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Sintesis y evaluacion de sustratos e inhibidores de trans-
sialidasa de Trypanosoma cruzi, agente del mal de Chagas.

La trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi (TcTS) cataliza la transferencia de
acido sidlico desde los glicoconjugados del hospedero a p-galactopirandsidos
terminales en las mucinas del parasito. Esta enzima no tiene equivalentes en
mamifero y durante la infecciébn se secreta activamente induciendo alteraciones
hematolégicas. Se habia demostrado que en cepas menos infectivas las cadenas O-
glicosidicas de las mucinas contenian B-galactofuranosa ademdas del aceptor -
galactopiranosa.

El propésito de esta tesis es contribuir al conocimiento de la accion de la TcTS
sobre sustratos aceptores o donores de acido sialico y la sintesis y evaluacion de
inhibidores de la enzima.

Se estudiaron las propiedades aceptoras de los oligosacaridos sintéticos que
son componentes de las mucinas para correlacionar su estructura con la habilidad de
actuar como sustratos. Se calcularon los valores de Km para los azucares libres, los
oligosacaridos alditoles y los bencil glicésidos. Todos los compuestos resultaron
buenos aceptores de acido sialico, o sea que la galactofuranosa no afectaria la
sialilacion de las unidades de Galp presentes en los mismos oligosacaridos. Se llevo a
cabo la sialilacién preparativa del bencil glicésido del hexasacarido B-D-Galp-(1—>2)-[B-
D-Galp-(1—>3)]-B-D-Galp-(1—6)-[p-D-Galf(1—2)-B-D-Galf(1—-4)]-D-GIcNAc  utilizando
una enzima recombinante y sialillactosa como donor. El aislamiento del producto
sialilado permitié determinar por espectros RMN mono y bidimensionales que el acido
sidlico se incorpora selectivamente a la Galp terminal unida (B1—-3).

Con respecto a sustratos donores en la reaccion de TcTS se determind su
capacidad de transferir N-glicolilneuraminico (Neu5Gc) desde oligosacaridos sintéticos
a lactosa y andlogos con igual o mejor eficiencia que el &cido sidlico comun (Neu5Ac).

Por otra parte, con el fin de aumentar la vida media en la circulacion sanguinea
de inhibidores de la reaccion de trans-sialilacion, se sintetizaron conjugados con
polietilenglicol (PEG), en particular derivados con PEG de 8-brazos de analogos de
lactosa. La multivalencia se confirm6 por RMN y se evalué la biodisponibilidad de los
conjugados en plasma de ratones. Se encontr6 que la misma mejord
considerablemente con respecto a conjugados lineales que también fueron

sintetizados en este trabajo de tesis.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, trans-sialidasa, mucinas, inhibidores, PEGilacion.







Synthesis and evaluation of substrates and inhibitors of
Trypanosoma cruzi trans-sialidase of, the agent of Chagas disease.

The trans-sialidase of Trypanosoma cruzi (TcTS) catalyzes the transfer of sialic
acid from host glycoconjugates to terminal B-galactopyranosides in the mucins of the
parasite. The enzyme has no equivalent in mammals and during infection is actively
shed to the medium inducing hematological alterations. In less infective strains, the O-
linked chains may contain pB-galactofuranose in addition to the acceptor f-

galactopyranose units.

This Tesis is a contribution to the knowledge of the action of TcTS on acceptor
and donor substrates. Also, inhibitors have been synthesized and evaluated.

The acceptor properties of the chemically synthesized oligosaccharides,
components of the mucins, were now studied in order to correlate their structure with
the ability to act as substrates. The Km values were calculated for the free sugars, the
sugar alditols and the benzyl glycosides. All the compounds showed to be good
acceptors of sialic acid. Thus, the introduction of galactofuranose in the mucins would
not affect sialylation of the Galp units in the same oligosaccharides. Preparative
sialylation of the benzyl glycoside of the hexasaccharide B-D-Galp-(1—2)-[B-D-Galp-
(1—3)]-B-D-Galp-(1—6)-[B-D-Galf(1—>2)-B-D-Galf(1—4)]-D-GIcNAc, with a recombinant
TcTS and sialyllactose as donor afforded the sialylated oligosaccharide. NMR
spectroscopic analysis showed that selective monosialylation occurred at the terminal
(B1—>3) linked Galp.

With respect to donors in the TcTS reaction it was shown that N-
glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) may be transferred even better than the common
sialic acid (Neu5Ac) from synthetic oligosaccharides to lactose or analogs.

Also, with the aim to improve the circulating half-lives in vivo of inhibitors of
TcTS, we synthesized covalent conjugates of polyethyleneglycol (PEG), in particular
eight arm-PEG of lactose analogs. Substitution of all arms was proven by 'H NMR
spectroscopy. The bioavailability of the conjugates in mice plasma was considerably
improved with respect to the linear PEG conjugates which were also synthesized in this
Tesis.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Trans-sialidase, mucins, inhibitors, PEGylation.







Abreviaturas

Ac
AcOH
Anh.

Bn
BnOH
BSA

Bz

ccd
COSY
CTP

)
DANA
DHO
DMF
DTU
ESI-TOF
EtOH
Galf
Galp
GalNAc
GIcNAc
GPI

h
HSQC

HPAEC-PAD
Hz
IBCF

IPD

LNAc
Lol

acetilo

acido acético

anhidro

bencilo

alcohol bencilico

albumina de suero bovino

benzoilo

cromatografia en capa delgada

espectro de correlacion homonuclear H-H
citidina trifosfato

desplazamiento quimico

acido 2,3-dehidro-3-desoxi-N-acetilneuraminico
agua deuterada

N, N-dimetilformamida

unidades discretas de tipificacion
ionizacion por electrospray-tiempo de vuelo
etanol

galactofuranosa

galactopiranosa

N-acetilgalactosamina

N-acetilglucosamina

glicosilfosfatidilinositol

hora/s

correlacion heteronuclear mediada por coherencias de simples
cuantos

cromatografia de intercambio anidnico de alta presion con
deteccion por pulso amperométrico

Hertz

isobultil cloroformiato

indice de polidispersidad

constante de acoplamiento spin-spin
N-acetillactosamina

lactitol



L lactosa

MALDI desorcidén/ionizacion por laser asistida por matriz
MeOH metanol

MHz megahertz

M, peso molecular numeérico

Mp peso molecular del pico principal

M., peso molecular masico

MU metilumbeliferil

m/z relacion masa/carga

NaOMe metoxido de sodio

Neu5Ac acido sialico; acido N-acetilneuraminico
Neu5Ac2en ver DANA

Neu5Gc acido N-glicolilneuraminico

NHS N-hidroxisuccinimida

n-BuOH n-butanol

n-PrOH n-propanol

PBS buffer fosfato salino

PEG polietilenglicol

pf punto de fusion

PI-PLC fosfatidilinositol fosfolipasa C

pNP para nitrofenil

ppm partes por millén

Rf relacion de frente

RMN resonancia magnética nuclear

SAPA shed acute phase antigen (antigeno liberado en fase aguda)
SEC cromatografia de exclusién por tamano

SL sialillactosa

SLNAc sialil N-acetillactosamina

TcGALE genes de T. cruzi que codifican para UDP-glucose-4"- epimerasa
TcTS trans-sialidasa de T. cruzi

TEA trietilamino

TcMUC genes que codifican para mucinas de T. cruzi
TFA acido trifluoroacético

TrSA sialidasa de Trypanosoma Rangeli

THF tetrahidrofurano

TOCSY espectro de correlacion homonuclear total



tr
UubDP
uv

tiempo de retencion
uridina 5”-difosfato

ultravioleta
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Introduccion Capitulo 1

Trypanosoma cruzi.

El Trypanosoma cruzi es el agente etiologico de la enfermedad de Chagas,
trypanosomiasis americana, la cual es transmitida a animales, incluyendo humanos,
por medio de insectos vectores de la familia Reduviidae (Brener, 1973; Moncayo,
2003), siendo la vinchuca (Triatoma infestans) (Figura 1-1) el principal transmisor en
Argentina.

Figura 1-1. Vinchuca (triatoma infestans), principal transmisor del mal de Chagas en la

Argentina.

El mal de Chagas es una enfermedad endémica de Latinoamérica: entre 10 y
12 millones de personas se encuentran afectadas, y cerca de 15000 mueren por ano
(Clayton, 2010). El T. cruzi puede ser transmitido también por transfusion de sangre,
por trasplantes de 6rganos y desde la madre al feto. Recientemente, la enfermedad se
ha propagado debido a la inmigracién hacia otros lugares tales como América del
Norte, Europa, Australia y Japén (Coura y Vinas, 2010). En Europa, por ejemplo, se
han descripto cerca de 80000 casos de pacientes que contienen el parasito.

Estos parasitos entran al cuerpo a través de lesiones en la piel, o por la
membrana mucosa y en algunos casos la infeccién causa fiebre, hinchazén de los
ganglios linfaticos y otras lesiones en otros tejidos y piel (Clayton, 2010). La
enfermedad presenta diversas manifestaciones clinicas; usualmente una fase aguda
inicial, en algunos casos asintomatica, que se caracteriza por elevados niveles de
parasitemia en el organismo, seguida de una fase cronica que puede permanecer

indetectable por varios afnos, hasta que surgen complicaciones graves que pueden

1



Introduccion Capitulo 1

conducir a insuficiencia cardiaca y dilatacion del tracto digestivo (megacolon o
megaesdéfago) y luego a la muerte temprana del individuo.

El diagnéstico de la enfermedad de Chagas es posible, incluida la fase silente,
por los anticuerpos del suero y reacciones de PCR. A pesar de que ha sido realizada
la secuenciacion del genoma de Trypanosoma cruzi, que codificaria para 23000
proteinas (El-Sayed et al., 2005), todavia no se han desarrollado vacunas o drogas
efectivas para el control eficaz de la enfermedad. Las terapias actuales se basan en
dos nitroheterociclos llamados nifurtimox y benznidazol, que presentan limitaciones
que incluyen efectos secundarios y en algunos casos mutagénicos y el hecho de que
son mas efectivas en estadios tempranos de la enfermedad y no en la fase cronica.
Ademas ciertas cepas de T. cruzi son resistentes al tratamiento (Urbina et al., 20083;
Viotti, et al., 2009; Maya et al., 2007). Estas drogas actian de manera inespecifica a
través de la formacion de radicales libres altamente reactivos que reaccionan con
oxigeno formando especies reactivas o por modificaciones covalentes de
macromoléculas organicas las cuales explicarian algunos de los efectos téxicos
observados en mamiferos (Diaz-Urrutia et al., 2012). Por todo esto se continda la
busqueda e identificacion de proteinas y metabolismos especificos que puedan actuar
como blancos terapéuticos.

