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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 disefio y sintesis de galactofuranésidos
constitutivos de glicanos de superficie de Leishmania braziliensis con el objeto de
identificar biomarcadores de infeccion 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 glicosidos 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 abord6 el desarrollo de un glicobiosensor para diagnéstico
serolégico basado en espectroscopia de impedancia electroquimica. Los
galactofuranésidos se anclaron sobre electrodos de oro por medio de monocapas
autoensambladas de tioles (SAMs) y la incorporacién de los glicosidos se confirmd por
técnicas fisicoquimicas y electroquimicas. Posteriormente, superficies funcionalizadas
con uno de los glicésidos 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 t-positaeesandeAILs

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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(c)

(s)

a

o
ACN
Ac
AcOEt
AcOH
AFM
All
AlIOH
alt.
anh.
Bn

Bz
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cat.
Chz
ccd
Cdc
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(6{010) ¢
CPE
CSA
Ccv
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dil.
DMF
DMP
DSB
EA
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EIS
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EM
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equiv.
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Et

rotacion especifica

concentrado
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desplazamiento quimico

longitud de onda

acetonitrilo

acetato

acetato de etilo

acido acético

atomic force microscopy (microscopia de fuerza atémica)
alilo

alcohol alilico

altura

anhidro

bencilo

benzoilo

concentracién

catalitico

carboxibencilo

cromatografia en capa delgada

capacidad de doble capa
chemoluminescent microparticle immunoassay (inmunoensayo
quimioluminiscente de microparticulas)
espectroscopia de correlacion homonuclear
constant phase element (elemento de fase constante)
acido (1S)-(+)-10-camforsulfénico

cyclic voltammetry (voltametria ciclica)
diametro
1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno

dilucién

dimetilformamida

2,2-dimetoxipropano

disiamilborano [bis(2-butil-3-metil)borano]
etanolamina
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
extraccion en fase soélida

electrochemical impedance spectroscopy (espectroscopia de
impedancia electroquimica)

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

espectrometria de masa

espectrometria de masa de alta resolucion
equivalente(s)

electrospray ionization (ionizacion por electrospray)
etilo



Et.O
EtOH

GIPL
GPI

HMBC
HSQC
i-PrOH

KF

lit.
LPG
m/z
Me
MeOH
MH
min
MLEE

MS

MUA
NHS
P.Eb

PCR

pf

Ph
PS-PCR

SS

ta.
TEA
temp.
TFA
THF
TMSOTF
TOCSY
uv

dietil éter

etanol

furanosa

glicoinositolfosfolipido

glicosilfosfatidilinositol

hora(s)

espectroscopia de correlacion heteronuclear a enlaces multiples
espectroscopia de coherencia cuéntica simple heteronuclear
isopropanol

constante de acoplamiento

Karl Fisher

literatura

lipofosfoglicano

relacibn masa-carga

metilo

metanol

mercaptohexanol

minutos

multilocus enzyme electrophoresis (electroforesis enzimatica
multilocus)

molecular sieves (tamices moleculares)

acido mercaptoundecandico

N-hidroxisuccinimida

punto de ebullicion

piranosa

polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
punto de fusién

fenilo

polymorphism-specific PCR (PCR especifica para polimorfismos)
piridina

quartz cristal microbalance with dissipation (microbalanza de
cristal de cuarzo con disipacion)

relacion de frente

ramnosa
resonancia magnética nuclear

resistencia de la solucion

resistencia a la transferencia de carga

self-assembled monolayer (monocapa autoensamblada)
scanning tunnelling microscopy (microscopia de efecto tinel)
solucién saturada

temperatura ambiente

trietilamina

temperatura

acido trifluoroacético

tetrahidrofurano

trimetilsililtriflato
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XPS X-ray photoelectronic spectroscopy (espectroscopia
fotoelectronica de rayos X)
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Capitulo 1

Los carbohidratos, junto con los &cidos 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 y

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,
diferenciacién, y adhesion celular, al interactuar con proteinas (como lectinas), otros
carbohidratos y lipidos. Ademas, debido a su exposicidn en la superficie, los carbohidratos
participan en la interaccion con patdégenos y con distintos elementos del sistema inmune,
jugando un papel central en procesos como la patogénesis, la inflamacién y el

reconocimiento antigénico.

Una propiedad caracteristica de los glicanos es su gran diversidad estructural, que
esta estrechamente ligada con la amplia variedad de funciones biolégicas que
desempefian. A diferencia de los oligopéptidos o los oligonucle6tidos, cuyos monémeros
se enlazan en forma lineal a través de un unico punto de anclaje, los oligosacaridos
presentan multiples posibilidades de enlace. Cada monosacarido puede establecer un
enlace glicosidico entre su carbono anomérico y algun hidroxilo libre de otro azlcar, dando
lugar tanto a polimeros lineales como ramificados. Ademas, el carbono anomérico es un
centro estereog®ni co, por l o que cada e
multiplicando el nimero de posibles isbmeros estructurales. A esto se suma que las
cadenas sacaridicas pueden presentar modificaciones en sus grupos hidroxilo, por

fosforilacion, metilacion, acetilacion y lactonizacion, entre otras.F!

Una de las mayores limitaciones en el estudio del rol biolégico 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 | a polimerasa (PCR), r esenejantetde
produccion de oligosacéaridos. Sumado a esto, el aislamiento de estas estructuras a partir
de fuentes naturales involucra protocolos de separacion 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 polisacéaridos puros, incluso aquellos que,

en la naturaleza, se encuentran en bajas concentraciones.® Sin embargo, como ya se

nl ace
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Introduccién

menciond antes, la union de dos monémeros puede dar lugar a gran variedad de posibles
productos, lo que convierte a la sintesis de oligosacéridos 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 formacion de la unién
glicosidica o reaccién de glicosidacion. 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. Glicosidacién: 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).8 Segin
este mecanismo, en primera instancia, el agente promotor (PX) cataliza la salida del
sustituyente anomérico sobre el donor de glicosilo, dando lugar al carbocatiéon 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 nucleéfilo (aceptor de glicosilo)
puede atacar indistintamente por la cara superior (c ar a b e b, cdmio isoeporiae
car a i nf e enleserie b,caminaii), dando lugar a un par de diastereoisomeros
(o anémeros). La configuracion 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).1")
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Donor de glicosilo

o Promotor o p . o
(PX) | o) 0
GPO%GS_» GPO%GS ! -
GS
[

P A B
(i GPO
ataque por cara %
(en serie D) o
glicosilo m ylo m
GPO%/O OR i 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 afios diversos estudios mecanisticos sostienen que la
glicosilacion no estaria limitada a un mecanismo puramente Sy1 (sin cara preferencial de
atague). En su lugar, se propone que existen diferentes mecanismos que conforman un
espectro entre sustituciones Syl y sustituciones tipo-Sy2.1 Segln este modelo, luego de
la activacion del donor y previo al ataque del aceptor pueden formarse distintos
intermediarios electrofilicos interconvertibles entre si: el par ibnico separado por solvente
| (solvent-separated ion pair o SSIP), el par i6nico de contacto Il (contact ion pair o CIP)
e intermediarios covalentes activados Il (por ejemplo, glicosiltriflatos, glicosilsulfonios,
etc.) (Esquema 1.2).f'1% Cuando la reaccién ocurre via las especies Il o lll el ataque
nucleofilico se vera restringido en alguna de las caras, por lo que, en estos casos, el
intermediario modula la estereoquimica de la reaccién. La especie i6nica dominante en
una dada reaccion de glicosidacién y, por consiguiente, la estereoquimica del producto,
dependen de la combinacién de donor-aceptor-promotor elegida y las condiciones de

reaccion empleadas (temperatura, concentracion, solvente).®l

Q 2 °
© = e — m
Gpozeﬁx GPOpX GPO Y=\

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

Esquema 1.2. Intermediarios de glicosidacion segun el modelo continuo entre Sn1 y
tipo-Sn2. X = contraién proveniente del promotor (PX). GP=grupo protector; SSIP=
solvent-separated ion pair (par ibnico separado por solvente); CIP= contact ion pair (par
i6nico 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( | a conf i gur aci - n
y la regioquimica (la posicion de sustitucion) de la union glicosidica (Esquema 1.3)

deseada.

Estereoselectividad

GPO

0] o]
Regioselectividad GPO%%O%OR

Glicosido 1,2-trans

GPO,
%OM ﬁ\w 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. Reaccién de glicosidacion. GP=grupo protector; GS=grupo saliente.

La regioselectividad de la glicosidacion puede ser controlada a través de grupos
pr ot e c iGBJ. Esspor(efto 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 reaccién 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 posiciéon
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 méas 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.*2

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

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

U
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benzoilo). Elgrupo2-O-aci | o Aparticipanteo ataca al
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 anquimeérica.

®
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 glicosidos 1,2-trans por
participacion anquimérica de un grupo acilo en C-2.

Asimismo, existen grupos participantes en C-2 que favorecen la formacion de
glicésidos 1,2-cis.®! Un ejemplo de este tipo de funcionalidades es el auxiliar quiral (S)-1-
fenil-2-t i of eni Il et i | o, que h a s i dlwosidost del 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 i6n sulfonio trans-
decalina correspondiente, que presenta un grupo fenilo bloqueandol a car a b.
que el ataque del aceptor ocurre p o fcis

correspondiente.*3!

