: 288,1424.

Alil 4,6-O-bencilidén-a-D-manopiranésido (7) y alil 2,3:4,6-di-O-bencilidén-a-D-
manopiranésido (14)

Ph

AlIOH HO— HO PhCH(OMe),, HO _ o
BF;.0Et, (cat) HO 0 CSA P52\ Po Ph/Voo/V %%
D-Man — > HO HO + g

70 °C, Ar O~ CH3CN (anh.), 0 o
13 ~ 0°Cata., Ar 7 >N 14 ~s

Se siguio el procedimiento descripto por Ali A. et al.?®® con modificaciones.

A una suspension de D-manosa (8,1 g; 45 mmol) seca (temp. de secado = 90 °C) en
alcohol alilico (68 mL) se agregd, lentamente y con agitacién, trifluoruro de boro-etil
eterato (0,4 mL; 3,2 mmol). Seguidamente, la mezcla se calenté a 70 °C y se mantuvo
con agitacion bajo atmdsfera de Ar por 72 h. La solucién se neutralizé con TEA (0,56 mL)

y se concentré para dar un jarabe incoloro (12,0 g; Rr 0,66, Unica mancha,
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AcOEL/i-PrOH/H,0 9:4:2). La caracterizacion del crudo de reaccion por RMN 'H indicé la
obtencion como producto mayoritario (~97%) del alil a,-D-manopiranésido (13) como una

mezcla de anémeros en relacion a/f 15:1.3471

RMN "H (300 MHz, D20) & de la mezcla de anémeros: 6,08 — 5,88 (m, 1H, CH=CH,), 5,37
(dqg, J=17,3; 1,7 Hz, 1H, CH=CH.H), 5,29 (dd, J = 10,4; 1,1 Hz, 1H, CH=CHHy), 4,92 (d,
J=1,6 Hz, 0,9 H, H-1 a), 4,71 (d, J = 0,8 Hz, 0,1 H, H-1 B), 4,43 — 3,50 (m, 10H), 3,43 —
3,32 (m, 0,2 H).

RMN *C (75 MHz, D,0) & del anémero a: 133,2 (CH=CH); 118,4 (CH=CHy); 99,0 (C-1);
72,8; 70,6; 70,0; 68,1; 66,8; 60,9.

El producto crudo del paso anterior (12,0 g), previamente secado, se suspendio en
acetonitrilo anhidro (200 mL) y se agregé acido (1S)-(+)-10-camforsulfénico (1,8 g; 7,75
mmol) seco (temp. de secado = 70 °C). La suspension resultante se enfrio a 0 °C y se
agrego a,a-dimetoxitolueno (8,7 mL; 58 mmol) con agitacion a lo largo de 20 min. Luego
de 2 h de agitacion a 0 °C bajo atmaésfera de Ar, la suspensién se llevo a temperatura
ambiente y se continud la agitacion por 2 h. La mezcla se neutralizé con TEA (1,3 mL) y
se llevé a sequedad. El producto crudo se disolvié en diclorometano (300 mL) y se extrajo
con NaHCO:s (ss) (250 mL). La fase organica se lavé con agua (250 mL) y con NaCl (ss)
(250 mL), se secod con Na>SO4 (anh.), se filtré y se llevé a sequedad. El analisis por ccd
del crudo de reaccién evidencio la presencia de dos manchas principales de R 0,97 y
0,63 (CH2CIl2/MeOH 9:1). La purificacion por cromatografia flash en columna de silica gel
(tolueno/AcOEt 7:3) permitié separar dos fracciones. El componente de mayor movilidad
eluido de la columna (Rf 0,97 CH.Clo/MeOH 9:1) fue un sdlido amorfo blanco que se
identifico por RMN 'H y *C como alil 2,3:4,6-di-O-bencilidén-a-D-manopiranésido (14; 2,9
g; 16%) en una mezcla de diasteromeros endo/exo 0,45:0,55.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) : 7,60 — 7,29 (m, 10H, 2 x PhCH), 6,29 (s, 0,55H, PhCH exo),
5,99 - 5,80 (m, 1,45H, PhCH endo, CH=CH. endo, CH=CH. exo0), 5,64 (s, 0,55H, PhCH
exo), 5,52 (s, 0,45H, PhCH endo), 5,38 — 5,20 (m, 2,45H, CH=CH, endo, CH=CH- exo, H-
1 endo), 5,17 (s, 0,55H, H-1 exo), 4,66 (dd, J=7,7; 5,4 Hz, 0,55H, H-3 exo0), 4,50 (dd, J =
7.,8; 6,3 Hz, 0,45H, H-3 endo), 4,38 — 4,25 (m, 1,45H, H-6a endo, H-2 endo, H-6a exo),
4,25 -4,16 (m, 1,55H, OCH.HCHCH; endo, OCH.HCHCH: exo, H-2 exo0), 4,09 — 3,98 (m,
1H, OCHH,CHCH: endo, OCHH,CHCH> exo), 3,93 — 3,77 (m, 2H, H-4 exo, H-6b endo*,
H-5 endo, H-5 exo), 3,79 — 3,68 (m, 1H, H-4 endo, H-6b exo*).

* Las asignaciones pueden estar intercambiadas.

RMN 3C (101 MHz, CDCls) &: 138,8 - 126,2 (2 x PhCH endo, 2 x PhCH exo, CH=CH;
endo, CH=CH; ex0); 118,2 (2 x CH=CH>); 104,2 (PhCH endo); 103,1 (PhCH exo); 102,1
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(PhCH exo); 101,9 (PhCH endo); 97,1 (C-1 exo); 96,9 (C-1 endo); 80,7 (C-4 endo); 78,5
(C-2 endo); 77,7 (C-4 exo); 75,7 (C-2 exo); 75,5 (C-3 exo); 74,2 (C-3 endo); 69,0 (C-6);
68,9 (C-6); 68,6 (OCH2CHCHy); 68,5 (OCH2CHCHz); 60,63 (C-5); 60,61 (C-5).

De la fraccién de menor movilidad se obtuvo 7 (4,15 g; 30%) como un sdlido blanco.

Los datos de RMN "'H y '3C fueron coincidentes con los reportados.34®!

[a]o? +69,9 (¢ 1, CHCIy), [Iit.®*) [a]o? +71,4 (¢ 1, CHCI3)]; Rf 0,61 (CH2Cl/MeOH 9:1); pf
144,6-146 °C, [lit.B°% 148-149 °C (Et.0)].

RMN "H (300 MHz, CDCl3) &: 7,53 — 7,33 (m, 5H, PhCH), 6,00 — 5,81 (m, 1H, CH=CH,),
5,55 (s, 1H, PhCH), 5,39 — 5,26 (m, 1H, CH=CH.H), 5,26 — 5,18 (m, 1H, CH=CHHy), 4,87
(d, J = 0,9 Hz, 1H, H-1), 4,32 — 4,13 (m, 2H, H-6a, OCH.HCH=CH,), 4,12 — 3,76 (m, 6H,
H-3, H-2, OCHHL,CH=CH,, H-4, H-5, H-6b), 2,88 (sa, 2H, OH).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) &: 137,3 - 126,4 (CH=CH,, PhCH); 117,9 (CH=CH,); 102,4
(PhCH); 99,5 (C-1); 79,0 (C-4); 71,1 (C-2); 68,9 (C-6); 68,7 (C-3); 68,4 (OCH,CH=CHy):
63,2 (C-5).

Alil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-a-D-

manopiranésido (15)

NH HS&J&' [
+
OBz -30 °C, MS 4A, Ar OBz

OBz O~ OBz

~X—0 HO
O _o__ccl o Oﬁ&'
OBz 3 HO o
A PR 5R21 TMSOTF (cat), CH,Cl, (anh.) OBZ>/ o
OBz ¢ 7 0Bz 15

Se procedio segun lo descripto por Ma Z. et al.?*%! con ligeras modificaciones.

A una suspensién de tricloroacetimidato de 0-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-
galactofuranosilo) (6; 3,69 g; 5 mmol), alil 4,6-O-bencilidén-a-D-manopirandsido (7; 1,95
g; 6,3 mmol), ambos previamente secados, y tamices moleculares de 4A pulverizados (1
g), en diclorometano anhidro (140 mL) enfriada a -30 °C bajo atmdsfera de Ar, se agregé
triflato de trimetilsililo (50 pL; 0,28 mmol). Luego de 15 min de agitacién a -30 °C, la ccd
mostrd la desaparicion del imidato de partida. La suspension se neutralizé con TEA (50
pL), se filtraron los tamices moleculares y la solucién resultante se concentr6 a sequedad.
El residuo obtenido se purificd por cromatografia flash en columna de silica gel
(tolueno/AcOEt 15:1 a 6:1) para dar 15 (2,77 g; 63%) como un sélido amorfo blanco. Los
datos de RMN 1H y 13C fueron coincidentes con los reportados. 24!

[a]o?® +10,9 (c 1, CHCIs) [lit.?*! [a]p?® +10,2 (¢ 1, CHCI3)]; Rr 0,54 (tolueno/AcOEt 8:2); pf
77,6-79 °C.
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RMN "H (300 MHz, CDCls) 5: 8,17 — 7,07 (m, 25H, 4 x PhCO, PhCH), 6,02 — 5,80 (m, 2H,
CH=CH,, H-5), 5,55 (dd, J = 5,6; 1,0 Hz, 1H, H-3), 5,50 (s, 1H, PhCH), 5,44 (sa, 1H, H-
1"), 5,43 (d, J = 1,5 Hz, 1H, H-2"), 5,31 (dq, J = 17,3; 1,5 Hz, 1H, CH=CH.H), 5,23 (dq, J =
10,4; 1,5 Hz, 1H, CH=CHHb), 4,99 (d, J = 1,3 Hz, 1H, H-1), 4,74 (dd, J = 5,5; 3,1 Hz, 1H,
H-4’), 4,57 (dd, J = 12,1; 8,4 Hz, 1H, H-6a), 4,42 — 3,77 (m, 9H, H-3, H-6a, H-2, H-6'b, H-
4, CH,CH=CHy, H-5, H-6b), 2,99 (d, J = 1,9 Hz, 1H, OH).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) 5: 166,1 (COPh); 166,1 (COPh); 165,9 (COPh); 165,6 (COPh);
137,4 - 126,1 (CH=CHa, 4 x PhCO, PhCH); 118,2 (CH=CH,); 102,6 (C-1’); 102,2 (PhCH):
99,4 (C-1); 82,6 (C-2'); 81,4 (C-4’); 77,4 (C-3"); 76,9 (C-4); 72,1 (C-3); 70,2 (C-5); 69,0 (C-
6); 68,8 (C-2); 68,5 (CH.CH=CH,); 64,3 (C-6’); 63,9 (C-5).

Alil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-

benzoil-a-D-manopiranésido (16)

P 590, P50 To
0 & 0 oﬁ@
OBz

O\/\ BzCl, CsHsN (anh.) OBz O\/\
OBz 0°Cata.,Ar OBz
OBz OBz
OBz 15 OBz 16

A una solucién de alil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-
bencilidén-a-D-manopirandsido (15; 1,96 g; 2,2 mmol), previamente secado, en piridina
anhidra (22 mL) enfriada a 0 °C se agreg0, lentamente y con agitacion, cloruro de benzoilo
(0,82 mL; 7 mmol). Luego de 1 h de agitacion a temperatura ambiente bajo atmdsfera de
Ar, la ccd mostré la desaparicion del compuesto de partida. Se agreg6 diclorometano (140
mL) y la solucion se extrajo con HCI 5% (2 x 110 mL). La fase organica resultante se lavo
con agua (110 mL), NaHCOs (ss) (110 mL) y nuevamente con agua (110 mL), se secé
con NaxSOg4 (anh.), se filtro y se llevd a sequedad. Por cromatografia flash en columna de

silica gel (tolueno/AcOEt 9:1) se obtuvo 16 (2,05 g; 94%) como un soélido amorfo blanco.
[a]o? -41,2 (c 1, CHCIs); Rf 0,6 (tolueno/AcOEt 9:1); pf 79,4-81,7 °C.

RMN "H (400 MHz, CDCls) 3: 8,20 — 7,07 (m, 30H, 5 x PhCO, PhCH), 6,00 — 5,86 (m, 2H,
CH=CH,, H-5), 5,65 (dd, J = 3,6; 1,6 Hz, 1H, H-2), 5,56 (s, 1H, H-1"), 5,51 (s, 1H, PhCH),
5,40 (d, J = 5,1 Hz, 1H, H-3"), 5,34 (dq, J = 17,2; 1,6 Hz, 1H, CH=CH.H), 5,34 (d, J = 1,0
Hz, 1H, H-2"), 5,26 (dg, J = 10,3; 1,3 Hz, 1H, CH=CHHb), 5,02 (d, J = 1,6 Hz, 1H, H-1),
4,65 (dd, J = 5,1; 3,0 Hz, 1H, H-4'), 4,64 — 4,50 (m, 2H, H-6'a, H-3), 4,32 (dd, J= 10,1; 4,5
Hz, 1H, H-6a), 4,25 (ddt, J = 12,7; 5,2; 1,4 Hz, 1H, OCH.HCH=CH,), 4,19 (dd, J = 12,0;
3,3 Hz, 1H, H-6'b), 4,15 — 3,97 (m, 3H, H-4, OCHH,CH=CH,, H-5), 3,88 (t, J = 10,1 Hz,
1H, H-6b).
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RMN '3C (75 MHz, CDCIs) &: 166,2 (COPh); 165,8 (2 x COPh); 165,5 (COPh); 165,1
(COPh); 137,2 - 126,0 (CH=CHa, 5 x PhCO, PhCH); 118,5 (CH=CH>); 102,7 (C-1’); 102,2
(PhCH); 98,0 (C-1); 81,9 (C-4’); 81,4 (C-2’); 77,9 (C-3"); 77,6 (C-4); 70,2 (C-5’); 69,9 (C-
3); 69,8 (C-2); 69,0 (C-6); 68,7 (OCH.CH=CH>); 64,2 (C-6’); 64,1 (C-5).

EMAR (ESI) m/z calculado para Cs7Hs0016 [M+Na]*: 1013,2997. Encontrado: 1013,3016.

2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-

a,B-D-manopiranosa (17)

OB
LA A
o) oﬁ@, 0. _o OH

0Bz O~ Pd(AcO), PPh; MeOH (anh.) Vi
OB . OBz
s 08 Et,NH, CH,Cl, (anh.), ta., Ar o
OBz 1 6 OBz 17

Una suspension de acetato de paladio (1) (0,45 g; 2 mmol) y trifenilfosfina (2,6 g; 9,9
mmol), previamente secados (temp. de secado= 55 °C), en metanol anhidro (22 mL) se
agité a temperatura ambiente, en oscuridad y bajo atmésfera de Ar por 3 h hasta observar
la disolucién completa del acetato de paladio. Luego, se agregé dietilamina (210 uL), se
mantuvo la agitacion por 15 min y se agreg6 una solucion de alil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-
B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranésido (16; 2,6 g;
2,6 mmol) seco (temp. de secado= 55 °C) en diclorometano anhidro (31 mL). La solucién
resultante se agité por 48 h, hasta observar desaparicion del compuesto de partida por
ccd, y se llevd a sequedad. El residuo obtenido se purificd por cromatografia flash en
columna de silica gel (tolueno/AcOEt 20:1 a 6:1) para dar 17 (2,3 g; 92%) como un sélido
amorfo blanco. La caracterizacion del producto obtenido por RMN 'H y '3C evidencié la

obtencion de una mezcla de anémeros a/p en relaciéon 5:1.

[a]o?° -71,7 (¢ 1, CHCI3); Rr 0,44 (tolueno/AcOEt 8:2).

RMN 'H (400 MHz, CDCls;) &: 8,22 — 7,06 (m, 30H, 6 x PhCO, PhCH), 5,99 — 5,87 (m, 1H,
H-5%), 5,67 (dd, J = 3,4; 1,4 Hz, 1H, H-2), 5,60 (s, 0,2H, H-1" anémero B), 5,57 (s, 1H, H-
1’), 5,50 (s, 1H, PhCH), 5,43 — 5,36 (m, 2H, H-3’, H-1), 5,34 (sa, 1H, H-2’), 5,08 — 5,03 (m,
0,2H, H-1 anémero B), 4,66 (dd, J = 5,2; 3,0 Hz, 1H, H-4"), 4,64 — 4,53 (m, 2H, H-3, H-
6'a), 4,33 — 4,17 (m, 3H, H-6a, H-5, H-6’b), 4,10 (t, J = 9,6 Hz, 1H, H-4), 3,84 (t, J = 10,1
Hz, 1H, H-6b), 3,53 (d, J = 4,1 Hz, 1H, OH).

RMN 3C (75 MHz, CDCIs) d: 166,3 (COPh); 165,9 (2 x COPh); 165,6 (COPh); 165,2
(COPh); 137,2 - 126,0 (6 x PhCO, PhCH); 102,7 (C-1’); 102,5 (C-1" andémero B); 102,2
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(PhCH); 94,0 (C-1 anémero B); 93,7 (C-1); 81,9 (C-4’); 81,5 (C-2'); 77,9 (C-3’); 77,6 (C-4);
70,2 (C-5’); 70,0 (C-2); 69,5 (C-3); 69,0 (C-6); 64,2 (C-5); 64,0 (C-6").
EMAR (ESI) m/z calculado para CssH46016 [M+Na]*: 973,2684. Encontrado: 976,2710.

Tricloroacetimidato de 0-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-

bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranosilo) (18)

el .
0. _o OH CI,CCN, DBU O _o

OB OBz
z > OYCCI3
OBz CH,Cl, (anh.), 0 °C, Ar I N
OBz OBz
OBz OBz

17 18

A una soluciébn de 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-p-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-
bencilidén-2-0O-benzoil-a,3-D-manopiranosa (17; 2,86 g; 3,0 mmol) previamente secado,
en diclorometano anhidro (30 mL) se agregé tricloroacetonitrilo (1,5 mL; 15,0 mmol), la
mezcla se enfrio a 0 °C y se adiciond, lentamente y con agitacion, DBU (140 uL; 0,94
mmol). Luego de 3 h de agitacion a 0 °C bajo atmdsfera de Ar, la mezcla se concentr6 a
presioén reducida. El sélido obtenido se purificd por cromatografia flash en columna de
silica gel (tolueno/AcOEY/TEA 9:1:0,1) para dar 18 (2,53 g; 77%) como un sélido amorfo.
Para evitar la descomposicion, el producto aislado se guardo en freezer bajo exclusion de

humedad hasta su utilizacion.
Rf0,76 (tolueno/AcOE/TEA 8:2:0,1).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: 8,77 (s, 1H, NH), 8,26 — 7,03 (m, 30H, 5 x PhCO, PhCH),
6,42 (d, J = 1,4 Hz, 1H, H-1), 6,03 — 5,89 (m, 1H, H-5), 5,84 (dd, J = 3,5; 1,6 Hz, 1H, H-
2), 5,61 (s, 1H, H-1"), 5,56 (s, 1H, PhCH), 5,44 (d, J = 5,2 Hz, 1H, H-3"), 5,37 (s, 1H, H-2)),
4,69 (dd, J = 4,9; 3,3 Hz, 1H, H-4"), 4,66 — 4,56 (m, 2H, H-6'a, H-3), 4,39 (dd, J = 10,3; 4,3
Hz, 1H, H-6a), 4,28 — 4,09 (m, 3H, H-4, H-6'b, H-5), 3,91 (t, J = 9,8 Hz, 1H, H-6b).

RMN ™3C (75 MHz, CDCl3) &: 166,1 (COPh); 165,8 (COPh); 165,6 (COPh); 165,5 (COPh);
165,1 (COPh); 160,3 (C=NH); 136,9 - 125,4 (5 x PhCO, PhCH); 102,9 (C-1’); 102,2
(PhCH); 95,9 (C-1); 90,7 (CCls); 82,1 (C-4); 81,6 (C-2'); 77,8 (C-3'); 77,0 (C-4); 70,2 (C-
5'); 69,8 (C-3); 68,7 (C-6); 68,1 (C-2); 66,6 (C-5); 63,8 (C-6').

N-(Bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil--D-

galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranésido (19)

170



Capitulo 6

0
o~
HO ™>">""N""0""Ph
PhNoQ\ L PhNoQ\
0 O& Ph o O& 0._O._Ph
OBz el 8 OBz Y
07( 3 TMSOTF (cat.), MS 4A O~ N Ph
OBz NH > OBz
822 CH,Cl, (anh.), -40 °C, Ar ggz
z 18 z 19

A una suspensién de ftricloroacetimidato de 0-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-D-manopiranosilo) (18; 50 mg;
0,046 mmol), N-bencil-N-benciloxicarbonil-5-aminopentanol (8; 18 mg; 0,055 mmol),
ambos previamente secados, y tamices moleculares de 4A pulverizados (200 mg), en
diclorometano anhidro (3 mL) enfriada a -40 °C bajo atmdsfera de Ar, se agrego triflato de
trimetilsililo (1,64 uL; 0,009 mmol). Luego de 5 min de agitacién a -40 °C, la ccd mostrd
consumo total del imidato de partida. La suspensién se neutralizé con TEA (2 L), se
filtraron los tamices moleculares y la solucion obtenida se concentré a sequedad. El
producto crudo se purificé por columna cromatografica de silica gel (hexano/AcOEt 8:2)

para dar 19 (50 mg; 86%) como un sélido amorfo blanco.
[a]o?° -33,9 (¢ 1, CHCI3); Rf0,5 (tolueno/AcOEt 6:1); pf 59-63,3 °C.

RMN 'H (300 MHz, CDCls) & de la mezcla de rotameros: 8,29 — 7,01 (m, 40H, 5 x PhCO,
PhCH, 2 x PhCH), 5,98 — 5,87 (m, 1H, H-5"), 5,53 — 5,47 (m, 2H, H-2, H-1"), 5,50 (s, 1H,
PhCH), 5,39 (d, J=5,1 Hz, 1H, H-3’), 5,33 (s, 1H, H-2’), 5,24 — 5,11 (m, 2H, NCOOCH_Ph),
4,97 - 4,86 (m, 1H, H-1), 4,70 — 4,42 (m, 5H, H-4’, H-6’a, NCH2Ph, H-3), 4,30 (dd, J=9,1,
3,6 Hz, 1H, H-6a), 4,21 — 4,03 (m, 2H, H-6’b, H-4), 4,02 — 3,81 (m, 2H, H-5, H-6b), 3,78 —
3,52 (m, 1H, OCH.HCH>), 3,49 — 3,12 (m, 3H, OCHH,CH, CH>CH2N), 1,75 — 1,44 (m, 4H,
2 x CHy), 1,44 — 1,14 (m, 2H, CH).

RMN "3C (75 MHz, CDCIl3) d de la mezcla de rotameros: 166,1 (COPh); 165,8 (COPh);
165,8 (COPh); 165,5 (COPh); 165,1 (COPh); 156,9/156,3 (NCOOCH.Ph); 138,1 - 126,0
(5 x PhCO, PhCH, 2 x PhCHy); 102,7 (C-1); 102,2 (PhCH); 98,9 (C-1); 81,9 (C-4’); 81,4
(C-2); 77,9 (C-3); 77,6 (C-4); 70,2 (C-5’); 70,0 (C-3); 69,8 (C-2); 69,1 (C-6); 68,2
(OCH2CHy); 67,3 (NCOOCH-Ph); 64,3 (C-6); 64,0 (C-5); 50,7/50,4 (NCH2Ph); 47,3/46,3
(CH2CH:2N); 29,1 (CHy); 28,0/27,6 (CH2); 23,4 (CH>).

EMAR (ESI) m/z calculado para C74HssNO1g [M+Na]": 1282,4413. Encontrado: 1282,4474.

N-(Bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-

bencilidén-a-D-manopiranésido (21)
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Ph/%o ‘?BOZ Ph/%o ?'g
o Oﬁg O O P o Oﬁﬁ O O Ph
OBz NaOH, MeOH ROH

O\/\/\/N\/Ph O\/\/\/N\/Ph
EEEE——
OBz o OH
0Bz 0°Cata. OH
OBz 19 OH 21

A una solucién N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-3-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopirandsido (19; 296 mg;
0,24 mmol) en metanol (3 mL) enfriada a 0 °C se agregd una solucion de NaOH 1M en
metanol (0,36 mL). La mezcla se agitd a temperatura ambiente por 3 h y se purificé a
través de una columna corta (1,5 cm x 0,5 cm, d. x alt.) de Amberlite IR120 H. El eluido
se concentrd y el jarabe obtenido se co-evapord con agua ultrapura (5 x 1,5 mL). El crudo
obtenido se purificd por cromatografia en columna de silica gel (CH2Cl2/MeOH 30:1 a 9:1)

para dar 21 (144 mg; 83%) como un jarabe incoloro.
Rf0,57 (CH2Cl/MeOH 9:1).

RMN 'H (300 MHz, MeOD) & de la mezcla de rotameros: 7,66 — 6,97 (m, 15H, PhCH, 2 x
PhCH>), 5,60 (s, 1H, PhCH), 5,22 — 5,12 (m, 2H, NCOOCH2Ph), 5,09 (s, 1H, H-1"), 4,82 —
4,71 (m, 1H, H-1), 4,51 (s, 2H, NCH2Ph), 4,23 — 4,14 (m, 1H, H-6a), 4,14 — 3,95 (m, 6H,
H-2, H-3, H-4, H-4’, H-2’, H-3’), 3,87 — 3,72 (m, 2H, H-6b, H-5), 3,72 — 3,56 (m, 2H, H-5’,
OCH4HCHy), 3,50 (dd, J=11,3; 7,2 Hz, 1H, H-6’a), 3,44 — 3,21 (m, 4H, H-6'b, OCHH,CH>,
CH2CH2N), 1,70 — 1,44 (m, 4H, 2 x CH>), 1,43 — 1,22 (m, 2H, CH>).

RMN '3C (75 MHz, MeOD) & de la mezcla de rotameros: 139,2 - 127,5 (PhCH, 2 x PhCHy);
106,2 (C-1°); 103,1 (PhCH); 102,4 (C-1); 85,8 (C-4’); 82,4 (C-2"); 79,2 (C-3"); 78,3 (C-4);
73,0 (C-3); 72,5 (C-5’); 69,9 (C-6); 69,3 (C-2); 68,7 (OCH2CH>); 68,5/68,4 (NCOOCHPh);
65,5 (C-5); 64,8 (C-6’); 51,6/51,4 (NCH2Ph); 47,5 (CH,CH2N); 30,1 (CH>); 28,9/28,5 (CH>);
24,4 (CHy).

Acetato de 5-aminopentil B-D-galactofuranosil-(1—3)-a-D-manopiranésido (2’)

Ph"N\0 0'5 HO 0':')
o ° . 0<_O._Ph o .
OH © N7 H, (45 psi), 10% Pd/C OH ©

O~ N Ph O~~~ NH2.HOAc
MeOH:THF:H,0:AcOH
OHOH 10:5:4:1, t.a. OHOH

OH 21 OH

A una solucion de N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil B-D-galactofuranosil-
(1—3)-4,6-O-bencilidén-a-D-manopiranésido (21; 144 mg; 0,20 mmol) en una mezcla
MeOH/THF/H20/AcOH 10:5:4:1 (34 mL), se agregdé Pd/C 10% (138 mg) y la mezcla se

agité en hidrogenador a 45 psi y temperatura ambiente por 2 dias hasta que se observo
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conversion total a un unico producto de Rs 0,62 (EtOH/H20/AcOH 7:1:1). Luego, la
suspension se filtrd por lecho de celite, y el filtrado se llevo a sequedad y se co-evaporé
con tolueno (7 x 1 mL). El jarabe obtenido se pasé a través de un cartucho de EFS de
fase reversa C8 (H.O/MeOH 95:5) para quitar impurezas no polares y luego se purificd
por cromatografia en columna de silica gel (ACN/H.O/AcOH 6:1:0,07 a 4:1:0,05). El
producto obtenido se co-evaporé con tolueno (5 x 1 mL), se disolvié en agua ultrapura y
se liofilizo para 2’ (72 mg; 76%) como un jarabe incoloro.

[a]o?° -26,8 (¢ 1, H20); R 0,62 (EtOH/H,O/AcOH 7:1:1).

RMN 'H (400 MHz, D;0) &: 5,13 (d, J = 1,2 Hz, 1H, H-1"), 4,89 (d, J = 1,4 Hz, 1H, H-1),
4,15 (dd, J=3,0; 1,6 Hz, 1H, H-2"), 4,12 (dd, J = 2,8; 2,0 Hz, 1H, H-2), 4,10 — 4,02 (m, 2H,
H-3, H-4"), 3,92 — 3,81 (m, 3H, H-6a, H-3, H-5), 3,80 — 3,61 (m, 6H, H-6b, OCH.HCH, H-
4, H-6’a, H-5, H-6’b), 3,60 — 3,51 (m, 1H, OCHHLCH>), 3,03 — 2,95 (m, 2H, CH2NH2), 1,91
(s, 3H, CH3COOH), 1,76 — 1,60 (m, 4H, 2 x CH>), 1,56 — 1,38 (m, 2H, CH>).

RMN *3C (101 MHz, D-0) &: 105,0 (C-1"); 100,1 (C-1); 83,6 (C-4’); 82,0 (C-2'); 77,6 (C-3');
76,2 (C-3); 73,3 (C-5); 71,4 (C-5’); 68,1 (OCH2CHy); 67,4 (C-2); 65,7 (C-4); 63,4 (C-6’);
61,6 (C-6); 40,0 (CH2NH>); 28,6 (CH2); 27,1 (CH>); 24,0 (CH3COOH); 23,1 (CH>).

EMAR (ESI) m/z calculado para C17H33NO+1 [M+Na]*: 450,1958. Encontrado: 450,1951.