La diversidad biolégica, bioquimica y genética de las cepas de T. cruzi llevaron
en el afno 1999 al reconocimiento de dos grupos mayoritarios, | y Il (Anonymous,
1999). El primero denominado Linaje |, comprende las cepas cuyo ciclo de vida e
infeccién ocurre entre vectores y mamiferos salvajes. Los parasitos incluidos en este
grupo son menos infectivos que los que pertenecen al Linaje Il, que afecta a insectos,
humanos y animales domésticos. Recientemente, por consenso internacional, las
cepas fueron reclasificadas en 6 unidades discretas de tipificacién (DTU I-VI). Estas
son definidas como conjuntos de poblaciones que estan genéticamente mas
relacionados entre si que a cualquier otra poblacion y que son identificables por
marcadores genéticos comunes, moleculares o inmunoldgicos (Zingales et al., 2009).
En general, las cepas incluidas en la primera clasificacion en el Linaje I, se

reclasificaron en 2009 como DTU I.
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Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi.

T. cruzi se diferencia durante su ciclo de vida desde el insecto hacia el humano,
sobrellevando cambios quimicos y morfolégicos (Figura 1-2). Presenta cuatro estadios
morfolégicos principales: epimastigote y trypomastigote metaciclico, que se
encuentran en el insecto vector, y trypomastigote sanguineo y amastigote que se
encuentran en el hospedero mamifero. El insecto vector pica al mamifero infectado e
ingiere los trypomastigotes de la sangre (1) que ingresan al organismo del insecto (2).
En el intestino medio los trypomastigotes se transforman en epimastigotes y algunos
esferomastigotes (3) donde luego se replican (4) y se transforman en trypomastigotes
metaciclicos no-proliferativos que pasan desde el intestino posterior hacia las heces
(5). La transmisién del parasito no se produce por infeccion directa del vertebrado
durante la picadura del insecto infectado, sino que cuando el insecto hematéfago se
alimenta, simultaneamente deposita heces conteniendo trypomastigotes infectivos (6).
El rascado, reaccion a la picadura, y la consecuente lesién en la piel, favorece el
ingreso del parasito al hospedero. Este también puede ingresar por la membrana
mucosa. El trypomastigote infectivo entra al hospedero vertebrado (7), e infecta las
células (8) donde se diferencia en amastigote (9). El amastigote es liberado de la
vacuola parasitéfora (10). Luego de varios ciclos de divisién binaria (11), se vuelve a
diferenciar nuevamente a trypomastigote (12). Esta forma no-replicativa es liberada al
torrente sanguineo por ruptura de la célula del hospedero (13). Los trypomastigotes y
algunos amastigotes no transformados pueden infectar otras células (14, 15ay 15b), o
ser ingeridas por el insecto vector cerrando el ciclo (1).

Los diferentes estadios de diferenciacién de T. cruzi, ademas de diferir en su
morfologia celular, poseen diferentes estructuras moleculares en la superficie celular.
Un denso glicocalix cubre la superficie del parasito y su composicidén es caracteristica
de cada estadio de diferenciacién (de Lederkremer et al., 2009).
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Estadios en el insecto vector

Estadios en el mamifero

Teixeira et al, 2012.
Figura 1-2 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
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Mucinas: Glicoconjugados de supetrficie de Trypanosoma cruzi.

El conocimiento de la biologia de la superficie celular de T. cruzi contribuy6 de
manera significativa a la identificacion de enzimas blanco, responsables de la
biosintesis de estas moléculas de superficie y al disefio y andlisis de inhibidores
especificos de las mismas. La mayoria de estos estudios estructurales se han
desarrollado con la especie epimastigote que es facil de replicar y cultivar. Los
componentes mayoritarios son los glicoinositolfosfolipidos libres (GIPLs), junto con las
mucinas que, al igual que otras proteinas de T. cruzi, se encuentran ancladas a la
membrana superficial del parasito mediante un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
(de Lederkremer et. al., 2009; Previato et al., 2004). Estas mucinas son ricas en Thr,
Ser y Pro y se encuentran altamente glicosiladas (Pereira-Chioccola et al., 2000;
Schenkman et.al., 1993; Acosta-Serrano et al., 2001). Los primeros en describirlas
fueron Alves y Colli y las denominaron glicoproteinas A, By C (Alves y Colli, 1975). Su
localizacién sobre la superficie y la presencia de unidades de Galp en el glicano se
demostré por marcacion celular utilizando galactosa oxidasa-NaB®H, (Zingales et al.,
1982). Estas estructuras luego fueron encontradas en otros estadios del ciclo de vida
del parésito (Campo et al., 2006).

Estructuras glicosidicas en mucinas del Trypanosoma cruzi.

Es notable el repertorio de genes de mucinas de T. cruzi por su complejidad y
versatilidad. Se sugiere que la variaci n del “core” del polip ptido de las mucinas
expresadas en los diferentes estadios en el mamifero es uno de los mecanismos por
los cuales T. cruzi evade la respuesta del sistema inmune (Buscaglia et al., 2006).
Tanto la forma epimastigote como trypomastigote infectivo tienen aproximadamente el
mismo numero de moléculas de mucinas por area superficial (Pereira-Chioccola et al.,
2000), aunque sus estructuras dependen del estadio. Se han identificado dos grupos
de mucinas en T. cruzi. Las glicoproteinas del primer grupo tienen una masa molecular
que oscila entre 35-50 kDa y son expresadas en las formas del parasito en el insecto
vector (epimastigote y trypomastigote metaciclico) (Schenkman et al., 1993; Previato
et al., 1994). Las glicoproteinas del segundo grupo presentan un tamano variable (80-
200 kDa), y son expresadas en las formas de trypomastigote sanguineo en el
mamifero (Almeida et al., 1994; Schenkman et al., 1991). Las funciones esenciales de
las glicoproteinas consisten en la adhesion del parasito al macréfago y proteccién de
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la superficie celular (Acosta-Serrano et al, 2001) y tienen la funcion crucial de ser
aceptores de acido sidlico (SA) en la reaccién catalizada por la enzima trans-sialidasa
(TcTS), molécula necesaria por el parasito para construir un ambiente cargado
negativamente que protege al trypomastigote de los anticuerpos anti-a-
galactopiranosilo del hospedador. De hecho, la estructura o-Galp es una unidad
estructural caracteristica que distingue a los carbohidratos del trypomastigote (Almeida
et al., 1994; Couto et al., 1990).

Los oligosacaridos de las mucinas unidos O-glicosidicamente constituyen mas
del 60 % de la masa molecular. Se han observado variaciones en las estructuras de
los carbohidratos dependiendo del estadio del parasito. También, se encontraron
diferencias en los carbohidratos de las mucinas, entre distintas cepas de epimastigote
(de Lederkremer et al., 2009). Comparando los resultados estructurales obtenidos de
las mucinas pertenecientes a cepas diferentes se sugirié que estas derivaban de dos
“cores” o n cleos principales: D-Galf(B1—4)-GIcNAc o D-Galp(31—4)-GIcNAc (Figura
1-3). Los “cores” de los dos tipos se encuentran ramificados con varias unidades de

Galfy/o Galp.

Un hecho interesante es que aunque la galactosa es muy comun en la
naturaleza, en T. cruzi, dependiendo de la cepa, puede encontrarse en la
configuraciéon furandsica mientras que en mamiferos solo se presenta en la
configuracion pirandsica. La galactofuranosa se describié primeramente en mucinas
de parasitos de la cepa G del Linaje |, reclasificado en DTU I, menos infectivos
(Acosta-Serrano et al., 1995; Previato et al., 1994), luego se encontré en las cepas Dm
28c (Agrellos et al., 2003) y Colombiana, (Todeschini et al., 2009) pertenecientes al
mismo grupo. En parasitos de las cepas Y del Linaje Il, reclasificado en DTU Il, mas
infectivas, la galactosa solo se encuentra en su forma piranosa (Previato et al., 1995).
También solo se encontré Galp en las mucinas de las cepas CL14 y CL-Brener (Salto
et al., 2000; Pollevick et al., 2000; Todeschini et al., 2001), previamente incluidas en el
Linaje Il, y ahora reclasificadas en DTU VI (Zingales et al., 2009). Por otro lado, las
cepas Tulahuen, ahora incluidas en el nuevo hibrido tipo VI expresa mucinas con
GlIcNAc sustituida con Galf y/o Galp (Jones et al.,, 2004). Llama la atencion que en
DTU VI estén incluidas cepas que contienen Galfy Galp como la Tulahuen y otras en
las que solo se encuentra Galp como las cepas CL. La galactofuranosa, que no es
biosintetizada por el mamifero hospedador, es un epitope antigénico (de Arruda et al.,
1989) y la respuesta inmunolégica podria inhibir la interaccién del parasito con las
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células del hospedero. Los pasos biosintéticos por los cuales se incorpora Galfen T.

cruzi aln no se conocen.

Aunque la galactosa es una unidad constitutiva de todos los oligosacaridos de
mucinas, el transportador de hexosas de la superficie expresado por T. cruzi, es
incapaz de transportar galactosa (Tetaud et al, 1997). Este monosacarido no es
incorporado por el parasito del medio extracelular sino que el mismo tiene la capacidad
de transformar la glucosa, a través del correspondiente nucleétido, en el nucleétido
donor de galactosas. La enzima responsable de esto es la UDP-Glc 4’-epimerasa
(Roper et al., 2003). La accion de la UDP-Galp mutasa sobre la UDP-Galp (Beverley et
al., 2005; Bakker et al., 2005) da lugar a UDP-Galf necesario para la construcciéon de
los glicoconjugados del parasito. La enzima UDP-Glc 4’-epimerasa esta codificada por
el gen TcGALE (MacRae et al., 2006). No se han podido obtener mutantes null de
estos genes, sugiriendo que los mismos son esenciales para la vida del parasito; de
hecho, clones de un alelo “knock-out” generaron aberraciones bioqu micas vy
morfolégicas en los parasitos. Con la disminucion del suministro de UDP-Galp, la
incorporacion de Galp a las mucinas se vio mas afectada que la biosintesis de los
GIPLs que contienen Galf, sugiriendo que estos ultimos juegan un rol importante para

la supervivencia del parasito en el medio de cultivo.