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 e | gl i c(sexieé t)ose Obtiene como producto mayoritario. Este
comportamiento se atribuye al denominado efecto anomérico, un fenémeno
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 dipoloi dipolo. Cuando el sustituyente anomérico i O Rsé ubica en posicion
ecuatorial ( a n - meen ta sebie 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 electrostética desestabilizante. En
el an- mero U, en el g u e sedrienta ersforind axigale asta
interaccion es minima, por lo que este anOmero presenta una estabilizacion relativa

respect o deEsqaemalndd).o b (

do

e

E

a

nt er

s po

Cca

anom
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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 Ci OR, que se disponen en forma anti-periplanar. Esto
resulta en una estabilizaciéon d e | a n - me hmipercobjugazion: Esta interaccion no
tiene | ugar eyaqulcuaralmel sustituyentebanomérico 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 ‘.5 O\R : R'O ¢
RO ,» M OR' : OR

N

C,

0

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

Otras estrategias disponibles para la obtencién 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 elecciéon del solvente de reaccién 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 reccién por formacion de
compl ej os con el i ntermediari o oxacarbenio. En
destacan el acetonitrilo, cuya coordinacion en posicion axial favorece el ataque
nucleof2lico por | a cara b, y algunos ®teres, qu
el ataque pBEsquemad6)édara U (
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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 presién, la concentracion e incluso el
orden en que se afiaden los reactivos, pueden afectar significativamente la selectividad
de la glicosilacion. 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 anomérico 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.[6:20]

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, Ag.COs, AgClO.) 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.?122

Los alquil o aril tioglicésidos son ampliamente utilizados como donores en sintesis de
oligosacéaridos dado que son estables frente a una amplia gama de condiciones de
reaccion. En estos compuestos, el grupo tiol anomérico actiia como grupo protector de

C-1, a la vez que admite la activacion selectiva para la glicosidacion en presencia de
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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. .20
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 activacion, como la mezcla
N-iodosuccinimida/acido triflico (NIS/TfOH), el iodo () y la mezcla triflato de
plata/carbonato de potasio (AgOTf/K.COs3).24

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
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y 1-O-benzoil glicésidos, cuya glicosidacion puede ser promovida por una variedad de
acidos de Lewis como el triflato de trimetilsililo (TMSOTYf), el cloruro de estafio (V) (SnCl,)
o el trifluoruro de boro eterato (BFs.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 actia como grupo protector del centro
anomeérico y puede activarse selectivamente para la glicosidacion 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 4cido 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 tricloroacetimidatos de glicosilo son agentes glicosilantes muy
populares en sintesis de oligosacaridos. Una de sus principales ventajas frente a otros
métodos de glicosidacién es que requieren cantidades cataliticas de un acido de Lewis
como promotor. Entre los 4cidos de Lewis mas empleados se encuentran el trifluoruro de
boro eterato (BF3.OEt,) y el triflato de trimetilsililo (TMSOT).?"

En las glicosidaciones por este método, el &cido 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 formacion de un
subproducto neutro y estable (la tricloroacetamida), fuerza impulsora de la reaccion, 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 (acido de Lewis).

Los tricloroacetimidatos son donores muy reactivos Yy, 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 oligosacéridos 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 piranésicos son significativamente mas abundantes
gue los furanésicos. Por este motivo, los desarrollos en sintesis de oligosacéaridos se han
centrado principalmente en los isémeros de seis miembros. Sin embargo, aunque los
anillos hexafuranésicos 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

diagnéstico 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 (pirandésica) es termodinamicamente mas estable que la
de cinco miembros (furanédsica). Como resultado, los azlUcares reductores se encuentran
mayoritariamente en su forma piranésica en solucién.B% 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 ciclacién de ditioacetales, la acilacion a alta temperatura y la
reduccion de lactonas.®'%? 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 conformacién de
tipo silla (usualmente “C:), 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 piranésicos. 33

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 tensién 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 glicésidos 1,2-trans con buenos rendimientos.*”! En cambio,
la sintesis estereoselectiva de furanésidos 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.%

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.B35371 Entre los métodos de
glicosidacion reportados, uno de los mas utilizados es el método del tricloroacetimidato,
que se destaca por ser un método de glicosidacién suave, compatible con aceptores

sensibles al medio acido y con uniones furanosidicas labiles.F®!

1.1.4. Estrategias para mejorar la eficiencia sintética

Como se detalld en la seccion anterior, la sintesis de oligosacaridos es un proceso
complejo que involucra mdltiples 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 diagnostico
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,
qgue 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 disefio de rutas sintéticas operativamente
simples y reproducibles, basadas en dos pilares: la eleccion 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 formacion de los enlaces glicosidicos deseados. En este sentido, la eleccién
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, concentracién, tiempo de reaccion, solvente y tipo de promotor, entre otros.
Estas optimizaciones requieren un conocimiento fundamental de las transformaciones
guimicas 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 obtencién 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
soélido inerte, y luego es sometido a ciclos secuenciales de desproteccién y glicosidacion,
hasta alcanzar la cadena sacaridica deseada, sin necesidad de realizar purificaciones
intermedias. Las Unicas operaciones adicionales involucradas son la filtracién y el lavado

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

Si bien la sintesis automatizada presenta grandes ventajas frente a la sintesis en
solucion, esté 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 sélido y

desproteccion final del oligosacarido resultante involucran mdltiples 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 mudltiples 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. Leishmania y sus glicanos como herramientas de diagnéstico

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 migracion poblacional, la desnutricion, las condiciones de

vivienda precarias y el acceso limitado a los servicios de salud.24%

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

nuevos casos de LV, y alrededor de 1 mill6n de nuevos casos de LC.1#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.*3 En Argentina, el &rea 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 infecciébn por L. braziliensis, responsable de las formas cutdnea 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 infeccién, 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 Ulcera en el sitio de la picadura, la cual puede resolverse
espontdneamente en el plazo de 3 a 18 meses. Sin embargo, las lesiones abiertas son
susceptibles a infecciones secundarias por otros patdégenos,“® 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 destruccién de tejidos, dafios faciales y, en casos extremos, dificultades
respiratorias cronicas.[*®4% Por otro lado, en la forma visceral los parasitos migran desde
el sitio de inoculacion hacia 6rganos internos como el higado, bazo y médula 6sea,

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

Los protozoos de la especie Leishmania son parasitos intracelulares obligados cuya
transmisiéon 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.*8l

Desde su ingreso, el pardsito se expone a los mecanismos de eliminacion
desplegados por el sistema inmune innato y adaptativo del huésped. Para sobrevivir y
establecer la infeccién, 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 funcién del lipofosfoglicano
(LPG) y los glicoinositolfosfolipidos (GIPLs)
La membrana de Leishmania esté 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 (GIPLSs), oligosacéaridos 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.P

La composicion del glicocalix 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); (ii) un nucleo (o core) fosfohexasacaridico; (iii) una region
con unidades repetitivas del motivo [ Y 6b}D-Galp-( 1 Y-&p-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 evasién inmune.535

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

X Gal

|
Gal; —Man — Man — GIcN @

® O on

Gal
l I I 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=15-30.56571 La
cubierta (color rojo) y las ramificaciones (X, Y, color gris) varian segun la especie.

El LPG en los promastigotes actlla como un importante factor de virulencia, ya que
participa tanto en el inicio de la infeccion como en la proteccion del parasito frente a los
mecanismos de defensa del huésped.“&%8 Por un lado, al ingresar al mamifero el LPG
bloquea la accion litica del sistema de complemento sobre el parasito,®"%%%% y luego
facilita su adhesion a la pared celular e ingreso a la célula huésped.®162 Alli, el glicano
superficial puede contribuir a la supervivencia del parasito por diversos mecanismos:

retrasando la formacién del fagolisosoma;®*%4 bloqueando la acciéon de agentes
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antimicrobianos como las especies reactivas de oxigeno (ROS);%%% y/o inhibiendo a
PKCU, enzima i mplicdedR®S®n | a generaci-n

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."6% 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 segln la especie y el estadio del parasito,™! y se han distinguido tres

linajes de GIPLs: tipo-I, tipo-Il e hibridos (Figura 1.2).[8!

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

Gal, .

-+ Gal; +Man

P2 ! ‘ ~
Tipo-Il Gal 7 | 1 Man — GlcN—(Ino) R, RE=C o0,
g i 1 Ca20: Casn ¥ Caso

GIPL-3
OCOR?
; | Man OR!
| | ™ Man — GleN—(no)
- . | 1 an— (o} 1 2—
Hibrido ! ' R, R%=Cgy
i Man — Man d
lisoM4 | isoM3 OCOR?
i i OR
| _Man—GleN—(ino)
Tipo-| EA —®—-— Man + Man R, R?=C,gq
i i OCOR?
M3 im2
OR!

EA  Etanolamina ® Fosfato Inositol

Figura 1. 2. Estructura de los glicoinositolfosfolipidos (GIPLS) de Leishmania.[™!

Al igual que el LPG, los GIPLs estan involucrados en los procesos de infeccion y
virulencia del pardsito. Aunque su funcidon principal no ha sido completamente
dilucidada,l? 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,® 7% a la vez que participan en las interacciones parasito-
célula huésped.l’®

Como se menciond 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-1l de L. major (Figura 1.2).'471 Una caracteristica estructural distintiva de estas
moléculas es la presencia de residuos de D-galactofuranosa (D-Galf), un azlcar 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 bloguear los
residuos de D-Galf en la superficie de L. major mediante un anticuerpo monoclonal
especifico, se redujo significativamente la colonizacion de macréfagos.”® Por otro lado,
en un estudio con ratones, Kleczka B. et al. registraron una atenuacion de la infectividad
de parasitos deficientes en LPG y con GIPLs truncados, respecto de parésitos wild-
type.l’®

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'”"'® Estas inmunoglobulinas pueden emplearse como
biomarcadores de la enfermedad en curso, y su deteccion puede ser la base de un método

seroldgico de diagnostico.

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 infeccidn.

