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Síntesis de conjugados de oligosacáridos antigénicos de Trypanosoma cruzi 

orientados al diagnóstico 

 

Trypanosoma cruzi es el agente etiológico de la enfermedad de Chagas, la 

parasitosis humana de mayor prevalencia en América Latina, para la cual no existen 

drogas o vacunas apropiadas. El diagnóstico rutinario de esta enfermedad se basa en 

la detección de anticuerpos contra T. cruzi mediante técnicas serológicas 

convencionales que presentan limitaciones en cuanto a su reproducibilidad, sensibilidad 

y especificidad. Por este motivo, el desarrollo de nuevas herramientas y/o estrategias 

para la optimización del diagnóstico de la infección por T. cruzi, es de gran interés. 

En este trabajo de tesis nos propusimos investigar el desarrollo de nuevas 

herramientas de diagnóstico para la enfermedad de Chagas, basadas en conjugados de 

unidades antigénicas peptídicas y sacarídicas. Los neoglicoconjugados contendrían, por 

un lado, el ep²topo Ŭ-Gal (Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-ɓ-D-GlcNAc), que es la 

estructura antigénica mínima encontrada en las mucinas de tripomastigote de T. cruzi, 

u oligosacáridos estructuralmente relacionados. Por otro lado, incluirían un péptido 

antigénico, con una estructura basada en proteínas asociadas a mucinas de superficie 

del parásito, en estadíos del mamífero. El propósito de esto es incrementar la respuesta 

de ciertos antígenos proteicos, utilizados actualmente como reactivos para el 

serodiagnóstico de la enfermedad de Chagas, de forma tal de generar reactivos 

serológicos mixtos conteniendo simultáneamente ambos epítopos. Esta conjugación 

podría mejorar la inmunodiagnosis.  

En primera instancia se sintetiz· el disac§rido antig®nico Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp, 

que es reconocido por los anticuerpos l²ticos anti Ŭ-galactosilo que se desarrollan en 

sueros de pacientes chagásicos crónicos. La estrategia sintética desarrollada para este 

derivado fue posteriormente aplicada a la s²ntesis del ep²topo Ŭ-Gal. 

En base a nuestro interés en estudiar la interrelación entre la transialidación 

catalizada por trans-sialidasa de T. cruzi, enzima característica del parásito y la 

inmunogenicidad, se sintetiz· el trisac§rido Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-[ɓ-D-Galp-(1Ÿ6)]-ɓ-D-

Galp, que contiene tanto la unidad antig®nica Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp como una ɓ-D-

Galp terminal aceptora de ácido siálico en la reacción de transialidación. 

Por otro lado, se sintetiz· el trisac§rido Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-ɓ-D-Glcp, 

an§logo de Ŭ-Gal con una unidad de Glc en reemplazo de la unidad de GlcNAc. Si bien 

este trisacárido no se encuentra en las mucinas de tripomastigotes, presenta una 

reactividad frente a anticuerpos anti Ŭ-Gal de sueros de pacientes chagásicos similar al 

trisac§rido antig®nico natural Ŭ-Gal, y su síntesis es más sencilla.  

Para Ŭ-Gal se estudiaron diferentes alternativas en varias etapas de la síntesis, 

tendientes a solucionar problemas relacionados con la baja reactividad de donores y 

aceptores derivados de GlcNAc. 

Todos los oligosacáridos se funcionalizaron con el brazo espaciador 6-aminohexilo 

para luego conjugarlos con BSA ó con péptidos antigénicos diseñados especialmente, 

mediante el método del escuarato de dialquilo, obteniéndose así los 

neoglicoconjugados. Estos se ensayaron contra anticuerpos anti Ŭ-Gal purificados y 

sueros de pacientes chagásicos crónicos por técnica de ELISA indirecto. 

 

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, Ŭ-Gal, 

neoglicoconjugados, ELISA.  



 

 



 

 

 

Synthesis of antigenic oligosaccharides conjugates of Trypanosoma cruzi aimed 

at diagnosis 

 

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease, the most prevalent 

human parasitosis in Latin America, for which no vaccines or appropriate drugs are 

available. The routine diagnosis of this disease is based on the detection of antibodies 

against T. cruzi using conventional serological techniques that present limitations in 

terms of their reproducibility, sensitivity and specificity. Therefore, the development of 

new tools and/or strategies for optimization of diagnosis of T. cruzi infection is of great 

interest. 

In this thesis work we plan to develop and evaluate new diagnostic tools for 

Chagas disease, based on neoglycoconjugates containing on the one hand the epitope 

Ŭ-Gal (Ŭ-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-Galp-(1Ÿ4)-GlcNAc), which is the minimum antigenic structure 

found in the mucins of T. cruzi trypomastigote or analogues, and on the other one, an 

antigenic peptide, whose structure is based on parasite mucin-associated surface 

proteins, in mammal stages. The purpose of this is to improve the response of certain 

protein antigens, currently used as reagents for the serodiagnosis of Chagas disease, 

with the aim of generating mixed serological reagents containing both epitopes 

simultaneously. This conjugation could improve the immunodiagnosis. 

First, the antigenic disaccharide Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp was synthesized, 

which is recognized by lytic anti-Ŭ-galactosyl antibodies developed in sera from chronic 

chagasic patients. The synthetic strategy used for this derivative was subsequently 

applied to the synthesis of the Ŭ-Gal epitope. 

Based on our interest in studying the interrelation between the transialidation 

catalyzed by the trans-sialidase of T. cruzi, an enzyme characteristic of the parasite, and 

the immunogenicity, the trisaccharide Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-[ɓ-D-Galp-(1Ÿ6)]-D-Galp was 

synthesized, which contains both, the antigenic unit Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-D-Galp and a 

terminal ɓ-D-Galp unit as sialic acid acceptor in the trans-sialidase reaction. 

On the other hand, the trisaccharide Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-ɓ-D-Glcp 

analog of Ŭ-Gal was synthesized, with a glucose unit instead of that of GlcNAc. Although 

this trisaccharide is not found in trypomastigote mucins, its reactivity against anti-Ŭ-Gal 

antibodies in sera from chagasic patients is comparable to the natural antigenic Ŭ-Gal 

trisaccharide and it is simpler to synthesize.  

For the synthesis of Ŭ-Gal, different alternatives aimed at solving problems 

related to the low reactivity of GlcNAc derivatives as donor or acceptor were analyzed. 

All the oligosaccharides were functionalized with the 6-aminohexyl spacer and 

then conjugated with BSA or specially designed antigenic peptides, by the dialkyl 

squarate method, obtaining the neoglycoconjugates. These were tested against purified 

antibodies anti Ŭ-Gal and sera from chagasic patients by indirect ELISA techniques. 

 

 

 

Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, Ŭ-Gal, neoglycoconjugates, ELISA.
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ABREVIATURAS 

[Ŭ]D poder rotatorio 

ȹd diferencia de desplazamiento químico 

d desplazamiento químico 

Å Angstrom/s 

AgOTf trifluorometanosulfonato de plata 

anh. anhidro 

ax axial 

Bn bencilo 

Br bromuro 

Bz benzoílo 

cat. catalítico 

CbzCl                      cloruro de carbobenzoxilo 

ccd                          cromatografía en cada delgada 

COSY espectro de correlación homonuclear 1H-1H 

d doblete 

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

dd doble doblete  

DMF N,N-dimetilformamida  

DMSO dimetilsulfóxido 

dt doble triplete 

DTT                         ditiotreitol 

ec ecuatorial 

equiv. equivalente/s 

ESI ionización por electrospray  

GP grupo protector 

GS grupo saliente 

HAI                          hemaglutinación indirecta 

HMBC espectro de correlación heteronuclear 1H-13C a múltiples enlaces 

HSQC espectro de correlación heteronuclear 1H-13C a un enlace 

HRP                         Peroxidasa de rábano  



Hz                            hercio/s 

IFI                           inmunofluorescencia indirecta 

J constante de acoplamiento espín-espín 

lit. literatura 

M molar 

m multiplete 

MHz megahercios 

mmol milimol/es 

MS tamices moleculares 

m/z relación masa carga 

NIS N-iodosuccinimida 

PhTh ftalimida 

ppm partes por millón 

Rf relación de frentes 

RMN resonancia magnética nuclear 

s singulete  

SDS                         dodecilsulfato sódico 

ss solución saturada 

t triplete 

T-PBS                     buffer fosfato salino 

TMB                        3,3ǋ, 5,5' tetrametilbencidina 

Tween 20               polisorbato 20 

ta temperatura ambiente 

TBAF floruro de tetrabutilamonio  

TBDPS t-butildifenilsililo 

td triple doblete 

TfOH ácido trifluorometansulfónico 

THF tetrahidrofurano 

TMSOTf triflato de trimetilsililo 
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1.1.  Enfermedad de Chagas 

 

El Trypanosoma cruzi es un parásito protozoo heteroxeno flagelado, de la familia 

Trypanosomatidae, género trypanosoma.1 Es el agente etiológico de la enfermedad de 

Chagas, endémica en 21 países de América Latina continental, desde el sur de los 

Estados Unidos hasta el norte de Argentina y Chile.2 

La enfermedad de Chagas persiste como una de las enfermedades más importantes 

y, más desatendidas en el mundo.3 Puede transmitirse a través de cinco formas: 

horizontal (vectorial), vertical, por transfusiones sanguíneas o trasplantes de órganos,4 

por vía oral5 o a través de accidentes de laboratorio.6 La transmisión vectorial de la 

enfermedad es la que se produce a través de un vector, en este caso, la vinchuca 

(Triatoma infestans) (Figura 1.1). Ocurre cuando los humanos son picados por insectos 

infectados, que defecan sobre la piel. Cuando el individuo rasca la herida de la picadura, 

las heces de los insectos ingresan al torrente sanguíneo.7 Esta forma de transmisión es 

la más importante en Argentina, y de ella depende el riesgo de otras vías de transmisión, 

como la transfusional y durante el trasplante de órganos. Otra forma de trasmisión 

bastante frecuente es la vertical o congénita, aquella en la que la madre infecta al feto. 

Son menos frecuentes en Argentina la infección por ingesta de alimentos contaminados 

con T. cruzi (vía digestiva) y por accidentes de laboratorio.6  

 

Figura 1.1. Imagen microscópica del parásito Trypanosoma cruzi (A) y fotografía del 

vector Triatoma infestans (B).  

 

Control de la enfermedad 

Los costos de la salud pública para hacer frente a la enfermedad de Chagas crónica 

son enormes, como resultado de la morbilidad, la mortalidad, la hospitalización y el 

tratamiento farmacológico. Actualmente, no existen medicamentos profilácticos, y el 

tratamiento disponible para la infección, aunque puede salvar la vida en la fase aguda 

de la enfermedad, implica una administración prolongada de las drogas, produce efectos 

secundarios, y no garantiza la eliminación del parásito. Por lo tanto, prevenir la 
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transmisión es una excelente inversión para los gobiernos de los países de América 

Latina, donde este protozoo es endémico.8,9   

Por otro lado, la migración legal e ilegal desde los países endémicos de América 

Latina hacia países no endémicos de América del Norte, Europa, Asia y Oceanía, países 

emergentes de Asia y Australia, constituye la internacionalización de la enfermedad de 

Chagas.10,11 Esta ha creado nuevos problemas epidemiológicos, económicos, sociales 

y políticos (Figura 1.2). Entre estos problemas se incluyen los riesgos por transfusión y 

transmisión congénita, así como la necesidad de atención médica de pacientes 

chagásicos y controles adicionales en los bancos de sangre de países con poca 

experiencia en esta enfermedad.12 

A nivel mundial, se estima que entre 6 y 7 millones de personas están infectadas por 

T. cruzi (OMS, 2020) y que alrededor de 120 millones de personas están en riesgo de 

infección. Además, aproximadamente 12.000 muertes al año pueden atribuirse a la 

enfermedad de Chagas.10,13 

 

 

Figura 1.2. Distribución de la enfermedad de Chagas (Adaptado de Liu et al. 2020).8 

 

1.1.1.  Ciclo de vida del T. cruzi 

 

El T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo, siendo un organismo digenético que 

alterna entre dos hospedadores.14 Un huésped es invertebrado (vinchuca), en el que el 

parásito vive en el tracto digestivo, y otro huésped es vertebrado (humano), en el que el 

T. cruzi se encuentra en sangre y diferentes tejidos. Dependiendo del sitio donde resida 

y en el estadío evolutivo en el que se encuentre el T. cruzi (Figura 1.3), tiene la 

capacidad de expresar diferentes antígenos. Para adaptarse a los diferentes 

microambientes internos de los hospedadores, el parásito debe experimentar 
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transformaciones biológicas, que causan cambios estructurales y metabólicos, 

permitiendo la infección (Figura 1.4).1  

 

Figura 1.3. Estadíos evolutivos de T. cruzi. 

 

En el ciclo de vida silvestre el T. cruzi, concentrado en el bulbo rectal situado en la 

parte terminal del tubo digestivo del insecto, ingresa al huésped después de la 

defecación del vector, quedando las heces infectadas sobre la piel o cerca de la 

mucosa.1 La picadura del insecto produce una abrasión en la piel que permite la entrada 

del parásito (A, Figura 1.4). Dentro del huésped, los tripomastigotes invaden a las 

células, donde se diferencian en amastigotes intracelulares (B, Figura 1.4). Los 

amastigotes se multiplican por fisión binaria (C, Figura 1.4), se diferencian en 

tripomastigotes y se liberan a la circulación sanguínea (D, Figura 1.4). Los 

tripomastigotes infectan una gran variedad de tejidos y se transforman en amastigotes 

intracelulares en los nuevos sitios de infección. Las manifestaciones clínicas se 

observan en el estadío infectante de T. cruzi. Los tripomastigotes circulantes en sangre 

no se replican, a diferencia de los tripanosomas africanos. La replicación se reinicia 

cuando el parásito entra a otra célula o es ingerida por otro vector. La vinchuca se infecta 

al alimentarse con la sangre humana o con un animal que contiene parásitos circulantes 

(E, Figura 1.4). Los tripomastigotes ingeridos se transforman en epimastigotes en el 

intestino medio del vector (F, Figura 1.4), se multiplican en el intestino medio (G, Figura 

1.4) y se transforman en tripomastigotes metacíclicos infectantes en su paso por el 

intestino (H, Figura 1.4). 
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Figura 1.4. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi (Adaptado de Liu et al. 2020).8 

 

1.1.2.  Manifestaciones clínicas de la enfermedad de Chagas 

 

La enfermedad de Chagas presenta tres períodos bien definidos: una fase aguda, 

una fase crónica indeterminada o asintomática y una fase crónica determinada o 

sintomática. El período de incubación en la fase aguda es de 4 a 10 días, y de menor 

duración cuando la vía es transfusional o por trasplante de órganos. 

La fase aguda generalmente es asintomática, y más frecuente en personas jóvenes. 

Se evidencia una alta parasitemia, con síntomas y signos transitorios. Este período se 

extiende de 2 a 4 meses. Los pacientes sintomáticos presentan: fiebre, signos clínicos 

de puerta de entrada, edema, hepatomegalia y esplenomegalia. Se acompaña de 

anorexia, fatiga, mialgias, cefalea, entre otras. Los signos de puerta de entrada o 

chagomas de inoculación son lesiones cutáneas, que se observan más frecuentemente 

en la cara y las extremidades. También es característico, aunque menos frecuente, el 

chagoma en la región ocular llamado signo de Romaña-Mazza, que se presenta como 

edema bipalpebral, unilateral, de color rosado violáceo claro, indoloro y duro. En este 

período, comienza a observarse el compromiso cardíaco, característico de la fase 

crónica. Se presenta como una miocarditis que se expresa con taquicardia e hipotensión 

y a veces existe el llamado ñritmo de galopeò. En algunos casos se llega a la insuficiencia 

cardíaca congestiva, con una tasa de mortalidad del 2 al 7%. 
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La enfermedad de Chagas congénita, es producto de la transmisión del parásito 

durante el embarazo, ya sea en la etapa aguda o crónica de la enfermedad. La 

Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que en Latinoamérica existen 2 

millones de mujeres en edad fértil infectadas por T. cruzi, lo que representa el 25% de 

la población infectada. La incidencia de transmisión congénita es del 0,13%, lo que 

representa por lo menos 15.000 casos/año. La trasmisión se puede producir estando la 

madre en cualquier etapa de la infección en el momento de la concepción. La mayoría 

de los recién nacidos (RN) infectados nacen asintomáticos (70% a 80%). El RN puede 

ser prematuro o nacido a término, y pequeño para la edad gestacional, destacando en 

la signología: hepatoesplenomegalia, ictericia, anemia, entre otros. La ausencia de 

síntomas al nacer, no implica ausencia de infección y de manifestación de la enfermedad 

a futuro, por el contrario, ese niño puede presentar, al igual que en el caso de la 

trasmisión vectorial, manifestaciones de la etapa crónica de la enfermedad meses o 

años después. Los niños que nacen infectados tienen una curación cercana al 100%, si 

el tratamiento se realiza dentro del primer año de vida.15  

La fase crónica indeterminada representa un 50% a 70% de todas las personas con 

enfermedad de Chagas. Se caracteriza por la ausencia de síntomas cardíacos, 

digestivos y otros. Los pacientes están infectados (serología y/o parasitemia positiva), 

pero los exámenes de laboratorio rutinarios son normales. Un 30% de estos pacientes 

se mantiene de esta forma durante toda su vida. El resto puede evolucionar a una forma 

crónica determinada durante los siguientes 10-30 años, que se manifiesta 

principalmente como cardiopatía, colopatía y esofagopatía. El compromiso de otros 

órganos tales como estómago, duodeno, vejiga, uréteres y otros, es infrecuente. En esta 

etapa existe una parasitemia baja y fluctuante, con títulos de anticuerpos detectables en 

pacientes inmunocompetentes.16  

 

1.1.3.  Tratamiento de la enfermedad  

 

El tratamiento de la enfermedad de Chagas se basa en 2 medicamentos 

desarrollados hace más de 40 años: el benznidazol y el nifurtimox (Figura 1.5).17 La tasa 

de respuesta terapéutica depende sobre todo de la fase de la enfermedad y de la zona 

geográfica. En la fase aguda ambos medicamentos presentan una tasa de curación 

aceptable: entre el 65 y el 80% de los pacientes se negativiza, llegando a tasas de 

recuperación por encima del 95% en los casos de transmisión congénita tratados 

precozmente. En la fase de infección crónica se logran tasas de curación del 15 al 40%. 

Además de esas bajas tasas de curación, las principales limitaciones que presentan 

estos medicamentos son los efectos secundarios adversos que experimentan los 
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pacientes. La gravedad de esto lleva al abandono del tratamiento en el 6 al 40% de los 

pacientes que reciben nifurtimox y en el 7 al 30% de los que reciben benznidazol. En 

base a su relativa menor toxicidad y a la experiencia acumulada, el benznidazol se 

considera el estándar del tratamiento actual. El espectro de toxicidad del benznidazol 

suele presentar reacciones de hipersensibilidad cutánea, problemas digestivos, 

neurológicos y de carácter general. 

El objetivo del tratamiento, al igual que en otras infecciones, es la eliminación del 

parásito y la resolución de los síntomas. El único criterio aceptado para evaluar la 

curación, es la negativización de las serologías. En pacientes chagásicos crónicos, el 

tiempo necesario para la negativización puede ser de hasta 20 años, dificultando así el 

seguimiento de los pacientes y la evaluación de su curación. 

A pesar de las tasas de curación tan discretas en la fase crónica y del perfil tóxico 

de los medicamentos, las recomendaciones actuales abogan por ofrecer tratamiento a 

todos los pacientes en fase crónica. Esta recomendación se basa fundamentalmente 

en: a) la mejor evolución clínica a largo plazo observada en los pacientes tratados con 

benznidazol tras un seguimiento promedio de alrededor de 10 años y b) en la prevención 

de la miocardiopatía chagásica.18  

 

 

Figura 1.5. Estructuras químicas de benznidazol y nifurtimox. 

 

1.1.4. Diagnóstico de la enfermedad de Chagas  

 

El diagnóstico de la enfermedad de Chagas depende, en gran medida, de la fase de 

la enfermedad en que se encuentre el paciente (Figura 1.6). En la fase aguda y 

congénita el diagnóstico se basa en un examen físico con hallazgos referentes a los 

síndromes de entrada, edema, fiebre, adenopatías, taquicardia, arritmias y signos de 

insuficiencia cardíaca, seguido de la detección del parásito por métodos directos 

(microscopía) en sangre y ocasionalmente en otros fluidos corporales, como el líquido 

cefalorraquídeo.2,19 La respuesta de anticuerpos comienza al final del primer mes 

después de la infección, al tiempo que la cantidad de parásitos circulantes disminuye. 