Otra caracteristica notable de estas cadenas O-glicosidicas es que estan
unidas a la proteina por medio de una unidad de a-GlcNAc, en lugar de a-GalNAc,
unidad comun en mucinas del vertebrados. De hecho, no se ha encontrado GalNAc en
ningun glicoconjugado de T. cruzi. La incapacidad de la UDP-Glc-4'-epimerasa de T.
cruzi para convertir UDP-GIcNAc en UDP-GalNAc, en contraste con la epimerasa
humana, explica estos resultados (Roper et al, 2003). También es inusual para
glicoproteinas de superficie que, en algunas cepas, se haya encontrado una cantidad
significativa de GIcNAc no sustituida unida O-glicosidicamente (Acosta-Serrano et al.,
1995; Salto et al, 2000). Se ha caracterizado la enzima que transfiere la primera
unidad de GIcNAc desde UDP-GIcNAc, (Previato et al., 1998), pero las
glicosiltransferasas que construyen las cadenas O-glicosidicas de las mucinas de T.
cruzi no han sido descriptas. Las estructuras de los azucares de las mucinas de los
estadios del mamifero (mucinas tGPI) han sido menos estudiadas. Por -eliminacién
reductiva de mucinas de trypomastigote se obtuvo una mezcla compleja de
oligosacaridos alditoles (Almeida et al., 1994). La estructura mas pequena resulté ser
el trisacarido alditol Galp(a1—3)-Galp(f1—4)-GIcNAc-ol. Las estructuras de mayor

tamano se encuentran ramificadas y derivan de sustituir la posicion 4 o 4/6 de la
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GlIcNAc, con cadenas con numero variable de residuos Galp (no se encontré Galf). A
excepcion del trisacarido, algunas de estas estructuras se encontraban sialiladas, lo
que indicaria, como vamos a ver, la presencia de unidades B-Galp terminales en
algunas ramificaciones. La diferencia principal entre los oligosacaridos de mucinas del
insecto y los del mamifero es la presencia de epitopes Galf(1—3) en el insecto y
Galp(a1—3)-p-Galp en mamifero (Almeida et al, 1994). Estos «-galactosil
oligosacaridos son altamente inmunogénicos y son blanco de los anticuerpos liticos
anti-a-galactosilo presentes en el suero de pacientes con enfermedad de Chagas
cronica. La sialilacién de estas mucinas catalizada por la trans-sialidasa del parasito
(TcTS), tendria la funcion de evitar la lisis celular de los trypomastigotes (Pereira-
Chioccola et al., 2000).

La transicién entre estadios presentes en el insecto y aquellos presentes en el
mamifero resulta en la expresion de diferentes conjuntos de genes que codifican para
las mucinas. En consecuencia, cuando el parasito pasa del insecto al mamifero
remodela su superficie celular, que pasa de estar conformada por mucinas de
composicion polipeptidica bastante homogénea a mucinas de composicion
polipéptidica heterogénea. Una posible explicacion seria que las proteinas tipo
mucinas (TcMUC) de estructura variable funcionen como receptores redundantes que
faciliten la interaccion y/o invasién de diferentes tipos de células y, por lo tanto, la
infecciébn de células del mamifero hospedador. Inclusive, su expresion secuencial
podria ayudar al parasito a evitar la respuesta inmune del hospedador (Buscaglia et
al., 2006; Frasch, 2000).
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Figura 1-3 Oligosacaridos unidos O-glicosidicamente en las mucinas de T.

cruzi. Estructuras determinadas en estadios del insecto de cepas pertenecientes a
DTU |y Tulahuen 'y grupo (DTU Il'y VI).
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Sialidasas, sialiltransferasas y trans-sialidasas.

Las sialidasas son glicosidasas presentes en virus, microorganismos
procariotas, eucariotas y en animales, especialmente aquellos del linaje de los
deuterostomados. La mayoria son del tipo exo-glicosidasas que liberan residuos
terminales de acido sidlico desde enlaces glicosidicos tipo (¢2—3), (a2—6), (a2—8)
y/o (a2—9) (Schauer, 1982; Schauer y Kamerling, 1997; Kamerling y Gerwig, 2007).
En las células de vertebrados, las sialidasas tienen un rol catabdlico, y estan
involucradas en eventos celulares fisiol6gicos y patolégicos especificos (Schauer y
Kamerling, 1997; Monti et al,, 2010; Miyagi, 2010). En los microorganismos, estas
enzimas son a menudo los factores de virulencia que permiten la difusién y la infeccién
de las células del hospedero (Corfield, 1992; Vimr et al., 2004; Kim et al., 2011). Estas
pueden tener también un propdsito nutricional en las bacterias, para consumir acido

sialico del hospedero o de la comida presente en el intestino.

La reaccién de la sialidasa es en teoria reversible, al igual que la mayoria de
las reacciones enzimaticas. Esto ha sido explotado para la sialilacién de oligosacaridos
en posicion (a2—3) o (a2—6) en el paso final de una s ntesis qu mica, utilizando
sialidasas bacterianas y virales bajo condiciones adecuadas (Schauer y Kamerling,
1997; Monti et al., 2010; Kim et al, 2011). Ejemplos tipicos son las sialidasas de
Arthrobacter ureafaciens, Clostridium perfringens, Vibrio cholerae, entre otros (Maru et
al., 1992; Ajisaka et al., 1994; Schmidt et al., 2000a; Thiem et al., 1991; Schmidt et al.,
2000b). Se ha aislado una sialidasa de plasma humano que tiene actividad para
romper y formar enlaces (02—3), (a2—6) y (a¢2—8) (Tertov et al., 2001; Nikonova et
al., 2004). También se ha encontrado que numerosas sialiltransferasas bacterianas
tienen actividad sialidasa/sialiltransferasa, por ejemplo, la sialiltransferasa
recombinante de Pasteurella multocida (transfiere uniones (a2—3) (Yu et al., 2005),
Campylobacter jejuni (transfiere uniones (a2—8) (Cheng et al, 2008) vy

Photobacterium damsela (transfiere uniones («2—6) (Cheng et al., 2010).

Ademas de las sialidasas y sialiltransferasas mencionadas arriba, se ha
encontrado una particular clase de sialidasas en algunas especies de
trypanosomatidos que se comportan como sialidasas normales cuando tienen
presente solo agua como aceptor, sin embargo, preferentemente transfieren residuos
de &cido sialico de una cadena de un glicano a un residuo galactosa terminal de otro
oligosacarido o glicoconjugado no sialilado. En consecuencia, son ideales para
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sialilacién de glicanos. Estas, también llamadas trans-sialidasas, ganaron una especial
atencién ya que juegan un rol crucial en la patogenia de algunas especies de
trypanosomas, tales como Trypanosoma cruzi en América del Sur y Trypanosoma
brucei en Africa.

Trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi (TcTS).

T. cruzi es incapaz de incorporar &acido sialico desde el nucleétido donor, CMP-
sidlico, aunque el proceso de sialilacién de moléculas de superficie del parasito juega
un rol fundamental en la infeccion (Schenkman et al., 1991). Las glicoproteinas
ancladas a la membrana por GPI o liberadas al torrente sanguineo pueden unirse a
receptores de células del mamifero y comenzar el proceso de infeccién (Chuenkova et
al., 1995). También cumplen un rol importante en la resistencia hacia la respuesta del

sistema inmune del mamifero (Tomlinson et al., 1998).

Para adquirir acido sialico, T. cruzi expresa en su superficie una enzima
particular, la trans-sialidasa (TcTS) la cual cataliza la transferencia de acido sialico
desde glicoconjugados del hospedador hacia glicanos presentes en la superficie del
parasito, en particular mucinas. La actividad especifica de TcTS en epimastigote es un
17 % de la encontrada en trypomastigote (Zingales et al, 1987). La enzima es
expresada en la fase estacionaria de epimastigote y presenta una estructura diferente
a la expresada en trypomastigote (Chaves et al, 1993). Por otro lado, la menor
sialilacion de la superficie del parasito en el insecto se debe a la baja concentracién de
donores de acido sidlico en el lumen intestinal del insecto vector. Una sialidasa en el
interior del intestino medio es responsable de la hidrélisis de residuos de acido sialico
unidos a-(2—3)-B-Galp y por lo tanto, estos residuos estarian menos disponibles para
la TcTS (Amino et al., 1995).

Las trans-sialidasas estan ancladas en la superficie celular del parasito
mediante glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Agusti et al., 1997 y 1998). A diferencia de las
sialidasas clasicas, la trans-sialidasa trypanosomal cataliza la transferencia reversible
de cido si lico unido preferentemente (a2—3) desde un glicano donor hacia una
molécula aceptora que contenga B-Galp terminal, dando lugar a un nuevo enlace
glicosidico (x2—3)(Figura 1-4 a y b) (Vandekerckhove et al., 1992; Ferrero-Garcia et

al., 1993; Schrader et al., 2006). En ausencia de un aceptor apropiado, esta enzima
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actta como una sialidasa que transfiere una molécula de &cido sialico
glicosidicamente unido hacia una molécula de agua en lugar de transferirla a un
residuo B-Galp terminal, sin embargo, esta actividad es mucho mas lenta que la
reaccion de transferencia. Evidentemente, la trans-sialidasa representa una especie de
sialiltransferasa que puede formar un nuevo enlace glicano-acido sialico sin necesidad

de activar previamente el acido sialico con citidina trifosfato (CTP).

d
OH
O .
0 glicano del
hospedador
OH
Donor de &cido sialico
OH _OH ‘
O
OH

Mucinas de T. cruzi

\ {W'panosoma cruzi
‘/ Qans-sialidasa
\J

HO  OH
HO,C OH _OH

. 0]
AcHN O 0 o glicano del
OH T. cruzi

HO OH

Figura 1-4 a. Trans-glicosilacién reversible de Neu5Ac(a2—3) entre un glicano

sialilado del hospedador y un glicano del parasito, catalizada por TcTS.
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Figura 1-4 b. La trans-sialidasa de T. cruzi, anclada por GPI (glicosilfosfatidil-
inositol) transfiere acido sidlico desde glicoconjugados del hospedador hacia mucinas
de la superficie del parasito. TcTS es liberada al medio por PI-PLC (fosfatidilinositol
fosfolipasa C). Se indican algunos de los efectos de TcTS en circulacion.

La actividad enzimatica esta localizada en el antigeno conocido como SAPA
(“shed acute-phase antigen”) (Pollevick et al., 1991) presente en el suero de pacientes
infectados con T. cruzi, que consiste en un extremo N-terminal que presenta la
actividad enzimatica, y un extremo C-terminal altamente antigénico, que posee en
“t ndem” doce unidades repetitivas de amino cidos (Parodi et al, 1992).
Inmediatamente luego de la infeccion, en humanos o ratones, se generan anticuerpos
anti-SAPA (Affranchino et al., 1989; Reyes et al., 1990).
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El genoma de T.cruzi (El-Sayed et al., 2005) revela una super-familia de genes
gue codifican para cientos de trans-sialidasas de entre 80-200 kDa de tamano, aunque
no todas muestran actividad enzimatica. Sélo un grupo de 70 genes codificarian
productos con actividad trans-sialidasa (Alves y Colli, 2008; Buscaglia et al., 2006;
Schenkman et al., 1994; Cazzulo et al., 1992), mientras que un segundo grupo, con la
misma cantidad de genes, codificaria para productos que carecen de actividad
enzimatica debido a una mutacién en un residuo clave de Tyr, pero que mantiene la
afinidad por la unidad p-Galp (Cremona et al, 1999). Estos dos grupos contienen
secuencias SAPA y estan presentes en trypomastigote. Por otra parte, en la superficie
de epimastigote se expresa un tercer grupo que carece de la secuencia repetitiva pero

que contiene la regién catalitica.

