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Sintesis de conjugados de oligosacéaridos antigénicos de Trypanosoma cruzi
orientados al diagnostico

Trypanosoma cruzi es el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas, la
parasitosis humana de mayor prevalencia en América Latina, para la cual no existen
drogas o vacunas apropiadas. El diagnostico rutinario de esta enfermedad se basa en
la deteccion de anticuerpos contra T. cruzi mediante técnicas serologicas
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 optimizacion del diagnéstico de la infeccién por T. cruzi, es de gran interés.

En este trabajo de tesis nos propusimos investigar el desarrollo de nuevas
herramientas de diagnéstico para la enfermedad de Chagas, basadas en conjugados de
unidades antigénicas peptidicas y sacaridicas. Los neoglicoconjugados contendrian, por
un | ado, e-Ga le-p-Gdlpe ploY-BP-Galp-( 1 Y-H-p-GIcNAc), que es la
estructura antigénica minima encontrada en las mucinas de tripomastigote de T. cruzi,
u oligosacéridos estructuralmente relacionados. Por otro lado, incluirian un péptido
antigénico, con una estructura basada en proteinas asociadas a mucinas de superficie
del parasito, en estadios del mamifero. El propésito de esto es incrementar la respuesta
de ciertos antigenos proteicos, utilizados actualmente como reactivos para el
serodiagnéstico de la enfermedad de Chagas, de forma tal de generar reactivos
seroldgicos mixtos conteniendo simultaneamente ambos epitopos. Esta conjugacion
podria mejorar la inmunodiagnosis.

En primera instancia se si DGalg-(i 1zY¥-B-JrGalpd
gue es reconocido por | wgaactesiotguesaldesapotas enl
sueros de pacientes chagasicos cronicos. La estrategia sintética desarrollada para este
derivado fue posteriormente &pll icada a |

En base a nuestro interés en estudiar la interrelacion entre la transialidacion
catalizada por trans-sialidasa de T. cruzi, enzima caracteristica del parasito y la
i nmunogenicidad, se s iDAGalp-t 1 ¥-§ -@alp-( 1 Y é)pja

i sac8r
2tjicoc

a s2n

c8ridc

Galpque contiene tant o -0-Galp-¢ @ ¥-8-p-Galpacrotnmiog &miac e U

Galp terminal aceptora de acido sialico en la reaccion de transialidacion.

Por otro | ado, se sO-Galp-¢t ¥-B-p-Gapr 1tYedipGice §r i d o

an 8| o g-&al doa undJunidad de Glc en reemplazo de la unidad de GIcNAc. Si bien
este trisacarido no se encuentra en las mucinas de tripomastigotes, presenta una
reactividad fr ent-6aldesuennsde sadieteschagasicos diniilar &
trisac8ri do an-Gdlyg®sintesie esmastsencila.l U

Para U-Gal se estudiaron diferentes alternativas en varias etapas de la sintesis,
tendientes a solucionar problemas relacionados con la baja reactividad de donores y
aceptores derivados de GIcNAc.

Todos los oligosacéridos se funcionalizaron con el brazo espaciador 6-aminohexilo
para luego conjugarlos con BSA 6 con péptidos antigénicos disefiados especialmente,
mediante el método del escuarato de dialquilo, obteniéndose asi los
neoglicoconjugados. Estos se e rGalgpyritcadony
sueros de pacientes chagasicos crénicos por técnica de ELISA indirecto.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, enf er medad d &sal,
neoglicoconjugados, ELISA.
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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
UGa |l -G4lp 1 Y-B5alp-( 1 Y-GIcNAc), 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 anti g®e@apd 1 ¥-B-p-Gapcwas syntiesizedU
which is recognized by lytic anti-U-galactosyl antibodies developed in sera from chronic
chagasic patients. The synthetic strategy used for this derivative was subsequently
applied to the-Galepitopp.esi s of the U

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 i mmunogeni city :D-Galr(el Yerin-Gap-¢ ¢ IV &)Gald vas U
synt hesi zed, which cont ai salph dtYH®Galg énéd a ant i ge
t er mi-D-@alp urbt as sialic acid acceptor in the trans-sialidase reaction.

On the other hand;D-Galr(el ¥-8&-p-Gamw-¢ ¢ V-&-P-Gldpe U
an al o gsalwds sydthesized, with a glucose unit instead of that of GIcNAc. Although
this trisaccharide is not found in trypomastigote mucins, its reactivity against anti-U-Gal
antibodies in sera from chagasic pati-@hts i s
trisaccharide and it is simpler to synthesize.

For t he sy A3alhdifferens altesrfative§) aimed at solving problems
related to the low reactivity of GICNAc 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
ant i b o di-@Gabandsera fiom thagasic patients by indirect ELISA techniques.

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

[Ubo poder rotatorio

o diferencia de desplazamiento quimico

d desplazamiento quimico

A Angstrom/s

AgOTf trifluorometanosulfonato de plata

anh. anhidro

ax axial

Bn bencilo

Br bromuro

Bz benzoilo

cat. catalitico

CbzCl cloruro de carbobenzoxilo

ccd cromatografia en cada delgada

COSsY espectro de correlacién homonuclear *H-H
d doblete

DBU 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno

dd doble doblete

DMF N,N-dimetilformamida

DMSO dimetilsulfoxido

dt doble triplete

DTT ditiotreitol

ec ecuatorial

equiv. equivalente/s

ESI ionizacion por electrospray

GP grupo protector

GS grupo saliente

HAI hemaglutinacion indirecta

HMBC espectro de correlacion heteronuclear *H-3C a multiples enlaces
HSQC espectro de correlacién heteronuclear *H-3C a un enlace

HRP Peroxidasa de rdbano
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Capitulo 1 La enfermedad de Chagas y Mucinas de T. cruzi

1.1. Enfermedad de Chagas

El Trypanosoma cruzi es un parasito protozoo heteroxeno flagelado, de la familia
Trypanosomatidae, género trypanosoma.! Es el agente etiolégico de la enfermedad de
Chagas, endémica en 21 paises de América Latina continental, desde el sur de los
Estados Unidos hasta el norte de Argentina y Chile.?

La enfermedad de Chagas persiste como una de las enfermedades mas importantes
y, mas desatendidas en el mundo.® Puede transmitirse a través de cinco formas:
horizontal (vectorial), vertical, por transfusiones sanguineas o trasplantes de érganos,*
por via oral® o a través de accidentes de laboratorio.® La transmision 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 sanguineo.” Esta forma de transmision es
la mas importante en Argentina, y de ella depende el riesgo de otras vias de transmision,
como la transfusional y durante el trasplante de 6érganos. Otra forma de trasmision
bastante frecuente es la vertical o congénita, aquella en la que la madre infecta al feto.
Son menos frecuentes en Argentina la infeccién por ingesta de alimentos contaminados

con T. cruzi (via digestiva) y por accidentes de laboratorio.®

Figura 1.1. Imagen microscépica del parasito Trypanosoma cruzi (A) y fotografia del

vector Triatoma infestans (B).

Control de la enfermedad

Los costos de la salud publica para hacer frente a la enfermedad de Chagas cronica
son enormes, como resultado de la morbilidad, la mortalidad, la hospitalizacién y el
tratamiento farmacolégico. Actualmente, no existen medicamentos profilacticos, y el
tratamiento disponible para la infeccion, aunque puede salvar la vida en la fase aguda
de la enfermedad, implica una administracion prolongada de las drogas, produce efectos

secundarios, y no garantiza la eliminacion del parasito. Por lo tanto, prevenir la
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transmision es una excelente inversion para los gobiernos de los paises de América
Latina, donde este protozoo es endémico.?°

Por otro lado, la migracién legal e ilegal desde los paises endémicos de América
Latina hacia paises no endémicos de América del Norte, Europa, Asia y Oceania, paises
emergentes de Asia y Australia, constituye la internacionalizacion de la enfermedad de
Chagas.1®!! Esta ha creado nuevos problemas epidemioldgicos, econdémicos, sociales
y politicos (Figura 1.2). Entre estos problemas se incluyen los riesgos por transfusion y
transmisiébn congénita, asi como la necesidad de atencion médica de pacientes
chagésicos y controles adicionales en los bancos de sangre de paises con poca
experiencia en esta enfermedad.*?

A nivel mundial, se estima que entre 6 y 7 millones de personas estan infectadas por
T. cruzi (OMS, 2020) y que alrededor de 120 millones de personas estan en riesgo de
infeccién. Ademas, aproximadamente 12.000 muertes al afio pueden atribuirse a la

enfermedad de Chagas.!*%?

Patrones de propagacién mundial de la enfermedad I8 Rojo: zona endémica de la enfermedad de Chagas
de Chagas en Ia dlima década ! transmitida por vectores locales

Azul: dreas no endémicas de la enfermedad
de Chagas introducidas por casos importados
con transmisidn no vectorial .

Amarillo: Zona endémica de la enfermedad de Chagas transmitida
ocasionalmente por vector local.

Figura 1.2. Distribucién 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.'* Un huésped es invertebrado (vinchuca), en el que el
parasito 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 estadio evolutivo en el que se encuentre el T. cruzi (Figura 1.3), tiene la
capacidad de expresar diferentes antigenos. Para adaptarse a los diferentes

microambientes internos de los hospedadores, el parasito debe experimentar

-4-
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transformaciones biolégicas, que causan cambios estructurales y metabdlicos,

permitiendo la infeccién (Figura 1.4).?

trypomastigote amastigote

,,,;//\}‘ ;‘1*_
o \ (C
\S)
» o
ESTADIOS EVOLUTIVOS
T. cruzi
\ 4
v

epimastigote

Figura 1.3. Estadios 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
defecacién del vector, quedando las heces infectadas sobre la piel o cerca de la
mucosa.! La picadura del insecto produce una abrasién en la piel que permite la entrada
del parésito (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 fision binaria (C, Figura 1.4), se diferencian en
tripomastigotes y se liberan a la circulacion sanguinea (D, Figura 1.4). Los
tripomastigotes infectan una gran variedad de tejidos y se transforman en amastigotes
intracelulares en los nuevos sitios de infeccion. Las manifestaciones clinicas se
observan en el estadio infectante de T. cruzi. Los tripomastigotes circulantes en sangre
no se replican, a diferencia de los tripanosomas africanos. La replicacién se reinicia
cuando el parasito 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 parasitos 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 metaciclicos infectantes en su paso por el

intestino (H, Figura 1.4).
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A El triatoma se alimenta de sangre

(excreta los tripomastigotes metaciclicos en
las heces, los tripomastigotes penetran en una
herida por mordedura o en las membranas
mucosas, como la conjuntiva ocular).

Estadios en el humano

5‘3

B Los tripomastigotes
metaciclicos penetran varias
células en el sitio de la mordedur:

Estadios en el triatoma

H Tripomastigotes metaciclicos
en el intestino posterior.
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Figura 1.4. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi (Adaptado de Liu et al. 2020).8

1.1.2. Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas presenta tres periodos bien definidos: una fase aguda,
una fase cronica indeterminada o asintomatica y una fase crénica determinada o
sintomatica. El periodo de incubacion en la fase aguda es de 4 a 10 dias, y de menor
duracion cuando la via es transfusional o por trasplante de 6rganos.

La fase aguda generalmente es asintomatica, y mas frecuente en personas jévenes.
Se evidencia una alta parasitemia, con sintomas y signos transitorios. Este periodo se
extiende de 2 a 4 meses. Los pacientes sintomaticos presentan: fiebre, signos clinicos
de puerta de entrada, edema, hepatomegalia y esplenomegalia. Se acompafa de
anorexia, fatiga, mialgias, cefalea, entre otras. Los signos de puerta de entrada o
chagomas de inoculacién son lesiones cutaneas, que se observan mas frecuentemente
en la cara y las extremidades. También es caracteristico, aunque menos frecuente, el
chagoma en la region ocular llamado signo de Romafia-Mazza, que se presenta como
edema bipalpebral, unilateral, de color rosado violaceo claro, indoloro y duro. En este
periodo, comienza a observarse el compromiso cardiaco, caracteristico de la fase

cronica. Se presenta como una miocarditis que se expresa con taquicardia e hipotension

y a veces existe epelbl aBadal Gunbsocdsesogake

cardiaca congestiva, con una tasa de mortalidad del 2 al 7%.

-6-
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La enfermedad de Chagas congénita, es producto de la transmision del parasito
durante el embarazo, ya sea en la etapa aguda o cronica de la enfermedad. La
Organizacion 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 poblacion infectada. La incidencia de transmisién congénita es del 0,13%, lo que
representa por lo menos 15.000 casos/afio. La trasmision se puede producir estando la
madre en cualquier etapa de la infeccion en el momento de la concepcion. La mayoria
de los recién nacidos (RN) infectados nacen asintoméaticos (70% a 80%). EI RN puede
ser prematuro o nacido a término, y pequefo para la edad gestacional, destacando en
la signologia: hepatoesplenomegalia, ictericia, anemia, entre otros. La ausencia de
sintomas al nacer, no implica ausencia de infeccién y de manifestacién de la enfermedad
a futuro, por el contrario, ese nifio puede presentar, al igual que en el caso de la
trasmisién vectorial, manifestaciones de la etapa crénica de la enfermedad meses o
afios después. Los nifios que nacen infectados tienen una curacion cercana al 100%, si
el tratamiento se realiza dentro del primer afio de vida.®

La fase cronica indeterminada representa un 50% a 70% de todas las personas con
enfermedad de Chagas. Se caracteriza por la ausencia de sintomas cardiacos,
digestivos y otros. Los pacientes estan infectados (serologia y/o parasitemia positiva),
pero los examenes 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
cronica determinada durante los siguientes 10-30 afios, que se manifiesta
principalmente como cardiopatia, colopatia y esofagopatia. EI compromiso de otros
organos tales como estdmago, duodeno, vejiga, uréteres y otros, es infrecuente. En esta
etapa existe una parasitemia baja y fluctuante, con titulos de anticuerpos detectables en

pacientes inmunocompetentes.®

1.1.3. Tratamiento de la enfermedad

El tratamiento de la enfermedad de Chagas se basa en 2 medicamentos
desarrollados hace més de 40 afios: el benznidazol y el nifurtimox (Figura 1.5).%" La tasa
de respuesta terapéutica depende sobre todo de la fase de la enfermedad y de la zona
geografica. En la fase aguda ambos medicamentos presentan una tasa de curacion
aceptable: entre el 65 y el 80% de los pacientes se negativiza, llegando a tasas de
recuperacion por encima del 95% en los casos de transmision congénita tratados
precozmente. En la fase de infeccion cronica se logran tasas de curacion del 15 al 40%.
Ademas de esas bajas tasas de curacion, 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 estandar del tratamiento actual. El espectro de toxicidad del benznidazol
suele presentar reacciones de hipersensibilidad cutdnea, problemas digestivos,
neuroldgicos y de caracter general.

El objetivo del tratamiento, al igual que en otras infecciones, es la eliminacién del
pardsito y la resolucién de los sintomas. El Unico criterio aceptado para evaluar la
curacion, es la negativizacion de las serologias. En pacientes chagéasicos cronicos, el
tiempo necesario para la negativizacion puede ser de hasta 20 afios, dificultando asi el
seguimiento de los pacientes y la evaluacién de su curacion.

A pesar de las tasas de curacion tan discretas en la fase cronica y del perfil toxico
de los medicamentos, las recomendaciones actuales abogan por ofrecer tratamiento a
todos los pacientes en fase crénica. Esta recomendacion se basa fundamentalmente
en: a) la mejor evolucion clinica a largo plazo observada en los pacientes tratados con
benznidazol tras un seguimiento promedio de alrededor de 10 afios y b) en la prevencion
de la miocardiopatia chagasica.*®

N
! N .5 0
s ]
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/

Benznidazol (N-bencil-2-(2-nitro-1H-imidazol-  Nifurtimox (N-(3-metil-1,1-dioxo-1,4-tiazinan-4-il)-1-
1-il)acetamida) (5-nitro-2-furil)metanimina)

Figura 1.5. Estructuras quimicas de benznidazol y nifurtimox.
1.1.4. Diagnéstico de la enfermedad de Chagas

El diagnéstico 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 diagnéstico se basa en un examen fisico con hallazgos referentes a los
sindromes de entrada, edema, fiebre, adenopatias, taquicardia, arritmias y signos de
insuficiencia cardiaca, seguido de la deteccion del parasito por métodos directos
(microscopia) en sangre y ocasionalmente en otros fluidos corporales, como el liquido
cefalorraquideo.?'® La respuesta de anticuerpos comienza al final del primer mes
después de la infeccion, al tiempo que la cantidad de parasitos circulantes disminuye.

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

intermitente y escasa.?’ Por ello, el diagnostico de la enfermedad se basa en técnicas
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serolégicas, que detectan anticuerpos del tipo inmunoglobulina G (IgG) contra T.

cruzi.z1?
Diagnostico
Fase Aguda l Fase Cronica
|
Método Directo
l Serologia Met. Indirecto-Molecular
Sin concentracién | Con concentracion | Xenodiagndstico

Microhemocultivo

Microscopio Técnica Strout Convencional | No convencional PCR
Gota Seca

? Micro hematocrito
Frotis IFI Inmunocromatografia

HAI
ELISA

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

1.1.4.1. Diagnéstico Parasitologico: Fase Aguda

Se utilizan métodos parasitolégicos directos, que basan el diagnéstico en la
observacion microscépica e identificacibn morfolégica de las formas tripomastigotas
presentes en sangre.

a) Métodos directos sin concentracion de parasitos

En el examen en fresco, los parasitos se deben buscar en sangre periférica, a través
del examen microscopico, mediante observacion del movimiento del tripomastigotes de
T. cruzi. Si se visualiza el parasito, se confirma el diagndstico y no es necesario hacer
otros examenes. Otras opciones para el diagndstico directo son el frotis o la gota gruesa
a partir de sangre, que posteriormente se tifien 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 um de largo y suele adoptar forma de C o S (Figura 1.7).%*

o 5

-

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

teflido con el colorante de Giemsa.
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b) Métodos directos con concentracion de parasitos

Si las formas parasitarias en sangre son escasas Y dificiles de visualizar, se pueden
utilizar técnicas de concentracion para poder observarlas. Las méas utilizadas son el
microhematocrito y la técnica de Strout. En areas 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
diagnéstico de infeccién congénita. La misma consiste en la recoleccién de sangre en
tubos capilares heparinizados o de microhematocrito (de 4 a 6 capilares), centrifugaciéon
y observacién al microscopio de la capa leucocitaria en la que se pueden observar los
movimientos de los parasitos a 400 aumentos.

b.2) Prueba de Strout

El método consiste en concentrar los parasitos a partir de la colecta de sangre sin
anticoagulante y dejando el tubo a 37 °C durante dos horas para que se retraiga el
codagulo. Si existen pardsitos, migraran hacia afuera del coagulo. El suero es transferido
a otro tubo y tras varios ciclos de centrifugacion se observa el sedimento al microscopio
en fresco o bien después de realizar un frotis y tefiirlo con Giemsa. Al igual que para el
microhematocrito la sangre debe observarse dentro de las 4-8 horas posteriores a su

extraccion.??

1.1.4.2. Métodos diagndsticos para la fase crénica

Cuando las parasitemias son bajas e intermitentes, como sucede en la fase crénica,
se recurre a la deteccion de la presencia de anticuerpos especificos, o a la multiplicacién
de las pocas formas presentes, o bien a la deteccion del ADN del parasito mediante

técnicas de biologia molecular.