En la etapa crónica la carga parasitaria es muy baja y la parasitemia en la sangre es 

intermitente y escasa.20 Por ello, el diagnóstico de la enfermedad se basa en técnicas 
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serológicas, que detectan anticuerpos del tipo inmunoglobulina G (IgG) contra T. 

cruzi.2,12 

Figura 1.6. Métodos de diagnóstico de la Enfermedad de Chagas. 

 

1.1.4.1.  Diagnóstico Parasitológico: Fase Aguda 

Se utilizan métodos parasitológicos directos, que basan el diagnóstico en la 

observación microscópica e identificación morfológica de las formas tripomastigotas 

presentes en sangre.  

a) Métodos directos sin concentración de parásitos 

En el examen en fresco, los parásitos se deben buscar en sangre periférica, a través 

del examen microscópico, mediante observación del movimiento del tripomastigotes de 

T. cruzi. Si se visualiza el parásito, se confirma el diagnóstico y no es necesario hacer 

otros exámenes. Otras opciones para el diagnóstico directo son el frotis o la gota gruesa 

a partir de sangre, que posteriormente se tiñen con colorante de Giemsa y se observan 

al microscopio a 400 o 1000 aumentos (Figura 1.7). La forma tripomastigota es 

extracelular mide entre 16-20 µm de largo y suele adoptar forma de C o S (Figura 1.7).21  

 

 

Figura 1.7. Formas tripomastigotes en forma de C (A) y S (B) en un frotis de sangre 

teñido con el colorante de Giemsa. 

 

 

 

Fase Crónica Fase Aguda 
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b) Métodos directos con concentración de parásitos 

Si las formas parasitarias en sangre son escasas y difíciles de visualizar, se pueden 

utilizar técnicas de concentración para poder observarlas. Las más utilizadas son el 

microhematocrito y la técnica de Strout. En áreas endémicas la sensibilidad de estos 

dos métodos oscila entre el 85-100%. 

b.1) Microhematocrito 

Esta técnica se utiliza cuando se dispone de poca cantidad de sangre y para el 

diagnóstico de infección congénita. La misma consiste en la recolección de sangre en 

tubos capilares heparinizados o de microhematocrito (de 4 a 6 capilares), centrifugación 

y observación al microscopio de la capa leucocitaria en la que se pueden observar los 

movimientos de los parásitos a 400 aumentos. 

b.2) Prueba de Strout 

El método consiste en concentrar los parásitos a partir de la colecta de sangre sin 

anticoagulante y dejando el tubo a 37 ºC durante dos horas para que se retraiga el 

coágulo. Si existen parásitos, migrarán hacia afuera del coágulo. El suero es transferido 

a otro tubo y tras varios ciclos de centrifugación se observa el sedimento al microscopio 

en fresco o bien después de realizar un frotis y teñirlo con Giemsa. Al igual que para el 

microhematocrito la sangre debe observarse dentro de las 4-8 horas posteriores a su 

extracción.22 

 

1.1.4.2.  Métodos diagnósticos para la fase crónica  

Cuando las parasitemias son bajas e intermitentes, como sucede en la fase crónica, 

se recurre a la detección de la presencia de anticuerpos específicos, o a la multiplicación 

de las pocas formas presentes, o bien a la detección del ADN del parásito mediante 

técnicas de biología molecular.  

 

A. Serología 

Las técnicas de diagnóstico utilizadas en la fase aguda de la enfermedad de Chagas 

son poco sensibles para ser usadas en la fase crónica, dado que en esta fase la 

concentración del parásito en sangre es muy baja. La serología, que se basa en la 

determinación de inmunoglobulinas específicas de la clase G totales (IgG), es un 

método más apropiado para esta fase. Actualmente existen numerosos test serológicos 

que se diferencian entre sí, ya sea por el principio de la técnica o por los antígenos que 

se utilizan. Estos test se pueden clasificar como convencionales o no convencionales. 

Los convencionales utilizan como antígeno la totalidad del parásito, como es el caso de 

la inmunofluorescencia indirecta (IFI), o mezclas de fracciones antigénicas del parásito 

como el método de la hemoaglutinación indirecta (HAI) o los ensayos 
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inmunoenzimáticos (ELISA).12 Generalmente, las pruebas que utilizan antígenos crudos 

o totales presentan más reacciones cruzadas, por lo que la especificidad es menor. Los 

test no convencionales, en cambio, son aquellos que utilizan antígenos purificados, 

recombinantes o péptidos sintéticos, como es el caso de las pruebas rápidas de 

inmunocromátografia.21  

No hay una técnica de referencia para el diagnóstico de la enfermedad de Chagas. 

Si bien la serología puede ser de gran utilidad, muchas veces, no sirve como marcador 

de curación. Algunas técnicas que usan antígenos crudos del parásito, pueden dar 

reacciones cruzadas con otros tripanosomátidos que coexisten en las áreas endémicas. 

Por ello, la OMS desde (2002) recomienda que, al menos, se realicen dos pruebas en 

paralelo que utilicen antígenos o principios diferentes.23 Cuando dos pruebas 

serológicas distintas no son suficientes para confirmar la infección, se recurre a una 

tercera técnica que es la IFI, recomendada debido a su sensibilidad (95%) y 

especificidad (100%).21  

 

B.  Métodos Indirectos y moleculares 

Cuando la parasitemia es baja y el parásito no puede ser detectado por otros 

métodos, se suelen utilizar métodos indirectos y moleculares, en cualquier fase de la 

enfermedad. Habitualmente se emplean 3 métodos: xenodiagnóstico, hemocultivo y 

PCR.  

i) Xenodiagnóstico 

Se basa en la amplificación del parásito dentro de un vector de laboratorio, 

alimentado con sangre del paciente. Se utilizan ninfas de triatominos no infectados y se 

realiza la observación al microscopio del contenido intestinal entre 30 y 45 días después 

de la ingestión. La sensibilidad del método durante la fase crónica puede llegar al 60%.24  

ii) Hemocultivo 

Consiste en cultivar muestras de sangre del paciente. Los cultivos son analizados al 

microscopio luego de 20, 30 y 45 días buscando formas epimastigotes.25 En la fase 

aguda, su sensibilidad puede alcanzar el 100%. Durante la fase crónica, presenta 

niveles de sensibilidad inferiores al xenodiagnóstico, pero permite aislar más fácilmente 

distintas cepas del parásito. 

 

El aislamiento del parásito mediante xenodiagnóstico y hemocultivo, además de 

confirmar la infección es de utilidad para la determinación de las cepas y estudios de 

variabilidad genética entre poblaciones del parásito. 

Los métodos indirectos parasitológicos son menos sensibles que los otros métodos 

(método directo en la fase aguda y serológico en la infección). El material necesario para 
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realizar estos exámenes no está disponible comercialmente. Estos estudios requieren 

mucho tiempo y necesitan personal especializado y los resultados se obtienen 1 a 6 

meses después de realizado el examen.22   

 

iii) Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La técnica de PCR permite amplificar y detectar el ADN del parásito presente en una 

muestra, por ejemplo, de sangre, siendo muy sensible y específica.26 Mediante este 

procedimiento se pueden amplificar secuencias del ADN nuclear de T. cruzi o bien 

secuencias de ADN presentes en una estructura extranuclear, llamada cinetoplasto 

(ADNk), la cual está formada por aproximadamente 20000 copias de material genético 

organizado en minicírculos y maxicírculos de ADN, encargados de codificar ARN 

ribosomal y algunas proteínas que participan en la generación de adenosina trifosfato 

(ATP). La porción de ADNk posee mayor sensibilidad que el ADN extranuclear.27  

La PCR ha resultado ser de gran utilidad en la fase aguda de la enfermedad o en la 

reactivación durante la fase crónica, ya que tiene una sensibilidad mayor que las 

técnicas parasitológicas clásicas.28 En esta fase, puede realizarse sobre diferentes tipos 

de muestras: sangre, suero, plasma, líquido cefalorraquídeo y a partir de biopsias de 

tejido cardíaco, o bien de placenta o cordón umbilical, en los casos congénitos. Mientras 

que, en la fase crónica el papel de la PCR está más discutido, ya que solo resulta 

positiva en el 40-70% de los pacientes. Sin embargo, un resultado negativo no excluye 

la infección.29 En esta fase, se puede realizar sobre muestras de sangre, plasma, o capa 

leucocitaria, con una sensibilidad del 50%. 

 La PCR está siendo cada vez más utilizada para monitorizar la eficacia del 

tratamiento y para la evaluación de nuevos tratamientos en ensayos clínicos, ya que la 

positividad de la técnica tras la finalización del tratamiento indicaría un fracaso 

terapéutico.30,28 

 

1.1.5. Interacción Parásito-Hospedero 

 

El parásito tiene la capacidad de expresar diferentes antígenos en las distintas 

etapas de su ciclo de vida,14 causando respuestas variables dentro de los huéspedes. 

El T. cruzi tiene la capacidad de evadir la respuesta inmune. La resistencia a la infección 

podría estar regulada por las características genéticas del huésped, pero la persistencia 

de la infección se debe a factores adicionales que dependen tanto del parásito como del 

huésped. En la mayoría de los casos, la respuesta inmune del huésped no es suficiente 

para erradicarlo. El parásito juega un papel fundamental en la génesis y el desarrollo de 

lesiones en el huésped, induciendo lisis celular, respuesta inflamatoria y fibrosis. La 
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reacción inflamatoria es intensa durante la fase aguda, y disminuye, en la fase crónica 

de la infección. La respuesta inflamatoria inicial es el resultado de la ruptura de las 

células infectadas que liberan una gran cantidad de tripomastigotes proinflamatorios y 

moléculas parasitarias, parásitos muertos, y desechos celulares. Las lesiones celulares 

afectan principalmente a las células musculares (miocitólisis) y a las células nerviosas 

(denervación neuronal autónoma) que producen megaesófago o megacolon. Las 

lesiones cardíacas y digestivas se observan preferentemente en pacientes con pocos 

linfocitos T reguladores (CD4+CD25+h), capaces de limitar los mecanismos citotóxicos 

que dependen de las células T CD8+. Las lesiones cardíacas más frecuentemente 

observadas en pacientes chagásicos crónicos son las fibrosis y la miocardiopatía 

chagásica, de difícil regresión.19 

 

1.2.  Mucinas de T. cruzi 

 

Los carbohidratos son abundantes en las superficies de todas las células y existen 

como poli y oligosacáridos unidos a proteínas y lípidos, denominados glicoconjugados.31 

Los mismos se encuentran involucrados en múltiples fenómenos biológicos, tales como 

el reconocimiento propio y no propio, la infección viral y bacteriana, la 

inmunorregulación, la invasión del cáncer y el desarrollo celular.32 Los glicanos 

expuestos en la superficie de un patógeno constituyen el primer contacto en el encuentro 

con una biomolécula para que se produzca el reconocimiento33 y se desencadene la 

invasión34 (Figura 1.8). A su vez, los carbohidratos de microbios patogénicos pueden 

ser reconocidos por el sistema inmune del huésped e inducir la producción de 

anticuerpos específicos contra esos carbohidratos, cumpliendo funciones 

protectoras.35,36 Esto los hace excelentes candidatos para el desarrollo de vacunas.9,10,31 

Por otro lado, el bloqueo con inhibidores específicos de la interacción azúcar-proteína 

que muchos virus y bacterias utilizan para invadir las células huésped,11,12,31 también es 

un recurso para combatir infecciones.31 

Los glicoconjugados son moléculas formadas por carbohidratos de diferente tamaño 

y complejidad, unidos covalentemente a una entidad no sacarídica, como un lípido, en 

el caso de los lipopolisacáridos y glicolípidos, una proteína, en el caso de glicopéptidos 

y glicoproteínas, o una molécula pequeña, en el caso de los glicósidos. Son moléculas 

biológicamente importantes con funciones muy variadas.37 En las glicoproteínas, los 

carbohidratos se encuentran unidos a las cadenas polipeptídicas a través de dos tipos 

de unión: la O-glicosídica y la N-glicosídica.  
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Figura 1.8. Interacción de glicanos ajenos (por ejemplo, de patogénos) y propios de 

una célula. (Adaptado de Defaus et al. 2014).38 

 

 

Figura 1.9. Uniones O y N-glicosídicas ejemplificadas para GlcNAc. 

 

El proceso de O-glicosilación ocurre en el aparato de Golgi y consiste en la unión 

del glicano a la proteína a través de un enlace entre el grupo OH de un residuo de Ser 

o Thr y el carbono anomérico del extremo reductor del azúcar. En cambio, la unión N-

glicosídica se produce generalmente en el RE y depende de la presencia de la secuencia 

consenso Asn-X-Ser/Thr. El enlace se establece entre el nitrógeno amídico de la cadena 

lateral de los residuos de Asn y el carbono anómerico del azúcar que se une a la cadena 

peptídica39 (Figura 1.9). 

La porción sacarídica de los glicoconjugados en general es compleja y heterogénea, 

y codifica información biológica específica y vital para los eventos de reconocimiento. 

La complejidad se basa en que los oligosacáridos están constituidos por monosacáridos 

diversos, unidos con diferentes regio y estereoquímica, a diferencia de los polisacáridos 

de reserva que generalmente son homopolímeros. La heterogeneidad se refiere a que 

una misma proteína, en un determinado sitio de glicosilación, puede unirse a 
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oligosacáridos con estructuras levemente diferentes. Las variantes de una glicoproteína 

que se diferencian en la parte sacar²dica se denominan ñglicoformasò.40 

En el caso del T. cruzi, la superficie del mismo está cubierta por una gruesa capa de 

glicoconjugados, que varían en las transiciones de los diferentes estadíos del parásito, 

debido a una remodelación de la superficie celular. El componente principal de estos 

glicoconjugados es una familia de prote²nas denominadas originalmente ñtipo mucinasò 

(mucin-like) debido al alto grado de glicosilación, a semejanza con las mucinas de 

superficie de células epiteliales. Actualmente, se las denomina simplemente mucinas. 

Estas glicoproteínas son moléculas polianiónicas altamente glicosiladas 

(aproximadamente 60% de carbohidratos en peso), ricas en residuos de Thr, Ser y Pro, 

con pocos aminoácidos hidrofóbicos, que se anclan a la membrana plasmática a través 

de glicosilfosfatidilinositol (GPI).41,20,14 

Las mucinas de T. cruzi fueron descriptas por primera vez por Alves y Colli en 

epimastigotes no infectivos y se denominaron glicoproteínas A, B y C.42 Actualmente se 

sabe que las mucinas presentan una gran heterogeneidad, y los genes responsables de 

codificarlas se dividen en dos familias principales.43 Por un lado la familia TcSMUG, que 

codifica para glicoproteínas que se expresan en los estadíos presentes en el insecto y 

se divide en dos grupos: TcSMUG S y TcSMUG L. El tipo S corresponde a mucinas de 

35 a 50 kDa, mientras que el tipo L, corresponde a mucinas de alrededor de 35 kDa 

cuyo nivel de expresión varía según las cepas y que contrariamente a las mucinas de 

TcSMUG S, no son aceptoras de ácido siálico.44,45 La otra familia de genes, denominada 

TcMUC, comprende entre 500 y 700 genes, y codifica las proteínas expresadas en 

estadíos correspondientes al ciclo en el mamífero. Estas proteínas contienen regiones 

N- y C-terminales bien conservadas, correspondientes a señales propias del ER y al 

ancla GPI, respectivamente. Esta familia se puede dividir en tres grupos, según su 

estructura: el grupo TcMUC I que posee un dominio central con repeticiones en tándem, 

con secuencias de consenso para los sitios de O-glicosilación y que se expresa más en 

amastigotes. Por otro lado, el grupo TcMUC II, presenta un menor número de 

repeticiones en el dominio central, es rico en residuos de Ser o Thr y se expresa 

mayormente en el estadío tripomastigote sanguíneo.46 Por último el grupo TcMUC III 

involucra únicamente la expresión de una proteína de superficie pequeña, TSSA, (en 

inglés, trypomastigote small surface antigen) se expresa solo en tripomastigotes 

sanguíneos y consiste en polipéptidos cortos que carecen de regiones ricas en Thr47 

(Tabla 1.1).  

Las proteínas del tipo mucinas contienen una gran cantidad de oligosacáridos unidos 

O-glicosídicamente, que son los principales aceptores de ácido siálico (SIA) en la 

superficie del parásito. A diferencia de las mucinas presentes en vertebrados, estos 
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oligosacáridos est§n unidos a la prote²na a trav®s de residuos Ŭ-GlcNAc, en lugar de Ŭ-

GalNAc, y contienen residuos de ɓ-Galp terminales, que sirven como aceptores de SIA. 

La sialilación de las mucinas es promovida por la enzima transialidasa (TcTS) y protege 

al par§sito de la lisis producida por anticuerpos anti Ŭ-Gal del suero de pacientes 

chagásicos, siendo esencial para el proceso de infección del mismo. La composición y 

el tamaño de los oligosacáridos varían según el estadío y la cepa del parásito. 

 

Tabla 1.1. Variación del perfil de mucinas con el ciclo de vida.  

Familia Estadío del Parásito Tipo de Mucina PM mucina 

 
 
TcSMUG 
(Insecto) 
 

 
 
 

TcSMUG S 
(Acepta ácido 
siálico) 

 
35-50 kDa 

TcSMUG L 
(No acepta 
ácido siálico) 

 
35-50 kDa 

 
 
 
TcMUC 
(Mamífero) 
 

 

 
 
TcMUC I 

 
 
60-200 kDa 

 

 
TcMUC II y 
 
TcMUC III (TSSA) 
 

 
60-200 kDa 
 
20 kDa 

 

Las mucinas de T. cruzi se encuentran ancladas a la membrana plasmática a través 

de GPI, y est§n constituidas por una estructura conservada de (Ŭ-D-Manp-(1-2)-Ŭ-D-

Manp(1-2)-Ŭ-D-Manp(1-6)-Ŭ-D-Manp(1-4)-Ŭ-D-GlcN(1-6)-myo-inositol-1-HPO4)-lípido, 

que puede estar modificada por el agregado de sustituyentes fosforilados, como fosfato 

de etanolamina (EtNP) o 2-aminoetilfosfonato (2-AEP), y residuos adicionales de 

carbohidratos (Figura 1.10). EtNP y 2-AEP sirven como punto de unión entre la 

glicoproteína y el GPI.48  La porción lipídica del ancla de GPI de las mucinas difiere 

según el estadío del parásito en el que se expresan, pudiendo estar como ceramida o 

alquilacilglicerol. En las mucinas de formas epimastigote, no infecciosas, el lípido es un 

alquilacilglicerol constituido por ácidos grasos saturados (mayormente C16:0) aunque 

en algunas cepas se ha identificado un liso alquilglicerol.49 En los tripomastigotes 

metacíclicos, el lípido es generalmente una ceramida y en los tripomastigotes 

sanguíneos están compuestos enteramente por estructuras de alquilacilglicerol 

conteniendo frecuentemente ácidos grasos insaturados (C18:1 o C18:2) (Figura 1.10).50  
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Figura 1.10. Representación esquemática de las mucinas GPI de T. cruzi de diferentes 

etapas del ciclo de vida. Sólo se muestran las principales especies de mucinas GPI. eGPI MUC= 

GPI-mucinas de epimastigotes; EtNP/2-AEP= fosfato de etanolamina y ácido aminoetilfosfónico; 

mGPI MUC, mucinas GPI de tripomastigotes metacíclicos; tGPI MUC, GPI-mucinas de 

tripomastigotes derivados de células (de Sores et al. 2012).48 

 

1.2.1. Estructuras de los carbohidratos en las mucinas de T. cruzi  

 

El repertorio de genes de las mucinas de T. cruzi es notable por su complejidad y 

versatilidad. La caracterización de los glicoconjugados de superficie de los diferentes 

estadíos del parasito es importante debido al rol que cumplen en la interacción entre el 

parasito y el hospedador.51 Se han observado variaciones en la estructura de 

carbohidratos de las mucinas en diferentes etapas del parásito,52,20 aunque se encontró 

que tanto los epimastigotes como las formas infecciosas de tripomastigotes tienen un 

número similar de moléculas de mucina por área de superficie.53  

 