La porciéon C-terminal de la TcTS permite la oligomerizacién y el enlace de la
enzima a la superficie del parasito e induce la produccién de anticuerpos para el
antigeno SAPA. Se sugiere que el dominio C-terminal de la TcTS actuaria en la
primera fase de la infeccidon estabilizando la actividad TcTS en la sangre, aumentando
su vida media en la circulacion. En una segunda fase de la infeccién, se induciria la

generacion de anticuerpos que inhibirian la enzima.

Existe un tercer grupo de glicoproteinas, gp85, incluidas en la super-familia que
se las denomina proteinas tipo trans-sialidasa (Buscaglia et al., 2006; Frasch, 2000),
pues poseen secuencias de aminoacidos que tienen un 30-40% de homologia con las
de TcTS, pero que carecen de actividad. La Tc-85, especifica para trypomastigotes fue
la primera descripta de este grupo (Katzin y Colli, 1983). La adhesion celular y otras
interacciones de las gp85 con estructuras del hospedero fue publicada (Alves y Colli,
2008; Tonelli et al., 2010). En resumen, la familia de trans-sialidasas reviste interés,
pues sus miembros se expresan en la superficie del parasito y cumplen una funcién

fundamental en la infeccién.

Estructura proteica y mecanismo de reaccion.

La estructura tridimensional de TcTS se determind por estudios cristalograficos
sobre una enzima TcTS activa mutante (Buschiazzo et al., 2002; Amaya et al., 2003).
Esta consiste en dos dominios: el dominio catalitico N-terminal el cual forma seis
laminas B, caracteristico de sialidasas microbiales, conectada a través de una a-hélice

al dominio C-terminal tipo lectina, el cual no participa en la reaccién enzimatica.
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Estudios realizados con complejos cristalinos de TcTS unida a diferentes
ligandos como, por ejemplo, lactosa como sustrato aceptor y acido 2,3-dehidro-3-
desoxi-N-acetilneuraminico (DANA, Nau5Ac2en), analogo del acido sialico e inhibidor
de sialidasas virales (Amaya et al., 2004) muestran dos (sub)sitios cataliticos en el sitio
activo: un sitio donor especifico para el acido sialico y otro para la p-galactopiranosa
aceptora (Amaya et al., 2003; Buschiazzo et al., 2002). El (sub)sitio que une &acido
sidlico, presente en todas las sialidasas, es diferente en TcTS pues, a diferencia de
ellas, el azucar debe entrar en una posicién inclinada, lo que explicaria en parte la baja
inhibicion observada con DANA. Por otra parte, en las sialidasas comunes, el (sub)sitio
qgue une la lactosa esta ausente y en las TcTS se forma al unirse el sustrato donor. La
Figura 1-5 muestra las interacciones entre TcTS y DANA. El sitio activo de TcTS
muestra caracteristicas conservadas de sialidasas microbianas incluyendo la
presencia de una triada de arginina (Arg35, Arg245 y Arg314) las cuales interactian
con la carga negativa del grupo carboxilato del acido sidlico, la presencia de dos
residuos importantes para la estabilizacion del estado de transicién (Tyr342 y Glu230),
un &cido aspartico esencial para la catdlisis (Asp59) y un espacio hidrofébico capaz de
acomodar el grupo acetilo del acido sidlico definido por Trp120, Val203, y Trp312
(Figura 1-5).

Los aminoacidos Tyr119 y Trp312 son cruciales para el proceso de
transglicosilacion y los aminoécidos Asp59 (comun a ambos sitios) y Glu362
interactian directamente con la B-galactosa aceptora (Buchiazzo et al., 2002) (Figura
1-6). La unién de TcTS con lactosa esta estabilizada por puentes de hidrégeno de los
dos monosacaridos constituyentes, galactosa y glucosa, mediados por agua. El OH-3
de la Gal esta convenientemente situado para un ataque nucleofilico al intermediario
sialilado y a una distancia de un enlace de hidrégeno del residuo catalitico Asp59
como se muestra en la Figura 1-6.
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Figura 1-5 Diagrama esquematico que muestra las interacciones entre DANA y TcTS.
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Figura 1-6 Diagrama esquematico mostrando las interacciones entre lactosa y TcTS.
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El modo de accion de la TcTS implica dos funciones cataliticas: hidrolisis del
acido sialico desde un sustrato donor seguido de la transferencia del mismo acido
sidlico hacia un sustrato aceptor. La unién de acido sidlico del sustrato donor con el
centro activo de TcTS desencadena un cambio conformacional que genera el sitio de
unién para la B-Galp terminal aceptora. En el bolsillo catalitico de la enzima libre, el
residuo Tyr119 apunta hacia el piso de bolsillo, rellenando este espacio. Luego de la
unién con el sustrato donor, la cadena que contiene al residuo de Tyr119 se desplaza
y se establece una fuerte interaccién de la enzima con la lactosa, la cual se ubica
frente al Trp312. La unién a acido sidlico ocurrida en primer lugar ademas de crear el
sitio de reconocimiento del aceptor produce un cambio conformacional del residuo de
Tyr342, que actua como nucledfilo catalitico dando lugar al enlace covalente con el
acido sialico en el intermediario de la reaccidn, con catalisis acido-base por Glu230.
(Esquema 1-1). (Watts et al., 2003; Buchini et al., 2008). El glicano saliente se protona
por Asp59 y se produce el ataque por el OH-3 del B-galactopiranésido aceptor,

obteniéndose un nuevo sialésido con retencion de la configuracion.

La prueba del enlace covalente fue realizada por ES/MS de péptidos obtenidos
por digestion de la enzima luego de la incubacién con fluoruro de 3-F-a-Neu5Ac. La
presencia de F en el C-3 adyacente al anomérico disminuye la velocidad de reaccion
permitiendo la obtencién del intermediario covalente (Watts et al., 2003). La formacion
del mismo se confirmo por rayos X (Amaya et al., 2004).

O sea que TcTS actua a través de un mecanismo tipo “ping-pong” bisustrato en
el cual se forma un intermediario covalente sialil-TcTS con Tyr 342 (Damager et al.,
2008). En ausencia de un carbohidrato aceptor, la TcTS funciona como sialidasa,
catalizando la hidrdlisis (Scudder et al., 1993).
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Esquema 1-1 Mecanismo de accion de TcTS para la transferencia de acido

sialico entre glicoconjugados conteniendo p-galactopirandsidos terminales.

Especificidad de donores y aceptores de la trans-sialidasa de
TcTS

l. Donores naturales.

Se analizaron potenciales donores naturales de acido sialico (gangliésidos y
oligosacaridos) utilizando ['“C]-lactosa como unidad aceptora, a pH 7,2 y 37° C.
Cuando se compararon Neu5Ac unido (a¢2—3), (x2—6) o (a2—9), se encontré que
s6lo el Neu5Ac unido (a2—3) se transfirid con un alto rendimiento hacia el residuo B-
Galp terminal para dar Neu5Ac(a2—3)'*C-Galp(p1—4)-Glc, demostrando de esta
manera la especificidad de la TcTS (Vandekerckhove et al., 1992). Donores de acido
sidlico con secuencia tipo NeuS5Ac(a2—3)-Gal(p1—4)-R resultaron ser donores mas
eficientes que aquellos con secuencia Neu5Ac(a2—3)-Gal(p1—3)-R. Modificaciones
en la estructura de Neu5Ac (desoxi o metoxi) en el C-9 (9d-Neu5Ac) o (Neu5AcOMe)
no afectan la reaccién de transferencia, mientras que si la modificacién ocurria en el C-
4 (4d-Neu5Ac) o (NeuS5Ac4Me), C-7 (7d-Neu5Ac) y C-8 (8d-Neu5Ac) o (NeuS5Ac8Me),

se obtenia como resultado la inactivaciéon de la molécula como donor.
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II. Donores no naturales

Donores no naturales tales como a-sialésidos conteniendo p-nitrofenil (oNP) o
metilumbeliferil (MU) (Esquema 1-2) muestran mucha menor actividad en la reaccion
de TcTS si se la compara con 3'SL (Scudder et al., 1993). En contraste, la velocidad
de hidrélisis de 2-0O-(4-metilumbeliferil)-aNeu5Ac (MUNeu5Ac) resulto mayor
comparada con la de 3'SL (Ribeirao et al., 1997). Sin embargo, se utilizé 2-O-(p-
nitrofenil)-aNeuSAc (pNPNeu5Ac) y su analogo MU para la preparacién de

oligosacaridos sialilados, con la ventaja de que la reaccion es irreversible.

pNPNeu5Ac MUNeu5Ac CH;

Esquema 1-2

Se analizdé la habilidad de Neu5Ac(a2—3)-pGalO-pNP para actuar como
sustrato donor usando Galp(p1—3)-pGlcNAc-1-octil como sustrato aceptor (Harrison et
al., 2001). Se observo que la transferencia resulto ser cuatro veces mayor respecto de
la actividad de hidrolisis, valor intermedio de la observada para 3'SL (13:1) (Scudder et
al., 1993) y para MUNeu5Ac (Ribeirao et al., 1997).

Vetere y colaboradores usaron MUNeu5Ac y TcTS recombinante para la
sintesis de Neu5Ac(a2—3)-Galp(p1—4)-GIcNAc (Vetere et al, 1996) vy
Neu5Ac(a2—3)-Galp(p1—3)-GIcNAc (Vetere et al., 2000) con 60 y 35 % de
rendimiento respectivamente. En la primera sintesis el autor describe que el
rendimiento resulté considerablemente mas alto al rendimiento obtenido cuando utilizé

3'SL como donor.