Alil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-
benzoil-a-D-manopiranosil-(1—3)-4,6-0O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-

manopiranésido (23)

Ph/vo OBZ Ph/v OBzPh
TMSOTf (cat.),
(0] o HO
OBz R Ph/%o ’0 CH,Cl, (anh.) OBZ 7\
YR+ HO -
OBz NH 0 -40 °C, MS 4A, Ar OBz
OBz N OBz
OBz 18 7 OBz
BzCl, R=H; 22
CsHsN (anh.)
0°Cata., Ar
R=Bz; 23

A una suspensién de tricloroacetimidato de 0-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranosilo) (18; 2,40 g;
2,2 mmol), alil 4,6-O-bencilidén-a-D-manopirandsido (7; 0,84 g; 2,7 mmol), ambos
secados previamente, y tamices moleculares de 4A pulverizados (1 g), en diclorometano
anhidro (77 mL) enfriada a -40 °C bajo atmdsfera de Ar, se agregé triflato de trimetilsililo
(20 pL; 0,11 mmol). Luego de 10 min de agitacion a -40 °C, se observé la desaparicion
del imidato de partida por ccd. La suspension se neutralizé con TEA (30 pL), se filtraron

los tamices moleculares y la solucion resultante se concentré a sequedad para dar un
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sélido amorfo ligeramente amarillo (3,35 g). Por RMN mono y bidimensionales se identifico
como producto mayoritario (>75%) alil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-
(1—3)-4,6-0O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-a-D-

manopiranosido (22). Una pequefa fraccion (50 mg) de la muestra se purificd por
cromatografia en columna de silica gel (tolueno/AcOEt 11:1) para efectuar la

caracterizacion del producto por RMN y EMAR.
R 0,44 (tolueno/AcOEt 6:1).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 8,11 — 6,96 (m, 35H, 5 x PhCO, 2 x PhCH), 6,02 — 5,87 (m,
2H, CH=CH, H-5”), 5,86 (dd, J = 3,5; 1,7 Hz, 1H, H-2’), 5,66 (s, 1H, PhCH), 5,62 (s, 1H,
H-17), 5,52 (d, J = 1,6 Hz, 1H, H-1"), 5,50 (s, 1H, PhCH), 5,47 (d, J = 5,4 Hz, 1H, H-3"),
5,39 (d, J = 1,2 Hz, 1H, H-2"), 5,32 (dq, J = 17,2; 1,7 Hz, 1H, CH=CHaH), 5,24 (dq, J =
10,4; 1,1 Hz, 1H, CH=CHH,), 4,97 (d, J = 1,5 Hz, 1H, H-1), 4,72 (dd, J = 11,4; 5,7 Hz, 1H,
H-6"a), 4,69 — 4,62 (m, 2H, H-3’, H-4"), 4,48 (dd, J = 11,4; 6,8 Hz, 1H, H-6"b), 4,39 — 4,16
(m, 6H, H-6a, H-6'a, H-3, H-4, OCH.HCH=CH2, H-2), 4,14 — 3,96 (m, 3H, H-4,
OCHHyCH=CH, H-5"), 3,94 — 3,80 (m, 3H, H-6b, H-6'b, H-5), 3,47 (d, J = 2,7 Hz, 1H, OH).
RMN '3C (101 MHz, CDCl3) &: 166,6 (COPh); 165,8 (COPh); 165,8 (COPh); 165,5 (COPh);
165,4 (COPh); 137,3 - 125,9 (CH=CHa, 5 x PhCO, 2 x PhCH); 118,1 (CH=CH>); 102,8 (C-
17); 101,9 (PhCH); 101,3 (PhCH); 99,8 (C-1’); 99,7 (C-1); 82,3 (C-2”); 81,4 (C-4"); 79,1
(C-4); 77,8 (C-3”); 77,4 (C-4"); 73,8 (C-3); 71,4 (C-2); 70,0 (C-57); 69,3 (C-2’); 69,1 (C-3’);
68,94 (C-6*); 68,89 (C-6"); 68,3 (OCH.CH=CH.); 64,8 (C-5’); 63,7 (C-5); 62,8 (C-6”).

* Las asignaciones pueden estar intercambiadas.

EMAR (ESI) m/z calculado para C7oHesO21 [M+Na]*: 1263,3838. Encontrado: 1263,3934.

El sélido obtenido en el paso anterior (3,3 g), previamente secado, se disolvié en
piridina anhidra (40 mL) y se enfrié a 0 °C. Luego, se agrego lentamente y con agitacion
cloruro de benzoilo (1,5 mL; 12,9 mmol). La solucion se agité a temperatura ambiente
bajo atmdsfera de Ar por 1 h, cuando por ccd se observo la desaparicion del compuesto
de partida. Se agregé diclorometano (240 mL) y la mezcla se extrajo con agua (200 mL).
La fase organica resultante se lavé con HCI 5% (2 x 200 mL), agua (200 mL), NaHCO3
(ss) (200 mL) y nuevamente con agua (200 mL), se secé con Na>SO4 (anh.), se filtré y se
concentrd a sequedad. El residuo obtenido se purificd por cromatografia flash en columna
de silica gel (tolueno/AcOEt 20:1) para dar 23 (2,46 g; 83%) como un soélido amorfo

blanco.
[a]p?® -62,2 (¢ 1, CHCIs); Rf 0,44 (tolueno/AcOEt 20:1); pf 100,3-102,0 °C.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 8,25 — 7,06 (m, 40H, 6 x PhCO, 2 x PhCH), 6,01 — 5,86 (m,
1H, CH=CH,), 5,83 — 5,77 (m, 1H, H-5"), 5,74 (s, 1H, PhCH), 5,65 (dd, J = 3,5; 1,5 Hz,
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1H, H-2’), 5,60 (dd, J = 3,6; 1,5 Hz, 1H, H-2), 5,40 — 5,37 (m, 2H, PhCH, H-1’), 5,37 — 5,29
(m, 3H, CH=CH4H, H-3”, H-1"), 5,30 — 5,22 (m, 2H, CH=CHHs, H-2"), 5,04 (d, J = 1,5 Hz,
1H, H-1), 4,57 — 4,43 (m, 3H, H-6"a, H-4”, H-3), 4,39 (dd, J = 9,8; 3,5 Hz, 1H, H-3’), 4,34
(dd, J = 9,6; 4,1 Hz, 1H, H-6a), 4,30 — 4,20 (m, 3H, H-6’a, H-4, OCH.HCH=CH,), 4,13 —
4,03 (m, 2H, H-5, OCHH,CH=CH), 4,03 — 3,88 (m, 4H, H-5, H-4’, H-6"b, H-6b), 3,78 (t,
J=10,2 Hz, 1H, H-6'b).

RMN 3C (101 MHz, CDCl3) &: 166,0 (COPh), 165,9 (COPh), 165,8 (COPh), 165,6 (COPh),
165,4 (COPh), 165,0 (COPh), 137,3 - 126,0 (CH=CH2, 6 x PhCO, 2 x PhCH), 118,4
(CH=CH), 102,8 (C-1"), 102,2 (PhCH), 101,6 (PhCH), 100,2 (C-1’), 97,8 (C-1), 81,8 (C-
4”), 81,2 (C-2”), 79,0 (C-4), 77,8 (C-3"), 77,4 (C-4"), 73,3 (C-3), 72,3 (C-2), 70,4 (C-5"),
69,9 (C-3’), 69,8 (C-2’), 68,9 (C-6, C-6’), 68,7 (OCH.CH=CH), 64,8 (C-5’), 64,0 (C-6"),
63,9 (C-5).

EMAR (ESI) m/z calculado para C77HesO2 [M+H]*: 1345,4281. Encontrado: 1345,4343.

2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-

D-manopiranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a,3-D-manopiranosa (24)

OB
Ph/v OZ Ph/v OBz
F’h Ph7\
OBz Pd(AcO), PPh; MeOH (anh.) OBz
OBz EtzNH CH2C|2 (anh ) ta., Ar OBz
OBz OBz
OBz OBz

Una suspensiéon de acetato de paladio (Il) (79 mg; 0,35 mmol) y trifenilfosfina (0,44
g; 1,7 mmol), secados previamente (temp. de secado=60 °C), en metanol anhidro (3,9
mL) se agité a temperatura ambiente bajo atmdsfera de Ar por 3 h hasta observar la
disolucion completa del acetato de paladio para obtener in  situ
tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0). Se agregé dietilamina (35 uL), la mezcla se agité por 15
min y se agrego alil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-3-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-
2-0-benzoil-a-D-manopiranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranésido
(23; 1,15 g; 0,86 mmol), previamente secado, disuelto en diclorometano anhidro (11 mL).
Luego de 24 h de agitacion a temperatura ambiente bajo atmésfera de Ar, se agregé
nuevamente tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) (0,33 mmol) en metanol anhidro (3,9 mL) y
se continud la agitacion por 24 h. La mezcla se llevdé a sequedad y se purificd por
cromatografia flash en columna de silica gel (tolueno/AcOEt 5:1) para dar 24 (0,9 g; 84%)
como un solido amorfo. La caracterizacion del producto por RMN 'H y *C evidencio la

obtencion de una mezcla de anémeros en relacion a/f 1:0,15.
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[a]o?° -86,1 (¢ 1, CHCI3); Rf 0,48, Gnica mancha (tolueno/AcOEt 8:2).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & del anémero a: 8,27 — 6,98 (m, 40H, 6 x PhCO, 2 x PhCH),
5,86 — 5,78 (m, 1H, H-5"), 5,71 (s, 1H, PhCH), 5,64 (dd, J = 3,5; 1,7 Hz, 1H, H-2"), 5,61
(dd, J = 3,6; 1,6 Hz, 1H, H-2), 5,42 — 5,37 (m, 3H, PhCH, H-1, H-1’), 5,37 — 5,32 (m, 2H,
H-3”, H-1"), 5,24 (d, J = 1,0 Hz, 1H, H-2"), 4,57 — 4,46 (m, 3H, H-6"a, H-4", H-3), 4,39
(dd, J=19,9; 3,6 Hz, 1H, H-3’), 4,33 — 4,07 (m, 5H, H-6’a, H-6a, H-4, H-5, H-5’), 4,05 — 3,96
(m, 2H, H-4’, H-6"b), 3,86 (t, J= 10,1 Hz, 1H, H-6b), 3,80 (t, J = 10,3 Hz, 1H, H-6’b), 3,43
(d, J=4,0 Hz, 1H, OH).

RMN "*C (101 MHz, CDCI3) & del anomero a: 166,0 (COPh); 165,9 (COPh); 165,8 (COPh);
165,6 (COPh); 165,4 (COPh); 165,0 (COPh); 137,3 - 126,1 (6 x PhCO, 2 x PhCH); 102,8
(C-1"); 102,2 (PhCH); 101,6 (PhCH); 100,1 (C-1’); 93,4 (C-1); 81,7 (C-4"); 81,2 (C-2);
79,1 (C-4); 77,8 (C-3"); 77,4 (C-4); 72,6 (C-3); 72,5 (C-2); 70,4 (C-5); 69,9 (C-3’); 69,8
(C-2'); 68,9 (C-6, C-6'); 64,8 (C-5'); 64,1 (C-6"); 63,8 (C-5).

EMAR (ESI) m/z calculado para C74HesO2: [M+Na]*: 1327,3787. Encontrado: 1327,3845.
Tricloroacetimidato de 0-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-0-

bencilidén-2-0-benzoil-a-D-manopiranosil-(1—3)-4,6-0-bencilidén-2-O-benzoil-a,3-

D-manopiranosilo) (25)

OBz
Ph/vo OBz Ph/v
OBZ OBZ
CI3CCN, DBU
OBz OBz
OBz o OBz
OBy CH,Cl, (anh.), 0 °C, Ar OBz

O._CCly
NH

A una solucion de 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-
bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a,3-D-
manopiranosa (24; 0,91 g; 0,69 mmol) previamente secado, en diclorometano anhidro (8,9
mL) se agrego tricloroacetonitrilo (0,42 mL; 4,2 mmol), la mezcla se enfrio a 0 °C y se
agreg6 lentamente y con agitaciéon DBU (40 pL; 0,27 mmol). Luego de 2 h de agitacién a
0 °C bajo atmosfera de Ar, la solucidon se concentré a presion reducida. El producto crudo
se purificé a través de una columna corta de silica gel (tolueno/TEA 10:0,1) para dar 25
(0,83 g; 83%) como un soélido amorfo. La caracterizacion por RMN 'H y "*C evidencio la
obtencion de una mezcla de andmeros en relacién o/f 1:0,1. Para evitar la
descomposicién, el producto aislado se guardd en freezer bajo exclusién de humedad

hasta su utilizacion.
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R 0,72, unica mancha (tolueno/AcOEY/TEA 8:2:0,1).

RMN 'H (400 MHz, CDCI3) & del anémero a: 8,82 (s, 1H, NH), 8,29 — 7,06 (m, 40H, 6 x
PhCO, 2 x PhCH), 6,46 (d, J = 1,7 Hz, 1H, H-1), 5,87 — 5,80 (m, 1H, H-5"), 5,79 — 5,74
(m, 2H, H-2, PhCH), 5,67 (dd, J = 3,6; 1,6 Hz, 1H, H-2"), 5,47 — 5,39 (m, 2H, H-1’, PhCH),
5,38 — 5,33 (m, 2H, H-3”, H-1"), 5,26 (d, J = 1,0 Hz, 1H, H-2"), 4,61 — 4,50 (m, 3H, H-3,
H-6"a, H-4"), 4,44 — 4,33 (m, 3H, H-3', H-6a, H-4), 4,22 (dd, J = 10,1; 4,7 Hz, 1H, H-6'a),
4,19 -4,09 (m, 2H, H-5, H-5’), 4,09 — 3,90 (m, 3H, H-4’, H-6"b, H-6b), 3,81 (t, J= 10,1 Hz,
1H, H-6’b).

RMN C (75 MHz, CDCIs) & del anémero a: 166,0 (COPh); 165,8 (COPh); 165,5 (2 x
COPh); 165,4 (COPh); 165,0 (COPh); 160,0 (C=NH); 137,2 - 126,0 (6 x PhCO, 2 x PhCH);
102,8 (C-17); 102,2 (PhCH); 101,6 (PhCH); 100,2 (C-1’); 95,5 (C-1); 90,8 (CCls); 81,8 (C-
4”); 81,2 (C-2”); 78,4 (C-4); 77,8 (C-3”); 77,3 (C-4’); 72,4 (C-3); 70,6 (C-2); 70,4 (C-5”);
69,8 (C-3’); 69,6 (C-2’); 68,8 (C-6'); 68,5 (C-6); 66,4 (C-5); 64,9 (C-5'); 64,1 (C-6").

N-(Bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-B-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranosil-(1—3)-4,6-

O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopirandsido (26)

)k ~

Ph/v OBZ HOW"i 0 >Ph F’h/vo OBZ

Ph Ph

Ph

OBZ 7\ OBz 7\

0Bz TMSOTT (cat.), MS 4A OBz
OBz OBz
OBz Et,O (anh.), -30 °C, Ar OBz
O._CCly

NH

Una suspension de tricloroacetimidato de 0-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-3-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranosil-(1—3)-4,6-0-
bencilidén-2-O-benzoil-a,B-D-manopiranosilo) (25; 0,65 g; 0,45 mmol), N-bencil-N-
benciloxicarbonil-5-aminopentanol (8; 180 mg; 0,55 mmol), ambos secados previamente
(destilacion azeotrépica y vacio a t.a.), y tamices moleculares pulverizados de 4A (600
mgq), en éter etilico anhidro recién destilado (27 mL), se enfrié a -30 °C bajo atmdsfera de
Ary se agrego triflato de trimetilsililo (14,1 pL; 0,078 mmol). Luego de 20 min de agitacion
a -30 °C, el control por ccd mostro la desaparicion del imidato de partida. La suspension
se neutraliz6 con TEA (12,5 pL), se filtraron los tamices moleculares y la solucién
resultante se concentré a sequedad. El crudo obtenido se purificé por cromatografia flash
en columna de silica gel (tolueno/AcOEt 12:1) para dar 26 (0,66 g; 91%) como un sélido

amorfo blanco.
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[a]o?® -51,8 (¢ 1, CHCIs); Rf 0,62 (tolueno/AcOEt 6:1); pf 74,7-76,3 °C.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & de la mezcla de rotameros: 8,25 — 7,01 (m, 50H, 6 x PhCO,
2 x PhCH, 2 x PhCHy), 5,84 — 5,77 (m, 1H, H-5"), 5,74 (s, 1H, PhCH), 5,65 (dd, J = 3,5;
1,5 Hz, 1H, H-2’), 5,55 (d, J = 2,8 Hz, 1H, H-2), 5,39 — 5,35 (m, 2H, H-1’, PhCH), 5,36 —
5,31 (m, 2H, H-1", H-3"), 5,24 (s, 1H, H-2"), 5,20 — 5,11 (m, 2H, NCOOCH.Ph), 4,97 —
4,90 (m, 1H, H-1), 4,58 — 4,45 (m, 4H, H-6"a, NCH2Ph, H-4"), 4,45 — 4,34 (m, 2H, H-3, H-
3"), 4,34 — 4,18 (m, 3H, H-6a, H-6’a, H-4), 4,13 — 4,02 (m, 1H, H-5’), 4,03 — 3,86 (m, 4H,
H-4’, H-6b, H-5, H-6"b), 3,76 (t, J = 10,1 Hz, 1H, H-6’b), 3,71 — 3,57 (m, 1H, OCHsHCH>),
3,51 - 3,33 (m, 1H, OCHH,CH>), 3,32 — 3,15 (m, 2H, CH>CH2N), 1,73 — 1,44 (m, 4H, 2 x
CH2), 1,42 -1,20 (m, 2H, CHy).

RMN '3C (101 MHz, CDCIs3) & de la mezcla de rotameros: 166,0 (COPh); 166,0 (COPh);
165,8 (COPh); 165,6 (COPh); 165,4 (COPh); 165,0 (COPh); 156,9/156,3 (NCOO); 138,1
- 126,1 (6 x PhCO, 2 x PhCH, 2 x PhCHy); 102,8 (C-1"); 102,2 (PhCH); 101,6 (PhCH);
100,3 (C-1’); 98,6 (C-1); 81,8 (C-4"); 81,2 (C-2"); 79,0 (C-4); 77,8 (C-3”); 77,4 (C-4’); 73,6
(C-3); 72,4 (C-2); 70,4 (C-5”); 69,9 (C-3’); 69,8 (C-2); 69,0 (C-6); 68,9 (C-6"); 68,3
(OCH.CHs); 67,3 (NCOOCH-Ph); 64,8 (C-5’); 64,1 (C-6"); 63,8 (C-5); 50,8/50,5 (NCH-Ph);
47,3/46,3 (CH2.CH2N); 29,2 (CH2); 28,1/27,7 (CHz); 23,5 (CHz2).

EMAR (ESI) m/z calculado para CesHs7NO24 [M+Na]*: 1636,5515. Encontrado: 1636,5621.

N-(Bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-

bencilidén-a-D-manopiranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-a-D-manopiranésido (27)

Ph/V O%Z
Ph

Ph/v
O Ph
OBZ NaOH MeOH OH
OBz 0Bz OH
OBz OH
OBz OH

A una mezcla de N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-3-
D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranosil-(1—3)-4,6-O-
bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranésido (26; 75 mg; 0,046 mmol) y metanol (0,48 mL)
se agregd una solucion de NaOH 1M en metanol (0,11 mL). Luego de 7 h de agitacion a
temperatura ambiente, se observo la desaparicion del compuesto de partida por ccd. La
mezcla se purificd a través de una columna corta (1,5 cm x 1 cm, d. x alt.) de Amberlite
IR120 H y el eluido se concentro a presién reducida. El producto crudo se co-evaporo con
agua ultrapura (4 x 1 mL) y se purificd por cromatografia flash en columna de silica gel
(CH2Cl2/MeOH 20:1 a 12:1) para dar 27 (25 mg; 55%) como un jarabe.
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[a]o?® +6,6 (c 1, CHCIs); Rr 0,58 (CH2Cl2/MeOH 9:1).

RMN 'H (400 MHz, CDCIl;) & de la mezcla de rotameros: 7,54 — 7,02 (m, 20H, 2 x PhCH,
2 x PhCHy), 5,51 (s, 1H, PhCH), 5,48 (s, 1H, PhCH), 5,33 (s, 1H, H-1°), 5,28 — 5,04 (m,
3H, H-1”, NCOOCH2Ph), 4,78 — 4,68 (m, 1H, H-1), 4,53 — 4,33 (m, 2H, NCH2Ph), 4,32 —
3,88 (m, 11H), 3,88 — 3,69 (m, 4H, H-5', H-5, H6-b, H-6'b), 3,64 — 3,45 (m, 2H, H-5",
OCHHCHy), 3,37 — 3,07 (m, 5H, OCHHCH>, H-6"a, H-6"b, NCH2CH>), 1,71 — 1,37 (m,
4H, 2 x CH2), 1,37 — 1,10 (m, 2H, CH>).

RMN *C (101 MHz, CDCIs) 5 de la mezcla de rotameros: 156,9/156,4 (NCOO); 138,0 -
126,2 (2 x PhCH, 2 x PhCH); 104,8 (C-17); 102,0 (PhCH); 101,6 (PhCH); 101,4 (C-1’);
100,5 (C-1); 86,1 (C-4"); 79,8 (C-2”); 78,9 (C-4); 78,4 (C-3”); 76,7 (C-4’); 72,8 (C-3*); 71,6
(C-3™); 71,4 (C-2); 70,8 (C-5"); 68,8 (C-6, C-6'); 68,3 (C-2); 67,9 (OCH.CH,); 67,4
(NCOOCH2Ph); 64,6 (C-5); 63,9 (C-6"); 63,7 (C-5); 50,7/50,4 (NCH:Ph); 47,2/46,3
(NCH2CHz); 29,2 (CH); 28,0/27,6 (CH2); 23,4 (CH>).

* Las asignaciones pueden estar intercambiadas.

EMAR (ESI) m/z calculado para Cs2HesNO+1g [M+Na]*: 1012,3943. Encontrado: 1012,3962.

Acetato de 5-aminopentil B-D-galactofuranosil-(1—3)-a-D-manopiranosil-(1—3)-a-D-

manopiranoésido (3’)

Ph/VO

O Ph

o il
ﬁ \% MeOH THF: ﬁ/ \%
o T H2504A1cot: or NH2.HOAC

A una solucién de N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 3-D-galactofuranosil-
(1—3)-4,6-O-bencilidén-a-D-manopiranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-a-D-manopirandsido
(27; 25 mg; 0,025 mmol) en una mezcla MeOH/THF/H20O/AcOH 10:5:4:1 (4 mL), se agrego
Pd/C 10% (40 mqg) y la mezcla se agité en hidrogenador a 45 psi y temperatura ambiente
hasta que por ccd se observd conversion mayoritaria a un producto de Ry 0,55
(EtOH/H2O/ACcOH 7:1:1). Luego de 7 dias, la suspension se filtré por lecho de celite y el
filtrado se concentrd y se co-evapord con tolueno (6 x 0,4 mL). El crudo obtenido se
purificé por cromatografia en columna de silica gel (ACN/H>O/AcOH 9:1:0, 1). El producto
se co-evaporo con tolueno (5 x 1 mL), se disolvié en agua ultrapura y se liofilizé para dar

3’ (8,2 mg; 50%) como un jarabe.
[a]o?® +6,2 (¢ 1, H20); Rf 0,55 (EtOH/H,O/AcOH 7:1:1).
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RMN 'H (400 MHz, D,0) &: 5,19 — 5,14 (m, 2H, H-1", H-1"), 4,84 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H-1),
4,27 (dd, J = 3,1; 1,9 Hz, 1H, H-2’), 4,16 (dd, J = 3,1; 1,7 Hz, 1H, H-2"), 4,11 — 4,05 (m,
3H, H-2, H-3”, H-4"), 3,99 (dd, J = 9,4; 3,2 Hz, 1H, H-3’), 3,93 — 3,61 (m, 14H), 3,60 — 3,51
(m, 1H, OCHHLCH>), 3,05 — 2,97 (m, 2H, CH2NH>), 1,91 (s, 3H, CH3COOH), 1,78 — 1,58
(m, 4H, 2 x CH), 1,63 — 1,38 (m, 2H, CH>).

RMN "3C (101 MHz, D,0) &: 105,1 (C-1"); 102,7 (C-1’); 100,2 (C-1); 83,6 (C-4"); 82,0 (C-
2”); 78,9 (C-3); 77,7 (C-3”); 76,0 (C-3’); 73,9 (C-5’); 73,6 (C-5); 71,4 (C-57"); 70,4 (C-2);
68,1 (OCH2CHy); 67,4 (C-2’); 66,8 (C-4); 65,8 (C-4’); 63,4 (C-6"); 61,7 (C-6™*); 61,5 (C-6%);
40,0 (CH2NH2); 28,6 (CHy); 27,2 (CH2); 24,0 (CH3COOH); 23,1 (CH>).

* Las asignaciones pueden estar intercambiadas.

EMAR (ESI) m/z calculado para C23H43sNO+s [M+H]*: 590,2660. Encontrado: 590,2663.
Tricloroacetimidato de O-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-B-D-galactopiranosilo) (30)

Método A (Sintesis por pasos)

. Metil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a,3-D-galactopiranésido (32)

ég)h!lCeOH, Amberlite IR120 H, OBnOBn OBOn OMe
D-Galactosa > &‘ +
2) BnBr, NaH, DMF (anh.), BnO OMe os$BN
0°Cata., Ar OBn
OBn
32

La glicosidacion de Fischer (primer paso) se llevé a cabo segun el procedimiento
descripto por Moradei O. et al.'®% con algunas modificaciones. En el segundo paso, se

procedid segun la técnica descripta en Gandolfi Donadio L. con modificaciones.?”

A una suspension de D-galactosa (6,1 g; 33,9 mmol) en metanol (74 mL) se agregd
Amberlite IR120 H (0,6 mL). La mezcla se calento a reflujo por 22 h, la resina se filtré y la
solucion se llevé a sequedad. En el residuo obtenido (6,5 g) se identificé por RMN 'H 'y
3C la presencia de metil a,B-D-galactopirandsido como productos mayoritarios (~85%) y
metil a,B-D-galactofurandésido como productos minoritarios (~15%, determinacién
aproximada por RMN '3C).?¢"/No se observaron las sefiales caracteristicas del compuesto
de partida.l3%"

El producto crudo obtenido (6,3 g), previamente secado, se disolvié en DMF anhidra
(60 mL) y se enfrid a 0 °C. Se agregd hidruro de sodio 60% en aceite (8 g; 0,2 mol) en
pequefas porciones, lavando el solido con hexano antes de incorporarlo a la solucion. La
suspension resultante se agitoé en bafio de agua-hielo hasta que ceso la evolucion de gas.

Posteriormente, se agregd bromuro de bencilo (19,2 mL; 0,16 mol) en el transcurso de
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una hora manteniendo la suspension entre 0 y 15 °C. Luego de 20 h de agitacion a
temperatura ambiente bajo atmédsfera de Ar, se agregdé lentamente metanol helado (26
mL), se mantuvo la agitacion por 10 min y se agrego diclorometano (300 mL). La mezcla
resultante se extrajo con agua (150 mL), se separaron las fases y la fase organica se lavd
con agua (3 x 150 mL), se sec6 con Na>SOs4 (anh.), se filtré y se concentrd a sequedad.
El residuo resultante se purificé por cromatografia flash en columna de silica gel (8:2
hexano/AcOEt) para dar 32 (8,7 g; 48%; R:0,29 y 0,33 hexano/AcOEt 4:1) como un jarabe
incoloro. La caracterizacion del producto por RMN 'H y comparacion con los datos
reportados en bibliografia evidenciaron la obtencién de una mezcla de andmeros

pirandsicos en relacion a/p ~7:3.13%2

. 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a,B-D-galactopiranosa (33)

OBn OBn
OBn OBn
0] AcOH, TFA, H,O (0]
BnO OMe > BnO OH
OBn 100 °C OBn
32 33

Se procedio segun la técnica descripta en Gandolfi Donadio L.27

Una solucion de metil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a,3-D-galactopiranésido (32; 8,7 g; 15,8
mmol), acido acético (56 mL) y acido trifluoroacético (13,4 mL) se calenté a 100 °C con
agitacién y se agreg6 agua (9,2 mL) lentamente. Luego de 3 h de agitacién a 100 °C, la
mezcla se llevd a temperatura ambiente, se concentré a presién reducida y se co-evaporo
con tolueno (4 x 14 mL). El producto crudo de reaccién se purificé por cromatografia flash
en columna de silica gel (7:3 hexano/AcOEt) para dar 33 (4,7 g; 55%) como un jarabe
incoloro. La caracterizacion del producto por RMN 'H y comparacion con los datos
reportados en bibliografia evidenciaron la obtencién de una mezcla de anémeros en
relacion a/p 3:1.13%%

[a]p?®® +11,5 (¢ 1, CHCI), [lit.B%* [a]p?? +19,8 (¢ 1,2, CHCIs)]; Rf 0,5, Unica mancha
(hexano/AcOEt 7:3).

lll. Tricloroacetimidato de O-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-B-D-galactopiranosilo) (30)

OBn OBn
OBn 58N
° CI3CCN, K,CO3 (anh.) o
BnO CH,CI, (anh.), t.a., Ar BnO NH
33 30
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Se siguié el procedimiento descripto por Wegmann y Schmidt®®® con algunas
modificaciones.

A una solucién de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a,3-D-galactopiranosa (33; 4,4 g; 8,2 mmol)
previamente secado, en diclorometano anhidro (44 mL) se agregaron con agitacion
carbonato de potasio anhidro (4,5 g) y tricloroacetonitrilo (3,3 mL; 33 mmol). Luego de 5
h de agitacion a temperatura ambiente bajo atmdsfera de Ar, la suspension se filtré sobre
lecho de celite y el filtrado se concentré a presion reducida. El jarabe obtenido se cristalizo
de una mezcla de hexano/éter etilico 1:1 para dar 30 (3,45 g; 62%) como un sdélido blanco

fino. Los datos de RMN 'H y '3C fueron coincidentes con los reportados.?°°!

[a]o® +19,1 (¢ 1, CHCI3), [lit.?5 [a]p® +20,9 (¢ 1, CHCls)]; Rr 0,7 (hexano/AcOEYTEA
7:3:0,1); pf 87,9-89,0 °C, [Iit.?55) 87 °C].

RMN "H (400 MHz, CDCls) 5: 8,62 (s, 1H, NH), 7,42 — 7,15 (m, 20H, 4 x PhCH>), 5,75 (d,
J = 8,0 Hz, 1H, H-1), 494 (d, J = 11,4 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,90 (d, J = 10,8 Hz, 1H,
OCHsHPh), 4,81 (d, J = 10,7 Hz, 1H, OCHHwPh), 4,73 (ABq, 2H, Adag = 0,04; Jag = 11,8
Hz, OCH2Ph), 4,63 (d, J = 11,5 Hz, 1H, OCHHPh), 4,47, 4,42 (ABq, 2H, Jag = 11,7 Hz,
OCH.Ph), 4,09 (dd, J = 9,7; 8,0 Hz, 1H, H-2), 3,98 (d, J = 2,2 Hz, 1H, H-4), 3,78 — 3,71
(m, 1H, H-5), 3,69 — 3,59 (m, 3H, H-3, H-6a, H-6b).

RMN ¥C (75 MHz, CDCl3) &: 161,7 (C=NH); 138,4 - 127,7 (4 x PhCH.); 98,8 (C-1); 91,1
(CCls): 82,3 (C-3): 78,2 (C-2); 75,4 (OCH:Ph); 74,9 (OCH.Ph): 74,5 (C-5): 73,6 (OCH,Ph):
73,5 (C-4): 73,2 (OCH,Ph); 68,2 (C-6).