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 nimero considerable de
pacientes con leishmaniasis cutdnea y mucocutanea,®®! alta toxicidad y efectos
adversos significativos.®871 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 diagnéstico rapido y preciso de la enfermedad es
esencial para brindar la respuesta terapéutica adecuada y evitar la exposicion innecesaria

a farmacos.
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Actualmente, el diagnostico de la LTA se basa en la combinacién 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 dermatodlogo. 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 confirmacién 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 diagndéstico
confiable. Sin embargo, su sensibilidad disminuye notablemente en lesiones de evolucién
prolongada (mas de tres meses).[%% 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 implementacién 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. %

Finalmente, para el diagndéstico puede recurrirse a métodos inmunoldgicos basados
en la deteccién 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 deteccién. Diversos estudios han identificado proteinas y
glicoproteinas constitutivas de Leishmania con potencial diagnéstico en diferentes formas

clinicas de leishmaniasis.[5 €l

Asimismo, se ha demostrado que oligosacaridos de membrana de distintos
patégenos pueden emplearse como antigenos para detectar anticuerpos especificos en
sueros humanos infectados.® 192 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 eleccion del procedimiento
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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
diagnostico de bajo costo, accesibles y sensibles, que ademas permitan discriminar la
especie causante de la infeccion, a fin de orientar la eleccion del tratamiento mas
adecuado.*9

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 diagndésticas. La sintesis quimica
constituye una estrategia esencial para acceder a estos compuestos en forma pura y
estructuralmente bien definida, lo que posibilita su evaluacién sistematica como antigenos
en el desarrollo de métodos de diagnostico seroldgico.
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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.:%3

Habitualmente, el diagnéstico se basa en la deteccibn de biomarcadores de
enfermedad en muestras biolégicas 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 reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR).['* Sin embargo, a menudo estos ensayos resultan
laboriosos y requieren instrumentacion compleja y personal calificado, lo cual se traduce
en altos costos por ensayo y demoras significativas entre la recoleccién de las muestras
y el diagndstico 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.['%61971 En 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
biol6gico, 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
diagndstico clinico convencionales, ya que son mas sencillos y econémicos, 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).1208l
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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 composicion 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 biol6gico, tipicamente una enzima, como elemento de
reconocimiento. Asi, en presencia del analito blanco, el biorreceptor cataliza una reaccion
bioquimica que genera una sefial 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 unién 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 interaccion

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 absorciéon de luz. Esta perturbacion es detectada por el transductor,
gue convierte la sefial fisicoquimica generada durante el evento de reconocimiento en una
sefial, generalmente eléctrica, proporcional a la concentracion del analito. Por ultimo, un
sistema de procesamiento capta la sefal de salida del transductor, y la amplifica, filtra y

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

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

mecanismo que confiere la especificidad biologica (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 0 gravimétricos, Opticos, calorimétricos, entre

otros.1111.112]

Como resultado del evento de reconocimiento biorreceptor-analito, la sefal
fisicoguimica 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
deteccion indirecta, en las que la sefial es generada por sondas secundarias o terciarias,
tal como se muestra en la Figura 2.2 (b y ¢).'*% Estas sondas, también conocidas como
marcadores, pueden ser enzimas, radionuclidos, 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 (Seccién 2.2.3).

Analito
blanco

errcccptur Y ?
Deteccion directa

)
v v

P('rturbaci(’m
del sistema

Lo | |

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

Figura 2.2. Modos de deteccidn utilizados en biosensores. (a) Deteccion directa, (b)
deteccién con sonda secundaria marcada, y (c) con sonda terciaria marcada. Imagen
adaptada de Daniels J.S. y Pourmand N.[108]

En el caso de los glicobiosensores, la clasificacion 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 centr6 en la primera categoria
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de glicobiosensores, también conocidos como biosensores basados en carbohidratos, y
en particular en su aplicacion al diagndstico de patologias.

2.2. Biosensores basados en carbohidratos

Como se describié en el capitulo anterior, los carbohidratos desempefan 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.[115:116]

Este principio de reconocimiento molecular glicano-proteina es aprovechado por los
biosensores basados en carbohidratos para detectar analitos en forma especifica. Dado
gue los glicanos participan en procesos de reconocimiento entre células, asi como en la
interaccion con agentes patdgenos y el sistema inmunoldgico, este tipo de biosensores
presenta gran potencial para el diagndstico 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 diagndstico.

A la hora de disefiar y construir un biosensor basado en carbohidratos resulta
fundamental definir, en funcién de la aplicacion deseada, la combinacion optima 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 deteccion, ya sea
directo o indirecto, junto con el transductor correspondiente. A continuacion, se
introduciran algunos conceptos clave para orientar la seleccién 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.

Biorreceptor Analito Patologia
e : Transductor
sacaridico blanco asociada
D-Man Bacteria Infeccion urinaria* Piezoeléctricolt17]
(E. coli ORN178) Electroguimicoli18]
Oligosacérido Particula viral . .
e [119]
(sialillactosa) (H3N2) Gripe Electroquimico

Hemaglutininas

Oligosacarido virales Gripe

Electroguimicolt20]

I Hpticoll2l
(sialillactosa) (HINL, H5N1) Optico
D-GIcNAc Particula viral (H5N1) Gripe Piezoeléctricol'2
Neu5Ac Pr ot e-ammla@ide b Enfermedad de Electroquimicol23]
Alzheimer
Gangliosidos Anticuerpos . - S
(GD3y GM2) (monoclonales) Cancer Optico
Oligosacarido Anticuerpos ; i 125]
(GPI de T. gondii) (suero humano) Toxoplasmosis Electroquimico
. L Anticuerpos
Ol|gosaqar|dos .(LPG (suero humanoy |Leishmaniasis visceral Optico®!
de 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.l'?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 o 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 titulacion isotérmica
(ITC),128129 |3 resonancia plasmédnica de superficie (SPR),*%% |a resonancia magnética
nuclear (RMN),*! la microbalanza de cuarzo (QCM),**2 y métodos Opticos como la

microscopia de fuerza atémica (AFM).1233

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**¥ Esta técnica fue empleada en esta tesis para estudiar la interaccién entre
glicosidos 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 inmovilizacion de carbohidratos sobre una
superficie soélida 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 -
‘7‘ mmowllzados L

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.[13¢]

Existen diversas superficies y metodologias para la inmovilizacién de glicanos;*37:138l
sin embargo, el método mas comunmente utilizado es la inmovilizacion covalente sobre
portaobjetos de vidrio. Para su fabricacion se utiliza una plataforma robética de alta
precision, capaz de depositar pequefias gotas de ~1 nL (didmetro ~200 um) de las
soluciones sacaridicas en posiciones predefinidas.’*” La automatizacion vy
miniaturizacién son las caracteristicas distintivas de la técnica. De esta manera, es posible
evaluar numerosos compuestos en paralelo en un mismo ensayo, empleando cantidades
muy pequefias de azucares (<1 mL de soluciones acuosas 0,1 mM), lo que convierte a
los microarreglos en una herramienta muy eficiente para el andlisis sistematico de

interacciones carbohidrato-biomolécula.

En la inmovilizacién 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 azlcar, 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 deteccién
han sido descriptas,*1%! el método mas utilizado es la fluorescencia, ya sea por
acoplamiento directo de un fluor6foro 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.['3514% Dichos estudios han facilitado la
identificacion de antigenos relevantes,!*°*141 |a evaluacién in vivo de candidatos a
vacunas,[1001421431 y | descubrimiento de biomarcadores para el diagnéstico temprano de

enfermedades.14414%]

2.2.2. Eleccion del sustrato y e strategias de ancla je 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 sélida. 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 (0 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.**”

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 dltimo, una alternativa muy popular dado su bajo costo, buenas propiedades
mecénicas y electroquimicas, y alta biocompatibilidad, es el uso del carbon en distintas
formas, como el carbdn vitreo, el grafito, los nanotubos de carbono y el grafeno.*5% 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 utilizacién 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 inmovilizacién por fisisorcion y la basada en bioafinidad, o bien

por métodos covalentes. 5151

2.2.2.1. Métodos de union 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 hidrofébicas de glicanos naturales, generalmente de alto peso molecular,
con polimeros como la nitrocelulosa y el poliestireno (Figura 2.4.a).1%253 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).11531 1561

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).5 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).58

Entre las estrategias no covalentes se destaca la union por bioafinidad. El par
molecular mas utilizado es el complejo estreptavidina-biotina, con numerosos 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 y fijarlos mediante hibidizacién con una
secuencia complementaria previamente inmovilizada sobre la superficie (Figura
2.4_9).[161,162]
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Métodos de inmovilizacién no covalentes

f
c d e 9
a
b
S0, S0y ??TH lipido g ADN
NHz*NH* o CgFy7 lipido ” ADN
| I A~ S~ | I |
1 1 W 1 L} v L} /
(
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.[163]

2.2.2.2. Métodos de unién 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.'®* A grandes rasgos, pueden diferenciarse tres
estrategias: (@) la inmovilizacion de glicanos naturales (con extremo reductor libre) sobre
superficies pre-funcionalizadas con grupos reactivos; (b) la inmovilizaciéon de glicanos
derivatizados sobre superficies modificadas con grupos reactivos y; (c) la inmovilizaciéon

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

En el primer caso, la aminacion reductiva es la opcion preferida para la inmovilizacién
de carbohidratos naturales, donde el grupo aldehido en el extremo reductor reacciona con
grupos hidrazida previamente incorporados sobre la superficie.l*651¢6] Otros grupos
nitrogenados alternativos, como el aminooxiacetilo y la cisteina, también han sido

empleados como puntos de anclaje a superficies para inmovilizar azlcares libres.67:168l

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):

- La formacién 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. 6%

- La apertura de epoxidos, mediante la reaccion de un grupo amino del glicano con un
ep-xido sobre | a s ujamimoéliolwil®®, f or mando

- La adicién de Michael, entre grupos tiol sobre la superficie y grupos maleimida del
glicano, para dar un tioéter de succinimida.[t70171

- Lareaccion de Diels-Alder, entre glicanos y superficies funcionalizadas con un dieno
y un diendfilo, para formar el producto de cicloadicién [4+2] correspondiente.[172.173]

- Lacicloadicion 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.[74175]

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.[136]

Cuando se requiere un mayor control sobre la orientacion 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 accion 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 combinacion

58



Capitulo2

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.!'”® Por dltimo, el grupo funcional terminal define las
propiedades de la superficie (hidrofobicidad, hidrofilicidad, etc.) y aporta sitios reactivos
para la funcionalizaciéon quimica.’’® Entre los mas utilizados se encuentran los
grupos -NRz, -OH, -CN, -COOH y -NH..'%% |as propiedades fisicoquimicas de la
monocapa tambi ®n pueden modul arse por me
mezcla de moléculas: una que contiene el grupo terminal adecuado para funcionalizar
gquimicamente 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, pardmetro importante en el desarrollo de biosensores.*5"

Grupo terminal B A .
- . Autoensamblaje
Cadena N
principal

Anclaje I:

Figura 2 .6. Representacion de la composicién, orientaciébn y empaquetado de una
monocapa de tioles autoensamblados sobre oro.