Singh et al. (2000) obtuvieron un 85 % de rendimiento cuando utilizaron
(PNPNeu5Ac) como donor y TcTS recombinante para la sialilacién de lactosa y
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lactosamina (Singh et al., 2000). Sin embargo, en el mismo trabajo los autores
describieron algunos resultados controvertidos. Por un lado publican que el metil-o-D-
Galp podia ser sialilado con un 54 % de rendimiento y que Galp(a1—6)- Galp-OMe
se sialilo para dar el trisacarido ramificado Neu5Ac(a.2—3)-[Galp(a1—6)]- BGalp-OMe
con buen rendimiento (Esquema 1-3). Por otro lado, describieron que Galp(f1—6)-
BGalp-OMe daba una mezcla 1:1 de los productos monosialilados con un 88 % de
rendimiento y que cada uno podia ser convertido en el producto disialilado (Esquema
1-4). Sin embargo, no se dio informacién acerca de las condiciones para que esto
ocurra, como tampoco se mostrd la caracterizaciébn completa de los compuestos

obtenidos.

OH__oH

O
HO

C)Fk)
OH

HO

OH

Esquema 1-3

OH

Esquema 1-4

OCHs

OCH,
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El trisacarido GM3; marcado, NeuSAc(a2—3)-Galp(B1—4), se preparé mediante
la sialilacion de [U-"*C]-lactosa usando pNPNeu5Ac como donor y TcTS recombinante
(Probert et al., 1997). Los mismos autores sintetizaron, por trans-sialilacion enzimatica
de lactosamina seguida de fucosilacién enzimatica, el tetrasacarido Lewis X sialilado,
Neu5Ac(a2—3)-Galp(p1—>4)-Fuc(a1—3)-GIcNAc. También se  sintetizd un
glicopolimero soluble en agua conteniendo 3’sialil-N-acetillactosamina uniendo GIcNAc
a poliacrilamida por p-galactosidacion secuencial, utilizando galactosiltransferasa
bovina seguido de sialilacion con TcTS y pNPNeu5Ac como sustrato donor. Un
andlisis del contenido de acido sialico mostré un 35 % de transferencia (Nishimura et
al., 1994). Thiem y colaboradores usaron pNPNeu5Ac y MUNeu5Ac para estudios de
TcTS (Neubacher et al, 2005 y 2006) para lo cual sialilaron varios derivados de
lactosa (1-4), con rendimientos en el rango de 30-60 % (Esquema 1-5). También se
sialilaron derivados de Galp(p1—3)-Gal (5-8) pero con bajo rendimiento (Esquema 1-
6). De esta manera se prepar6 el antigeno asociado a tumor Neu5Ac(a2—3)-

Galp(p1—3)-GalpNAc(a1—3)-treonina (S5) y su analogo conteniendo serina (S6).

Un analisis acerca de la influencia de los grupos hidroxilos en el anillo de
galactosa aceptora mostrd que tanto el 2- o0 6- desoxi, o incuso el reemplazo de B-Gal
por B-Ara, no afectaba la reaccién, aunque se obtuvo menor rendimiento (30 %)

cuando se utilizé el disacarido conteniendo fucosa (Kroger et al., 2006).

OH__oH OH pNPNeusAc  p-NP
0 o)
HO&/O&& NP
OH R, Trans-sialidasa
Compuesto R R2 Producto  Rendimiento (%)
1 SPh N3 S1 32
2 OH OH S2 49
3 OAll OH S3 61
4 OMe NHAc S4 42
Esquema 1-5
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OH_on  OH_-OH MUNeuSAc MU OH _OH
o) o) \ f
HO&/O%RG’ o%%

OH R{R, Trans-sialidasa R.R

12
Compuesto R, R2 Rs Producto  Rendimiento (%)

5 NHAc Thr H S5 25

6 NHAc Ser H S6 22

7 H OMe H S7 16

8 N3 H OAIl S8 31

Esquema 1-6

[1l. Donores de acido sialico modificados

Uno de los primeros trabajos acerca de la especificidad como donores de
sustratos no-naturales describe la transferencia usando derivados de MUNeuSAc,
lactosa como sustrato aceptor y TcTS nativa (Lee et al., 1994). Se prepararon
derivados de C-7 MUNeu5Ac, por oxidacion con periodato de la MUNeu5Ac, y luego
acoplando por aminacion reductiva el aldehido obtenido en C-7 con distintas aminas
primarias. La reaccién de TcTS de los compuestos obtenidos (Figura 1-7, 9-17) y
analizados por HPAEC-PAD mostraron que solo los compuestos 10, 11 y 16 actuaron
como donores pero con rendimiento bajo si se los compara con MUNeu5Ac (~50 % de
transferencia). También se ha sialilado con TcTS r, N-oligosacéridos liberados de
glicoproteinas y derivatizados con 2-aminopiridina usando MUNeu5Ac como donor
aunque no se dieron datos respecto a rendimientos en la reaccion (Takahashi et al.,
1995).
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RHN COOH
AcHN 2 0o O °
HO _
CH,
Compuesto R
9 H
10 PhCH,
11 MeOPhCH;
12 PhCH,0
13 NH,(CHy)
14 Dansil-NH-(CH,)
15 Dansil-NH
16 CF;CO
17 CF3CONH(CHy,),

Figura 1-7 Trans-sialilacion usando MUNeu5Ac derivados, preparados por

oxidacion con periodato seguido de una aminacién reductiva con varias aminas

primarias.

Trabajos mas recientes mostraron que los analogos C-7 o C-8 de pNPNeu5Ac

obtenidos por oxidacién con periodato del p-nitrofenil a-sialésido, resultaron donores

eficientes para la sialilacion del metil B-lactésido, indicando que no es fundamental la

presencia de la cadena exociclica para la reaccion enzimatica (Neubacher et al.,

2006). También se analizaron donores de acidos sialicos N-acil modificados (18-23),

usando Galp(p1—6)-aGlc-OMe como aceptor; cuando el sustituyente era de mayor

tamano que el propanoil no funcionaban como donores (Esquema 1-7) (Schroven et

al., 2007).
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HO
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R0 OHoch, p-NP 2

OH
OH o
COOH \ / O OH oy
o HOw ()
Ho:m o) o > HN 2 o&/o
eS| TR
1 o
o) HO v

NO,

Compuesto R, Ro Rendimiento (%)
18 CH; H 80
19 CH; C.H;O 78
20 CoHs H 32
21 CsHq4 H 0
22 CH(CHa)2 H 0
23 CH,OH H 60
Esquema 1-7

Inhibidores de TcTS

La TcTS tiene uno de los requerimientos principales para ser blanco
quimioterapéutico: es una enzima especifica del parasito sin equivalentes en el
mamifero hospedador. De acuerdo a la estructura en 3D de la enzima, los inhibidores
pueden ser dirigidos hacia el sitio especifico del acido sialico y/o al sitio especifico

para la B-Galp aceptora.

l. Compuestos estudiados como inhibidores del sitio
especifico del acido sialico.

Withers y colaboradores sintetizaron inhibidores covalentes (24-29) (Watts et
al., 2003; Buchini et al., 2008). Como ya se menciono, el uso del 3-F-sialil fluoruro 24
como sustrato donor permitié identificar el mecanismo covalente de la TcTS. El

compuesto 24 inactiva completamente la enzima, aunque se requieren
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concentraciones mayores a 20 mM, y por otro lado cuando se quita el exceso, la
enzima recupera su actividad. Como la estructura 3 D mostr6 que el sitio donor es mas
espacioso e hidrofébico que el de sialidasas humanas, se sintetizaron derivados en el
C-9 del compuesto 24 por un método quimioenzimatico y se probaron como
inhibidores (Figura 1-8). La inhibicion se analizé con &cido trifluorometilumbeliferil
sidlico midiendo la actividad hidrolasa. Sin embargo, los autores consideraron que el
sitio para la transferencia es el mismo y extrapolaron los resultados para la actividad
de trans-sialidasa. Los valores de inhibicibn de los compuestos analizados se
encontraron del mismo orden de magnitud que para 24, pero en contraste, se
necesitaron mayores concentraciones de lactosa para promover la reactivacion. Los

mejores inhibidores resultaron ser los compuestos 25 y 29.

Ki/kd x 107
Compuesto Ry (min” mM™)
24 OH 8,0
25 Nj 14,0
26 NH2 n.d
o}
27
N 2.9
H
H o}
28 _
N
\[O(\AHJ\EE 3,2
o)
29
SN N 14,0
H
oiNe OH

Figura 1-8 Compuestos analizados como inhibidores de TcTS
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II. Derivados de lactosa como inhibidores competitivos de la
TcTS.

Como otras sialidasas carecen de un sitio aceptor para la B-Galp, inhibidores
de TcTS dirigidos a ese sitio deberian ser mas especificos. La lactosa es normalmente
utilizada para medir la actividad de trans-sialidasa y como unidad aceptora en estudios
cristalograficos. La estructura 3D mostr6 enlaces de hidrogeno mediados por agua, no
solo entre la galactosa y la enzima, sino también con el OH-3 de la unidad glucosa del
extremo reductor (Figura 1-6). Por esta razon, se probaron derivados de lactosa como
sustratos e inhibidores competitivos de la reaccién de TcTS (Figura 1-9, 30-35) (Agusti
et al, 2004). Se obtuvieron datos cuantitativos analizando las reacciones por
cromatografia aniénica de alta resolucion con detector por pulso amperométrico
(HPAEC-PAD). Todos los compuestos resultaron ser buenos aceptores de &cido
si lico transferido desde 3'SL, con excepci n del lactotetrazol 35. El lactitol mostré ser
mejor aceptor que la lactosa y N-acetillactosamina, lo cual indica que la estructura
abierta permite una mayor interaccién entre el sustrato y la enzima. También se
demostrd que cuando el lactitol estaba presente, la transferencia de acido sialico entre
la 3'SL y la N-acetillactosamina, se inhibia un 75 %, mostrando ser el mejor inhibidor
competitivo. El uso de inhibidores para el sitio aceptor permite diferenciar la actividad
hidrolasa de la actividad trans-sialidasa, como responsable de eventos bioldgicos.

COOH
OH OH oy °
O
HO O
mQH
OH
CH,0H
30 Kkl
OH
OH oH Q OH OH_oH CH,OH
O
O
HO&/O HO ©
OH OH

CH,OH
Figura 1-9 Derivados de lactosa analizados como sustratos e inhibidores

competitivos en la reaccion de TcTS.
En el capitulo 4 de esta Tesis se muestran otros ejemplos de inhibidores,

dirigidos al sitio del &cido sialico, al de la B-Galp, o a ambos.
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Evaluacion de sustratos en la reaccion de trans-sialidacion

Para los ensayos de trans-sialidacion (Figura 2-1) se utiliz6 como donor
J’sialillactosa (3'SL) que, dado el alto precio del producto comercial, se obtuvo para
esta tesis, a partir del calostro bovino. Este material, especialmente cuando se colecta
en tiempos cercanos al parto, es una buena fuente de sialooligosacaridos (Veh et al.,
1981), en particular de 3'SL que es el componente mayoritario de los mismos,
segundo por 6’sialil-N-acetillactosamina (6’'SLNAc) y 6’sialillactosa (6’SL), presentes

en proporciones considerablemente menores.