Método B (Sintesis simplificada)

1) MeOH, 60 °C, OBn CIsCCN, oBn o
Amberiite IR120 H OBn ACQH TFA OBn, K,COs (anh.) 0

D-Gal —— > BnO OH —— > BnO O._CClg
2) BnBr, NaH, OBn CH,Cl, (anh.), OBn T
DMF (anh.), 100 °C ta. Ar NH
0 Cata Ar 33 30

A una suspension de D-galactosa (24,2 g; 0,13 mol) en metanol (300 mL) se agregé
Amberlite IR 120 H (36 mL). La mezcla se calent6 a reflujo por 3 dias, la resina se filtro y
la solucion se llevo a sequedad. En el jarabe obtenido (27,4 g) se identifico por RMN la
presencia de metil a,B-D-galactopirandsido como productos mayoritarios (~73%) y metil
a,B-D-galactofuranésido como productos minoritarios (~27%, determinacién aproximada
por RMN '3C).[281]

El sdlido amorfo obtenido (27,4 g) previamente secado, se disolvio en DMF anhidra
(240 mL) y se enfrié a 0 °C. Se agreg6 hidruro de sodio 60% en aceite (32,5 g; 0,81 mol)
en pequenas porciones cada vez, lavando el sélido con hexano antes de incorporarlo a la

solucién. La suspensidn se agitd en bafio de agua-hielo hasta que cesé la evolucién de
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gas y se mantuvo fria (entre 0 y 15 °C) mientras se agregaba bromuro de bencilo (80 mL;
673 mmol) a lo largo de una hora. Luego de 19 h de agitacion a temperatura ambiente
bajo atmésfera de Ar, se agregé lentamente metanol helado (130 mL), se mantuvo la
agitacién por 10 min y se agregé diclorometano (200 mL). La mezcla se extrajo con agua
(200 mL), se separaron las fases y la fase organica se lavo con agua (2 x 200 mL) y con
NaCl (ss) (1 x 200 mL), se seco con Na>SO4 (anh.) y se filtro. El filtrado se concentro para
dar un jarabe espeso (72,7 g). Por RMN se identifico la presencia de metil 2,3,4,6-tetra-
O-bencil-a,3-D-galactopirandsido (32) como productos mayoritarios (~85%) y metil
2,3,4,6-tetra-O-bencil-a,B-D-galactofurandésido  como productos minoritarios (~15%,

determinacion aproximada por RMN '3C).[252

El producto crudo del paso anterior (72,7 g) se disolvié en acido acético (493 mL) y
se trasvaso a un reactor de 2 L encamisado y termostatizado por fluido refrigerante. Luego
se agrego acido trifluoroacético (116 mL) con agitacion, la mezcla se calent6é a 100 °C, se
agrego agua (109 mL) lentamente y se agité a 100 °C por 5,5 h. Seguidamente, se agregd
diclorometano (500 mL) y la mezcla se extrajo con agua (500 mL). Se separaron las fases
y la fase organica se lavé con agua (1 x 500 mL), NaHCOs3 (ss) (1 x 500 mL) y nuevamente
con agua (1 x 500 mL), se sec6 con Na>SO4 (anh.) y se filtrd. El filtrado se concentr6 a
presion reducida para dar un jarabe (68,9 g) que se utilizé en el paso siguiente sin
purificacion previa. La caracterizacion del producto crudo por RMN 'Hy *C y comparacion
con los datos reportados en bibliografia evidenciaron la obtencién de 2,3,4,6-tetra-O-
bencil-a,3-D-galactopiranosa (33) como productos mayoritarios (~85%, determinacion
aproximada por RMN '3C).13531

El jarabe obtenido seco (68,9 g) se disolvié en diclorometano anhidro (420 mL) y se
agregaron carbonato de potasio anhidro (53 g) y tricloroacetonitrilo (38 mL; 380 mmol).
Luego de 42 h de agitacion a temperatura ambiente bajo atmésfera de Ar, la suspension
se filtré6 sobre lecho de celite y el filtrado se concentré a presidn reducida. El jarabe
obtenido se cristalizé de una mezcla de hexano/éter etilico 1:1 para dar 30 (24,3 g; 27%;
Rr0,7 hexano/AcOEt/TEA 7:3:0,1) como un sélido blanco fino. Los datos de RMN 'Hy 3C

fueron coincidentes con los reportados. ¢!

5,6-O-Isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (34)

0 (CH3),C(OCH3) o
32 3)2»
oH =0 OH =0
Brz, NaHCO3 CH-)-CO h.
D-Galactosa —— » 1. (CHy),CO (anh.) {
H:0. ta. OH 4AMS, H,S0, (c) 0.
OH 0°C, Ar o
34
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En el primer paso (oxidacion del aldehido) se sigui6 el procedimiento reportado por
de Talancé V. L. et al.?®! Seguidamente, para la incorporacion del isopropilidén se

procedid segun la técnica descripta en Gandolfi Donadio L. con modificaciones.?”

A una solucion de D-galactosa (6,1 g; 33,9 mmol) y bicarbonato de sodio (5,7 g; 67,8
mmol) en agua (30 mL) enfriada a 0 °C se agregd, lentamente y con agitacién, Brz (1,7
mL; 33,2 mmol). La mezcla resultante se agité por 3 dias a temperatura ambiente. Para
destruir el Br, en exceso se realizaron agregados secuenciales de NaHSO; hasta
decoloracién de la solucién (0,35 g totales), se mantuvo la agitacion por 10 min y la mezcla
se llevd a sequedad. Al jarabe obtenido se agregé EtOH absoluto (60 mL) y la mezcla se
sonico por 20 min y se filtré por lecho de celite. Esta operacion se realizé por triplicado.
Las fases etandlicas resultantes se concentraron, el jarabe obtenido se agité con HCI
0,4% (30 mL) por 30 min y se concentrd. Este procedimiento se repitioé tres veces para
dar un sélido amorfo anaranjado (34,6 g), cuyo componente mayoritario (>80%) se

identifico por RMN 'H y *C como D-galactono-1,4-lactona.[?®!

El producto crudo (34,6 g) previamente secado, se disolvié en una mezcla de acetona
anhidra (60 mL) y 2,2-dimetoxipropano (20,8 mL) y se agregaron tamices moleculares
pulverizados de 4A (2 g). La suspension resultante se enfri6 a 0 °C y se agrego,
lentamente y con agitacion, H.SO4 (c) (60 pL). Luego de 4 h de agitaciéon a temperatura
ambiente bajo atmdsfera de Ar, la mezcla se neutralizé con NH4sOH (0,14 mL) y se filtré
por lecho de celite. El filtrado se concentré a presion reducida y se purificd por
cromatografia flash en columna de silica gel (AcOEt) para dar 34 (4,5 g; 61%; R 0,64
AcOEt) como un jarabe. Los datos de RMN 'H y '3C fueron coincidentes con los

reportados. 289

2-0-Benzoil-5,6-O-isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona y 2,3-di-O-benzoil-5,6-O-

isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (31)

Ol © BzCl, CsHsN (anh.) OH o OBz o]
> +
OH ° OBz OBz
o -15°C, Ar o o
0™ o< <

Se procedié segun la técnica descripta por Gandolfi-Donadio L. et al.?®3 con ligeras

modificaciones.
A una solucién de 5,6-O-isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (34; 3,8 g; 17,4 mmol)
previamente secada, en piridina anhidra (15,6 mL) enfriada a -15 °C se agrego cloruro de

benzoilo (2,25 mL; 19,4 mmol) lentamente a lo largo de 30 min. Luego de 1 h de agitacion
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a -15 °C bajo atmadsfera de Ar, la ccd mostré desaparicion del compuesto de partida y dos
manchas principales de Rr0,79 y 0,55 (tolueno/AcOEt 3:2). La suspension se volco sobre
agua-hielo (100 mL), se extrajo con diclorometano (100 mL) y la fase acuosa se re-extrajo
con diclorometano (100 mL). Las fases organicas se juntaron y se lavaron con HCI 5% (2
x 100 mL), NaCl (ss) (1 x 100 mL), NaHCOs (ss) (1 x 100 mL) y agua (1 x 100 mL), se
secaron con Na>SO4 (anh.), se filtraron y se concentraron a sequedad. El sdlido obtenido
se purificé por cromatografia flash en columna de silica gel (9:1 a 8:2 tolueno/AcOEt). El
componente de mayor movilidad eluido de la columna (Rr 0,79 tolueno/AcOEt 3:2) se
identific6 como 2,3-di-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (1,37 g;
18%). Los datos de RMN 'H y '3C fueron coincidentes con los reportados.%’]

Del eluido posterior (de Rr 0,55 tolueno/AcOEt) se obtuvo un sélido que se identificd
por RMN como 31 (3,2 g; 56%). Los datos de RMN 'H y "*C fueron coincidentes con los
reportados.?

[a]o?° -75,9 (¢ 1, CHCI3), [lit.*¥ [a]p -95,9 (¢ 1, CHCI)]; pf 98-99,5 °C, [Iit.2*3 94-95 °C].
RMN "H (300 MHz, CDCl;) &: 8,18 — 7,98 (m, 2H, PhCO), 7,69 — 7,58 (m, 1H, PhCO), 7,56
- 7,41 (m, 2H, PhCO), 5,50 (d, J = 7,7 Hz, 1H, H-2), 4,61 (dd, J = 7,7 Hz, 1H, H-3), 4,45
— 4,37 (m, 1H, H-5), 4,31 (dd, J = 7,4; 3,3 Hz, 1H, H-4), 4,15 (dd, J = 8,6; 6,8 Hz, 1H, H-
6a), 4,05 (dd, J = 8,6; 6,6 Hz, 1H, H-6b), 3,91 (sa, 1H, OH), 1,45 (s, 3H, CHs), 1,39 (s, 3H,
CHs).

RMN '3C (75 MHz, CDCl3) &: 168,8 (C-1); 167,3 (COPh); 134,4; 130,4; 128,8; 128,1; 110,5
(C(CHa)2); 79,9; 77,6; 74,1; 73,6; 65,1 (C-6); 26,2 (CH3); 25,6 (CHs).

2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-D-

galactono-1,4-lactona (35)

OBn
OBn
OBnOB OHO 0 2
" TMSOTf (cat.), 4A MS BnO BnO| o
BnO O\”/CC|3 + OBz O/ ©
BnO
no T 0 - Et,0 (anh.), Temp., Ar
0 o OBz
30 31 35
O><

Procedimiento normal
Se siguid el procedimiento descripto por Gandolfi-Donadio L. et all?*¥ con
modificaciones.

Una suspension de tricloroacetimidato de 0-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-B3-D-

galactopiranosilo) (30; 0,2 g; 0,29 mmol), 2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-D-galactono-
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1,4-lactona (31; 0,12 g; 0,37 mmol), ambos previamente secados, y tamices moleculares
de 4A pulverizados (400 mg), en éter etilico anhidro recién destilado (5,2 mL), se enfrié a
0 °C bajo atmdsfera de Ar, y se agregé triflato de trimetilsililo (22 uL; 0,12 mmol). La
mezcla se agité a 0 °C por 2 h bajo atmésfera de Ar, cuando la ccd mostré la desaparicion
del imidato de partida. Se agregd diclorometano (25 mL), se filtraron los tamices
moleculares y la solucidn se lavo con agua (2 x 10 mL) hasta neutralidad. La fase organica
se seco con Na;S04 (anh.), se filtré y se concentré a sequedad. La purificacion del jarabe
obtenido por cromatografia flash en columna de silica gel (tolueno/AcOEt 12:1) condujo a
una primera fraccién (Rr 0,7 tolueno/AcOEt 6:1) que se identifico como 2,3,4,6-tetra-O-
bencil-N-tricloroacetil-a,3-D-galactopiranosilamida (rel. a/f 1:0,7; 78 mg; 38%), de
acuerdo con lo reportado en bibliografia.?8!
RMN 'H (300 MHz, CDCls) & de la mezcla de anémeros: 7,41 — 7,21 (m, 54H, 4 x PhCH;
a, 4 x PhCH2 3, NH a, NH B), 5,61 (dd, J = 6,3; 4,7 Hz, 1H, H-1 a), 5,08 (t, J = 8,9 Hz,
0,7H, H-1 B), 4,96 — 4,39 (m, 13,6H, 4 x OCH2Ph a, 4 x OCH2Ph B), 4,12 - 4,01 (m, 2,7H,
H-2 a, H-4 a, H-4 ), 3.98 — 3.91 (m, 1H), 3,85 (t, J = 9,0 Hz, 0,7H, H-2 ), 3,74 — 3,63 (m,
4,4H, H-3 B, H-3 a), 3,60 — 3,54 (m, 1,4H).
RMN ™BC (75 MHz, CDCI3) & de la mezcla de anomeros: 162,1 (NHCOCI;); 161,8
(NHCOCIs); 138,3 - 125,4 (4 x PhCH: a, 4 x PhCH> B); 92,6 (CCls); 92,3 (CCls); 83,5 (C-3
B); 81,3 (C-1B); 77,6 (C-3 a); 77,4 (C-2 B); 76,4 (C-1 a); 75,4; 75,2; 75,13; 75,05 (C-2 a);
74,3; 73,7, 73,6 (C-4 a*); 73,5 (C-4 B*); 73,4; 73,0; 72,9; 72,3; 68,0; 67,6.
* Las asignaciones pueden estar intercambiadas.

La segunda fraccion rindié 35 (0,12 g; 45%) como un jarabe incoloro. Los datos de

RMN fueron coincidentes con los reportados.?%

[a]o® +48,9 (c 1, CHCIs), [lit.2¥ [a]o +53,3 (c 1, CHCIs)]; Rr 0,55 (tolueno/AcOEt 6:1); pf
118,3-120,9 °C, [it. 2% 133-134 °C].

RMN "H (400 MHz, CDCls) 3: 8,16 — 7,11 (m, 25H, PhCO, 4 x PhCH.), 5,88 (d, J = 8,1 Hz,
1H, H-2), 4,91 — 4,83 (m, 3H, H-1’, 2 x OCH.HPh), 4,77, 4,74 (ABq, 2H, Jas = 11,6 Hz,
OCH.Ph), 4,67 (dd, J = 8,0; 7,7 Hz, 1H, H-3), 4,60 (d, J = 11,7 Hz, 1H, OCHH,Ph), 4,48
(d, J = 11,2 Hz, 1H, OCHH,Ph), 4,33 — 4,25 (m, 2H, H-4, H-5), 4,16; 4,09 (ABq, 2H, Jas =
11,7 Hz, OCH.Ph), 4,07 — 3,91 (m, 5H, H-2’, H-4, H-6a, H-6b, H-5'), 3,89 (dd, J = 10,1;
2,7 Hz, 1H, H-3'), 3,42 (t, J = 8,7 Hz, 1H, H-6'a), 3,18 (dd, J = 8,8; 5,1 Hz, 1H, H-6'b), 1,44
(s, 3H, CHa), 1,37 (s, 3H, CHs).

RMN ™3C (101 MHz, CDCls) &: 168,9 (C-1); 165,2 (COPh); 138,7 - 127,5 (PhCO, 4 x
PhCH2); 110,5 (C(CHa)y); 99,8 (C-1°); 78,91 (C-3); 78,87 (C-3); 78,6 (C-4); 76,3 (C-2');
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75,1 (OCH,Ph); 74,5 (C-4’); 74,3 (OCH.Ph); 73,7 (C-2); 73,6 (C-5); 73,4 (OCH:Ph); 72,8
(OCH.Ph); 70,3 (C-5'); 67,8 (C-6'); 65,2 (C-6); 26,2 (CHs); 25,8 (CHs).

Procedimiento inverso

A una suspension de 2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (31;
1,52 g; 4,7 mmol) previamente secada, y tamices moleculares pulverizados de 4A (1 g)
en Et,0 anhidro recién destilado (23 mL) enfriada a -10 °C bajo atmdésfera de Ar, se agregé
triflato de trimetilsililo (34 uL; 0,19 mmol). Luego, se agregd con agitacion y a lo largo de
20 min, wuna solucién de ftricloroacetimidato de 0-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-
galactopiranosilo) (30; 2,55 g; 3,7 mmol), previamente secado, disuelto en Et,O anhidro
(48 mL). La mezcla se agité a -15 °C por 40 min bajo atmdésfera de Ar, cuando la ccd
mostrd la desaparicion del imidato de partida. Se agregd diclorometano (200 mL), se
filtraron los tamices moleculares y la solucién se lavd con agua (2 x 100 mL). La fase
organica se secd con Na;SO. (anh.), se filtré y se concentré a sequedad. El sélido
obtenido se purificd por cromatografia flash en columna de silica gel (tolueno/AcOEt 25:1)
para dar 35 (2,63 g; 84%) como un jarabe incoloro. Los datos de RMN fueron coincidentes

con los reportados.?33

2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-

a,B-D-galactofuranosa (37)

OBn OBn
OBn a
3 0
5o BnO
BnO| o 1. DSB, THF (anh.), t.a., Ar BnO| o
i o > (o) OH
2. Hy0, Hy0, 0°C
OBz e
35 0 ¥ o
O>< O><

Se sigui6 el procedimiento descripto por Gandolfi-Donadio L. et al.l?*®

A un balén que contenia 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-
benzoil-5,6-O-isopropilidén-D-galactono-1,4-lactona (35; 2,03 g; 2,4 mmol) previamente
secada, se agreg6 una solucion de bis(2-butil-3-metil)borano (23,1 mmol) en THF anhidro
(10,5 mL) enfriada a 0 °C. La mezcla se dejo llegar a temperatura ambiente y se agitd por
24 h bajo atmésfera de Ar. La solucién resultante se enfrio a 0 °C, se agregé muy
lentamente agua (6 mL) y se continud la agitacion a 0 °C por 20 min. Seguidamente, se
agrego H.0- (4,2 mL) mientras se ajustaba el pH de la fase acuosa a 8 con KOH 2,5 My
se mantuvo la agitacién por 30 min a 0 °C. Se adicion6 agua (110 mL) y la mezcla se
extrajo con diclorometano (2 x 60 mL). Los extractos organicos se juntaron y lavaron con

agua (1 x 100 mL), se secaron con Na>SOs (anh.), se filtraron y se concentraron a
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sequedad. El jarabe resultante se co-evaporé con metanol (6 x 12 mL) para eliminar el
acido borico y se purificd por cromatografia flash en columna de silica gel (9:1
tolueno/AcOEt) para dar 37 (1,07 g; 53%) como un sélido amorfo. Los datos de RMN 'H
y 3C fueron coincidentes con los descriptos en bibliografia y evidenciaron la obtencién de
una mezcla de anémeros en relacion p/a 2:1.12%

[a]p?®® +60,7 (¢ 1, CHCI3), [lit.2*® [a]p +65,5 (¢ 1, CHCI3)]; Rr 0,32, unica mancha (4:1
tolueno/AcOEt).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) 5 de la region anomérica de la mezcla de anémeros: 5,59 (dd,
J=28,8;4,5Hz, 1H, H-1 a), 5,45 (d, J = 1,6 Hz, 2H, H-1 B), 5,37 (sa, 2H, H-2 B), 5,21 (dd,
J=7,0;4,5Hz 1H, H-2 a), 5,07 (d, J = 3,8 Hz, 2H, H-1’ B).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) & de la mezcla de anémeros: 165,9 (COPh); 165,6 (COPh);
138,6 — 127,5 (4 x PhCH, PhCO); 110,1 (C(CHa)2); 110,0 (C(CHa)2); 101,0 (C-1 B); 98,8
(C-1" a); 97,6 (C-1’ B); 95,3 (C-1 a); 83,3; 82,2; 81,9; 80,5; 79,3; 79,2; 79,0; 78,9; 77,3;
76,6;76,4; 75,6; 75,0; 74,8; 74,7; 74,2; 73,9; 73,6; 73,5; 73,0; 70,2; 70,1; 69,3; 68,4; 65,7;
26,5 (CHz3); 26,2 (CHa); 25,7 (CHzs); 25,4 (CHs).

Tricloroacetimidato de 0-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-

benzoil-5,6-O-isopropilidén-a,B-D-galactofuranosilo) (29)

OBn OBn

OBn OBn
(0] (0]
BnO BnO
Bno| o CI;CCN, DBU BnO| o J\ﬂ-i
0 OH g 0 0~ “CCly
CH,CI, (anh.), 0 °C, Ar
OBz OBz
37 10) 29 1)
O>< O><

Se siguio el procedimiento descripto por Gandolfi-Donadio L. et al.?%]

A una solucion de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-
O-isopropilidén-a,3-D-galactofuranosa (37; 0,74 g; 0,87 mmol) previamente secada, y
tricloroacetonitrilo (0,5 mL; 5 mmol) en diclorometano anhidro (26,5 mL) enfriada a 0 °C,
se agrego, lentamente y con agitacién, DBU (50 uL; 0,33 mmol). La agitaciéon se mantuvo
por 1,5h a0 °C, y luego la mezcla se concentrd a presién reducida. El jarabe obtenido se
purificd por cromatografia en columna de silica gel (tolueno/TEA 9,7:0,3) para dar 29 (0,70
g; 81%; Rr 0,66 y 0,47 tolueno/AcOEY/TEA 6:1:0,07) como un jarabe. La caracterizacion
del producto por RMN 'H y "*C evidencio la obtencién de una mezcla de andomeros en
relacién B/a 4:1.12%% Para evitar la descomposicion, el producto aislado se guardé en

freezer bajo exclusién de humedad hasta su utilizacion.
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RMN 'H (300 MHz, CDCIs) d de la mezcla de anémeros: 8,61 (s, 0,8H, NH B), 8,41 (s,
0,2H, NH a), 8,14 — 7,02 (m, 25H, PhCO, 4 x PhCH>), 6,66 (d, J = 4,7 Hz, 0,2H, H-1 a),
6,47 (s, 0,8H, H-1 B), 5,67 (d, J = 1,1 Hz, 0,8H, H-2 B), 5,51 (dd, J = 7,6; 4,7 Hz, 0,2H, H-
2 a), 5,10 (d, J = 3,5 Hz, 0,8H, H-1’ B), 5,03 — 3,37 (m, 19H), 3,30 — 3,19 (m, 0,2H), 1,45
-1,39 (m, 3H, CHz a, CHs3 B), 1,37 — 1,33 (m, 3H, CHz a, CHs ).

N-(Bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-

galactopiranosil-(1—3)-2-0O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-B-D-galactofuranésido (38)

o)
HOWNkoAph
OBn S OBn
OBn Ph OBn
O 8 0}
Ph
BnO BrO| o NH TMSOTf (cat.), MS 4A BnO BrO| o I
_ - 2 N__O
(0) O)J\CC|3 0 o\/\/\/ \ﬂ/ \/Ph
CH,Cl, (anh.), -15 °C, Ar o)
OBz OBz
29 o o 38
o>< o><

Una suspensiéon de tricloroacetimidato de 0-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-
galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6- O-isopropilidén-a, 3-D-galactofuranosilo) (29;
0,78 g; 0,79 mmol), N-bencil-N-benciloxicarbonil-5-aminopentanol (8; 350 mg; 1,07 mmol),
ambos previamente secados, y tamices moleculares de 4A pulverizados (500 mg) en
diclorometano anhidro (19,5 mL) se enfrié a -15 °C bajo atmdsfera de Ar y se agregd
triflato de trimetilsililo (13,5 pL; 0,075 mmol). Luego de 30 min de agitaciéon a -15 °C, la
suspension se neutralizé con TEA (15 uL), se filtraron los tamices moleculares y la
solucion se concentré a sequedad. El jarabe obtenido se purificd por cromatografia flash
en columna de silica gel (hexano/AcOEt 8:2) para dar 38 (0,66 g; 72%) como un jarabe

incoloro.
[a]o?® +17,4 (c 1, CHCIs); Rf 0,67 (tolueno/AcOEt 8:2).

RMN "H (400 MHz, CDCl;) & de la mezcla de rotameros: 8,09 — 6,96 (m, 35H, PhCO, 6 x
PhCH>), 5,39 (sa, 1H, H-2), 5,21 — 5,11 (m, 2H, NCOOCHPh), 5,08 — 4,99 (m, 2H, H-1,
H-1’), 4,89 (d, J = 11,3 Hz, 1H, OCH;HPh), 4,83 — 4,68 (m, 3H, OCH,HPh, OCH,Ph), 4,64
(d, J=11,7 Hz, 1H, OCHHPh), 4,55 — 4,41 (m, 3H, OCHH,Ph, NCH,Ph), 4,38 — 4,19 (m,
3H, H-5, OCH.Ph), 4,18 — 3,99 (m, 5H, H-4, H-3, H-5', H-2’, H-4’), 3,99 — 3,86 (m, 3H, H-
6a, H-6b, H-3’), 3,78 — 3,57 (m, 1H, OCH.HCH), 3,50 (t, J = 8,6 Hz, 1H, H-6'a), 3,46 —
3,32 (m, 2H, OCHH,CH>, H-6’b), 3,31 — 3,10 (m, 2H, CH2CHzN), 1,61 — 1,41 (m, 7H, 2 x
CHg, CHs), 1,39 — 1,18 (m, 5H, CH3;, CH>).

RMN '3C (101 MHz, CDCIls) & de la mezcla de rotdmeros: 165,6 (COPh); 156,8/156,3
(NCOOQ); 138,9-127,4 (PhCO, 6 x PhCHy); 109,9 (C(CHz3)2); 106,0 (C-1); 99,4 (C-1); 84,0
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(C-3
(OCH.Ph); 74,8 (C-4*); 73,7 (OCH:Ph); 73,4 (OCH,Ph); 72,8 (OCH.Ph); 69,8 (C-5); 68,3
(C-6’); 67,6 (OCH2CH,); 67,3 (NCOOCH:Ph); 65,7 (C-6); 50,6/50,3 (NCHPh); 47,3/46,3
(CH2CH2N); 29,2 (CHy); 28,0/27,6 (CH,); 26,6 (CHs); 25,5 (CHs); 23,4 (CHo).

* Las asignaciones pueden estar intercambiadas.

EMAR (ESI) m/z calculado para C7oH77NO14 [M+Na]*: 1178,5242. Encontrado: 1178,5228.

), 82,7/82,6 (C-2); 81,8/81,7 (C-4); 79,0 (C-3); 76,4 (C-2*); 75,6 (C-5); 75,0

Acetato de 5-aminopentil a-D-galactopiranosil-(1—3)-B-D-galactofuranésido (4’)

OBn
OBn 0B an
0 o)
BnO Bn AcOH BnO
BnO| o OWN BnO| o o En
o Cbz 0 ~A " ebz
80 °C
o OBz OR
OH
O>< 38 OH

OH
OH o
NaOH, R=Bz; 39 ' HO AP
MeOH, H2 (45 pSI), /O le)

10% Pd/IC o \/e%'\‘

R=H; 40 > NH,.HOAc
MeOH/THF/ OH
H,O/AcOH OH
10:5:4:1, t.a. OH 4'

A una solucion de N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-
D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-f3-D-galactofuranésido (38;
0,60 g; 0,52 mmol) en acido acético (7,3 mL) a 80 °C se agreg6 agua (2,6 mL) hasta
observar turbidez. Luego de 1,5 h de agitacion a 80 °C se observé desaparicion del
compuesto de partida por ccd. La mezcla se concentré a presién reducida y se co-evaporo
con tolueno (8 x 1 mL) para dar un jarabe incoloro (0,57 g; Rr0,65 tolueno/AcOEt 1:1). El
producto mayoritario en el crudo de reaccién (>95%) se identific6 por RMN mono y
bidimensional como N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-
galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-3-D-galactofurandsido (39).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & de la mezcla de rotameros: 8,08 — 6,97 (m, 35H, PhCO, 6 x
PhCHy), 5,35 (sa, 1H, H-2), 5,24 — 5,09 (m, 2H, NCOOCH2Ph), 5,05 — 4,97 (m, 1H, H-1),
4,95 (d, J = 3,7 Hz, 1H, H-1"), 4,90 — 4,79 (m, 2H, 2 x OCH.HPh), 4,73 — 4,60 (m, 3H,
OCH2Ph, OCHHwPh), 4,55 — 4,40 (m, 3H, OCHHwPh, NCH2Ph), 4,40 — 4,30 (m, 1H,
OCHaHPh), 4,29 — 4,12 (m, 3H, OCHH,Ph, H-3, H-4), 4,11 — 3,97 (m, 3H, H-5, H-2’, H-
4’), 3,97 — 3,86 (m, 1H, H-3’), 3,84 — 3,74 (m, 1H, H-5), 3,73 — 3,54 (m, 3H, H-6a, H-6b,
OCHaHCHy), 3,53 — 3,10 (m, 5H, H-6'a, OCHH,CH., H-6’b, CH2CH2N), 1,72 — 1,39 (m
4H, 2 x CHy), 1,39 — 1,14 (m, 2H, CH,).

RMN ™C (CDCls, 75 MHz) & de la mezcla de rotameros: 165,7 (COPh); 156,9/156,3
(NCOO); 138,7 - 125,4 (PhCO, 6 x PhCH); 106,0 (C-1); 99,9 (C-1’); 84,3 (C-3); 83,0 (C-

190



Capitulo 6

2); 82,4/82,2 (C-4); 79,2 (C-3"); 75,8 (C-2’); 74,9 (OCH,Ph); 74,6 (C-4’); 74,1 (OCH.Ph);
73,4 (OCH:Ph); 72,6 (OCH:Ph); 71,8 (C-5); 70,0 (C-5'); 68,1 (C-6"); 67,7/67,6 (OCH2CHy);
67,3 (NCOOCH,Ph); 64,0 (C-6); 50,6/50,3 (NCH.Ph); 47,3/46,3 (CH.CHzN); 29,2 (CHy);
28,0/27,4 (CHy); 23,2 (CHy).

El jarabe obtenido en el paso anterior se disolvié en metanol (4,2 mL) y se agrego
con agitacion una solucion de NaOH 1M en metanol (0,4 mL). Luego de 3 h de agitacién
a temperatura ambiente, se observo desaparicion del compuesto de partida por ccd. La
mezcla se paso a través de una columna corta (1,5 cm x 3 cm, d. x alt.) de Amberlite
IR120 H y el eluido se concentré a presidon reducida. El producto crudo obtenido se co-
evapord con agua ultrapura (6 x 5 mL) para dar un jarabe incoloro (0,47 g; Rr 0,48
tolueno/AcOEt 1:1) cuyo producto mayoritario (>95%) se identific6 por RMN mono vy
bidimensional como N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-

galactopiranosil-(1—3)-B-D-galactofurandsido (40).

RMN "H (400 MHz, CDCI3) & de la mezcla de rotameros: 7,48 — 7,08 (m, 30H, 6 x PhCHy),
5,23 — 5,09 (m, 2H, NCOOCH2Ph), 4,93 — 4,84 (m, 3H, OCH.HPh, H-1’, H-1), 4,85 - 4,75
(m, 2H, 2 x OCH.HPh), 4,71 (d, J = 11,9 Hz, 1H, OCHHuPh), 4,67 (d, J = 11,7 Hz, 1H,
OCHHPh), 4,53 — 4,45 (m, 4H, OCHH,Ph, OCH.HPh, NCH2Ph), 4,39 (d, J = 12,3 Hz, 1H,
OCHHyPh), 4,13 — 4,02 (m, 3H, H-2, H-4, H-2"), 4,00 — 3,92 (m, 1H, H-5’), 3,91 — 3,83 (m,
1H, H-3’), 3,82 - 3,74 (m, 2H, H-3, H-4’), 3,72 — 3,58 (m, 4H, H-5, H-6a, H-6b, OCH.HCH>),
3,55 (t, J = 9,3 Hz, 1H, H-6’a), 3,45 — 3,14 (m, 3H, OCHHLCH>, CH.CH2N), 3,14 — 3,05
(m, 1H, H-6’b), 1,66 — 1,42 (m, 4H, 2 x CH2), 1,39 — 1,19 (m, 2H, CH>).

RMN '3C (75 MHz, CDCI3) d de la mezcla de rotameros: 156,9/156,4 (NCOO); 138,4 -
127,3 (6 x PhCH>); 107,8 (C-1); 99,9 (C-1°); 87,7 (C-3); 81,4 (C-4%); 80,9 (C-2%); 79,1 (C-
3’); 75,5 (C-2’); 74,8 (C-4’); 74,6 (OCH2Ph); 74,1 (OCH2Ph); 73,6 (OCH.Ph); 73,2
(OCH2Ph); 72,2 (C-5); 70,9 (C-5’); 69,9 (C-6’); 68,3/68,2 (OCH2CH>); 67,3 (NCOOCH2Ph);
63,8 (C-6); 50,5/50,3 (NCH2Ph); 47,2/46,2 (CH2CH:2N); 29,4 (CH.); 28,0/27,5 (CH); 23,4
(CHy).