Para la inmovilizacion de carbohidratos mediante SAMs pueden aplicarse dos
técnicas:[17°18% funcionalizar los azlcares con un linker con grupos tioles o disulfuros
terminales para la formacion directa de la SAM sobre la superficie metalica;!*8%182 o
acoplarlos quimicamente a una SAM pre-formada funcionalizada con grupos terminales

reactivos.[183

La estructura compacta y altamente organizada de las monocapas autoensambladas
permite un control preciso sobre el patron, densidad y orientacion de las biomoléculas en
la superficie. La caracterizacion 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 atomica (AFM), la microscopia
de efecto tanel (STM) y técnicas electroquimicas como la voltametria ciclica (CV) y/o la
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS). Luego, la composicion quimica
superficial puede elucidarse mediante espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS),

y/o espectroscopia infrarroja (IR), entre otras.[*8%

59

di



Introduccién

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 informacion 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 m odo de detecciony 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 deteccién indirecta es su alta sensibilidad, que
permite la deteccién 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 ( si n ma r dahet-freeon) o
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.[84

Los biosensores de deteccion directa mas extendidos emplean transductores 6pticos,
mecanicos o piezoeléctricos, o electroquimicos.'8 Los sistemas Opticos procesan
variaciones de propiedades o6pticas del sistema, como el indice de refraccion, la
absorbancia (o densidad éptica) o la dispersién de la luz;*#+18 |os dispositivos mecanicos
0 piezoeléctricos detectan cambios de masa, fuerza mecanica o rigidez y;18188 |os
electroquimicos miden alteraciones en la corriente, voltaje o impedancia del sistema,

generadas como consecuencia del evento de reconocimiento. 189190

Entre estos dispositivos, los biosensores electroquimicos destacan por su alta
sensibilidad y especificidad, y son herramientas ideales para el diagndstico temprano de
enfermedades.[*Y1% Asimismo, son una alternativa interesante para uso en campo ya
gue requieren de equipamiento simple y asequible, y son compatibles con la
miniaturizacion.!2%

Los principales tipos de biosensores electroquimicos incluyen los voltamétricos,
amperomeétricos, 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 patégenos y biomarcadores de enfermedad.*% 194
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Dentro de esta categoria, la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)
destaca por mostrar sensibilidades muy altas (hasta atomolares).[1°1%l Esta técnica se
ha aplicado a la deteccién de una amplia gama de analitos, incluyendo anticuerpos,i*”
1991 ADN,1%]  bacterias,*82%  proteinas,!?°1:2°21  glicoproteinas,?32%4  particulas
virales,!11920% v gligosacaridos.?%6207l Por esta razon, la EIS fue la metodologia
seleccionada para la construccién del modelo de biosensor basado en carbohidratos
desarrollado en esta tesis.

2.2.3.1. Biosensores impedimétricos

La EIS se basa en la perturbaciébn 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 méas habitual es realizar mediciones de impedancia sucesivas a distintas
frecuencias para obtener un espectro de impedancia que contiene informacion sobre las
propiedades de la interfaz electrodo-electrolito y permite caracterizar el sistema en

estudio 1108206

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 informacién sobre métodos de deteccion

indirecta se sugiere consultar el trabajo de Katz E. y Willner 1.1209

:'"""""‘"""'"""'""""'"""""""____'_-__-', th Rtl:

' ,‘. Post-incubacion 2" (Q) Ajuste de I I &
' . . ")@ J!'- | los datos &

| Pre-incubacion B ‘\, ; ; g

E —_— | Medicién de

\ INCUBACION | impedancia

| Electrodo de trabajo (Muestra con !

i funcionalizado analito blanco) :

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

Figura 2.7. Flujo de trabajo aplicado en la deteccion de un evento de biorreconocimiento
por espectroscop?2a de Iimpedancia electroql
i mpedanci a (z), Zdb=component e (rresigténciadee 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 oxidacion 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)e]* /[Fe(CN)g] 220!
aungue también puede emplearse el ferrocenometanol,?*Y y el hexaaminrutenio (I11/11)
[Ru(NHa)e]?*/[Ru(NH3)e]3*.[212

En EIS faradaica, el espectro de impedancia contiene informacion sobre la cinética
de la reaccion redox, entre otros procesos que ocurren en la celda. Esta respuesta
depende, entre otros factores, de la composicion de la superficie del electrodo de trabajo.
Por ejemplo, la union de un analito voluminoso, como una proteina o anticuerpo, puede
dificultar el acceso de la especie redox al electrodo, limitando la reaccion de O6xido-
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 mencion6 antes, los espectros de impedancia se obtienen registrando la
respuesta del sistema en un rango de frecuencias. Usualmente, estos datos se grafican
como una funci-n de | os valores de | as
(componente i maginaria) y Z-&060c@Geqooiecanioe
gréfico (o curva) de Nyquist. Para el sistema [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)e]* en solucién, 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 gréaficos 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, y el elemento de Warburg Z,, (Figura
2.8). Para ampliar la informacién sobre los fundamentos de la EIS y la correlacion 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
deteccién 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 diametro del

semicirculo (Figura 2.7). En términos generales, la unién del analito blanco al biorreceptor
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genera un bloqueo parcial de la superficie del electrodo que, a menudo, conlleva un
aumento en el valor de 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 (Rio) del analito (qRe=Ri-Ric0),*82°2213 o (b) un cociente entre las
resistencias, ya sea Ri/Rico 0 qRi/Ric0.224?1 Este Ultimo enfoque es el mas apropiado
cuando se comparan mediciones realizadas con electrodos independientes, dado que Ry
depende del &rea electroactiva, que puede variar entre electrodos. Al normalizar los
valores, se minimiza el error asociado a las diferencias entre superficies, permitiendo una

evaluacién 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; Rw=resistencia a la
transferencia de carga; Cdc.= 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 solucibn 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 deteccién
bacteriana, Cui F. et al. utilizaron esta técnica para detectar interacciones entre bacterias
patégenas y D-manosa, mientras que Hargol Zadeh S. et al. emplearon esta misma
estrategia para el monitoreo de E. coli como contaminante ambiental.?>2%6 Por su parte,
Jeong D. et al. demostraron que un sensor impedimétrico basado en D-galactosa podia

detectar la toxina colérica en soluciones de concentracién 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 diagnostico 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 diagnostico especifico, sencillo y
econdémico 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 serologicos. En particular, los sensores electroquimicos se
destacan como una plataforma adecuada para el diagnostico en campo, debido a su alta
sensibilidad, bajo costo y facilidad de uso.

Entre los glicanos superficiales del pardsito, el lipofosfoglicano (LPG) y los
glicoinositolfosfolipidos (GIPLs) tipo-ll son biomoléculas abundantes e inmunogénicas
gue, ademas, comparten una caracteristica estructural distintiva: contienen residuos de
D-galactofuranosa, un aztcar no biosintetizado por mamiferos, cuya antigenicidad ha sido
reportada, pero cuya aplicacion en diagnostico seroldgico 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 HOO HO—\ HO
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 galactofurandsidos por anticuerpos presentes en sueros
humanos de pacientes con LTA, de forma de identificar candidatos potenciales para el

desarrollo de un método de diagnéstico seroldgico de la infeccion.
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3- Abordar el desarrollo de un biosensor basado en carbohidratos, utilizando
espectroscopia de impedancia electroquimica. Esto incluy6é disefiar, construir y
caracterizar una superficie sensora decorada con los galactofurandsidos sintéticos y

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, esti
recubierto de una capa densa de oligo- y polisacéridos, que exponen sus residuos hacia
el medio extracelular. Estos glicanos de superficie son determinantes para la virulencia y
supervivencia del pardasito 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, %!

incluyendo especificamente el lipofosfoglicano (LPG) y los glicoinositolfosfolipidos
(G | PLS) . [77,79,80,82,218i 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 precision los epitopes responsables del
reconocimiento ni determinar las unidades estructurales minimas necesarias para la
antigenicidad. La sintesis quimica, en cambio, posibilita la obtencién 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

inmunolégicos.

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
diagndstico seroldgico.®Y Por su parte, el grupo de Igor Almeida sintetizé oligosacaridos
con U-Gal, residuo xenobiotico 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
oligosacéridos, 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 diagndstico seroldgico de estas infecciones parasitarias. 8322222

Como se menciond anteriormente, en Argentina, la principal especie causante de
leishmaniasis cutdnea y mucocutdnea, 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 patdégenos como Aspergillus fumigatus y Trypanosoma cruzi, entre
otros,[99.225i 231]

En las especies causantes de leishmaniasis cutdnea 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,’®® 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.1?%3

Estos hallazgos sugieren gue 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 galactofurandsidos (1 a 5)
constitutivos del core del LPG y de los GIPLs tipo-Il de L. braziliensis, como estrategia
para identificar determinantes estructurales de antigenicidad del paréasito v,
eventualmente, potenciales biorreceptores para el diagnéstico serolégico 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,[83.223232.233 g] injcio
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 glicosidos 1 a 5 seleccionados estan compuestosp or uni d abdGals -dJe b
D-Galpy -mJManp, 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); (b0)| a presenci a dbeMampgs-idJduos de
Galp y, (c) la conectividad entre unidades, es decir, la secuencia sacaridica del

galactofuranésido.