0
Hog&o —
trans-sialidasa

OH §
de T.cruzi

Figura 2-1 Transferencia de cido si lico desde 3’SL hacia glicanos conteniendo -

Galp en el extremo no reductor.

Purificacion de 3’sialillactosa

Para la obtenci n de 3'SL se optimiz el m todo de Veh et al., (1981) segun
Esquema 2-1. La purificacion se siguié por HPAEC-PAD en condicion de elucion 4 y
se obtuvo 3'SL con trazas de 6'SL que no superan el 1 %. De todas maneras los
derivados 6’ sustitu dos no interfieren en la reaccién pues no son donores de acido
sidlico y se diferencian en el analisis cromatografico de los productos de trans-
sialidacion. Por otra parte, en todos los ensayos comparativos se utilizd la 3'SL
proveniente de la misma partida.

Se utilizé la enzima TcTS recombinante (Agusti et al., 2004) proporcionada por
el laboratorio del Dr. Frasch (UNSAM). Los productos sialilados se cuantificaron por
HPAEC-PAD, condicién de elucién 4, como se indica en la parte experimental.
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Calostro bovino, 0,5 L - Centrifugacion 6000 rpm, 30 min.
]

v v

Acuosa Proteinas y grasas.
4

Concentracion por liofilizacion al 50%

Extraccion con cloroformo: metanol
(2:1)(1L)

4
Centrifugacion aI6000 rpm, 30 min

v v

Acuosa Cloroformica

4
Concentracion

g
Etanol hasta solucién del 68 % y 0°C O.N
1

v

Precipitado: lactosa Sobrenadante: Azicares neutros y acidos
4

Columna de intercambio anidnico, elucion con 500 mL de agua 'y
luego gradiente desde 200 hasta 500 mM de Acetato de Piridina
1

v v

Agua: Azucares neutros Acetato de piridina: Azucares acidos

Analisis de las fracciones
por HPAEC-PAD

o)

OH
T~ OH_oH
HO' 0 o}
0 o
HN H&»OH
HO OH OH

Rend: 40 mg de 3’SL puro Precio comercial: 1 mg aprox 300 USD

O
c

H
A

Esquema 2-1. Purificaci n de 3'SL a partir del calostro bovino.
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Sialilacion de oligosacaridos sintéticos de mucinas: cinética de
reaccion y de inhibicion de la trans-sialidacion.

En nuestro laboratorio se habian sintetizado oligosacaridos de las mucinas
aisladas de cepas de T.cruzi pertenecientes al grupo | conteniendo de 2 a 6 unidades
de azucares (Figura 1-3) (Gallo-Rodriguez et al., 1996 y 1998; Mendoza et al., 2006;
Mendoza, Tesis 2009); Kashiwagi et al., 2012).

Separacion de los oligosacaridos alditoles de mucinas de T.
cruzi por HPAEC-PAD.

Los oligosacaridos de las mucinas se obtienen como alditoles mediante una
reaccion de B-eliminacion reductiva. El perfil obtenido en el analisis por HPAEC-PAD
permitiria conocer el origen, selvatico o doméstico, de la cepa de T. cruzi, por la
presencia o ausencia de Galf.

En la Figura 2-2 se muestra el andlisis de los compuestos alditoles sintetizados
(370l - 430l, Figura 2-3), incluyendo el disacarido Galp(p1—6)-GlcNAcol (360l) y el
trisacarido Galp(B1—2)[Galp(p1—3)]-Galol (390l), utilizando una columna CarboPac
PA-20 en condiciones isocraticas. Los compuestos se pudieron resolver perfectamente
en menos de 30 minutos y se observaron algunos tiempos de retencion inesperados.
El pentasacéarido 410l se diferencia estructuralmente del tetrasacarido 400l en que el
primero contiene una Galp externa adicional y sin embargo present6 un tiempo de
retencion menor que el alditol 400l en las condiciones utilizadas. Este mismo
comportamiento se observo con el hexasacarido hexaGalp 43ol, que sale antes que el
tetrasacarido 40o0l, aunque después que el pentasacarido 41ol. Esto podria ser
resultado de la combinacién de dos factores, la estructura mas ramificada y
comprimida y la menor proporcion de Galf en el pentasacarido 41ol y hexaGalp 430l
comparados con la del tetrasacarido 400l. En cambio, el hexaGalf 420l que contiene
dos unidades de Galf siendo una de ellas externa, sale mas tarde que el tetrasacéarido
400l. Se habia observado que la presencia de Galf retarda la elucion de oliosacaridos
respecto a analogos con Galp en un sistema de intercambio aniénico (Salto et al.,
2000). Esto también resulta evidente cuando se comparan los tiempos de retencién de
los dos tipos de trisacaridos ramificados, 38ol, que conteniene Galf, y 390l sin Galf.
Comparando los dos trisacaridos que contienen Galf 370l y 380l se observa que el

29



Resultados y discusion Capitulo 2

PAD response

38ol, que presenta una estructura ramificada conteniendo una Galf externa, eluye mas

tarde que el analogo lineal 370l que contiene una Galfinterna.

300

- 360l 3901 370l 38ol 410l 400l
wi oW} } }
200—3
100—:
] 430l 420l
m}\d v |
-20_-....,....,.‘..,....,....,....r“i"
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

min
Figura 2-2 Cromatografia por HPAEC-PAD, CarboPac PA-20 eluida con 80 mM de
NaOH (condicion 1 de elucién) de una mezcla de los oligosacéridos alditoles
quimicamente sintetizados. Se marcan las posiciones de 420l y 430l que fueron

analizadas respecto de 40 ol y 41 ol en otra cromatografia.

Resultados comparables para los tiempos de retencion relativos se obtuvieron
para los derivados sialilados producto de la reaccion con TcTS, con algunas
excepciones (Tabla 2-1).

Estudio del comportamiento de los oligosacaridos sintéticos como
aceptores de acido sialico en la reaccion de trans-sialidasa.

Como ya se mencioné los parasitos pertenecientes a las cepas del grupo DTU |
son menos infectivos que los que pertenecen a otros grupos (por ejemplo DTU Il) y se
caracterizan por la presencia de Galf, ademas de Galp, como extremos terminales no
reductores. Dado que solo la galactosa en configuracion piranésica es aceptora de
acido sialico y la sialilacion estaria relacionada con la infectividad se plante6 la
hipbtesis de que la presencia de Galf podria interferir la sialilacion de las mucinas.

En este capitulo se describen los resultados de los estudios cinéticos en la
reaccion de sialilacion de los oligosacaridos (36-41, Figura 2-3) (los hexasacaridos no
fueron analizados en su forma libre). El valor de Km para el disacarido Galp(31—6)-

GIcNAc (43) también fue estudiado para comparacién. En un trabajo previo se habia
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demostrado que el lactitol es un mejor aceptor de &cido sialico que la lactosa y la N-
acetillactosamina y es un buen inhibidor en la reaccion de trans-sialidasa (Agusti et al.,
2004) por lo cual también fueron calculados los Km aparentes de los azlcares
alditoles (360l-430l, Figura 2-3) y los bencil glicésidos (36Bn-43Bn, Figura 2-3).
Estos oligosacaridos también fueron ensayados como inhibidores competitivos de la
reaccion de transferencia de cido si lico desde la 3’sialillactosa (3’SL) hacia el
sustrato aceptor convencional N-acetillactosamina. Las reacciones fueron analizadas
por HPAEC-PAD bajo dos condiciones diferentes (Tabla 2-1).
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OH OH OH OH OH OH
o o Q o]
OH
OHOH oH O o o OH OH o o o
o OHO HO 0 OH Ho
HO AcHN L HO ACHN  5gn
OH o OH g: onr®
fo) ~OH
HO
OH
oi Hexa Galf Bn (42 Bn) Hexa Galp Bn (43 Bn)
Di 36 Galp(p1->6)GIcNAc
36 ol Galp(B1-6)GlcNAcol
36 Bn  Galp(B1->6)GIcNACOBn
Tri-l 37 Galp(p1—>2)Galf(1—4)GlcNAc

37 ol Galp(p1—>2)Galf(31—4)GlcNAcol
37 Bn  Galp(B1-2)Galf(B1—4)GIcNAcOBn

Tri-r 38 Galp(B1-6)[Galf(B1—-4)]GIcNAc
38 ol Galp(B1—6)[Galf(B1—-4)]GIcNAcol
38 Bn  Galp(B1-6)[Galf(B1—-4)]GIcCNAcOBn

Tri Galp 39 Galp(B1—-2)[Galp(p1—3)]Gal
39 ol Galp(B1->2)[Galp(B1—>3)]Galol
39 Bn  Galp(B1-2)[Galp(B1—3)]GalOBn

Tetra 40 Galp(p1-3)Galp(p1-6)[Galf(p1—>4)]GIcNAc
40 ol Galp(B1-3)Galp(p1-6)[Galf(B1—>4)]GIcNAcol
40 Bn  Galp(p1—-3)Galp(p1—-6)[Galf(B1—-4)]GIcCNAcOBN
Penta 41 Galp(B1—>2)[Galp(B1—>3)]Galp(p1-6)[(Galf(B1—-4)]GIcNAc

410l  Galp(p1->2)[Galp(B1-3)]Galp(31-6)[(Gal(B1-4)]GIcNAcol
41Bn  Galp(B1->2)[Galp(B1->3)]Galp(B1-6)[(Gal{31->4)]GIcNACOBn

HexaGalf 420l  Galp(p1-2)[Galp(31-3)]Galp(p1-6)[(Galf(p1->2)Galf(B1->4)]GIcNAcol
42Bn  Galp(p1->2)[Galp(B1->3)]Galp(B1->6)[(Gal (B1->2)Gal(31->4)]GIcNACOBn

HexaGalp 43 ol Galp(p1->2)[Galp(p1—-3)]Galp(B1—-6)[(Galp(f1—-2)Galf(1—-4)]GIcNAcol
43 Bn  Galp(p1-2)[Galp(B1—-3)]Galp(B1-6)[(Galp(B1—-2)Galf(31-4)]GIcNAcOBn

Figura 2-3 Estructuras y abreviaturas de los oligosacaridos, alditoles y bencil

glicésidos analizados en este trabajo.
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En la mayoria de los casos, la reaccién de transferencia resultd rapida y
alcanzé el equilibrio luego de 15 minutos, excepto para los derivados de hexaGalp
430l y 43Bn que mostraron una cinética diferente debido a la obtencién de méas de un
producto monosialilado (ver seccion posterior en este capitulo). En la tabla 2-1 se
registran los tiempos de retencién relativos a la 3'SL de todos los oligosacaridos
sialilados obtenidos en la reaccion de TcTS. Como se esperaba, todos los alditoles y
los bencil glicsidos sialilados resultaron menos retenidos que los oligosacaridos libres
sialilados. De los tres trisacaridos sialilados, aquel que contiene solo Galp (StriGalp
(839): NeuSAc(a2—3)-Galp(p1—2)-[Galp(B1—3)]-Galp) eluy6é antes que los otros dos
que contienen Galf (Stri-l (837): Neu5Ac(a2—3)-Galp(p1—>2)-Galf(p1—4)-GIcNAc) vy
Stri-r  (838): NeuS5Ac(a2—3)-Galp(p1—6)-[Galf(1—4)]-GIlcNAc). A su vez, los
derivados sialilados del tri-r 38 que contienen una Galf externa eluyeron a tiempos de
retencién mayores que aquellos derivados sialilados del tri-l 37 que contiene una Galf
interna, con excepcién del alditol 380l sialilado bajo la condicién 2 de elucion. Es
interesante que una posterior ramificacion del tetrasacarido 40 para dar el
pentasacarido 41, causara una disminucion en los tiempos de retencién para todos sus
derivados sialilados en ambas condiciones de elucion. La adicion de otra unidad de
Galp para dar los hexaGalp 43 no modificaba significativamente los tiempos de
retencién de los derivados monosialilados respecto de los tiempos de los derivados
sialilados del pentasacéridos 41.