* Las asignaciones pueden estar intercambiadas.

El crudo del paso anterior (0,47 g) se disolvié en una mezcla MeOH/THF/H,O/AcOH
10:5:4:1 (90,5 mL), se agreg6 Pd/C 10% (0,54 g) y la suspension se agit6é en hidrogenador
a 45 psi y temperatura ambiente por 7 dias hasta que por ccd se observé conversion
mayoritaria a un producto de R;0,52 (EtOH/H.O/AcOH 7:1:1). La mezcla se filtré por lecho
de celite y el filtrado se concentr6 a presion reducida. El jarabe obtenido se co-evaporé
con tolueno (8 x 6 mL) y se purificd por cromatografia en columna de silica gel

(ACN/H20/AcOH 8:2:0,1). El producto se co-evaporé con tolueno (6 x 1 mL), se disolvid
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en agua ultrapura y finalmente se liofilizé para dar 4’ (174 mg; 69%) como un jarabe
incoloro.

[a]p?® +29,1 (¢ 1, H20); R 0,52 (EtOH/H,O/AcOH 7:1:1).

RMN 'H (400 MHz, D20) &: 5,06 (d, J = 2,9 Hz, 1H, H-1"), 5,04 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-1),
4,26 (dd, J=3,2; 2,0 Hz, 1H, H-2),4,17 (dd, J = 6,3; 4,0 Hz, 1H, H-4), 4,10 — 4,03 (m, 2H,
H-5’, H-3), 4,02 — 3,99 (m, 1H, H-4’), 3,92 — 3,82 (m, 3H, H-5, H-2’, H-3’), 3,83 — 3,56 (M,
6H), 3,03 — 2,97 (m, 2H, CH2NH2), 1,92 (s, 3H, CH3COOH), 1,77 — 1,60 (m, 4H, 2 x CH>),
1,52 - 1,40 (m, 2H, CH,).

RMN *3C (101 MHz, D,0) &: 108,1 (C-1); 100,3 (C-1’); 85,1 (C-3); 82,3 (C-4); 80,1 (C-2);
72,0 (C-5'); 71,5 (C-5); 69,84 (C-3*); 69,79 (C-4); 68,8 (C-2"*); 68,6 (OCH.CH>); 63,3 (C-
6); 61,7 (C-6’); 40,0 (CH2NH2); 28,7 (CHz); 27,1 (CH2); 23,9 (CH3COOH); 22,9 (CHy).

* Las asignaciones pueden estar intercambiadas.

EMAR (ESI) m/z calculado para C17H33NO+1 [M+Na]*: 450,1951. Encontrado: 450,1956.

Alil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-
isopropilidén-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-

manopiranésido (42)

OBn OBn

OBn OBn
O o RO
TMSOTF (cat.), N~
BnO BnO NN
BnO| o )Nf Ph/%O Ho_o CH,Cl; (anh.) BnO| o OO&A
0 o~ ccl; , HO — 0
& -15 °C, O
o OBz ~X MS4A, Ar ° OBz
2 7

BzCl. R=H; 41
CsHsN (anh.)
0°Cat.a., Ar R=Bz: 42

Una suspension de tricloroacetimidato de 0-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-
galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6- O-isopropilidén-a, 3-D-galactofuranosilo) (29;
1,13 g; 1,1 mmol), alil 4,6-O-bencilidén-a-D-manopirandsido (7; 432 mg; 1,4 mmol), ambos
previamente secados, y tamices moleculares de 4A pulverizados (1 g), en diclorometano
anhidro (28 mL) se enfridé a -15 °C bajo atmdsfera de Ar y se agrego con agitacion triflato
de trimetilsililo (22 uL; 0,12 mmol). Luego de 25 min de agitacién a -15 °C, se observo la
desaparicidon del imidato de partida por ccd. La suspension se filtr6 para remover los
tamices moleculares y al filtrado se agregé diclorometano (150 mL). La solucién resultante
se extrajo con NaHCOs(ss) (120 mL) y con agua (2 x 120 mL), se secé con Na;SO4 (anh.),
se filtré y se concentrd a sequedad para dar un sélido amorfo ligeramente amarillo (1,4 g).

El producto mayoritario (>80%) se identific6 por RMN mono y bidimensional como alil
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2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-3-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-a-D-manopirandsido (41). Una pequenfia fraccion
(300 mg) de la muestra se purifico por cromatografia en columna de silica gel

(tolueno/AcOEt 12:1) para efectuar la caracterizacion del producto por RMN y EMAR.
[a]o?® +39,6 (¢ 1, CHCIs); Rf 0,4 (tolueno/AcOEt 6:1); pf 59,0-61,7 °C.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 8,19 — 7,11 (m, 30H, PhCO, 4 x PhCH,, PhCH), 5,97 — 5,79
(m, 1H, CH=CHy), 5,68 (s, 1H, H-2"), 5,37 — 5,17 (m, 4H, PhCH, H-1", CH=CH), 5,11 (s,
1H, H-1"), 4,95 (d, J = 11,6 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,86 (s, 1H, H-1), 4,78 (d, J= 11,6 Hz, 1H,
OCHzHPh), 4,69 - 4,61 (m, 2H, OCH.HPh, OCHH,Ph), 4,60 — 4,51 (m, 2H, 2 x OCHHyPh),
4,45 — 4,30 (m, 3H, OCHzPh, H-4’), 4,30 — 4,20 (m, 2H, H-5", H-6a), 4,20 — 4,01 (m, 5H,
OCHaHCH=CH, H-3, H-5', H-2”, H-3’), 4,00 — 3,77 (m, 6H, OCHH,CH=CH2, H-4”, H-4,
H-3”, H-5, H-2), 3,77 — 3,64 (m, 2H, H-6b, H-6'a), 3,63 — 3,45 (m, 3H, H-6'b, H-6"a, H-
6”b), 1,27 (s, 3H, CH3), 1,22 (s, 3H, CHj3).

RMN *C (101 MHz, CDCls) d: 165,9 (COPh); 138,8 - 126,3 (CH=CH,, PhCO, 4 x PhCH,
PhCH); 117,9 (CH=CH>); 109,8 (C(CHa)2); 102,7 (C-1"); 101,7 (PhCH); 99,7 (C-1); 99,0
(C-17"); 84,3 (C-3’); 82,3 (C-4’); 81,1 (C-2'); 79,1 (C-3"); 77,3 (C-4); 76,9 (C-2”); 75,7 (C-
4”), 75,3 (C-5’); 74,7 (OCH2Ph); 74,0 (OCH2Ph); 73,4 (OCH2Ph); 73,1 (OCH2Ph); 72,4 (C-
3); 70,7 (C-6”); 70,5 (C-5"); 68,89 (C-6); 68,86 (C-2); 68,3 (CH.CH=CHy); 65,5 (C-6’); 63,8
(C-5); 26,3 (CH3); 25,6 (CHs).

EMAR (ESI) m/z calculado para CesH72017 [M+Na]*: 1159,4667. Encontrado: 1159,4691.

Una fraccion del sélido obtenido en el paso anterior (1,1 g) previamente secado, se
disolvié en piridina anhidra (18 mL) y se enfrié a 0 °C. Luego, se agrego lentamente y con
agitacion, cloruro de benzoilo (0,6 mL; 5,2 mmol). La soluciéon se agité por 5,5 h a
temperatura ambiente bajo atmdsfera de Ar, cuando por ccd se observo la desaparicion
del compuesto de partida. Se agregdé diclorometano (130 mL) y la mezcla se extrajo con
agua (100 mL). La fase organica resultante se lavoé con HCI 5% (2 x 100 mL), agua (100
mL), NaHCOs (ss) (100 mL) y nuevamente con agua (100 mL), se secé con Na,SOs4 (anh.),
se filtré y se concentré a sequedad. El residuo obtenido se purificd por cromatografia flash
en columna de silica gel (tolueno/AcOEt 15:1) para dar 42 (0,62 g; 57%) como un sélido

amorfo blanco.

[a]o?° -10,4 (c 1, CHCIs); Rf 0,5 (tolueno/AcOEt 9:1); pf 63,4-65,0 °C.

RMN "H (300 MHz, CDCls) &: 8,16 — 7,02 (m, 35H, 2 x PhCO, 4 x PhCH,, PhCH), 6,02 —
5,80 (m, 1H, CH=CHz), 5,59 (dd, J = 3,6; 1,6 Hz, 1H, H-2), 5,55 (s, 1H, PhCH), 5,49 — 5,42
(m, 2H, H-1", H-2"), 5,31 (dq, J = 17,3; 1,5 Hz, 1H, CH=CHaH), 5,23 (dq, J = 10,4; 1,3 Hz,
1H, CH=CHH), 5,18 (d, J = 3,7 Hz, 1H, H-1"), 4,97 (d, J = 1,5 Hz, 1H, H-1), 4,80 (d, J =
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11,4 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,70 (d, J = 11,7 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,62 — 4,47 (m, 2H, H-3,
OCHH,Ph), 4,45 — 4,35 (m, 2H, OCHsHPh, OCHH,Ph), 4,34 — 4,06 (m, 7H, OCHH,Ph, H-
4, OCHzPh, OCHaHCH=CH,, H-6a, H-5'), 4,06 — 3,87 (m, 6H, OCHH,CH=CHy, H-4, H-5”,
H-5, H-3", H-2), 3,83 (dd, J = 8,5; 6,2 Hz, 1H, H-6'a), 3,73 — 3,64 (m, 2H, H-4”, H-6'b),
3,60 — 3,45 (m, 2H, H-6b, H-3"), 3,33 (t, J = 8,7 Hz, 1H, H-6"a), 3,16 (dd, J = 8,5; 5,1 Hz,
1H, H-6"b), 1,40 (s, 3H, CHa), 1,31 (s, 3H, CHa).

RMN *3C (101 MHz, CDCls) &: 165,9 (COPh); 165,1 (COPh); 139,2 - 126,2 (CH=CH, 2 x
PhCO, 4 x PhCH., PhCH); 118,4 (CH=CH); 110,0 (C(CHz3)2); 102,7 (C-1°); 101,1 (PhCH);
98,2 (C-1); 98,1 (C-17); 84,4 (C-3"); 83,1 (C-4’); 80,9 (C-2"); 79,2 (C-3"); 77,0 (C-4); 76,9
(C-27); 75,7 (C-5"); 74,82 (OCH.Ph); 74,77 (C-4”); 73,5 (OCH.Ph); 73,3 (OCH.Ph); 72,7
(OCH2Ph); 69,5 (C-3); 69,4 (C-2); 69,3 (C-5"); 68,7 (C-6, OCH,CH=CH.); 68,1 (C-6"); 65,6
(C-6’); 64,2 (C-5); 26,7 (CH3); 25,5 (CHa).

EMAR (ESI) m/z calculado para C73H7601s [M+H]*: 1263,4929. Encontrado: 1263,4962.

2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-

B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a,-D-manopiranosa (43)

OBn )

Bn
OBnO OBnO
BzO BzO
BnO P \0 BnO Ph N0
0 -0 o) -0
BnO| o BnO| o
5 o] Pd(AcO), PPh; MeOH (anh.) 5 o) OH

o
7 Et,NH, CH,Cl, (anh.), t.a., Ar
OBz OBz

0 0
o< a2 o< 43

Una suspensién de acetato de paladio (Il) (74 mg; 0,33 mmol) y trifenilfosfina (0,44
g; 1,7 mmol) previamente secados (temp. de secado=60 °C), en metanol anhidro (3,9 mL)
se agité a temperatura ambiente bajo atmédsfera de Ar por 3h hasta observar disolucion
total del acetato de paladio, para obtener in situ tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0). Luego
se agrego dietilamina (34 pL), la mezcla se agité por 15 min y se agrego alil 2,3,4,6-tetra-
O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-B-D-
galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-a-D-manopirandsido (42; 0,50 g; 0,4 mmol),
previamente secado, disuelto en diclorometano anhidro (7,8 mL). Luego de 24 h de
agitacién a temperatura ambiente bajo atmdsfera de Ar se agregd nuevamente
tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (0,08 mmol) en metanol anhidro (1 mL) y se continud la
agitacién por 24 h. La mezcla se llevo a sequedad y se purificd por cromatografia flash en
columna de silica gel (tolueno/AcOEt 9:1) para dar 43 (395 mg; 82%) como un sélido
amorfo. La caracterizacion del producto por RMN 'H y 3C evidencié la obtencion de una

mezcla de andmeros en relacion a/f 5:1.
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[a]o?° -32,0 (¢ 1, CHCIs); Rr 0,53, Unica mancha (tolueno/AcOEt 3:1).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & del anémero a: 8,18 — 7,07 (m, 35H, 2 x PhCO, 4 x PhCHy,
PhCH), 5,70 (dd, J = 3,4; 0,8 Hz, 0,2H, H-2 B), 5,61 (dd, J = 3,5; 1,5 Hz, 1H, H-2), 5,56 (s,
0,2H, H-1’ B), 5,55 (s, 1H, PhCH), 5,54 (s, 0,2H, PhCH B), 5,46 — 5,44 (m, 2H, H-1’, H-2’),
5,30 (dd, J=4,1; 1,4 Hz, 1H, H-1), 5,19 (d, J = 3,8 Hz, 0,2H, H-1" ), 5,15 (d, J = 3,7 Hz,
1H, H-1"), 5,05 — 4,97 (m, 0,2H, H-1 B), 4,81 (d, J = 11,3 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,71 (d, J =
11,7 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,64 (dd, J = 10,0; 3,5 Hz, 1H, H-3), 4,54 (d, J = 11,6 Hz, 1H,
OCHHyPh), 4,46 (d, J = 11,8 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,41 (d, J = 11,4 Hz, 1H, OCHH.Ph),
4,35 (d, J = 11,8 Hz, 1H, OCHHPh), 4,28 (t, J = 6,0 Hz, 1H, H-4"), 4,24 — 3,98 (m, 7H,
OCHzPh, H-6a, H-5, H-5’' H-5", H-4), 3,96 — 3,90 (m, 2H, H-2", H-3’), 3,79 (dd, J = 8,6, 5,9
Hz, 1H, H-6’a), 3,76 — 3,73 (m, 1H, H-4"), 3,64 (dd, J = 8,5; 6,9 Hz, 1H, H-6’b), 3,62 — 3,52
(m, 2H, H-6b, H-3"), 3,32 (t, J = 8,5 Hz, 1H, H-6"a), 3,18 (dd, J = 8,7; 5,3 Hz, 1H, H-6"b),
1,37 (s, 3H, CHs), 1,29 (s, 3H, CHa).

RMN *3C (101 MHz, CDCIs) & del anomero a: 165,9 (COPh); 165,1 (COPh); 139,2 - 126,2
(2xPhCO, 4 x PhCH>, PhCH); 110,0 (C(CHa)2); 102,9 (C-1’); 102,7 (C-1'B); 101,2 (PhCH);
101,0 (PhCH B); 98,3 (C-17); 98,1 (C-1" B); 94,0 (C-1 B); 93,8 (C-1); 84,3 (C-3'); 82,9 (C-
4’); 81,1 (C-2'); 79,2 (C-3"); 77,3 (C-4); 76,8 (C-2"); 75,6 (C-5); 74,8 (C-4”, OCH,Ph); 73,5
(OCH2Ph); 73,3 (OCH2Ph); 72,7 (OCH2Ph); 69,9 (C-2); 69,4 (C-5"); 69,3 (C-3); 68,8 (C-
6); 68,2 (C-6"); 65,5 (C-6’); 64,1 (C-5); 26,5 (CHz); 25,5 (CHs5).

EMAR (ESI) m/z calculado para CzoH7201s [M+Na]": 1223,4617. Encontrado: 1223,4673.
Tricloroacetimidato de 0-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-

benzoil-5,6-O-isopropilidén-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-

benzoil-a-D-manopiranosilo) (44)

OBn OBn
OBnO OBnO
BzO BzO
BnO Ph NS 0 BnO Ph NS 0
BnOl o "9 CI;CCN, DBU BnOl o "9
OH
0 > 0 )\
CH,Cl, (anh.), 0 °C, Ar Nk
OBz OBz NH

o) o)

o< 43 o< 44

A una solucion de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-
O-isopropilidén-B-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a,3-D-
manopiranosa (43; 374 mg; 0,3 mmol) secada previamente, en diclorometano anhidro (3,8
mL), se agreg6 tricloroacetonitrilo (0,18 mL; 1,8 mmol), la mezcla se enfrio a 0 °C y se
agrego, lentamente y con agitacion, DBU (19 pL; 0,13 mmol). Luego de 2,5 h de agitacion

a 0 °C bajo atmdsfera de Ar, la solucion se concentrd a presion reducida para dar un
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sélido amorfo. El producto crudo se purificd a través de una columna corta de silica gel
(tolueno/TEA 10:0,1) para dar 44 (362 mg; 86%) como un sélido amorfo. Para evitar la
descomposicién, el producto aislado se guardd en freezer bajo exclusién de humedad
hasta su utilizacion.

Rr 0,74 (tolueno/AcOEY/TEA 8:2:0,1).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: 8,76 (s, 1H, NH), 8,20 — 7,05 (m, 35H, 2 x PhCO, 4 x PhCH_,
PhCH), 6,39 (d, J = 1,5 Hz, 1H, H-1), 5,78 (dd, J = 3,7; 1,7 Hz, 1H, H-2), 5,54 (s, 1H,
PhCH), 5,50 (s, 1H, H-1’), 5,47 (d, J = 1,6 Hz, 1H, H-2"), 5,17 (d, J = 3,7 Hz, 1H, H-1"),
4,80 (d, J = 11,4 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,71 (d, J = 11,7 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,60 (dd, J =
9,7; 3,7 Hz, 1H, H-3), 4,53 (d, J = 11,7 Hz, 1H, OCHH,Ph), 4,43 — 4,36 (m, 2H, OCH.HPh,
OCHHyPh), 4,34 — 4,03 (m, 8H, H-4’, OCHH,Ph, OCH,Ph, H-6a, H-5’, H-4, H-5), 4,03 —
3,88 (m, 3H, H-5”, H-3’, H-2"), 3,84 (dd, J = 8,5; 6,0 Hz, 1H, H-6'a), 3,76 — 3,64 (m, 2H,
H-6'b, H-4"), 3,58 — 3,45 (m, 2H, H-6b, H-3"), 3,32 (t, J = 8,7 Hz, 1H, H-6"a), 3,14 (dd, J
= 8,5; 5,0 Hz, 1H, H-6"b), 1,39 (s, 3H, CH3), 1,31 (s, 3H, CHs).

RMN "3C (75 MHz, CDCls) &: 165,7 (COPh); 165,1 (COPh); 160,5 (C=NH); 139,2 - 125,5
(2 x PhCO, 4 x PhCH, PhCH); 110,0 (C(CHa)2); 102,9 (C-1°); 101,2 (PhCH); 98,1 (C-17);
96,2 (C-1); 90,8 (CCls); 84,2 (C-3’); 83,0 (C-4"); 81,0 (C-2'); 79,2 (C-3”); 76,9 (C-2"); 76,4
(C-4); 75,6 (C-5'); 74,9 (OCH2Ph); 74,7 (C-4”); 73,5 (OCH2Ph); 73,4 (OCH.Ph); 72,7
(OCH.Ph); 69,43 (C-3); 69,38 (C-5”); 68,4 (C-6); 68,1 (C-6"); 67,9 (C-2); 66,6 (C-5); 65,6
(C-6’); 26,7 (CHa); 25,5 (CH3).

N-(Bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-
galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-B-D-galactofuranosil-

(1—3)-4,6-0O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopiranésido (45)

o}
OBn OBn
OBn Ho/\/\/\NkO/\Ph OBn
0 BzO L 0 BzO
BnO P N0 o g Ph BnO P 0 o
Bno| o © BnO| o © 0s_O._Ph
5 o TMSOTTf (cat.), MS 4A 5 o Y
O._CCl, fo) N._Ph
62 TN(H CH,Cl, (anh.), -30 °C, Ar ez VW
o o
oo a4 o< a5

A una suspension de ftricloroacetimidato de 0-(2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-
galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6- O-isopropilidén-f-D-galactofuranosil-(1—3)-4,6-
O-bencilidén-a-D-manopiranosilo) (44; 255 mg; 0,19 mmol), N-bencil-N-benciloxicarbonil-
5-aminopentanol (8; 77 mg; 0,24 mmol), ambos secados previamente (destilacién
azeotrdpica y secado en vacio at.a.), y tamices moleculares de 4A pulverizados (450 mg),

en diclorometano anhidro recién destilado (12,3 mL) enfriada a -40 °C bajo atmdsfera de
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Ar, se agrego triflato de trimetilsililo (4,1 pL; 0,023 mmol). Luego de 15 min de agitacion
a -30 °C, el control por ccd mostrd la desaparicion del imidato de partida. La suspension
se neutralizo con TEA (3,8 L), se filtraron los tamices moleculares y la solucién resultante
se concentré a sequedad. El sélido obtenido se purificé por cromatografia flash en
columna de silica gel (tolueno/AcOEt 5:1) para dar 45 (262 mg; 91%) como un sélido

amorfo blanco.
[a]p?° -7,2 (¢ 1, CHCI3); Rf 0,64 (tolueno/AcOEt 6:1); pf 50,7-52,2 °C.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & de la mezcla de rotameros: 8,18 — 7,11 (m, 45H, 2 x PhCO,
6 x PhCH,, PhCH), 5,57 — 5,52 (m, 2H, H-2, PhCH), 5,48 (s, 1H, H-1’), 5,45 (d, J = 1,5 Hz,
1H, H-2’), 5,22 — 5,12 (m, 3H, H-1", NCOOCHPh), 4,92 — 4,84 (m, 1H, H-1), 4,80 (d, J =
11,3 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,70 (d, J = 11,7 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,57 — 4,47 (m, 4H, H-3,
OCHHuPh, NCH2Ph), 4,42 — 4,35 (m, 2H, OCHH,Ph, OCH.HPh), 4,30 (dd, J = 6,3; 5,6 Hz,
1H, H-4"), 4,26 (d, J = 11,8 Hz, 1H, OCHHyPh), 4,22 (d, J = 11,5 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,15
— 4,06 (m, 3H, OCHHuPh, H-6a, H-5’), 4,04 — 3,94 (m, 2H, H-5", H-4), 3,93 — 3,79 (m, 4H,
H-2”, H-3, H-5, H-6’a), 3,74 — 3,56 (m, 3H, H-4”, H-6’b, OCH,HCH>), 3,55 — 3,45 (m, 2H,
H-6b, H-3"), 3,41 — 3,18 (m, 4H, OCHH,CHz, H-6"a, CH2CH2N), 3,15 (dd, J = 8,5; 5,0 Hz,
1H, H-6"b), 1,66 — 1,46 (m, 4H, CH2 x 2), 1,39 (s, 3H, CH3), 1,38 — 1,21 (m, 5H, CH3, CH2>).
RMN "3C (101 MHz, CDCls): & de la mezcla de rotameros: 166,0 (COPh); 165,1 (COPh);
156,9/156,3 (NCOO); 139,2 - 126,2 (2 x PhCO, 6 x PhCH2, PhCH); 110,0 (C(CHj3).); 102,6
(C-1’); 101,0 (PhCH); 99,1 (C-1); 98,0 (C-1"); 84,4 (C-3’); 83,3 (C-4’); 80,9 (C-2); 79,2 (C-
3”); 76,95 (C-4); 76,91 (C-27); 75,8 (C-5’); 74,8 (OCH2Ph); 74,7 (C-4”); 73,5 (OCH2Ph);
73,3 (OCH2Ph); 72,7 (OCH2Ph); 69,5 (C-3); 69,4 (C-2); 69,3 (C-5"); 68,7 (C-6); 68,2
(OCH2CH>); 68,1 (C-6"); 67,3 (NCOOCH:2Ph); 65,5 (C-6’); 64,0 (C-5); 50,8/50,5 (NCH2Ph);
47,3/46,4 (CH.CH:2N); 29,2 (CH>); 28,1/27,6 (CH2); 26,7 (CH3); 25,4 (CHs); 23,5 (CH>).

EMAR (ESI) m/z calculado para CeoHosNO2o [M+H]*: 1532,6345. Encontrado: 1532,6471.

N-(Bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-

galactopiranosil-(1—3)-B-D-galactofuranosil-(1—3)-a-D-manopiranésido (47)

OBn OBn

OBnO OBnO
BzO RO
BnO Ph™ N o BnO "O~Jo
Bno| o © - Cbz BnO| o HOo Cbz
5 0o °Z " AcOH, H,0 5 \
—_—

Ot e

OBz OR

OH
O>< 45 OH

NaOH, R=Bz; 46
MeOH,
t.a.
R=H; 47
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A una solucién de N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-
D-galactopiranosil-(1—3)-2-O-benzoil-5,6-O-isopropilidén-B-D-galactofuranosil-(1—3)-
4,6-O-bencilidén-2-O-benzoil-a-D-manopirandsido (45; 237 mg; 0,16 mmol) en &cido
acético (2,8 mL) a 80 °C se agregd agua (0,9 mL) hasta turbidez. La agitacion se mantuvo
a 80 °C hasta que por ccd se observo conversion mayoritaria a un producto de Ry 0,49
(tolueno/AcOEt 1:2). La mezcla se concentré a presion reducida y se co-evaporo con
tolueno (5 x 2,5 mL) para dar un sélido amorfo (200 mg). El producto mayoritario (>85%)
en el crudo de reaccion se identifico por RMN mono y bidimensional como N-
(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-galactopiranosil-(1—3)-
2-0-benzoil-B-D-galactofuranosil-(1—3)-2-O-benzoil-a-D-manopirandsido (46).

R 0,49 (tolueno/AcOEt 1:2).

RMN 'H (400 MHz, CDCIl;3) d de la mezcla de rotameros: 8,36 — 6,98 (m, 40H, 2 x PhCO,
6 x PhCH>), 5,47 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, H-2), 5,43 (sa, 1H, H-1’), 5,29 (sa, 1H, H-2’),
5,23 — 5,13 (m, 2H, NCOOCHPh), 4,92 — 4,80 (m, 3H, H-1, H-1", OCH.HPh), 4,77 (d, J
= 12,0 Hz, 1H, OCH.HPh), 4,71 — 4,60 (m, 3H, OCH:HPh, 2 x OCHH,Ph), 4,57 — 4,44 (m
3H, NCH2Ph, OCHH,Ph), 4,41 — 4,14 (m, 5H, H-4’, OCH2Ph, H-3’, H-3), 4,03 — 3,77 (m,
7H, H-5”, H-4, H-2”, H-4”, H-3”, H-6a, H-6b), 3,76 — 3,53 (m, 5H, H-5, H-5", OCH.HCH_,
H-6’a, H-6’b), 3,47 — 3,17 (m, 5H, H-6"a, H-6"b, OCHH,CH,, CH2CH2N), 1,70 — 1,45 (m
4H, 2 x CHy), 1,42 — 1,19 (m, 2H, CH>).

RMN "¥C (75 MHz, CDCl3) & de la mezcla de rotameros: 165,8 (COPh); 165,1 (COPh);
157,0/156,5 (NCOO); 138,7 - 127,5 (2 x PhCO, 6 x PhCH>); 102,7 (C-1"); 97,9 (C-1); 97,7
(C-17); 84,2/84,1 (C-4’); 81,9 (C-2’); 80,9/80,7 (C-3’); 79,2 (C-3”); 75,3 (C-2”); 74,8
(OCH2Ph); 74,6 (C-4"); 74,0 (OCH2Ph, C-3); 73,4 (OCH2Ph); 72,7 (OCH2Ph); 72,3/72,2
(C-5); 71,9 (C-5); 70,0 (C-5”); 69,3 (C-2); 68,6 (C-6"); 67,9/67,7 (OCH.CH,); 67,4
(NCOOCH:Ph); 67,0 (C-4); 63,6 (C-6'); 63,1 (C-6); 50,6/50,4 (NCH:Ph); 47,3/46,1
(CH2CH:2N); 29,1 (CH); 28,0/27,5 (CH2); 23,5 (CH>).

Una fraccién del jarabe obtenido en el paso anterior (191 mg) se disolvié en metanol
(1,3 mL) y se agreg6 una solucion de NaOH 1M en metanol (0,26 mL). Luego de 2 h de
agitacion a temperatura ambiente, se observo la desapariciéon del compuesto de partida
por ccd. La mezcla se paso6 a través de una columna corta (1,5 cm x 3 cm, d. x alt.) de
Amberlite IR120 H y el eluido se concentré a presion reducida. El producto crudo se co-
evapor6 con agua ultrapura (6 x 3 mL) y se purificé por cromatografia flash en columna
de silica gel (CH.Clo/MeOH 12:1) para dar 47 (114 mg; 65%) como un sélido amorfo

blanco.

[a]o? +7,7 (¢ 1, CHCls); Rf 0,59 (CHClo/MeOH 12:1).
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RMN "H (400 MHz, MeOD) & de la mezcla de rotameros: 7,56 — 7,01 (m, 30H, 6 x PhCH,),
5,22 — 5,10 (m, 2H, NCOOCH2Ph), 5,06 (s, 1H, H-1’), 5,00 (d, J = 3,5 Hz, 1H, H-1"), 4,83
(d, J = 11,3 Hz, 1H, OCHsHPh), 4,77 — 4,66 (m, 5H, 2 x OCH2Ph, H-1), 4,56 — 4,47 (m,
4H, OCHzHPh, OCHHwPh, NCH2Ph), 4,44 (d, J= 11,9 Hz, 1H, OCHH,Ph), 4,38 — 4,30 (m,
2H, H-2’, H-4"), 4,22 — 4,15 (m, 1H, H-5"), 4,05 (dd, J = 5,4, 2,8 Hz, 1H, H-3’), 4,02 — 3,89
(m, 3H, H-4”, H-2”, H-3"), 3,88 — 3,43 (m, 12H), 3,42 — 3,19 (m, 3H, OCHH,CHo,
CH2CH2N), 1,67 — 1,40 (m, 4H, 2 x CH>), 1,40 — 1,18 (m, 2H, CH>).

RMN "3C (101 MHz, MeOD) & de la mezcla de rotameros: 158,5/158,0 (NCOO); 140,1 -
128,4 (6 x PhCH,); 106,9 (C-1'); 101,3 (C-1); 100,0 (C-1"); 86,8 (C-3); 83,8 (C-4); 80,5
(C-2’): 80,0 (C-3"); 77,9 (C-3); 77,2 (C-2"); 76,6 (C-4”); 75,9 (OCH,Ph); 74,6 (C-5); 74,5
(OCH2Ph); 74,3 (OCH2Ph); 74,0 (OCH.Ph): 72,6 (C-5); 71,3 (C-5"): 70,6 (C-6"): 69,0 (C-
2): 68,5 (NCOOCH.Ph); 68,4 (OCH,CH,); 66,9 (C-4); 64,4 (C-6'); 63,1 (C-6); 51,6/51,4
(NCH:Ph): 48,5/47,5 (CH,CH:N); 30,1 (CHz); 29,0/28,5 (CH2); 24,5 (CHs).