A. Serologia

Las técnicas de diagndstico utilizadas en la fase aguda de la enfermedad de Chagas
son poco sensibles para ser usadas en la fase crénica, dado que en esta fase la
concentracion del parasito en sangre es muy baja. La serologia, que se basa en la
determinacion de inmunoglobulinas especificas de la clase G totales (IgG), es un
método mas apropiado para esta fase. Actualmente existen numerosos test serolégicos
gue se diferencian entre si, ya sea por el principio de la técnica o por los antigenos que
se utilizan. Estos test se pueden clasificar como convencionales 0 no convencionales.
Los convencionales utilizan como antigeno la totalidad del parasito, como es el caso de
la inmunofluorescencia indirecta (IFI), o mezclas de fracciones antigénicas del parasito

como el método de la hemoaglutinacion indirecta (HAI) o los ensayos
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inmunoenzimaticos (ELISA).'? Generalmente, las pruebas que utilizan antigenos crudos
o totales presentan mas reacciones cruzadas, por lo que la especificidad es menor. Los
test no convencionales, en cambio, son aquellos que utilizan antigenos purificados,
recombinantes o péptidos sintéticos, como es el caso de las pruebas rapidas de
inmunocromatografia.?

No hay una técnica de referencia para el diagnéstico de la enfermedad de Chagas.
Si bien la serologia puede ser de gran utilidad, muchas veces, no sirve como marcador
de curacion. Algunas técnicas que usan antigenos crudos del parasito, pueden dar
reacciones cruzadas con otros tripanosomatidos que coexisten en las areas endémicas.
Por ello, la OMS desde (2002) recomienda que, al menos, se realicen dos pruebas en
paralelo que utilicen antigenos o principios diferentes.?> Cuando dos pruebas
serolégicas distintas no son suficientes para confirmar la infeccion, se recurre a una
tercera técnica que es la IFl, recomendada debido a su sensibilidad (95%) vy
especificidad (100%).2

B. Métodos Indirectos y moleculares

Cuando la parasitemia es baja y el parasito 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: xenodiagndstico, hemocultivo y
PCR.

i) Xenodiagnostico

Se basa en la amplificacién del parasito dentro de un vector de laboratorio,
alimentado con sangre del paciente. Se utilizan ninfas de triatominos no infectados y se
realiza la observacion al microscopio del contenido intestinal entre 30 y 45 dias después
de laingestion. La sensibilidad del método durante la fase crénica puede llegar al 60%.2*

ii) Hemocultivo

Consiste en cultivar muestras de sangre del paciente. Los cultivos son analizados al
microscopio luego de 20, 30 y 45 dias buscando formas epimastigotes.?® En la fase
aguda, su sensibilidad puede alcanzar el 100%. Durante la fase crénica, presenta
niveles de sensibilidad inferiores al xenodiagndstico, pero permite aislar mas facilmente

distintas cepas del parasito.

El aislamiento del parasito mediante xenodiagnéstico y hemocultivo, ademés de
confirmar la infeccion es de utilidad para la determinacion de las cepas y estudios de
variabilidad genética entre poblaciones del parasito.

Los métodos indirectos parasitolégicos son menos sensibles que los otros métodos

(método directo en la fase aguda y serolégico en la infeccion). El material necesario para
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realizar estos examenes no esta 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.??

iii) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR permite amplificar y detectar el ADN del parasito presente en una
muestra, por ejemplo, de sangre, siendo muy sensible y especifica.?® 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 esta formada por aproximadamente 20000 copias de material genético
organizado en minicirculos y maxicirculos de ADN, encargados de codificar ARN
ribosomal y algunas proteinas que participan en la generacion de adenosina trifosfato
(ATP). La porcion de ADNk posee mayor sensibilidad que el ADN extranuclear.?’

La PCR ha resultado ser de gran utilidad en la fase aguda de la enfermedad o en la
reactivaciéon durante la fase crénica, ya que tiene una sensibilidad mayor que las
técnicas parasitologicas clasicas.?® En esta fase, puede realizarse sobre diferentes tipos
de muestras: sangre, suero, plasma, liquido cefalorraquideo y a partir de biopsias de
tejido cardiaco, o bien de placenta o cordon umbilical, en los casos congénitos. Mientras
qgue, en la fase cronica el papel de la PCR esta mas discutido, ya que solo resulta
positiva en el 40-70% de los pacientes. Sin embargo, un resultado negativo no excluye
la infeccion.?® En esta fase, se puede realizar sobre muestras de sangre, plasma, o capa
leucocitaria, con una sensibilidad del 50%.

La PCR esta siendo cada vez mas utilizada para monitorizar la eficacia del
tratamiento y para la evaluacion de nuevos tratamientos en ensayos clinicos, ya que la
positividad de la técnica tras la finalizacion del tratamiento indicaria un fracaso

terapéutico.3-28

1.1.5. Interaccién Parasito-Hospedero

El parasito tiene la capacidad de expresar diferentes antigenos en las distintas
etapas de su ciclo de vida,'* causando respuestas variables dentro de los huéspedes.
EI T. cruzi tiene la capacidad de evadir la respuesta inmune. La resistencia a la infeccion
podria estar regulada por las caracteristicas genéticas del huésped, pero la persistencia
de la infeccién se debe a factores adicionales que dependen tanto del parasito como del
huésped. En la mayoria de los casos, la respuesta inmune del huésped no es suficiente
para erradicarlo. El parasito 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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reaccion inflamatoria es intensa durante la fase aguda, y disminuye, en la fase crénica
de la infeccion. 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, parasitos muertos, y desechos celulares. Las lesiones celulares
afectan principalmente a las células musculares (miocitdlisis) y a las células nerviosas
(denervacion neuronal autbnoma) que producen megaes6fago o megacolon. Las
lesiones cardiacas y digestivas se observan preferentemente en pacientes con pocos
linfocitos T reguladores (CD4+CD25+h), capaces de limitar los mecanismos citotéxicos
gue dependen de las células T CD8+. Las lesiones cardiacas mas frecuentemente
observadas en pacientes chagasicos crénicos son las fibrosis y la miocardiopatia

chagasica, de dificil regresion.*®

1.2. Mucinas de T. cruzi

Los carbohidratos son abundantes en las superficies de todas las células y existen
como poli y oligosacaridos unidos a proteinas y lipidos, denominados glicoconjugados.®!
Los mismos se encuentran involucrados en multiples fenédmenos bioldgicos, tales como
el reconocimiento propio y no propio, la infeccion viral y bacteriana, la
inmunorregulacion, la invasion del cancer y el desarrollo celular.®? Los glicanos
expuestos en la superficie de un patégeno constituyen el primer contacto en el encuentro
con una biomolécula para que se produzca el reconocimiento®® y se desencadene la
invasion® (Figura 1.8). A su vez, los carbohidratos de microbios patogénicos pueden
ser reconocidos por el sistema inmune del huésped e inducir la produccién de
anticuerpos especificos contra esos carbohidratos, cumpliendo funciones
protectoras.®>=¢ Esto los hace excelentes candidatos para el desarrollo de vacunas.®031
Por otro lado, el bloqueo con inhibidores especificos de la interaccién azlcar-proteina
gue muchos virus y bacterias utilizan para invadir las células huésped,'?3! también es
un recurso para combatir infecciones.®!

Los glicoconjugados son moléculas formadas por carbohidratos de diferente tamafio
y complejidad, unidos covalentemente a una entidad no sacaridica, como un lipido, en
el caso de los lipopolisacaridos y glicolipidos, una proteina, en el caso de glicopéptidos
y glicoproteinas, o una molécula pequefia, en el caso de los glicésidos. Son moléculas
biolégicamente importantes con funciones muy variadas.®” En las glicoproteinas, los
carbohidratos se encuentran unidos a las cadenas polipeptidicas a través de dos tipos

de unidn: la O-glicosidica y la N-glicosidica.
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Figura 1.8. Interaccion de glicanos ajenos (por ejemplo, de patogénos) y propios de

una célula. (Adaptado de-Defaus et al. 2014).38
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Figura 1.9. Uniones O y N-glicosidicas ejemplificadas para GIcNAc.

El proceso de O-glicosilacién ocurre en el aparato de Golgi y consiste en la unién
del glicano a la proteina a través de un enlace entre el grupo OH de un residuo de Ser
o Thr y el carbono anomérico del extremo reductor del azticar. En cambio, la union N-
glicosidica 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 nitrégeno amidico de la cadena
lateral de los residuos de Asn y el carbono anémerico del azlicar que se une a la cadena
peptidica® (Figura 1.9).

La porcion sacaridica de los glicoconjugados en general es compleja y heterogénea,
y codifica informacion biol6gica especifica y vital para los eventos de reconocimiento.
La complejidad se basa en que los oligosacaridos estan constituidos por monosacaridos
diversos, unidos con diferentes regio y estereoquimica, a diferencia de los polisacaridos
de reserva que generalmente son homopolimeros. La heterogeneidad se refiere a que

una misma proteina, en un determinado sitio de glicosilacién, puede unirse a
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oligosacéridos con estructuras levemente diferentes. Las variantes de una glicoproteina
que se diferencian en | a parte®°®8acarz2di

En el caso del T. cruzi, la superficie del mismo esté cubierta por una gruesa capa de
glicoconjugados, que varian en las transiciones de los diferentes estadios del parasito,
debido a una remodelacién de la superficie celular. EI componente principal de estos
glicoconjugados es wuna familia de prote
(mucin-like) debido al alto grado de glicosilacion, a semejanza con las mucinas de
superficie de células epiteliales. Actualmente, se las denomina simplemente mucinas.
Estas (glicoproteinas son moléculas polianidnicas altamente glicosiladas
(aproximadamente 60% de carbohidratos en peso), ricas en residuos de Thr, Ser y Pro,
con pocos aminodcidos hidrofébicos, que se anclan a la membrana plasmatica a través
de glicosilfosfatidilinositol (GPI).4120:14

Las mucinas de T. cruzi fueron descriptas por primera vez por Alves y Colli en
epimastigotes no infectivos y se denominaron glicoproteinas A, B y C.*? Actualmente se
sabe que las mucinas presentan una gran heterogeneidad, y los genes responsables de
codificarlas se dividen en dos familias principales.*® Por un lado la familia TcSMUG, que
codifica para glicoproteinas que se expresan en los estadios presentes en el insecto y
se divide en dos grupos: TcSMUG Sy 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 expresion varia segun las cepas y que contrariamente a las mucinas de
TcSMUG S, no son aceptoras de acido sidlico.*+*° La otra familia de genes, denominada
TcMUC, comprende entre 500 y 700 genes, y codifica las proteinas expresadas en
estadios correspondientes al ciclo en el mamifero. Estas proteinas contienen regiones
N- y C-terminales bien conservadas, correspondientes a sefiales propias del ER y al
ancla GPI, respectivamente. Esta familia se puede dividir en tres grupos, seglin su
estructura: el grupo TcMUC | que posee un dominio central con repeticiones en tandem,
con secuencias de consenso para los sitios de O-glicosilacién y que se expresa mas en
amastigotes. Por otro lado, el grupo TcMUC II, presenta un menor ndamero de
repeticiones en el dominio central, es rico en residuos de Ser o Thr y se expresa
mayormente en el estadio tripomastigote sanguineo.*® Por Gltimo el grupo TcMUC I
involucra Unicamente la expresion de una proteina de superficie pequefna, TSSA, (en
inglés, trypomastigote small surface antigen) se expresa solo en tripomastigotes
sanguineos y consiste en polipéptidos cortos que carecen de regiones ricas en Thr#’
(Tabla 1.1).

Las proteinas del tipo mucinas contienen una gran cantidad de oligosacéaridos unidos
O-glicosidicamente, que son los principales aceptores de acido sialico (SIA) en la

superficie del parasito. A diferencia de las mucinas presentes en vertebrados, estos
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Capitulo 1 La enfermedad de Chagas y Mucinas de T. cruzi

oligosacaridose st §n unidos a |l a prot-GléNda, aenr A-vu@ardder &
GalNAc, y cont i en eGalpterminales, que sirved @mmdaceptores de SIA.

La sialilacion de las mucinas es promovida por la enzima transialidasa (TcTS) y protege
alpar8sito de |l a 1|isis pr o@aldelsdeo dp pacienteasnt i cuer po
chagasicos, siendo esencial para el proceso de infeccion del mismo. La composicion y

el tamafio de los oligosacaridos varian segun el estadio y la cepa del parésito.

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

Familia Estadio del Parasito Tipo de Mucina PM mucina
Epimastigotes TcSMUG S
KE (Acepta acido 35-50 kDa
TcSMUG sialico)
(Insecto) um TcSMUG L
(No acepta 35-50 kDa
acido sialico)

Amastigote

TcMUC | 60-200 kDa

TcMUC
(Mamifero)

No moévil, intracelular

um

TcMUC Il y 60-200 kDa

Trypomastigote TcMUC 1l (TSSA) 20 kDa

sanguineo

Las mucinas de T. cruzi se encuentran ancladas a la membrana plasmatica a través
de GPI , y est8&n constituidas pbManp(h2-URstructur a
Manp(1-2)-U-D-Manp(1-6)-U-D-Manp(1-4)-U-D-GIcN(1-6)-myo-inositol-1-HPO4)-lipido,
gue 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 union entre la
glicoproteina y el GPI.*® La porcién lipidica del ancla de GPI de las mucinas difiere
segun el estadio del parasito en el que se expresan, pudiendo estar como ceramida o
alquilacilglicerol. En las mucinas de formas epimastigote, no infecciosas, el lipido es un
alquilacilglicerol constituido por acidos grasos saturados (mayormente C16:0) aunque
en algunas cepas se ha identificado un liso alquilglicerol.*® En los tripomastigotes
metaciclicos, el lipido es generalmente una ceramida y en los tripomastigotes
sanguineos estan compuestos enteramente por estructuras de alquilacilglicerol

conteniendo frecuentemente acidos grasos insaturados (C18:1 o C18:2) (Figura 1.10).%°
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Figura 1.10. Representacion esquematica de las mucinas GPI de T. cruzi de diferentes
etapas del ciclo de vida. S6lo se muestran las principales especies de mucinas GPIl. eGPl MUC=
GPI-mucinas de epimastigotes; EtNP/2-AEP= fosfato de etanolamina y acido aminoetilfosfonico;
mGPI MUC, mucinas GPI de tripomastigotes metaciclicos; tGPI MUC, GPl-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 caracterizacién de los glicoconjugados de superficie de los diferentes
estadios del parasito es importante debido al rol que cumplen en la interaccién entre el
parasito y el hospedador.®® Se han observado variaciones en la estructura de
carbohidratos de las mucinas en diferentes etapas del parasito,®>2° aungue se encontré
gue tanto los epimastigotes como las formas infecciosas de tripomastigotes tienen un

numero similar de moléculas de mucina por area de superficie.

1.2.2. Carbohidratos en las mucinas de la forma epimastigote

Los trabajos de determinacion estructural de los hidratos de carbono presentes en
las mucinas han demostrado que, para un mismo estadio del parasito, existen
diferencias en la composicion de los O-oligosacaridos, dependiendo de la cepa que se
analice. A partir de un primer estudio realizado sobre una mucina de 38/43 kDa®>*
aislada de epimastigotes de la cepa G (antiguamente perteneciente al linaje I, y ahora
reclasificada como DTU 1)®® distintos grupos realizaron el mismo andlisis, pero en otras
cepas. La comparacion de los datos estructurales sobre las mucinas analizadas, mostré

gue los oligosacaridos unidos O-glicosidicamente pueden derivarse de dos nicleos o

ficorep@dndidendo de | a c-Sam(.1 YYBENAIcll emoa ddee fcor e
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(Tabla 1.2)*® y ot r oGaltl(el YBBIENA c | l amado fcorrtePor2o

elongacion y/o ramificacion con galactosas en forma pirandsica o furanoésica se forman

los oligosacaridos mayores, contribuyendo a la micro heterogeneidad de las mucinas.®’

En | os glicanos que der i v ancuengdn logipcesentes el 0 ,

las mucinas de la cepa Y (antiguamente perteneciente al linaje Il, y ahora reclasificada
como DTU I1)* cuya transmision se genera en mamiferos domésticos, solo se encontré
Gal en configuracién piranésica.®*L os ol i gosac8ri dos deriv
pueden contener tanto Galf como Galp. E | Acore 20 se encuen
pertenecientes a DTU [, de origen selvatico, tales como la cepa G ya mencionada, la
cepa colombiana,>® DM28 C *°y la cepa Silvio X10/1.%° En cepas clasificadas como DTU
VI, considerado un linaje hibrido,®! los resultados fueron variables. Mientras que en
Tulahuen se encontraron oligosacaridos derivados de ambos cores,®? en clones de CL
se encontr - s-1l o el fc oloantidnén uyidades Galp.&¥% g

Los pasos biosintéticos para la incorporacién de Galf en algunas mucinas, merecen
investigaciones adicionales ya que Galf es un epitope antigénico,®¢ que no esta presente
en el huésped mamifero. Aunque la galactosa es componente de todos los
oligosacéridos de mucinas, el transportador de hexosa de superficie expresado por T.
cruzi no puede transportar galactosa. Entonces, el parasito no incorpora Gal del medio
extracelular, sino que transforma la glucosa incorporada, a través del correspondiente
nucleétido, en el nucleétido donor de galactosa. La enzima responsable de esto es la
UDP-G| c-ep#nérasa, que junto con la UDP-Galp mutasa, identificada en T. cruzi,®’
proporcionan las unidades de UDP-Galp y UDP-Galf necesarias para la construccion de
los glicoconjugados del parasito. La UDP-G| c-ep#nérasa de T. cruzi esta codificada
por el gen Tc GALE.® En un estudio realizado en células de T. cruzi se observé que al
disminuir el suministro de UDP-Galp, la incorporacién de Galp en las mucinas se vio
mas afectada que la biosintesis de los GIPL que contienen Galf, sugiriendo que juegan
un papel importante para la supervivencia del parasito. La enzima que transfiere la
GIcNAc desde la UDP-GIcNAc ha sido caracterizada, pero alin no se han estudiado las
glicosiltransferasas que introducen los monosacaridos (Galp y Galf) que forman las
cadenas O-glicosidicas en las mucinas. Es de destacar que en las mucinas de algunas
cepas se encontraron cantidades significativas de GIcNAc no sustituida. Los
oligosacaridos que contienen Galf (Tabla 1.3) fueron sintetizados
quimicamente®® 707172737475 y ge tilizaron para estudios de adhesién del parasito a
tejidos del insecto.*®

Los oligosacaridos de mucinas de tripomastigotes metaciclicos, aisladas a partir de

cultivos de parasitos de la cepa G (estadio 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 lipido presente en el ancla de GPI.%*

Tabla 1.2. Oligosacéridos unidos O-gl i cos2 di cament e

T. cruzi. (Adaptado de Giorgi y Lederkremer 2020).5°

Estructura Cepa (Ref)
OH YSG
o O“o CL Breners364
Ho o Tulahuen®?
OH 65
acrv | CL 14
OH on
Q
on g =0 Y56
A o ° CL Breners3.64
HO o HO
AcHN OR
OH OH
oH HO&/O Yse
&/" CL Brenert4
HO >3 oH on
e} To}
HO. HO-
OH AcHN o

CL Brenert4

CL Brener®

OH on
Ho HQO o}
9
& on go 2 CL Brener®*
HO™™ o oH o
AcHN: (o} o)
He OH " AcHN
N or
HO &
HO, 000
OH oy
How™ o CL Breners*
AcHN 0
HO OH on OH
Q o 0
HO HO
OH
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Tabla 1.3. Oligosacéridos unidos a O-glicosidicamented er i vado s

de T. cruzi.®®
Estructura Cepa (Ref) Sintesis
Quimica (Ref)
oH G54,51
o oﬁé Dm28c5
HO. .
N ACHN Colombiana  ©°
HO" OR 62
Ho oh Tulahuen
OH
OH HO
”0\@ e om Tulahuen%2 72
HOO o ©Q
OH
HOn
OH
HO
OH
OH HO
“O\\@ Ao or Tulahuens2 72
HO 0
OH oH
Q
HO-
OH
OH oH G5451
0 59
Homo Dm28c .
5 0“0%% Colombiana 7
OH HO. 62
o @ o ) Tulahuen
HO' OH
OH oK OH oH G54.51
HO. 2 O&/O Dm28c59
R o Colombiana
@ M Tulahuens2 7
OR
HO o
OH oH OH o
N Gos!
HO- o O.
o Dm28c>° &
w . o Colombiana
MO K Ho Tulahuen®?
HO"
HO
OH o OH oH
N
HOA G O Tulahuen®?
OH OHO -
HO" ACHN 5
HO o <}
OH
HO"
HO OH
OH oy OH on
o Q
HO&OHO&O/O Dm28C59
w !
Q
o Tulahuen®?
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OH OH OH OH

G5451 75

OH B Dm28¢>°
w Colombiana 63
OH °” N Tulahuen®?