1.2.2.  Carbohidratos en las mucinas de la forma epimastigote 
 

Los trabajos de determinación estructural de los hidratos de carbono presentes en 

las mucinas han demostrado que, para un mismo estadío del parásito, existen 

diferencias en la composición de los O-oligosacáridos, dependiendo de la cepa que se 

analice. A partir de un primer estudio realizado sobre una mucina de 38/43 kDa51,54 

aislada de epimastigotes de la cepa G (antiguamente perteneciente al linaje I, y ahora 

reclasificada como DTU I)55 distintos grupos realizaron el mismo análisis, pero en otras 

cepas. La comparación de los datos estructurales sobre las mucinas analizadas, mostró 

que los oligosacáridos unidos O-glicosídicamente pueden derivarse de dos núcleos o 

ñcoresò, dependiendo de la cepa. Un n¼cleo de ɓ-Galp-(1Ÿ4)-GlcNAc, llamado ñcore 1ò 
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(Tabla 1.2)56 y otro de ɓ-Galf-(1Ÿ4)-GlcNAc, llamado ñcore 2ò (Tabla 1.3).51 Por 

elongación y/o ramificación con galactosas en forma piranósica o furanósica se forman 

los oligosacáridos mayores, contribuyendo a la micro heterogeneidad de las mucinas.57 

En los glicanos que derivan del ñcore 1ò, entre los que se encuentran los presentes en 

las mucinas de la cepa Y (antiguamente perteneciente al linaje II, y ahora reclasificada 

como DTU II)55 cuya transmisión se genera en mamíferos domésticos, solo se encontró 

Gal en configuración piranósica.56 Los oligosac§ridos derivados del ñcore 2ò, en cambio, 

pueden contener tanto Galf como Galp. El ñcore 2ò se encuentra en mucinas de cepas 

pertenecientes a DTU I, de origen selvático, tales como la cepa G ya mencionada, la 

cepa colombiana,58 DM28 C 59 y la cepa Silvio X10/1.60 En cepas clasificadas como DTU 

VI, considerado un linaje híbrido,61 los resultados fueron variables. Mientras que en 

Tulahuen se encontraron oligosacáridos derivados de ambos cores,62 en clones de CL 

se encontr· s·lo el ñcore 1ò y sus oligosac§ridos solo contienen unidades Galp.63,64,65  

Los pasos biosintéticos para la incorporación de Galf en algunas mucinas, merecen 

investigaciones adicionales ya que Galf es un epítope antigénico,66 que no está presente 

en el huésped mamífero. Aunque la galactosa es componente de todos los 

oligosacáridos de mucinas, el transportador de hexosa de superficie expresado por T. 

cruzi no puede transportar galactosa. Entonces, el parásito no incorpora Gal del medio 

extracelular, sino que transforma la glucosa incorporada, a través del correspondiente 

nucleótido, en el nucleótido donor de galactosa. La enzima responsable de esto es la 

UDP-Glc 4ô-epimerasa, que junto con la UDP-Galp mutasa, identificada en T. cruzi,67 

proporcionan las unidades de UDP-Galp y UDP-Galf necesarias para la construcción de 

los glicoconjugados del parásito. La UDP-Glc 4ô-epimerasa de T. cruzi está codificada 

por el gen Tc GALE.68 En un estudio realizado en células de T. cruzi se observó que al 

disminuir el suministro de UDP-Galp, la incorporación de Galp en las mucinas se vio 

más afectada que la biosíntesis de los GIPL que contienen Galf, sugiriendo que juegan 

un papel importante para la supervivencia del parásito. La enzima que transfiere la 

GlcNAc desde la UDP-GlcNAc ha sido caracterizada, pero aún no se han estudiado las 

glicosiltransferasas que introducen los monosacáridos (Galp y Galf) que forman las 

cadenas O-glicosídicas en las mucinas. Es de destacar que en las mucinas de algunas 

cepas se encontraron cantidades significativas de GlcNAc no sustituida. Los 

oligosacáridos que contienen Galf (Tabla 1.3) fueron sintetizados 

químicamente69,70,71,72,73,74,75 y se utilizaron para estudios de adhesión del parásito a 

tejidos del insecto.45  

Los oligosacáridos de mucinas de tripomastigotes metacíclicos, aisladas a partir de 

cultivos de parásitos de la cepa G (estadío presente en el insecto), presentan las mismas 
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estructuras con Galf que las mucinas de formas epimastigote y solo se diferencian en la 

estructura del lípido presente en el ancla de GPI.54  

 

Tabla 1.2. Oligosacáridos unidos O-glicos²dicamente derivados del ñCore 1ò, en las mucinas de 

T. cruzi. (Adaptado de Giorgi y Lederkremer 2020).55 

Estructura Cepa (Ref) 

 

 

Y56  

CL Brener63,64  
Tulahuen62  
CL 1465  

  
 
Y56  

CL Brener63,64  

 

 

 

 

 
Y56  

CL Brener64  

 

 

 

 

 
 
CL Brener64  

 

  
CL Brener64  

  
 
CL Brener64  

  
 
CL Brener64  
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Tabla 1.3. Oligosacáridos unidos a O-glicosídicamente derivados del ñCore 2ò, en las mucinas 

de T. cruzi.55 

Estructura Cepa (Ref) Síntesis 
Química (Ref)  

 
 

G54,51  

Dm28c59  
Colombiana  

Tulahuen62 

 
 
69 

 
 
 

 
 
Tulahuen62 

 
 
72 

 
 
 

 
 
Tulahuen62  

 
 
72 

 
 
 

G54,51  

Dm28c59  
Colombiana  

Tulahuen62 

 
 
70 

 
 
 

G54,51  

Dm28c59  
Colombiana  

Tulahuen62 

 
 
 
71 

 
 
 

 
G54,51  

Dm28c59  
Colombiana  

Tulahuen62 

 
 
73 

 
 
 

 
 
Tulahuen62 

 
 
 
- 

 
 
 

 
Dm28c59  
  
Tulahuen62 

 
 
74 
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G54,51  

Dm28c59  
Colombiana  

Tulahuen62 

 
75 
 
63 

  
 
Dm28c59  
 

- 

 

1.2.3. Carbohidratos en las mucinas de las formas tripomastigote 

 

En 1991 Almeida y colaboradores comprobaron que los glicanos de mucinas de 

tripomastigotes obtenidos de células infectadas de mamíferos, contenían residuos 

terminales de Ŭ-galactopiranosilo, epitopes reconocidos por anticuerpos líticos 

presentes en pacientes chagásicos crónicos.52 Se encontró que la estructura 

inmunodominante m§s peque¶a unida a la prote²na es el trisac§rido Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-

D-Galp-(1Ÿ4)-D-GlcNAc (Ŭ-Gal, 1), que se obtuvo como el alditol correspondiente por 

reacción de b-eliminación sobre las mucinas aisladas.20 Los oligosacáridos mayores se 

forman por ramificación en el C-6 de la D-GlcNAc con una o más unidades de  b-D-Galp, 

unidad aceptora del ácido siálico de los glicoconjugados del hospedero en la reacción 

de trans-sialilación que tiene lugar en T. cruzi (Tabla 1.2). La sialilación es crucial en la 

patogénesis pues previene la lisis de los tripomastigotes por parte de los anticuerpos 

líticos.53,76,55  Mediante estudios de metilación exhaustiva e hidrólisis se determinó que 

esa b-D-Galp puede estar sustituida por más unidades de b-D-Galp,77 si bien la 

estructura fina de los oligosacáridos mayores aún no fue determinada.  

El anticuerpo anti Ŭ-Gal de enfermos chagásicos es similar, pero no idéntico al bien 

conocido anticuerpo natural presente en los sueros de humanos sanos.78 El ep²topo Ŭ-

Gal (1, Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-D-GlcNAc) se encuentra abundantemente 

distribuido en glicoconjugados de mamíferos no primates, prosimios y monos del nuevo 

mundo. En contraste, el ep²topo Ŭ-Gal no se expresa en glicoconjugados de monos del 

viejo mundo, simios y humanos, pero producen el anticuerpo anti Ŭ-Gal como respuesta 

al carbohidrato antigénico de bacterias que se encuentran comúnmente en el tracto 

intestinal.79 Esta ausencia del ep²topo Ŭ-Gal es el resultado de un evento evolutivo en 

primates ancestrales del viejo mundo que condujo a la inactivación de la 

glicosiltransferasa ɓ-galactosil Ŭ-1ï3-galactosiltransferasa, EC 2.4.1.151 (Ŭ1,3GT), que 

se estima que ocurrió hace menos de 28 millones de años.80 Los anticuerpos anti a-Gal, 
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que constituyen aproximadamente el 1% de las inmunoglobulinas circulantes, son los 

responsables del rechazo de los órganos de xenoinjerto de cerdo en humanos debido a 

la presencia de ep²topos Ŭ-Gal en las células de cerdo. Inducen la destrucción mediada 

por el complemento (inmunidad innata) y por células dependientes de anticuerpos. Este 

inconveniente del xenotrasplante se ha superado mediante la producción de cerdos 

knockout Ŭ1,3GT.79 Como el anti Ŭ-Gal es omnipresente en humanos, el ep²tope Ŭ-Gal 

tiene potencial cl²nico en la producci·n de vacunas que expresan ep²topos Ŭ que pueden 

dirigirse a las células presentadoras de antígeno (APC), aumentando así la 

inmunogenicidad de las vacunas virales y otras vacunas microbianas.81  

Por otro lado, los anti Ŭ-Gal de pacientes con enfermedad de Chagas (Ch anti Ŭ-

Gal), aunque reconocen los ep²topos Ŭ-galactosilo de las glicoproteínas,82,83 se unen 

con mucha mayor afinidad a las cadenas de oligosacáridos de mucinas de 

tripomastigotes.77,5,82,84 Los anticuerpos anti Ŭ-Gal chagásicos aglutinan y destruyen los 

tripomastigotes derivados de células de mamíferos de una manera independiente del 

complemento.77,52 

Es de señalar que la diferencia más importante entre los O-oligosacáridos de las 

mucinas de los estadíos del insecto y del mamífero es la presencia en estos últimos de 

la estructura m²nima de reconocimiento Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp, altamente 

inmunógenica. Este epitope es el objetivo de los anticuerpos líticos anti Ŭ-Gal que se 

desarrollan en sueros de pacientes chagásicos crónicos.43  

 

1.3. Neoglicoconjugados 

 

Las estructuras de los glicoconjugado naturales son a menudo muy complejas y sus 

intrincadas vías biosintéticas dificultan la sobreexpresión. Esto hace que el aislamiento 

de compuestos puros y estructuralmente definidos a partir de fuentes naturales sea muy 

difícil. Por este motivo, para disponer de los glicoconjugados necesarios para abordar 

los interrogantes que plantea la glicobiología y desarrollar los estudios necesarios, la 

síntesis química de los glicoconjugados es una alternativa conveniente. Dicha síntesis 

se desarrolla evitando la microheterogeneidad, con una estructura definida de la porción 

sacarídica. Para estos glicoconjugados, con la estructura sacarídica definida, es que 

inicialmente se acuñó el término neoglicoconjugados. Luego, la acepción del término se 

extendió a análogos de los glicoconjugados naturales con modificaciones estructurales. 

Los métodos sintéticos permiten preparar análogos con diversas variaciones 

estructurales, tanto en la porción sacarídica como en la parte complementaria. Estos 

análogos permiten mejorar la comprensión de numerosos procesos bioquímicos, como 

así también el desarrollo de herramientas glicobiológicas. El desarrollo de 
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glicomiméticos85,86 de microarreglos de carbohidratos,87,88 el aprovechamiento de 

fenómeno de multivalencia,89,90 el desarrollo de sondas luminiscentes,91,92 son algunas 

de las posibilidades a las que da a lugar la síntesis de neoglicoconjugados.  

En el caso del epítopo Ŭ-Gal, se sintetizaron químicamente varios 

neoglicoconjugados conteniéndolo y se evaluaron como herramientas de diagnóstico y 

como candidatos a vacunas.5,93  Recientemente el grupo de Almeida investigó la eficacia 

del glicotopo inmunodominante de T. cruzi Ŭ-Gal, unido covalentemente a una proteína 

transportadora (albúmina de suero humano, HSA), como glicoconjugado candidato a 

una vacuna profiláctica en un modelo murino que se encontraba en una fase aguda de 

la enfermedad de Chagas. Los resultados demostraron que la ñglicovacunaò era 

bastante eficaz en la reducción de los parásitos en diferentes órganos, en la fase aguda 

de la enfermedad.94  

Una etapa estratégica en la síntesis de glicoconjugados es la formación del enlace 

glicosídico para conectar covalentemente la molécula de azúcar a otra entidad, que 

puede ser otro azúcar, un oligopéptido, una proteína,95 o un lípido.96 Se desarrollaron 

una variedad de métodos para la conjugación de glicano-péptido/proteína, como así 

también a lípidos y a otras moléculas. Entre los métodos para conjugar a 

péptidos/proteínas se destacan el método del escuarato de dialquilo,97 ,98 la síntesis en 

fase sólida,99,95 las reacciones click de azida o tiol,100,5 entre otras. 

Al elegir un método de conjugación se deben considerar varios factores. Por un lado, 

se debe valorizar el azúcar sintético, que no va a poder ser utilizado en exceso dada la 

complejidad de su síntesis. Inclusive, de ser posible se buscará recuperar cualquier 

fracción que no se haya conjugado. Por otro lado, el método de conjugación debe ser 

compatible con la estabilidad química del azúcar sintético, considerando el pH de la 

reacción, la temperatura y cualquier otra variable experimental. Finalmente, debe ser 

posible monitorear el progreso de la reacción de conjugación y evaluar fácilmente la 

ñcarga de az¼carò resultante en el neoglicoconjugado. En esta tesis se utiliz· el m®todo 

del escuarato de dialquilo, que se desarrolla a continuación.  

 

1.3.1. Método del escuarato de dialquilo 

 

El ácido escuárico (SA, 3,4-dihidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona) es una molécula 

orgánica versátil que se utiliza en una variedad de campos en la química orgánica e 

inorgánica. Por ejemplo, se ha descripto su uso para la síntesis desde pigmentos y 

materiales optoelectrónicos, hasta bioconjugados,101,102 antibióticos y ligandos 

quelantes. Además, los derivados de ácido escuárico pueden considerarse como 
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isostéricos de varios grupos funcionales, como ácidos carboxílicos,33 aminoácidos,34 

fosfatos35 o ureas,38 aspecto de utilidad en química medicinal y catalítica. 

Es un ácido muy fuerte con valores de pKa comparables al ácido sulfúrico (pK1 = 

0.5-1.2, pK2 = 2.2-3.5) debido a la estabilización por resonancia del dianión resultante 

de la doble disociación, lo cual se demostró mediante espectroscopía de RMN. Los 

dianiones de oxocarbonos cíclicos se consideran sistemas aromáticos, estabilizados por 

la deslocalizaci·n de electrones ˊ103 (Esquema 1.1).  

 

Esquema 1.1. Deslocalizaci·n de electrones ˊ del §cido escu§rico.  

 

En 1991 Tietze et al. describieron un método para unir secuencialmente dos aminas 

primarias o secundarias a ácido escuárico por medio de dos reacciones sucesivas de 

aminólisis de escuarato de dietilo, para dar una diamida asimétrica. Ejemplificaron la 

reacción con aminas de bajo PM, anticipando la potencialidad del método como una 

buena alternativa para la conjugación de biopolímeros y moléculas pequeñas.97 La 

ventaja de este método es que permite llevar a cabo la reacción de aminólisis sobre uno 

de los grupos ésteres exclusivamente, manteniendo el pH neutro o ligeramente alcalino, 

evitando la formación de la ñhomobisamidaò. Una vez que se complet· la reacci·n sobre 

ese grupo, se puede hacer reaccionar al otro grupo éster con una amina diferente, 

aumentando el pH del medio, para dar lugar así a un producto asimétrico (Esquema 

1.2). La posibilidad de detener la reacci·n en la etapa de formaci·n de la ñmonoamidaò 

se explica en base a que ®sta es menos reactiva que el ñdi®sterò inicial, en virtud de su 

mayor estabilidad electrónica, según se demostró por cálculos.13,104  

El progreso de la reacción puede monitorearse fácilmente por ccd, en el caso de 

compuestos de bajo peso molecular, o por espectrometría de masas en el caso de 

reacciones de bioconjugación.98  

 

 

Esquema 1.2 Esquema general para la ñamidaci·nò secuencial de escuarato de 

dietilo (Adaptado de Tietze 1991). 
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La reacción es quimioselectiva para grupos amino, mientras que los alcoholes y 

fenoles y otros nucleófilos no interfieren. Esto hace que sea un método ideal para 

acoplamientos de azúcares en medios acuosos a péptidos y/o proteínas.104  

La proteína más utilizada en la síntesis de neoglicoconjugados es la BSA (albúmina 

de suero bovino). Esto se debe al gran número de sitios de conjugación por molécula 

(60 grupos ïNH2, de los cuales aproximadamente 30 son estéricamente accesibles y 

conjugables),105 a su alta solubilidad y a que es una proteína adecuada para la unión no 

covalente a los pocillos de las placas de microtitulación.5 Izumi y et al. compararon varios 

métodos para el acoplamiento de manosa activada a BSA y evaluaron las condiciones 

de reacción.106 Los autores encontraron que el éster dietílico del ácido escuárico es uno 

de los conectores más útiles debido a su selectividad, bajos costos y a la posibilidad de 

recuperar el reactivo en exceso después de la conjugación. Una ventaja importante de 

este método de acoplamiento, es que es relativamente sencillo obtener derivados de 

azúcares aminados.  

La primera aplicación de este método para la preparación de un glicoconjugado fue 

desarrollada por Tietze et al. Por reacción del éster dietílico del ácido escuárico con p-

aminofenil 2-acetamido-2-desoxi-3-O-ɓ-D-galactopiranosil-ɓ-D-galactopiranósido, 

obtuvieron la correspondiente amida del éster del ácido escuárico, que luego se conjugó 

con BSA a través de los grupos amino de los residuos de lisina de la proteína para dar 

la ñbisamidaò 2 (Esquema 1.3).  

 

 

Esquema 1.3. Conjugación del disacárido p-aminofenil ɓ-D-Galp-(1-3)-ɓ-D-GalNAc 

a BSA por el método del escuarato.97  

 

Posteriormente, el grupo de Kováļ utilizó el escuarato de diétilo para sintetizar 

vacunas basadas en inmunógenos presentes en bacterias muertas o atenuadas. En un 

estudio desarrollado por Zhang et al. en 1998, para la obtención de una vacuna contra 

el cólera, los autores estudiaron diferentes variables de la reacción de conjugación como 

el efecto del tiempo de reacción, la concentración y el exceso molar de hapteno que se 

unen sobre el número de grupos amino presentes en el portador de CSA (albúmina de 
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suero de pollo), logrando la optimización del método. Para este estudio conjugaron el 

glucósido 3 con la CSA, como se observa en el esquema 1.4.  

 

Esquema 1.4. Conjugación de 41 por el método del escuarato.97  

 

Es de destacar el gran aporte del grupo de Kov§ļ a la optimización del método del 

escuarato. Sus investigaciones contribuyeron al desarrollo de vacunas glicoconjugadas 

y el método ha sido muy usado por diferentes grupos de investigación.  
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Derivados de 2-desoxi-2-aminoazúcares 

como bloques de construcción. 

Protección del grupo amino. 
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   2.1. Introducción 

 

Los 2-amino-2-desoxi-D-glicósidos están presentes en importantes glicoconjugados 

y oligosacáridos de origen natural, donde se encuentran conectados a otros residuos a 

través de enlaces glicosídicos 1,2-trans, o menos frecuentemente 1,2-cis. En particular, 

los 2-N-acetamido-2-desoxi-glicósidos, de las series D-glucosa y D-galactosa, están 

presentes en organismos vivos como bloques de construcción de glicoconjugados 

(glicolípidos, lipopolisacáridos, glicoproteínas), o glicosaminoglicanos (heparina, sulfato 

de heparina, sulfato de dermatán, sulfato de condroitina, ácido hialurónico), y en los 

oligosacáridos que determinan la especificidad de los grupos sanguíneos (Figura 2.1). 