EMAR (ESI) m/z calculado para CesH7gNO1s [M+Na]*: 1196,5195. Encontrado: 1196,5226.

Acetato de 5-aminopentil a-D-galactopiranosil-(1—3)-B-D-galactofuranosil-(1—3)-a-

D-manopiranésido (5')

OBn HO
0Bn OH
2 HO R HO
HO
BnO HoS 2\ o H, (45 psi), 10% Pd/c  HO HO ¥o)

BnOl o " g OYO\/Ph Ho| o MO

0 0
o N PN MeOH/THF/H,0/ACOH 0 NHz.HOAC
2
OH \%ﬁ/ 10:5:4:1, ta. OH W

OH OH
OH a7 OH 5'

A una solucién de N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-
D-galactopiranosil-(1—3)-p-D-galactofuranosil-(1—3)-a-D-manopiranésido (47; 96 mg;
0,08 mmol) en una mezcla MeOH/THF/H>O/AcOH 10:5:4:1 (16,7 mL), se agregé Pd/C
10% (135 mg). La mezcla se agité en hidrogenador a 45 psi y temperatura ambiente por
3 dias hasta que por ccd se observé conversion mayoritaria a un producto de Ry 0,5
(EtOH/H2O/ACcOH 7:1:1). La suspension se filtré por lecho de celite y el filtrado se
concentrd, se co-evapord con tolueno (6 x 5 mL) y se purificd por pasaje a través de un
cartucho de EFS de fase reversa C8 (H2O) para eliminar impurezas no polares. El
producto obtenido se disolvié en agua ultrapura y se liofilizé para dar 5’ (51 mg; 98%)

como un jarabe.

[a]p?® +30,7 (¢ 1, H20); Rr 0,5 (EtOH/H2O/AcOH 7:1:1).

RMN "H (400 MHz, D,0) &: 5,15 (d, J = 1,0 Hz, 1H, H-1°), 5,06 (d, J = 3,4 Hz, 1H, H-1"),
4,89 (d, J=1,8 Hz, 1H, H-1), 4,38 (dd, J = 3,1; 1,5 Hz, 1H, H-2’), 4,26 (dd, J = 6,4; 3,9 Hz,
1H, H-4’), 4,13 — 4,08 (m, 2H, H-2, H-5"), 4,06 (dd, J = 6,4; 3,0 Hz, 1H, H-3’), 4,00 — 3,98
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(m, 1H, H-4"), 3,92 — 3,82 (m, 5H, H-5’, H-6a, H-3, H-3”, H-2"), 3,82 — 3,61 (m, 8H, H-6b,
H-6"a, H-6"b, OCH:HCH,, H-6’a, H-6’b, H-4, H-5), 3,60 — 3,51 (m, 1H, OCHH,CH.), 3,04
— 2,97 (m, 2H, CH2NH>), 1,90 (s, 3H, CHzCOOH), 1,76 — 1,60 (m, 4H, 2 x CH>), 1,55 —
1,38 (m, 2H, CH>).

RMN *3C (101 MHz, D;0) &: 105,3 (C-1’); 100,3 (C-1"); 100,1 (C-1); 85,5 (C-3’); 82,3 (C-
4’); 80,2 (C-2°); 76,1 (C-3); 73,4 (C-5); 72,0 (C-5"); 71,4 (C-5"); 69,9 (C-4”, C-3”); 68,8 (C-
2”); 68,1 (OCH.CHy>); 67,5 (C-2); 65,7 (C-4); 63,5 (C-6’); 61,9 (C-6"); 61,6 (C-6); 40,0
(CH2NHy); 28,6 (CH2); 27,2 (CHz); 23,9 (CH3COOH); 23,1 (CH>).

EMAR (ESI) m/z calculado para C7oHesO21 [M+Na]*: 612,2479. Encontrado: 612,2482.
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6.2. Materiales y métodos empleados en Ila evaluacién de
antigenicidad y desarrollo del glicobiosensor basado en los

glicésidos 1-5 (Capitulos 4 y 5)
6.2.1. Sueros humanos utilizados

6.2.1.1. Leishmaniasis tegumentaria americana

Las muestras fueron provistas por el Dr. J. Diego Marco del Instituto de Patologia
Experimental (IPE), Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Salta
(Salta, Argentina). Se utilizaron 16 muestras de suero humano archivadas, provenientes
de individuos residentes en el noroeste de Argentina, diagnosticados como positivos (8
muestras, “LTA +”) o negativos (8 muestras, “LTA -“) para leishmaniasis tegumentaria
americana (LTA) por dos técnicas: ELISA con extractos solubles de amastigotes de L.
braziliensis,®™ y PCR (Tabla 6.1). Si bien las muestras empleadas en nuestros ensayos
no fueron tipificadas para identificar la especie causante de la enfermedad, los sueros
proceden de pacientes de una region donde aproximadamente el 90% de los casos de
LC y LM corresponden a infecciones por L. braziliensis, segun lo demostrado por el Dr.
Marco.®%83%1 | as muestras “LTA +” fueron testeadas para enfermedad de Chagas por

ELISA y resultaron negativas.

Para los ensayos de inmunorreactividad de los glicésidos sintéticos por microarreglo
de glicanos se utilizaron, por un lado, los sueros individuales y, por otro lado, pooles de
los sueros positivos (n = 8, “Pool LTA +”) y de los sueros negativos (n = 8, “Pool LTA -%).
Asimismo, estos pooles se emplearon en los ensayos de deteccion de anticuerpos por
EIS y QCM-D.

6.2.1.2. Enfermedad de Chagas

Las muestras fueron provistas por el Lic. German Astudillo del Depto. de
Parasitologia Hospital de Enfermedades Infecciosas Francisco Javier Mufiz (Buenos
Aires, Argentina). Se utilizaron 20 muestras de suero humano archivadas, provenientes
de individuos residentes en Argentina diagnosticados como positivos (10 muestras) o
negativos (10 muestras) para la enfermedad de Chagas (“Ch”) por las siguientes técnicas:
inmunoensayo quimioluminiscente de microparticulas (CMIA), Architect, Abbott
(Alemania); enzimo-inmunoanalisis de adsorcion (ELISA), ELISA recombinante v.3.0,
Wiener (Argentina); y hemoaglutinacion indirecta (HAI), HIDATEST, Laboratorio Lemos
S.R.L. (Argentina).
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A partir de los sueros individuales se prepararon pooles de sueros positivos (n = 10,

“Pool Ch +”) y negativos (n = 10, “Pool Ch -“) para la enfermedad de Chagas, que se

utilizaron en los ensayos de inmunorreactividad por microarreglo de glicanos.

Tabla 6.1. Descripcion del estado de salud de los pacientes humanos infectados y no
infectados con Leishmania y resultados de los ensayos de diagnéstico por ELISA y PCR
realizados a los sueros.

Cadigo de Cod. ELISA
e Fecha | 2" |Sexo|Edad| K-PCR o oot
"LTA - #1" 9/6/2023 9994 F 28 |negativo |0,020| 0,118 | negativo
"LTA - #2" 2/15/2024 | 10075 M 54 | negativo |0,027| 0,176 | negativo
"LTA - #3" 4/7/2022 10076 F 25 |negativo|0,028| 0,165 | negativo
"LTA - #4" 10/30/2024| 10122 M 65 |negativo|0,044| 0,208 | negativo
"LTA - #5" 11/9/2023 | 10131 M 46 |negativo |0,020| 0,126 | negativo
"LTA - #6" 11/16/2023 | 10177 M 51 |negativo|0,062| 0,208 | negativo
"LTA - #7" 11/25/2023| 10195 M 38 |negativo |0,027| 0,147 | negativo
"LTA - #8" 12/19/2023| 10210 F 30 |negativo |0,047| 0,272 | negativo
"LTA +#1" 11/3/2000 1257 M 24 | positivo [3,121| 3,430 | positivo
"LTA + #2" 10/10/2001| 1406 M 53 | positivo |0,680| 3,887 | positivo
"LTA + #3" 10/16/2001| 1409 F 49 | positivo [0,982| 2,230 | positivo
"LTA + #4" 11/26/2001| 1439 M 28 | positivo {1,507 | 1,650 | positivo
"LTA + #5" 7/5/2002 1857 M 18 | positivo |2,954| 2,390 | positivo
"LTA + #6" 8/14/2002 1861 M 39 | positivo |3,645| 4,000 | positivo
"LTA + #7" 9/9/2002 2019 F 21 | positivo |2,168| 2,380 positivo
"LTA + #8" 5/9/2001 3288 M 29 | positivo [2,362| 2,340 | positivo
“LTA -": pacientes diagnosticados como negativos para LTA, “LTA +”. pacientes

diagnosticados como positivos para LTA; K-PCR: kinetoplast DNA-PCRI3%; DO: densidad
optica promedio; CO: valor de corte (cut-off).

6.2.2. Ensayos de reconocimiento por microarreglo de glicanos de

anticuerpos séricos de pacientes con LTA y enfermedad de Chagas

Los experimentos detallados en esta seccion fueron realizados durante una pasantia
en el Laboratorio de Glicobiologia y Desarrollo de Vacunas del Max Planck Institute of
Colloids and Interfaces, liderado por el Prof. Dr. Peter Seeberger. Todos los protocolos
fueron realizados en conjunto con Emelie Reuber (M.Sc.) y Fabienne Weber (M.Sc.),
estudiantes de doctorado del grupo.

6.2.2.1. Preparacion de los microarreglos. Anclaje de los glicésidos

El primer paso para la preparacion de los microarreglos consistié en el acoplamiento
de los oligosacaridos sobre tres placas de vidrio de hidrogel activadas con NHS

(NEXTERION® 3-D Hydrogel, Schott). Previo a la impresion de las microplacas se
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efectuaron diluciones en buffer fosfato 50 mM (pH 8,5) (buffer de impresion o printing

buffer, “PB”) de:

e Oligosacaridos 1 a 5 en concentracion 0,1 mM

e El trimero Rha-0-(1->2)-Rha-a-(1->2)-Rha-0-(1->1)aminopentanol*®’ (“Rha”) en
concentracion 0,1 mM

¢ Inmunoglobulinas G, M y A (Human IgG-UNLB #0150-01, Human IgM Lambda-UNLB,
#0158L-01, Human IgA Lambda-UNLB #0155L-01, Southern Biotech) en

concentracién 100 pg/mL.

Utilizando una plataforma robdtica de impresion piezoeléctrica sin contacto
sCiFLEXARRAYER S12 (Scienion, Berlin, Figura 6.1), las muestras se sembraron de
forma automatizada sobre las placas. El proceso de siembra de las muestras esta
estandarizado y requiere de alta precision, ya que las gotas (spots) se ubican muy cerca
y, de no haber un control estricto de su dispensado, estas pueden superponerse o dar
patrones irregulares. Entonces, previo al sembrado el equipo realiza las siguientes
operaciones: lavado del dispensador (véase Figura 6.1), toma de la muestra, lavado del
exterior del dispensador y calibraciéon del tamafo y forma de la gota eyectada. La
descripcion detallada de este proceso es compleja y escapa al alcance de esta tesis, por
lo que a modo ilustrativo se sugiere consultar el material audiovisual de la empresa GeSIM
sobre su producto Nanoplotter Microarray Printer (ver minutos 1:40 a 2:20).2%? En este

caso, si bien el formato y tamano del equipo es distinto, el proceso de siembra es idéntico.

scienion |

1«

Figura 6.1. (/zq) Imagen del sciFLEXARRAYER S12 (Scienion, Berlin) utilizado para la
fabricacion de los microarreglos. (Der) Imagen de los dispensadores de muestra ubicados
en el interior del equipo.

Para la fabricacion de los microarreglos, las muestras se sembraron siguiendo el
patron de la Figura 6.2.B. Este patron se imprimio 64 veces sobre la placa formando una
grilla de 4x16 campos idénticos. La disposicion resultante se esquematiza en la Figura

6.2.A. En cada campo se incluyeron, ademas de los glicanos 1-5, un trimero de ramnosa
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(“Rha”) utilizado como control positivo, posiciones sin azucar tratadas solo con buffer de
impresion “PB” como control negativo, y las inmunoglobulinas comerciales 1gG, IgM e IgA,
utilizadas como controles de isotipo. A excepcion de las inmunoglobulinas, todas las

muestras se sembraron por triplicado.

Una vez sembradas, las placas se incubaron en camara humeda a temperatura
ambiente por 20 h para completar la reacciéon de acoplamiento. Luego, las placas se
sumergieron en una solucién de etanolamina 100 mM en buffer fosfato 0,1 M (pH 9) para
bloguear los grupos NHS sin reaccionar. Luego de 1 h en reposo a t.a., se lavaron 3 veces

por inmersion en una cuba con ddH20 y se secaron por centrifugacion (5 min, 300 xg).

[ IX

9 @
PO

Patrén de\
impresién

Microarreglo de glicanos

B 4 i A
' IgG\x‘ d \/\ Q) /.gé
%0 - ©. @

\

e \\ \/ -

Figura 6.2. (A) Imagen esquematica del disefio del microarreglo. Alli se observa la posicion
de los compuestos anclados, sembrados segun el patréon de impresion elegido, en 64
campos idénticos conformando una grilla de 4 x 16 posiciones. (B) Detalle del patron de
impresion utilizado para la siembra de los glicésidos 1 a 5 y de los controles: de isotipo
(“1gG”, “IgM” e “IgA”), negativo sin azucar (buffer de impresion, “PB”), y positivo (“Rha”).

6.2.2.2. Incubacion con los sueros

Una vez sembrados los glicésidos 1-5, las microplacas se incubaron a temperatura
ambiente por 1 h dentro de una cuba rellena con buffer de bloqueo (solucion de BSA 1%
(m/v) en PBS 1x). Luego, dentro de la cuba, se lavaron 2 veces con PBS 1x y 1 vez con
ddH:0, se retiraron y se secaron por centrifugacion (5 min, 300 xg).
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Se prepararon diluciones 1:100 en buffer de bloqueo de: ocho sueros individuales
positivos para LTA (“LTA +”), ocho sueros individuales negativos para LTA (“‘LTA -“),
pooles (n = 8) “Pool LTA +” y “Pool LTA -4, y pooles (n = 10) “Pool Ch +” y “Pool Ch -*.

Previo a la incubacion con las muestras, se colocaron grillas de incubacion de silicona
(FlexWell Grid, Grace Bio Labs) sobre las placas. Estas grillas se utilizan para delimitar
los campos sembrados previamente, conformando “pocillos” tal como se observa en la
Figura 6.3. Luego, se colocaron 25 uL de solucion de suero dentro de cada “pocillo”, de
acuerdo a la Figura 6.4 y el sistema se incubo por 1 h a 37 °C en camara humeda. Todas
las muestras, tanto de pacientes individuales (“LTA +” y “LTA -“) como los pooles (“Pool
LTA +7, “Pool LTA -, “Pool Ch +” y “Pool Ch -“), se testearon por duplicado. Dado que la
totalidad de los ensayos no podia realizarse en una unica placa por escasez de “pocillos”,
para generar los duplicados se adopté el siguiente protocolo: dos placas se trataron segun

la Figura 6.4.A y una placa segun la Figura 6.4.B.

Grilla

Figura 6.3. Representacién esquematica de la forma de colocacién de la grilla de silicona
sobre la microplaca, previo a la incubacion con los sueros. La grilla permite delimitar los
campos conformando “pocillos”.

6.2.2.3. Incubacién con anticuerpos secundarios y deteccién de fluorescencia

Habiendo concluido la incubacién con los sueros, los “pocillos” se lavaron 3 veces
con 25 uL de PBS-T (PBS 1x + Tween-20 0.1% (v/v)). Luego, se colocaron 25 pL de una
dilucién 1:400 en buffer de bloqueo de anticuerpos secundarios fluorescentes especificos
para IgG, IgM o IgA (Goat anti-Human IgM, Alexa Fluor 488, Invitrogen; Goat Anti-Human
IgG Fc-AF647, Southern Biotech; Goat Anti-Human IgA-FITC, Southern Biotech) de
acuerdo a la Figura 6.4, y las placas se incubaron por 1 hora a 37 °C en camara humeda.
Luego, se realizaron lavados con PBS-T (2 x 25 yL), se retiraron las grillas, y se realizaron
2 lavados por inmersion en PBS 1x y un lavado por inmersién en ddH20. Por ultimo, las
placas se secaron por centrifugacion (5 min, 300 xg) y se realizé la lectura de

fluorescencia a 488 (para visualizar las senales de anticuerpos anti-IgM y anti-IgA) y 635
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nm (para visualizar anti-lgG), utilizando un escaner de microarreglos InnoScan 1100 AL
(Innopsys). El voltaje del fotomultiplicador se ajusto para evitar la sobresaturacion de las

senales.
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Figura 6.4. Esquema de incubacion de las placas A (izq.) y B (der.) con las muestras de
suero (dil. 1:100 en 1% BSA-PBS) y anticuerpos secundarios (Ig*, dil. 1:400 en 1% BSA-
PBS). La placa A se realizé por duplicado. Cada recuadro corresponde a un “pocillo” de la
grilla colocada sobre la placa. Cada “pocillo” contiene los compuestos sembrados segun
el patrén de impresién (ver Figura 6.2.B). Las posiciones punteadas no fueron utilizadas.

“LTA + /-" = Suero individual positivo o negativo para LTA; “Pool LTA + / -” = Pool de sueros
positivos o negativos para LTA (n = 8); “Pool Ch +/ -” = Pool de sueros positivos o negativos
para enfermedad de Chagas (n = 10). “IgG*"= IgG anti-humano-AF647; “IgM*’= IgM anti-
humano-Alexa Fluor 488; “IgA*’= IgA anti-humano-FITC.
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6.2.2.4. Analisis de datos

Una vez obtenidos los datos de fluorescencia, para el analisis de las imagenes y
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia media de cada punto se utilizé el software
Mapix (Innopsys). Dado que todos los valores se obtuvieron por duplicado, para el analisis
de los resultados se utilizé aquel set de datos que presentd valores mayores de

fluorescencia.

Los datos de intensidad de fluorescencia media en funcion de la muestra sembrada
(glicano o control) se graficaron utilizando el software GraphPad Prism 10.4.0 (GraphPad
Software, Inc.). El mismo software se utilizé para determinar si existian diferencias
significativas en los niveles de anticuerpos anti-glicanos entre los grupos de sueros
infectados (“LTA +”) y no infectados (“LTA -“). Para ello se utilizé el test multiple de Mann-
Whitney.

En la Seccién A1 del Apéndice se presentan, de forma complementaria a las figuras
del Capitulo 4, los graficos de intensidad de fluorescencia media de todos los ensayos,

incorporando también los datos obtenidos para los controles.

6.2.3. Desarrollo del glicobiosensor impedimétrico para la deteccién de

anticuerpos en sueros de pacientes con LTA

Los experimentos detallados en esta seccion se realizaron en el Instituto de Quimica
Fisica de los Materiales, Medio Ambiente y Energia (INQUIMAE-CONICET).

6.2.3.1. Preparacion de electrodos de Au policristalino

Los electrodos de Au policristalino utilizados en esta tesis estaban compuestos de
una pelicula de oro ultraplana (rugosidad media determinada por AFM de 0,5 nm)
adherida sobre un soporte de vidrio. Los sustratos se prepararon en el laboratorio segun
el procedimiento descrito por Weiss E. A. et al. (Esquema 6.1),1%5%! utilizando una superficie

de Si/SiO, como molde para obtener una pelicula de oro extremadamente plana.

Se partié de una oblea de Si/SiO: la cual se limpié por inmersion en etanol y luego
en acetona, y se secO bajo corriente de N.. Utilizando una evaporadora de metales
(Edwards - Auto 306), se depositd sobre la misma una pelicula de oro de 600 nm de
espesor, para prevenir la formacion de grietas o microporos. Luego, sobre la pelicula de
oro se esparcié una fina capa de un adhesivo 6ptico (“OA”, Norland Optical Adhesive 61)
y, por encima, una lamina de vidrio, que habia sido previamente enjuagada con etanol y
acetona y secada con una corriente de N.. Posteriormente, el sistema se expuso a luz UV
(254 nm, lampara UVP-UVLS-28, 8 W) durante 8 h procurando que la luz incidiera de

manera directa del lado del vidrio. Por ultimo, con ayuda de una trincheta se erosiond la
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interfaz entre la pelicula de oro y la plantilla de Si/SiO; para, finalmente, movilizar el vidrio
y exponer la superficie metalica (Figura 6.5).

Los electrodos de oro policristalino obtenidos en el laboratorio fueron utilizados en la
caracterizacion superficial por AFM, CV y EIS y en los ensayos electroquimicos para
evaluacion de la respuesta del sensor a interacciones inespecificas con plasma de conejo,

y especificas con anticuerpos en sueros infectados.

600nm [
Y] —

l Depositar OA

b)
M
~ Si/Sio,

1) Colocar vidrio
c) 2) Exponer a UV

Imm — M
0.1mm — (s)i/>sioz
d) l — Vidrio

4

e
600nm ~_ l Voltear /Ic‘)/IA
0.1mm
Imm /[ —— Vidrio

Esquema 6.1. Esquema de preparacion de electrodos de oro evaporado sobre soporte de
vidrio: (a) deposicion del oro (M) sobre el sustrato de Si/SiO2 mediante evaporacion con
haz de electrones; (b) colocacion del adhesivo 6ptico (OA) sobre la superficie metalica; (c)
colocacion de la lamina de vidrio y fijacion por exposicion a luz UV; (d y e) desmolde
manual para separar el sistema vidrio/OA/oro del sustrato de Si/SiO2. Imagen adaptada de
Weiss E. A. et al.l3831 Razor=trincheta.

Figura 6.5. (/zq.) Imagen del sistema vidrio/OA/oro/Si/SiO2 tomada previo al desmolde.
(Der.) Imagen de la pelicula de oro policristalino obtenida luego del desmolde.
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6.2.3.2. Procedimiento general de acoplamiento de los glicésidos sintéticos

Para la funcionalizacion de superficies de oro con los azucares sintéticos se aplico
una secuencia de reacciones, que se presentan en el Esquema 5.1 (Capitulo 5, Pagina
134). En todos los casos, los lavados de la superficie y la preparacion de las diluciones

acuosas se realizaron con agua ultrapura (18MQ).

Paso 1: La superficie de Au se puso en contacto con una mezcla de soluciones 1 mM
de acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA) y 1 mM de 6-mercaptohexanol (MH) en
etanol absoluto. La composicion de la mezcla se detalla en cada experimento. El sistema
se mantuvo en reposo por 15 min a t.a., se lavé con abundante etanol absoluto y se seco
bajo corriente de N, (Paso 1, Esquema 5.1). En esta tesis, la superficie resultante se
denomind “Au-SAM”.

Paso 2: Los acidos carboxilicos expuestos sobre la superficie se activaron utilizando
una mezcla 1:1 de soluciones acuosas 200 mM de EDC y 50 mM de NHS. La mezcla se
puso en contacto con la superficie, se dejdé en reposo por 20 min a t.a. y se lavd con
abundante agua (Paso 2, Esquema 5.1). En esta tesis, la superficie resultante se
denomind “Au-SAM-NHS”.

Paso 3: La superficie se puso en contacto con una solucién acuosa 0,5 mM del 5-
aminopentil glicésido elegido (1-5). Luego de 1,5 h en reposo a t.a., la superficie se lavo
con abundante agua (Paso 3, Esquema 5.1). En esta tesis, la superficie resultante se

denomind “Au-SAM-1" (cuando se funcionalizé con el glicésido 1).

En aquellos casos en los que se especifica, se aplicé un ultimo paso consistente del

bloqueo de los grupos carboxilo sin reaccionar.

Paso 4: La superficie se incub6 con una solucion acuosa 1 M de etanolamina (EA) por
30 min a t.a., se lavé con abundante agua y se sec6 con corriente de N2 (Esquema 5.2,
Pagina 141). En esta tesis, la superficie resultante se denominé “Au-SAM-1/EA” (cuando

se funcionalizé con el glicosido 1).

6.2.3.3. Caracterizacion de superficies funcionalizadas

Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)

Los espectros XPS fueron tomados en el Laboratorio de Quimica de Superficies del
INQUIMAE-CONICET con la asistencia del Dr. Federico J. Williams.
Equipamiento y condiciones de medicion empleadas:

La Figura 6.6 muestra la camara de ultra alto vacio utilizada. Las muestras se

ingresaron a través de la precamara y se transfirieron hacia la camara de analisis cuando
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la presion en la precamara estaba por debajo de 5x10°" mbar. El equipo utilizado contaba
con: un analizador hemisférico de 150 mm de radio, un detector de 9 canales, y una fuente
de rayos X monocromatica de Al ka operada a 15 kV y 20 mA. Los fotoelectrones fueron
detectados con un angulo de 20° respecto a la normal de la superficie. Los espectros
obtenidos se procesaron e integraron utilizando el software CasaXPS (Casa Software
Ltd.). Las energias de union se referenciaron a la sefial de Au 4f7» a 84 eV y se analizaron
las regiones caracteristicas de S 2p, N 1s, C 1s, O 1s y Au 4f.

Cuando en los espectros XPS se observaron desviaciones por acumulacion de carga

superficial, se utilizé una flood gun (cafidn de compensacion de carga) para neutralizar la

carga durante la adquisicion y evitar distorsiones en la medicion.

Camara de |
analisis

Camara de
analisis

Figura 6.6. Espectrofotdmetro de rayos X empleado (Laboratorio de Quimica de
Superficies-INQUIMAE).

Preparacion de las superficies:

En este caso se emplearon sustratos comerciales de Au policristalino sobre vidrio
porque, dada la alta sensibilidad del XPS a contaminantes y variaciones topograficas,
ofrecen pureza certificada y reproducibilidad interlote superiores a las peliculas obtenidas
por desmolde desde Si/SiO». Previo a su funcionalizacién, las mismas se trataron con

ozono Yy luz UV (PSD Pro Series — Digital UV Ozone System) por 15 min para eliminar la
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materia organica adherida. En este caso, para la funcionalizacién con los 5-aminopentil

glicésidos, no se empled una SAM mixta sino una SAM “simple” compuesta por MUA.

Las tres superficies (A, B y C) se trataron de la siguiente manera:

A-“Au-SAM”: La superficie se traté unicamente con MUA de acuerdo con el Paso 1
del procedimiento general de acoplamiento.

B- “Au-SAM-1": La superficie se funcionalizé con el glicésido 1 a través de una SAM
de MUA, siguiendo los Pasos 1 a 3 del procedimiento general de acoplamiento. Por ultimo,
para asegurar que la superficie no contuviera ésteres de NHS sin reaccionar, la superficie
se puso en contacto con una solucién acuosa 10 mM de bicarbonato de potasio que se
llevo a pH 9,5 con unas gotas de KOH 0,1 M. El sistema se mantuvo en reposo por 15
min, se lavé con abundante agua y se secé con corriente de No.

C-“Au-SAM-5": Se aplico el procedimiento descripto en el item B con la diferencia de

que la superficie se funcionalizé con el glicosido 5 en lugar de 1.

Microscopias AFM y STM

Las mediciones se realizaron en el INQUIMAE-CONICET con la asistencia del Dr.
Santiago E. Herrera.
Equipamiento y condiciones de medicion empleadas:

El equipo utilizado fue un Agilent SPM 5500. Para la microscopia de efecto tunel

(STM) se empled un scanner N9501-A con 1 um de ventana (Figura 6.7).

=

Figura 6.7. Scanner N9501-A de STM.

Para la microscopia de fuerza atomica (AFM) se utilizaron: un scanner multipropésito
N9521-A con laser incluido, un cono de nariz estandar donde se colocan las puntas de
modo contacto, un cono de nariz de 12° de inclinacién para los modos acusticos y un

modulo MAC para el control de la oscilacion del cantiléver (Figura 6.8).
Para la calibracion en el eje z se utilizé un promedio de alturas de escalones de una
superficie de Au(111), mientras que para la calibracion en xy se utilizaron grillas

microscopicas rectangulares de tipo comercial. Cada grilla posee una especificacion de
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las distancias exactas entre los laterales de la cuadricula. En esta tesis las imagenes AFM

se tomaron empleando unicamente el modo de contacto intermitente (tapping).

N-9521-A
Cantilever

. 4 Muestra

N-9521-A

Figura 6.8. (/zg.) Scanner N9521-A de AFM. (Der.) Componentes del AFM Agilent 5500.

Preparacion de las superficies y protocolo de medicion:

Para los experimentos de AFM se empled como sustrato una superficie de Au
policristalino sobre vidrio obtenida en el laboratorio mediante la técnica de desmolde en
plantilla de Si/SiO,. La superficie se funcionalizé con el glicésido 1 por medio de una SAM
mixta de tioles MUA/MH en relacién 1:2 siguiendo los pasos 1 a 3 del procedimiento

general de acoplamiento.

Se tomaron imagenes de la superficie: (a) sin tratar (Au) y, (b) al finalizar el Paso 3
del procedimiento general de acoplamiento (“Au-SAM-1"). Luego, las imagenes se
procesaron utilizando el software Gwyddion. La rugosidad media se calculé a partir del
area total de las imagenes, aplicando la herramienta Statistical Quantities (descriptor

Mean roughness).

Para los experimentos de STM se empled como sustrato un monocristal de Au(111)
comercial MaTeK en forma de medalla circular de 1 cm de diametro. La superficie se
acondiciondé por flameado con una llama de Hz durante 2-5 min para eliminar la materia
organica adherida. Luego, se funcionalizé con el glicésido 1 por medio de una SAM mixta
de tioles MUA/MH en relaciéon 1:2, de acuerdo con los pasos 1 a 3 del procedimiento

general de acoplamiento.

Se tomaron imagenes en aire de la superficie: (a) sin tratar (Au), (b) al finalizar el
Paso 1 (“Au-SAM”), y (c) al finalizar el Paso 3 (“Au-SAM-1") del procedimiento general de

acoplamiento. Luego, las imagenes se procesaron utilizando el software Gwyddion.
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Técnicas electroquimicas: Voltametria ciclica (CV) y espectroscopia de impedancia

electroquimica (EIS)

Los ensayos se realizaron en el Laboratorio de Electroquimica Molecular del
INQUIMAE-CONICET bajo la supervisién del Dr. Santiago E. Herrera.

Equipamiento y condiciones de medicion empleadas:

Se empled un potenciostato/galvanostato Autolab V 30 (Eco Chemie, Utrecht,
Holanda) controlado a través del software NOVA 2.0 (Metrohm). Para su medicion, los
electrodos se colocaron en una celda de teflon de 5 mL con orificio de 8 mm como la que
se muestra en la Figura 6.9. Las mediciones se efectuaron a temperatura ambiente con
un sistema de tres electrodos. Como contraelectrodo se utilizé una malla de Pt, flameada
con un mechero de gas butano previo a su uso para eliminar cualquier residuo organico
adherido. Se utilizé como referencia un electrodo de Ag/AgCl (0,196 V vs ENH, saturado

en KCI) fabricado en el laboratorio.

Tanto en EIS como en las voltametrias se utilizé como electrolito soporte una solucion
acuosa que contenia 5 mM K,;Fe(CN),/K,Fe(CN), (mezcla 1:1) y KNO; 0,1 M.