OH OH

HO.

HO

o OH OH
HoW™" 59
AcHN: Dm28c

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 mamiferos, contenian residuos
t er mi nal eyalactodiranosild, epitopes reconocidos por anticuerpos liticos
presentes en pacientes chagasicos cronicos.? Se encontré6 que la estructura
i nmunodominante m8s pequefa uni dGam( 1 ¥ad®)pr ot e?
D-Galp-( 1 Y6 | ¢ N A-6al, ()que se obtuvo como el alditol correspondiente por
reaccion de b-eliminacién sobre las mucinas aisladas.?® Los oligosacaridos mayores se
forman por ramificacion en el C-6 de la D-GIcNAc con una o mas unidades de b-D-Galp,
unidad aceptora del acido sialico de los glicoconjugados del hospedero en la reaccion
de trans-sialilacion que tiene lugar en T. cruzi (Tabla 1.2). La sialilacion es crucial en la
patogénesis pues previene la lisis de los tripomastigotes por parte de los anticuerpos
liticos.>*76%5 Mediante estudios de metilacion exhaustiva e hidrélisis se determiné que
esa b-D-Galp puede estar sustituida por mas unidades de b-D-Galp,”” si bien la
estructura fina de los oligosacéaridos mayores aun no fue determinada.
El ant i c u-6al geenfeamog chagdsicos es similar, pero no idéntico al bien
conocido anticuerpo natural presente en los sueros de humanos sanos.”® E | ep2-topo U
Gal (1, -DiGalp-( 1 Y-B-p-Galp-( 1 Y-HGIcNAcC) se encuentra abundantemente
distribuido en glicoconjugados de mamiferos no primates, prosimios y monos del nuevo
mundo. En cont r &Galinese exprésa en glicacanjpgadodide monos del
viejo mundo, simiosyhumanos, per o pr oduc e n-Gadtomarespuestau er p o &
al carbohidrato antigénico de bacterias que se encuentran comunmente en el tracto
intestinal’® Est a ausenci aGalleskl resufiatid de pnoevebto evolutivo en
primates ancestrales del viejo mundo que condujo a la inactivacion de la
glicosiltwqgansafelibdaysadl abtt osi | transferasa, EC 2. 4

se estima que ocurrié hace menos de 28 millones de afios.® Los anticuerpos anti a-Gal,
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gue constituyen aproximadamente el 1% de las inmunoglobulinas circulantes, son los
responsables del rechazo de los 6rganos de xenoinjerto de cerdo en humanos debido a
|l a presenci a-Gal enlas gRilasaecerdo. Iiducen la destruccion mediada
por el complemento (inmunidad innata) y por células dependientes de anticuerpos. Este
inconveniente del xenotrasplante se ha superado mediante la produccién de cerdos
knockout ?C0dma® G4 I|.-Gahas bmnipresente en humanos, ele p 2 t oGale U
tiene potencial ¢l 2nico en | a producci-n de vacu
dirigirse a las células presentadoras de antigeno (APC), aumentando asi la
inmunogenicidad de las vacunas virales y otras vacunas microbianas.®!

Por otr o | a@abde paciense sa nctoin (knf er medad d-e Chagas
Gal ), aungue r ec o n-gatacosilo tledss glieopréteinag®dsse when
con mucha mayor afinidad a las cadenas de oligosacaridos de mucinas de
tripomastigotes.””®®8 | 0s ant i ¢ u-Sal phagasicasraglutinarly destruyen los
tripomastigotes derivados de células de mamiferos de una manera independiente del
complemento.””>2

Es de sefialar que la diferencia mas importante entre los O-oligosacaridos de las
mucinas de los estadios del insecto y del mamifero es la presencia en estos ultimos de
| a estructur a m2 ni ma -DGalp-( T ¥-8-p-@aipc ialtamente t o U
inmundgenica. Este epitope es el objetivo de los anticuerpos liticos anti -Gal que se

desarrollan en sueros de pacientes chagasicos cronicos.*

1.3. Neoglicoconjugados

Las estructuras de los glicoconjugado naturales son a menudo muy complejas y sus
intrincadas vias biosintéticas dificultan la sobreexpresion. Esto hace que el aislamiento
de compuestos puros y estructuralmente definidos a partir de fuentes naturales sea muy
dificil. Por este motivo, para disponer de los glicoconjugados necesarios para abordar
los interrogantes que plantea la glicobiologia y desarrollar los estudios necesarios, la
sintesis quimica de los glicoconjugados es una alternativa conveniente. Dicha sintesis
se desarrolla evitando la microheterogeneidad, con una estructura definida de la porciéon
sacaridica. Para estos glicoconjugados, con la estructura sacaridica definida, es que
inicialmente se acufi6 el término neoglicoconjugados. Luego, la acepcién del término se
extendid a analogos de los glicoconjugados naturales con modificaciones estructurales.
Los métodos sintéticos permiten preparar analogos con diversas variaciones
estructurales, tanto en la porcién sacaridica como en la parte complementaria. Estos
analogos permiten mejorar la comprension de numerosos procesos bioquimicos, como

asi también el desarrollo de herramientas glicobiologicas. El desarrollo de
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glicomiméticos®® de microarreglos de carbohidratos,®’® el aprovechamiento de
fendmeno de multivalencia,®®® el desarrollo de sondas luminiscentes,®% son algunas
de las posibilidades a las que da a lugar la sintesis de neoglicoconjugados.

En el caso del epitop o -GHl, se sintetizaron quimicamente varios
neoglicoconjugados conteniéndolo y se evaluaron como herramientas de diagnéstico y
como candidatos a vacunas.>®® Recientemente el grupo de Almeida investigé la eficacia
del glicotopo inmunodominante de T. cruzi U-Gal, unido covalentemente a una proteina
transportadora (albumina de suero humano, HSA), como glicoconjugado candidato a
una vacuna profilactica en un modelo murino que se encontraba en una fase aguda de
la enfermedad de Chagas. Los resultados dem
bastante eficaz en la reduccién de los parasitos en diferentes 6rganos, en la fase aguda
de la enfermedad.®*

Una etapa estratégica en la sintesis de glicoconjugados es la formacién del enlace
glicosidico para conectar covalentemente la molécula de azlcar a otra entidad, que
puede ser otro azucar, un oligopéptido, una proteina,® o un lipido.*®¢ Se desarrollaron
una variedad de métodos para la conjugaciéon de glicano-péptido/proteina, como asi
también a lipidos y a otras moléculas. Entre los métodos para conjugar a
péptidos/proteinas se destacan el método del escuarato de dialquilo,®” °8 la sintesis en
fase sdlida,®®®® las reacciones click de azida o tiol,X°°® entre otras.

Al elegir un método de conjugacion se deben considerar varios factores. Por un lado,
se debe valorizar el azucar sintético, que no va a poder ser utilizado en exceso dada la
complejidad de su sintesis. Inclusive, de ser posible se buscara recuperar cualquier
fraccion que no se haya conjugado. Por otro lado, el método de conjugacion debe ser
compatible con la estabilidad quimica del azucar sintético, considerando el pH de la
reaccion, la temperatura y cualquier otra variable experimental. Finalmente, debe ser
posible monitorear el progreso de la reaccién de conjugacion y evaluar facilmente la
fcarga de azWwcaro resultante en el neoglicoco

del escuarato de dialquilo, que se desarrolla a continuacion.

1.3.1. Método del escuarato de dialquilo

El acido escuérico (SA, 3,4-dihidroxiciclobut-3-eno-1,2-diona) es una molécula
organica versétil que se utiliza en una variedad de campos en la quimica organica e
inorganica. Por ejemplo, se ha descripto su uso para la sintesis desde pigmentos y
materiales optoelectrénicos, hasta bioconjugados,?*1%2 antibiticos y ligandos

guelantes. Ademas, los derivados de acido escuarico pueden considerarse como
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isostéricos de varios grupos funcionales, como &cidos carboxilicos,* aminoéacidos,**
fosfatos® o ureas,® aspecto de utilidad en quimica medicinal y catalitica.

Es un acido muy fuerte con valores de pKa comparables al acido sulfdrico (pK: =
0.5-1.2, pK; = 2.2-3.5) debido a la estabilizacién por resonancia del dianion resultante
de la doble disociacion, lo cual se demostr6 mediante espectroscopia de RMN. Los

dianiones de oxocarbonos ciclicos se consideran sistemas aromaticos, estabilizados por

|l a desl ocali zaci®(Esqudnealéd)l ectrones
2-
o) 0 Sle} o] o) o 0 00 % (8
| - _ —~— | —~—— -
— S S
HO OH Sle) e} o o o} 00 o] o}
Esquemal.l.Desl ocali zaci-n de electrones °

En 1991 Tietze et al. describieron un método para unir secuencialmente dos aminas
primarias o secundarias a acido escudrico por medio de dos reacciones sucesivas de
amindlisis de escuarato de dietilo, para dar una diamida asimétrica. Ejemplificaron la
reaccion con aminas de bajo PM, anticipando la potencialidad del método como una
buena alternativa para la conjugacion de biopolimeros y moléculas pequeias.®’ La
ventaja de este método es que permite llevar a cabo la reaccién de amindlisis sobre uno
de los grupos ésteres exclusivamente, manteniendo el pH neutro o ligeramente alcalino,
evitando laformaciond e | a fAhomobi samidao. Una vez
ese grupo, se puede hacer reaccionar al otro grupo éster con una amina diferente,
aumentando el pH del medio, para dar lugar asi a un producto asimétrico (Esquema
1.2). La posibilidad de detener | a reac
se explica en base a que ®sta es menos
mayor estabilidad electrénica, segin se demostré por célculos.3104

El progreso de la reaccion puede monitorearse facilmente por ccd, en el caso de
compuestos de bajo peso molecular, o por espectrometria de masas en el caso de

reacciones de bioconjugacion.®®

o) O o O O
NHR'R? NHR3R?
_ - - __ - - _
EtO oEt PH7 TR?RN ot PHY9 1Rr2gy NR3R4

Esquema 1.2 Esquema general paral a fi a mi st@encial dedescuarato de
dietilo (Adaptado de Tietze 1991).
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La reaccion es quimioselectiva para grupos amino, mientras que los alcoholes y
fenoles y otros nucledfilos no interfieren. Esto hace que sea un método ideal para
acoplamientos de azlcares en medios acuosos a péptidos y/o proteinas.%

La proteina mas utilizada en la sintesis de neoglicoconjugados es la BSA (albumina
de suero bovino). Esto se debe al gran numero de sitios de conjugacion por molécula
(60 grupos i NH2, de los cuales aproximadamente 30 son estéricamente accesibles y
conjugables),'% a su alta solubilidad y a que es una proteina adecuada para la unién no
covalente a los pocillos de las placas de microtitulacion.® Izumiy et al. compararon varios
métodos para el acoplamiento de manosa activada a BSA y evaluaron las condiciones
de reaccion.'% Los autores encontraron que el éster dietilico del acido escuérico es uno
de los conectores mas Utiles debido a su selectividad, bajos costos y a la posibilidad de
recuperar el reactivo en exceso después de la conjugaciéon. Una ventaja importante de
este método de acoplamiento, es que es relativamente sencillo obtener derivados de
azucares aminados.

La primera aplicacion de este método para la preparacion de un glicoconjugado fue
desarrollada por Tietze et al. Por reaccion del éster dietilico del &cido escuérico con p-
aminofenil 2-acetamido-2-desoxi-3-O-b-D-galactopiranosil-b-D-galactopirandsido,
obtuvieron la correspondiente amida del éster del acido escudarico, que luego se conjugé
con BSA a través de los grupos amino de los residuos de lisina de la proteina para dar
la fbisamidao?2 (Esquema 1.3).

(0] O

(0] o]
OH oH OH_oH . OH oH OH _oH

o fo) tO OEt o le)

HO o O-p-CeHg-NHy———————» HO o O-p-CgH4-NH OEt

oH NHAC EtOH OH NHAc
OH ° o
NH,-Lys-BSA OH oH OH
> O O
Ho o 0-p-CgHy-NH NH-Lys-BSA
OH NHAc

2
Esquema 1.3. Conjugacion del disacarido p-a mi n o f-B-@aipi(1-3pb-D-GalNAc

a BSA por el método del escuarato.®’

Posteriormente, el grupo de Koval utilizé el escuarato de diétilo para sintetizar
vacunas basadas en inmundgenos presentes en bacterias muertas o atenuadas. En un
estudio desarrollado por Zhang et al. en 1998, para la obtencién de una vacuna contra
el célera, los autores estudiaron diferentes variables de la reaccion de conjugacion como
el efecto del tiempo de reaccion, la concentracion y el exceso molar de hapteno que se

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

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

(o) O, 0]

OH
HO 0 j:f
HO O(CHz)s. ,(CHy), NHZEtO OEt O(CHy)s (CH2)2NH OEt
OH Y
3 © EtOH

CcsA OH

pH=9 HO O

> HO (CHz)s\I( CH,),NH
OH
o)
3-CSA

Esquema 1.4. Conjugacién de 41 por el método del escuarato.®’
Es de destacar el gran aporte del grupo de K o v & la optimizacién del método del

escuarato. Sus investigaciones contribuyeron al desarrollo de vacunas glicoconjugadas
y el método ha sido muy usado por diferentes grupos de investigacion.
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Capitulo 2 Derivados de 2-desoxi-2-aminoazucares

2.1. Introduccién

Los 2-amino-2-desoxi-D-glicosidos estan presentes en importantes glicoconjugados
y oligosacéridos de origen natural, donde se encuentran conectados a otros residuos a
través de enlaces glicosidicos 1,2-trans, o0 menos frecuentemente 1,2-cis. En particular,
los 2-N-acetamido-2-desoxi-glicésidos, de las series D-glucosa y D-galactosa, estan
presentes en organismos vivos como bloques de construccion de glicoconjugados
(glicolipidos, lipopolisacéridos, glicoproteinas), o glicosaminoglicanos (heparina, sulfato
de heparina, sulfato de dermatan, sulfato de condroitina, acido hialurénico), y en los
oligosacéridos que determinan la especificidad de los grupos sanguineos (Figura 2.1).
Los amino azlcares desempefian un papel importante en la superficie celular, actuando
como receptores de moléculas proteicas, como enzimas, lectinas, y participando en las
interacciones antigeno-anticuerpo.%’

El grupo 2-amino de los residuos de D-glucosamina (D-GIcN) esta mayormente
sustituido con un grupo acetilo. En los lipopolisacaridos!®® y en los factores de
nodulacién!® se encuentra sustituido por grupos acilo de cadena larga, que son
cruciales para las funciones biolégicas correspondientes. Por otro lado, una gran
variedad de derivados sintéticos de glucosamina N- y O-acilados presentan efectos

inmunomoduladores y antitumorales de potencial utilidad clinica.®®

R=H

Antigeno-0 I
Antigeno-A Ig-

HO

[ Antigeno-B i

Figura 2.1. Estructura de los antigenos principales de los grupos sanguineos (0, A
y B) conjugados con su proteina (Adaptado de Vidal 2018).11°

La importancia biolégica de los 2-amino azlcares impulso el desarrollo de métodos
de sintesis de oligosacéridos conteniendo estos residuos. Los esfuerzos se focalizaron
en el desarrollo de procedimientos simples, eficientes, regio y estereoselectivos para
introducir estos bloques de construccion.’

La introduccion del residuo de D-GIcN en oligosacaridos y glicoconjugados es un

problema no menor, ya que exige la proteccién adecuada del grupo amino. La seleccién
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del grupo protector de la amina afecta la reactividad del bloque de construccién tanto de
los donores de glicosilo,'’® como también de los aceptores que se preparen
posteriormente, 111112

El desarrollo de métodos sintéticos de oligosacaridos continGa siendo un gran
desafio, en particular la proteccion regioselectiva de grupos hidroxilo y la construccion
estereoselectiva de los enlaces glicosidicos. Comunmente, la reaccion de glicosidacion
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 mas habituales conduce a la formacién
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 atague nucledfilico a este intermediario define la estereoquimica 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 configuracién 1,2-cis (producto a- para la
serie D-gluco). El curso de la glicosidacion depende también de otros factores, como la
temperatura, el patron de grupos protectores, efectos estéricos, el solvente, el tipo de
grupo saliente en la posicion anomérica y el promotor. Cuando el OH-2 est& protegido
C 0N @rupo participanteo , f or mando ionoxoc®sniceintermedario se
estabiliza mediante la formacién de un intermediario aciloxonio biciclico, de tipo 1,2-
dioxolano, asistido por el grupo participante (Figura 2.2 B). Este anillo dioxolano bloquea
la cara hacia la cual esta dirigido el OH-2 y dirige el ataque del nucledfilo por la cara
opuesta, favoreciendo la formacion de glicésidos de configuracion 1,2-trans. Muchos
donores de glicosilo, como los haluros, los tioglicésidos y los tricloroacetimidatos
sustituidos de este modo, conducen a glicésidos 1,2-trans con excelentes
diastereoselectividades y rendimientos.!'314 En contraposicién, la construccion de
uniones glicosidicas 1,2-cis requiere un grupo no participante en el C-2, aunque
generalmente con esta sola condicidn no basta para garantizar dicha configuracion.

La gran mayoria de los glicoconjugados naturales con glucosamina presentan los
grupos amino acetilados y configuracion glicosidica 1,2-trans, por lo cual seria deseable
usar GIcNAc comercial para la preparacion de donores y aceptores de glicosilo,
minimizando asi el manejo de grupos protectores. Sin embargo, el grupo N-acetilo
introduce serias limitaciones de reactividad en la glicosidacion, tanto en los donores de
glicosilo como en los aceptores, con lo cual el uso de derivados de GIcNAc es limitado.
En primer lugar, el caracter participante del grupo N-acetilo imposibilita la formacion de
enlaces de configuracién 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 desprotonacion del ion oxocarbenio
inicialmente formado como resultado de la salida del grupo anomérico, hacia la
formacion de un intermediario del tipo 1,2-O,N-oxazolina, no idnico y por lo tanto muy
estable (Figura 2.2 C). Este factor reduce significativamente la velocidad y el rendimiento
de la glicosidacion, y aun en presencia de acidos de Lewis fuertes como promotores, y
principalmente cuando los aceptores de glicosilo son poco reactivos o presentan
impedimento estérico, el resultado de la glicosidacién es muy desfavorable.

Adicionalmente, existe otro problema cuando el grupo N-acetilo esta presente en
aceptores de glicosilo. El grupo -NHAc puede formar uniones hidrégeno tanto
intramolecularmente con el O-3, como intermolecularmente con cualquier oxigeno,
reduciendo la nucleofilia de los donores.'*>1¢ | a afinidad de los pares de electrones del
N por electréfilos, como por ejemplo los promotores de glicosidacion, también resulta en
una disminucion de la reactividad o en la formacién de productos no deseados.