Para los dos hexasacaridos isomeros la sialilacién se estudié solo para sus
alditoles (420l-430l) y sus bencil glicésidos (42Bn-43Bn). Como puede observarse
para el caso de los derivados del hexasacarido que contiene 3 Galp externas, se
pudieron detectar 3 compuestos sialilados, lo cual se discutira mas adelante. Como
era de esperar, los tiempos de retencién de los derivados sialilados del hexaGalf son
bastante mayores que los del hexaGalp en las condiciones utilizadas. Los mayores
tiempos de retencion para el ultimo caso (430l y 43 Bn) corresponden a derivados
disialilados.
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Tabla 2-1 Tiempos de retenci n relativos a 3'SL (tr= 7,8-8,3 min (condicién 2) y 13,6-

14,3 min (condicion 3)), de los oligosacaridos sintéticos sialilados de mucinas de T.

cruzi en HPAEC-PAD bajo 2 condiciones diferentes.

Compuesto Tiempos de retencion

Condicion 2 Condicion 3

Di S36 0,95 0,94

$36 ol 0,45 0,50

$36 Bn 0,55 0,58

Tri-l 837 2,94 1,39

S37 ol 1,26 0,92

S$37 Bn 1,13 0,90

Tri-r S38 3,71 1,55

S38 ol 0,88 0,94

S$38 Bn 1,55 1,07

TriGalp $39 1,34 1,10

S39 ol 0,54 0,60

S$39Bn 0,72 0,75

Tetra S40 3,91 1,65

$40 ol 2,29 1,15

$40 Bn 2,46 1,20

Penta S41 2,95 1,39

S$41 ol 0,81 0,97

S$41 Bn 0,87 0,95

HexaGalf $42 ol 2,91 1,31

$42 Bn 2,73 1,33
HexaGalp S43 ol 0,71,0,78, 1,89 0,94, 0,96, 1,49
$43 Bn 0,68, 0,74, 2,02 0,89,0,91,1,49
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Con el fin de cuantificar la afinidad relativa de la TcTS hacia los sustratos
estimamos el Km aparente para cada oligosacarido aceptor (Tabla 2-2). Galp(f1—6)-
GlcNAcol  (360l), Galp(p1—2)-Galf(1—4)-GlcNAcol (370l) y Galp(p1—>6)-
[Galf(B1—4)]-GIcNAol (38ol) presentaron valores de Km similares dentro del mismo
rango que el lactitol (0,05mM) e incluso mejores que triGalp 390l que no tiene Galf. En
la Figura 2-4 se ejemplifica el analisis realizado. El grado de reaccién enzimatica se
analiz6 midiendo por HPAEC-PAD la cantidad de producto sialilado que se obtuvo en
15 minutos de reacci n, cuando se incubo 1 mM de 3’SL, distintas concentraciones del
oligosacarido a analizar y 300 ng de enzima. Luego se determinaron los Km
graficamente por el método de Lineweaver-Burk.

018 - Km: 0,27 mM

0,16 -
0,14 -
0,12 -
01 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
002 Trid 21

0 T T T T T 1
0 02 04 0,6 08 1 1,2
Tri-l 2 (mM)

Actividad -1

Actividad (nmoles/min)

Figura 2-4 Constante de Michaelis-Menten para el Tri-l 37. Diferentes
concentraciones de sustrato se incubaron con TcTS y 1 mM de 3'SL y se analizaron
por HPAEC-PAD. Los valores de Km aparentes fueron calculados por los graficos de

Lineweaver-Burk

Estos resultados mostraron que la presencia de Galf tanto interna como
externa, no interfiri6 con la reaccion. Estos compuestos también mostraron una alta
eficiencia catalitica determinada por el valor relativo de Vmax/Km. El tetrasacéarido
alditol 400l, pentasacérido alditol 410l, y los hexasacaridos alditoles hexaGalf 420l y
hexaGalp 43ol, también conteniendo Galf externa o interna, resultaron ser aceptores
mas débiles que los alditoles mas pequefios.
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Tabla 2-2 Parametros cinéticos en la reaccién de TcTS de los oligosacaridos de las

mucinas.
Compuesto Km V max - Relativae Relative ICso
(mM) (nmoles/mg.min) Vmax Vmax/Km (mM)
Di 36 0,17 £ 0,03 0,409 + 0,031 1 5,88 2,22+ 0,17
370l 0,08 £ 0,02 0,077 + 0,005 0,19 2,35 0,98 + 0,03
38Bn 0,05 + 0,01 0,132 £ 0,047 0,32 6,46 1,11 + 0,01
Tri-l 37 0,27 £ 0,01 0,217 £ 0,006 0,53 1,96 4,43 + 0,15
370l 0,09 + 0,01 0,260 + 0,024 0,64 7,07 1,67 £ 0,09
37Bn 0,31 £ 0,03 0,225 + 0,001 0,55 4,23 0,85 + 0,01
Tri-br 38 0,15+ 0,01 0,091 + 0,003 0,22 1,48 1,33 +£0,12
380l 0,08 + 0,01 0,476 + 0,020 1,16 14,56 0,94 +0,10
38Bn 0,15+ 0,02 0,009 + 0,001 0,02 0,15 0,86 + 0,08
TriGalp 39 0,08 + 0,01 0,121 + 0,001 0,30 3,71 0,86 + 0,03
390l 0,25 + 0,03 0,129 + 0,008 0,31 1,26 0,93 + 0,01
39Bn 0,17 £ 0,01 0,089 + 0,070 0,22 1,28 1,13 £0,05
Tetra 40 2,35+ 0,50 0,223 £ 0,017 0,55 0,23 0,76 + 0,08
400l 0,18 £ 0,01 0,084 + 0,007 0,21 1,14 1,26 £ 0,12
40Bn 1,07 £ 0,05 0,055 + 0,003 0,13 0,13 1,14 £ 0,10
Penta 41 0,17 £ 0,01 0,070 + 0,003 0,17 1,01 0,85 + 0,07
410l 0,82 + 0,05 0,146 + 0,001 0,36 0,44 0,61 + 0,02
41Bn 0,10 £ 0,01 0,071 + 0,003 0,17 1,73 0,70 + 0,03
HexaGalf 420l 0,32 £ 0,21 0,058 + 0,014 0,14 0,43 0,49 + 0,05
42Bn 0,12 £ 0,01 0,251 + 0,002 0,61 5,12 0,34 £ 0,09
HexaGalp 430l 0,46 + 0,06 0,501 + 0,098 1,22 2,66 n.d
43Bn 0,40 + 0,01 0,969 + 0,034 2,34 5,85 nd
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Estudios del comportamiento de los oligosacaridos sintéticos como
inhibidores de la sialilacion de N-acetillactosamina en la reaccion de
la trans-sialidasa.

Se estudid la inhibicion de la sialilacién del sustrato natural N-acetillactosamina
en presencia de los oligosacaridos sintéticos y sus derivados (Tabla 2-2). Todos los
compuestos resultaron ser inhibidores débiles con valores de ICs, entre 0,34 y 4,43
mM siendo el mejor el hexaGalf 42, tanto el alditol como el bencilado. También el
pentasacarido 41 y derivados mostraron valores de ICsy del mismo orden. Este
oligosacérido es el mas abundante en las mucinas del parasito en las formas
epimastigote y metaciclico (Acosta Serrano et al., 1995). Al igual que lo indicado
anteriormente, no se pudo observar correlacién entre los valores de inhibicion

mostrados y la presencia de Galf.

Trans-sialilacion de  bencil p-D-galactopiranosil-(1—2)-[S-D-
galactopiranosil-(1—»3)]-p-D-galactopiranosil-(1—6)-[f-D-galacto-
furanosil-(1-»2)-p-D-galactofuranosil-(1—»4)]-2-acetamido-2-desoxi-ca-

D-glucopirandsido (42 Bn) y caracterizacion del producto obtenido.

En nuestro laboratorio se habia demostrado la sialilacion selectiva del
trisacarido bencilado triGalp (39Bn) (Agusti et al., 2005). Este trisacarido presenta dos
unidades B-D-Galp aceptoras de acido sialico y se habia demostrado que la sialilacién
ocurria en la unidad p-D-Galp(1—3) menos impedida (Esquema 2-2). En cambio
cuando se utilizaba el trisacarido 39ol, este podia sialilarse en una u otra unidad y esto
podria deberse a que al tener el extremo abierto, la conformacion zig-zag adoptada
permite que ambas unidades se encuentren menos impedidas y disponibles para TcTS
(Esquema 2-3).

OH OH HO o
on:) OH OH c©” OH oy OH (on
O _ . .
HO o OBn trans-sialidasa_ How o o o
AcHN © o) OBn
OH 0
OH oy OH 0
3'SL Lactosa OH on
2 o}
HO HO
O 39Bn $39 Bn OH

Esquema 2-2
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Por otro lado, el pentasacarido 41 Bn, que tiene triGalp como unidad terminal,
también di6 un Unico producto sialilado como resultado de la reaccién con TcTS,
aceptando acido sidlico en la unidad menos impedida B-D-Galp(1—3) (Mendoza et al.,
2006) (Esquema 2-4).