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 inmunoldgicos. Esta estrategia, previamente empleada por distintos
autores,?34 2371 permite el acoplamiento de los azlcares a biomoléculas o matrices
carboxiladas mediante enlaces amida estables.*%2%:239 En |os ensayos que emplean
superficies solidas, la cadena alquilica del amino linker actia como un espaciador,
separando los azucares de la superficie para minimizar las interacciones no

especificas.[?4%

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, 2y 3, Esquema 3.1) que
c ont i ebaGalhen 6l 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 ubicacién en el GIPL-1y el GIPL-2.I"1
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En esta tesis se procur6 desarrollar procesos de sintesis robustos, con la premisa de
gue, en caso de identificarse candidatos prometedores para el sensado de anticuerpos,
ya contdramos con una ruta sintética optimizada y escalable. En este sentido, se priorizd
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 Leishmania y 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~ ANH2 0
OHOH OHOH OHOH O\/\/\/NHZ
Oy OH 2 OH 3
Esquema 3. 2

3.2. Disefio de las rutas sintéticas para la obtencion de 1,2y 3

Las rutas de sintesis de los galactofurandsidos constitutivos del GIPL-1 se definieron
en base al andlisis retrosintético de los compuestos 1 a 3 presentado en el Esquema 3.3.
Se estableci6é 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 eslab6n 5-aminopentilico.

59 on IGF + cro— 7eF
H - OH Retro-glicosidacion GPO : :
oo OH 9 | _Cbz |
o GPO ; Bn :
OH ; :
OH O~ NH, o ccly i 8 ______________
IGF + Retro- gl|c03|daC|on con
HO
Ph/% o
HO
7 OAIl 1
Ho— OH IGF + GO 98P
o Ho -0 Retro-glicosidacion OGPOO
61 0 con 8 oGP
O~ Ny ——y O Ot
OH oGP NH
OH OGP
OH 2 OGP
IGF +
Retro-glicosidacion
con7
o) IGF + : 0 o.__ccl
O\/\/\/NH i 3
OH 2 Retro-glicosidacion i 9Bz bl
con 8 : NH ; -
: OBz : IGF = interconversién de
onCH —— i OBz ; grupos funcionales
OH 1 ' OBz 6 : GP = grupo protector
Esquema 3. 3
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Como se puede ver en el Esquema 3.2, los tres compuestos a sintetizar contienen
un r e s iDGalfoen Bl extremo no reductor. Entre los numerosos precursores
reportados par agaldctafuranésidds,B*8%# se etigi el fricloroacetimidato
de 0O-(2,3,5,6-tetra-O-benzoil-b-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-(1A 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; (ii) la
posibilidad de obtener el donor con buen rendimiento a partir del 1,2,3,5,6-penta-O-
benzoil-U , --galactofuranésido; y (iii) la aplicacién de un método de glicosidacion suave,
compatible con las funcionalidades y enlaces glicosidicos labiles al medio 4cido presentes

en la sintesis.

Para introducir la unidad de D-manopiranosa, se eligio el alil 4,6-O-bencilidén-U-D-
manopiranosido (7, Esquema 3.3), utilizado porMa Z.etal.en | a s2 nt e s-b-s
Galf-(1A 3)-D-Manp, estructura interna presente en la superficie de Trichophyton.?4 E|
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.?4€!

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-aminopentanol(235:247.248]
(8, Esquema 3.3), o de su analogo monoprotegido, el N-benciloxicarbonil 5-
aminopentanol.lz34249250 Para 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 glicosidacién entre tricloroacetimidil oligosacaridos de variado peso molecular con
ambos aceptores de glicosilo, y se observaron mejores rendimientos cuando se utilizaba
el derivado protegido 8.%°% Los autores atribuyeron este fenémeno al efecto desactivante

del grupo -NH, previamente observado por Dudkin V. y Crich D.[?52

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 formacion de glicésidos 1,2-trans (flechas rojas, Esquema 3.3).
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3.3. Sintesis del precursor de D-Galf, tricloroacetimidato de 0-(2,3,5,6-

tetra -O-benzoil -b-D-galactofuranos ilo) (6)

Como primer paso en la sintesis de 1, se procedi6 con la formacién 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 aislo
1,2,3,5,6-penta-0-benzoil-U , --galactofuranosa (9)?% con 29% de rendimiento. Luego,
el sélido se traté con una solucion de HBr en AcOH (32%) para dar el bromuro de
2,3,5,6-tetra-O-benzoil-U , --galactofuranosa, que fue hidrolizado en presencia de
Ag.COz para dar 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-U , -b-galactofuranosa (10)?4 con excelente
rendimiento (94%, Esquema 3.4).

O o)
OBz 0Bz 1) HBIIACOH (32%), (6B, >eOH c.CON. DBU oé)z O._CCly
t.a., Ar 3 , T

- - NH
0B 5? 2) AgzCOs, H;0, oBg™*  OH:Clz (anh), L 0P
OBy (CH3),CO, 40 °C OBz 0°C, Ar OBz

(94%)) (70%)

9 10

Esquema 3.4

En el espectrode RMN'H d el producto de reacci - -n
5,71 ppm vy, a 5,84 ppm, un dobl ete
correspondientesalosH-1 de | os an - ncempuaesto 10, regpediivaciente. La
integracion de estas sefiales indicé que se trataba de una mezcla anomérica con una
r el ac i~78. Adiclothaimente, los multipletes de la zona aromatica integraban para

20 H, lo que resulté 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 tricloroacetimidato. Para ello, el compuesto se hizo reaccionar con
tricloroacetonitrilo en presencia de DBU para dar, luego de la purificacion por
cromatografia flash en columna de silica gel, el tricloroacetimidato 68 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

exclusién 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
cComo sefal di agn-stica un singul ete a
correspondiente al H del grupo tricloroacetimida. A campos mas altos, se observé la

resonancia del prot-n anom®r i chy<d Hi), in@icartdo

se obs

con

ppm

que el componente mayoritario era elyHi2md dat o
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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 incorporacién del grupo tricloroacetimida en esta posicion.
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Figura 3.1. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCIs) de 6.

Acompafiando alas sefialesdeltr i c | or o a c sebhsaniardngicos adizionales
de muy baja intensidad, entre ellos un §

~ 4 Hz), que se asociaron a la obtencibnde ~5 % d e | an- mero U.

De esta forma, se obtuvo el precursor de la unidad de b-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 segln la estrategia
descripta por Castelli R. et al.?*¢! En primer lugar, se incorporé el grupo bencilo a través
de una aminacion reductiva, por reaccion 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 bésico, 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 corrobor6 por RMN mono y bidimensionales, y los datos
espectroscopicos resultaron coincidentes con los reportados.'?>®! En el espectro de RMN
'H(Figura3.2) se identificaron | as r esona+b2ipmns
(CH2-g) y ~4,5 ppm (CHz-h), respectivamente, confirmando la incorporacion de los grupos
protectores del N, junto con las sefiales de los metilenos alifaticos de 8. En el espectro de
13C (Figura 3.3), ademas de estos metilenos se observé un pseudo-d o b | e t~&56,a
ppm que se asigno al carbonilo del grupo carboxibencilo (C-f).

5.185
X 5.160
4503
L 4.488

| 53 52 51 50 4éH2:}B 4.4
CH2-C
CHz-d

CHz-e

s o ry ERES Y
o e e S o S o
© o~ o < —

T T T .
4.5 1.5

T T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f1 (ppm)

Figura 3. 2. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) de 8.

Tanto en el espectro RMN de 'H como de 3C, las sefiales de todos los nicleos
aparecieron desdobladas y/o ensanchadas. Este fenédmeno se asocia a la presencia del
grupo carboxibencilo, que contiene una union 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 isbmeros conformacionales

7
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(rotdmeros).1?"1 Esta distorsion de las sefiales se observard, a lo largo de esta tesis, en

aquellas moléculas que cuenten con el amino linker protegido.
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Figura 3. 3. Espectro de RMN 13C (101 MHz, CDCIs) de 8.

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

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

3.5. Sintesisdel 5-a mi n o p e-glitdsido deb D-Galf (1)

3.5.1. Glicosidacion. Obtencion de N-(bencil)benciloxicarbonil  -5-
amino pentil 2,3,5,6-tetra-0O-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 procedid a realizar la reaccién
de glicosidacién (Esquema 3.6). Debido a la alta reactividad del grupo tricloroacetimidato
en medio acido, se aplicaron exhaustivos cuidados para mantener la reaccién anhidra
durante todo el proceso, esto es, atmosfera 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 completé en 30 minutos y rindié como
Gnico producto el glicosido 11, el cual se aisl6 por cromatografia en columna de silica gel

con excelente rendimiento (92%, Esquema 3.6).
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0
HO/\/\/\NXO/\Ph
Ph Phﬁ
o 8 N

0. _CCly O\/\/\/N O.__Ph

0Bz " TMSOTF (cat.), MS 4A Vs T
NH - °

08252 CH,Cl (anh.), -15 °C, Ar 0B 52
OBz OBz

(92%)
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
registr

una sefal en |a zona anom®rica a
Yoni co glic-sido de configuraci n b. Al z2
los grupos protectores, que fueron estables a las condiciones de glicosidacion elegidas.
En el espectro de RMN !H (Figura3.5)se i dentific- al prot
como un multipleteyalH-2 como un singul ete a3Jdreshltodet
<1,5 Hz, confirmando la disposicion 1,2-trans entre H-1y H-2, correspondiente al anémero
b en D-Galf. Por ultimo, en el espectro RMN H-*C HMBC el protén anomérico mostré un
acoplamiento a largo alcance con el C-a del amino linkerald 67, 5 pp m, I o
que la union entre los fragmentos fue exitosa.
eV 1 IR VAP N
Phn 28 8 2 g
O 1o b ¢ ?\1 o. Ph g3 g b 3
Bz O MO L c-3) v
° o) C-4
ot C-2 C-5 Ca cg CFB
OBz 1 |
& s 7 7% 7 7 0 e 6 64
COPh
X4 C1
‘ C-f k “ b C-h Cee | |
) | | I
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f1 (ppm)

Figura 3. 4. Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCls) de 11.
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Figura 3. 5. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de 11.