Una estrategia para reducir la reactividad del grupo amino, evitar la formacion del
intermediario estable 1,2-O,N-oxazolina y favorecer la formacion de glicésidos 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 resultard un grupo
protector ciclico. Al activar el donor se genera un intermediario de oxazolinio inestable
que bl oqu e, davoresiendoasila forthacion del glicésido 1,2-trans.*’

Debido a la dificultad que conlleva la presencia del grupo N-acetilo, se han
desarrollado varios grupos protectores de NH: tratando de solucionar, no solo
dificultades respecto a su compatibilidad con diversas transformaciones sintéticas
usuales en la sintesis de carbohidratos, sino también a su capacidad para dirigir el

resultado estereoquimico de la reaccion de glicosidacion.*’

2.2. Grupos protectores de la funcién amino

Algunos de los grupos monovalentes mas comunmente utilizados son: N-
tricloroetoxicarbonilo (N-Troc),'811° N-tricloroacetilo (N-TCA),*'8 y N-trifluoroacetilo (N-
TFA).18El fuerte caracter atractor de electrones reduce las deficiencias de los derivados
N-acetilados como donores, favoreciendo asi la formacion de glicésidos 1,2-trans
mediante la participacion anquimérica. Otros grupos comunmente utilizados son N-
aliloxicarbonilo (N-Alloc)*?%12! y N-carboxibencilo (N-Cbz)!?? (A, Figura 2.3).
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Figura 2.2. Estereoselectividad de las reacciones de glicosidacion. Influencia del

sustituyente en C-2.

Las disustituciones del grupo amino mas utilizadas han sido: N,N-diacetilo (N-Ac,),'?®

N,N-dibencilo (N-Bn,),?* N-acetil-N-2,2,2-tricloroetoxicarbonilo, entre otras (B, Figura

2.3).

Durante los ultimos afios se han usado mucho los grupos bivalentes, transformando

al grupo amino en grupos N-ftaloilo (N-PhTh),?°

N-dicloroftaloilo (N-DCP),*?®* N-

tetracloroftaloilo (N-TCP)}®® y N,N-ditiasuccinoilo (N-Dts).'?® Mas recientemente se

desarroll6 el uso de dimetilmaloilo (N-DMM),*?” difenilmaloilo (N-DPM),*?8 dimetilglutarilo
(N-DMG), diglicolilo (N-DG),*?2 tiodiglicolilo (N-TDG),'?*128 (C, Figura 2.3 C).
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A) Grupos protectores monovalentes
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Figura 2.3. Grupos protectores de glucosamina.

Varios estudios demostraron que la reactividad de los aceptores y donores de 2-
amino-2-desoxi-a z ¥ac ar e s se puede modul ar o fisintoni:
protectores del grupo amino. Wong y col. demostraron que la glucosamina protegida
con N-tricloroetoxicarbonilo (N-Troc) es 33 veces mas reactiva que los donores de
glucosamina protegidos con N-ftaloilo (N-PhTh).1?® 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.130131 A su vez, se realizaron estudios experimentales e in silico de reactividad
relativa como aceptores de aminoazucares con diferentes grupos protectores en el
grupo amino y en los hidroxilos.!!

La eleccion del grupo protector esta condicionada por las dificultades para instalarlo
y para removerlo, la compatibilidad con transformaciones quimicas usuales, en la ruta
sintética de carbohidratos, asi 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 sefialar que en los aminoazucares el primer grupo funcional a
proteger es la amina, por ser mas reactivas que los hidroxilos. A continuacién, se

describen algunos de los grupos protectores de la funcién amino més utilizados.

2.2.1 Derivados tipo trihalocetamido

Para desfavorecer la formacién de derivados del tipo oxazolina observada en
donores con el grupo acetamido (C, Figura 2.2), se introdujeron halégenos en el grupo
metilo. Los grupos mas comunmente utilizados fueron los N-TCA y N-TFA (Figura A,
2.3), que proporcionan una mayor electrofilicidad al carbono anomérico durante el
proceso de glicosidacion, al tiempo que limitan la desprotonacion a la oxazolina y
proporcionan una buena estereoselectividad 1,2-trans. La introduccion de ambos grupos
protectores, es sencilla y en un solo paso (ClsCCOCI/EtsN y (CF3CO).0 en CH.Cly y
piridina).}'® Sin embargo, la posterior conversion al grupo NHAc suele requerir
condiciones fuertemente acidas''® ¢ basicas!®? para el caso de N-TFA y condiciones

fuertemente basicas para el caso de N-TCA.110

2.2.2 Derivados tipo N-ftalimido

En 1954, Baker et al. sintetizaron® 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-b-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-b-D-glucopiranosilo. Seis afios después, Akiya
y Osawa!*® usaron este donor en glicosilaciones de alcoholes simples y obtuvieron los
b-glicésidos con altos rendimientos. Esto llevé a que en 1976 Lemieux y col.'?®
propusieran el uso de haluros de 2-desoxi-2-ftalimido-glucopiranosilo como un método
general de preparacion de oligosacaridos con unidades de GIcN. Enfatizaron que el
grupo ftalimido tenia una participacibn muy efectiva deslocalizando la carga del
intermediario 1,2-O,N-oxazolidinio, favoreciendo la formacién de un enlace 1,2-trans (C,
Figura 2.2). Desde entonces, los donores derivados de 2-desoxi-2-ftalimidoglicosilos
han sido muy utilizados.%’

La introduccion del grupo 2-desoxi-2-ftalimido es un proceso relativamente sencillo.
Generalmente se realiza mediante el tratamiento del correspondiente azUcar precursor,
con anhidrido ftalico en presencia de una base y requiere la posterior
acilacién/acetilacién para inducir el cierre de la imida (Esquema 2.1).2%° A partir del
derivado tetra-O-acetilado se preparé una gran variedad de donores, entre ellos,

haluros, tricloroacetimidatos, tioglicésidos y tioimidatos de glicosilo (Esquema 2.1).17
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OH OA

HO 0 m—» AcO 0
HO
NHZHCI ? ; }

OAc
e P
AcO X o~ “cci
NPhTh 8 Aeo NPhTh
X=Br, Cl, F l
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Esquema 2.1. |Instalacion del grupo N-PhTh y algunos donores de 2-desoxi-2-

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

Inicialmente, los bromuros de 2-desoxi-2-ftalimidoglicosilo fueron los haluros mas
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 sintesis de los antigenos de los grupos sanguineos, peptidoglicanos, etc.1**125 Los
fluoruros de 2-ftalimidoglicosilo también se han usado para la sintesis de amino
azlcares, debido a su alta estabilidad.’*®* Otros donores muy utilizados han sido los
tioglicdsidos, entre ellos los tioglicésidos de metilo, usados en la sintesis de analogos
de GM1b sulfatados, y de los gangliésidos GD2 y GQ1b'*6 y |os 4-metilfenil
tioglic-sidos, utilizadoGalyantreotrdsa s2nt e

Grundler y Schmidt introdujeron el uso de tricloroacetimidatos de 2-desoxi-2-
ftalimidoglicosilo, como una extensién del método general desarrollado inicialmente para
glucosa y galactosa.'® Por reaccién de hemiacetales de 2-desoxi-2-ftalimidoglicosilo
con tricloroacetonitrilo en presencia de una base, se obtuvieron los b-imidatos. Las
glicosidaciones con estos tricloroacetimidatos generalmente se realizan en CH,Cl, como
disolvente, usando una cantidad sub-estequiométrica del promotor, generalmente
BF3-OEt,!*° 0 TMSOTf.1° Este método se ha aplicado para la sintesis de polisacaridos
antigénicos bacterianos!*® o parasitarios, antigenos asociados a tumores,'*! ligandos

de E-selectina,'*?!*3 oligosacaridos de leche humana,** 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,
trifluoroacetimidatos!#® y tioimidatos.4¢

Como se describié previamente, la instalacion 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 basico. Por un lado, dicha reactividad condiciona su
uso en numerosos procedimientos de preparaciéon de bloques de construccion de
oligosacéridos. Por otro lado, las condiciones fuertemente alcalinas y las altas
temperaturas necesarias para hidrolizarlo, excluyen su uso para la sintesis de moléculas
gue contengan otros grupos sensibles al medio alcalino, como los ésteres y a-
aminoacidos presentes en glicolipidos y glicopéptidos.’®® Se han descripto varias
condiciones de remocién del grupo N-Phth, por ejemplo, por amindlisis con hidrato de
hidrazina en metanol o etanol,}4148149  pytilamina!'® o dietilamina en etanol*®® o n-
BuOH, ! hidroxilamina,? etilenamina!>® o NaBH. a altas temperaturas, seguido de N-
acetilacion (A, Figura 2.4). También se puede eliminar por tratamiento con metilamina
alcohdlica, amoniaco en MeOH o acetato de hidracina, proporcionando la amina libre®’
(B, Figura 2.4).

A) 1) H,NNH,/EtOH/2h/reflujo 80%
2) Ac,0/MeOH-H,0/16h/ta

P

1) H,NCH,-CH,NH,/nBUOH/20h/90°C | g0,

(0]
OR 2) Ac,0/MeOH/ Et;N/ 14h/ta o
NPhTh i g OR
1) nBuOH/reflujo 69% NHAG
2) Ac,0/MeOH
1) CH3CH,NHCH,CH4/EtOH/ 80,
20h/70°C/reflujo ?
2) Ac,O/Py
B) e
(99%
H,NNH,/EtOH/2h/reflujo N
0 - - o)
mOR  leo% mOR
NPhTh H,NCH,-CH,NH,/MeCN/reflujo N NH,
NH,OH/MeOH/ 24h/ta ' 5%

-~_7

Py

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

Ante las limitaciones que presentan los derivados de N-PhTh, Fraser-Reid y
colaboradores®®>* y Castro-Palomino y Schmidt!?® pensaron que la presencia de grupos

atractores de electrones en el anillo aromatico permitiria la escision de este grupo en
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condiciones mas suaves. El efecto electroatractor no deberia afectar la participacion
anguimérica.'® Asi, se desarroll6 el uso de derivados de tetracloroftalimido (TCP) como
bloques de construccion para la sintesis de aminoazucares. También se describi6 el uso
de derivados 4,5-dicloroftalimidoglucosidicos (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.1?® A partir de ellos se han preparado distintos donores, como bromuros, 18159
fluoruros,*®’ glicésidos de pentenilo,154:109.154 tricloroacetimidatos,'> vy
tioglicosidos.160161.162 Entre otras aplicaciones, los donores de glicosilo TCP se utilizaron
para la sintesis de factores de nodulacion,'®® derivados del lipido A,'%® saponinas,!®?
mucinas,®! y antigenos de grupos sanguineos.%

La remocion del grupo TCP puede ser mediada por etilendiamina en EtOH a
60°C,154163123109 g nor NaBH,4 en isopropanol y AcOH (pH 5) a 60°C, y la posterior
acetilacion en piridina proporciona el derivado N-acetilado correspondiente, con

rendimientos entre 75-80%.123

2.2.3 Derivados tipo carbamato

Como se describié anteriormente, la derivatizacion del grupo amino mediante
acilaciones o imidaciones ha sido muy utilizada para la sintesis de glicosidos 1,2-trans.
Sin embargo, las amidas presentan problemas asociados a la formacién 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
transformacion 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 quimica adecuada, ortogonal a muchos de los
grupos protectores tipicamente usados en la sintesis de hidratos de carbono. También
presentan participacion anquimérica, favoreciendo la formacion de glicésidos 1,2-trans
con altos rendimientos y buenas estereoselectividades.20.164

El grupo 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo (Troc) fue descripto por primera vez por
Woodward en 1966 y revisado, afios mas tarde, por los grupos de Magnusson y Schmidt
gue 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 azucares se obtienen tipicamente por tratamiento del aztcar, con
0 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

anémerico,*? el grupo Troc se convirtié en un grupo protector tradicional para grupos
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hidroxilos y amino®® siendo muy utilizado para sintesis convergentes de oligosacaridos,

hacia glicosilaciones selectivas y eficientes.1":166

TrocClICH,Cly/ 2hita

'0) (0]
TrocCl/piridina/ 1h/ta
NH, P > HN\WO

0]

Cl
Cl
Cl

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

Este grupo presenta estabilidad bajo una amplia gama de condiciones estandares
utilizadas en la sintesis de carbohidratos,'®* tales como oxidacién, bencilacion,
hidrogenacion, apertura reductiva de anillos acetélicos o glicosidacion, 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 saliente!®® son estables
frente a los activantes comunmente utilizados, como TMSOTT,%2 o0 BF3-OEt» %" Por otra
parte, los tioglicosidos basados en N-Troc que comprenden grupos S-Tol, S-Et, S-Me y
S-Box'?° pueden activarse facilmente mediante varios sistemas como NIS-TfOH,% NIS-
TMSOTf!® 0 MeOTf.207

La remocion del grupo N-Troc puede realizarse mediante eliminacién reductiva con
Zn, o alternativamente con el complejo Zni Cu 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
dicloroetoxicarbonilados!®® y, ademas, el medio acido limita su aplicacién a compuestos
estables en este medio. Por esta razon, se desarrollaron nuevos métodos que implican
condiciones neutras, como Zn en MeOH o en THF, NaHg en THF/ MeOH y Zn/N-
metilimidazol, o basicas, como NaOH en THF y posterior acetilacion (Figura 2.5). Sin

embargo, aln con estos métodos se observa la formacion de productos secundarios.!’

1) Zn; Zn-Cu 6 Zn-Cd; AcOH 83%
2) Ac,O/piridina/ 16 h/ta

Y

or 1) Zn/MeOH; NaHg/THF 6

Zn/N-metilimidazol/ THF 69% m/OR

NHTroc 2) Ac,O/piridina NHAc

\J

1) NaOH/ THF

2) Ac,O/piridina 50%

poy

Figura 2.5. Condiciones de remocion 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, mas que un

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

car8cter fAno participanted durante | a reacci

obtencion de glicésidos 1,2-cis!’ y la mayor reactividad que le confiere tanto a donores,
como aceptores de glicosilo,’” en comparacién con otros derivados. Entre otras
ventajas se pueden mencionar el menor impedimento estérico, que favorece su caracter
director 1,2-cis, la mayor solubilidad de los derivados correspondientes en los solventes
mas usados, asi como la estabilidad bajo variadas condiciones de reaccion. Por otro
lado, los grupos carbamato y amida dan lugar a mezclas de rotameros y presentan el
hidrogeno amidico y carbonos que complican la interpretacion de los espectros de
RMN.1"* Estas caracteristicas no se presentan en el caso de derivados con el grupo
azido. Sin embargo, con el correr de los afios su uso fue disminuyendo'’? debido a que
su introduccién no es tan trivial, a que su diastereoselectividad es moderada, y a que la
transformacion en el andlogo acetamido a veces resulta compleja.

El grupo azido, puede introducirse mediante reacciones de adicion regioselectiva a
glicales, ya sea por via radicalaria, por ejemplo, con azida de sodio y CAN"3174(a, Figura
2.6), o por via iénica, usando diselenuro de difenilo en TBAF (b).1”®> También, puede
introducirse mediante una reaccion de diazotacion sobre el aminoazlcar
correspondiente’®1’” (c¢) o por un desplazamiento nucleofilico bimolecular de un

precursor con la configuracién adecuada en C-2,*"8 (d, Figura 2.6).

o
o CAN/NaN3;/MeCN
— N
b) o PhI(OAC),, (PhSe),
_—
o

a)

o)
NaNs, DCM m
N3

OR
c) 0]
TfN3, Na2C03,cat. CUSO4
OH OH
NH, HCI N3
d) Ph/vo oTf NaN3, DMF TO
Yo o
(6} o}
RO RO
N
OR * OR

Figura 2.6. Métodos alternativos para la introduccién del grupo 2-azido 1,2-cis.

-39-



Capitulo 2 Derivados de 2-desoxi-2-aminoazucares

Los 2-azido azUlcares se han utilizado para preparar diversos donores de glicosilo,
como haluros,*"™ tricloroacetimidatos'® y tioglicésidos,'® asi como también diferentes
aceptores.'82183 A modo de ejemplo, la glicosidacién de haluros de 2-azido azlcares
puede ser promovida por bromuro de tetrabutilamonio (TBAB) en CH.Cl,, obteniéndose
el producto Ucon un rendimiento moderado.”

El grupo azido se puede convertir al grupo amino correspondiente bajo variadas
condiciones, por ejemplo, hidrogenaciéon catalitica,'®8° tratamiento con 1,3-
propanoditiol, reduccién de Staudinger (PhsP enTHF/H20)%¢ o de Birch (Na/ NHs(l)).18’
La amina libre se convierte luego en la acetamida o en otros derivados del tipo NHR o
NRRO® medi ante el manejo adecuado de grupos prot
grupo 2-Nz en 2-NHAc también se puede realizar mediante una acetilacién reductiva con

acido tioacético en piridina (Figura 2.7).188:189

H2, Pd/C, (0] C3H882,
o Ph3P en THF/H,0,
o Na/ NH; ()

O Luego acetilacion o
i
N; C,H408/ piridina

OR > NHAc

Figura 2.7. Condiciones de remocion para el grupo azido (-Ns).

2.2.5 Derivados del tipo 2,3-oxazolidinona

El primer ejemplo de una 2,3%xazolidinona fue descripto por Miyai y col., que la
sintetizaron a partir de bencil 2zamino-4,62Zencilidén2Zlesoxi-bZAlucopirandsido
utilizando N, MNdrbonildiimidazol (CDI) en THF (a, Figura 2.8).1°° Posteriormente se
desarrollaron procedimientos involucrando fosgeno (b),*%%1°! que debido a su toxicidad
y al peligro de su manipulacion, fue reemplazado por el trifosgeno (c). El uso de cloruro
de p-nitrofenilcloroformiato simplific6 mucho la instalacion de esta funcionalidad
(d).192.293

Debido a que los derivados de oxazolidinona presentaban ciertas desventajas, tales
como el requerimiento de cantidades estequiométricas del promotor de la glicosidacion,
la baja estereoselectividad, y la baja reactividad, Manabe y col. modificaron el método
introduciendo un grupo bencilo en el N y desarrollando asi la funcionalidad N-bencil-2,3-
trans-oxazolidinona, (e) que mejord la estereoselectividad en favor de los glicosidos 1,2-
cis.194

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

BnCbz), por apertura del anillo de oxazolidinona y subsecuente introduccion del grupo
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carbobenzoxi (Cbz), obteniéndose asi un derivado particularmente (til para instalar la
unién 1Y 3-GIcN (f, Figura 2.8).

a) CDI/THF

b

b) CI,C=0/ Et3N/piridina

o) ) o}
¢) (C1sC0),CO/ NaHC O
NH, . NH
0
0
Hom/OR

d) O,NPhOC(=0)CI/NaHCO3

e) BrBn; NaH; DMF N\B
> n
NHTroc (0]

1) t-BuOK, DMF, rt

f)
0 2) CbzCl, NaHCO4 OR
omOR MeOH, ta H
>/ > N(Cbz)Bn
N\Bn
o)

Figura 2.8. Introduccién del grupo 2,3-oxazolididona en 2-amino-2-desoxi-azlcares.