Los amino azúcares desempeñan un papel importante en la superficie celular, actuando 

como receptores de moléculas proteicas, como enzimas, lectinas, y participando en las 

interacciones antígeno-anticuerpo.107  

El grupo 2-amino de los residuos de D-glucosamina (D-GlcN) está mayormente 

sustituido con un grupo acetilo. En los lipopolisacáridos108 y en los factores de 

nodulación109 se encuentra sustituido por grupos acilo de cadena larga, que son 

cruciales para las funciones biológicas correspondientes. Por otro lado, una gran 

variedad de derivados sintéticos de glucosamina N- y O-acilados presentan efectos 

inmunomoduladores y antitumorales de potencial utilidad clínica.109 

 

Figura 2.1. Estructura de los antígenos principales de los grupos sanguíneos (0, A 

y B) conjugados con su proteína (Adaptado de Vidal 2018).110 

 

La importancia biológica de los 2-amino azúcares impulsó el desarrollo de métodos 

de síntesis de oligosacáridos conteniendo estos residuos. Los esfuerzos se focalizaron 

en el desarrollo de procedimientos simples, eficientes, regio y estereoselectivos para 

introducir estos bloques de construcción.107 

La introducción del residuo de D-GlcN en oligosacáridos y glicoconjugados es un 

problema no menor, ya que exige la protección adecuada del grupo amino. La selección 
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del grupo protector de la amina afecta la reactividad del bloque de construcción tanto de 

los donores de glicosilo,110 como también de los aceptores que se preparen 

posteriormente.111,112 

El desarrollo de métodos sintéticos de oligosacáridos continúa siendo un gran 

desafío, en particular la protección regioselectiva de grupos hidroxilo y la construcción 

estereoselectiva de los enlaces glicosídicos. Comúnmente, la reacción de glicosidación 

implica el uso de un donor de glicosilo y un promotor para asistir la salida de un grupo 

saliente en el C-1 del donor, que en los casos más habituales conduce a la formación 

de un ion oxocarbenio. Este intermediario aplanado, estabilizado por resonancia 

mediante los electrones no compartidos del O-5, es relativamente reactivo (Figura 2.2 

A). El ataque nucleofílico a este intermediario define la estereoquímica final, y en el caso 

de los donores comunes es igualmente posible que ocurra tanto por la cara beta, 

conduciendo al producto 1,2-trans (producto b- para la serie D-gluco), como por la cara 

alfa, en cuyo caso conduce al producto de configuración 1,2-cis (producto a- para la 

serie D-gluco). El curso de la glicosidación depende también de otros factores, como la 

temperatura, el patrón de grupos protectores, efectos estéricos, el solvente, el tipo de 

grupo saliente en la posición anomérica y el promotor. Cuando el OH-2 está protegido 

con un ñgrupo participanteò, formando un ®ster, el ion oxocarbenio intermediario se 

estabiliza mediante la formación de un intermediario aciloxonio bicíclico, de tipo 1,2-

dioxolano, asistido por el grupo participante (Figura 2.2 B). Este anillo dioxolano bloquea 

la cara hacia la cual está dirigido el OH-2 y dirige el ataque del nucleófilo por la cara 

opuesta, favoreciendo la formación de glicósidos de configuración 1,2-trans. Muchos 

donores de glicosilo, como los haluros, los tioglicósidos y los tricloroacetimidatos 

sustituidos de este modo, conducen a glicósidos 1,2-trans con excelentes 

diastereoselectividades y rendimientos.113,114 En contraposición, la construcción de 

uniones glicosídicas 1,2-cis requiere un grupo no participante en el C-2, aunque 

generalmente con esta sola condición no basta para garantizar dicha configuración. 

La gran mayoría de los glicoconjugados naturales con glucosamina presentan los 

grupos amino acetilados y configuración glicosídica 1,2-trans, por lo cual sería deseable 

usar GlcNAc comercial para la preparación de donores y aceptores de glicosilo, 

minimizando así el manejo de grupos protectores. Sin embargo, el grupo N-acetilo 

introduce serias limitaciones de reactividad en la glicosidación, tanto en los donores de 

glicosilo como en los aceptores, con lo cual el uso de derivados de GlcNAc es limitado. 

En primer lugar, el carácter participante del grupo N-acetilo imposibilita la formación de 

enlaces de configuración 1,2-cis, por lo cual un requisito indispensable para ese objetivo 

es el uso de grupos no participantes. 
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Por otro lado, el grupo N-acetilo favorece la desprotonación del ion oxocarbenio 

inicialmente formado como resultado de la salida del grupo anomérico, hacia la 

formación de un intermediario del tipo 1,2-O,N-oxazolina, no iónico y por lo tanto muy 

estable (Figura 2.2 C). Este factor reduce significativamente la velocidad y el rendimiento 

de la glicosidación, y aún en presencia de ácidos de Lewis fuertes como promotores, y 

principalmente cuando los aceptores de glicosilo son poco reactivos o presentan 

impedimento estérico, el resultado de la glicosidación es muy desfavorable. 

Adicionalmente, existe otro problema cuando el grupo N-acetilo está presente en 

aceptores de glicosilo. El grupo -NHAc puede formar uniones hidrógeno tanto 

intramolecularmente con el O-3, como intermolecularmente con cualquier oxígeno, 

reduciendo la nucleofilia de los donores.115,116  La afinidad de los pares de electrones del 

N por electrófilos, como por ejemplo los promotores de glicosidación, también resulta en 

una disminución de la reactividad o en la formación de productos no deseados. 

Una estrategia para reducir la reactividad del grupo amino, evitar la formación del 

intermediario estable 1,2-O,N-oxazolina y favorecer la formación de glicósidos 1,2-trans, 

consiste en utilizar derivados N-disustituidos (Figura 2.2 D). Pueden utilizarse dos 

grupos protectores monovalentes o un grupo bivalente del que resultará un grupo 

protector cíclico. Al activar el donor se genera un intermediario de oxazolinio inestable 

que bloquea la cara Ŭ, favoreciendo así la formación del glicósido 1,2-trans.117 

Debido a la dificultad que conlleva la presencia del grupo N-acetilo, se han 

desarrollado varios grupos protectores de NH2 tratando de solucionar, no solo 

dificultades respecto a su compatibilidad con diversas transformaciones sintéticas 

usuales en la síntesis de carbohidratos, sino también a su capacidad para dirigir el 

resultado estereoquímico de la reacción de glicosidación.117  

 

2.2. Grupos protectores de la función amino  

 

Algunos de los grupos monovalentes más comúnmente utilizados son: N-

tricloroetoxicarbonilo (N-Troc),118,119 N-tricloroacetilo (N-TCA),118 y N-trifluoroacetilo (N-

TFA).118 El fuerte carácter atractor de electrones reduce las deficiencias de los derivados 

N-acetilados como donores, favoreciendo así la formación de glicósidos 1,2-trans 

mediante la participación anquimérica. Otros grupos comunmente utilizados son N-

aliloxicarbonilo (N-Alloc)120,121  y N-carboxibencilo (N-Cbz)122 (A, Figura 2.3). 
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Figura 2.2. Estereoselectividad de las reacciones de glicosidación. Influencia del 

sustituyente en C-2.  

 

Las disustituciones del grupo amino más utilizadas han sido: N,N-diacetilo (N-Ac2),123 

N,N-dibencilo (N-Bn2),124 N-acetil-N-2,2,2-tricloroetoxicarbonilo, entre otras (B, Figura 

2.3). 

Durante los últimos años se han usado mucho los grupos bivalentes, transformando 

al grupo amino en grupos N-ftaloilo (N-PhTh),125  N-dicloroftaloilo (N-DCP),123 N-

tetracloroftaloilo (N-TCP)109 y N,N-ditiasuccinoilo (N-Dts).126 Más recientemente se 

desarrolló el uso de dimetilmaloilo (N-DMM),127 difenilmaloilo (N-DPM),128 dimetilglutarilo 

(N-DMG), diglicolilo (N-DG),128 tiodiglicolilo (N-TDG),123,128 (C, Figura 2.3 C). 

 



Capítulo 2                                              Derivados de 2-desoxi-2-aminoazúcares  

 

- 33 - 

 

 

Figura 2.3. Grupos protectores de glucosamina.  

 

Varios estudios demostraron que la reactividad de los aceptores y donores de 2-

amino-2-desoxi-az¼cares se puede modular o ñsintonizarò modificando los grupos 

protectores del grupo amino. Wong y col. demostraron que la glucosamina protegida 

con N-tricloroetoxicarbonilo (N-Troc) es 33 veces más reactiva que los donores de 

glucosamina protegidos con N-ftaloilo (N-PhTh).129 En el caso de los aceptores de 

glucosamina, el grupo protector del N también afecta significativamente su 

nucleofilicidad, y se observa el siguiente orden de reactividad: N3>N-Troc>N-PhTh> N-

HAc.130,131 A su vez, se realizaron estudios experimentales e in silico de reactividad 

relativa como aceptores de aminoazúcares con diferentes grupos protectores en el 

grupo amino y en los hidroxilos.111  

La elección del grupo protector está condicionada por las dificultades para instalarlo 

y para removerlo, la compatibilidad con transformaciones químicas usuales, en la ruta 

sintética de carbohidratos, así como por la reactividad que le confieren a los donores y 

aceptores correspondientes. Estas dificultades impulsaron el desarrollo de numerosos 
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métodos. Es importante señalar que en los aminoazúcares el primer grupo funcional a 

proteger es la amina, por ser más reactivas que los hidroxilos. A continuación, se 

describen algunos de los grupos protectores de la función amino más utilizados. 

 

2.2.1 Derivados tipo trihalocetamido  

 

Para desfavorecer la formación de derivados del tipo oxazolina observada en 

donores con el grupo acetamido (C, Figura 2.2), se introdujeron halógenos en el grupo 

metilo. Los grupos más comúnmente utilizados fueron los N-TCA y N-TFA (Figura A, 

2.3), que proporcionan una mayor electrofilicidad al carbono anomérico durante el 

proceso de glicosidación, al tiempo que limitan la desprotonación a la oxazolina y 

proporcionan una buena estereoselectividad 1,2-trans. La introducción de ambos grupos 

protectores, es sencilla y en un solo paso (Cl3CCOCl/Et3N y (CF3CO)2O en CH2Cl2 y 

piridina).118 Sin embargo, la posterior conversión al grupo NHAc suele requerir 

condiciones fuertemente ácidas118 ó básicas132 para el caso de N-TFA y condiciones 

fuertemente básicas para el caso de N-TCA.110 

 

2.2.2 Derivados tipo N-ftalimido  

 

En 1954, Baker et al. sintetizaron131 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-ɓ-D-

glucopiranosa y por tratamiento de este derivado con HBr/AcOH obtuvieron el bromuro 

de 3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-ɓ-D-glucopiranosilo. Seis años después, Akiya 

y Osawa133 usaron este donor en glicosilaciones de alcoholes simples y obtuvieron los 

ɓ-glicósidos con altos rendimientos. Esto llevó a que en 1976 Lemieux y col.125 

propusieran el uso de haluros de 2-desoxi-2-ftalimido-glucopiranosilo como un método 

general de preparación de oligosacáridos con unidades de GlcN. Enfatizaron que el 

grupo ftalimido tenía una participación muy efectiva deslocalizando la carga del 

intermediario 1,2-O,N-oxazolidinio, favoreciendo la formación de un enlace 1,2-trans (C, 

Figura 2.2). Desde entonces, los donores derivados de 2-desoxi-2-ftalimidoglicosilos 

han sido muy utilizados.107 

La introducción del grupo 2-desoxi-2-ftalimido es un proceso relativamente sencillo. 

Generalmente se realiza mediante el tratamiento del correspondiente azúcar precursor, 

con anhídrido ftálico en presencia de una base y requiere la posterior 

acilación/acetilación para inducir el cierre de la imida (Esquema 2.1).109 A partir del 

derivado tetra-O-acetilado se preparó una gran variedad de donores, entre ellos, 

haluros, tricloroacetimidatos, tioglicósidos y tioimidatos de glicosilo (Esquema 2.1).117  
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Esquema 2.1.  Instalación del grupo N-PhTh y algunos donores de 2-desoxi-2-

ftalimido-D-Glcp muy utilizados. a) NaOMe, anhidrido ftálico, Et3N; b) Ac2O, piridina. 

 

Inicialmente, los bromuros de 2-desoxi-2-ftalimidoglicosilo fueron los haluros más 

utilizados. Sin embargo, la mayor estabilidad de los cloruros hizo que comenzaran a 

usarse preferencialmente y resultaron tener importantes aplicaciones, como por ejemplo 

en la síntesis de los antígenos de los grupos sanguíneos, peptidoglicanos, etc.134,125 Los 

fluoruros de 2-ftalimidoglicosilo también se han usado para la síntesis de amino 

azúcares, debido a su alta estabilidad.135 Otros donores muy utilizados han sido los 

tioglicósidos, entre ellos los tioglicósidos de metilo, usados en la síntesis de análogos 

de GM1b sulfatados, y de los gangliósidos GD2 y GQ1b133,136 y los 4-metilfenil 

tioglic·sidos, utilizados para la s²ntesis de ep²topos Ŭ-Gal,137 entre otros. 

Grundler y Schmidt introdujeron el uso de tricloroacetimidatos de 2-desoxi-2-

ftalimidoglicosilo, como una extensión del método general desarrollado inicialmente para 

glucosa y galactosa.138 Por reacción de hemiacetales de 2-desoxi-2-ftalimidoglicosilo 

con tricloroacetonitrilo en presencia de una base, se obtuvieron los ɓ-imidatos. Las 

glicosidaciones con estos tricloroacetimidatos generalmente se realizan en CH2Cl2 como 

disolvente, usando una cantidad sub-estequiométrica del promotor, generalmente 

BF3·OEt2
139 o TMSOTf.140 Este método se ha aplicado para la síntesis de polisacáridos 

antigénicos bacterianos139  o parasitarios, antígenos asociados a tumores,141  ligandos 

de E-selectina,142,143 oligosacáridos de leche humana,144 entre otros. 
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Si bien los donores de glicosilo mencionados han demostrado ser eficientes, también 

se han investigado otros donores de 2-desoxi-2-ftalimidoglicosilo, como fenilselenuros, 

trifluoroacetimidatos145 y tioimidatos.146  

Como se describió previamente, la instalación del grupo ftalimido es relativamente 

simple y las ventajas respecto a la reactividad de los donores y aceptores 

correspondientes es notable. Sin embargo, presenta dos grandes limitaciones que 

derivan de su reactividad en medio básico. Por un lado, dicha reactividad condiciona su 

uso en numerosos procedimientos de preparación de bloques de construcción de 

oligosacáridos. Por otro lado, las condiciones fuertemente alcalinas y las altas 

temperaturas necesarias para hidrolizarlo, excluyen su uso para la síntesis de moléculas 

que contengan otros grupos sensibles al medio alcalino, como los ésteres y a-

aminoácidos presentes en glicolípidos y glicopéptidos.109 Se han descripto varias 

condiciones de remoción del grupo N-Phth, por ejemplo, por aminólisis con hidrato de 

hidrazina en metanol o etanol,147,148,149  butilamina115 o dietilamina en etanol150 o n-

BuOH,151 hidroxilamina,152 etilenamina153 o NaBH4 a altas temperaturas, seguido de N-

acetilación (A, Figura 2.4). También se puede eliminar por tratamiento con metilamina 

alcohólica, amoniaco en MeOH o acetato de hidracina, proporcionando la amina libre107 

(B, Figura 2.4). 

 

Figura 2.4. Condiciones de remoción del grupo N-PhTh.  

 

Ante las limitaciones que presentan los derivados de N-PhTh, Fraser-Reid y 

colaboradores154 y Castro-Palomino y Schmidt123 pensaron que la presencia de grupos 

atractores de electrones en el anillo aromático permitiría la escisión de este grupo en 
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condiciones más suaves. El efecto electroatractor no debería afectar la participación 

anquimérica.154 Así, se desarrolló el uso de derivados de tetracloroftalimido (TCP) como 

bloques de construcción para la síntesis de aminoazúcares. También se describió el uso 

de derivados 4,5-dicloroftalimidoglucosídicos (DCP) (C, Figura 2.2).123, 155, 156, 157  

Los derivados peracetilados de TCP se preparan del mismo modo que los derivados 

2-N-PhTh.125 A partir de ellos se han preparado distintos donores, como bromuros,158,159 

fluoruros,157 glicósidos de pentenilo,154,109,154 tricloroacetimidatos,123 y 

tioglicósidos.160,161,162 Entre otras aplicaciones, los donores de glicosilo TCP se utilizaron 

para la síntesis de factores de nodulación,109 derivados del lípido A,163 saponinas,132 

mucinas,161 y antígenos de grupos sanguíneos.164   

La remoción del grupo TCP puede ser mediada por etilendiamina en EtOH a 

60°C,154,163,123,109 o por NaBH4 en isopropanol y AcOH (pH 5) a 60°C, y la posterior 

acetilación en piridina proporciona el derivado N-acetilado correspondiente, con 

rendimientos entre 75-80%.123  

 

2.2.3 Derivados tipo carbamato  

 

Como se describió anteriormente, la derivatización del grupo amino mediante 

acilaciones o imidaciones ha sido muy utilizada para la síntesis de glicósidos 1,2-trans. 

Sin embargo, las amidas presentan problemas asociados a la formación de oxazolinas 

(C, Figura 2.2) y a la limitada estabilidad que presentan en determinadas condiciones, 

mientras que los derivados del tipo imida requieren condiciones muy fuertes para la 

transformación final del grupo amino (Figura 2.4). Una alternativa que supera estos 

problemas son los derivados del tipo carbamato (N-Troc, N-alloc, N-Cbz, etc., A, Figura 

2.3), que presentan una estabilidad química adecuada, ortogonal a muchos de los 

grupos protectores típicamente usados en la síntesis de hidratos de carbono. También 

presentan participación anquimérica, favoreciendo la formación de glicósidos 1,2-trans 

con altos rendimientos y buenas estereoselectividades.120,164  

El grupo 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo (Troc) fue descripto por primera vez por 

Woodward en 1966 y revisado, años más tarde, por los grupos de Magnusson y Schmidt 

que realizaron glicosidaciones con donores de glicosilo con grupos N-Troc en reemplazo 

del grupo azido tradicional y derivados del tipo ftalimidoglicosilo. Los carbamatos 

derivados de 2-amino azúcares se obtienen típicamente por tratamiento del azúcar, con 

o sin otros grupos protectores, con cloroformiato de 2,2,2-tricloroetilo (TrocCl, Esquema 

2.2).110  

Debido a su gran capacidad electro-atractora, que aumenta la electrofilia del carbono 

anómerico,110 el grupo Troc se convirtió en un grupo protector tradicional para grupos 
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hidroxilos y amino56 siendo muy utilizado para síntesis convergentes de oligosacáridos, 

hacia glicosilaciones selectivas y eficientes.117,166  

  

 

Esquema 2.2. Instalación del grupo protector 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo (N-Troc). 

 

Este grupo presenta estabilidad bajo una amplia gama de condiciones estándares 

utilizadas en la síntesis de carbohidratos,164 tales como oxidación, bencilación, 

hidrogenación, apertura reductiva de anillos acetálicos o glicosidación, y es utilizado 

tanto en donores como en aceptores de glicosilo. Los donores de glicosilo con grupos 

N-Troc que poseen un grupo acetimidato anomérico como grupo saliente153 son estables 

frente a los activantes comunmente utilizados, como TMSOTf,153 o BF3·OEt2.
167

 Por otra 

parte, los tioglicósidos basados en N-Troc que comprenden grupos S-Tol, S-Et, S-Me y 

S-Box129 pueden activarse fácilmente mediante varios sistemas como NIS-TfOH,168 NIS-

TMSOTf169 o MeOTf.107  

La remoción del grupo N-Troc puede realizarse mediante eliminación reductiva con 

Zn, o alternativamente con el complejo ZnïCu en AcOH, o Zn-Cd en AcOH/DMF (Figura 

2.5). Sin embargo, estos métodos convencionales tienen algunos inconvenientes. Bajo 

estas condiciones reductoras, se forman cantidades significativas de subproductos 

dicloroetoxicarbonilados166 y, además, el medio ácido limita su aplicación a compuestos 

estables en este medio. Por esta razón, se desarrollaron nuevos métodos que implican 

condiciones neutras, como Zn en MeOH o en THF, NaHg en THF/ MeOH y Zn/N-

metilimidazol, o básicas, como NaOH en THF y posterior acetilación (Figura 2.5). Sin 

embargo, aún con estos métodos se observa la formación de productos secundarios.117 

 

 

Figura 2.5. Condiciones de remoción para el grupo N-Troc. 
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2.2.4 El grupo azido  

 

El grupo azido, considerado un grupo enmascarante del grupo amino, más que un 

grupo protector, ha sido muy utilizado.170 Las principales particularidades residen en su 

car§cter ñno participanteò durante la reacci·n de glicosidaci·n, por lo cual favorece la 

obtención de glicósidos 1,2-cis171 y la mayor reactividad que le confiere tanto a donores, 

como aceptores de glicosilo,117 en comparación con otros derivados. Entre otras 

ventajas se pueden mencionar el menor impedimento estérico, que favorece su carácter 

director 1,2-cis, la mayor solubilidad de los derivados correspondientes en los solventes 

más usados, así como la estabilidad bajo variadas condiciones de reacción. Por otro 

lado, los grupos carbamato y amida dan lugar a mezclas de rotámeros y presentan el 

hidrógeno amídico y carbonos que complican la interpretación de los espectros de 

RMN.171 Estas características no se presentan en el caso de derivados con el grupo 

azido. Sin embargo, con el correr de los años su uso fue disminuyendo172 debido a que 

su introducción no es tan trivial, a que su diastereoselectividad es moderada, y a que la 

transformación en el análogo acetamido a veces resulta compleja.  