Para confirmar que la distorsién observada en la sefial del H-1 en el espectro
proténico 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 registré
un cambio en la multiplicidad de dicha sefial, que pas6 de un multiplete a un singulete, en
concordanci a con | -galagdupmedsidodEste mismo aom@oftamignto
se observo en las resonancias de los metilenos bencilicos CHz-g y CHz-h. Este fendmeno
se debe a que, al aumentar la velocidad de interconversion entre rotameros, los entornos
electromagnéticos de los ndcleos tienden a homogeneizarse, lo que provoca la

coalescencia de las sefales en una Unica resonancia.
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h
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Figura 3. 6. Espectros de RMN *H (400 MHz, CDClz) de 11 a 25, 40 y 55 °C. Ampliacion de
|l a r eg0-63ppmi 3

3.5.2. Desproteccién. Obtencion de 5-amino pentil b-D-galactofurandsido (1)

A efectos de obtener el glicosido deseado, era necesario eliminar los grupos
protectoresde11la tr av®s de condiciones suaves-DQque con

galactofuranosidica.

Ph Ph
o~ O\/\/\/"E\ NaOH, O 0~ ~UN. H, (45 psi) O 0.~ ~_NHHOAG
z Cbz yeoH  KOM Cbz  10% Pd/C Vil
—_— —_—
OBZC)BZ ta. OHOH Me705|-.|é|3.240:t/-\:0H OHOH
0Bz 1 OH 12 ) OH "

(dos pasos)

Esquema 3.7

En primera instancia, los grupos ésteres de 11 se hidrolizaron por tratamiento con
hidréxido de sodio en metanol (Esquema 3.7). En el espectro de RMN 3C del producto
de reaccion se observo la desaparicion de las sefiales de los carbonilos presentes en el
espectro de 11. Asimismo, en el espectro protdnico 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 sometié 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 asignaciéon completa de las resonancias de 'H'y
13C del producto (Figura 3.7 y Figura 3.8). Alli se registré la desaparicion de las sefiales
asociadas al carboxibencilo y al bencilo de 12, confirmando que la desproteccion habia

sido completa.
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Figura 3. 7. Espectro de RMN *H (400 MHz, D.O) de 1 6

Una vez asignadas las sefiales de 1, en el espectro de RMN 'H se observé una
resonancia adicional a 1191 ppm, que integraba para aproximadamente 3 H. En los
espectros H-1¥C HSQC y 'H-*C HMBC, esta sefial mostr6 correlaciones a un enlace con
un C en la zona alifatica a U 23,9 ppm y, a largo alcance, con un nucleo en la regién de
carbonilo a U 182,2 ppm (esta sefG.Estasdatoapar ece e
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.?%8l
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Figura 3. 8. Espectro de RMN 3C (75 MHz, D:0) de 1 6

Para confirmar esta hipétesis, una fraccion del jarabe obtenido se traté con resina de
intercambio catidnico, se pasé a una columna cromatografica y se eluy6 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 sefales asignadas a 1y, por otro lado, la
desaparicién de la sefiala i 1, 9 lcorregpandiente al metilo del grupo acetato. Se
concluyé, entonces, que el producto de la hidrogendlisis catalitica de 12 fue el acetato del
5-a mi n o p éyalactbfuramdsido (1 )0

De esta manera se aisld, por primera vez, el acetato del 5-ami nopet i |
galactofuranésido. La estrategia de glicosidacion empleada resulté adecuada para la

formaci -n ester eos eV secaplicavhdatambiénlen la siltesis de lob
galactofuranésidos 2 y 3.
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Figura 3. 9. Espectros de RMN 1H de 1 antes (arriba, 300 MHz, D20) y después (abajo,
400 MHz, D20) del intercambio iénico.

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

manopiranosa 7 necesario para la sintesis de ambos glicésidos.

3.6. Sintesis del precursor de D-Manp, alil 4,6-O-bencilidén -U-D-
manopirandsido ( 7)

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

procedimiento en dos pasos reportado por Ali A. et al. (Esquema 3.8).12%°

Ph

AIIOH HO— HO PhCH(OMe),, HO o
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
piranésica y furandsica, respectivamente. Mediante la purificacién por columna se aislo el
compuesto 13 con 36% de rendimiento (Fila A, Tabla 3.1). Luego, el producto puro se
trat - -dimetoxitbluend en presencia de acido camforsulfénico y, por purificacion en

columna del crudo de reaccidn, 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-U-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 y asi abastecer las multiples rutas en las que intervenia, se encar6 un estudio de
optimizacion 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 €j. alcohol alilico) y operaciones de
purificacibn que demandaban mucho tiempo y recursos (por ej. la columna
cromatogréfica). En la Tabla 3.1 y la Tabla 3.2 se muestran los resultados de las
condiciones ensayadas para la sintesis de 13y 7, respectivamente, en comparacion con

Y

lo reportado en bibliografia( i Re f 0)

Tabla 3. 1. Condiciones de sintesis de 13 ensayadas (A-F)2 vs. Ref.[259

(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

@ En todos los casos la temperatura de reaccion fue de 70-80 °C, se utilizaron 0,07 equiv. de BF3.OEtz,

y la reaccién se corté cuando se observé desaparicion de la D-Man por ccd. ® mmol de D-manosa.
¢Volumen de alcohol alilico/(mmol de D-Man). ¢ Relacién entre las formas pirandsica (p) vs.
furanosica (f) de 13, determinada por integraciondelosH-1 de | as piranosas (
de Il as furanosas (U 5, IHidel prodbecto@riddo. s Pimdatose eh renglimien M N
reportado es de 80%. n.d.=no determinado.

En primer lugar, para favorecer la conversion al glicésido pirandsico 13,
termodindmicamente més 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 pirandésico (Fila B, Tabla 3.1), por lo que se estableci6 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 proporcion piranosa/furanosa (p/f), se decidid 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
desarrolld un método de sintesis a partir de glicerol y acido férmico, adaptando
procedimientos reportados previamente por distintos autores.[?6%'262 |_a reaccion rindio 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: alimina, tamices moleculares de 3 A y sales anhidras de CaSOs,
Na,SOsy MgSO.. 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 permitio 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 glicosidacion 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
encaré 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 formacion del
subproducto 14 (Filas A-D, Tabla 3.2). A continuacién, se realizaron pruebas para evaluar

si era factible eliminar la purificacion 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 formaciéon de 14, en los ensayos subsiguientes se disminuyd la
temperatura de reaccién a 0 °C y se realiz6 un agregado lento del acetal. En estas
condiciones, se evalu6 el efecto de la cantidad de equivalentes iniciales de
U , -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 solubiliz6 de forma completa en la mezcla de
reaccion a 0 °C, por lo que fue necesario continuar la reaccién a temperatura ambiente.
En estas condiciones, 7 se aisl6 con 38% de rendimiento a partir de D-Man, lo que resultd

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 optimizacién 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 integraciondelH-1de7( G 4, 8 7

de los CHPh de los diasterémerosde 14 (G4 5, 64 y 5, 5 2 'Hodpl prpductorcrude.l? EIR D
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 disminuy6 aproximadamente un 25% el volumen de alcohol alilico
utilizado, se elimin6 una purificaciéon cromatografica y se duplicé el rendimiento global de
sintesis. El procedimiento optimizado permitié obtener, a partir de D-Man, alil 4,6-O-
bencilidén-U-D-manopiranésido (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 -a mi n o p e-glitosido déJ D-Galf-b-(1A 3)-D-Manp
2
3.7.1. Glicosidacion. Obtencion de all 2,3,5,6 -tetra-O-benzoil -b-D-
galactofuranosil -( 1 Y-&,5-O-bencilidén -U-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.’?*
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 reaccion se completd rapidamente y rindié como Unico producto un compuesto
cuyos datos espectroscépicos fueron coincidentes con los reportados para 15.%4°1 En la
zona anomérica del espectro de RMN *C (Figura 3.10) se observaron sefiales a U 102,6
ppm y 99,4 ppm, correspondientes a los centros anoméricos de b-D-Galf y U-D-Manp,

respectivamente, y una sefial a 102,2 ppm correspondiente al grupo bencilidén. En el

espectro de RMN H (Figura 3.11) de 15 la sefialdelH-1 6 s e i d e rumsSinfulet -

ancho (3Ji12 <1 Hz) a 5,44 ppm, confirmando la formacién del enlace glicosidico b entre
las unidades. Por ultimo, la unién regioselectiva de los fragmentos a favor del enlace
(1Y 3) se confirmo por aparicion en el espectro *H-13C HMBC de una correlacion entre el

C-1 de D-Galf y la sefial correspondiente al H-3 de D-Manp a U 4,32 ppm.
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Figura 3. 10. Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCls) 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 Y-&,5-O-bencilidén -U-D-manopiranos a
En vistas de obtener el donor de glicosilo adecuado para la reaccién con el amino

linker, se procedié con la benzoilacion 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 protonico de 16 (Figura 3.12) se
observo el corrimiento de laresonanciadelH-2en~1, 5 ppm hacia campos m§
5,65 ppm) respecto de 15, por efecto desprotector del nuevo grupo éster incorporado en
esa posicion. Asimismo, en el espectro de 1°C se registré la aparicion de una nueva sefial

en |la zona de carbonilos (entre U 164 .y 166 pp
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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 remocién 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.[259:2641 266]
Sin embargo, en trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, cuando estas
condiciones se aplicaron sobre alil glicésidos de estructura similar a 16, la reaccion rindié
cantidades apreciables (hasta un 50%) de un subproducto identificado como el acetonil
glicésido. Esta reaccién secundaria, conocida como oxidacién de Wacker, ya habia sido
observada por otros autores,?542671 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 decidi6 aplicar
un método alternativo empleando tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) como catalizador
(Esquema 3.11).12671 2691 Esta reaccion rindié el hemiacetal 17 con 92% de rendimiento, sin

indicios de formacién del acetonil glicésido como subproducto.
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OBz

T TR
(e} m 0 (0] OH

OBz OBz

o\/\ Pd(AcO),, PPh; MeOH (anh.)
OB ), ta. OBz
OBz z " Et,NH, CH,Cl, (anh.), t.a., Ar OBz .
OBz (92%) OBz

(rel. o/ 5:1)
Esquema 3. 11

El espectro RMN *H del producto evidencié la obtencion de una mezcla de anémeros.