1

El método de la oxazolidinona es (til para la obtencion estereoselectiva de uniones
1,2-cis de amino azucares, particularmente dificiles de formar.'” Los derivados de 2,3-
oxazolidininona han permitido resolver esta limitacion en numerosas sintesis (Figura
2.8).1°1 Otra de las ventajas de este grupo, es la de incrementar la reactividad de la
posicion 4 de aceptores de glicosilo. Esta posicién es una de las mas dificiles de
glicosidar, debido a su baja nucleofilia.1%:17

La conversion del grupo 2,3-oxazolidinona, en el grupo NH2 o NHAc se puede llevar
a cabo mediante diferentes condiciones basicas, por ejemplo, tratamiento con
NaOH,%1% g con Ba(OH),y posterior acetilacién para proporcionar el donor/ aceptor
de glicosilo N-acetilado (a y b, Figura 2.9).19

La conversion del grupo 2,3-oxazolidinona-N-Bn en el grupo NHAc se realiza en tres
etapas: saponificacion del carbamato ciclico, seguida de hidrogendlisis del grupo N2Bn
y acetilacion de la amina resultante (c, Figura 2.9).2°° También se ha descripto el uso de

t-butéxido de potasio en DMF para conservar el grupo N-Bn (d, Figura 2.9).201:202
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>/NH b) Ba(OH), o NaOMe

o NaOH luego ACZO

o

a) NaOH/H,0-THF E :
N O

NHAc
) 1. NaOH/ H,0 - dioxano

2. Hy/Pd(OH),-C/HCI
3. Ac,O/ plrldlna m/
>/N\ NHAc

d) tBuOK/DMSO o DMF Y ;

NHBn

®)

Figura 2.9. Remocién 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 decidio trabajar con derivados de GIcNPhTh. La eleccion del grupo N-ftalimido se
fundamenté en las condiciones de introduccion y remocién, segun literatura, y la

ortogonalidad con las reacciones que seria necesario realizar a lo largo de la sintesis.
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Objetivos

Los hidratos de carbono son de relevancia por estar involucrados en numeros
eventos de comunicacion entre la célula y su entorno, como adhesion, diferenciacion
celular, control del crecimiento, sefializacion, respuesta inmune e inflamacion. 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 glicobiologia de microorganismos patdgenos,
principalmente de los procesos que intervienen en la interaccién hospedero-microbio.
Esta es un area de investigacion esencialmente interdisciplinaria, que presenta varios
problemas no resueltos y por lo tanto debe enfocarse desde distintas aristas.

A partir de la determinacién de las estructuras de glicanos y de los caminos
biosintéticos que son exclusivos de ciertos microorganismos, en particular de T. cruzi,
surgié la necesidad de sintetizar quimicamente los oligosacaridos naturales mediante
procedimientos confiables y robustos, para realizar el estudio de los caminos
metabolicos y de la funcion de dichos glicanos.

La estrategia del proyecto general del laboratorio consiste en la sintesis de sustratos
naturales, inhibidores, y andlogos de sustratos, los cuales permiten mediante los
estudios biolégicos correspondientes, elucidar los mecanismos de accién y funcion de
ciertasenzi mas Bntralosgnterteses del laboratorio se incluye el estudio de la
trans-sialidasa de T. cruzi (TcTS) y también la sintesis de neoglicoconjugados de los
oligosacaridos constituyentes de las mucinas de T. cruzi como herramientas de
inmunodiagnosis.

Como objetivos particulares de esta tesis nos propusimos desarrollar la sintesis
eficiente de oligosacéridos relacionados estructuralmente con el e p 2 t o@al -m) U
Galp-( 1 Y-B-p-Galp-( 1 Y-bGIcNAc, 1) y la conjugacion con péptidos
inmunogénicos, con el objetivo de obtener neoglicoconjugados con potencialidad como
herramientas de diagnéstico para la enfermedad de Chagas. La identificacion, disefio y
preparacion 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 colaboracion. La idea general del proyecto es mejorar o maximizar la
performance de ciertos antigenos proteicos, actualmente utilizados como reactivos para
el serodiagnéstico de la enfermedad de Chagas, a través de la union quimica a un
azYWcar relacionado estruct ur alGal elttuwm mosd
una gran sensibilidad en ensayos de serodiagnéstico. De esta forma se generarian
reactivos serolégicos mixtos conteniendo simultaneamente epitopos peptidicos y
sacaridicos. Se considera que la conjugacion de ambas moléculas, el glicano y el

péptido, podria mejorar la inmunodiagnosis.

-45-



Objetivos

Especificamente los objetivos que se plantearon en esta tesis son:

V Desarrollar la sintesis de 6-a mi n o h ®Galg-(1YB)-b-D-Galp (5) y luego
conjugarlo con BSA y alternativamente con péptidos antigénicos mediante el método del

escuarato de dialquilo.

V Sintetizar 6-aminohexil U-D-Galp-( 1 Y-8 ¥o-Galp-( 1 Y é)D]Galp (23)
utilizando como precursor algun intermediario de la sintesis de 5. Ensayar este
compuesto como sustrato de la transialidasa de T. cruzi, para observar si la presencia
delau ni d-®@GalgdlY 3)-b-D-Galp afecta o no la sialilacion enzimatica en la unidad

d e -DfGalp. Evaluar la antigenicidad de 23y 23S frenteaant i cuer fisals ant i U

V Sintetizar 6-a mi n o h ®Galp-( 17-8-p-Galp-( 1 Y-b-p-Glcp (30), como
analogo de 1 cuya sintesis seria mucho mas simple por presentar una unidad de Glc en
lugar de GIcNAc y por la posibilidad de utilizar lactosa como compuesto de partida, que
ya tiene i nst-xGapdd Ylcp Posteriarmente conjugarlo con BSA

y el péptido inmunogénico MASP, mediante el método de escuarato de dialquilo.

V Desarrollar una sintesis eficiente de 6-aminohexil U-D-Galp-( 1 Y-8-p-Galp-
( 1 Y-&-P-GIcNAc (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 ch8gasicos c¢cr-nicos de AGagentina vy
purificado de sueros de pacientes chagasicos crénicos. Comparar la performance de los

glicoconjugados con la del péptido Antigeno 2, utilizado para la deteccion de Chagas.
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Capitulo 3 Resultados y Discusién

3.1 Sintesis de 6-a mi n o h eDxGalp-(1¥ 3)-b-D-Galp y sus conjugados

En esta tesis nos propusimos desarrollar la sintesis eficiente de oligosacéaridos
relacionados estructuralmente con el e p 2 t oGaol -JG&p-( 1 Y-B-p-Galp-( 1 Y4 )
D-GIcNAc, 1), para conjugarlos con péptidos inmunogénicos, y desarrollar asi
herramientas de diagnéstico para la enfermedad de Chagas. Almeida et al. demostraron
gue la diferencia entre los oligosacéridos de las mucinas del parasito en el insecto, en
las distintas etapas, y en el mamifero es la presencia de epitopos U-D-Galp-( 1 Y-8-p-
Galp (4) que se desarrollan en el mamifero, y son muy inmundgenicos.?® Debido a que
este epitopo es reconocido por los anticuerpos liticos a n t dgaladibsilo que se
encuentran en sueros de pacientes chagasicos crénicos,*® 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,®” y obtener asi neoglicoconjugados de estructura 6-BSA/Péptidos (Figura
3.1).

OH  on OH  on
o) o)
HO&’ " on HO&‘ O _on
OH §;0 OH § ;O
o) R o) O(CHz)aNH\ NHR
OH OH —
4 R= OH 6 R=BSA /:{\

DAt 0] o
5 R= O(CHy)gNH, R = Péptidos

Figura 3.1. Estructuras del disacarido 4, del disacéarido funcionalizado 5 y de los

neoglicoconjugados 6.

3.1.1 Antecedentes de la sintesis de derivados de 4

En 2001 Hanessian y col.?°® 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 utilizé el derivado perbencilado II, que al presentar
un grupo no participante en el OH-2 favorecio la formacién de la union interglicosidica

en configuracion U al reaccionar con el aceptor IV (Esquema 3.1).
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OH

OH
0
HO OH_oH
OH O
0 O(CH,)eNH;
OH
5
OBn
& OMe
OH _oH
o OMe
HO 0L
OH N__ OTBDPS OAC_oTBDPS
I OMe — 0
\ & HO O(CH;)sNHCbz
OBz
m \Y

Esquema 3.1. Precursores del disacarido 5 propuestos por Hanessian et al. 2%

Ashmus et al. describieron la sintesis del disacéarido 4 derivatizado como V. Utilizaron
como donor glicésidicoVI( Aidonor de Kisoo) que al h¥icerl o rea
permitid establecer la unién inter g | i ¢ o s &rdvirwda de endmenos estéricos

(Esquema 3.2).°

e}
OH o
(@] /? 0
OH o) BZO 5y
o O(CH,)4SH Vi \l/’
ccl
\"} OH Ph 3
\ %O
e}
o
HO OAll
OBz
VIl

Esquema 3.2. Precursores del disacarido V segln la estrategia sintética de Ashmus

et al.’

Michael y col. sintetizaron el derivado VIII utilizando también el donor de Kiso (VI)
para inducir | a est er e tXsEste @timo seprepdra apartirdely e | acep
alil glicosido X, al cual se protegié temporalmente con el p-metoxibencilo (PMB) via un
acetal organoestanico intermediario, cuya apertura regioselectiva permitio diferenciar la

posicion 3 del resto de los OH (Esquema 3.3).2%
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(BupSi—
OH o o)
0
HO OH °
OH BzO
OH 0]
0 OAll B20 5 \H
OH
Vil vi  CChb
OH 1) Bu,SnO OH 3) BzCl, Piridina OBz
oH 2)PMBCI  H,CO OH 4)DDQ, Hy0 0Bz
o - = 3 o} - - o}
HO OAll e} OAIl HO OAIl
OH OH OBz
X IX

Esquema 3.3. Precursores del disacarido VIII segun la estrategia sintética de
Shocker et al.?%*

3.1.2 Sintesis de 6-aminohexil U-D-Galp-(1Y 3)-b-D-Galp (5)

En esta tesis, se plane6 para la sintesis de 5 utilizar el tricloroacetimidato de tetra-
O-Bn-U-D-Galp (7) como precursor del extremo no reductor, que permitiria instalar la
union gl i cos2di ca c ennvirtud dehdardcteuno padicipame dél grupo 2-
0O-Bn (Esquema 3.4). Este se glicosidaria con un derivado de galactosa con el OH-3
libre y un grupo S-tolilo en la posicion anomérica, que seria ortogonal a la secuencia de
proteccion selectiva de la galactosa, y que en una etapa posterior se activaria para
introducir el brazo espaciador. Para obtener dicho derivado de galactosa con el OH-3
libre, se decidié utilizar una estrategia similar a la desarrollada por Hanessian y col.?%
para la preparacion del galactésido IV (Esquema 3.1). El analisis retrosintético indico,

gue 7 y 8 serian precursores adecuados para la sintesis de 5.

OH OBn

OH OBn
o 0
HO OH :> BnO OAc
OH OH BnO OTBDPS
o o)
0 O(CH2)eNH; 0 STol
OH OBz
5 9
OBn 0oBn OAc OTBDPS
- (o) NH o]
BnO otccl, HO STol
OBn OBz
7 8

Esquema 3.4. Analisis retrosintético de 5.
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En primera instancia se sometié al derivado peracetilado comercial 10 a una
reaccion de glicosidacion con tiocresol, promovida por cantidades estequiométricas del
acido de Lewis. (BF3-OEt,) (Esquema 3.5). El analisis por ccd mostré la formacion de
dos productos de movilidad muy similar, presumiblemente la mezcla anomérica, y por
recristalizaci-n en et dh puro. kos tioglitsidos/son nety
utilizados por ser estables bajo un amplio rango de condiciones de reaccion usuales
para la proteccion parcial de hidratos de carbono, y pasibles de ser activados de muy
diversas maneras como donores de glicosidacién.?%®

En el espectro de RMN 'H de 11 se observé la sefial correspondiente al H-1 como

an-

mer o

undobletea U 4, 65, con unha c¢ons ©3aH2Z iedicatiea deala opl ami ent

configuracién 1,2-trans, confirmando as?2 | a f elrespecitoide
RMN *C de 11, la sefial correspondiente a C-1 se observé a 89,0 ppm, valor
caracteristico de tioglicopiranésidos.2%

Por tratamiento de 11 bajo condiciones de Zemplén (NaOMe/MeOH) se obtuvo 12

con 97% de rendimiento (Esquema 3.5).

Ac
mel ) o
& & {)-om
BF5 OEt,
CH,Cl,

NaOMe/MeOH é ; :

12 (97%)

Esquema 3.5. Sintesis del compuesto 12.

El compuesto 12 se protegid 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 reaccion. La introduccién del mismo
se llevé a cabo, usando el protocolo de Corey, segun el cual, el compuesto 12 se disolvié
en DMF y se trat6 con TBDPSCI, en presencia de cantidades estequiométricas de
imidazol.?°” La combinacién de este solvente y esta base favorece la selectividad entre
el OH primario y los OH secundarios.?*® Luego de 3 h de reaccién y una purificaciéon por
cromatografia en columna, se obtuvo el compuesto 13 con 98% de rendimiento. El
espectro de RMN *H de 13 present6 sefiales caracteristicas del grupo ter-butildifenilsililo,
correspondientes a los hidrégenos de los metilos (1,04 ppm) cuya integracién se

correspondia con la estructura del grupo TBDPS. En el espectro de RMN 1C se observé
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unaintensasefialall 26, 8 y ot r a lm@respahdentésialosmetilosy & ,
carbono cuaternario del terbutilo, respectivamente.

El compuesto 13 se sometié a una secuencia de reacciones para diferenciar el OH-
3 de los otros OH secundarios y obtener asi el aceptor de glicosilo 8. Por tratamiento de
13 con ortoacetato de etilo y un acido 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
disposicién cis axial-ecuatorial de los mismos, mas favorable para la formacién de un
ciclo furanésico que la disposicién de los OH-2 y 3 (trans ecuatorial-ecuatorial).?®

Una vez que por ccd se observé la formacién de 14, se procedié a la benzoilacion
del OH-2 y el producto 15 se sometié luego a un tratamiento acido para producir la
apertura regioselectiva del ortoéster. Se obtuvo asi 8 con 79% de rendimiento luego de
una purificacion por cromatografia en columna (Esquema 3.6). La regioselectividad de
la apertura del ortoéster se fundamenta en la mayor reactividad del O-3, ecuatorial, en
comparacion con el O-4, axial.?%®

En el espectro de RMN 'H de 8 se observaron en la regién aromatica sefiales que
integraban para 19 H, correspondientes a los grupos 2-O-Bz, 6-O-TBDPS y 1-S-Tol. Se
observd, ademas, un corrimiento general de todas las sefiales de los hidrégenos del
azucar hacia campos bajos con respecto del precursor 12, como consecuencia del
efecto desprotector de los grupos acilos. La sefial correspondiente a H-3 se observo a
0 4, 02 cs@=r8,4 H(Rigurd 3.2). Dado que no pudo observarse la correlacion
homonuclear COSY entre la sefial del H-3 y la del grupo hidroxilo libre, se adquirio el
espectro HMBC, donde pudieron verificarse las correlaciones heteronucleares CO-
Bz/H-2 y CO-Ac/H-4, respaldando asi la estructura de 8.

En el espectro de RMN 3C de 8 se observaron cémo sefiales diagnéstico la
correspondienteaC-1 a U 86, 8, val or c ar, s ef@mles?ds lbs
carbonilos de los grupos acetilo y benzoilo (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
sefales pudieron asignarse inequivocamente con la informacién provista por los

experimentos bidimensionales COSY y HSQC
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OH TBDSCI, imidazol  OH MeC(OEt); CH,Cl,
OH o DMF OTB%PS triflato de p|r|don|o §< OTBDPS
—_— >
HO STol HO STol EtO STol
OH
12 13
OA
§<o OTBDPS °oTBDPS
&0: AcOH, H,0 °
BzCl, CHaCly  E10° N\ ol Ha HO STol
OBz OBz
8 (79%)

Esquema 3.6. Sintesis del aceptor de glicosilo 8.

siguiente paso consisti6 en el acoplamiento del tricloroacetimidato per-O-
bencilado 72'° con el aceptor 8, para obtener 9. Para favorecer la estereoselectividad-U
de la reaccion, ademas de utilizar un grupo no participante en C-2 se utilizo éter etilico
como solvente, para que prime el efecto anomérico con participacion del solvente
(Esquema 3.7).20%

OBn OBn
OBn DBU, CCICN, OBn
o) o) 8
CH,Cl,
BnO OH ——— " » BnO >
OBn BnO TMSOTY, Et,0,
Oy CCh 4 AMS, -68 °C
16 7 NH
OBn
OBn HO(CH,)gNHCbz (18)
o NIS, TfOH, CH2CI2
BnO
OTBDPS BnO OTBDPS
STol O(CH,)sNHCbz
OBz
9 (81%) 17 (68%)

Esquema 3.7. Obtencién del disacarido 17.

Desde su desarrollo, el método del tricloroacetimidato ha sido muy utilizado porque
presenta la ventaja de requerir cantidades cataliticas de un &cido de Lewis como
activante, respecto de otros métodos que requieren cantidades equimoleculares. Asi,
resulta un método suficientemente suave como para preservar grupos labiles y otras
uniones glicosidicas presentes tanto en el aceptor como en el donor.?!* Por tratamiento
de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-galactosa comercial con tricloroacetonitrilo en presencia de

DBU se abtuvo el tricloroacetimidato 7 con 90 % de rendimiento.?'! Inmediatamente
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Figura 3.2. Espectro de RMN H (CDCls, 500 MHz) del compuesto 8.
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Figura 3.3. Espectro de RMN 3C (CDCls, 126 MHz) del compuesto 8.
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luego de purificarlo por cromatografia en columna, el donor 7 se conjug6 con el aceptor
8, utilizando TMSOTf como catalizador y llevando a cabo la reaccién a 168°C para
preservar el imidato. Luego de 20 h de reaccion, se observé por ccd la formacion de un
producto con movilidad intermedia entre 7 y 8 (Ry, 0,6, Hexano-EtOAc 4:1) que se aislo
con 81% de rendimiento luego de una purificacion por cromatografia en columna de
silica gel.

El espectro de RMN H de 9 permitié confirmar la configuracién 1,2-cis de la nueva
unién glicosid i ¢ a5,18; W1 ¢622,9 Hz; H-1 6 Ademas, se observaron en la zona
aromatica sefales 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 &02-6,92 (Figura 3.4). En el espectro de RMN 3C de 9, ademas de
sefales analogas a las de 8 (Figura 3.3), se observé una sefal a 93,0 ppm, caracteristica
de | a c on f-Galp,correspondiente dC-1 6 ( F i5)p Estassefidgles pudieron
asignarse inequivocamente con la informacion provista por los experimentos
bidimensionales COSY y HSQC (Figuras 3.6 y 3.7).

Una vez sintetizado 9, el paso siguiente consistié en la instalacién de la cadena
alquilica funcionalizada con el grupo amino, para la posterior conjugacion. Se decidié
utilizar 6-aminohexanol, el cual debia protegerse convenientemente en el grupo amino,
dado el mayor caracter nucleofilico respecto al grupo hidroxilo. Esta mayor nucleofilia
justamente facilité la proteccion: por tratamiento de 6-aminohexanol con cloroformiato
de bencilo en medio acuoso alcalino, se obtuvo el derivado benciloxicarbonilamino-1-
hexanol (HO(CH2)sNHCDbz) (18).