El grupo azido, puede introducirse mediante reacciones de adición regioselectiva a 

glicales, ya sea por vía radicalaria, por ejemplo, con azida de sodio y CAN173,174 (a, Figura 

2.6), o por vía iónica, usando diselenuro de difenilo en TBAF (b).175 También, puede 

introducirse mediante una reacción de diazotación sobre el aminoazúcar 

correspondiente176,177 (c) o por un desplazamiento nucleofílico bimolecular de un 

precursor con la configuración adecuada en C-2,178 (d, Figura 2.6). 

 

 

Figura 2.6. Métodos alternativos para la introducción del grupo 2-azido 1,2-cis.  
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Los 2-azido azúcares se han utilizado para preparar diversos donores de glicosilo, 

como haluros,179 tricloroacetimidatos180 y tioglicósidos,181 así como también diferentes 

aceptores.182,183 A modo de ejemplo, la glicosidación de haluros de 2-azido azúcares 

puede ser promovida por bromuro de tetrabutilamonio (TBAB) en CH2Cl2, obteniéndose 

el producto Ŭ con un rendimiento moderado.179  

El grupo azido se puede convertir al grupo amino correspondiente bajo variadas 

condiciones, por ejemplo, hidrogenación catalítica,184,185 tratamiento con 1,3-

propanoditiol, reducción de Staudinger (Ph3P enTHF/H2O)186 o de Birch (Na/ NH3(l)).187 

La amina libre se convierte luego en la acetamida o en otros derivados del tipo NHR o 

NRRô mediante el manejo adecuado de grupos protectores. La conversi·n directa del 

grupo 2-N3 en 2-NHAc también se puede realizar mediante una acetilación reductiva con 

ácido tioacético en piridina (Figura 2.7).188,189  

 

 

Figura 2.7. Condiciones de remoción para el grupo azido (-N3).  

 

2.2.5 Derivados del tipo 2,3-oxazolidinona 

 

El primer ejemplo de una 2,3Ȥoxazolidinona fue descripto por Miyai y col., que la 

sintetizaron a partir de bencil 2Ȥamino-4,6ȤOȤbencilidénȤ2Ȥdesoxi-ɓȤDȤglucopiranósido 

utilizando N,Nô-carbonildiimidazol (CDI) en THF (a, Figura 2.8).190 Posteriormente se 

desarrollaron procedimientos involucrando fosgeno (b),160,191 que debido a su toxicidad 

y al peligro de su manipulación, fue reemplazado por el trifosgeno (c). El uso de cloruro 

de p-nitrofenilcloroformiato simplificó mucho la instalación de esta funcionalidad 

(d).192,193  

Debido a que los derivados de oxazolidinona presentaban ciertas desventajas, tales 

como el requerimiento de cantidades estequiométricas del promotor de la glicosidación, 

la baja estereoselectividad, y la baja reactividad, Manabe y col.  modificaron el método 

introduciendo un grupo bencilo en el N y desarrollando así la funcionalidad N-bencil-2,3-

trans-oxazolidinona, (e) que mejoró la estereoselectividad en favor de los glicósidos 1,2-

cis.194   

Posteriormente Lin y col.195 obtuvieron el derivado N-bencil-N-benciloxicarbonilo (N-

BnCbz), por apertura del anillo de oxazolidinona y subsecuente introducción del grupo 
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carbobenzoxi (Cbz), obteniéndose así un derivado particularmente útil para instalar la 

unión 1Ÿ3-GlcN (f, Figura 2.8).  

 

 

Figura 2.8. Introducción del grupo 2,3-oxazolididona en 2-amino-2-desoxi-azúcares. 

 

El método de la oxazolidinona es útil para la obtención estereoselectiva de uniones 

1,2-cis de amino azúcares, particularmente difíciles de formar.117 Los derivados de 2,3-

oxazolidininona han permitido resolver esta limitación en numerosas síntesis (Figura 

2.8).191 Otra de las ventajas de este grupo, es la de incrementar la reactividad de la 

posición 4 de aceptores de glicosilo. Esta posición es una de las más difíciles de 

glicosidar, debido a su baja nucleofilia.196,197  

La conversión del grupo 2,3-oxazolidinona, en el grupo NH2 o NHAc se puede llevar 

a cabo mediante diferentes condiciones básicas, por ejemplo, tratamiento con 

NaOH,198,199  o con Ba(OH)2 y posterior acetilación para proporcionar el donor/ aceptor 

de glicosilo N-acetilado (a y b, Figura 2.9).192  

La conversión del grupo 2,3-oxazolidinona-N-Bn en el grupo NHAc se realiza en tres 

etapas: saponificación del carbamato cíclico, seguida de hidrogenólisis del grupo NȤBn 

y acetilación de la amina resultante (c, Figura 2.9).200 También se ha descripto el uso de 

t-butóxido de potasio en DMF para conservar el grupo N-Bn (d, Figura 2.9).201,202  
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Figura 2.9. Remoción del grupo 2,3 oxazolidinona. 

 

 

Debido a la baja reactividad que confiere el grupo NHAc a los derivados de 

glucosamina, y luego de las dificultades observadas en varios ensayos, en esta tesis, 

se decidió trabajar con derivados de GlcNPhTh. La elección del grupo N-ftalimido se 

fundamentó en las condiciones de introducción y remoción, según literatura, y la 

ortogonalidad con las reacciones que sería necesario realizar a lo largo de la síntesis.  
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Los hidratos de carbono son de relevancia por estar involucrados en números 

eventos de comunicación entre la célula y su entorno, como adhesión, diferenciación 

celular, control del crecimiento, señalización, respuesta inmune e inflamación. Los 

glicanos expuestos en la superficie de una célula constituyen el primer contacto en el 

encuentro con una biomolécula para que se produzca el reconocimiento y se 

desencadenen esos eventos. El objetivo general del proyecto marco de esta tesis es 

contribuir al conocimiento de la glicobiología de microorganismos patógenos, 

principalmente de los procesos que intervienen en la interacción hospedero-microbio. 

Ésta es un área de investigación esencialmente interdisciplinaria, que presenta varios 

problemas no resueltos y por lo tanto debe enfocarse desde distintas aristas. 

A partir de la determinación de las estructuras de glicanos y de los caminos 

biosintéticos que son exclusivos de ciertos microorganismos, en particular de T. cruzi, 

surgió la necesidad de sintetizar químicamente los oligosacáridos naturales mediante 

procedimientos confiables y robustos, para realizar el estudio de los caminos 

metabólicos y de la función de dichos glicanos. 

La estrategia del proyecto general del laboratorio consiste en la síntesis de sustratos 

naturales, inhibidores, y análogos de sustratos, los cuales permiten mediante los 

estudios biológicos correspondientes, elucidar los mecanismos de acción y función de 

ciertas enzimas ñtargetò. Entre los intereses del laboratorio se incluye el estudio de la 

trans-sialidasa de T. cruzi (TcTS) y también la síntesis de neoglicoconjugados de los 

oligosacáridos constituyentes de las mucinas de T. cruzi como herramientas de 

inmunodiagnosis. 

Como objetivos particulares de esta tesis nos propusimos desarrollar la síntesis 

eficiente de oligosacáridos relacionados estructuralmente con el ep²topo Ŭ-Gal (Ŭ-D-

Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-D-GlcNAc, 1) y la conjugación con péptidos 

inmunogénicos, con el objetivo de obtener neoglicoconjugados con potencialidad como 

herramientas de diagnóstico para la enfermedad de Chagas. La identificación, diseño y 

preparación de los péptidos antigénicos es parte de proyecto que desarrollan 

investigadores de la Universidad Nacional de General San Martin (UNSAM), con los que 

mantenemos una colaboración. La idea general del proyecto es mejorar o maximizar la 

performance de ciertos antígenos proteicos, actualmente utilizados como reactivos para 

el serodiagnóstico de la enfermedad de Chagas, a través de la unión química a un 

az¼car relacionado estructuralmente con el ep²topo sacar²dico (Ŭ-Gal), el cual mostró 

una gran sensibilidad en ensayos de serodiagnóstico. De esta forma se generarían 

reactivos serológicos mixtos conteniendo simultáneamente epítopos peptídicos y 

sacarídicos. Se considera que la conjugación de ambas moléculas, el glicano y el 

péptido, podría mejorar la inmunodiagnosis. 
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Específicamente los objetivos que se plantearon en esta tesis son: 

 

V Desarrollar la síntesis de 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp (5) y luego 

conjugarlo con BSA y alternativamente con péptidos antigénicos mediante el método del 

escuarato de dialquilo. 

 

V Sintetizar 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-[ɓ-D-Galp-(1Ÿ6)]-ɓ-D-Galp (23) 

utilizando como precursor algún intermediario de la síntesis de 5. Ensayar este 

compuesto como sustrato de la transialidasa de T. cruzi, para observar si la presencia 

de la unidad Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp afecta o no la sialilación enzimática en la unidad 

de ɓ-D-Galp. Evaluar la antigenicidad de 23 y 23S frente a anticuerpos anti Ŭ-Gal. 

 

V  Sintetizar 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-ɓ-D-Glcp (30), como 

análogo de 1 cuya síntesis sería mucho más simple por presentar una unidad de Glc en 

lugar de GlcNAc y por la posibilidad de utilizar lactosa como compuesto de partida, que 

ya tiene instalada la uni·n ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-D-Glcp. Posteriormente conjugarlo con BSA 

y el péptido inmunogénico MASP, mediante el método de escuarato de dialquilo. 

 

V  Desarrollar una síntesis eficiente de 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-

(1Ÿ4)-ɓ-D-GlcNAc (43) y conjugarlo con BSA y alternativamente con péptidos 

antigénicos mediante el método del escuarato de dialquilo. 

 

V Evaluar la antigenicidad de los neoglicoconjugados sintetizados, frente a sueros 

de pacientes ch§gasicos cr·nicos de Argentina y anticuerpos contra el ep²topo Ŭ-Gal 

purificado de sueros de pacientes chagásicos crónicos. Comparar la performance de los 

glicoconjugados con la del péptido Antígeno 2, utilizado para la detección de Chagas.  
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3.1 Síntesis de 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp y sus conjugados 

 

En esta tesis nos propusimos desarrollar la síntesis eficiente de oligosacáridos 

relacionados estructuralmente con el ep²topo Ŭ-Gal (Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-

D-GlcNAc, 1), para conjugarlos con péptidos inmunogénicos, y desarrollar así 

herramientas de diagnóstico para la enfermedad de Chagas. Almeida et al. demostraron 

que la diferencia entre los oligosacáridos de las mucinas del parásito en el insecto, en 

las distintas etapas, y en el mamífero es la presencia de epítopos Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-

Galp (4) que se desarrollan en el mamífero, y son muy inmunógenicos.20 Debido a que 

este epítopo es reconocido por los anticuerpos líticos anti Ŭ-galactosilo que se 

encuentran en sueros de pacientes chagásicos crónicos,43 nos propusimos sintetizar el 

derivado 5, funcionalizado con el brazo espaciador 6-aminohexilo para luego conjugarlo 

con BSA y alternativamente con péptidos antigénicos mediante el método del escuarato 

de dialquilo,97 y obtener así neoglicoconjugados de estructura 6-BSA/Péptidos (Figura 

3.1).  

 

 

Figura 3.1. Estructuras del disacárido 4, del disacárido funcionalizado 5 y de los 

neoglicoconjugados 6. 

 

3.1.1 Antecedentes de la síntesis de derivados de 4 

 

En 2001 Hanessian y col.203 desarrollaron una estrategia sintética en la que las dos 

unidades de galactosa se obtuvieron a partir de 3-metoxi-2-piridil b-D-Galp (I). Como 

precursor del extremo no reductor se utilizó el derivado perbencilado II, que al presentar 

un grupo no participante en el OH-2 favoreció la formación de la unión interglicosídica 

en configuración Ŭ al reaccionar con el aceptor IV (Esquema 3.1).  
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Esquema 3.1. Precursores del disacárido 5 propuestos por Hanessian et al. 203 

 

Ashmus et al. describieron la síntesis del disacárido 4 derivatizado como V. Utilizaron 

como donor glicósidico VI (ñdonor de Kisoò) que al hacerlo reaccionar con el aceptor VII 

permitió establecer la unión interglicos²dica Ŭ, en virtud de fenómenos estéricos 

(Esquema 3.2).5 

 

Esquema 3.2. Precursores del disacárido V según la estrategia sintética de Ashmus 

et al.5 

 

Michael y col. sintetizaron el derivado VIII utilizando también el donor de Kiso (VI) 

para inducir la estereoselectividad Ŭ, y el aceptor IX. Este último se preparó a partir del 

alil glicósido X, al cual se protegió temporalmente con el p-metoxibencilo (PMB) vía un 

acetal organoestánico intermediario, cuya apertura regioselectiva permitió diferenciar la 

posición 3 del resto de los OH (Esquema 3.3).204  
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Esquema 3.3. Precursores del disacárido VIII según la estrategia sintética de 

Shocker et al.204 

 

 3.1.2 Síntesis de 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp (5) 

 

En esta tesis, se planeó para la síntesis de 5 utilizar el tricloroacetimidato de tetra-

O-Bn-Ŭ-D-Galp (7) como precursor del extremo no reductor, que permitiría instalar la 

unión glicos²dica con configuraci·n Ŭ, en virtud del carácter no participante del grupo 2-

O-Bn (Esquema 3.4). Éste se glicosidaría con un derivado de galactosa con el OH-3 

libre y un grupo S-tolilo en la posición anomérica, que sería ortogonal a la secuencia de 

protección selectiva de la galactosa, y que en una etapa posterior se activaría para 

introducir el brazo espaciador. Para obtener dicho derivado de galactosa con el OH-3 

libre, se decidió utilizar una estrategia similar a la desarrollada por Hanessian y col.203 

para la preparación del galactósido IV (Esquema 3.1). El análisis retrosintético indicó, 

que 7 y 8 serían precursores adecuados para la síntesis de 5.  

 

 

Esquema 3.4. Análisis retrosintético de 5. 
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En primera instancia se sometió al derivado peracetilado comercial 10 a una 

reacción de glicosidación con tiocresol, promovida por cantidades estequiométricas del 

ácido de Lewis. (BF3·OEt2) (Esquema 3.5). El análisis por ccd mostró la formación de 

dos productos de movilidad muy similar, presumiblemente la mezcla anomérica, y por 

recristalizaci·n en etanol se obtuvo el an·mero ɓ 11, puro.  Los tioglicósidos son muy 

utilizados por ser estables bajo un amplio rango de condiciones de reacción usuales 

para la protección parcial de hidratos de carbono, y pasibles de ser activados de muy 

diversas maneras como donores de glicosidación.205 

En el espectro de RMN 1H de 11 se observó la señal correspondiente al H-1 como 

un doblete a ŭ 4,65, con una constante de acoplamiento de 9,7 Hz, indicativa de la 

configuración 1,2-trans, confirmando as² la formaci·n del an·mero ɓ. En el espectro de 

RMN 13C de 11, la señal correspondiente a C-1 se observó a 89,0 ppm, valor 

característico de tioglicopiranósidos.206 

Por tratamiento de 11 bajo condiciones de Zemplén (NaOMe/MeOH) se obtuvo 12 

con 97% de rendimiento (Esquema 3.5).  

 

 

Esquema 3.5. Síntesis del compuesto 12. 

 

El compuesto 12 se protegió selectivamente en el OH-6, primario, con un grupo ter-

butildifenilsililo (TBDPS) (Esquema 3.6). Este grupo tiene la ventaja de ser voluminoso 

y estable en una amplia variedad de condiciones de reacción. La introducción del mismo 

se llevó a cabo, usando el protocolo de Corey, según el cual, el compuesto 12 se disolvió 

en DMF y se trató con TBDPSCl, en presencia de cantidades estequiométricas de 

imidazol.207 La combinación de este solvente y esta base favorece la selectividad entre 

el OH primario y los OH secundarios.208 Luego de 3 h de reacción y una purificación por 

cromatografía en columna, se obtuvo el compuesto 13 con 98% de rendimiento. El 

espectro de RMN 1H de 13 presentó señales características del grupo ter-butildifenilsililo, 

correspondientes a los hidrógenos de los metilos (1,04 ppm) cuya integración se 

correspondía con la estructura del grupo TBDPS. En el espectro de RMN 13C se observó 
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una intensa señal a ŭ 26,8 y otra m§s d®bil a ŭ 19,1 correspondientes a los metilos y el 

carbono cuaternario del terbutilo, respectivamente. 

El compuesto 13 se sometió a una secuencia de reacciones para diferenciar el OH-

3 de los otros OH secundarios y obtener así el aceptor de glicosilo 8. Por tratamiento de 

13 con ortoacetato de etilo y un ácido de Lewis como catalizador, se obtuvo el ortoéster 

14 (Esquema 3.6). Esta regioselectividad, involucrando a los OH-3 y 4, se debe a la 

disposición cis axial-ecuatorial de los mismos, más favorable para la formación de un 

ciclo furanósico que la disposición de los OH-2 y 3 (trans ecuatorial-ecuatorial).209 

Una vez que por ccd se observó la formación de 14, se procedió a la benzoilación 

del OH-2 y el producto 15 se sometió luego a un tratamiento ácido para producir la 

apertura regioselectiva del ortoéster. Se obtuvo así 8 con 79% de rendimiento luego de 

una purificación por cromatografía en columna (Esquema 3.6). La regioselectividad de 

la apertura del ortoéster se fundamenta en la mayor reactividad del O-3, ecuatorial, en 

comparación con el O-4, axial.209 

En el espectro de RMN 1H de 8 se observaron en la región aromática señales que 

integraban para 19 H, correspondientes a los grupos 2-O-Bz, 6-O-TBDPS y 1-S-Tol. Se 

observó, además, un corrimiento general de todas las señales de los hidrógenos del 

azúcar hacia campos bajos con respecto del precursor 12, como consecuencia del 

efecto desprotector de los grupos acilos. La señal correspondiente a H-3 se observó a 

ŭ 4,02 con una J3,4= 3,4 Hz (Figura 3.2). Dado que no pudo observarse la correlación 

homonuclear COSY entre la señal del H-3 y la del grupo hidroxilo libre, se adquirió el 

espectro HMBC, donde pudieron verificarse las correlaciones heteronucleares CO-

Bz/H-2 y CO-Ac/H-4, respaldando así la estructura de 8. 

En el espectro de RMN 13C de 8 se observaron cómo señales diagnóstico la 

correspondiente a C-1 a ŭ 86,8, valor caracter²stico de tioglic·sidos, las señales de los 

carbonilos de los grupos acetilo y benzoílo (171,0 y 166,5 ppm, respectivamente) y las 

de los carbonos correspondientes al 6-O-TBDPS (26,8 y 19,1 ppm) (Figura 3.3). Estas 

señales pudieron asignarse inequívocamente con la información provista por los 

experimentos bidimensionales COSY y HSQC. 
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Esquema 3.6. Síntesis del aceptor de glicosilo 8. 

 

El siguiente paso consistió en el acoplamiento del tricloroacetimidato per-O-

bencilado 7210 con el aceptor 8, para obtener 9. Para favorecer la estereoselectividad-Ŭ 

de la reacción, además de utilizar un grupo no participante en C-2 se utilizó éter etílico 

como solvente, para que prime el efecto anomérico con participación del solvente 

(Esquema 3.7).201 

 

 

Esquema 3.7. Obtención del disacárido 17. 

 

Desde su desarrollo, el método del tricloroacetimidato ha sido muy utilizado porque 

presenta la ventaja de requerir cantidades catalíticas de un ácido de Lewis como 

activante, respecto de otros métodos que requieren cantidades equimoleculares. Así, 

resulta un método suficientemente suave como para preservar grupos lábiles y otras 

uniones glicosídicas presentes tanto en el aceptor como en el donor.211 Por tratamiento 

de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-galactosa comercial con tricloroacetonitrilo en presencia de 

DBU se obtuvo el tricloroacetimidato 7 con 90 % de rendimiento.211 Inmediatamente  
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Figura 3.2. Espectro de RMN 1H (CDCl3, 500 MHz) del compuesto 8.  