Inmediatamente después de su preparacion, esta solucion se burbujeé con N, para

desplazar el O, disuelto y la mezcla se mantuvo bajo atmdsfera de N2 hasta su utilizacion.

Figura 6.9. Celda de teflon y sistema de tres electrodos empleados para el estudio
electroquimico de un electrodo plano de oro funcionalizado con 5-aminopentil
glicosidos. En las imagenes se indican los electrodos involucrados: trabajo (“WE”),
referencia (“RE”) y contra (“CE”).

Los voltagramas se tomaron aplicando un potencial de barrido entre 0 y 0,6 V por 2
o 3 ciclos a una velocidad de 20 mV/seg. Los experimentos de EIS se midieron al potencial
de circuito abierto respecto del electrodo de Ag/AgCl. Se aplicé un potencial alterno con
una amplitud de 10 mV en el rango de frecuencias entre 0,75 Hz y 50 kHz. Para cada

superficie se tomaron tres espectros de impedancia sucesivos.
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Procesamiento de los espectros de impedancia:

Las curvas de Nyquist obtenidas se ajustaron a través del circuito de Randles donde
el capacitor de doble capa fue reemplazado por un elemento de fase constante (CPE,
Figura 6.10). Los parametros del ajuste (Rs, R, CPE y n) se obtuvieron utilizando el
software ZView 4 (Scribner Associates Inc.). Dado que se registraron tres espectros de
impedancia de cada superficie, para comparar los resultados se utilizaron los valores
medios de los parametros ajustados. En el Apéndice (Seccion A2) se incluyen los datos

crudos junto con los valores medios y desvios estandar de Rs, Ric y CPE.

Ri. Warburg

Figura 6.10. Circuito equivalente utilizado para ajustar
las curvas de Nyquist.

Preparacion de las superficies:

Se utilizaron electrodos de Au policristalino obtenidos en el laboratorio mediante la

técnica de desmolde en plantilla de Si/SiOx.

l. Acondicionamiento previo:

En primer lugar, se realizé una limpieza electroquimica de la superficie para remover
la materia organica adherida. Para ello, el electrodo se coloc6 en una celda de teflon (ver
Figura 6.9) y se cicl6 utilizando acido sulfurico 2 M como electrolito soporte por 50 o 100
ciclos entre -0,4 y 1,8 V a una velocidad de barrido de 500 mV/seg hasta obtener la
voltamperometria ciclica tipica del oro limpio (Figura 6.11). Luego, para la funcionalizacién
de los electrodos con el glicosido deseado, tanto las incubaciones como los lavados

intermedios se realizaron dentro de la celda de teflon.

i(mA.cm2)

05 0,0 05 1,0 15 2,0
E(V)

Figura 6.11. Voltametria ciclica tipica de Au
policristalino en H2SO4 2 M a 0,5 V/seg.
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Il. Funcionalizaciéon con el 5-aminopentil glicésido:

En los ensayos de caracterizacion electroquimica de electrodos modificados, el
sustrato de Au policristalino se funcionalizé con el glicésido 1 por medio de una SAM mixta
de tioles MUA/MH en relacion 1:10, siguiendo los pasos 1 a 4 del procedimiento general

de acoplamiento.
6.2.4. Ensayos de respuesta del glicobiosensor a muestras biolégicas

6.2.4.1. Respuesta del sensor a una matriz biolégica compleja por EIS — Estudio de

interacciones inespecificas

Los ensayos se realizaron en el Laboratorio de Electroquimica Molecular del
INQUIMAE-CONICET bajo la supervisién del Dr. Santiago E. Herrera.

Un electrodo de oro policristalino se funcionalizé con el glicosido 1 por medio de una
SAM mixta de tioles MUA/MH en relacion 1:10. La superficie se acondicion6 segun el
protocolo descripto en la Seccion 6.2.3.3 (apartado “Técnicas electroquimicas”), y la
funcionalizaciéon se realizdé siguiendo los pasos 1 a 4 del procedimiento general de
acoplamiento. Una vez finalizada la modificacion superficial, se midié el espectro de
impedancia del sistema, a partir del cual se determiné el valor de la resistencia a la

transferencia de carga del electrodo antes de la exposicién a la muestra (Ricp).

Se prepararon ocho diluciones acuosas de plasma de conejo con EDTA comercial
(Biokar Diagnostics): 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, 1:3072, 1:4096 y 1:5120.

La celda con el electrodo funcionalizado con 1 se lavé con abundante agua y el
electrodo se incubd a t.a. por 20 min con la dilucién 1:5120 del plasma de conejo. Pasado
ese tiempo, el electrodo se lavé con agua y se midié el espectro de impedancia del
sistema. El procedimiento se repitid con las diluciones restantes, desde 1:4096 hasta
1:128, de menor a mayor concentracion de plasma, registrando el espectro de impedancia

luego de cada incubacion.

Los espectros de impedancia obtenidos se ajustaron utilizando el circuito de Randles
(Figura 6.10) para obtener los valores de R de la superficie luego de la exposicién a la
dilucion de plasma correspondiente. Dado que se registraron tres espectros de
impedancia de cada condicion, para comparar los resultados se utilizaron los valores
medios de los parametros ajustados (R;.), a partir de los cuales se calcularon los
cocientes Ry /R0, que se graficaron en funcion de la dilucion ensayada. El desvio

estandar del cociente Ri/Ric,0 se calculd segun:

OR¢c
R tc,0

OR/Ry ™
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Donde R, es el valor promedio de R, ¥ og,, €l desvio estandar de R;. para cada

dilucion ensayada.

El equipamiento y las condiciones de medicién de los espectros de impedancia se
corresponden con los descriptos en el apartado “Técnicas electroquimicas” de la Seccién
6.2.3.3.

6.2.4.2. Respuesta del sensor a sueros humanos por EIS

Los ensayos se realizaron en el Laboratorio de Electroquimica Molecular del
INQUIMAE-CONICET bajo la supervisién del Dr. Santiago E. Herrera.

Los electrodos de oro policristalino se funcionalizaron con el glicésido 2 por medio de
una SAM mixta de tioles MUA/MH en relacion 1:10. La superficie se acondicioné segun el
protocolo descripto en el apartado “Técnicas electroquimicas” de la Seccion 6.2.3.3, y la
funcionalizacién se realizd siguiendo los pasos 1 a 4 del procedimiento general de
acoplamiento. Una vez finalizada la modificacion superficial, se midié el espectro de
impedancia del sistema a partir del cual se determind el valor de la resistencia a la

transferencia de carga del electrodo antes de la exposicion a la muestra (Rc,o).

En este ensayo, se utilizaron pooles de los sueros de pacientes diagnosticados como
positivos o negativos para LTA (n = 8, “Pool LTA +” o “Pool LTA -) descriptos en la
Seccién 6.2.1.1 y empleados previamente en los microarreglos. Se prepararon cinco
diluciones de cada uno de los pooles en PBS 1x: 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280 y 1:2560.

Luego, la celda con el electrodo funcionalizado con 2 se lavd con abundante agua y
el electrodo se incub6 a t.a. por 20 min con la dilucion 1:2560 del pool. Luego, la celda se
lavd con agua y se midid el espectro de impedancia del sistema. El procedimiento se
repitid con las diluciones restantes, desde 1:1280 hasta 1:160, de menor a mayor
concentracion de suero, registrando el espectro de impedancia luego de cada incubacion.
Todo este protocolo se realizé de manera independiente para cada pool de sueros (“Pool
LTA +”y “Pool LTA -).

El equipamiento y las condiciones de medicidén de los espectros de impedancia se
corresponden con los descriptos en el apartado “Técnicas electroquimicas” de la Seccion
6.2.3.3. En este ensayo, se obtuvieron dos valores de Ry por cada experimento, mediante

el ajuste de las curvas con los siguientes circuitos equivalentes:
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Modelo A (con elemento de Warburg) Modelo B (sin elemento de Warburg)
R, l' CPE ||

_/V\/\_VV_

Ric Warburg

El ajuste con el “Modelo A” se realiz6 sobre la totalidad del espectro, utilizando todos
los puntos del rango de frecuencias medido. Para el ajuste mediante el “Modelo B”, se
empled, en cada espectro, Unicamente la seccion inicial del semicirculo (region de alta
frecuencia), desde 50 kHz hasta aproximadamente la frecuencia asociada al maximo del

semicirculo.

Asi como en el ensayo con plasma de conejo, se utilizd el cociente Ri/Ric,0 como
medida de la respuesta electroquimica del sensor, parametro que relaciona la resistencia
a la transferencia de carga del sistema antes (Rio) y después de la incubacién con la
dilucion de pool (positivo o negativo) correspondiente (R). Los valores del cociente y sus

desvios estandar se obtuvieron segun lo descripto en la seccién 6.2.4.1.

6.2.4.3. Respuesta del sensor a sueros humanos por QCM-D

Los ensayos se realizaron en el Laboratorio de Interfases y Materiales Blandos del
INQUIMAE-CONICET bajo la supervisiéon de la Dra. Lucy L. Coria-Oriundo.

Equipamiento y condiciones de medicion empleadas:

Se utilizé un equipo Q-Sense Instrument (QCM-D, QSense E1, Suecia, Figura 6.12).
La celda de medicion se ubico sobre una mesada antivibratoria. Para la adquisicion y el
analisis de datos se utilizo el software QSoft provisto con el instrumento. La respuesta del
sensor se midié en el tercer sobretono debido a la mayor sensibilidad del equipo. Los

experimentos se realizaron a 28 °C en una celda abierta sin flujo.

Figura 6.12. Microbalanza de cristal de cuarzo Q-Sense E1 empleada en esta tesis.
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Preparacion de las superficies:

Como sustratos se utilizaron sensores comerciales (QSX 301), esto es, cristales de
cuarzo (5 MHz, AT-cut) de geometria circular (14 mm de didametro) recubiertos de una

pelicula de oro de 0,3 mm pulida hasta obtener una rugosidad inferior a 3 nm.

Los sensores se funcionalizaron con el glicésido 2 por medio de una SAM mixta de
tioles MUA/MH en relacién 1:10. Previo a su modificacién, la superficie de oro se
acondicioné por tratamiento con ozono y luz UV (PSD Pro Series — Digital UV Ozone
System) por 15 min para eliminar la materia organica adherida. La funcionalizacion se

realizé siguiendo los pasos 1 a 4 del procedimiento general de acoplamiento.

Al finalizar las mediciones, los sensores se limpiaron para su reutilizacion segun el
siguiente protocolo: el sensor se sumergidé en una solucion H>O-NH3 25%-H,0, 100 vol.
(5:1:1) a 75°C y se mantuvo en reposo por 10 min. Luego, se enjuagd con abundante

agua, y se seco con corriente de Na.
Protocolo de medicién de los sueros:

En este ensayo, se utilizaron pooles de los sueros de pacientes diagnosticados como
positivos 0 negativos para LTA (n = 8, “Pool LTA +” o “Pool LTA -”) descriptos en la
Seccién 6.2.1.1 y empleados previamente en los microarreglos. Se prepararon ocho
diluciones en PBS 1x del “Pool LTA +” (1:100, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:3000,
1:4000 y 1:5000) y siete diluciones en PBS 1x del “Pool LTA -* (1:100, 1:250, 1:500,
1:1000, 1:2000, 1:3000 y 1:4000).

El sensor funcionalizado con 2 se coloco en la celda de medicion, que se rellend con
agua (400 uL). El sistema se mantuvo en reposo hasta observar estabilizacion de la senal
(aproximadamente 15 min). La frecuencia de resonancia resultante se tomé como Af=0
y el agua se removi6 de la celda cuidadosamente. Se colocaron 400 uL de muestra de
suero (“Pool LTA +” o “Pool LTA -”, segun el experimento) mas diluida, y el sistema se
mantuvo en reposo hasta observar estabilizacion de la sefial. La muestra se removié de
la celda y el sensor se lavd con agua (5 x 400 pL). La celda se rellend con agua
nuevamente, se incubd hasta observar estabilizacién y se registré la frecuencia del
sensor. El procedimiento se repitio con las diluciones restantes, yendo de menor a mayor
concentracion de suero. Todo este protocolo se realiz6 de manera independiente para
cada pool de sueros (“Pool LTA +”y “Pool LTA -“).

Para estudiar la respuesta del sensor se graficé la frecuencia de oscilacion del cristal
de cuarzo registrada en agua luego de cada incubacion en funcién de la dilucién del pool
de suero utilizada. Los datos crudos de las mediciones se incluyen en el Apéndice
(Seccion A2).
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Resumen extendido

Las leishmaniasis son un conjunto de enfermedades tropicales desatendidas
causadas por protozoos del género Leishmania, y transmitidos al ser humano a través de
la picadura de flebotomos infectados. Se manifiestan en tres formas clinicas principales:
cutanea, mucocutanea y visceral. En gran parte de América Latina, incluyendo la
Argentina, Leishmania braziliensis es la principal especie responsable de las infecciones
humanas, provocando un cuadro clinico heterogéneo que va desde el desarrollo de
lesiones cutaneas localizadas hasta afecciones mucocutaneas severas. Esta forma

clinica se conoce como leishmaniasis tegumentaria americana (LTA).

A pesar de su impacto sanitario y amplia distribucion, el diagnéstico de LTA requiere
habitualmente de una combinacidén de técnicas y no esta garantizado en poblaciones
aisladas y de bajos recursos. Frente a esta limitacion, surge la necesidad de desarrollar
métodos de bajo costo, portables y altamente sensibles y especificos, que permitan el

diagnostico rapido para brindar un tratamiento oportuno y controlar su propagacion.

Entre los componentes clave en la interaccidn parasito-hospedador se encuentran
los glicoconjugados de superficie de Leishmania, como el lipofosfoglicano (LPG) y los
glicoinositolfosfolipidos (GIPLs). Estos compuestos son antigénicos, y dentro de sus
estructuras destaca la 3-D-galactofuranosa (3-D-Galf), un azucar xenobiético, ausente en

mamiferos, cuya inmunogenicidad ha sido documentada en diversos patdgenos.

Los glicanos antigénicos superficiales de L. braziliensis, y especialmente aquellos
que contienen Galf, son candidatos prometedores para el desarrollo de biosensores
orientados a la deteccidn seroldgica de la infeccidn. Para evaluar el rol de la D-Galf en la
antigenicidad de estos glicolipidos, resulta indispensable contar con fragmentos
oligosacaridicos puros y bien definidos. Para acceder a ellos, la sintesis quimica es una
herramienta fundamental, ya que permite obtener dichas estructuras con alta pureza y
funcionalizarlas con fragmentos conectores apropiados para su inmovilizacion o
conjugacion.

El objetivo de este trabajo fue disenar, sintetizar y evaluar la inmunorreactividad de
galactofurandsidos inspirados en glicoconjugados de superficie de Leishmania
braziliensis, con vistas al desarrollo de una plataforma diagndstica basada en estos

carbohidratos.
El trabajo experimental se organizé en tres ejes principales:

En el Capitulo 3, se describe la estrategia sintética convergente y eficiente
desarrollada para obtener cinco galactofurandsidos (compuestos 1-5), presentes en los
GIPLs tipo-ll de L. braziliensis. Estos compuestos fueron disefiados para explorar la

influencia de distintas variaciones estructurales sobre la antigenicidad. En las estructuras
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se incorporé como linker un grupo 5-aminopentilo en el extremo reductor, adecuado para

su inmovilizacién sobre superficies 0 conjugacion a proteinas.

Durante la sintesis de los compuestos 1-5 se introdujeron modificaciones en
numerosos pasos de reaccion, con el fin de alcanzar metodologias de sintesis robustas y
costo-eficientes para, en caso de identificarse candidatos prometedores, poder contar con
rutas sintéticas optimizadas y escalables. Asimismo, se priorizd el uso de precursores
comunes, accesible a partir de compuestos sencillos, y protegidos de manera adecuada
para controlar la estereo- y regioselectividad de las glicosilaciones. Los productos fueron
purificados y caracterizados exhaustivamente por RMN mono- y bidimensionales ('H y
8C), espectroscopia de masa de alta resolucion (EMAR) y ofras técnicas
complementarias. Ademas de los 5-aminopentil glicosidos objetivo, se aislaron y

caracterizaron 21 nuevas moléculas, no reportadas previamente.

En el Capitulo 4, se describe la fabricacion de microarreglos de glicanos para la
evaluacion de la afinidad de los oligosacaridos sintetizados por anticuerpos en sueros de
pacientes con LTA. Estos experimentos se realizaron en colaboracion con el grupo del

Prof. Dr. Peter Seeberger en Max Planck Institute of Colloids and Interfaces, Alemania.

Los compuestos 1-5 se anclaron covalentemente sobre superficies funcionalizadas
con ésteres de NHS y se incubaron con sueros humanos de pacientes diagnosticados
con LTA, controles sanos y sueros de pacientes con enfermedad de Chagas. Las
respuestas inmunoldgicas se analizaron por tipo de inmunoglobulina y estructura del

glicano.

La mayor respuesta observada fue debida a la presencia de anticuerpos IgM
especificos, especialmente frente a los compuestos 3 (B-D-Galf-(1—3)-a-D-Manp-(1—3)-
a-D-Manp) y 4 (a-D-Galp-(1—3)-p-D-Galf), que mostraron una inmunorreactividad
significativamente superior en sueros de pacientes con LTA respecto a los controles. En
cambio, se registraron niveles de IgG mas bajos y variables, mientras que los niveles de
IgA resultaron muy bajos y no permitieron discriminar individuos infectados de no

infectados.

El 5-aminopentil B-D-galactofuranésido (1), esto es, la unidad de B-D-Galf, mostré
niveles de reconocimiento de anticuerpos IgM e IgG comparables entre sueros positivos
y negativos, lo que se atribuye a la presencia de anticuerpos naturales anti-Galf derivados
de exposiciones previas a microorganismos ambientales. De esta manera, se concluyo
que la galactofuranosa en forma aislada no es una alternativa adecuada como

biorreceptor.
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Por su parte, el disacarido 2 (B-D-Galf~(1—3)-a-D-Manp), motivo glicosidico
compartido con el parasito Trypanosoma cruzi, mostré reactividad cruzada con sueros de
pacientes con enfermedad de Chagas, subrayando la necesidad de limitar el uso de

glicotopes compartidos con otros microorganismos para evitar los falsos positivos.

En contraste, los compuestos 3 y 4 presentaron baja reactividad cruzada con T. cruzi,
lo que confirmd su mayor selectividad diagnéstica y los posiciona como candidatos
promisorios para el desarrollo de pruebas seroldgicas. En particular, el trisacarido 3
mostré mejores resultados respecto de 4, lo que sugirié que la presencia de una unidad
de D-Man en la estructura mejoraba el reconocimiento especifico, y que la unidad de a-
Gal, residuo altamente inmunogénico en humanos, no es un determinante imprescindible

en la antigenicidad de los glicolipidos de Leishmania braziliensis.

Como extension de los estudios inmunolégicos, en el Capitulo 5 se abordo el disefio
y evaluacion de un glicobiosensor basado en espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS), con el objetivo de explorar su aplicacion como herramienta de
diagnéstico serologico rapida y portatil. Se seleccioné el disacarido 2 como modelo, que
habia mostrado alta inmunorreactividad frente a sueros de pacientes con LTA en ensayos

ELISA reportados por otros autores.

El compuesto 2 se inmovilizd, por medio del grupo amino en su extremo reductor,
sobre electrodos de oro recubiertos de monocapas autoensambladas (SAM) mixtas de
tioles funcionalizados. Esta superficie se utilizd como electrodo de trabajo en
experimentos de EIS. Previo a la evaluacion de la respuesta del sensor frente a los sueros,
se construyeron modelos de la superficie sensora para estudiar sus propiedades por
microscopia de fuerza atémica (AFM), espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS),
microscopia de efecto tunel (STM), voltametria ciclica (CV) y EIS. Los ensayos
permitieron estudiar la morfologia, la composicion atémica y las propiedades
electroquimicas de la superficie y confirmaron el anclado exitoso de los 5-aminopentil

glicosidos sintetizados.

Luego, electrodos funcionalizados con 2 se incubaron con pooles de los sueros
positivos y negativos para LTA y se registrd la respuesta electroquimica por EIS. En
particular, se observo el cambio en el valor de la resistencia a la transferencia de carga
(Re) del sistema. Si bien el ensayo electroquimico no permitié discriminar sueros positivos
de negativos, los resultados demostraron la viabilidad del uso de glicanos sintéticos en
plataformas de biosensado y sentaron las bases para desarrollos futuros con estructuras

mas selectivas, como los compuestos 3 y 4.
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En conjunto, este trabajo constituye un aporte original al campo de la quimica de
carbohidratos aplicada al diagndstico de enfermedades infecciosas, al integrar la sintesis
organica de estructuras sacaridicas definidas, la evaluacion antigénica mediante
microarreglos, y la exploracion y evaluacion preliminar de un modelo de biosensor
electroquimico. Los resultados obtenidos sientan las bases para el desarrollo racional de
pruebas seroldgicas especificas de bajo costo y con potencial de miniaturizacion, tanto
para LTA como para otras patologias, a fin de facilitar el diagndstico en contextos de

€SCaso0s recursos.

Este trabajo dio lugar a presentaciones en congresos nacionales (5) e internacionales

(3) y a un articulo publicado en la revista Organic & Biomolecular Chemistry:

“Synthesis of Leishmania’s LPG and GIPLs constituents for vaccine and diagnostic
test development”. Carolina S. Touloumdjian, Eleonora Elhalem, M. Julieta Comin, Lucia
Gandolfi Donadio. Drug Discovery for Neglected Diseases International Congress,
Buenos Aires, 2018.

“New advances in the synthesis of Leishmania’s LPG and GIPLs constituents for
vaccine and diagnostic test development”. Carolina S. Touloumdjian, Eleonora Elhalem,
M. Julieta Comin, Lucia Gandolfi Donadio. 3rd Argentinian Symposium of Glycobiology,
Buenos Aires, 2019.

“‘Advances in the synthesis of galactofuranosidic constituents of Leishmania for
vaccine and diagnostic development”. Carolina S. Touloumdjian, Eleonora Elhalem, M.
Julieta Comin, Lucia Gandolfi Donadio. XXIlI Simposio Nacional de Quimica Organica
(SINAQO), Mendoza, 2019.

“Avances en la sintesis de galactofuranésidos constitutivos de Leishmania de interés
terapéutico”. Carolina S. Touloumdjian, Eleonora Elhalem, M. Julieta Comin, Lucia
Gandolfi Donadio. XXIIl Simposio Nacional de Quimica Organica (SINAQO), modalidad
virtual, 2021.

“Synthesis of galactofuranosidic constituents of Leishmania for vaccine and
diagnostic test development’. Carolina S. Touloumdjian, Lucia Tallone, Eleonora
Elhalem, M. Julieta Comin, Lucia Gandolfi Donadio. 30th International Carbohydrate
Symposium (ICS2022), modalidad virtual, 2022. Este trabajo recibié el premio a mejor

poster en la categoria “Glicoconjugados y vacunas”.

“Sintesis de galactofurandsidos de Leishmania para el desarrollo de test de

diagnostico”. Carolina S. Touloumdjian, Eleonora Elhalem, M. Julieta Comin, Santiago
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E. Herrera y Lucia Gandolfi Donadio. XXIV Simposio Nacional de Quimica Organica
(SINAQO), Rosario, 2023.

“Hacia un sensor electroquimico basado en carbohidratos de Leishmania’. Carolina
S. Touloumdjian, Eleonora Elhalem, M. Julieta Comin, Santiago E. Herrera y Lucia
Gandolfi Donadio. 13er Congreso Iberoamericano de Sensores — Ibersensor, Buenos
Aires, 2024.

“Enabling the serodiagnosis of american tegumentary leishmaniasis using synthetic

aminopentyl-galactofuranoside-containing oligosaccharide epitopes”. Touloumdjian, C.
S. et al. Organic & Biomolecular Chemistry, 2026, en prensa. DOI: 10.1039/D50B01900A.
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Datos Experimentales

A1. Capitulo 4

A1.1. Analisis de la inmunorreactividad mediante microarreglos de glicanos
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Figura A.1. Andlisis de la concentracion de anticuerpos IgM (arriba), IgG (medio) e IgA
(abajo) afines a los glicsidos sintéticos 1-5 en sueros individuales de pacientes
diagnosticados como positivos (verde, “LTA +”) o negativos (rojo, “LTA -*) para LTA. Los
sueros se diluyeron 1:100 en 1% BSA-PBS. Se presentan los valores medios con desvios
estandar. Se incluyen los resultados de los controles positivo (“Rha”), negativo (“PB”) y de
isotipo (“IgG”, “IgM” e “IgA”).
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Figura A.2. Andlisis de la concentracidon de anticuerpos IgM (arriba), IgG (medio) e IgA
(abajo) afines a los glicdsidos sintéticos 1-5 en pooles de sueros (n = 8) de pacientes
diagnosticados como negativos (rojo, “Pool LTA —*) o positivos (verde, “Pool LTA +”) para
LTA y en pooles de sueros (n = 10) de pacientes positivos (azul, “Pool Ch +”) o negativos
(naranja, “Pool Ch —*) para enfermedad de Chagas.
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A2. Capitulo 5

A2.1. Caracterizacion de superficies funcionalizadas con glicésidos. Analisis

de las propiedades electroquimicas

Tabla A.1. Valores de ajuste obtenidos a lo largo de la funcionalizacién de la superficie
con 1. “Expto”=Experimento.

Superficie Hora Expto | Rs(Q) | R (Q) (CPIE n
Limpieza
EQ x 50
ciclos
Au 12:50 cVv - - - -
12:54 EIS 122,70 8,99 80,15 0,881
12:57 EIS 122,70 9,08 84,44 0,873
o , 14:14 CcVv - -- - --
Au-SAM 14:16 | CV+EIS | 125,80 | 68,51 125,90 | 0,779
17:11 | CV+EIS | 129,70 | 45,26 4,19 0,961
“Au-SAM-1/EA” | 17:23 EIS 129,70 | 45,14 4,09 0,963
17:29 EIS 129,80 | 41,85 4,05 0,963

Tabla A.2. Valores medios con desvios estandar de los parametros Rs, R y CPE
obtenidos a lo largo de la funcionalizacion de la superficie con 1 (Tabla A.1). En el caso
de n se presenta el rango de valores obtenidos.

Superficie Rs (Q) Rec (Q) CPE (pF) n
Au 122,7+0,0/ 90£0,1 | 82,3+3,0 | 0,873-0,881
“Au/SAM” 125,8 68,5+0,1(125,9+0,5 0,78
“Au-SAM-1/EA” | 129,7+0,1| 44,1+ 19| 4,1+0,1 0,961-0,963
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A2.2. Respuesta a interacciones inespecificas

Tabla A.3. Valores de ajuste obtenidos en el ensayo de respuesta electroquimica de
una superficie funcionalizada con galactofuranosa (glicésido 1) a la exposicién a plasma
de conejo. “Expto’=Experimento.

Hora | Expto | Re(Q) | Re(Q) ?p';f n
1050 | CV+EIS | 122,40 | 1523 | 4,52 | 0,041
e [ 1050 | EIS | 12230 | 1543 | 473 | 0,937
1104 | EIS | 122,50 | 1528 | 447 | 0,946
1141 | CV+EIS | 128,00 | 16,78 | 4,28 | 0,951
Plasma | 1149 | EIS | 127,60 | 17,61 | 4,82 | 0,933
1:5120 | 1156 | EIS | 128,10 | 17,83 | 475 | 0,936
1201 | EIS | 12830 | 18,16 | 4,80 | 0,934
1232 | CV+EIS | 122,10 | 1830 | 471 | 0,937
Plasma | 1241 | EIS | 12210 | 19,08 | 4,89 | 0,932
1:4096 | 1244 | EIS | 121,80 | 18,61 | 424 | 0,950
1248 | EIS | 121,80 | 1843 | 422 | 0,950
1329 | CV+EIS | 122,30 | 19,48 | 449 | 0,041
Plasma | 1340 | EIS | 12240 | 20,03 | 446 | 0,942
1:3072 [ 1345 | EIS | 122,70 | 20,62 | 432 | 0,947
1350 | EIS | 122,70 | 2112 | 438 | 0,945
1420 | CV+EIS | 127,70 | 2237 | 446 | 0,939
Plasma | 1430 | EIS | 12810 | 22,75 | 442 | 0,941
1:2048 | 1435 | EIS | 12840 | 23,60 | 442 | 0,941
1441 | EIS | 12860 | 2440 | 451 | 0,939
1511 | CV+EIS | 120,70 | 1654 | 4.65 | 0,938
Plasma | 1519 | EIS | 12060 | 17,43 | 521 | 0,925
1:1024 1522 | EIS | 120,60 | 17,91 | 4,98 | 0,929
1527 | EIS | 120,50 | 18,60 | 517 | 0,926
1558 | CV+EIS | 12840 | 1958 | 4,69 | 0,931
Plasma 16:08 EIS 129,00 20,27 419 0,947
1:512 1612 | EIS | 129,10 | 21,56 | 4,48 | 0,939
1617 | EIS | 129,30 | 21,89 | 431 | 0,044
1647 | CV+EIS | 118,90 | 23.45 | 4,40 | 0,941
Plasma | 16557 | EIS | 118,90 | 24,86 | 480 | 0,931
1:256 17:02 | EIS | 119,10 | 2586 | 4,86 | 0,929
17:07 | EIS | 119,40 | 2659 | 4,76 | 0,932
1735 | CV+EIS | 132,00 | 23.73 | 3.88 | 0,953
Plasma | 1745 | EIS | 132,60 | 23,90 | 371 | 0,960
1:128 1750 | EIS | 132,90 | 24,43 | 3,77 | 0,959
17:55 | EIS | 13340 | 2488 | 3,81 | 0,959
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Tabla A.4. Valores medios con desvios estandar de los parametros Rs, Ric y CPE
obtenidos en el ensayo de respuesta electroquimica de una superficie funcionalizada
con galactofuranosa (glicésido 1) a la exposicion a plasma de conejo (Tabla A.3). En el
caso de n se presenta el rango de valores obtenidos.

F;f:ziréie R. (Q) Re(Q) | CPE (uF) n R/Ro
Pre-incubacion | 122,40 £ 0.10 | 15,31 £ 0.10 | 4,57 £ 0,14 | 0,937-0.946 | 1,00
5120 128,00 0,29 | 17,60 £ 0,59 | 4,66 £ 0,26 | 0,933-0,951 | 1,15 £ 0,04
4096 12195%0,17 | 18,61+ 0,34 | 452 £ 0,33 | 0,932-0,95 | 1,21 £ 0,02
3072 122,53 % 0,21 20,31 % 0,71 | 4,41 £ 0,08 | 0,941-0,947 | 1,33 £ 0,05
2048 128,20 £ 0,39 | 23,28 £ 0,91 | 4,45 £ 0,04 | 0,939-0,941 | 1,52 % 0,06
1024 120,60 £ 0,08 | 17,62 £ 0,87 | 5,00 £ 0,26 | 0,925-0,938 | 1,15 % 0,06
512 128,95 £ 0,39 | 20,83 £ 1,09 | 4,42 £ 0,22 | 0,047-0,931 | 1,36 % 0,07
256 119,08 £ 0,24 | 2519 % 1,36 | 4,70 £ 0,21 | 0,929-0,941 | 1,64 % 0,09
128 132,73 £ 0,59 | 24,24 £ 0,52 | 3,79 £ 0,07 | 0,953-0,960 | 1,58 % 0,03

A2.3. Evaluacion del glicésido 2 como biomarcador de infeccién

A2.3.1. Ensayos por espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

(@) 250 (b) 200
® |Inicial e 1:640 * Inicial * 1:640
1:2560 e 1:320 1:2560 o 1:320
2004 ©* 11280 e 1:160 * 1:1280 * 1:160
150 -
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Figura A.3. Espectros de impedancia de KsFe(CN)e/KsFe(CN)s 5 mM en KNO3 0,1 M
del electrodo “Au-SAM-2/EA” registrados en el ensayo con: (a) pool de sueros
positivos para LTA (“Pool LTA +”) y (b) pool de sueros negativos para LTA (“Pool
LTA -*). Para cada una de las diluciones se presenta el primer espectro tomado post-

incubacion.
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Tabla A.5. Valores de ajuste obtenidos mediante el “Modelo A” en el ensayo de
respuesta electroquimica de una superficie funcionalizada con 2 a la exposiciéon a un
pool de sueros positivos para LTA. “Expto”=Experimento.