EIH-1 del compuesto mayoritario resonaba-la campo
del minoritario (5,04 ppm), lo que era consistente con la obtencion de una mezcla de
hemiacetales en relacion U/ £5:1.27% Asimismo, se observo la desaparicion de las
sefales asociadas al grupo alilo y | a aparici
al proton del OH anomérico, confirmando la desproteccion del C-1 de 16.
Habiendo aislado el disacarido 17, la posicibn anomérica se activo por tratamiento
con tricloroacetonitrilo en presencia de DBU para dar 18 con 77% de rendimiento
(Esquema 3.12).
OBz OBz
ol ok
O _o OH Cl;CCN, DBU 0
0Bz _ OBz
> O._CCls
OBz CH,Cl, (anh.), 0 °C, Ar OB m
OBz (77%) OBz
OBz 17 OBz 18
Esquema 3. 12
El andlisis por RMN H confirmé la obtencién del producto deseado 18 por presencia

de un singulete a a 8, 77 ppm, sefal di agn-
tricloroacetimi dat o. Asi mi s mo, a U-l&eomdBn ppm se

doblete de 3J;, = 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. Obtencién de N-(bencil)benciloxicarbonil -5-
aminopen til 2,3,5,6-tetra -O-benzoil -b-D-galactofuranosil -( 1 Y -&,5-O-
bencilidén -2-O-benzoil -U-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 glicésido 11. Dado que se trataba de una reaccion rapida se decidid

disminuir la temperatura a -40 °C para evitar reacciones secundarias indeseadas.
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Esquema 3.13

Una vez iniciada la reaccién, a los 5 minutos se observo por ccd la conversion del
compuesto de partida a una mancha principal, que se aisl6 por cromatografia en columna
(tolueno/AcOEt) y se caracterizdé 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 unién de los
fragmentos se evidenci6 por la presencia de las sefales del amino linker, distorsionadas
por la presencia de rotdmeros, y en el corrimiento >1,5 ppm de la resonancia del H-1 hacia
campos mas altos ( ©&4,92 ppm) respecto del imidato 18.

\5.386

Figura 3. 13. Espectro RMN H (300 MHz, CDClIz) de 19.

Para verificar la estereoquimica del nuevo enlace glicosidico se realizé un
experimento de RMN *3C acoplado a *H. El C-1 se identificé como un doblete de constante
de acoplamiento YJcyde 171 Hz, <car act er-12ttansta?? d&sde
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 13C (75 MHz, CDCIs) de 19.

Habiendo confirmado la obtencién de 19, la reaccion se escald 26 veces para obtener
mas masa del glicdsido y continuar con la sintesis de 2. El andlisis por RMN *H del
producto aislado por cromatografia en columna (tolueno/AcOEt) reveld que, a diferencia
del ensayo anterior, la reaccion habia rendido una mezcla compuesta por el producto
deseado y un subproducto en proporcién ~7:3. La purificacion cromatografica utilizando
un sistema de solventes de elucién alternativo (hexano/AcOEt) permitio aislar algunos
miligramos del subproducto y posibilité 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 anomeérica 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, CDCIs) del subproducto 20.

Al comparar los espectros proténicos 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 desplazé ~1 ppm hacia campos mas altos, lo cual apuntaba
a la ausencia del grupo protector en esta posicion. En segundo lugar, el desplazamiento
quimicodelH-5de 20 seregistrball 3, 44 pamor c ar amatésdogssglin
las observaciones de D. Crich y S. Sun.?"l 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-b e n ¢ i |-maddBidos

aparece tipicamente como un multiplete aislado del resto de las sefiales sacaridicas, entre

a 33,34 ppm, mi entras qealél-5aepareccascampmer m§s Ubaj os

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

A partir de la informacién espectroscépica, se dedujo que el subproducto de
glicosidacion era el N-(bencil)benciloxicarbonil-5-aminopentil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil-b-D-
galactofuranosil-( 1 Y -&,5-O-bencilidén-b-D-manopiranésido (20), esto es, el analogo de

19de conf i gl2cs)xcon-OR-2 lbre.(

Ph
Ph5Q o -
O 6&/0\/\/\/'\‘7]/0\/%

OBz

OBz
OBz

OBz 20
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Figura 3. 16. Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCIs) del subproducto 20.

Si bien la sintesis de manoésidos 1,2-cis es un desafio, diversos autores demostraron
que | o s-mafdsidos pueden obtenerse utilizando donores con grupo 4,6-O-
bencilidén,?71:2737279] incluso cuando se emplean glicosil tricloroacetimidatos y TMSOTf
como promotor.7® 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 obtencién inesperada del b-mandsido 20
fue consecuencia de la hidrélisis del grupo participante del imidato 18 en el medio de

reaccién, 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 glicosidaciéon no pudo ser aislado con buen
rendimiento, observandose descomposicion, ya sea en el medio de reaccion (cuando se
utilizo el andlogo benzoilado) o durante la purificacion cromatografica (cuando se emple6
el derivado acetilado). Ante estos resultados, se opté por dirigir los esfuerzos a buscar

condiciones de glicosidacion que evitaran la hidroélisis 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 reaccion (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 Ay B corresponden a los ensayos descriptos al inicio de esta seccion.

Tabla 3. 3. Ensayos de glicosidacion 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. ® umol de 18. ¢ Relacion determinada por
integracion delH-1de19( U0 4, 92 ppm) y de un2(8e%alF3dpaoh-
1H 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 estd reportada la hidrélisis de ésteres catalizada por tamices
moleculares,?’"2"8 en primer lugar, se evalué 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
hidrdlisis del imidato 18 (hemiacetal 17), en una relacion aproximada 17/19 de 1:1. Se
concluyd, entonces, gue los tamices eran necesarios para evitar la degradaciéon del donor
(Fila C, Tabla 3.3).

A continuacion, se estudié 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 Dy 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 evaluo el uso de BFs.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

9:
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crudo con una elevada proporcion de subproducto (19/20, 85:15), por lo que se descartd
el reemplazo del &cido de Lewis.

Alternativamente, se realizé una prueba con TMSOTf a menor temperatura (entre -65
y -70 °C) para estudiar si una disminucién de la velocidad de la reaccién permitia controlar
la formacion de 20. Sin embargo, esta condicién 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 6ptimas 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 e | -

mandsido 19, precursor protegido del glicésido 2 deseado.

3.7.4. Desproteccion. Obtencibn de  5-aminopenti | -D-dmlactofuranosil -
( 1 Y-8-p-manopiranosido  (2)

Habiendo obtenido el glicésido 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 tratd6 con hidroxido de sodio en metanol para
remover los grupos ésteres (Esquema 3.14). El andlisis por RMN del producto aislado
resultd consistente con la obtencién de 21. En particular, en el espectro de RMN de *C
se observo la desaparicion de las sefiales de carbonilo asociadas a los benzoilos,

confirmando la hidrdlisis total de estos grupos protectores.

P N0 PR Ho— PH
o ° . 0._O._Ph o Mo -
& > N H, (45 psi), 10% PAIC (on

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

21
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 (29

con 76% de rendimiento (Esquema 3.15). En los espectros de RMN del producto (Figura

9,;
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3.17 y Figura 3.18), se registré la desaparicion de las sefales 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 reaccion habia sido completa.

Asi mi s mo, en |l a zona alif8tica de | os espectros
(RMNIH) 'y U 24, 0¥C)p qaracte(isRdstsNdel metilo del grupo acetato, lo que

confirmd que el compuesto aislado correspondia al acetato del producto deseado 2, tal

como se habia observado durante la sintesis de 1.

g g

. . . . . . . . .
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, D20O) de 2 6
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—100.09
65
41
37
66
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61
40.00
2860
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_-23.95
\-23.05

83.58
81.96
—77.65
—76.19
73.34
71.41
65.66
63.43

Ho— ©OH
HO -0
&> *
T 0. 2~ __NH,HOAc
C-2. C-3 \a/\c/\e/
C-4 1, c3 C5cs onH
OH 2
8 &2 80 78 76 74 72 70 68 6 64 62 Cb
C-c
C-d

T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110

. . .
100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

Figura 3. 18. Espectro de RMN 13C (101 MHz, D-O) de 2 6

De esta forma, se concluyé la sintesis y caracterizacién del disacarido 2. El paso
clave y méas desafiante de esta ruta sintética fue la glicosidacién entre el imidato de
D-Galf-b-(1A 3)-D-Manp (18) y el amino linker 8, en el cual se registrd la formaciéon de un
subproducto como consecuencia de la hidrdlisis del benzoilo en C-2 de 18. Mediante la
aplicacion de distintas modificaciones al protocolo de glicosidacion, se identificaron
aguellas condi ci ones que permitieron obtener

producto.