 

 

Figura 3.3. Espectro de RMN 13C (CDCl3, 126 MHz) del compuesto 8. 
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luego de purificarlo por cromatografía en columna, el donor 7 se conjugó con el aceptor 

8, utilizando TMSOTf como catalizador y llevando a cabo la reacción a ī68°C para 

preservar el imidato. Luego de 20 h de reacción, se observó por ccd la formación de un 

producto con movilidad intermedia entre 7 y 8 (Rf; 0,6; Hexano-EtOAc 4:1) que se aisló 

con 81% de rendimiento luego de una purificación por cromatografía en columna de 

sílica gel. 

El espectro de RMN 1H de 9 permitió confirmar la configuración 1,2-cis de la nueva 

unión glicosídica (ŭ 5,18; J1ô,2ô= 2,9 Hz; H-1ô). Además, se observaron en la zona 

aromática señales que integraban para 39 H, correspondientes a los grupos, 2-O-

benzoilo, 6-O-TBDPS y 1-S-Tol provenientes de 8 y a los 4 grupos O-Bn de la nueva 

unidad Galp a ŭ 8,02-6,92 (Figura 3.4). En el espectro de RMN 13C de 9, además de 

señales análogas a las de 8 (Figura 3.3), se observó una señal a 93,0 ppm, característica 

de la configuraci·n Ŭ-Galp, correspondiente a C-1ô (Figura 3.5). Estas señales pudieron 

asignarse inequívocamente con la información provista por los experimentos 

bidimensionales COSY y HSQC (Figuras 3.6 y 3.7). 

Una vez sintetizado 9, el paso siguiente consistió en la instalación de la cadena 

alquílica funcionalizada con el grupo amino, para la posterior conjugación. Se decidió 

utilizar 6-aminohexanol, el cual debía protegerse convenientemente en el grupo amino, 

dado el mayor carácter nucleofílico respecto al grupo hidroxilo. Esta mayor nucleofília 

justamente facilitó la protección: por tratamiento de 6-aminohexanol con cloroformiato 

de bencilo en medio acuoso alcalino, se obtuvo el derivado benciloxicarbonilamino-1-

hexanol (HO(CH2)6NHCbz) (18).  

Para la introducción del brazo espaciador, se utilizó el método del tioglicósido, un 

método de glicosidación muy utilizado que requiere la presencia de un promotor 

electrofílico para activar el grupo S-anomérico.212 Para ello se seleccionó el par 

NIS/TfOH que permitió la condensación de 9 con 18. El análisis por ccd permitió 

observar la formación de un producto de menor movilidad que el disacárido 9, que se 

aisló con 68 % de rendimiento luego de purificación por cromatografía en columna y se 

caracterizó como el glicósido 17 (Esquema 3.7). El espectro de RMN 1H de 17 permitió 

confirmar que la reacción ocurrió efectivamente, observándose la señal de H-1 a 4,46 

ppm con una constante de acoplamiento característica de configuración 1,2-trans (d, J1,2 

= 8,0 Hz) y las se¶ales correspondientes al brazo espaciador a ŭ 3,01 (m, 4H, CH2NH), 

1,50-1,46 (m, 4H, CH2), y 1,20-1,07 (m, 2H, CH2) ppm (Figura 3.8). En el espectro de 

RMN 13C de 17 se observaron en la regi·n an·merica se¶ales a ŭ 93,1 (C-1ô) y a 101,5 

(C-1) correspondientes a la unidad Ŭ-D-Galp bencilada y a la nueva unión glicósidica, 

respectivamente. Esta última, con un d característico de la configuraci·n ɓ-D-Galp. Se 

observaron también las señales correspondientes al brazo espaciador (Figura 3.9). 
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Estas señales pudieron asignarse inequívocamente con la información provista por los 

experimentos bidimensionales COSY y HSQC (Figuras 3.10 y 3.11). 

 

Figura 3.4. Espectro de RMN 1H (CDCl3, 500 MHz) del disacárido 9. 

 

 

Figura 3.5. Espectro de RMN 13C (CDCl3, 126 MHz) del disacárido 9. 
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Figura 3.6. Espectro de 1H-1H COSY (CDCl3) del compuesto 9. 

 

Figura 3.7. Espectro de 1H-13C HSQC (CDCl3) del compuesto 9. 
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Figura 3.8. Espectro de RMN 1H (CDCl3, 500 MHz) del disacárido 17.  

 

 

Figura 3.9. Espectro de RMN 13C (CDCl3, 126 MHz) del disacárido 17. 
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Figura 3.10. Espectro de 1H-1H COSY (CDCl3) del compuesto 17. 

 

 

 

Figura 3.11. Espectro de 1H-13C HSQC (CDCl3) del compuesto 17. 
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Para llevar a cabo la desprotección total de 17, en primera instancia se procedió a 

remover el grupo 6-O-TBDPS con fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF) en solución de 

THF, amortiguada con ácido acético. Al cabo de 2 h el análisis por ccd mostró la 

desaparición total del material de partida y un producto de menor movilidad (Rf 0,47; 

Hexano-EtOAc 1:1), que luego de una purificación por cromatografía en columna de 

sílica gel se caracterizó espectroscópicamente como el derivado 19 (Esquema 3.8). El 

análisis del espectro de RMN 13C, permitió confirmar la remoción del grupo 6-O-TBDPS, 

dado que no se observaban las se¶ales caracter²sticas del mismo a ŭ 26,7 y 19,0 ppm. 

Continuando con la desprotección, se removieron los grupos ésteres de 19, bajo 

condiciones de Zemplén, obteniéndose 20, que se sometió a una hidrogenólisis 

catalítica sobre Pd/C, para producir la desbencilación, tanto de los hidroxilos de la 

unidad de a-D-Galp, como del grupo amino del brazo espaciador. Esta reacción 

avanzaba con mucha dificultad, por lo cual fue necesario acidificar el medio para que se 

completara. También se observó la necesidad de eliminar completamente cualquier 

vestigio de compuestos azufrados para que la reacción avanzara. Finalmente, luego de 

48 h de reacción se obtuvo el disacárido libre 5 con 66% de rendimiento global para los 

tres pasos de desprotección (Esquema 3.8). La desaparición de las señales aromáticas, 

tanto en el espectro de RMN 1H como en el de 13C de 5, y la ausencia de señales 

correspondiente a carbonos carbonílicos, confirmó la desprotección completa. Las 

señales correspondientes a los H anoméricos se observaron cómo dobletes a 5,07 

(J1ô,2ô= 3,93 Hz, H-1ô) y 4,37 ppm (J1,2= 7,92 Hz, H-1) (Figura 3.12), y las señales 

correspondientes a los carbonos anom®ricos a ŭ 103,2 (C-1ô) y 95,8 (C-1) (Figura 3.13). 

La estructura de 5 se confirmó en base al valor m/z 442,22830 (M+H) obtenido por ESI, 

coincidente con la masa exacta calculada para dicha molécula. 

 

Esquema 3.8. Desprotección total del disacárido 17. 
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Figura 3.12. Espectro de RMN 1H (D2O, 500 MHz) del disacárido 5. 

 

 

Figura 3.13. Espectro de RMN 13C (D2O, 126 MHz) del disacárido 5.  
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3.1.3. Conjugación de 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp con BSA (5) 

 

Para la conjugación de oligosacáridos a péptidos y proteínas se han desarrollado 

varios métodos.129,213 Sin embargo, muchos de éstos emplean condiciones oxidativas o 

reductoras que pueden alterar la estructura del oligosacárido a conjugar, así como 

también se dificulta el monitoreo del progreso de la reacción de conjugación. En nuestro 

caso se decidi· utilizar el ñm®todo del escuarato de dialquiloò desarrollado por Kov§ļ, 

debido a las ventajas que presenta, como se explicó en el capítulo 2.98  

Para optimizar las condiciones de reacci·n, se realiz· una ñconjugaci·n modeloò de 

6-aminohexil ɓ-D-Galp (21) (ver la síntesis en la parte experimental) con el dipéptido 

Ala-Tyr (Esquema 3.9). 

 

Esquema 3.9. Conjugación de 21 al dipéptido Ala-Tyr. 

 

En primer lugar, se trató 21 con un exceso de escuarato de dimetilo (2 equiv.) en 

buffer fosfato de pH 7. Se obtuvo así el monometiléter 22, que se purificó por elución 

con agua-MeOH a través de una columna de fase reversa (RP-18), logrando la 

separación de las sales, del excedente escuarato de dimetilo y de los productos de 

descomposición de éste (escuarato de metilo y ácido escuárico). Seguidamente, 22 se 

acopló con Ala-Tyr utilizando un buffer bórax-KH2PO4 de pH 9. Se obtuvo así el producto 

de conjugación final 22-Ala-Tyr, con 66% de rendimiento luego de una nueva 

purificación por cromatografía en columna de fase reversa (RP-18). 

Para la preparación de los neoglicoconjugados derivados de 5 se preparó 6 en 

cantidades suficientes para todos ellos (Esquema 3.10). Para la purificación 

cromatográfica en esta escala, resultó más eficiente el uso de una columna de carbón 

activado, en lugar de la columna de fase reversa. En el espectro de RMN 1H de 6 se 

observó el desplazamiento a campos altos de la señal del grupo NHCH2 del brazo 

espaciador (3,49 ppm) respecto de la señal análoga de 3 (2,92 ppm). En el RMN 13C de 
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6 se observaron las señales correspondientes al ciclobuteno a ŭ 188,8; 182,9; 182,7; 

177,3; 176,8 y 172,6, algunas de las señales se dividieron, como suele observarse para 

los derivados escuáricos debido a la naturaleza de doble enlace del enlace C-N vinílico97 

(Figura 3.14).  

El derivado 6 se acopló a BSA (Esquema 3.10), de manera análoga a la obtención 

de 22-Ala-Tyr. En este caso el producto de conjugación se sometió a una diálisis, 

utilizando una membrana de 30 KDa de MWCO, permitiendo separar el excedente de 6 

y las sales. Por liofilización de la solución incluida se obtuvo 6-BSA, cuyo espectro de 

EM MALDI mostró que se trataba de una estructura de PM promedio 86356 Da, que no 

contenía BSA libre (ver Capítulo 4). 

 

Esquema 3.10. Conjugación del disacárido 5 con BSA. 

 

Figura 3.14. Espectro de RMN 13C (D2O, 126 MHz) del disacárido 6. 
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3.2. Conjugación de 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp con 

péptidos inmunogénicos (6-Péptidos) 

 

3.2.1. Priorización de secuencias antigénicas a partir de proteínas de T. cruzi 

 

Buscaglia et al. analizaron el potencial para serodiagnóstico de proteínas de T. cruzi 

deducidas a partir del genoma, utilizando microarreglos peptídicos.214,215,216 Este tipo de 

análisis permitió realizar, en paralelo, el mapeo de los epítopos B presentes en las 

proteínas reactivas. Las secuencias reactivas que mostraron máxima especificidad 

fueron identificadas y seleccionadas teniendo en cuenta ciertos criterios impuestos por 

los métodos de síntesis y/o conjugación de neoglicoconjugados, como ser: ausencia de 

cisteínas (C) y mínimo (o nulo) contenido de residuos con aminas primarias en sus 

cadenas laterales (Lisinas, K), para evitar la reacción con los epítopos glicósidicos que 

podría afectar la inmunogenicidad del epítopo conjugado. Sin embargo, la gran mayoría 

de epítopos B inmunodominantes identificados en proteínas de T. cruzi contienen al 

menos un residuo K entre sus aminoácidos constituyentes. Entre los epítopos 

priorizados en esta tesis, se seleccionaron algunos que mostraron diferencias en su 

perfil de reactividad, ya sea a nivel de sensibilidad y/o de título de anticuerpos/paciente. 

Los péptidos seleccionados fueron: los epítopos B inmunodominantes presentes en el 

Antígeno 2 (péptido Ag2) y en la proteína Ribosomal P2 (péptido Rib P2),215,217,214 ambos 

de altísima sensibilidad y título de anticuerpos por paciente;218 el péptido E2E3, que 

contiene el epítopo B inmunodominante de TSSA (Trypomastigote Small Surface) y se 

corresponde al llamado p30-50 de TSSA, de altísima sensibilidad y moderado título de 

anticuerpos por paciente,218 y el péptido MASP, derivado de la región C-terminal 

conservada de esta familia de proteínas,219 que posee una sensibilidad y título de 

anticuerpos por paciente moderados. Como control negativo, se incluyó el péptido E2E3 

ñscrambledò, que tiene la misma composición aminoacídica que el E2E3, pero con la 

secuencia desordenada.219 

 

3.2.2. Diseño de péptidos 

 

 El diseño final de los péptidos incluyó el epítopo B inmunodominante, de 15 

residuos,214 el cual se flanqueó con dos o tres residuos de cada lado propios de cada 

secuencia, que funcionan como espaciadores para separar físicamente el epítopo 

peptídico del resto de los componentes del conjugado (la porción glicosídica y/o una 

proteína carrier). En el extremo N-terminal se adicionaron tres residuos K en tándem, 
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que constituyen los sitios de acople a los oligosacáridos, en el proceso de conjugación. 

El grupo NH2 del extremo N-terminal del péptido podría funcionar como aceptor del 

glicano, por lo que se lo dejó libre. También se les adicionó una C (cisteína) en el 

extremo C-terminal para tener la posibilidad de acoplarlos posteriormente a la proteína 

carrier.  

 

KKK-Espaciador (2-3aa)-Epítopo peptídico (15aa)-Espaciador (2-3aa)-C-amida 

 

Este diseño se hizo con el objetivo de minimizar efectos estéricos que pudiesen 

interferir el reconocimiento de los epítopos glicosídicos y/o peptídicos de los 

neoglicoconjugados, por parte de anticuerpos específicos.  

En la Tabla 3.1 se muestran las secuencias finales. Los péptidos fueron sintetizados 

por la empresa Schafer-N (Copenhagen, Denmark) usando química FMOC (cloruro de 

fluorenilmetiloxicarbonilo) estándar, purificados por HPLC a >90% pureza y 

caracterizados por EM. 

 

Tabla 3.1. Secuencia de los péptidos sintetizados. Se marca en rojo las lisinas (K) ñaceptoras 

de glicanosò, en violeta el ep²topo B antig®nico, en negro las secuencias ñespaciadorasò y en azul 

la cisteína (C) del extremo C-terminal. 
Péptido Secuencia Especificidad 

 (%) 
Sensibilidad 
 (%) 

Long. del  
péptido 

E2E3 NH2-KKKTSSTPPSGTENKPATGEAPSQC 94.74* 92,86* 25 aa 

Ag2 NH2-KKKQKTAPFGQAAAGDKPSPFGQAC 98.36** 91,98** 25 aa 

MASP NH2-KKKLQVAGTKTTTATTGDSDGSC 98.36** 80,94** 23 aa 

RibP2 NH2-KKKAAPAAAAEEEEDDDMGFGLFDC ? ? 25 aa 

E2E3 
SCRAM 

NH2-KKKGPSNESTEKSPQSATATGPPTC - - 25 aa 

*Datos extraídos de Balouz et al. 2015219 **Datos extraídos de Carmona et al. 2015215; ambos datos 

fueron calculados, únicamente, sobre el epítopo de cada péptido aquí mostrado, sin incluir los aminoácidos 

flanqueantes. 

 

El derivado 6 se acopló a los péptidos sintéticos de manera análoga a como se había 

obtenido 6-BSA (Esquema 3.12), aunque en este caso el producto de conjugación se 

sometió a una purificación utilizando microfiltros (Amicon ultra 0.5 500ɛl), que se 

sometieron a centrifugación (300 rpm, 30 min) y permitieron separar el excedente de 6 

y las sales. Por liofilización del eluato se obtuvieron los neoglicoconjugados 6-RibP2, 6-

MASP, 6-Ag2 y 6-E2E3. 

Por espectroscopia de RMN 500 MHz y espectrometría de masa MALDI TOF-TOF, 

se confirmó la estructura de los distintos neoglicoconjugados 6-Péptidos. A modo de 

ejemplo, en la Figura 3.15 se muestra el espectro de 6-MASP. Si bien la mayoría de las 
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señales no pudieron asignarse debido a la superposición, se observaron: las señales de 

H-1ô y H-1 a 5,07 y 4,38 ppm, respectivamente, análogas a las del disacárido 5, señales 

correspondientes a los grupos CH2 del brazo espaciador a ŭ 1,53-1,12 y señales 

características de los aminoácidos, por ejemplo, de serina a 4,67 ppm, treonina a 1,12 

ppm, leucina y valina a 0,84 y 0,76 ppm, respectivamente. La intensa señal de los 

CH2NH2 de las lisinas, que en el espectro del péptido sin conjugar se observaba a 3,00 

ppm, no se observó en este espectro debido a la desprotección que sufren al sustituirse, 

superponiéndose con las señales a 3,40-3,60 ppm, indicando que la glicosidación fue 

completa. Además, se realizó una estimación del número de unidades de disacárido 

incorporadas en cada conjugado (Tabla 3.2). Esta estimación coincidió con el número 

de grupos amino reactivos (número de residuos K + extremo N-terminal) en la secuencia 

de cada péptido (Tabla 3.1), confirmando que la glicosidación fue completa. En el 

capítulo 6 se describen los estudios inmunológicos que se hicieron con los conjugados 

6-Péptidos. 

 

Esquema 3.12. Conjugación del disacárido 5 con los distintos péptidos antigénicos. 

 

Tabla 3.2. Cálculo de unidades de disacárido incorporadas en los 
distintos neoglicoconjugados. 
Glicopéptido Péptido Péptido 

(PM) 
Neoglicoconjugado 

(PM) 
N° de unidades de 

disacárido por 
péptido 

6-Ag2 Ag2 2561,0 5674,51 6 

6-MASP MASP 2297,57 4895,07 5 

6-E2E3 E2E3 2530,80 5128,30 5 

6-RibP2 RibP2 2657,91 4735,91 4 

El PM de los distintos neoglicoconjugados se determinó por MALDI TOF-TOF. A partir de éstos 

se estimó la glicosidación de cada conjugado (PM de 6 = 551,54 Da). 
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Figura 3.15. Espectro de RMN 1H (D2O, 500 MHz) del disacárido 6-MASP.  

 

3.3. Síntesis de 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-[ɓ-D-Galp-(1Ÿ6)]-ɓ-D-Galp (23) 

 

Como se describió en el capítulo 1, T. cruzi, está recubierto por un denso glicocálix 

compuesto, entre otros, por glicoproteínas llamadas mucinas que, entre otras funciones, 

son aceptoras de ácido siálico en una reacción catalizada por una enzima llamada trans-

sialidasa (TcTS). Este mecanismo le permite incorporar ácido siálico a sus 

glicoconjugados pues T. cruzi no puede biosintetizar el nucleótido donor CMPNeu5Ac, 

por carecer de las enzimas necesarias. En el proceso de infección toma ácido siálico 

unido a una unidad de ɓ-D-Galp de los glicoconjugados del huésped por medio de la 

TcTS220,221 y lo transfiere a una unidad ɓ-D-Galp presente en los oligosacáridos 

ramificados con estas unidades en las mucinas de superficie del parásito, instalando así 

el motivo Neu5Ac(Ŭ-2Ÿ3)ɓ-D-Galp. La importancia de la sialilación de las mucinas de 

tripomastigotes radica en que protege al parásito de la lisis por los anticuerpos anti Ŭ-

Gal del suero de pacientes chagásicos, y es esencial para el proceso de infección.222 

Lantos et al. observaron mediante técnicas de microscopía avanzada y estudios 

bioquímicos, que las glipotroteínas sialiladas y las que contienen Ŭ-Gal, no coinciden 

espacialmente de manera total. Esta ñcolocalizaci·n parcialò significar²a que ambos 

residuos, §cido si§lico y Ŭ-Gal, podrían estar en el mismo glicoconjugado y a su vez en 

distintas poblaciones de mucinas.27 Surgió entonces como interrogante si una misma 

mol®cula podr²a contener la unidad antig®nica Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-D-Galp y ser aceptora 

de §cido si§lico en una unidad ɓ-D-Galp terminal, o si la unidad antigénica interfiere en 
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la sialilación mediada por TcTS. Además, sería interesante comprobar si el trisacárido 

sialilado es reconocido por los anticuerpos anti Ŭ-Gal. Con el objetivo de analizar la 

interrelación entre la transialidación mediada por TcTS y la inmunogenicidad de las 

mucinas, emprendimos la síntesis del trisacárido Ŭ-D-Galp-(1Ÿ6)-[ɓ-D-Galp-(1Ÿ3)]-ɓ-

D-Galp funcionalizado como el 6-aminohexil glicósido 23, para su posible 

bioconjugación. Este trisacárido es la estructura más pequeña que contiene la unidad 

antig®nica Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-D-Galp y la unidad ɓ-D-Galp aceptora de ácido siálico.  