Hora | Expto | R¢(Q) | Re(Q) %u';f n
1059 | CV+EIS | 116,60 | 70,72 | 7,86 | 0,881
. L’Zj;ién 11:05 | EIS | 116,60 | 72,18 | 7,90 | 0,879
11:09 | EIS | 116,50 | 7494 | 8,15 | 0,876
12:38 | CV+EIS | 121,90 | 86,92 | 6,68 | 0,903
p 01",’26523 * 1245 | EIS | 121,40 | 91,30 | 7,10 | 0,893
' 1248 | EIS | 121,40 | 92,43 | 7,00 | 0,894
13:48 | CV+EIS | 117,10 | 103,80 | 569 | 0,916
P°1°,’1%'3 * 71351 | EIS | 116,80 | 103,30 | 573 | 0,914
' 1355 | EIS | 116,60 | 103,60 | 567 | 0,914
1438 | EIS | 118,50 | 138,30 | 6,10 | 0,907
PO‘;’_OEJ;‘ * 71440 | EIS | 118,40 | 134,10 | 590 | 0,911
' 1444 | EIS | 118,20 | 133,50 | 591 | 0,910
1542 | CV+EIS | 117,60 | 15490 | 500 | 0,928
PooltA* | 1545 | Els | 117,30 | 15080 | 505 | 0926
' 15:49 EIS 117,30 | 152,20 | 5,02 0,926
1628 | CV+EIS | 117,20 | 163,00 | 4,82 | 0,931
PodlLTA* 632 | EIS | 116,70 | 159,80 | 4,88 | 0,929
' 1636 | EIS | 116,20 | 160,70 | 4,98 | 0,925

Tabla A.6. Valores medios con desvios estandar de los parametros Rs, R y CPE
obtenidos mediante el “Modelo A” en el ensayo de respuesta electroquimica de una
superficie funcionalizada con 2 a la exposicion a un pool de sueros positivos para LTA
(Tabla A.5). En el caso de n se presenta el rango de valores obtenidos.

Factor de

dilucion Rs (Q) Rt (Q) CPE (pF) n R/Ro
. pre- 9 116,57 £ 0,06 | 72,61 +2,14 | 7,97 0,15 | 0,876-0,881 1,00
incubacion
2560 121,57 £ 0,29 | 90,22 £+ 2,91 | 6,93 £ 0,22 | 0,893-0,903 | 1,24 £ 0,04
1280 116,83 + 0,25 | 103,57 £ 0,25 | 5,70 + 0,03 | 0,914-0,916 | 1,43 £ 0,00
640 118,37 £ 0,15 | 135,30 £ 2,62 | 5,97 + 0,12 | 0,907-0,911 | 1,86 £ 0,04
320 117,40 £ 0,17 | 152,63 £ 2,08 | 5,03 + 0,03 | 0,926-0,928 | 2,10 £ 0,03
160 116,70 £ 0,50 | 161,17 £ 1,65 | 4,89 + 0,08 | 0,925-0,931 | 2,22 + 0,02
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Tabla A.7. Valores de ajuste obtenidos mediante el “Modelo A’ en el ensayo de
respuesta electroquimica de una superficie funcionalizada con 2 a la exposicién a un
pool de sueros negativos para LTA. “Expto’=Experimento.

Hora | Expto | R:(Q) | Re(Q) ‘(3“';? n
T1:57 | CV+EIS | 126,20 | 59,59 | 18,48 | 0,840
incgaeéién 11:59 | EIS | 128,00 | 61,11 | 17,53 | 0,853
12:03 | EIS | 117,90 | 67,27 | 1522 | 0,865
12:45 | CV+EIS | 116,90 | 88,91 | 14,01 | 0,869
p 01‘?’22;(‘)‘ - 71249 | EIS | 116,20 | 87,78 | 15,10 | 0,857
: 1253 | EIS | 118,80 | 87,64 | 14,51 | 0,863
13:38 | CV+EIS | 120,00 | 106,70 | 13,71 | 0,867
P‘;‘?gégg " 71341 | EIS | 120,10 | 106,90 | 13,83 | 0,866
: 1345 | EIS | 119,90 | 105,60 | 14,10 | 0,863
1424 | EIS | 117,50 | 114,10 | 14,84 | 0,854
p 0‘1’( 6%“ - 71428 | EIS | 117,30 | 116,00 | 14,88 | 0,854
: 14:32 | EIS | 116,80 | 119,80 | 15,14 | 0,850
1512 | EIS | 109,60 | 125,30 | 15,16 | 0,851
Pool LA~ ["15:16 | EIS | 10840 | 126,00 | 1561 | 0846
' 1522 | EIS | 117,70 | 132,40 | 14,75 | 0,852
16:08 | EIS | 118,90 | 138,00 | 15,14 | 0,844
PO;’%Z“ - 71642 | EIS | 118,20 | 140,00 | 15,78 | 0,838
: 1617 | EIS | 118,40 | 14570 | 1527 | 0,842

Tabla A.8. Valores medios con desvios estandar de los parametros Rs, Ry CPE
obtenidos mediante el “Modelo A” en el ensayo de respuesta electroquimica de una
superficie funcionalizada con 2 a la exposicion a un pool de sueros negativos para LTA
(Tabla A.7). En el caso de n se presenta el rango de valores obtenidos.

Factor de R. (Q) Rec (Q) CPE (uF) n R/Ro

e 12377584 | 62,66+4,07 17,08+ 167 |0,840-0,865| 1,00
2560 | 117,30+ 1,35| 88,11+ 0,70 | 14,54+ 0,55 | 0,857-0,869 | 1,41 £ 0,01
1280 | 120,00 + 0,10 | 106,40 £ 0,70 | 13,88 + 0,20 | 0,863-0,867 | 1,70 0,01
640 | 117,20+ 0,36 | 116,63 + 2,90 | 14,95 £ 0,16 | 0,850-0,854 | 1,86 * 0,05
320 | 111,90 5,06 | 127,90 £ 3,91 | 15,17 £ 0,43 | 0,846-0,852 | 2,04 * 0,06
160 | 118,50 + 0,36 | 141,23 4,00 | 15,40 + 0,34 | 0,838-0,844 | 2,25 + 0,06
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Tabla A.9. Valores de ajuste obtenidos mediante el “Modelo B” en el ensayo de
respuesta electroquimica de una superficie funcionalizada con 2 a la exposiciéon a un
pool de sueros positivos para LTA. “Expto”=Experimento.

Hora | Expto | Rs(Q) | Re(Q) %u';f n

. 10:59 | CV+EIS | 116,90 | 69,10 2,84 0,906

e 11:05 EIS | 116,80 | 70,95 | 2,84 | 0,903
incubacion

11:09 EIS 116,80 | 72.33 284 0,907

ool LTA+ 12:38 | CV+EIS | 121,70 | 88,65 3,01 0,902

00 12:45 EIS 121,73 | 9145 3,00 0,903
1:2560

12:48 EIS 121,75 | 92,27 2.99 0,905

ool LTA+ 13:48 | CV+EIS | 116,79 | 106,86 | 2,89 0,912

00 13:51 EIS | 116,69 | 106,35 | 288 0,913
1:1280

13:55 EIS 116,76 | 10590 | 2.87 0,917

ool LTA+ 14:38 EIS 118,73 | 140,40 | 2,98 0,913

oo 14:40 EIS 118,53 | 13620 | 2,96 0,917
1:640

14:44 EIS 118,22 | 136,40 | 2,95 0,912

ool LTA+ 1542 CV+EIS | 117,94 | 157,68 | 2,90 0,931

0‘3,320 15:45 EIS | 11752 | 15430 | 288 0,927

' 15:49 EIS 117,50 | 156,60 | 2,88 0,925

oo/ LTA + |16:28 | CV4EIS | 117,37 | 167,20 | 288 0,930

03_160 16:32 EIS | 117.30 | 162,20 | 287 0,935

‘ 16:36 EIS 116,90 | 163,60 | 2,86 0,930

Tabla A.10. Valores medios con desvios estandar de los parametros Rs, R y CPE
obtenidos mediante el “Modelo B” en el ensayo de respuesta electroquimica de una
superficie funcionalizada con 2 a la exposicion a un pool de sueros positivos para LTA

(Tabla A.9). En el caso de n se presenta el rango de valores obtenidos.

Factorde | R.(@) Re(Q) | CPE (uF) n R/Ro

e | 116,83£0,06 | 70,79+ 162 | 284+0,00 | 0903-0,907| 1,00
2560 | 121,73+ 0,03| 90,79+ 1,90 | 3,00 £ 0,01 | 0,902-0,905 | 1,28 + 0,03
1280 | 116,75+ 0,05 | 106,37 £ 0,48 | 2,88 £ 0,01 | 0,912-0,917 | 1,50 £ 0,01
640 | 118,49+ 0,26 | 137,67 £ 2,37 | 2,96 £ 0,02 | 0,912-0,917 | 1,94 + 0,03
320 | 117,65+ 0,25] 156,19+ 1,73 | 2,89 £ 0,01 | 0,925-0,931 | 2,21 0,02
160 | 117,19+ 0,25 | 164,33 2,58 | 2,87 £ 0,01 | 0,930-0,935 | 2,32 £ 0,04
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Tabla A.11. Valores de ajuste obtenidos mediante el “Modelo B” en el ensayo de
respuesta electroquimica de una superficie funcionalizada con 2 a la exposicién a un
pool de sueros negativos para LTA. “Expto’=Experimento.

Hora | Expto | R:(Q) | Re(Q) ‘(3“';? n

; 11:57 | CV+EIS | 120,07 | 6570 | 598 | 0,912

e 11:59 EIS | 120,30 | 66,08 | 598 | 0,918
incubacion

12:03 EIS | 121,01 | 6507 | 6,09 | 0,935

ool LTA 12:45 | CV+EIS | 121,40 | 84,32 | 590 | 0,935

0o T | 12:49 EIS 121,10 | 81,27 5,87 0,940
1:2560

12:53 EIS | 122,10 | 84,80 | 570 | 0,914

ool LTA 13:38 | CV+EIS | 124,40 | 102,90 | 568 | 0,923

0o T 1341 EIS | 125,20 | 100,50 | 5,78 | 0,936
1:1280

13:45 EIS | 124,10 | 101,60 | 567 | 0,919

ool LA 14:24 EIS | 122,40 | 108,70 | 566 | 0,918

ool " | 14:28 EIS 122,60 | 110,40 | 5,71 0,916
1:640

14:32 EIS | 122,70 | 11220 | 570 | 0,921

ool LTA 15:12 EIS | 114,20 | 120,90 | 563 | 0,904

0;7_320 " | 15116 EIS | 113,80 | 118,10 | 564 | 0,919

' 15:22 EIS | 123,80 | 123,70 | 563 | 0,925

ool LTA 16:08 EIS | 124,60 | 133,80 | 548 | 0,891

O0ILIA- 716:12 EIS | 126,10 | 130,50 | 5,60 | 0,911
1:160

16:17 EIS | 127,20 | 134,80 | 570 | 0,919

Tabla A.12. Valores medios con desvios estandar de los parametros Rs, Ry CPE
obtenidos mediante el “Modelo B” en el ensayo de respuesta electroquimica de una
superficie funcionalizada con 2 a la exposicion a un pool de sueros negativos para LTA
(Tabla A.11). En el caso de n se presenta el rango de valores obtenidos.

Factorde | R, (@) Ree (Q) CPE (uF) n R/Ro

. Pre-” 120,46 + 0,49 | 65,62 +0,51 | 6,02 +£0,06 | 0,912-0,935 1,00

incubacion
2560 121,53+0,51| 83,46 +1,91 | 583+0,11 | 0,914-0,940 | 1,27 £ 0,03
1280 124,57 £ 0,57 | 101,67 £ 1,20 | 5,71 £ 0,06 | 0,919-0,936 | 1,55 + 0,02
640 122,57 +0,15| 110,43+ 1,75 | 5,69+ 0,03 | 0,916-0,921 | 1,68 + 0,03
320 117,27 £ 5,66 | 120,90 £ 2,80 | 5,63 + 0,01 | 0,904-0,925 | 1,85 + 0,04
160 125,97 £+ 1,31 133,03+ 2,25| 5,59+0,11 | 0,891-0,919 | 2,03 + 0,03
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A2.3.2. Ensayos por microbalanza de cuarzo con disipacién (QCM-D)

Tabla A.13. Frecuencias de resonancia del cristal de cuarzo registradas luego de la
exposicion de una superficie funcionalizada con 2 a distintas diluciones de los pooles
“Pool LTA +” y “Pool LTA -“. La columna de tiempo (t) corresponde al tiempo trascurrido
entre la colocacién de la muestra y la estabilizacion de la sefal. Se informan los valores
registrados cuando la superficie se encontraba en contacto con un pool en la dilucién
correspondiente o con agua, al momento de la estabilizacién de la sefal. n.d.= no
determinado.

Pool LTA - Pool LTA +
.. | taprox. t aprox.
Incubacién . Af (Hz) . Af (Hz)
(min) (min)
Agua n.d. n.d. 15 0
1:5000 n.d. n.d. 12,5 24
Agua 20 0 13 15
1:4000 12,5 25,3 6 27,2
Agua 14 16,7 10 20
1:3000 13 37,4 7 31,8
Agua 12 27,2 9 22,6
1:2000 5 427 10 34,9
Agua 12 33,3 12 29
1:1000 15 47,8 10 41,3
Agua 12 40 20 32,7
1:500 5 53,4 7 43,3
Agua 6 46,5 12 36,4
1:250 10 60 7 54,3
Agua 6 51,5 17 45,4
1:100 8 69,8 17 61,7
Agua 14,5 64,2 15,5 50,6
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A3. Técnicas de caracterizacion fisicoquimica

Los glicobiosensores electroquimicos suelen caracterizarse en términos de
composicion superficial, morfologia y rendimiento electroquimico. Las técnicas de

caracterizacion mas comunes se presentan en la Tabla A.14.138

Tabla A.14. Técnicas de caracterizacion de glicobiosensores electroquimicos.

Tecmc_a d?, Propiedad Referencias
caracterizacioéon
AFM Morfoloaia Sarkar, A.[364],
STM 9 Wang, J.665!
Morfologia Prasek, J. et al*%¢],
SEM/EDX Composicion Aktar, K. et af367]
FT-IR Composicion quimica .
Abdul H. A. [1320]
XPS superficial bdulbarl, H. A. et a
TGA Composicion de 368]
DSC adsorcién/absorcion Loganathan, S. et af
UV-Vis :
; ; 369]
pL Optica Nair, A. K. et aft
CV. DPV, EIS Cinética de transferencia Wang, J.5)

electrénica

Abreviaciones: AFM: atomic force microscopy;, CV: cyclic voltammetry; DPV: differential pulse
voltammetry; DSC: differential scanning calorimetry; EDX: energy-dispersive X-ray spectroscopy; EIS:
electrochemical impedance spectroscopy; FT-IR: Fourier transform infrared spectroscopy; PL:
photoluminescence; SEM: scanning electrode microscopy; STM: scanning tunneling microscopy; TGA:
thermogravimetric analysis; UV-Vis: ultraviolet-visible spectroscopy; XPS: X-ray photoelectron
spectroscopy.

En esta tesis las superficies funcionalizadas con los glicésidos sintéticos se
caracterizaron por medio de espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS),
microscopia de efecto tunel (STM), microscopia de fuerza atémica (AFM), voltametria
ciclica (CV) y espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). A continuacioén, se

detallan brevemente los fundamentos de XPS, STM y AFM.

A3.1. Espectroscopia fotoelectronica de rayos X

Los conceptos desarrollados en esta seccion se encuentran detallados en Stevie F.
A.y Donley C. L.B%y en Moulder J. F. et al.l’""
A3.1.1. Efecto fotoeléctrico

Se denomina efecto fotoeléctrico a la emision de electrones desde un material

cuando éste se irradia con un haz de fotones. La energia cinética de los electrones
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fotoemitidos contiene informacién acerca de la composicién elemental del material, esto

es, la identidad de los atomos, su estado quimico y su entorno quimico.

Cuando un fotén incide sobre un material puede colisionar con un electrén de la
muestra. Si la energia h.v del fotdn es suficiente, el electron sera eyectado con una

energia cinética E; dada por:
Ex=hv-—Ef—¢ (A1)

Donde ¢ es la funcién trabajo del material y E} es la energia de union del electrén,
que se define como la diferencia de energia entre el estado final (N-1 electrones) y el

estado inicial (N electrones), referida al nivel de Fermi del material.

Luego de la aplicacion del haz de fotones, los electrones emitidos son colectados por
un analizador, cuya funcion es medir su energia cinética, y son contados por un detector.
Si la muestra y el espectrofotémetro estan en contacto eléctrico, se puede demostrar que

la energia cinética con que los electrones entran al analizador E;, se relaciona con la

energia de union Ef segun:
Ef = hv—Ej — ¢gp (A.2)

Donde ¢, es la funcion trabajo del espectrofotdmetro. Entonces, Ef se obtendra a
partir de: la energia de los fotones incidentes h.v, que depende de la fuente utilizada; la
funcién trabajo del espectrofotometro (¢s,), que es una variable independiente de la
muestra y se obtiene mediante calibracion; y Ej, que es la magnitud medida por el
analizador de energias. Luego, se construira el espectro correspondiente, que relaciona
la intensidad de electrones emitidos con su energia de unién. En los experimentos
realizados en esta tesis, se utilizé una fuente monocromatica de aluminio (h.v4; ke =
1486,6 eV), y ¢, se determind por calibracion, utilizando una muestra de Au para la cual

se conoce con exactitud la posicion del pico 4f7, (83,93 eV).

A3.1.2. Espectro XPS

La espectroscopia fotoelectronica de rayos X (o XPS por las siglas en inglés de X-
ray photoelectron spectroscopy) es una técnica cuantitativa de analisis de superficies, en
la que una muestra se somete a un haz de rayos X para obtener un espectro de electrones
fotoemitidos. Las senales registradas corresponderan -con mayor probabilidad- a
electrones de capas internas de aquellos atomos que estén ubicados sobre la superficie.
En el trayecto desde el punto de origen hacia el detector, los fotoelectrones emitidos

sufriran pérdidas de energia por choques inelasticos, lo que se traduce en una atenuacion

244



Fundamentos de las técnicas utilizadas

de la sefal detectada. Es por esto que se considera que el 95% de la sefal proviene de

electrones originados en una capa de aproximadamente 3 nm de espesor.

A modo de ejemplo, en la Figura A.4 se muestra el espectro XPS de un electrodo de
Au limpio, en el que se observan picos bien definidos que se distinguen de la linea de
base. Un espectro tipico de XPS esta conformado por picos principales, picos Auger y
picos secundarios, que se caracterizan por su posicion en el espectro, su multiplicidad y

su intensidad.

4f

4d

4s 4p

1 1 i 1 i 1 i | i 1 i 1 1 1 " 1 i 1 i 1
1100 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
energia de union / eV

Figura A.4. Espectro XPS de un electrodo de Au limpio. Se distinguen los picos
correspondientes a electrones de distintos orbitales atémicos.

Por un lado, los picos principales corresponden a los electrones fotoemitidos que
llegan al detector sin sufrir pérdidas energéticas. Para nombrar estos picos se utiliza la
notacion atébmica: nl;, donde n es el numero cuantico principal, [ es el momento angular
del orbital y j es el momento angular total del orbital del cual fue eyectado el electrén (j =
[ + s, donde s es el momento del espin del electron). Cuando un electrén es eyectado de
un orbital tipo s (I = 0), se observa un unico pico en el espectro que se nota ns. Cuando
el fotoelectron, en cambio, proviene de un orbital p, d o f puede observarse tanto un unico
pico como un doblete. En el caso del doblete, la relacion de areas esta asociada al
acoplamiento spin-6rbita y es caracteristico del orbital del que proviene (Tabla A.15). La
separacion de energia entre picos (splitting) depende fuertemente del nimero atémico
(Z), siendo mayor para elementos con mayor Z, y del nimero cuantico principal n, siendo
menor cuanto mayor sea el valor de n. Por este motivo, el doblete sélo podra observarse

en casos en que haya buen compromiso entre el splitting y la resolucion del equipo.
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Tabla A.15. Picos observados segun el momento angular (1) del orbital del cual proviene
el electron fotoemitido, identificados por su momento angular total (j), y su relacion de

areas.
Orbital atémico Momento afrgular Relafclon de
total (j) dareas
S 1/2 -
p 1/2 , 3/2 1:2
d 3/2,5/2 2:3
f 5/12,7/2 3:4

Por otro lado, los electrones Auger se originan como un mecanismo de relajacién del
sistema luego de haber ocurrido la fotoemision de un electron, mas especificamente
cuando ocurre la transicion de un electron hacia el hueco generado. Esta transicién puede
estar acompanada de la emision de un fotén (fluorescencia de rayos X) o de la eyecciéon
de un segundo electron ubicado en un estado de mayor energia (Figura A.5). En la
practica, en elementos de alto numero atdmico suele estar favorecida la primera, y en los

de bajo numero atomico, la segunda.

RELAJACION

FOTOEMISION 1
[ —

R Fluorescencia de
Rayos X .

———

hv

W

i

|

Emision Auger

Figura A.5. Representacion esquematica de los posibles procesos de relajacion que
acompanan a la fotoemision de un electron.

La apariencia del espectro XPS estara dada por la energia cinética de aquellos
electrones que lleguen al detector. En el trayecto, los electrones pueden sufrir diversos
choques inelasticos, motivo por el cual la técnica requiere condiciones de ultra alto vacio.
Considerando que los electrones provenientes de las primeras capas atémicas de la
superficie tienen menor probabilidad de sufrir choques en su trayecto hacia el detector, la
técnica brinda mayormente informacion sobre la composicién quimica superficial de los
materiales. Los electrones fotoemitidos que sufran pérdidas energéticas por choques
inelasticos generaran picos secundarios que constituyen la linea de base observada en

el espectro. Asimismo, existen otros procesos fisicos que contribuyen a la aparicion de
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picos secundarios que no seran discutidos por no ser relevantes en el desarrollo de esta

tesis.

La posicién de las sefales en el espectro XPS se ve afectada principalmente por los
numeros cuanticos n, [ y j, pero también por el entorno quimico en el cual se encuentra
el elemento, debido a su carga y/o su potencial electrostatico. Al corrimiento en la posicién
del pico debido a diferencias en su entorno quimico se lo conoce como corrimiento
quimico. Por ejemplo, la posicion de los picos de fotoemisidn suele moverse a mayores

energias de unién a medida que aumenta el estado de oxidacién del atomo.

Si el flujo de rayos X se mantiene constante durante la medicion, el cociente de
intensidades corregidas por sus respectivos factores de sensibilidad puede utilizarse
como indicador de la relacidon estequiométrica en la que se encuentran dos elementos A

y B (o el mismo elemento en dos entornos quimicos distintos).

IA _ SA'NA

= A.
Donde I;, s; y N; son la intensidad, el factor de sensibilidad relativa y la densidad de

atomos de la especie i. La intensidad refiere a la integral de cada sefial corregida restando

la linea de base y la sensibilidad relativa es una propiedad que depende del elemento y

el orbital del cual proviene el electrén fotoemitido y de la energia de los fotones utilizada.

El XPS es una técnica que puede aplicarse para el analisis de gran variedad de
materiales, incluyendo compuestos inorganicos, aleaciones metalicas, polimeros y otras
superficies como vidrios, ceramicos y maderas. En esta tesis, fue utilizada para estudiar
la composicion atémica de un electrodo de oro a lo largo de la funcionalizacién con

distintos compuestos organicos.

A3.2. Microscopia de efecto tunel

Los conceptos desarrollados en esta seccion se encuentran detallados en Hofer W.
A. et allF’2

La microscopia de efecto tunel (o STM por las siglas en inglés de scanning tunneling
microscopy) es una técnica de caracterizacién que permite obtener imagenes de una

superficie con resolucion atémica.

El principio de funcionamiento de esta técnica reside en la aparicion de una corriente
cuando se aplica una tension entre una punta muy fina y una muestra conductora que no
estan en contacto entre si (Figura A.6). Este flujo de electrones viene dado por el “efecto

tunel” y tiene lugar cuando los materiales se encuentran a una distancia del orden de los
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A. Si la tensién aplicada es de algunos mV se observara una corriente de tuneleo en el
orden de los pA, que se puede utilizar para testear propiedades fisicas locales en la

superficie, asi como también para controlar la separacion entre la punta y la muestra.

E

bias

tanel

1\\
Muestra

Figura A.6. Esquema basico de funcionamiento del microscopio de efecto tunel.

La corriente tunel es muy sensible a los cambios de distancia entre la punta y la
muestra, por lo que un cambio en esta ultima conlleva una variacion muy grande de
corriente. Esta propiedad puede aprovecharse en el estudio superficial y, para ello, los
equipos de STM estan equipados con un sistema electrénico de retroalimentacion que
varia la distancia entre la muestra y la punta de forma tal de mantener la corriente en un
valor constante. Luego, la punta se mueve en el plano xy barriendo un area especifica y
da como resultado un mapa topografico tridimensional de la superficie (el eje z se
representa con una escala de colores). El movimiento de la punta respecto a la superficie,
tanto lateral como verticalmente, es resultado del accionar de piezoeléctricos controlados
por la electronica del equipo, por lo que tiene precision subatdomica. En la medicion por
STM es importante la supresion de las vibraciones mecanicas que puedan afadir ruido a
la sefal de salida, por lo que la unidad soporte de la muestra se encuentra suspendida

mediante resortes y suspensores con aire.

En STM, la energia de los electrones que circulan entre la punta y la muestra es
incluso mas pequena que las energias tipicas de los enlaces quimicos, lo que permite
obtener imagenes de resolucion atémica no destructivas. A diferencia de otras técnicas
analiticas de superficie que usan electrones, el STM puede operarse en aire, en liquidos

y en vacio ya que no hay electrones libres involucrados en el experimento.

En experimentos de STM es muy importante la naturaleza y morfologia de la punta.

Los materiales mas comunes son el tungsteno, el oro y aleaciones de Pt-Ir. La preparacion
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de la punta es un proceso de precision ya que tiene influencia importante en la resolucién

de las imagenes obtenidas.

A3.3. Microscopia de fuerza atédmica

Los conceptos que se presentan en esta seccion fueron desarrollados por Giessibl,
F. J.B73

La microscopia de fuerza atémica (o AFM por las siglas en inglés de atomic force
microscopy) es una técnica de caracterizacion superficial en la que una punta montada
sobre un muelle tipo voladizo (cantilever) actua como sonda de barrido. Cuando la punta
se encuentra a una distancia de la superficie de una a varias decenas de nanémetros, los
materiales experimentan una interaccion en la que predominan las fuerzas de Van der
Waals. La fuerza de esta interaccion provoca una desviacion del cantilever regida por la
ley de Hooke. Para detectar estas deflexiones, los equipos de fuerza atémica actuales
utilizan un método éptico en el que un laser impacta sobre la cabecera del cantilevery se
refleja hacia una placa CCD (dispositivo de carga acoplada). Cuando el cantilever se
flecta, la direccion de la luz reflejada cambia levemente y es detectada por distintos
pixeles en la CCD. El principio de funcionamiento del microscopio se esquematiza en la
Figura A.7.

Para obtener una imagen de AFM, la punta se aproxima a la muestra hasta alcanzar
un cierto grado de flexién (denominado setpoint). Al realizar un barrido en xy de la
superficie, manteniendo constante la fuerza entre la punta y la muestra, se obtendra un

mapa topografico tridimensional de la superficie.

Laser

Cantilever

Modo contacto
4 )
.E ?— Atomos de la punta

f Fuerza
Modo contacto
intermitente

= 33.......

\_ Atomos de la muestra

Figura A.7. Esquema de funcionamiento de un microscopio de fuerza atomica y modos
de operacion.
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El AFM se puede operar en distintos modos, siendo los mas frecuentemente
utilizados el modo contacto, el modo no-contacto y el modo contacto intermitente o
tapping. Si se coloca un cantilever a una distancia lejana de la superficie, tal que no
existan interacciones apreciables, y luego se acerca la punta lentamente registrando las
fuerzas con un sensor de fuerza, se obtendra la curva de la Figura A.8. Alli se puede
observar que a distancias grandes las fuerzas entre la punta y la muestra son de tipo
atractivas (fuerza negativa) y que a distancias cortas las fuerzas son de tipo repulsivas
(fuerza positiva). En la figura se indica qué tipo de fuerzas intervienen en los distintos

modos de operacion del AFM.

tapping .
contacto
©
N
(0]
= |
[T
contacto
—>
distancia
no contacto NWWW%WV\A >
no contacto

Figura A.8. Curva de fuerza de interaccién en funcion de la distancia de la punta del
cantilever a la muestra. Fuerzas negativas indican que la muestra y la punta se atraen,
mientras que valores positivos indican repulsion.

El modo contacto trabaja en condiciones donde la punta es repelida por la superficie.
Suele ser utilizado en superficies duras, como metales o carbones, donde no existe riesgo
de dafos superficiales. En los modos no-contacto y tapping, también llamados modos de
operacion acusticos, la punta esta acoplada a un oscilador que hace que el cantilever
oscile a una frecuencia cercana a su frecuencia natural de resonancia. Por un lado, en el
modo no contacto la punta se aproxima a la superficie lo suficiente como para flexionarse,
pero sin tocar la muestra. Esto es particularmente Gtil en superficies sensibles a
deformaciones como, por ejemplo, aquellas en las que se deposité una pelicula capa por
capa. Por otro lado, en el método de tapping la punta entra en contacto con la superficie
de forma intermitente, por lo que se utiliza en el estudio de superficies tanto duras como
suaves. Este ultimo es el modo mas utilizado en AFM porque suele tener mejor resolucion
lateral y brinda informacion respecto a la dureza de la superficie (cambios en la fase de

vibracién). También es frecuente el uso combinado de distintos modos de operacion para

250



Fundamentos de las técnicas utilizadas

obtener informacién adicional. En los ensayos realizados en esta tesis se aplicd el modo

tapping para obtener las imagenes de las superficies en estudio.