Para la introduccién del brazo espaciador, se utilizd el método del tioglicésido, un
método de glicosidacion muy utilizado que requiere la presencia de un promotor
electrofilico para activar el grupo S-anomérico.?'? Para ello se selecciond el par
NIS/TfOH que permitié la condensacion de 9 con 18. El andlisis por ccd permitid
observar la formacién de un producto de menor movilidad que el disacéarido 9, que se
aisl6é con 68 % de rendimiento luego de purificacion por cromatografia en columna y se
caracteriz6 como el glicésido 17 (Esquema 3.7). El espectro de RMN H de 17 permitié
confirmar que la reaccion ocurrié efectivamente, observandose la sefial de H-1 a 4,46
ppm con una constante de acoplamiento caracteristica de configuracion 1,2-trans (d, Ji.2
=80Hz)y | as sefales correspondient ed, CldliINH)br azo esp:
1,50-1,46 (m, 4H, CHy), y 1,20-1,07 (m, 2H, CH>) ppm (Figura 3.8). En el espectro de
RMN®¥Cdel7se observaron en |l a regi-n-lah-meni ¢d81s6¢9a
(C-1) correspondientes a la unidad U-D-Galp bencilada y a la nueva union glicosidica,
respectivamente. Esta uUltima, con un d caracteristcodel a conf i PoGal@ae - n b

observaron también las sefiales correspondientes al brazo espaciador (Figura 3.9).
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Estas sefales pudieron asignarse inequivocamente con la informacion provista por los

experimentos bidimensionales COSY y HSQC (Figuras 3.10 y 3.11).
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Figura 3.4. Espectro de RMN H (CDCls, 500 MHz) del disacarido 9.

g o o W =+
(=1 o [ fe) o™ =+ w o o =+ @ 00 P
2 = g o 2 % 8 T 885
2 2 28 & R T o S oo
— — —— — @ 0 w @0 o N —
I ~ [ I I Il N
oy ™D O <1 w0 d 0@ Lo N e]
I~ O oNO M~ w0 M ™N— oo o
o Il W =r <t oMM o for e oyl
~ P P B P e P P [ N N 0D
[T NN A SN
OBn
4' .
v 6
ﬂ ’ | i
i i
ﬁ | | |
LJL LLI SIC{CH)s
?3 72 71 70 69
fl(PpmJ
ArCH;
COCH,
PO 4 SIC(CHs)s
COCHs cop, ‘ . "
i
1 |
|| I L] I
| | . - ]
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

Figura 3.5. Espectro de RMN *C (CDCls, 126 MHz) del disacarido 9.
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Para llevar a cabo la desproteccion total de 17, en primera instancia se procedio a
remover el grupo 6-O-TBDPS con fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF) en solucién de
THF, amortiguada con &cido acético. Al cabo de 2 h el andlisis por ccd mostro la
desaparicion total del material de partida y un producto de menor movilidad (R:0,47;
Hexano-EtOAc 1:1), que luego de una purificacion por cromatografia en columna de
silica gel se caracterizé espectroscépicamente como el derivado 19 (Esquema 3.8). El

andlisis del espectro de RMN 3C, permitié confirmar la remocién del grupo 6-O-TBDPS,

dado que no se observaban |l as sefales caracte

Continuando con la desproteccion, se removieron los grupos ésteres de 19, bajo
condiciones de Zemplén, obteniéndose 20, que se sometidé a una hidrogendlisis
catalitica sobre Pd/C, para producir la desbencilacién, tanto de los hidroxilos de la
unidad de a-D-Galp, como del grupo amino del brazo espaciador. Esta reaccion
avanzaba con mucha dificultad, por lo cual fue necesario acidificar el medio para que se
completara. También se observo la necesidad de eliminar completamente cualquier
vestigio de compuestos azufrados para que la reaccion avanzara. Finalmente, luego de
48 h de reaccién se obtuvo el disacérido libre 5 con 66% de rendimiento global para los
tres pasos de desproteccion (Esquema 3.8). La desaparicion de las sefiales aromaticas,
tanto en el espectro de RMN 'H como en el de *C de 5, y la ausencia de sefiales
correspondiente a carbonos carbonilicos, confirmé la desprotecciébn completa. Las
sefiales correspondientes a los H anoméricos se observaron cémo dobletes a 5,07
(J16=23,93 Hz, H-1 6 ) 3% ppMm (Ji= 7,92 Hz, H-1) (Figura 3.12), y las sefiales

correspondientesal os carbonos anom®©Bi c g s-H &iguda 30E.3 ,

La estructura de 5 se confirmé en base al valor m/z 442,22830 (M+H) obtenido por ESI,

coincidente con la masa exacta calculada para dicha molécula.

OBn OBn
OBn
O TBAF, THF
BnO OAc AcOH NaOMe MeOH
BnO OTBgPS
O(CH,)sNHCbz O(CH,)gNHCbz
OBz OBz
17 19
OBn OH
OBn OH
o o)
BnO OH Pd/C, H, HO oH
BnO OH > OH OH
0 0 5 0
O(CH,)gNHCbz O(CH,)gNH,
20 o1 5(66%)  OH

Esquema 3.8. Desproteccion total del disacarido 17.
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3.1.3. Conjugacion de6-a mi n o h eDxGalp-(1¥J3)-b-D-Galp con BSA (5)

Para la conjugacion de oligosacéridos a péptidos y proteinas se han desarrollado
varios métodos.?%?12 Sin embargo, muchos de éstos emplean condiciones oxidativas o
reductoras que pueden alterar la estructura del oligosacarido a conjugar, asi como
también se dificulta el monitoreo del progreso de la reaccion de conjugacion. En nuestro
caso se decidi - u tescuaratp derdialguilod désar@tladodpor Ko & |8 |
debido a las ventajas que presenta, como se explicé en el capitulo 2.9

Para optimizar | as condiciones de reacci
6-a mi n o h-&-Galpg (21p(ver la sintesis en la parte experimental) con el dipéptido
Ala-Tyr (Esquema 3.9).

o_ 0

OH j:( OH o 0
EOH o MeO™ OMe oH j;f
—_—
HO O(CH,)gNH; Buffer PO, HO = O(CH,)eNH  OMe

OH

21 (0.1 M) pH 7 22
Ho
: OH Oy ©
J\m“ L 0,
le) OH 0 N// oH
HO O(CHy)gNH  HN
_ o 0 OH
Buffer Bérax-POg4- 22-Ala-Tyr
(0.1 M)pH 9

Esquema 3.9. Conjugacién de 21 al dipéptido Ala-Tyr.

En primer lugar, se traté 21 con un exceso de escuarato de dimetilo (2 equiv.) en
buffer fosfato de pH 7. Se obtuvo asi el monometiléter 22, que se purificé por elucion
con agua-MeOH a través de una columna de fase reversa (RP-18), logrando la
separacion de las sales, del excedente escuarato de dimetilo y de los productos de
descomposicién de éste (escuarato de metilo y 4cido escuarico). Seguidamente, 22 se
acoplo con Ala-Tyr utilizando un buffer bérax-KH2PO4 de pH 9. Se obtuvo asi el producto
de conjugacion final 22-Ala-Tyr, con 66% de rendimiento luego de una nueva
purificacién por cromatografia en columna de fase reversa (RP-18).

Para la preparacion de los neoglicoconjugados derivados de 5 se preparé 6 en
cantidades suficientes para todos ellos (Esquema 3.10). Para la purificacién
cromatogréfica en esta escala, resulté mas eficiente el uso de una columna de carbén
activado, en lugar de la columna de fase reversa. En el espectro de RMN H de 6 se
observo el desplazamiento a campos altos de la sefial del grupo NHCH; del brazo

espaciador (3,49 ppm) respecto de la sefial analoga de 3 (2,92 ppm). En el RMN 3C de
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6 se observaron las sefiales correspondientes al ciclobuteno a U

1 8 882,8, 182,7;

177,3;176,8 y 172,6, algunas de las sefales se dividieron, como suele observarse para

los derivados escuaricos debido a la naturaleza de doble enlace del
(Figura 3.14).

enlace C-N vinilico®”

El derivado 6 se acopl6 a BSA (Esquema 3.10), de manera anéloga a la obtencién

de 22-Ala-Tyr. En este caso el producto de conjugacién se sometié a una didlisis,

utilizando una membrana de 30 KDa de MWCO, permitiendo separar el excedente de 6

y las sales. Por liofilizacion de la solucién incluida se obtuvo 6-BSA, cuyo espectro de

EM MALDI mostré que se trataba de una estructura de PM promed
contenia BSA libre (ver Capitulo 4).
OH

) 0]

io 86356 Da, que no

j:f OH
0] 0
MeO  OMe HO OH oy
> Buffer PO OHOS - O:
ufter PO, O(CH,)sNH OMe
(0.1 M)pH 7 (CHz)s
OH
6
OH o
BSA _ 0 0
HO OH oH ©
Buffer Borax-POg- o
(0.1 M) pH 9 OHq
O(CHy)gNH NH-BSA
OH
6-BSA
Esquema 3.10. Conjugacion del disacarido 5 con BSA.
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Figura 3.14. Espectro de RMN C (D0, 126 MHz) del disacérido 6.
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3.2. Conjugacion de 6-ami n o h e 30iGhlp-( I Y-B-p-Galp con
péptidos inmunogénicos (6-Péptidos)

3.2.1. Priorizacidon de secuencias antigénicas a partir de proteinas de T. cruzi

Buscaglia et al. analizaron el potencial para serodiagndstico de proteinas de T. cruzi
deducidas a partir del genoma, utilizando microarreglos peptidicos.?4215216 Este tipo de
analisis permitié realizar, en paralelo, el mapeo de los epitopos B presentes en las
proteinas reactivas. Las secuencias reactivas que mostraron maxima especificidad
fueron identificadas y seleccionadas teniendo en cuenta ciertos criterios impuestos por
los métodos de sintesis y/o conjugacion de neoglicoconjugados, como ser: ausencia de
cisteinas (C) y minimo (o nulo) contenido de residuos con aminas primarias en sus
cadenas laterales (Lisinas, K), para evitar la reaccién con los epitopos glicésidicos que
podria afectar la inmunogenicidad del epitopo conjugado. Sin embargo, la gran mayoria
de epitopos B inmunodominantes identificados en proteinas de T. cruzi contienen al
menos un residuo K entre sus aminoacidos constituyentes. Entre los epitopos
priorizados en esta tesis, se seleccionaron algunos que mostraron diferencias en su
perfil de reactividad, ya sea a nivel de sensibilidad y/o de titulo de anticuerpos/paciente.
Los péptidos seleccionados fueron: los epitopos B inmunodominantes presentes en el
Antigeno 2 (péptido Ag2) y en la proteina Ribosomal P2 (péptido Rib P2),21%217:214 ambos
de altisima sensibilidad y titulo de anticuerpos por paciente;?'® el péptido E2E3, que
contiene el epitopo B inmunodominante de TSSA (Trypomastigote Small Surface) y se
corresponde al llamado p30-50 de TSSA, de altisima sensibilidad y moderado titulo de
anticuerpos por paciente,?® y el péptido MASP, derivado de la regiéon C-terminal
conservada de esta familia de proteinas,?’® que posee una sensibilidad y titulo de
anticuerpos por paciente moderados. Como control negativo, se incluyé el péptido E2E3
fscrambledq que tiene la misma composicidbn aminoacidica que el E2E3, pero con la

secuencia desordenada.?*®

3.2.2. Disefo de péptidos

El disefio final de los péptidos incluyé el epitopo B inmunodominante, de 15
residuos,?!* el cual se flanque6 con dos o tres residuos de cada lado propios de cada
secuencia, que funcionan como espaciadores para separar fisicamente el epitopo
peptidico del resto de los componentes del conjugado (la porcién glicosidica y/o una

proteina carrier). En el extremo N-terminal se adicionaron tres residuos K en tandem,
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gue constituyen los sitios de acople a los oligosacéridos, en el proceso de conjugacion.
El grupo NH: del extremo N-terminal del péptido podria funcionar como aceptor del
glicano, por lo que se lo dejo libre. También se les adicion6 una C (cisteina) en el
extremo C-terminal para tener la posibilidad de acoplarlos posteriormente a la proteina

carrier.

KKK-Espaciador (2-3aa)-Epitopo peptidico (15aa)-Espaciador (2-3aa)-C-amida

Este disefio se hizo con el objetivo de minimizar efectos estéricos que pudiesen
interferir el reconocimiento de los epitopos glicosidicos y/o peptidicos de los
neoglicoconjugados, por parte de anticuerpos especificos.

En la Tabla 3.1 se muestran las secuencias finales. Los péptidos fueron sintetizados
por la empresa Schafer-N (Copenhagen, Denmark) usando quimica FMOC (cloruro de
fluorenilmetiloxicarbonilo) estandar, purificados por HPLC a >90% pureza y

caracterizados por EM.

Tabla 3.1. Secuencia de los péptidos sintetizados. Semar ca en r oj oacépwms | i si nas (I
degli canoso, en Biaofdteitp®reilc ®,p2dmpmegr o | as secuenci as
la cisteina (C) del extremo C-terminal.

Péptido Secuencia Especificidad Sensibilidad Long. del

(%) (%) péptido
E2E3 NH, KKKTSSTPPSGTENKPATGEAPSQC  94.74* 92,86* 25 aa
Ag2 NH,-KKKQKTAPFGQAAAGDKPSPFGQAC  98.36%* 91,98** 25 aa
MASP NH,-KKKLQVAGTKTTTATTGDSDGSC 08.36** 80,94 23 aa
RibP2 NH,-KKKAAPAAAAEEEEDDDMGFGLFDC ~ ? 2 25 aa
E2E3 NH,-KKKGPSNESTEKSPQSATATGPPTC - - 25 aa
SCRAM

*Datos extraidos de Balouz et al. 2015%!° **Datos extraidos de Carmona et al. 2015%1%; ambos datos
fueron calculados, Unicamente, sobre el epitopo de cada péptido aqui mostrado, sin incluir los aminoacidos
flanqueantes.

El derivado 6 se acoplé a los péptidos sintéticos de manera analoga a como se habia
obtenido 6-BSA (Esquema 3.12), aunque en este caso el producto de conjugacion se
someti6 a una purificacion utilizando microfiltros ( Ami con ul t rqgue . 5 500¢l )
sometieron a centrifugacion (300 rpm, 30 min) y permitieron separar el excedente de 6
y las sales. Por liofilizacién del eluato se obtuvieron los neoglicoconjugados 6-RibP2, 6-
MASP, 6-Ag2 y 6-E2E3.
Por espectroscopia de RMN 500 MHz y espectrometria de masa MALDI TOF-TOF,
se confirmo 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 mayoria de las
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sefiales no pudieron asignarse debido a la superposicion, se observaron: las sefiales de

H-1 6 -Ya5i7y 4,38 ppm, respectivamente, analogas a las del disacérido 5, sefiales

correspondientes a los grupos CH» d e | brazo espadilZaysefialesa

caracteristicas de los aminoacidos, 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 sefial de los
CH2NH: de las lisinas, que en el espectro del péptido sin conjugar se observaba a 3,00
ppm, no se observé en este espectro debido a la desproteccion que sufren al sustituirse,
superponiéndose con las sefales a 3,40-3,60 ppm, indicando que la glicosidacién fue
completa. Ademas, se realizé una estimacién del nimero de unidades de disacarido
incorporadas en cada conjugado (Tabla 3.2). Esta estimacion coincidié con el nimero
de grupos amino reactivos (nimero de residuos K + extremo N-terminal) en la secuencia
de cada péptido (Tabla 3.1), confirmando que la glicosidacién fue completa. En el
capitulo 6 se describen los estudios inmunolégicos que se hicieron con los conjugados
6-Péptidos.

Oj EO OH on
A (6] 0]
MeO” OMe HO OH on
° ffer PO on %
Buffer PO,4” (0] OMe
(0.1 M) pH 7 O(CH,)sNH
6 OH
OH OH
(0]
Péptidos o] o]
p HO OH OH
Buffer Bérax-PO OH 0
urrer borax-| 4= 0 e
(0.1 M)pH 9 O(CHa)gNH NH-Péptidos
OH
6-Péptidos: 6-RibP2
6-MASP
6-Ag2

6-E2E3

Esquema 3.12. Conjugacion del disacérido 5 con los distintos péptidos antigénicos.

Tabla 3.2. Calculo de unidades de disacarido incorporadas en los
distintos neoglicoconjugados.

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 determiné por MALDI TOF-TOF. A partir de éstos
se estimé la glicosidacién de cada conjugado (PM de 6 = 551,54 Da).
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Figura 3.15. Espectro de RMN H (D0, 500 MHz) del disacarido 6-MASP.
3.3. Sintesis de 6-aminohexil U-D-Galp-(1Y 3)-[ f>-Galp-(1Y 6)]-b-D-Galp (23)

Como se describié en el capitulo 1, T. cruzi, esta recubierto por un denso glicocélix
compuesto, entre otros, por glicoproteinas llamadas mucinas que, entre otras funciones,
son aceptoras de acido sialico en una reaccion catalizada por una enzima llamada trans-
sialidasa (TcTS). Este mecanismo le permite incorporar &acido sialico a sus
glicoconjugados pues T. cruzi no puede biosintetizar el nucle6tido donor CMPNeu5Ac,
por carecer de las enzimas necesarias. En el proceso de infeccion toma acido sialico
uni do a una-DiGalp dkdod gliabe@njubados del huésped por medio de la
TcTS?202L y lot ransf i er e a-D-Galpapresente enalas oliyosacaridos
ramificados con estas unidades en las mucinas de superficie del parasito, instalando asi
el motivo Ne u 5 Az Y 3J)DEGalp. La importancia de la sialilacién de las mucinas de
tripomastigotes radica en que protege al parasito de la lisis por los anticuerpos a n t-i U]
Gal del suero de pacientes chagasicos, y es esencial para el proceso de infeccion.???
Lantos et al. observaron mediante técnicas de microscopia avanzada y estudios
bioguimicos, que las glipotroteinas sialiladas y las que ¢ o n t i eGak mo cdihciden
espacial mente de manera patalal &ss$iagmicfoilmarad a zaq
residuos, §ci do -6al pddrias estaryen dlmismo glicoconjugado y a su vez en
distintas poblaciones de mucinas.?’ Surgié entonces como interrogante si una misma
mol ®cul a podr2a cont en-b-Galp} d Y®:Galpaser ageptdra g ®ni ca U
de 8cido si 8l i cmGalpterminal, ® si la nnidddeadtigéhica interfiere en
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la sialilacién mediada por TcTS. Ademas, seria interesante comprobar si el trisacarido
sialilado es reconocido por los anticuerpos anti U-Gal. Con el objetivo de analizar la
interrelacion entre la transialidacion mediada por TcTS y la inmunogenicidad de las
mucinas, emprendimos la sintesis del trisacarido U-D-Galp-( 1 Y4 ®-Galp-( 1 Y ) ]
D-Galp funcionalizado como el 6-aminohexil glicosido 23, para su posible
bioconjugacién. Este trisacarido es la estructura mas pequefa que contiene la unidad
ant i g®@mGapd 1Y-BGalpy | a u-bD-Galpsadeptdra de acido sialico.

La estrategia sintética implicé el uso del disacéarido 9, segui do-D-de | a
galactosilacion del O-6 del derivado desililado 24 y la introduccion de la aglicona 6-
aminohexilo (18, Esquema 3.13).

OR
OBn RO& ORO&/
TBAF, AcOH, %OAC — AOC o CC'3 NTSO (%gﬁe'é:fgi
THF &sw 25b R=Bz _ s

TMSOTY, CH,Cl,,
MS, -30°C STol

OBz
26a R=Ac (40%)
26b R= Bz (72%)

24 (69%)

OBz ol ol

0Bz Hon Hon
) § ;o § ;o
BzO o] (e}
N NaOMe 10% Pd(C), Hp 50psi,

OBn OBz MeOH, rt 5% ac. formico, MeOH
OBn —_— -
o
BnO OAc
BnO
o O(CH,)sNHCbz O(CH,)sNHCbz O(CH2)sNH2

27 (71%)  ©O%? 8 (93%) N 3(51%) OF

Esquema 3.13. Sintesis del trisacarido 23.