La estrategia sintética implicó el uso del disacárido 9, seguido de la ɓ-D-

galactosilación del O-6 del derivado desililado 24 y la introducción de la aglicona 6-

aminohexilo (18, Esquema 3.13). 

 

Esquema 3.13. Síntesis del trisacárido 23.  

 

En primera instancia, se procedió a la remoción del grupo TBDPS de 9, con TBAF 

en solución de THF/AcOH, obteniéndose 24 con 69% de rendimiento. Para la 

introducción de la unidad ɓ-D-Galp, se consideró utilizar un donor con grupo participante 

en C-2. Cuando se utilizó el tricloroacetimidato acetilado 25a y TMSOTf como promotor 

de la reacción, se obtuvo el trisacárido 26a con 40% de rendimiento, debido a la 

migración indeseada de un grupo acetilo desde el donor 25a al hidroxilo del C-6 del 

aceptor 24. En el espectro de RMN 13C de este subproducto se observaron dos señales 

anom®ricas a 93,2 y 87,0 ppm, correspondientes a las unidades Ŭ-D-Galp y ɓ-1-tio-D-

Galp, y dos grupos acetilos, confirmando así la migración. Se observaron 

transesterificaciones similares en glicosidaciones de haluros de glicosilo promovidas por 

TMSOTf.223 Para evitar dicha migración se utilizó el tricloroacetimidato benzoilado 25b, 

y en este caso se obtuvo el trisacárido 26b con 72% de rendimiento, y no se observó la 

formación de ningún producto de migración. En el espectro de RMN 1H de 26b se 

observ· la nueva se¶al anom®rica a ŭ 4,94 con J1ôô,2ôô= 8,0 Hz, confirmando la 
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configuraci·n ɓ de esta uni·n glicos²dica (Figura 3.16). En el espectro de RMN de 13C 

se observaron las tres señales anoméricas a 100,7 (C-1ôô), 93,4 (C-1ô) y 87,2 (C-1) ppm, 

consistentes con la estructura de 26b (Figura 3.17). 

Para la introducción de la aglicona 18 se utilizó el método del tioglicósido, activando 

26b con el par NIS/TfOH. El análisis por ccd permitió observar la formación de un 

producto de menor movilidad que el trisacárido 26b, que luego de la purificación por 

cromatografía en columna se obtuvo el glicósido 27 con 71% de rendimiento (Esquema 

3.13). El espectro de RMN 1H de 27 permitió confirmar que la reacción ocurrió 

efectivamente, dado que se observaron las señales correspondientes al brazo 

espaciador a ŭ 3,01-2,87 (m, 2H, CH2N), 1,25-0,91 (m, 8H, CH2), y la nueva señal 

anomérica H-1 a 4,28 ppm. En el espectro de RMN 13C de 27 se observaron las señales 

correspondientes a los tres carbonos anom®ricos a ŭ 101,4 (C-1), 101,1 (C-1ôô) y 93,6 

(C-1ô) y al brazo espaciador a 66,5 (CH2Cbz), 40,8 (CH2N), 29,5, 29,0, 26,1 y 25,4 (CH2) 

ppm. 

Para la desprotección de 27, en primera instancia se removieron los grupos ésteres 

bajo condiciones de Zemplén, obteniéndose 28 con 93% de rendimiento. El mismo se 

purificó por cromatografía con una columna RP-18, para evitar la presencia de 

impurezas azufradas que podrían envenenar el catalizador de la reacción de 

hidrogenólisis. En el espectro de RMN 1H de 28 se observaron las señales anoméricas 

a ŭ 4,86 (m, 2H, H-1ô y CH2Ph), 4,32 (d, J1ôô,2ôô= 7,7 Hz; H-1ôô) y 4,17 (d, J1,2= 7,8 Hz; H-

1), y en el de RMN 13C a 103,9 (C-1ôô), 103,1 (C-1) y 96,0 (C-1ôô) ppm. 

Posteriormente, el trisacárido 28 se sometió a una hidrogenólisis con Pd/C como 

catalizador para producir la desbencilación, tanto de los hidroxilos de la unidad de a-D-

Galp, como del grupo amino del brazo espaciador. Luego de 16 h de reacción a 55 psi 

se obtuvo el trisacárido libre 23 con 51 % de rendimiento global para los dos pasos de 

desprotección (Esquema 3.13). La desaparición de las señales aromáticas, tanto en el 

espectro de RMN 1H como en el de 13C de 23, y la ausencia de señales correspondiente 

a carbonos carbonílicos, confirmaron la desprotección completa. Las señales 

correspondientes a los H anoméricos se observaron cómo dobletes a 5,14 (J1ô,2ô= 4,0 Hz; 

H-1ô), 4,47 ppm (J1,2= 7,3 Hz; H-1) y 4,45 (J1ôô,2ôô= 7,8 Hz; H-1ôô, Figura 3.18), y las señales 

correspondientes a los carbonos anom®ricos a ŭ 103,9 (C-1ôô), 103,1 (C-1) y 95,8 (C-1ô, 

Figura 3.19). Estas señales pudieron asignarse inequívocamente con la información 

provista por los experimentos bidimensionales COSY y HSQC (Figuras 3.20 y 3.21). La 

estructura de 23 se confirmó en base al valor m/z 604,2804 (M+H) obtenido por ESI, 

coincidente con la masa exacta calculada para dicha molécula.  
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Figura 3.16. Espectro de RMN 1H (CDCl3, 500 MHz) del trisacárido 26b.  

 

 

Figura 3.17. Espectro de RMN 13C (CDCl3, 126 MHz) del trisacárido 26b.  
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Figura 3.18. Espectro de RMN 1H (D2O, 500 MHz) del trisacárido 23. 

 

Figura 3.19. Espectro de RMN 13C (D2O, 126 MHz) del trisacárido 23. 
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Figura 3.20. Espectro de 1H-1H COSY (CDCl3) del compuesto 23. 

 

 

Figura 3.21. Espectro de 1H-13C HCQS (CDCl3) del compuesto 23. 
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3.3.1. Estudio de sialilación de 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ҧ3)-[ɓ-D-Galp-

(1Ҧ6)]-ɓ-D-Galp (23), mediada por TcTS 

 

El trisacárido 23 se ensayó como sustrato aceptor de la enzima TcTS para 

analizar, si a pesar de contener la unidad antig®nica Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp, 

se producía la sialilación de la unidad aceptora ɓ-D-Galp. Se utilizó una 

transialidasa recombinante y 3ô-sialillactosa como donor de ácido siálico 

(Esquema 3.14), siguiendo protocolos previamente establecidos en el 

laboratorio.224 

 

Esquema 3.14. Sialilación del trisacárido 23 por TcTS. 

 

La reacción se monitoreó por HPAEC-PAD usando una columna CarboPac PA-100, 

y como se esperaba dado la selectividad enzimática de la TcTs, se obtuvo únicamente 

el producto 23S, monosialilado en el O-3 de la unidad de b-D-Galp (Figura 3.22). El 

menor tiempo de retención de 23S, en comparaci·n con 3ô-sialilactosa, podría atribuirse 

a su estructura ramificada, como se observó para otros oligosacáridos.225 Por el mismo 

motivo, el trisacárido 23 se retuvo menos que la lactosa y eluyó con el pico de inyección. 

Se determinaron los valores de KM y Vmáx del trisacárido 23 incubando diferentes 

concentraciones del mismo con TcTS y 3ô-sialillactosa. Los valores obtenidos fueron 

0,35 mM y 0,42 nmoles/mg.min, respectivamente (Figura 3.23), similares a los 

observados para lactitol (KM 0,26Mm)226 y para el Ŭ-bencil glicósido del trisacárido lineal 

Galp-D-ɓ-(1Ÿ2)-Galf-ɓ-(1Ÿ4)-D-GlcNAc (KM 0,31Mm).224  

Por otro lado, se investigó la capacidad de 23 para competir por el ácido siálico con 

el sustrato convencional N-acetil-lactosamina. Para ello, se incubó el trisacárido 23 (en 

concentraciones que variaron de 0 a 1,5 mM) con N-acetil-lactosamina, 3ô-sialillactosa y 

TcTS. El valor de IC50 (1,35 mM) se calcul· en base a la disminuci·n de 3ô-

sialillactosamina.  
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Figura 3.22. Análisis por HPAEC-PAD de la reacción de sialilación de 23 mediada 

por TcTS. Para calcular KM y Vmáx se incubaron diferentes concentraciones de 23 y 3ô-

sialillactosa (1mM) en ausencia (a) o presencia (b-d) de TcTS. Las mezclas de reacción 

se monitoreron por HPAEC-PAD usando gradientes de 0 a 500 mM de NaOAc en 100 

mM NaOH. Concentraciones de 23: a) 1mM (sin enzima); b) 0,25mM; c) 0,5mM y d) 

0,75mM. 

 

Figura 3.23. Análisis cinético de 23 como sustrato de TcTS. Gráfico de V (mmol x 

h1 x mg-1) vs. [23] (mM). Cada punto se determinó por triplicado. 

 

Para caracterizar el producto sialilado 23S y con el fin de facilitar su purificación, se 

realizó una reacción de sialilación preparativa utilizando fetuina (proteína de suero fetal 

bovino), como donor de ácido siálico.227 El mayor peso molecular de la fetuina, en 

comparaci·n con la 3ô-sialillactosa, simplificaría el aislamiento del trisacárido sialilado. 

Se realizó una purificación por cromatografía en columna de carbón grafitizado, 

eluyendo con un gradiente escalonado de acetonitrilo-agua (0Ÿ25% en acetonitrilo). El 

trisacárido 23 sin reaccionar se eluyó con 4-8% de acetonitrilo y el derivado sialilado 
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23S con 20% de acetonitrilo. Por concentración al vacío de las fracciones que contenían 

el producto, según el análisis por HPAEC-PAD, se obtuvo un polvo blanco con un 

rendimiento del 36%. La estructura de 23S, se confirmó por espectroscopia de RMN. En 

el espectro de RMN 1H se observaron las señales características del grupo 3-desoxi del 

§cido si§lico a ŭ 2,76 (H-3eq) y 1,8 (H-3ax) y un singulete correspondiente al grupo NAc 

en 2,04 ppm. Los tres protones anoméricos se distinguieron fácilmente, observándose 

el de la unidad Ŭ-D-Galp a campos más bajos (5,15 ppm). Para la unidad de ɓ-D-Galp 

sialilada se observó el desplazamiento a campos bajos de las señales del protón 

anomérico (4,55 ppm) y del H-3 (4,09 ppm), respecto de las señales análogas del 

trisacárido 23 (ŭH1ôô= 4,45; ŭH3ôô= 3,80-3,60), confirmando la regioquímica de la sialilación 

(Figura 3.24). En el espectro de RMN 13C de 23S se observaron las señales 

caracter²sticas del §cido si§lico: los carbonilos a ŭ 175,8 y 174,6, el C-3 a 40,4 y el CH3 

del NHAc a 22,8 ppm y la nueva señal anomérica a 100,6 ppm (Figura 3.25). La 

estructura de 23S se confirmó en base al valor m/z 895,37708 (M+H) obtenido por ESI, 

coincidente con la masa exacta calculada para dicha molécula.  

 

3.4. Conclusiones 

 

En este capítulo se sintetizó el disac§rido Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp (5) y el 

trisac§rido Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-[ɓ-D-Galp-(1Ÿ6)]-ɓ-D-Galp (23), que se obtuvieron 

adecuadamente funcionalizados para su posterior conjugación, con el objetivo de 

utilizarlos en estudios inmunológicos y de la reacción de transialidación mediada por 

TcTS. 

El disacárido 5 se sintetizó a partir del tolil glicósido 8, como precursor de la unidad 

de b-D-Galp, que se obtuvo a partir de una secuencia de reacciones regioselectivas muy 

eficiente, que permitió dejar el OH-3 libre. El compuesto 8 se glicosidó con el 

tricloroacetimidato bencilado 7, con el fin de instalar estereoselectivamente la unión de 

configuraci·n Ŭ. As², se obtuvo 9, al cual se le introdujo el brazo espaciador 6-

aminohexilo mediante el método del tioglicósido, usando NIS/TfOH como activante. La 

desprotección de 9, para dar 5, se realizó sin mayores inconvenientes. 

El disacárido 5 se conjugó con BSA y con distintos péptidos inmunogénicos, usando 

el método del escuarato de dialquilo, con buenos rendimientos.  
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Figura 3.24. Espectro de RMN 1H (D2O, 500 MHz) del tetrasacárido 23S. 

 

Figura 3.25. Espectro de RMN 13C (D2O, 126 MHz) del tetrasacárido 23S. 

 



Capítulo 3                                                                               Resultados y Discusión  

 

- 80 - 

 

En el Capítulo 6 se describen los ensayos inmunoquímicos que se realizaron con 

los distintos neoglicoconjugados. 

El trisacárido 23 se sintetizó a partir del disacárido 9, realizando una desprotección 

selectiva del 6-OH, e introduciendo una unidad de b-D-Galp mediante el 

tricloroacetimidato benzoilado 25b. 

Al ensayar el trisacárido 23 como sustrato aceptor de la enzima TcTS recombinante 

y 3ô-sialillactosa como donor de ácido siálico, se produjo la sialidación selectiva de la 

unidad ɓ-D-Galp (23S). Los parámetros cinéticos calculados fueron comparables a los 

de otros sustratos estudiados anteriormente, sin la unidad antig®nica Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-

ɓ-D-Galp. El derivado 23S, también se obtuvo en escala preparativa utilizando fetuina 

como donor, facilitando así, la purificación y posterior, caracterización. En el Capítulo 6 

se describen los ensayos inmunodiagnósticos que se realizaron con 23 y 23S. 

Los di, tri y tetrasacáridos aquí sintetizados podrían ser útiles como sondas para el 

estudio in vitro de la relación entre la sialilación y el reconocimiento por anticuerpos anti 

Ŭ-Gal, como una contribución al conocimiento de la glicobiología del ácido siálico en T. 

cruzi. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 4 

 

 

 

Síntesis de 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-

D-Galp-(1Ÿ4)-ɓ-D-Glcp 
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El objetivo general de esta tesis es sintetizar análogos del trisacárido a-Gal (1, Ŭ-D-

Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-D-GlcNAc), adecuadamente funcionalizados para 

conjugarlos a péptidos y utilizarlos en estudios bioquímicos e inmunológicos, y a futuro, 

para el desarrollo de herramientas de diagnóstico. Estos objetivos requieren cantidades 

importantes de los neoglicoconjugados, por lo cual es necesario desarrollar 

procedimientos simples, eficientes y fácilmente escalables, que permitan disponer de 

manera continua de las unidades antigénicas. Las dificultades que presenta la síntesis 

de Ŭ-Gal (1) están relacionadas con la baja reactividad de los derivados de GlcNAc, al 

utilizarlos tanto como donores o como aceptor de glicosilo,196 como se describió en el 

Capítulo 2. 

Ashmus et al. demostraron que el trisac§rido Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-ɓ-D-

Glcp (29), que contiene glucosa en el extremo reductor en lugar de GlcNAc, es tan eficaz 

para el reconocimiento de anticuerpos desarrollados en pacientes chagásicos como el 

trisac§rido natural Ŭ-Gal (1).5 La síntesis de este trisacárido 29 es mucho más sencilla 

por el solo hecho de no presentar la unidad de GlcNAc, por lo cual, se planeó sintetizar 

el derivado 30, funcionalizado con el mismo brazo espaciador que 5 y 23, obtener los 

neoglicoconjugados de estructura 31-BSA y 31-Péptidos (Figura 4.1), y utilizarlos en 

las mismas pruebas biol·gicas que para Ŭ-Gal. En caso de que estos 

neoglicoconjugados mostraran propiedades inmunogénicas similares, sería muy 

conveniente utilizarlos en reemplazo de los neoglicoconjugados de 1 para el desarrollo 

de herramientas de diagnóstico.  

 

Figura 4.1. Estructuras del trisacárido 29, an§logo de Ŭ-Gal, del trisacárido 

funcionalizado 30 y de los neoglicoconjugados 31.  

 

4.1. Antecedentes de la s²ntesis de derivados de Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-

Galp-(1Ÿ4)-ɓ-D-Glcp (29)  

 

Wang y col. 137 describieron la s²ntesis de metil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-ɓ-

D-Glcp (XI) utilizando una estrategia secuencial, desde el extremo no reductor al 

reductor. La estereoselectividad de glicosidaci·n de la unidad Ŭ-Gal se logró utilizando 

como donor el tioglicósido bencilado XII, con un grupo no participante en C-2, el cual se 
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hizo reaccionar con el derivado bencilidénico XIII como aceptor. Como precursor del 

extremo reductor se utilizó el derivado tri-O-bencilado XIV, obtenido a partir del 

correspondiente 4,6-di-O-bencilidén derivado. Los autores establecieron condiciones 

para realizar la secuencia de glicosidaciones mediante un procedimiento ñone potò 

(Esquema 4.1). 

 

Esquema 4.1. Precursores sintéticos de XI propuestos por Wang et al. 137  

 

En general, la síntesis de oligosacáridos involucra la preparación de precursores 

monosacáridicos convenientemente derivatizados y la formación de cada una de las 

uniones glicosídicas, con la regio y estereoselectividad anom®rica (Ŭ · ɓ) buscada. El 

trisacárido 29 presenta una unidad de lactosa (ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-D-Glcp), por lo cual, en 

lugar de realizar una síntesis secuencial, se puede preparar a partir de lactosa. Stocker 

y col. utilizaron este recurso para la síntesis de 29 derivatizado como la ceramida XV.228 

Para obtener el precursor XVI prepararon un derivado isopropilidénico de lactosa 

involucrando las posiciones 3ô y 4ô, instalaron la aglicona, luego removieron el grupo 

isopropilidénico e introdujeron el acetato en el OH-4ô mediante la instalaci·n y apertura 

regioselectiva de un grupo ortoacetato en los OH-3ô y 4ô. La configuraci·n de la unidad 

Ŭ-Galp la lograron utilizando como donor el tricloroacetimidato bencilado XVII (Esquema 

4.2).  

El grupo de Almeida describió la síntesis de XVIII y basó su estrategia en el aceptor 

XIX, preparado a partir de un acetal organoestánnico intermediario, cuya apertura 

regioselectiva permiti· diferenciar la posici·n 3ô del resto. En esta tesis se decidió utilizar 

el mismo tipo de derivado organometálico, y el fundamento de la regioquímica se 

desarrollar§ m§s adelante. La unidad Ŭ-Gal se introdujo estereoselectivamente 

basándose en el impedimento estérico que ofrece el grupo 4,6-O-bencilidénico del donor  

VI (ñdonor de Kisoò, Esquema 4.3).5 
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Esquema 4.2. Precursores sintéticos de XV propuestos por Stocker y col.228 

 

Esquema 4.3. Precursores sintéticos de XVIII propuestos por Almeida y col. 5 

 

4.2. Síntesis de 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-ɓ-D-Glcp (30) 

 

Al igual que en el caso del disacárido 5 (Capítulo 3), se eligió funcionalizar el 

trisacárido 29 con una cadena alquílica de seis carbonos con un grupo amino terminal. 

Así, se planteó la síntesis de 30, utilizando como material de partida lactosa, disacárido 

econ·mico y de f§cil acceso que ya presenta el motivo ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-D-Glcp, lo cual 

simplifica mucho la síntesis. En la posición anómerica de la lactosa se instalaría un grupo 

S-tolilo, ortogonal a la secuencia de protección selectiva de la lactosa, que en una etapa 

posterior se activaría para introducir el brazo espaciador mediante el ñmétodo del 

tioglic·sidoò. Luego de una secuencia de reacciones de protección selectiva de lactosa, 

se obtendría el aceptor de glicosilo 32, con el OH-3ô libre, el cual se glicosidaría con el 

tricloroacetimidato de tetra-O-Bn-Ŭ-D-Galp (7) para dar 33 (Esquema 4.4). 

Posteriormente, se modificaría el extremo reductor de manera similar a lo previamente 
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realizado con el disacárido 5. Así, el análisis retrosintético de 30 indicó que 7 y 32 serían 

precursores adecuados. 

 

 

Esquema 4.4. Análisis retrosíntetico del trisacárido funcionalizado 30. 