3.8. Sintesis del 5 -a mi n o p e-glitosido del D-Galf-b-(1A 3)-D-Manp-
U-(1A 3)-D-Manp (3)

3.8.1. Glicosi dacion. Obtencion de a lil 2,3,5,6-tetra-O-benzoil -b-D-
galactofuranosil -( 1 Y-&,5-O-bencilidén -2-O-benzoil -U-D-manopiranosil -
( 1 Y-3,5-O-bencilidén -2-O-benzoil -U-D-manopiranésido (23)

Para obtener el esqueleto sacaridico del compuesto 3, era necesario acoplar el
i mi dat @©-Gaf€lA 3)-D-Manp 18 con el alil manésido 7. La sintesis de ambos
fragmentos fue descripta anteriormente para la obtencién del disacérido 2.

La glicosidacion de 7 con 18 se llevé a cabo utilizando TMSOTf como promotor y

diclorometano como solvente (Esquema 3.16). El andlisis por RMN del producto crudo de

la reaccion revel6 que el compuesto mayoritario (> 75%) era el trisacarido deseado 22.

el



Resultados y discusion

OB.

Ph/%%.& Ph/v ‘OZPh

O 0o HO TMSOT( (cat.)
0Bz O ca Ph/%o -0 CHzClz (anh ) OBZ

T 3 + HO
OBz NH O~ 40 C MS 4A OBz
OBz
OBz 18 7

BzCl, R=H; 22 \
CsHsN (anh.)
0°Cata., Ar

R=Bz; 23 (Rto.,dos pasos=83%)
Esquema 3. 16

En la zona anomérica del espectro de *C (Figura 3.19) se registré la sefial
caracteristica del C-1de b-gal act of uranosa a 4 102,8 ppm, j uni
anoméricas de los dos residuos de UD-Mana 99,8 (C-1 6 ) y -B Ppm7confir@ando
la incorporacion del nuevo residuo de U-D-Man a la molécula. En esa misma region se
identificaron las sefiales correspondientes a los C acetdlicos de los grupos bencilidén
protectores, a i 101,9 y 101,3 ppm. En el espectro *H-3C HMBC de 22 se observé una
correlacionentreelC-3 del resi duo de manos a-ltdelamanosaal (U0 73,
i nt er 52 ppMm)j consistente con la formacién de la union glicosidica (1A 3) entre
residuos. Asimismo, en el espectro de *C se observaron cinco sefiales correspondientes
a los grupos benzoilo de 22, lo que indicO que estos grupos fueron estables a las

condiciones de reaccion utilizadas.

101.34
99.76

118.13
102.79
101.87
99.71

-

e R e SC R
8 R2R8AY 2 & & © o
¢ gggg L PSR, e
R Lol N o o&gfx
0Bz ;. JRCNSY
COPh Cc-16C-1 OH
OB:
<5 CH2Ph 080 -
— 16 X oB
C-1® Z o1
i
22 \\\\
167 166 165 163 162 161 160

. . . . . . . T . . . . . . . .
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 2¢
f1 (ppm)

Figura 3. 19. Espectro de RMN 13C (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
resonanciaa U 3, 47 ppm cor r eGpmwesante enreltresidua de D-MEN
incorporado en la reaccion.

10.96 b

® |
@ 4104

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
1 (ppm)

Figura 3. 20. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) de 22.

Previo a la activacién 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 traté con cloruro de benzoilo para dar 23 con

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

En el espectrode RMN'H d e | producto se registr
3,47 ppm correspondiente al OH en C-2 de 22, y un corrimiento >1 ppm de la sefial del
H-2 hacia campos mas bajos. Esta informacion, junto con la aparicion de una nueva sefial
de carbonilo en el espectro de RMN *3C, confirmé la incorporacion del grupo benzoilo en
la posicién 2 de la unidad de U-D-Man terminal.

3.8.2. Activacion del centro anomérico de 2,3,5,6-tetra-O-benzoil -b-D-
galactofuranosil -( 1 Y-&5-O-bencilidén -2-O-benzoil -U-D-manopiranosil -
( 1 Y-35-O-bencilidén -2-O-benzoil -U-D-manopiran osa

Para la activacion del centro anomérico del nuevo trisacarido 23 se procedi6 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 cromatogréfica, se obtuvo la
mezcla de hemiacetales 24 con muy buen rendimiento (84%, Esquema 3.17).

Ph/v O%th Ph/v O(B)z
o Pd(AcO), PPhs o Ph
OBz MeOH ( anh) Et,NH OBz
CH,ClI, (anh.),
OBz 2~72 B
OBz ta., Ar oS
OBz (84%) OBz
CI3;CCN, DBU RI H/ 247'1
CH,Cl, (anh.), (rel. a/p ~7:1)
0°C, Ar
(83%) R=C(NH)CCls; 25
(rel. /B ~10:1)

Esquema 3. 17

El espectro RMN *H del producto evidencio la formacién de la mezcla de anémeros.
EIH-1 del compuesto mayoritario réppomeekklsdH-la campos
del minoritario (~5 ppm), lo que era consistente con la obtencién de una mezcla de
hemi ac et art1&9 Esb fedultado coincide con lo esperado, ya que el compuesto

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

Luego, el trisacéarido 24 con el extremo reductor libre, se activo con tricloroacetonitrilo
y DBU (Esquema 3.17). El espectro de RMN *H del producto aislado mostré la sefial
caracter2zstica del grupo NH del tricloroacet i mi
H-1 que aparec?2a a U 6,46 ppm, por efecto despro
posicién. Estas observaciones confirmaron la obtencion del tricloroacetimidato 25, que se

aislé con 83% de rendimiento.

3.8.3. Glicosidacion. Obtencién de N-(bencil)benciloxicarbonil -5-
aminopent il 2,3,5,6-tetra -O-benzoil -b-D-galactofuranosil -( 1 Y-&,5-O-
bencilidén -2-O-benzoil -U-D-manopiranosil -( 1 Y-&,5-O-bencilidén -2-O-
benzoil -U-D-manopirandsido ( 26)

Habiendo aislado el donor de manosilo 25, se encaré la glicosidacién con el amino
linker 8 utilizando las mejores condiciones encontradas para la sintesis del 5-aminopentil
glicosido 19 (Fila H, Tabla 3.3, Pagina 78). Entonces, se realiz6 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 reaccién se escalé a 0,4 mmol de imidato 25 (2,5 veces), pero el andlisis por
RMN *H del producto crudo evidencié 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 estudio esta reaccion variando el solvente

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

Tabla 3.4. Ensayos de glicosidacion 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. ® umol de 25. ¢ Relacion determinada por
integracion de las sefialesde H-1de26 (U 4, 93 MHEM)H-lyb ddg & 5, 61 vy
en el RMN *H del producto crudo. ¢ Se observa un subproducto sacaridico no identificado en relacion
0,6:1 (RMN *H) respecto de 26.

m

Para evitar la hidrolisis del imidato de partida, se realiz6 un nuevo experimento
extremando las medidas para disminuir el contenido de agua de los reactivos, pero ain
asi se obtuvo 24 como producto mayoritario (Fila C, Tabla 3.4). El uso de BF;.OEt, como
promotor tampoco resulté 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 hidrolisis del imidato de partida (Fila E, Tabla 3.4). La repeticién de este ensayo a
mayor escala (12x) confirmé 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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(e}
Ph" N0 OBz HOWNJ&O/\Ph Ph/v OBz
e}

> oﬁ&h -
OBz 8 OBz

TMSOTY (cat.), MS 4A

OBz OBz
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)
gue 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
gue permita detectar la humedad remanente, lo que podria resultar en un solvente con
mayor contenido de agua. Esta diferencia podria explicar la aparicién del producto de

hidrdlisis al utilizar diclorometano como solvente de glicosidacion.

Una vez optimizada la sintesis, el nuevo 5-aminopentil glicésido 26 se caracteriz6 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 pr oth59,8/50& 1y 6753 p@am, |G que confirmé la incorporacion de este

fragmento a la molécula. Asimismo, en la zona anomérica del espectro se identificaron

las resonancias de los centros anoméricosdel a uni dDaGhlfad el blppn2(C-8 6 6

y de las unidades de U-D-Manp a 100,3 ppm (C-1 8y)98,6 ppm (C-1). La estereoquimica

) .

U del nuevo enlace glicos2dico se c¢d\nH-#a m-

HSQC acoplado (Figura 3.22), en el que la sefial de C-1 de 26 mostré un Jyc de 178 Hz,

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

En linea con lo observado en el espectro de RMN 3C, el espectro de RMN H (Figura

3.23) mostro, en la zona anomérica, dos singuletes a 5,37 y 5,34 ppm correspondientes

por

al H-1 de la unidad de U-D-Manp (H-1 6 ) byD-Gale(H-1 6 6 ) , res pkacmposy ament e

mas altos, aparecia el H-1 de 26, como una sefial ancha debido a la presencia de

rotameros. Asi mi s mo, en | a zDh8&ppm) ad idehtiicaronclas sefiales 1 ,

asociadas al amino linker, lo que sumé evidencia a la obtencion del precursor 26.

0
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COPh
X 6 CHPh
I C16 X2 (45 C-1

C-b

C-c
C-g C-d

/ C-e
[ C-h
Figura 3. 21. Espectro de RMN *3C (101 MHz, CDClz) de 26.
c-1 178 Hz
P

Figura 3. 22. Espectro de RMN 'H-13C HSQC acoplado (400 MHz, CDCIs) de 26.
































































































































































































































































































































































































































































































































