En primera instancia, se procedié a la remocion del grupo TBDPS de 9, con TBAF
en solucion de THF/AcOH, obteniéndose 24 con 69% de rendimiento. Para la
introduccion de la unidad b-D-Galp, se consider6 utilizar un donor con grupo participante
en C-2. Cuando se utilizé el tricloroacetimidato acetilado 25a y TMSOTf como promotor
de la reaccion, se obtuvo el trisacarido 26a con 40% de rendimiento, debido a la
migracion indeseada de un grupo acetilo desde el donor 25a al hidroxilo del C-6 del
aceptor 24. En el espectro de RMN 3C de este subproducto se observaron dos sefiales
anom®ricas a 93,2 y 87,0 ppm, -b-Galpryé-s-fodndi ent e
Galp, y dos grupos acetilos, confirmando asi la migracibn. Se observaron
transesterificaciones similares en glicosidaciones de haluros de glicosilo promovidas por
TMSOTf.?2® Para evitar dicha migracién se utiliz6 el tricloroacetimidato benzoilado 25b,
y en este caso se obtuvo el trisacarido 26b con 72% de rendimiento, y no se observo la
formacion de ningln producto de migracion. En el espectro de RMN 'H de 26b se

observ- | a nueva sefal a1 dwe 8,0 Hi, canfirmandolla 4, 9 4 (
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configuraci-n b dea/ (Fgsra 316 Eniel-especgd de BRMNsde H#G ¢
se observaron las tres sefiales anoméricas a 100,7 (C-1 6 6 4(C-1963) vy -Bpgpm2 ( C
consistentes con la estructura de 26b (Figura 3.17).
Para la introduccién de la aglicona 18 se utilizé el método del tioglicosido, activando
26b con el par NIS/TfOH. El analisis por ccd permiti6 observar la formaciéon de un
producto de menor movilidad que el trisacarido 26b, que luego de la purificacion por
cromatografia en columna se obtuvo el glicdsido 27 con 71% de rendimiento (Esquema
3.13). El espectro de RMN !H de 27 permiti6 confirmar que la reaccién ocurrié
efectivamente, dado que se observaron las sefales correspondientes al brazo
espaci ado 01287 (i 2d,,CH:N), 1,25-0,91 (m, 8H, CH,), y la nueva sefial
anomeérica H-1 a 4,28 ppm. En el espectro de RMN 3C de 27 se observaron las sefiales
correspondientes a |l os tres dRWhb@d>86prNnY M@®B| 60s
(C-1 oy pl brazo espaciador a 66,5 (CH2Cbz), 40,8 (CH2N), 29,5, 29,0, 26,1y 25,4 (CH>)
ppm.
Para la desproteccion de 27, en primera instancia se removieron los grupos ésteres
bajo condiciones de Zemplén, obteniéndose 28 con 93% de rendimiento. El mismo se
purific6 por cromatografia con una columna RP-18, para evitar la presencia de
impurezas azufradas que podrian envenenar el catalizador de la reaccion de
hidrogendlisis. En el espectro de RMN H de 28 se observaron las sefiales anoméricas
a u 4, 86 -1(0m, yPRIH32 (# Jiss 6deHzZ; H-1006) vy 14~7BHz; K-d, J
1),yenelde RMN*®¥Ca1039(C-166) , -1)§96,01C-1(6C6) pp m.
Posteriormente, el trisacarido 28 se sometié a una hidrogendlisis con Pd/C como
catalizador para producir la desbencilacion, tanto de los hidroxilos de la unidad de a-D-
Galp, como del grupo amino del brazo espaciador. Luego de 16 h de reaccién a 55 psi
se obtuvo el trisacarido libre 23 con 51 % de rendimiento global para los dos pasos de
desproteccion (Esquema 3.13). La desaparicion de las sefiales aroméaticas, tanto en el
espectro de RMN 'H como en el de 3C de 23, y la ausencia de sefiales correspondiente
a carbonos carbonilicos, confirmaron la desproteccibn completa. Las sefiales
correspondientes a los H anoméricos se observaron como dobletes a 5,14 (J1 s = £4:0 Hz;
H-16) , ppth (JA~7,3Hz;H-1)y 4,45 (J16 57,8Hz;H-1 6 6, Fi)gylassefialds 1 8
correspondientesalos car bonos anom®Ld6é6bs -2)§8581MIBE9 ( C
Figura 3.19). Estas sefiales pudieron asignarse inequivocamente con la informacion
provista por los experimentos bidimensionales COSY y HSQC (Figuras 3.20y 3.21). La
estructura de 23 se confirmé 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 3.17. Espectro de RMN *3C (CDCls, 126 MHz) del trisacarido 26b.
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Figura 3.18. Espectro de RMN H (D20, 500 MHz) del trisacéarido 23.
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Figura 3.19. Espectro de RMN *3C (D,0, 126 MHz) del trisacarido 23.
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3.3.1. Estudio de sialilacion de 6-aminohexil U-D-Galp-(1Mg)-[ f-Galp-
(Are)]-b-D-Galp (23), mediada por TcTS

El trisacérido 23 se ensayd como sustrato aceptor de la enzima TcTS para
analizar, si a pesar de contenerlauni dad a n-D-Gap& nli YeBap-Galp,
se producia la sialilacion de la unidad aceptora b-D-Galp. Se utilizé una
transialidasa recombinante y 3 -8ialillactosa como donor de &cido sidlico
(Esquema 3.14), siguiendo protocolos previamente establecidos en el

laboratorio.?24

&
o
OH o OO
Homo TcTs HO

OH OH Buffer Tris-HCI pH 7.5 AcHN

o 30 mM NaCl

HO OH
OH fo) OH
o O(CH_)eNH OH OH
23 2)6NH2 COOH H OH

o
OH HO\" 0 o o]
O(CH3)sNH
AcHN NS Om HO OH (CHz)eNH:
OH

OH

OH o
3" sialillactosa

o fetuina

Esquema 3.14. Sialilacion del trisacarido 23 por TcTS.

La reaccién se monitore6 por HPAEC-PAD usando una columna CarboPac PA-100,
y como se esperaba dado la selectividad enzimatica de la TcTs, se obtuvo Gnicamente
el producto 23S, monosialilado en el O-3 de la unidad de b-D-Galp (Figura 3.22). El
menor tiempo de retencion de 23S,e n ¢ o mp a r a esialilactosa; podria &ribuirse
a su estructura ramificada, como se observé para otros oligosacaridos.??® Por el mismo
motivo, el trisacarido 23 se retuvo menos que la lactosa y eluy6 con el pico de inyeccion.

Se determinaron los valores de Kuy Vmax del trisacarido 23 incubando diferentes
concentraciones del -sialilastosa Los wvatoresTobtdniBlos yuerdh 6
0,35 mM y 0,42 nmoles/mg.min, respectivamente (Figura 3.23), similares a los
observados para lactitol (Km0,26Mm)??°y  p a r -aenddl ¢licésido del trisacérido lineal
Galp-D-b-( 1 V)-Balf-b-( 1 Y-b-GlcNAc (Kv0,31Mm).?*

Por otro lado, se investigo la capacidad de 23 para competir por el &cido siélico con
el sustrato convencional N-acetil-lactosamina. Para ello, se incubé el trisacarido 23 (en

concentraciones que variaron de 0 a 1,5 mM) con N-acetil-l a c t o s a-gilillackosay3 6

TcTS. El valor de ICso ( 1, 35 mM) s e calcul - en base

sialillactosamina.
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Figura 3.22. Andlisis por HPAEC-PAD de la reaccién de sialilacion de 23 mediada
por TcTS. Para calcular Kuy Vmax Se incubaron diferentes concentraciones de 23y -3 6
sialillactosa (1mM) en ausencia (a) o presencia (b-d) de TcTS. Las mezclas de reaccién
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 vy d)
0,75mM.
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Figura 3.23. Andlisis cinético de 23 como sustrato de TcTS. Gréfico de V (mmol x
h! x mg?) vs. [23] (mM). Cada punto se determiné por triplicado.

Para caracterizar el producto sialilado 23S y con el fin de facilitar su purificacién, se
realiz6 una reaccion de sialilacion preparativa utilizando fetuina (proteina de suero fetal
bovino), como donor de Aacido sidlico.??” El mayor peso molecular de la fetuina, en
compar aci - ialitactasa, singplifiGuba el aislamiento del trisacéarido sialilado.
Se realiz6 una purificacion por cromatografia en columna de carbdn grafitizado,
eluyendo con un gradiente escalonado de acetonitrilo-a g u a 25%0¢€Yi acetonitrilo). El

trisacarido 23 sin reaccionar se eluyd con 4-8% de acetonitrilo y el derivado sialilado
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23S con 20% de acetonitrilo. Por concentracion al vacio de las fracciones que contenian
el producto, segun el andlisis por HPAEC-PAD, se obtuvo un polvo blanco con un
rendimiento del 36%. La estructura de 23S, se confirmo por espectroscopia de RMN. En
el espectro de RMN *H se observaron las sefiales caracteristicas del grupo 3-desoxi del
8ci do si §6(H-8eq)y &8 (H-3aR),y un singulete correspondiente al grupo NAc
en 2,04 ppm. Los tres protones anoméricos se distinguieron facilmente, observandose

el de la unidad U-D-Galp a campos mas bajos (5,15 ppm).Par a | a u-DGampmd de b

sialilada se observo el desplazamiento a campos bajos de las sefiales del protén
anomérico (4,55 ppm) y del H-3 (4,09 ppm), respecto de las sefiales analogas del
trisacarido 23 ( &1 5 4,45; Un 33 8,80-3,60), confirmando la regioquimica de la sialilacion
(Figura 3.24). En el espectro de RMN C de 23S se observaron las sefiales
caracter2sticas del 8cido si 8l i-8ad40,4yaGHs;
del NHAc a 22,8 ppm y la nueva sefial anomérica a 100,6 ppm (Figura 3.25). La
estructura de 23S se confirmd 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 capitulo se sintetizd el di s ac §-DiGap( 1V-8-p-Galp (5) y el
trisac8rGalg-61Y3 W-Galp-( 1Y e&)DIGalp (23), que se obtuvieron
adecuadamente funcionalizados para su posterior conjugacion, con el objetivo de
utilizarlos en estudios inmunolégicos y de la reaccion de transialidacion mediada por
TcTS.

El disacéarido 5 se sintetizé a partir del tolil glicésido 8, como precursor de la unidad
de b-D-Galp, que se obtuvo a partir de una secuencia de reacciones regioselectivas muy
eficiente, que permiti6 dejar el OH-3 libre. EI compuesto 8 se glicosidé con el
tricloroacetimidato bencilado 7, con el fin de instalar estereoselectivamente la union de
configuraci-n U9, alAsd se lesimrodaud el brazo espaciador 6-
aminohexilo mediante el método del tioglicésido, usando NIS/TfOH como activante. La
desproteccion de 9, para dar 5, se realiz6 sin mayores inconvenientes.

El disacarido 5 se conjug6 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 *H (D20, 500 MHz) del tetrasacérido 23S.

b B mom T MO @ mmno 0 . i e o
o m NGB OO~ OT N —~0—00Wna o el ] THNDO
o [FS P e L e R purparps = e i = i o
—— F‘—mmhhhhhhhr‘-m(ﬂ@@m(ﬂ@wmf el v ol [ Rl N )
\/ NN T ——— s S & NP
W) W
@ =T [ w
o o © -
[= =] [} '}
_— [=>3 =]
Il
.
" 2NeusAc 1
! ‘II | |
memwmeu Mt s Rt g sty
; ‘ . ; ; ‘ i ;
103 102 101 100 a9 28 a7 26 95
f1 (ppm)

Linker (b,c.de)
1

180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

Figura 3.25. Espectro de RMN *3C (D0, 126 MHz) del tetrasacéarido 23S.
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En el Capitulo 6 se describen los ensayos inmunoquimicos que se realizaron con
los distintos neoglicoconjugados.

El trisacarido 23 se sintetiz6 a partir del disacarido 9, realizando una desproteccion
selectiva del 6-OH, e introduciendo una unidad de b-D-Galp mediante el
tricloroacetimidato benzoilado 25b.

Al ensayar el trisacarido 23 como sustrato aceptor de la enzima TcTS recombinante
y -&adillactosa como donor de &cido sialico, se produjo la sialidacion selectiva de la
uni da@Gab(23S). Los pardmetros cinéticos calculados fueron comparables a los
de otros sustratos estudiados an-b-Galpidry8ent e, S i
b-D-Galp. El derivado 23S, también se obtuvo en escala preparativa utilizando fetuina
como donor, facilitando asi, la purificacion y posterior, caracterizacién. En el Capitulo 6
se describen los ensayos inmunodiagndsticos que se realizaron con 23y 23S.

Los di, tri y tetrasacéaridos aqui sintetizados podrian ser utiles como sondas para el
estudio in vitro de la relacion entre la sialilacion y el reconocimiento por anticuerpos anti
U-Gal, como una contribucion al conocimiento de la glicobiologia del acido sialico en T.

cruzi.
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El objetivo general de esta tesis es sintetizar analogos del trisacarido a-Gal (1, -DY
Galp-( 1 Y-8-p-Galp-( 1 Y-b-GIcNAc), adecuadamente funcionalizados para
conjugarlos a péptidos y utilizarlos en estudios bioquimicos e inmunoldgicos, y a futuro,
para el desarrollo de herramientas de diagndstico. Estos objetivos requieren cantidades
importantes de los neoglicoconjugados, por lo cual es necesario desarrollar
procedimientos simples, eficientes y facilmente escalables, que permitan disponer de
manera continua de las unidades antigénicas. Las dificultades que presenta la sintesis
d e -GHl (1) estan relacionadas con la baja reactividad de los derivados de GIcNAc, al
utilizarlos tanto como donores o como aceptor de glicosilo,**® como se describié en el
Capitulo 2.

Ashmuseta.demostrar on ¢ ueD-Galp-( tl¥iBP-SalB(ril Yodep- U
Glcp (29), que contiene glucosa en el extremo reductor en lugar de GIcNAc, es tan eficaz
para el reconocimiento de anticuerpos desarrollados en pacientes chagasicos como el
tri sac8r i dal(Lp°ad sintesiside ddte trisacarido 29 es mucho mas sencilla
por el solo hecho de no presentar la unidad de GIcNAc, por lo cual, se planeé 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
| as mi s mas pruebas bi &al.- B cass de qque estpsar a U
neoglicoconjugados mostraran propiedades inmunogénicas similares, seria muy
conveniente utilizarlos en reemplazo de los neoglicoconjugados de 1 para el desarrollo

de herramientas de diagnostico.

OH _oH OH _OH
O o o)
Ho OH OH Ho Ton OH
OH 0 OH )
o) o)
° OmR 0 Omom JoNH
OH HO OH HO 2)6 NHR
OH OH EL
29 R= OH 31-BSA R=BSA

o 0
30 R= O(CH,)gNHCbz 31-Péptido R = Péptido

Figura 4.1. Estructuras del trisacarido 29, an § | o g o-Gald del tiisacarido
funcionalizado 30 y de los neoglicoconjugados 31.

4. 1. Antecedentes de | a sDR-@GapgsliYse-pde der
Galp-( 1 Y-&-P-Glcp (29)

Wangycol.®”descri bieron | a-DSalm(tleYsd-)sGap-¢ 1 Mé) i1 U
D-Glcp (XI) utilizando una estrategia secuencial, desde el extremo no reductor al
reductor . La estereosel ect i vi-Ghbksdlogdoaitilizahdo c osi d a

como donor el tioglicdsido bencilado XllI, con un grupo no participante en C-2, el cual se
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hizo reaccionar con el derivado bencilidénico XllI como aceptor. Como precursor del
extremo reductor se utilizd el derivado tri-O-bencilado XIV, obtenido a partir del
correspondiente 4,6-di-O-bencilidén derivado. Los autores establecieron condiciones
para realiz a r l a secuencia de glicosidaciones medi an

(Esquema 4.1).

OH _oH
o
HO OH
OH oH
OH 0 0
© OHO OCHj
OH
OH
XI
ph”\ O
o

OBn
OBn OBn
Q o) HO o]
STol
BnO o] HO STol BRnO OCHg;
OBn OBz OBn
Xl XIv

X

Esquema 4.1. Precursores sintéticos de XI propuestos por Wang et al. 1%’

En general, la sintesis de oligosacaridos involucra la preparacién de precursores
monosacaridicos convenientemente derivatizados y la formaciéon de cada una de las
uniones glicosidicas, conlaregi o y estereoselectividad anom®ric
trisacarido29pr esent a una un i-DdGalg-( ol ¥-DGlapy, pools aual, erb
lugar de realizar una sintesis secuencial, se puede preparar a partir de lactosa. Stocker
y col. utilizaron este recurso para la sintesis de 29 derivatizado como la ceramida XV.?%®

Para obtener el precursor XVI prepararon un derivado isopropilidénico de lactosa

involucrando | as posiciones 36 vy 406, ruponstal ar on
isopropilidénico e introdujeron el acetatoenelOH-4 6 medi ante | a instal aci
regioselectiva de un grupo ortoacetatoenlosOH-3 6 y 4 6. La configuraci-n

U-Galp la lograron utilizando como donor el tricloroacetimidato bencilado XVII (Esquema
4.2).

El grupo de Almeida describio la sintesis de XVIIl y bas6 su estrategia en el aceptor
XIX, preparado a partir de un acetal organoestannico intermediario, cuya apertura
regioselectiva per mit i -resth.iEhestatesssddacdio ltiizarposi ci - n
el mismo tipo de derivado organometalico, y el fundamento de la regioquimica se
desarroll ar 8 m8 s a d-6al s ineodujo lestereosetectidamente U
basandose en el impedimento estérico que ofrece el grupo 4,6-O-bencilidénico del donor
VI(Aidonor ,Esguenkaid.8)8 o
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OH OH
, Cst51
/m/ \/\‘/\/013H27
Ph
o
OBZ Cst51
Bm \/Y\/CHHN
XVI XVii O NH

cc:|3

Esquema 4.2. Precursores sintéticos de XV propuestos por Stocker y col.?28

OH OoH
o
RO o OH
OH 9 o o
0& o} SH
oH HO ~
OH
XVl
(tBU)zSi\\O
OBz e}
OBé OBz
o
o)
HO o o
OBz BzO ~X BzO
OBz BzO | NH
XIX
Vi \r

CCly

Esquema 4.3. Precursores sintéticos de XVIII propuestos por Almeida y col. °

4.2. Sintesis de 6-a mi n o h eDx@alp-( U Y-B-p-Galp-( 1 Y-&-p-Glcp (30)

Al igual que en el caso del disacarido 5 (Capitulo 3), se eligié funcionalizar el
trisacarido 29 con una cadena alquilica de seis carbonos con un grupo amino terminal.
Asi, se planted la sintesis de 30, utilizando como material de partida lactosa, disacérido
econ-mico y de f§gcil a c c e sbeGalpg-U & Y-9-Blcpplo caiad
simplifica mucho la sintesis. En la posicion anémerica de la lactosa se instalaria un grupo
S-tolilo, ortogonal a la secuencia de proteccién selectiva de la lactosa, que en una etapa
posterior se activaria parai nt roducir el brazo ed&odadel
t i ogl i luegs dedimadecuencia de reacciones de proteccion selectiva de lactosa,
se obtendria el aceptor de glicosilo 32, con el OH-3 6 | el doal s glicosidaria con el
tricloroacetimidato de tetra-O-Bn-U-D-Galp (7) para dar 33 (Esquema 4.4).

Posteriormente, se modificaria el extremo reductor de manera similar a lo previamente
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realizado con el disacarido 5. Asi, el andlisis retrosintético de 30 indic6 que 7 y 32 serian

precursores adecuados.

%OH OH oH %OBZ OBz Bz
o
BzO

O(CH2 )6NH, STol

OH
30

OB
? 0Bz
o) OBz
- o o
HO STol

BzO

OBz OBz
32

CCI3

Esquema 4.4. Andlisis retrosintetico del trisacarido funcionalizado 30.