 

Para sintetizar 32 en primera instancia se peracetiló la lactosa. El método más 

utilizado para obtener azúcares per-O-acilados es la reacción de Schotten-Baumann, 

que consiste en el tratamiento del azúcar con un gran exceso de anhídrido o de cloruro 

de acilo, utilizando piridina como solvente y activador de la esterificación. Sin embargo, 

tratando de utilizar un procedimiento más benigno, dada la toxicidad de la piridina,229 se 

acetiló la lactosa (34) utilizando anhídrido acético y acetato de sodio como reactivos,230 

obteniéndose la octaacetillactosa (35) con muy buen rendimiento (Esquema 4.5).  

El derivado 35 se sometió a una glicosidación utilizando BF3ĀEt2O como promotor y 

tiocresol como aceptor de glicosilo. Se obtuvo así 36, que recristalizado de etanol 

presentó en el espectro de RMN 1H la señal correspondiente a H-1 como un doblete a 

ŭ 5,03 con una J1,2= 9,8 Hz. Esto indicó una relación trans entre H-1 y H-2, y por lo tanto 

la configuraci·n ɓ, acorde con lo esperado dada la presencia de un grupo participante 

en C-2. En el espectro de RMN 13C de 36 la señal correspondiente a C-1 se observó a 

83,6 ppm, valor característico de tioglicopiranósidos, confirmando así que la reacción de 

glicosidación se había efectuado. 

Posteriormente el derivado 36 se sometió a una reacción de desprotección, 

utilizando el método de Zemplén en CH2Cl2 anhidro, obteniéndose el tolil glicósido 37 

con 77% de rendimiento a partir de lactosa.  

El derivado 37 no requirió purificación, por lo que se prosiguió con la preparación de 

32. La estrategia para esto fue proteger selectiva y temporariamente el OH-3ô, para 

luego sustituir el resto de las posiciones con un grupo protector ortogonal y finalmente 

desproteger el OH-3ô. Para este fin, se prepar· un acetal de esta¶o intermediario, que 

seguidamente se benciló con cloruro de 4-metoxibencilo (Esquema 4.6). Las 
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protecciones regioselectivas mediadas por derivados organoestánnicos han sido muy 

utilizadas para obtener, en un solo paso, derivados selectivamente protegidos, 

simplificando significativamente las secuencias sintéticas.231,232 

 Esquema 4.5. Síntesis del compuesto 37. 

 

Al tratar un diol con Bu2SnO se produce la formación del acetal cíclico. Para esto, se 

requiere una configuración cis- entre dos OH vecinos, y en el caso de lactosa, esa 

situación se da entre los OH-3ô y 4ô. As², por tratamiento de 37 con Bu2SnO a reflujo en 

tolueno, utilizando una trampa de Dean-Stark para remover el agua formada, se observó 

una paulatina solubilización del material de partida. Esto se considera indicativo de la 

formación del acetal, ya que se forma un producto menos polar y más afín al tolueno 

que el material de partida. Este acetal 38 se utilizó directamente para la bencilación del 

OH-3ô, la cual ocurrió regioselectivamente debido a la activación que el estaño induce 

en los hidroxilos involucrados en el acetal, y entre ellos, resulta más reactivo del hidroxilo 

ecuatorial.231 Como agente bencilante se utilizó cloruro de 4-metoxibencilo, pues el éter 

resultante se puede hidrolizar selectivamente en condiciones oxidativas muy suaves. 

Por tratamiento del acetal organoestánnico 38 con PMBCl en presencia del ion ioduro,231 

que favorece la reacción de sustitución nucleofílica. Luego de una purificación por 

cromatografía en columna se obtuvo 39 con 43% de rendimiento y material de partida 

sin reaccionar (Esquema 4.6). En el espectro de RMN 13C de 39, se observó la 

desprotección de la señal correspondiente al C-3ô (80,8 ppm) en comparaci·n con la 

señal análoga de lactosa (72,6 ppm)206 y la aparición de las señales del metileno 

bencílico y el metoxilo de la aglicona a 70,0 y 55,1 ppm, respectivamente (Figura 4.2). 

Por tratamiento de 39 con cloruro de benzoílo en piridina se obtuvo el derivado 40 

con 85% de rendimiento (Esquema 4.6). En el espectro de RMN 1H de 40 se observaron 

en la zona aromática, señales que integraban para 38 H (ŭ 8,13-6,51), correspondientes 

a los hidrógenos de los 6 grupos benzoílos, el ArCH3 y el PMBO, y las señales 

características del metileno bencílico y el metoxilo de la aglicona a 4,52 y 3,67 ppm, 

respectivamente. En el espectro de RMN 13C se observaron las señales de los carbonos 
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carbonílicos de los grupos benzoílos a ŭ 165,8-164,7, las señales anoméricas a ŭ 86,0 

y ŭ 101,1 y las se¶ales del metileno benc²lico y el metoxilo de la aglicona a 70,0 y 55,1 

ppm, respectivamente. 

 

 

Esquema 4.6. Estrategia para la síntesis del aceptor de glicosilo 32. 

 

 

Figura 4.2. Espectro de RMN 13C (125MHz, DMSO-d6) de 39.  

 

El compuesto 40 se sometió a una desbencilación oxidativa mediada por DDQ (2,3-

dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona) (Esquema 4.6). Luego de 24 h de reacción con 2 



Capítulo 4                                                                                Resultados y Discusión  

 

- 89 - 

 

equiv. de DDQ, al resguardo de la luz, se obtuvo un producto mayoritario de Rf 0,41 

(Hexano-EtOAc 2:1). Por cromatografía en columna de sílica gel se obtuvo 32 con 72% 

de rendimiento. En el espectro de RMN 1H de 32 se observó la desaparición de las 

señales correspondientes al grupo PMBO y el corrimiento de la señal de H-3ô (3,94 ppm) 

a campos bajos respecto de la señal de H-3ô de 40 (3,59 ppm) (Figura 4.3). En el 

espectro de RMN 13C de 32 también se observó la desaparición de las señales 

correspondientes al PMBO y el desplazamiento de la señal de C-3ô de 75,6 a 71,9 ppm, 

confirmando la desbencilación (Figura 4.4). 

Para introducir la unidad de Ŭ-D-Galp en el extremo no reductor, se utilizó el 

tricloroacetimidato bencilado 7, como donor de glicosilo, bajo las mismas condiciones 

usadas para el disacárido 9 (Capítulo 3). Así, se lo hizo reaccionar con 32, en solución 

de éter etílico, para que prime el efecto anomérico con participación del solvente. La 

reacción se promovió con cantidades catalíticas de TMSOTf (0,22 equiv.) y se desarrolló 

a ī50ÁC. Por purificación cromatográfica en columna de sílica gel se obtuvo el 

compuesto 33 con 66% de rendimiento (Esquema 4.7). 

 

 

Esquema 4.7. Obtención del trisacárido 33.  
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Figura 4.3. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) de 32.  

 

 

Figura 4.4. Espectro de RMN 13C (126 MHz, CDCl3) de 32. 
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En el espectro de RMN 1H de 33 se observaron en la zona aromática, señales que 

integraban para 54 H (ŭ 8,05-6,88), correspondientes a los hidrógenos de los 6 grupos 

benzoílos, el ArCH3 y a los 4 grupos bencilos pertenecientes a la nueva unidad de 

galactosa. La señal correspondiente a la nueva unión glicosídica se observó como un 

doblete a ŭ 5,06 (J1ôô,2ôô= 3,4 Hz; H-1ôô), confirmando la configuración 1,2-cis de la nueva 

unión glicosídica (Figura 4.5). 

En el espectro de RMN 13C de 33, además de señales análogas a las de 32 (Figura 

4.4), se observó como señal diagnóstica la correspondiente a C-1ôô a 94,6 ppm, valor 

caracter²stico de la configuraci·n Ŭ-D-Galp (Figura 4.6).  

Una vez sintetizado 33, el paso siguiente consistió en la instalación de la cadena 

alquílica funcionalizada con el grupo amino, para la posterior conjugación. Se utilizó 

como aceptor benciloxicarbonilamino-1-hexanol (HO(CH2)6NHCbz; 18), tal como se 

describió para 5 en el Capítulo 3. El derivado 33 se activó con NIS/TfOH en CH2Cl2 

anhidro a temperatura ambiente y se hizo reaccionar con el aceptor. Luego de 24 h de 

reacción se observó por ccd la formación de un compuesto de menor movilidad que 33, 

que se aisló por cromatografía en columna con 74 % de rendimiento y se identificó como 

41 (Esquema 4.8). 

 

 

Esquema 4.8. Síntesis del glicósido 30. 
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Figura 4.5. Espectro RMN 1H (500 MHz, CDCl3) de 33. 

 

 

Figura 4.6. Espectro RMN 13C (126 MHz, CDCl3) de 33. 
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En el espectro de RMN 1H de 41 la señal de H-1 se encontraba superpuesta con 

otras señales. Sin embargo, se confirmó que la nueva unión glicosídica efectivamente 

se había establecido por la presencia de las señales correspondientes al brazo 

espaciador a ŭ 3,70 y 3,40 (2H, CH2a y b), 3,82 y 2,98 (m, 2H, CH2Cbz), 1,48-1,38 (m, 

2H, CH2), y 1,20-1,07 (m, 6H, CH2) (Figura 4.7). 

En el espectro de RMN 13C de 41 se observaron las se¶ales anom®ricas a ŭ 101,1 

(C-1ô), y 94,7 (C-1ôô), an§logas a las de 33, y a 101,1 (C-1), confirmando la configuración 

ɓ de la nueva uni·n glicos²dica, as² como tambi®n las se¶ales correspondientes al brazo 

espaciador a ŭ 70,0 (CH2O), 66,5 (CH2Cbz), 40,8 (CH2N) y 29,6-25,4 (4CH2 b, c, d y e) 

(Figura 4.8). Estas señales se asignaron inequívocamente con la información provista 

por los experimentos bidimensionales COSY y HSQC. 

La desprotección total de 41 se realizó removiendo en primer lugar los grupos 

ésteres, según las condiciones de desacilación de Zemplén, obteniéndose el compuesto 

42 con 96% de rendimiento. Sin purificación alguna, se sometió a 42 a una hidrogenólisis 

sobre Pd/C en medio ácido, para producir la desbencilación tanto de los hidroxilos, como 

del grupo amino del brazo espaciador. Así, se obtuvo el trisacárido libre 30 con 67% de 

rendimiento para los dos pasos de desprotección (Esquema 4.8).  

Tanto en el espectro de RMN 1H como de 13C de 30 se observó la desaparición de 

las señales aromáticas, confirmando la desprotección total. Por otro lado, las señales 

correspondientes a los hidrógenos anoméricos se observaron cómo dobletes a ŭ 5,15 

(J1ôô,2ôô= 3,9 Hz; H-1ôô), 4,53 (J1ô,2ô= 7,8 Hz; H-1ô) y 4,49 (J1,2= 8,0 Hz; H-1) (Figura 4.9) y las 

señales correspondientes a los carbonos anoméricos a 102,8 (C-1ô), 102,0 (C-1) y 95,4 

(C-1ôô) ppm (Figura 4.10). La estructura de 30 fue confirmada por el valor m/z 604,2803 

(M+H) obtenido por HR ESI MS, coincidente con la masa exacta calculada para dicha 

molécula. 
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Figura 4.7. Espectro RMN 1H (500 MHz, CDCl3) de 41. 

 

 

Figura 4.8. Espectro RMN 13C (126 MHz, CDCl3) de 41. 
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Figura 4.9. Espectro RMN 1H (500 MHz, D2O) de 30. 

 

 

Figura 4.10. Espectro RMN 13C (126 MHz, D2O) de 30.  
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4.3. Conjugación de 6-aminohexil Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-(1Ÿ4)-ɓ-D-

Glcp (30)  

 

Para la conjugación de 30 con BSA se utilizó el mismo procedimiento que en el 

Capítulo 3. Para ello se hizo reaccionar 30 con un exceso de escuarato de dimetilo (2,0 

equiv.) en buffer fosfato (pH 7), obteniéndose 31. Éste se purificó mediante una columna 

de carbón activado, logrando la separación de las sales, el excedente de escuarato de 

dimetilo y sus productos de descomposición monometil escuarato y dihidroxiescuarato. 

El monometiléter 31 se acopló con BSA utilizando un buffer bórax-fosfato de pH 9 

(Esquema 4.9). El producto de la conjugación se sometió a una diálisis, que permitió 

separar el excedente de 31 y las sales. Por liofilización de la solución incluida se obtuvo 

31-BSA (99%) cuyo espectro de MALDI mostró que se trataba de una estructura 

mayoritaria de PM promedio 86356 Da, que no contenía BSA libre (Figura 4.11). En la 

misma figura se observan los espectros de los conjugados 6-BSA (Capítulo 3) y 22-BSA 

(Capítulo experimental) con PM promedio 78880 y 86342, respectivamente. 

 

Esquema 4.9. Conjugación del trisacárido 30 a BSA. 

 

Figura 4.11. Espectros MALDI TOF-TOF de BSA libre y de los conjugados 22-BSA, 6-
BSA y 31-BSA.  
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Para analizar la reacción de conjugación con BSA y caracterizar los 

neoglicoconjugados resultantes se realizaron análisis por SDS-PAGE en condiciones 

desnaturalizantes (Figura 4.12). Por un lado, se analizaron alícuotas de las reacciones 

de conjugación con BSA a 24 y 48 h, confirmando que a las 24 h la reacción se había 

completado, ya que no se observaba BSA libre (Figura 4.12.A). Por otro lado, se 

demostró que los productos de conjugación eran homogéneos, pues se observaba para 

cada muestra una única banda estrecha con diferencias de PM acordes al grado de 

conjugación y al peso molecular del glicano conjugado, deducido por MALDI-TOF-TOF. 

Se observó un retraso en la migración electroforética (Mr) de los neoglicoconjugados 

respecto de la BSA libre, indicativo del aumento de masa molecular relativa, como 

resultado de la incorporación de la porción de carbohidratos. A su vez, se aprecia una 

pequeña disminución de la Mr de 6-BSA y 31-BSA respecto a 22-BSA; que se 

corresponde en principio con la adición de azúcares de mayor PM (Figura 4.12.A). Entre 

6-BSA y 31-BSA, sin embargo, las diferencias de Mr son mínimas, lo cual podría 

atribuirse a diferencias en el grado de conjugación de ambos neoglicoconjugados. La 

masa molecular aparente observada para estos neoglicoconjugados (~80 kDa para 22-

BSA y ~85 kDa para 6-BSA y 31- BSA), Figura 4.12.A en la SDS-PAGE concuerda con 

los datos de MALDI TOF-TOF. 

 

Figura 4.12. SDS-PAGE (10%) de los neoglicoconjugados en condiciones desnaturalizantes. 

A) Muestras que contienen ~1 ɛg de 22-BSA, 6-BSA y 31-BSA recogidas a las 24 o 48 h de la 

reacción de conjugación. El gel se tiñó con azul brillante Coomassie. Se utilizó BSA como control. 

B) y C) Muestras que contienen ~1 ɛg de 22-BSA, 6-BSA y 31-BSA recogidas a las 48 h de la 

reacción de conjugación. El gel se tiñó con reactivo de Schiff (B), seguido de azul de Coomassie 

(C). La BSA y la mucina submaxilar bovina (BSM) se utilizaron como controles negativos y 

positivos, respectivamente, para la tinción con el reactivo de Schiff. Los marcadores de pesos 

moleculares se indican en kDa.  

 

La ñcarga de az¼carò de los conjugados se estim· en base al cambio en la masa 

molecular respecto de la BSA (Tabla 4.1). Se calculó restando la masa molecular 

promedio de BSA (66410 Da) a la masa molecular promedio de cada neoglicoconjugado 

y dividiendo esto por la masa molecular nominal del azúcar, considerando la pérdida de 
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átomos asociada (ver esquema 4.9). Esto nos permitió calcular el contenido de 

carbohidratos por molécula de proteína y estimar que 35, 38 y 29 unidades de 22, 6 y 

31, respectivamente, se unieron a BSA. Además, 22-BSA, 6-BSA y 31-BSA, produjeron 

una banda coloreada tras la tinción con el reactivo de Schiff, específica para 

carbohidratos, mientras que BSA no se visualizó con este revelador. Como control 

positivo para dicha tinción, se incluyó una muestra de mucinas de glándula submaxilar 

bovina (BSM) (Figura 4.12.B). La posterior tinción del mismo gel con azul de Coomassie 

permitió visualizar BSA mientras que BSM no reveló (Figura 4.12.C). Los análisis 

densitométricos indicaron una relación carbohidrato/proteína aparentemente más baja 

para 31-BSA (0,321) en comparación con 22-BSA (0,884) y 6-BSA (0,972), lo que 

concuerda con la observación por MALDI-TOF de que 31-BSA presenta un contenido 

molar reducido de carbohidratos unidos. Considerando que la BSA contiene 59 unidades 

de lisina por molécula y considerando que solo 30-35 unidades son aptas para ser 

conjugadas,105 el resultado obtenido coincide con el esperado (Tabla 4.1).98 

 

Tabla 4.1. Carga de azúcar de los neoglicoconjugados 22-BSA, 6-BSA y 31-BSA. 

 PM 
promedio 

(g/mol) 

Carga de 
azúcar 

(g/mol)* 

1mg de 
conjugado 
contiene 

Glicotopo
/ BSA en 

moles 

Eficacia de la 
conjugación 

% 

BSA 66410     

22 389,16     

6 551,22     

31 713,27     

22-BSA 78880 12470 0,16 mg 
de 21 

34.8 70 

6-BSA 86342 19932 0,23 mg 
de 5 

38.3 77 

31-BSA 86356 19972 0,23 mg 
de 30 

29.3 59 

*Calculada en base a la diferencia del PM de la BSA (66410 Da) con respecto al PM de los 

neogliconjugados, dividido por el PM nominal de los distintos glicanos. considerando la pérdida 

de átomos asociada. 

 

Por otro lado, se realizó la conjugación del monometil éter 31 con el péptido 

antigénico sintético MASP (Esquema 4.10), que responde al siguiente diseño general, 

tal como se describió en el Capítulo 3: 

 

NH2-KKKLQVAGTKTTTATTGDSDGSC-NH2 (forma amida) 

 

La reacción se realizó de manera análoga a la conjugación de 31 con BSA, ajustando 

el tiempo de reacción en base a la información obtenida por SDS-Page (24 h). Se obtuvo 

así 31-MASP con 99% de rendimiento.  
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En el espectro de RMN 1H de 31-MASP se observó la superposición de la mayoría 

de las señales, por lo cual no se hizo una asignación completa (Figura 4.13). Sin 

embargo, se identificaron claramente las señales anoméricas (H-1ôô: 5,06 ppm; H-1ô: 

4,53 ppm y H-1: 4,48 ppm) análogas a las del trisacárido 30, las señales 

correspondientes a los grupos CH2 del brazo espaciador (ŭ 1,64-1,36) y las señales 

características de los aminoácidos de MASP, por ejemplo, la señal a 3,22 ppm 

correspondiente a cisteína. Las señales de los CH2NH2 de las lisinas, que en el espectro 

del péptido sin conjugar se observaban a 3,00 ppm, no se observaron en este espectro 

debido a la desprotección que sufren al sustituirse, que produce la superposición con 

las señales a 3,40-3,60 ppm. 

 

 

Esquema 4.10. Obtención del neoglicoconjugado 31-MASP. 
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Figura 4.13. Espectro RMN 1H (500 MHz, D2O) de 31-MASP.  

 

4.4.  Conclusiones 

 

En este cap²tulo se desarroll· la s²ntesis del trisac§rido Ŭ-D-Galp-(1Ÿ3)-ɓ-D-Galp-

(1Ÿ4)-ɓ-D-Glcp (30), adecuadamente funcionalizado para su posterior conjugación con 

una proteína carrier (BSA) o con un péptido inmunogénico (MASP), con el objetivo de 

utilizarlos en estudios inmunológicos. 

 

Para la síntesis del trisacárido precursor 33 se partió del tiolactósido 37, y utilizando 

un acetal de estaño como intermediario, se sintetizó el aceptor 32, con el OH-3ô libre. La 

unidad Ŭ-Galp se introdujo estereoselectivamente utilizando el tricloroacetimidato 

bencilado 7. El brazo espaciador 6-aminohexilo se introdujo mediante el método del 

tioglicósido, usando NIS/TfOH como activante. 

 

Se realizó la conjugación de 30 con BSA y el péptido inmunogénico MASP por el 

método del escuarato de dialquilo. Los neoglicoconjugados sintetizados se 

caracterizaron estructural y funcionalmente, y se utilizaron en ensayos inmunoquímicos 

que se describen en el Capítulo 6. 
























































































































































































































