Asi como en el caso del STM, la punta utilizada para la medicion del AFM es
determinante en la resolucion de las imagenes registradas. En la Figura A.9 se muestran
imagenes tomadas por microscopia de barrido electrénico de un cantilever de silicio
similar a los empleados en esta tesis. Para obtener imagenes con buena resolucion, el

diametro del extremo de la punta debe ser menor a 10 nm.

l——| 5pum

Figura A.9. Imagenes SEM (microscopia de barrido electrénico) de un cantilever de
silicio. Chip visto desde abajo (izquierda) y de lado (derecha).

La constante de fuerza de una punta de modo contacto es del orden de 0,2 N/m,
mientras que las puntas de modo no-contacto o tapping tienen constantes de fuerza del
orden de 50-60 N/m. Tipicamente la frecuencia natural de oscilacién de los cantilever

usados estaba entre 160 y 350 kHz.

La microscopia de fuerza atdémica (AFM) es una herramienta muy utilizada para la
obtencidon de imagenes con alta resolucion de superficies a escalas nanométricas y es
aplicable a muchos campos diferentes de la ciencia, incluyendo el campo de los
biosensores. En esta tesis tanto el AFM como el STM se utilizaron para evaluar las
diferencias morfoldgicas experimentadas por un electrodo de oro sometido a una sucesion

de reacciones de superficie.

A4. Técnicas electroquimicas

Los conceptos generales de electroquimica y los especificos de cada técnica
descripta a continuacion se encuentran detallados en Bard A. J. y Faulkner L. R.374
A4.1. Introduccién

Las técnicas electroquimicas utilizan las propiedades de oxido reduccion de especies
quimicas junto con propiedades de electrodos para describir procesos de transferencia

de carga. La respuesta de un electrodo dependera, en gran medida, de la termodinamica
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y cinética de los procesos involucrados, asi como de fendmenos de transporte de masa.
Una de las grandes ventajas de estas técnicas es que emplean equipamiento
relativamente econdmico en comparacién con otras metodologias, como la microscopia

electronica o diversas técnicas espectroscopicas.

C

w

Figura A.10. Esquema de una celda de tres electrodos. “CE’=contraelectrodo,
“RE”=electrodo de referencia y “WE”"=electrodo de trabajo.

Los experimentos electroquimicos mas comunes se llevan a cabo en celdas de tres
electrodos (Figura A.10). Se trata de un sistema que incluye: un electrodo de trabajo (WE)
donde ocurrira la transferencia de carga con las especies electroactivas a estudiar; un
electrodo de referencia (RE) que permite determinar el potencial del electrodo de trabajo;
y un contraelectrodo (CE) a través del cual circula la corriente, cerrando el circuito. Los
tres electrodos deben estar en contacto con un “electrolito soporte” conformado por iones

transportadores de carga.

El sistema de tres electrodos permite que el potencial del electrodo de referencia
permanezca constante e independiente frente a los cambios de potencial/corriente
registrados en el electrodo de trabajo y el contraelectrodo. A través del electrodo de
referencia no habra circulacion de corriente significativa. Estos electrodos estan
constituidos por especies idealmente no polarizables, esto es, especies que se reducen u
oxidan rapidamente (proceso electroquimico “reversible”), garantizando que el potencial
permanezca estable en su valor termodinamico. El electrodo de referencia mas utilizado
(y el elegido para efectuar los experimentos de esta tesis) es el electrodo de Ag/AgCl. Se
trata de un alambre de Ag recubierto de una capa de AgCI(s) y embebido en una solucién
acuosa de cloruro de potasio 3 M. Otros electrodos de referencia cominmente utilizados

son el electrodo de calomel y el electrodo normal de hidrogeno.

Las técnicas electroquimicas analiticas pueden ser divididas en dos grandes grupos:
las amperomeétricas y las potenciométricas. Las técnicas en las que se aplica una
perturbacion en el potencial son las denominadas amperométricas, ya que la respuesta
que se registra es la corriente. Cuando, en cambio, se modifica la corriente para registrar

la variacion en el potencial del electrodo, las técnicas se conocen como potenciométricas.
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Las técnicas electroquimicas utilizadas en esta tesis son amperométricas. Los
potenciostatos disponibles en la actualidad permiten aplicar distintas funciones de
potencial, generando asi, distintos tipos de respuestas de corriente. Esto da lugar a una
variedad de técnicas electroquimicas que permiten estudiar la cinética y termodinamica
de distintos procesos que ocurren en el electrodo de trabajo. La técnica a utilizar

dependera del sistema quimico en estudio y de la informacién que se quiera obtener.

Las técnicas amperométricas aplicadas en esta tesis son la voltametria ciclica (o CV,
por las siglas en inglés de cyclic voltammetry) y la espectroscopia de impedancia
electroquimica (o EIS, por las siglas en inglés de electrochemical impedance
spectroscopy). Ambos ensayos se emplearon para la caracterizaciéon electroquimica de
las superficies funcionalizadas con azucares sintéticos, mientras que la EIS fue la técnica
de deteccién elegida para el sensado de anticuerpos. A continuacion, se presenta una

breve descripcion de los fundamentos de estas técnicas.

A4.2. Voltametria ciclica

Los conceptos desarrollados en esta seccion se encuentran descriptos en Elgrishi,

N. et al.®"®y en Kissinger P. T. y Heineman W. R.E7

La voltametria ciclica es una técnica amperométrica en la que un sistema
electroquimico se somete a una perturbacion del potencial en forma de diente de sierra,
también conocida como barrido lineal peridédico (Figura A.11). El nimero de periodos
aplicado sera el numero de ciclos y la pendiente de la funcion de entrada, o velocidad de
barrido v, sera constante en médulo. Si se grafica la respuesta de la corriente en funcion
del potencial aplicado se obtiene la curva de corriente (i) vs. potencial (E), curva
voltamétrica o voltagrama. La forma exacta de esta curva dependera del tipo de proceso

que tiene lugar en el electrodo de trabajo.

En un experimento con una celda de tres electrodos en el que las especies disueltas
no poseen actividad redox en el rango de potenciales aplicados, la corriente que circula
por la celda sera unicamente corriente no-faradaica originada por la carga y descarga de
la doble capa eléctrica. La variacion del potencial del electrodo de trabajo se traduce en
una variacion de la densidad de carga eléctrica sobre la superficie del conductor,
fendmeno que da lugar a una redistribucion de los iones disueltos en forma de una doble
capa eléctrica en la interfase electrodo-electrolito; en otras palabras, los iones en solucién
se disponen en la interfase de forma tal de apantallar la densidad de carga acumulada

sobre la superficie del conductor. El circuito que mejor describe este proceso es el de un
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capacitor asociado a una variable C, la capacitancia, cuyo valor depende mayormente del

area electroactiva del electrodo y de la concentracion de iones en solucion.

En sistemas no faradaicos, el fendmeno descripto anteriormente dara lugar a un
voltagrama de aspecto similar al de la Figura A.11.b. Nétese que, en estas curvas, el signo
de la corriente corresponde al signo de la velocidad de barrido. En un barrido anddico (v
>0, barrido Eo — E1) la corriente es positiva mientras que un barrido catédico (v <0,

barrido E1 — Ep) toma valores negativos.

a. = b.
B 06
(&}
QC) 1¢ ciclo 2% ciclo 3¢ ciclo
° ox-red ox-red ox-red
o ° ® ® ® 0.3
E 0.0 |
0.3 I
06+—— T T T T T —
00 02 04 06 08 10 12 14
Tiempo Eo E/V Es

Figura A.11. (a) Funcion diente de sierra de potencial aplicado sobre el electrodo de
trabajo en una voltametria ciclica. (b) Voltagrama de un electrodo en el que solamente
ocurre la carga y descarga de la doble capa eléctrica. La imagen corresponde a un
electrodo poroso de pelicula carbon vulcan utilizando como electrolito soporte KOH 0,1 M
saturado con argon.

Si ahora al electrolito soporte se agrega una especie electroactiva, es decir, que
pueda reducirse u oxidarse (reaccion A.4), se registrara una corriente correspondiente al
pasaje de electrones entre el metal y las especies en solucion (corriente faradaica, ir) que
se adicionara a la corriente no faradaica (i»7) debida a la carga y descarga de la doble capa
eléctrica. En la reaccidn representada en la ecuacion A.4, Ox corresponde a la especie

oxidada y Red a la especie reducida.

Ox +n.e” = Red (A4)

Si suponemos que el potencial redox de la cupla Ox/Red es E”, que se parte de una
solucion de la especie reducida y que el barrido inicial es anddico, el grafico de i vs E
presentara un maximo a corrientes positivas y un minimo a corrientes negativas conocidos
como pico anddico (ip,an;Ep,an) Y pico catddico (ip,cat; Ep,cat), respectivamente. La Figura A.12

representa un voltagrama modelo tipico de una cupla redox reversible.
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E;u, an

R=0+ne

Corriente

O+ne =R
E[‘,;'.lr
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Figura A.12. Voltagrama representativo de un sistema electroquimico faradaico de una
cupla redox reversible Ox + n.e™ = Red. En el grafico se sefala la posicion de los picos
anddico y catédico como (ip.an;Ep.an) Y (ip,cat; Ep,cat)-

El potencial formal de la cupla redox reversible se puede calcular a partir del

voltagrama registrado y correspondera al valor promedio entre Ey, ,, Y Ep cq; SEQUN:

gor = Fran * Fpcar . Ep.cat (A.5)

La forma de la curva correspondiente a un proceso faradaico de tipo
Ox +n.e” 2 Red se puede describir empiricamente de la siguiente manera: inicialmente,
cuando el potencial aplicado esta por debajo de E?, la corriente es cercana a cero ya que
no existen especies que se reduzcan a ese potencial. A medida que el potencial crece
siguiendo la funcion de la Figura A.11.a y acercandose a E” (corriente anddica o de
oxidacion), se ve favorecida (se hace termodinamicamente espontanea) la oxidacion de
las moléculas de Red ubicadas en las cercanias de la superficie y, por lo tanto, la densidad
de corriente aumenta. Pasando el valor de potencial de E”, la corriente alcanza un
maximo cuando el consumo de Red en la superficie no es compensado por el flujo por
difusion de Red hacia el electrodo, lo que provoca una acumulacion de moléculas de Ox
sobre el electrodo. ElI menor flujo de reactivo, entonces, se ve reflejado como una caida
en la corriente total. Cuando la pendiente de la senal de entrada cambia de signo, se
observa el mismo comportamiento, pero a la inversa. Primero, el electrodo se encuentra
saturado en moléculas de Ox y la corriente es pequefa. A medida que el potencial
aplicado se acerca a E?, la reduccion de Ox genera una corriente catodica o de reduccion
que, por un fendmeno analogo al descripto anteriormente, pasara a través de un pico y

volvera a decaer hasta corrientes cercanas a cero.

En sistemas faradaicos, no es posible dar una solucién analitica que describa la

forma de la curva i vs E, pero, si se considera que el proceso electroquimico es reversible
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y que existe difusién lineal semi-infinita de las especies hacia el electrodo, la corriente
méaxima circulante a través de un electrodo plano (i,) viene dada por la expresion de

Randles-Sevcik:

i, = (2,69.10°).n3/2. D2 C* v1/2 (A.6)

Donde C* es la concentracion de la especie en el seno de la solucion y D el
coeficiente de difusion de dicha especie. Por otro lado, se puede demostrar que la

separacion entre los picos es independiente de la velocidad de barrido e igual a:

59 mV

Ep,an - Ep,cat = (A7)

Estas ecuaciones suponen una cinética de intercambio de electrones infinitamente
rapida, es decir, que en todo momento las concentraciones se ajustan a las
concentraciones nernstianas y no se consideran limitaciones por cinética. En el caso de
que la cupla redox posea una cinética muy lenta, la posicion y corriente de los picos se

veran afectadas.

A modo de resumen, los ensayos de voltametria ciclica permiten estudiar
caracteristicas de un sistema electroquimico tales como la reversibilidad de una reaccion
redox, el mecanismo de transferencia de carga (por ejemplo, si existen reacciones
acopladas), el potencial electroquimico redox de la cupla, la concentracion de especies
en solucién y parametros asociados al transporte de masa como la constante difusional

de dicha especie.

A4.3. Espectroscopia de impedancia electroquimica

Los conceptos desarrollados a continuacion se encuentran detallados en Chang B-
Y.y Park S-M.B’"l'y en Lanzanas A. y Prodromidis M.[2%]

La espectroscopia de impedancia amperométrica consiste en aplicar una
perturbacion sinusoidal de potencial en torno a un potencial medio a una determinada
frecuencia o rango de frecuencias, y registrar la corriente de respuesta. La perturbacion
aplicada sobre el sistema debe ser pequena para garantizar linealidad en la respuesta,
por lo que tipicamente se emplean amplitudes de potencial cercanas a 10 mV. Luego, a
partir de la amplitud y fase de la corriente sinusoidal de salida se puede calcular la

impedancia del sistema electroquimico en estudio.

La espectroscopia de impedancia permite estudiar la resistencia eléctrica compleja
de un sistema electroquimico y es sensible a los fenébmenos de superficie y a los cambios

en las propiedades de la interfase electrodo/electrolito. En el campo de los biosensores,
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se utiliza como método de deteccion de eventos de unidon sobre la superficie del
transductor, a la vez que puede aplicarse en la caracterizacion de la modificaciéon de dicha

superficie durante la inmovilizacion del elemento de biorreconocimiento.

A4.3.1. Aspectos generales

En los circuitos de corriente continua (CC), el flujo de corriente se ve reducido cuando
se introduce un resistor. Esta oposicién se denomina resistencia (R) y viene dada por la

ley de Ohm:

R=- (A.8)

E
i
Donde E es el voltaje aplicado e i es la corriente resultante. En un resistor ideal el

valor de la resistencia es independiente de la corriente y del potencial.

En circuitos de corriente alterna (CA), esto se puede generalizar por medio de la
impedancia (Z). En particular, una diferencia con la CC es que esta propiedad varia con
la frecuencia de la corriente alterna:

_E®

%0 (A.9)

En los circuitos de CA, la impedancia, la corriente y el voltaje varian de manera
sinusoidal con el tiempo, por lo que es conveniente representarlos por medio de fasores
para manejar convenientemente sus magnitudes y fases. De esta manera, la impedancia

queda representada como un numero complejo, que se puede escribir como:
Z =|Z|.[cos (@) +j.sin(p)]=|Z].e/® (A.10)

El empleo de numeros complejos facilita la resolucion matematica de las ecuaciones
diferenciales que describen el comportamiento del circuito. En especial, se facilita la suma
y multiplicacion de fasores, que corresponden a la combinacion de voltajes y corrientes
en circuitos en serie y paralelo; esto, como veremos mas adelante, es muy util cuando se
emplean circuitos equivalentes para modelar los procesos que tienen lugar en una celda

electroquimica.

Como se definié antes, la impedancia puede pensarse como la oposicion al flujo de
corriente en circuitos de CA e incluye tanto resistencias (R) como reactancias (X), por lo

que se puede expresar como:

Z=R +jX=2+j.7" (A.11)

Donde Z' y Z"' son la parte real y la parte imaginaria de Z, respectivamente.
y p y g
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Al aplicar una perturbacién sinusoidal de potencial sobre una celda electroquimica,
el flujo de corriente se ve afectado por distintos procesos. Algunos pueden ser
representados mediante un resistor, lo que introduce una impedancia resistiva al circuito
(Zg), mientras que otros pueden ser modelados -0 entendidos- como un capacitor,
causante de una impedancia capacitiva (Z;). En particular, un capacitor generara un
cambio en la fase de la sefal aplicada, relativo a la propiedad C (capacitancia) del

capacitor. Las ecuaciones que describen estos procesos son:

Zp(w) = R (A.12)

Ze(w) = —wj%c (A.13)

A4.3.2. Elementos circuitales. Ajuste de curvas de Nyquist

En espectroscopia de impedancia el equipo utilizado es un potenciostato acoplado a
un analizador de frecuencias (frequency response analyzer). En esta disposicion, el
potenciostato controla el voltaje aplicado al sistema y el FRA analiza la respuesta en
frecuencia, para asi determinar impedancia del sistema electroquimico. La informacion
obtenida se representa a través de una serie de graficos, entre los que destacan los

graficos de Bode y de Nyquist. Los graficos de Bode relacionan la impedancia total en

funcion de la frecuencia (log (1Z]) = f(log (2‘”—”)) o la fase en funcion de la frecuencia

(—@ = f(log (%) )). Por su parte, en los graficos de Nyquist se representa la componente
imaginaria de la impedancia vs. la componente real (—Z'"' = f(Z")).

Si bien la impedancia puede ser analizada utilizando las ecuaciones fundamentales
que describen los procesos que tienen lugar dentro de celdas electroquimicas, el método
de analisis mas comun es el modelado mediante circuitos equivalentes. En estos
modelos, los distintos procesos se representan mediante elementos circuitales ideales.
Esta metodologia simplifica el analisis de datos, pero requiere criterio por parte del
operador para elegir y conectar adecuadamente estos elementos: aquellos procesos por
los que circula la misma corriente total deberan conectarse en serie, mientras que cuando
la corriente pueda ir a través de distintos procesos los componentes se deberan disponer
en paralelo, dado que la corriente tiende a seguir el camino de menor impedancia.
Matematicamente, cuando dos impedancias se encuentran en serie la impedancia total

se calcula como Z = Z; + Z,, mientras que si se encuentran en paralelo se utiliza Z;, =

'+ z;H
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La respuesta de impedancia de un sistema electroquimico de tres electrodos no-
faradaico (donde no ocurren reacciones redox) esta afectada mayormente por los

siguientes procesos:

1- La resistencia 6hmica del electrolito entre los electrodos de trabajo y de referencia,
que se conoce como resistencia del electrolito o R,,;. Esta componente se origina en la
conductancia finita de los iones, por lo que depende de la conductividad del electrolito, y
esta directamente asociada a la distancia entre RE y WE.

2- La carga y descarga de la doble capa eléctrica. Cuando se aplica CA, la doble capa
eléctrica en la interfase electrodo/electrolito se comporta como un capacitor y se simboliza

como Cye.
En este caso, el resistor y el capacitor estaran conectados en serie, por lo que la
impedancia quedara descripta como:
J
w. Cqc

Z:ZR-I—ZC:RSOI_ (A14)
Donde w es la frecuencia angular de la corriente alterna. El ajuste de los datos
experimentales a la ecuacion (A.14) brindara la solucién analitica de la impedancia del

sistema en estudio.

Es usual la adicidon de una especie electroactiva al electrolito soporte para aumentar
la sensibilidad de la técnica. En estos experimentos, la impedancia total se vera afectada,
adicionalmente, por el intercambio de electrones (transferencia de carga) entre el
electrodo de trabajo y la especie en solucion en respuesta a la perturbacioén de potencial
aplicada. Las especies electroactivas mas utilizadas en ensayos de EIS relacionados a
biosensores son los derivados del ferroceno, la mezcla [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)e]* y las sales

de rutenio.lB78

a CdC b. Cdc
Il I
Rsol Il Rsol 1
A — = -
RIC
[z |—

Figura A.13. Circuitos equivalentes de una celda electroquimica faradaica. Adaptado de
Lazanas A.C. y Prodromidis M.].[208]

Cuando la celda contiene una cupla redox del tipo (A.4), la EIS suele medirse
aplicando un potencial sinusoidal en torno al potencial estandar E° de la cupla a fin de

conseguir la menor resistencia a la transferencia de carga posible. Dicho de otro modo, la
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conductancia causada por el proceso redox sobre el electrodo es maxima en dicho
potencial. En estos sistemas, la corriente total que pasa a través de R,; se dividira entre
la corriente implicada en la carga/descarga de la doble capa eléctrica y la corriente
relacionada al proceso faradaico. En consecuencia, el circuito equivalente que describe
el comportamiento de la celda supone un arreglo en paralelo de las impedancias
asociadas a dichos procesos, tal y como se esquematiza en la Figura A.13.a. Alli, el
proceso faradaico se representa con una impedancia general Z, que se ve afectada tanto
por la cinética de la reaccion redox como por la difusion de las especies hacia la superficie

del electrodo de trabajo, de forma tal que:
ZF =th +ZW (A15)

Donde R;. es la resistencia a la transferencia de carga y Z,, es la impedancia de
Warburg. El circuito equivalente que contiene a estos elementos se denomina

comunmente circuito de Randles (Figura A.13.b).

Por un lado, la resistencia a la transferencia de carga esta relacionada con la cinética
del proceso redox sobre el electrodo de trabajo y con la barrera energética que impide la
llegada de las especies redox al electrodo, ya sea por repulsién electrostatica o por
impedimento estérico. Esta variable se puede expresar como:

R. T

Rie =022 ac

(A.16)

Donde k° es la velocidad de transferencia electronica heterogénea, n es el nimero
de electrones transferidos en la reaccion redox, A es el area electroactiva del electrodo
de trabajo y C es la concentracién de las especies redox asumiendo que ésta es la misma

que la del bulk y que Cp, = Cgreq = C.

La impedancia Z;,, expresa la dificultad del transporte de masa de las especies
electroactivas hacia la superficie del electrodo. Si se considera difusion lineal semi-infinita,

esta variable se puede escribir como:

_o0.(1-))
Ty === (A17)
R.T
o= (A.18)

n2.F2.A\2.4/D.C

Donde D es el coeficiente de difusién de las especies electroactivas asumiendo que

Dox = Dreq = D. Es importante destacar la dependencia directa de la impedancia de
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Warburg con la frecuencia w. En la ecuacion (A.17) se puede observar que a altas
frecuencias este término tendera a cero.

Matematicamente, el circuito modelo del proceso faradaico representado en la Figura
A.13.b corresponde a un proceso de impedancia:

-1

. -1
Z=Rsol+[<th+zW)-1+(— ) ] (A19)

w. CdC

Si a la ecuacién (A.19) se incorpora el término de Z,, dado por la ecuacion (A.17) y
se reescribe la impedancia como un niumero complejo se obtendran las componentes Z’

y Z'", que daran lugar a los graficos de Nyquist del proceso en estudio.

La relacion de Zy, con la frecuencia da origen a la existencia de dos regiones en los
graficos de Nyquist, tal y como puede verse en la Figura A.14. La curva esperada para un
proceso faradaico en un amplio rango de frecuencias contiene: un semicirculo a
frecuencias altas, donde la impedancia del proceso redox Z esta principalmente asociada
a la cinética de transferencia de carga R;. (zona de control cinético); una regién intermedia
en la que se observa un cambio en la forma de la curva, que indica que al disminuir la
frecuencia la difusion de las especies hacia el electrodo de trabajo comienza a limitar la
conductancia; y una linea recta de pendiente 1 a frecuencias bajas, donde la impedancia
estd mayormente determinada por los procesos de transferencia de masa Z,, (zona de

control por transferencia de masa).

Zona control Zona control de
cinético transferencia
de masa

'Z ”

\,
X

O Rsa! Rsol & Rlc Z 4

Figura A.14. Curva de Nyquist tipica de una celda electroquimica faradaica de
comportamiento acorde al circuito de Randles de la Figura A.13.b. Se distinguen las zonas
de control cinético (altas frecuencias) y de control de la transferencia de masa (bajas
frecuencias).

La curva de Nyquist de un sistema electroquimico permite obtener de forma directa
ciertos parametros que describen su comportamiento. Por un lado, el valor en el que el
semicirculo toca el eje x en la zona a altas frecuencias es la resistencia de la solucion

(Rso1), mientras que el diametro del semicirculo se corresponde con la resistencia a la
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transferencia de carga (R;.) (véase Figura A.14). De todas formas, el valor numérico de
todos los componentes circuitales puede obtenerse a través de softwares especificos
(Zview, Zplot, entre otros) que permiten ajustar los datos de los espectros de impedancia

a distintos circuitos equivalentes.

En la practica, al trabajar con electrodos conformados por metales
macroscéopicamente planos (monocristalinos o policristalinos) la curva de Nyquist
presenta un semicirculo no simétrico (el valor del diametro no coincide con el doble del
radio) como el que se puede ver en la Figura A.15. En estos casos, el modelo se puede
corregir considerando que el circuito presenta un elemento de fase constante (o CPE
segun sus siglas en inglés) en lugar de un capacitor ideal (C,.). La impedancia asociada
a este elemento circuital es:

1

Zcpg = m (A.20)

Donde Y, es el parametro que contiene informacion sobre la capacitancia, y n es una
constante entre 0 y 1. El exponente n define la desviacion de la idealidad y se relaciona

al angulo 6 como
0 =90°.(1—n) (A.21)
Notar que cuando n = 1 la expresion (A.20) se iguala con (A.13).

A

N
1

Figura A.15. Grafico de Nyquist para un circuito Rso(Ret.CPE). Imagen adaptada de
Lazanas A.C. y Prodromidis M.|.[208]

Entonces, en el anadlisis de la impedancia de electrodos de metales
macroscopicamente planos es usual el empleo de un circuito de Randles modificado,
donde la capacidad de doble capa se describe como un CPE. Luego, el ajuste de las
curvas de Nyquist obtenidas a través de un software de procesamiento de datos permite

obtener los valores de Y, y de la constante n del proceso en estudio.
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En conclusion, la espectroscopia de impedancia electroquimica permite obtener
diversos parametros asociados a un sistema electroquimico dado. El uso de circuitos
equivalentes facilita la interpretacion de la senal obtenida, lo que permite identificar y
caracterizar los procesos fisicoquimicos y electroquimicos que ocurren en la celda. La
dependencia de la impedancia del proceso redox con la frecuencia AC permite trabajar
en condiciones en las que se obtiene informacion de la cinética de transferencia de carga
sin efectos de los procesos de transporte de masa. En el area de biosensores, la EIS
brinda informacion sobre la naturaleza de la superficie sensora (electrodo de trabajo), la
presencia de films depositados sobre la misma y sobre la cinética y la termodinamica de

su interaccion con especies electroactivas y electrolitos en solucion.

A5. Microbalanza de cristal de cuarzo con disipacion (QCM-D)

Los conceptos desarrollados en esta seccion se encuentran detallados en Rodahl,
M. et al.®"®y Easley A. D. et al.l%

La microbalanza de cuarzo (0 QCM por las siglas en inglés de quartz cristal
microbalance) es un dispositivo que aprovecha las propiedades piezoeléctricas del cuarzo
para medir masas muy pequenas adsorbidas sobre una superficie. En particular, la
técnica se basa en la propiedad de este material de deformarse al aplicar una tensién

eléctrica (efecto piezoeléctrico inverso).

Cuarzo

Recubrimiento
metalico

Electrodos
de contacto

(a) Vista superior (b) Vista inferior

Figura A.16. Representacion esquematica de las obleas de cristal de cuarzo utilizadas
para experimentos de QCM y QCM-D. Imagen adaptada de https://www.nanoscience.com.

Cuando se aplica una tension eléctrica oscilante, un cristal de cuarzo experimenta
una deformacion periddica en su estructura cristalina, lo que hace que el material oscile a
una frecuencia caracteristica (frecuencia de resonancia). En QCM, la superficie de trabajo
consiste en una delgada oblea de cristal de cuarzo cubierta en ambas caras por electrodos
metalicos, dispuestos como se observa en la Figura A.16. Si sobre la cara superior de la
oblea se deposita una pelicula de un material rigido, la oblea experimentara un cambio

en su frecuencia de resonancia. Este cambio con respecto a la frecuencia original (Af) se
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puede relacionar con el cambio en la masa de la oblea (Am) a través de la ecuacién de

Sauerbrey:B9

2. fo%. Am

Af =
Uq-Pq-A

(A.22)
Donde AF es el cambio de frecuencia medido, f, es la frecuencia resonante
fundamental del cristal de cuarzo, Am es la masa de la pelicula, A es el area activa
piezoeléctrica, p, la densidad del cuarzo y u, es el médulo de corte del cuarzo (para un
cristal de cuarzo de corte AT corresponde a 2,947.10"" g.cm™'s2). El modelo de Sauerbrey
es aplicable en aquellos casos en que la capa adsorbida es de un material rigido y
uniforme (metal o polimero seco) ya que, en estas condiciones, la onda acustica se
propaga a igual velocidad tanto en el electrodo metalico como en el material depositado,

es decir, los materiales estan acoplados.

El modelo mencionado anteriormente es valido solo cuando los cambios de
frecuencia se miden en aire o en vacio. En los casos en que la medicién se realiza en un
medio liquido o en los que la pelicula adsorbida posee propiedades viscoelasticas (por
ejemplo, polimeros o biomoléculas) aparece una fuerza adicional sobre el sistema: la
disipacion de la energia de oscilacion por pérdidas mecanicas. Este fendmeno se debe a
qgue lo materiales no se encuentran totalmente acoplados. Para relacionar el cambio en la
frecuencia de oscilacion con la masa adicionada cuando existe disipacion, se emplea otro
modo de operacién del equipo: la técnica de microbalanza de cuarzo con disipacion (o
QCM-D por las siglas en inglés de quariz cristal microbalance with dissipation). El principio

de funcionamiento de esta técnica se esquematiza en la Figura A.17.

En QCM-D, en lugar de aplicar un potencial oscilante constante, el cristal de cuarzo
se excita a una frecuencia cercana a la de resonancia por un periodo corto, la fuente se
apaga y luego se registra la caida de voltaje en funcién del tiempo. Cuando la superficie
esta recubierta por materia viscosa la oscilacion se ve amortiguada provocando un

decaimiento exponencial rapido del voltaje segun:
A(t) = Ag.e " sin (w.t + @) (A.23)

Donde A, es la amplitud del potencial de salida, t es el tiempo de decaimiento, w es
la frecuencia angular de oscilacién del potencial de salida y ¢ es la fase de salida. Luego,
con el valor de 7 obtenido de la ecuacion (A.23) se puede obtener el factor de disipacion

D segun:B™
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1
D=— (A.24)
w.T
El pardmetro D cuantifica la amortiguacion que ejercen sobre el sistema las

propiedades viscoelasticas de la muestra.

0

YY —
(c) -L}) W

Figura A.17. Representacion esquematica del principio de funcionamiento de QCM-D. (a)
El cristal de cuarzo limpio oscila a una frecuencia cercana a la resonancia al aplicar de un
potencial oscilante constante. (b) Si sobre la superficie se deposité una capa de material
rigido al abrir el circuito se produce una caida de potencial lenta. (c) Si sobre la superficie
se depositd una capa de material viscoelastico al abrir el circuito se produce una caida de
potencial mas rapida. Imagen tomada de https://www.nanoscience.com.

Los procesos de excitacidon del cristal de cuarzo, registro y ajuste de la curva de
decaimiento ocurren en la escala de los milisegundos por lo que es posible la adquisicién
de datos por QCM-D a tiempo real. Luego, las variaciones en la frecuencia de resonancia
(Af) y en la disipacion (AD) de las oscilaciones pueden ser relacionadas con la masa
depositada sobre el electrodo y con las propiedades viscoelasticas del film, a través de
diversos modelos tedricos. Estas aproximaciones no seran aplicadas en esta tesis, por lo

que los modelos no seran detallados.

El uso de QCM-D como método gravimétrico es sélo una de las aplicaciones de esta
técnica. Este método permite el estudio de las interacciones moleculares entre especies
y entre especies y superficies, la caracterizacion de films viscoelasticos, el estudio de
cambios conformacionales de macromoléculas depositadas, el seguimiento de procesos
de ensamblado de polielectrolitos en multicapas, y el estudio de degradacién y corrosién

de films y recubrimientos, entre otros.
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