Para sintetizar 32 en primera instancia se peracetil6 la lactosa. El método mas
utilizado para obtener azucares per-O-acilados es la reaccién de Schotten-Baumann,
gue consiste en el tratamiento del azlcar con un gran exceso de anhidrido o de cloruro
de acilo, utilizando piridina como solvente y activador de la esterificacion. Sin embargo,
tratando de utilizar un procedimiento mas benigno, dada la toxicidad de la piridina,??° se
acetil la lactosa (34) utilizando anhidrido acético y acetato de sodio como reactivos,?°
obteniéndose la octaacetillactosa (35) con muy buen rendimiento (Esquema 4.5).

El derivado 35 se sometié a una glicosidacion utilizando BFzAt,O como promotor y
tiocresol como aceptor de glicosilo. Se obtuvo asi 36, que recristalizado de etanol
present6 en el espectro de RMN *H la sefial correspondiente a H-1 como un doblete a
d 5, 03 & o 0,8HenEstoindico una relacion trans entre H-1y H-2, y por lo tanto
| a conf i gagorda con lo espebagdo dada la presencia de un grupo participante
en C-2. En el espectro de RMN *3C de 36 la sefial correspondiente a C-1 se observé a
83,6 ppm, valor caracteristico de tioglicopiranésidos, confirmando asi que la reaccion de
glicosidacion se habia efectuado.

Posteriormente el derivado 36 se someti6 a una reaccion de desproteccion,
utilizando el método de Zemplén en CH:Cl. anhidro, obteniéndose el tolil glicésido 37
con 77% de rendimiento a partir de lactosa.

El derivado 37 no requirié purificacion, por lo que se prosiguié con la preparacion de
32. La estrategia para esto fue proteger selectiva y temporariamente el OH-3 6 , par a
luego sustituir el resto de las posiciones con un grupo protector ortogonal y finalmente
desproteger el OH-3 6 . Para este fin, se prepar- un acet al

seguidamente se bencild6 con cloruro de 4-metoxibencilo (Esquema 4.6). Las
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protecciones regioselectivas mediadas por derivados organoestannicos han sido muy
utilizadas para obtener, en un solo paso, derivados selectivamente protegidos,

simplificando significativamente las secuencias sintéticas.?%232

OH OH OAc OAc
S:‘ /&v NaOAc gg /m _BFyEtO
——————> AcO
Ac0 Tiocresol
115°C
34
OAc OAc OAc
o 0 NaOMe MeOH
AcO RCO STol STol
OAn oA CH20I2
36 7(77%)

Esquema 4.5. Sintesis del compuesto 37.

Al tratar un diol con Bu,SnO se produce la formacién del acetal ciclico. Para esto, se
requiere una configuraciéon cis- entre dos OH vecinos, y en el caso de lactosa, esa
situacion sedaentrelosOH-36 y 406. As?2, 37 oonButSn@a reflaj ea
tolueno, utilizando una trampa de Dean-Stark para remover el agua formada, se observo
una paulatina solubilizacion del material de partida. Esto se considera indicativo de la
formacion del acetal, ya que se forma un producto menos polar y mas afin al tolueno
gue el material de partida. Este acetal 38 se utilizo directamente para la bencilacion del
OH-3 6, | a 6 regidselecticamente debido a la activacién que el estafio induce
en los hidroxilos involucrados en el acetal, y entre ellos, resulta mas reactivo del hidroxilo
ecuatorial.z! Como agente bencilante se utilizé cloruro de 4-metoxibencilo, pues el éter
resultante se puede hidrolizar selectivamente en condiciones oxidativas muy suaves.
Por tratamiento del acetal organoestannico 38 con PMBCI en presencia del ion ioduro,?3!
gue favorece la reaccién de sustitucion nucleofilica. Luego de una purificacion por
cromatografia en columna se obtuvo 39 con 43% de rendimiento y material de partida
sin reaccionar (Esquema 4.6). En el espectro de RMN C de 39, se observo la
desproteccion de la sefial correspondiente al C-36 (80, 8 ppm) en
sefial andloga de lactosa (72,6 ppm)?® y la aparicion de las sefiales del metileno
bencilico y el metoxilo de la aglicona a 70,0 y 55,1 ppm, respectivamente (Figura 4.2).

Por tratamiento de 39 con cloruro de benzoilo en piridina se obtuvo el derivado 40
con 85% de rendimiento (Esquema 4.6). En el espectro de RMN *H de 40 se observaron
en la zona aromatica, sefiales que integraban para 38 H (U 8,13-6,51), correspondientes
a los hidrégenos de los 6 grupos benzoilos, el ArCHs y el PMBO, y las sefales
caracteristicas del metileno bencilico y el metoxilo de la aglicona a 4,52 y 3,67 ppm,

respectivamente. En el espectro de RMN 13C se observaron las sefiales de los carbonos
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carbonilicos de los grupos benzoilos ati 1 61%4,78 las sefiales anoméricasat 86, 0
y 0 101,1 y las sefales del metileno benc?2lico

ppm, respectivamente.

OH OH /o OH OH
tB‘I“*S:O Bu,Sn o o)
STol tolueno e} OHO STol
OH OH
H OH Bz OB
NBuyl ? BzCl o
PMBCI STol
plrd na
39 (43%) 40 (85%)
OBz OBz OBz
CH,Cl, HO 20 STol
OBz OBz
32 (72%)

Esquema 4.6. Estrategia para la sintesis del aceptor de glicosilo 32.
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Figura 4.2. Espectro de RMN 3C (125MHz, DMSO-ds) de 39.

1

El compuesto 40 se sometié a una desbencilacién oxidativa mediada por DDQ (2,3-

dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona) (Esquema 4.6). Luego de 24 h de reaccion con 2
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equiv. de DDQ, al resguardo de la luz, se obtuvo un producto mayoritario de Rs 0,41
(Hexano-EtOAc 2:1). Por cromatografia en columna de silica gel se obtuvo 32 con 72%
de rendimiento. En el espectro de RMN 'H de 32 se observé la desaparicion de las
sefales correspondientes al grupo PMBO y el corrimiento de la sefialde H-3 6 ( 3,
a campos bajos respecto de la sefial de H-3 6 4 €3,59 ppm) (Figura 4.3). En el
espectro de RMN *C de 32 también se observo la desaparicion de las sefiales
correspondientes al PMBO y el desplazamiento de la sefialde C-3 6 d,@a 7Z,%ppm,
confirmando la desbencilacion (Figura 4.4).

Par a i ntroduci rD-Galmen elnekteraodno ceeéuctor) se utilizd el
tricloroacetimidato bencilado 7, como donor de glicosilo, bajo las mismas condiciones
usadas para el disacéarido 9 (Capitulo 3). Asi, se lo hizo reaccionar con 32, en solucién
de éter etilico, para que prime el efecto anomérico con participacion del solvente. La
reaccion se promovié con cantidades cataliticas de TMSOTTf (0,22 equiv.) y se desarroll6
a 1 5 OPArCpurificacion cromatografica en columna de silica gel se obtuvo el

compuesto 33 con 66% de rendimiento (Esquema 4.7).

OBn OBn

OBn OBn

0 0
BNO o DBU.CCKCN,  go

OBn CHCl BnO

— o\n/ccl3
16 7 NH
2
TMSOTF, Et,0, Eiix B
4 AMS, -50 °C © 5
33 (66%)

Esquema 4.7. Obtencion del trisacarido 33.
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Figura 4.3. Espectro de RMN H (500 MHz, CDCls) de 32.
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Figura 4.4. Espectro de RMN 3C (126 MHz, CDCls) de 32.
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En el espectro de RMN H de 33 se observaron en la zona aromatica, sefiales que
integraban para 54 H (U 8,05-6,88), correspondientes a los hidrogenos de los 6 grupos
benzoilos, el ArCHs y a los 4 grupos bencilos pertenecientes a la nueva unidad de
galactosa. La sefial correspondiente a la nueva unién glicosidica se observé como un
doblete a U 5,06 (J1 5 & 3,4dHz; H-1 6 éopfirmando la configuracién 1,2-cis de la nueva
unién glicosidica (Figura 4.5).

En el espectro de RMN 3C de 33, ademas de sefiales analogas a las de 32 (Figura
4.4), se observé como sefial diagnostica la correspondiente a C-1 6 6 a 9 4¥alo6
caracter2stico d@BGapéFigea46j.i gur aci -n U

Una vez sintetizado 33, el paso siguiente consistio en la instalacion de la cadena
alquilica funcionalizada con el grupo amino, para la posterior conjugacion. Se utilizé
como aceptor benciloxicarbonilamino-1-hexanol (HO(CH2)sNHCbz; 18), tal como se
describié para 5 en el Capitulo 3. El derivado 33 se activé con NIS/TfOH en CH.Cl;
anhidro a temperatura ambiente y se hizo reaccionar con el aceptor. Luego de 24 h de
reaccion se observo por ccd la formacion de un compuesto de menor movilidad que 33,
gue se aislé por cromatografia en columna con 74 % de rendimiento y se identific6 como
41 (Esquema 4.8).

OBn
NIS, TfOH
33 HO(CH,)gNHCbz (18) BnO 0Bz g, NaOMe, MeOH
&/Bmomm JeNHCbz
41 (74%)
OBn H,/Pd, 50 psi,
EOBn % ac férmico g
& /mo(CHz JeNHCbz &/ /mO(CHZ)GNHz
42 (96%) 30 (94%)

Esquema 4.8. Sintesis del glicésido 30.
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Figura 4.6. Espectro RMN 3C (126 MHz, CDCls) de 33.
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En el espectro de RMN 'H de 41 la sefial de H-1 se encontraba superpuesta con
otras sefiales. Sin embargo, se confirmé que la nueva union glicosidica efectivamente
se habia establecido por la presencia de las sefiales correspondientes al brazo
espaci a8y 3,40 (20, CHayb), 3,82y 2,98 (m, 2H, CH»Cbz), 1,48-1,38 (m,
2H, CHy), y 1,20-1,07 (m, 6H, CH>) (Figura 4.7).

En el especttode RMN*Cde4lse observaron | as sefales an
(C-16), vy-1648)7 6&a0€8I| 8gyad0l,a (Cilacmnfimhando la configuracion
b de |l a nueva uni-n glicos2dica, as2 como t aml

espaciador ) 66,570H;Cbz), 40@BICHN) y 29,6-25,4 (4CHz2b, ¢c,dy e)
(Figura 4.8). Estas sefiales se asignaron inequivocamente con la informacién provista
por los experimentos bidimensionales COSY y HSQC.

La desproteccion total de 41 se realiz6 removiendo en primer lugar los grupos
ésteres, segun las condiciones de desacilacion de Zemplén, obteniéndose el compuesto
42 con 96% de rendimiento. Sin purificacién alguna, se someti6 a 42 a una hidrogendlisis
sobre Pd/C en medio acido, para producir la desbencilacién tanto de los hidroxilos, como
del grupo amino del brazo espaciador. Asi, se obtuvo el trisacéarido libre 30 con 67% de
rendimiento para los dos pasos de desproteccién (Esquema 4.8).

Tanto en el espectro de RMN *H como de *C de 30 se observo la desaparicion de
las sefiales arométicas, confirmando la desproteccion total. Por otro lado, las sefiales
correspondientes a los hidrégenos anoméricos se observaron como dobletes a U 5,15
(J16639HZ,H-100) , 1647BHY, H{1D ) vy 1.48,08Hx; H{1)J(Figura 4.9) y las
sefiales correspondientes a los carbonos anoméricos a 102,8 (C-1 6 ) , 1-Dg9%5@ ( C
(C166) ppm (Fi gur a 430 fu®donfirmada poeed valormiz 604,2883 d e
(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 H (500 MHz, CDCls) de 41.
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4.3. Conjugacion de 6-a mi n o h exGalp-( U Y-B-p-Galp-( 1 Y-bH-Pp-
Glcp (30)

Para la conjugacién de 30 con BSA se utilizé el mismo procedimiento que en el
Capitulo 3. Para ello se hizo reaccionar 30 con un exceso de escuarato de dimetilo (2,0
equiv.) en buffer fosfato (pH 7), obteniéndose 31. Este se purifico mediante una columna
de carbdn activado, logrando la separacién de las sales, el excedente de escuarato de
dimetilo y sus productos de descompaosicibn monometil escuarato y dihidroxiescuarato.
El monometiléter 31 se acoplé con BSA utilizando un buffer borax-fosfato de pH 9
(Esquema 4.9). El producto de la conjugacion se sometié a una dialisis, que permitid
separar el excedente de 31y las sales. Por liofilizacién de la solucién incluida se obtuvo
31-BSA (99%) cuyo espectro de MALDI mostré que se trataba de una estructura
mayoritaria de PM promedio 86356 Da, que no contenia BSA libre (Figura 4.11). En la
misma figura se observan los espectros de los conjugados 6-BSA (Capitulo 3) y 22-BSA
(Capitulo experimental) con PM promedio 78880 y 86342, respectivamente.

O

MeO
30
Buffer KHo,PO4-NaOH O(CHy)gNH OMe
(0.1 M)pH 7

OH o

o] (6]
BSA OH
HO
OH OH

OH SE ;o o jif
Buffer Bérax-KH,PO4 (0] -
(0.1 M)pH 9 ° on mO(CHZ)eNH NH-BSA

OH

31-BSA (99%)

Esquema 4.9. Conjugacioén del trisacarido 30 a BSA.

[BSA]*™ s
[6-BSA]
66410 86342

' A [31-BSA]™
‘ [\ 86356
Fi

Abundancia relativa (%)

m/z

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 reaccibn de conjugacibn con BSA vy caracterizar los
neoglicoconjugados resultantes se realizaron andlisis por SDS-PAGE en condiciones
desnaturalizantes (Figura 4.12). Por un lado, se analizaron alicuotas de las reacciones
de conjugacion con BSA a 24 y 48 h, confirmando que a las 24 h la reaccion se habia
completado, ya que no se observaba BSA libre (Figura 4.12.A). Por otro lado, se
demostré que los productos de conjugacién eran homogéneos, pues se observaba para
cada muestra una Unica banda estrecha con diferencias de PM acordes al grado de
conjugacion y al peso molecular del glicano conjugado, deducido por MALDI-TOF-TOF.
Se observd un retraso en la migracién electroforética (Mr) de los neoglicoconjugados
respecto de la BSA libre, indicativo del aumento de masa molecular relativa, como
resultado de la incorporacién de la porcion de carbohidratos. A su vez, se aprecia una
pequefia disminucion de la Mr de 6-BSA y 31-BSA respecto a 22-BSA; que se
corresponde en principio con la adicion de azlcares de mayor PM (Figura 4.12.A). Entre
6-BSA y 31-BSA, sin embargo, las diferencias de Mr son minimas, lo cual podria
atribuirse a diferencias en el grado de conjugacion 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.

. < -
A - 22-85A 6-83A 3185 B < ] @ m S C br 1 ‘: ® y 2
MK @ 24h48h 24h 48n 24h 48n MK © ~ - @ Mx @ &~ . :

Figura4.12. SDS-PAGE (10%) de los neoglicoconjugados en condiciones desnaturalizantes.
A) Muestras que c 22mBiSA, 6-BRAny 3--BISA eegpgidhea las 24 0 48 h de la
reaccion de conjugacion. El gel se tifié con azul brillante Coomassie. Se utiliz6 BSA como control.
B)yC)Muestras que c o mR2-BSANGBISA y-31-BSAgecabigas a las 48 h de la
reaccion de conjugacion. El gel se tifié 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 tincién con el reactivo de Schiff. Los marcadores de pesos

moleculares se indican en kDa.

La Acarga de az%caro de | os conjugados

molecular respecto de la BSA (Tabla 4.1). Se calcul6 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 azucar, considerando la pérdida de
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atomos asociada (ver esquema 4.9). Esto nos permitio calcular el contenido de
carbohidratos por molécula de proteina y estimar que 35, 38 y 29 unidades de 22, 6 y
31, respectivamente, se unieron a BSA. Ademas, 22-BSA, 6-BSA y 31-BSA, produjeron
una banda coloreada tras la tincion con el reactivo de Schiff, especifica para
carbohidratos, mientras que BSA no se visualizd con este revelador. Como control
positivo para dicha tincion, se incluyé una muestra de mucinas de glandula submaxilar
bovina (BSM) (Figura 4.12.B). La posterior tincion del mismo gel con azul de Coomassie
permitié visualizar BSA mientras que BSM no revelé (Figura 4.12.C). Los analisis
densitométricos indicaron una relacién carbohidrato/proteina aparentemente mas baja
para 31-BSA (0,321) en comparacion con 22-BSA (0,884) y 6-BSA (0,972), lo que
concuerda con la observacion 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,? el resultado obtenido coincide con el esperado (Tabla 4.1).%8

Tabla 4.1. Carga de azlcar de los neoglicoconjugados 22-BSA, 6-BSA y 31-BSA.

PM Carga de 1lmg de Glicotopo Eficaciade la
promedio azlcar conjugado /BSAen conjugacion
(g/mol) (g/mol)* contiene moles %
BSA 66410
22 389,16
6 551,22
31 713,27
22-BSA 78880 12470 0,16 mg 34.8 70
de 21
6-BSA 86342 19932 0,23 mg 38.3 77
de 5
31-BSA 86356 19972 0,23 mg 29.3 59
de 30

*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 atomos asociada.

Por otro lado, se realizd la conjugacion del monometil éter 31 con el péptido
antigénico sintético MASP (Esquema 4.10), que responde al siguiente disefio general,

tal como se describié en el Capitulo 3:

NH2-KKKLQVAGTKTTTATTGDSDGSC-NH: (forma amida)

La reaccion se realizé de manera anéloga a la conjugacion de 31 con BSA, ajustando
el tiempo de reaccion en base a la informacién obtenida por SDS-Page (24 h). Se obtuvo
asi 31-MASP con 99% de rendimiento.
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En el espectro de RMN *H de 31-MASP se observé la superposicion de la mayoria
de las sefales, por lo cual no se hizo una asignacion completa (Figura 4.13). Sin
embargo, se identificaron claramente las sefiales anoméricas (H-1 6 06 : 5, 0166 :pp m;
4,53 ppm y H-1. 4,48 ppm) analogas a las del trisacarido 30, las sefiales
correspondientes a los grupos CH, d e | brazo espa4dB6)wnldsosefialdgst 1, 6 4
caracteristicas de los aminoacidos de MASP, por ejemplo, la sefal a 3,22 ppm
correspondiente a cisteina. Las sefales de los CH;NH- 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 desproteccién que sufren al sustituirse, que produce la superposicién con

las sefiales a 3,40-3,60 ppm.

OH _oH
0 o
HO OH _oH OH J\_;ﬁo MASP
o) >
OHO&O O o : 2
HO O(CHz)eNH Me Buffer Borax-PO4
OH OH (0.1 M)pH 9
31
OH _oH
O (0]
HO OH OH 0]
OH
OH o) 10)
o} OHO O(CHp)eNH  NH-MASP
OH OH
31-MASP

Esquema 4.10. Obtencién del neoglicoconjugado 31-MASP.
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Figura 4.13. Espectro RMN *H (500 MHz, D,O) de 31-MASP.

4.4. Conclusiones

En este cap2tulo se desar r-b-Gdp-( 1IY®-psamt esi s del
( 1 Y-b-p-Glcp (30), adecuadamente funcionalizado para su posterior conjugacion con
una proteina carrier (BSA) o con un péptido inmunogénico (MASP), con el objetivo de

utilizarlos en estudios inmunoldgicos.

Para la sintesis del trisacarido precursor 33 se parti6 del tiolactésido 37, y utilizando
un acetal de estafio como intermediario, se sintetizo el aceptor 32,conelOH-3 6 | i bre. La
uni daQhlp & introdujo estereoselectivamente utilizando el tricloroacetimidato
bencilado 7. El brazo espaciador 6-aminohexilo se introdujo mediante el método del

tioglicésido, usando NIS/TfOH como activante.

Se realiz6 la conjugacion 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 inmunoquimicos

gue se describen en el Capitulo 6.
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