HO OH
oH OH o°

OH OH cf on OH OH__oH
H‘;“JiJL
o AcHN
trans-sialidasa
oH’ OH 0 ﬁ oH’ OH 0
Q OH o Q OH
HO AcHN ogn  3'SL Lactosa HO AcHN OBn

OH
OH OH orPH

OH OH
41Bn S41Bn

Esquema 2-4

Con el fin de determinar si el sitio de union de &acido siélico en el hexasacarido
hexaGalf coincidia con el sitio observado para el caso del trisacérido triGalp 39 Bn y el
del pentasacarido 41 Bn, se llevd a cabo la reaccién de sialilacién preparativa,
empleando como sustrato aceptor el bencil glicosido de hexaGalf 42 Bn sintetizado
por Kashiwagi (Kashiwagi et al., 2012). En este caso tambi n se utilizo 3'SL como
sustrato donor de &cido sidlico (Esquema 2-5).
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Figura 2-5 Analisis de la reacciébn de TcTS usando hexaGalBn 42Bn como
oligosacarido aceptor de acido sialico. Condiciones de elucion 4. a. Control sin enzima.
b. con TcTS.
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Se eligié el compuesto bencilado pues la presencia de la aglicona hidrofébica
facilita la purificacion y por otro lado fija la configuracién del extremo reductor. La
reaccion, analizada por HPAEC-PAD, mostré la obtencion de un anico producto de
sialilacion (Figura 2-5) y no se evidenci6 producto disialilado. El producto de reaccién
se purificd con resina AG1X2 (forma acetato) y el bencil hexaGalf sialilado S42 Bn se
eluyé con buffer de acetato de piridinio 200 mM, pH 5,0. Por evaporacion de solvente
se obtuvo S42 Bn el cual se caracterizd6 por espectrometria de masa y por
espectroscopia RMN mono y bidimensional.

El peso molecular obtenido por espectrometria de masa de alta resolucién
(ESI-TOF), confirmé que ShexaGalf Bn era el producto de monosialilacion, por el valor
de m/z del pico que correspondia a [M + Na]": 1435,4804. También se observaron los
picos correspondientes a [M + Na - Galf]", [M - Galf - OBn]* y [M + Na - Galf - S]* a
1273,4354; 1144,3876 y 982,3339 respectivamente.

El espectro de RMN 'H de ShexaGalf Bn (Figura 2-6) mostrd, entre otros picos,
las senales correspondientes a los protones anomeéricos a & 5,47 ppm (H-1B), & 5,24
ppm (H-1C), & 4,96 ppm (H-1A), & 4,85 ppm (H-1E), 6 4,71 ppm (H-1F) y & 4,54 ppm
(H-1D), valores similares al del hexaGalf Bn sin sialilar caracterizado recientemente
(Kashiwagi et al, 2012), difiriendo en la senal correspondiente al H-1F que aparecia a
34,66 ppm en el hexasacarido y se desplazé hacia campos mas bajos (5 4,71 ppm)
como resultado de la sialilacién. Conjuntamente se observaron dos senales
diagnosticas que indicaban la presencia de una Unica unidad de acido sidlico: el
triplete a 6 1,81 ppm (H-3 axial) con J=12,1 Hz y el doble doblete a 42,76 ppm con
Jsz= 12,4 Hz y J34= 4,6 Hz (H-3 ecuatorial) caracteristicos del grupo desoxi en C-3,
ambas integrando para 1 H. Por otro lado, la presencia del singulete a 6 2,02 ppm que
integraba para 3 H correspondiente al acetamido del C-5 del acido sidlico también

confirmé la monosialilacion.
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Figura 2-6 Espectro de RMN 'H para ShexaGalf Bn.

La selectividad de la transferencia de &cido sialico hacia la unidad Galp menos
impedida se determind por experimentos de RMN bidimensionales (COSY, TOCSY y
HSQC). Estos mostraron como el H-3 de la unidad F, se desplazé desde & 3,68-3,59
ppm (Kashiwashi et al, 2012) hacia 44,09 ppm con valores de constantes de
acoplamiento tipicas (J.3= 8 Hz y J;4= 3,4 Hz) como resultado de la sialilacién en esa
posicion. Asimismo, este H-3 F de la unidad sialilada correlacioné en el espectro de
TOCSY con la senal del H-1 Fy H-2 F a 83,64 ppm (Figura 2-7). Estos
desplazamientos son similares a los encontrados por Agusti et al, para el
pentasacarido 41 Bn sialilado (Agusti et al., 2005).

Se demostrd asi que al igual que lo observado para el trisacarido bencilado
triGalp 39 Bn y para el pentasacarido bencilado 41 Bn, el sitio de sialilacion es el C-3
de la unidad B-D-Galp(1—3), que se encontraria menos impedida y, por lo tanto, mas

accesible al sitio de reconocimiento de la TcTS.

Por extensién se puede concluir que la sialilacién del hexasacéarido hexaGalfBn
42 Bn es selectiva y como producto solo se obtendria el compuesto monosialilado.
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Figura 2-7 Fragmento del espectro TOCSY de ShexaGalBn S42 Bn. Las
correlaciones entre protones correspondientes a la unidad Galp aceptora que se
desplazaron luego de la reaccién de sialilacion aparecen recuadradas.

Andlisis del bencil p-D-galactopiranosil-(1—2)-[p-D-galactopiranosil-
(1->3)]-p-D-galactopiranosil-(1—-»6)-[p-D-galactopiranosil-(1—2)-£-D-
galactofuranosil-(1-»4)]-2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopirandsido (43Bn)
y p-D-galactopiranosil-(1—2)-[p-D-galactopiranosil-(1—3)]-p-D-galacto-
piranosil-(1-6)-[p-D-galactopiranosil-(1—2)-p-D-galactofuranosil(1—4)]-2-
acetamido-2-desoxi-a-D-glucitol (430l) como aceptores de acido sialico en
la reaccion catalizada por TcTS.

El hexasacarido hexaGalp (43) contiene el trisacarido triGalp (39):
Galp(p1—2)[Galp(B1—3)]-Galp unido (B1—6) al trisacarido lineal bencilado 37 Bn:

Galp(p1—2)-Galf(p1—4)-GIcNAcOBn, ambos buenos sustratos aceptores de acido
sidlico en la reaccion de TcTS (Tabla 2-2). Teniendo en cuenta esta informacién, se
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previeron dos productos monosialilados y uno disialilado como probables productos de
sialilaciéon en la reaccion de TcTS. Dentro de los monosialilados podemos encontrar
uno en el cual una unidad de acido sidlico se une selectivamente a la Galp externa
menos impedida del extremo triGalp, y otro en el cual el acido sidlico se une al
extremo Galp externo que se encuentra unido (B1—2) a Galf (Esquema 2-6). El
producto disialilado seria aquel que tenga una unidad de &cido sialico en las unidades
mas expuestas de Galp.

Con el fin de determinar si la propuesta era correcta se llevé a cabo la reaccion
de sialilacion utilizando los hexaGalp 430l y 43Bn sintetizados por Mendoza
(Mendoza, Tesis 2009) como sustratos aceptores, 3"SL como donor de &cido sialico y
la TcTS recombinante. Se hicieron varias incubaciones de prueba utilizando diferentes
relaci nes de 3’'SL: hexasacarido y en ambos casos se observéd que si la relacion era
1:1 (mM), en 15 minutos de reaccion solo se obtenia un producto monosialilado (tr
S430l: 10,10 minutos y tr S43Bn: 10,11 minutos). Decidimos probar a distintos
tiempos (30, 45, 60, 90 y 120 minutos) y el resultado fue el mismo. Luego se utilizé
una relaci n 1: 0,5 (3'SL: hexasacarido) (mM) para ver si utilizando un exceso de
sustrato donor se podia observar la presencia de producto disialilado. Se monitoreé a
los 15 minutos de reaccién y se observo, para el caso de 43 Bn, la aparicion de un
producto mayoritario con tiempo de retencidn igual al observado anteriormente (10,11
minutos) junto con dos compuesto minoritarios a tr: 10,58 minutos, que por la similitud
de los tiempos de retencidon consideramos que se trataba del otro compuesto
monosialilado, y otro a tr: 20,05 minutos, que debido a su mayor tiempo de retencidén
consideramos que se trataba del producto disialilado. También se observd la
correspondiente disminuci n del pico de 3’SL (tr: 12,58 minutos) y el aumento en el
pico de la lactosa (tr: 3 min). El sustrato aceptor presenta tr: 3,5 minutos (Figuras 2-8
a-b).
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También probamos a distintos tiempos con incubaciones independientes para
ver si la proporcion de los mismos variaba con el tiempo de reaccién (Figura 2-8 c-e).
Como podemos observar a los 30 minutos de incubacion, la proporcién del
S;hexaGalp S:43Bn disminuye a medida que el S;hexaGalp S:43Bn aumenta,
mientras que al mismo tiempo disminuye el pico de 3'SL y aumenta el cido si lico
libre (S). Se observa que este comportamiento continta por 90 minutos (Figura 2-8 d)
y luego de 2 horas de reaccion se invierte la relacion $;43Bn:S,43Bn al mismo tiempo
que disminuye considerablemente la proporci n de 3'SL y no aumenta el compuesto
disialilado. La proporcién de acido sidlico es aun mayor (Figura 2-8 e).
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También puede observarse que la proporcidbn de los compuestos que
impurifican la 3'SL (tr: 5,0 y 11,2 minutos), al no ser sustratos de la TcTS, aumentan

con el tiempo, con respecto de la 3'SL.

Para el caso del hexasacarido 430l se observo un patron de sialilacién similar.
Luego de 15 minutos de reaccion se observd la presencia de un producto
monosialilado con el mismo tiempo de retencion del S43ol (ir: 10,10 minutos) obtenido
para la incubacion con relacion 1:1 a 15 minutos de reaccion. También se observaron
dos compuesto minoritarios a tr: 10,57 minutos y otro a tr: 18,93 minutos que, al igual
que para el caso del 43Bn, por la similitud de los tiempos de retencién consideramos
que se trataba del otro compuesto monosialilado, y el producto disialilado el de mayor
tiempo de retencién. (Figura 2-9 a - b)

60.0 = bco ED_1
n
] J3'SL a
50,0
40,0;
30.0;
20.0;
10.0; S
| L e~
1 R AN E—
7 .
5.0 T T T : . . . , . min|
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0
60.0 o .15 ED_1
n
50,0+ s143\0I
40.0;
J'SL
30,0+
20.0;
] S 430
00 JL Jk d / 2843 ol
T M/Mg/\fﬁ
] U o _
-1.0+ T T T T T T T T T i
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0

Figura 2-9 HPAEC-PAD de la reaccion de sialilacién de 43ol: a. blanco de reactivos a
t: 0. b: t: 15 minutos de reaccién con TcTS. Condiciones de elucion 4.
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También probamos a distintos tiempos con incubaciones independientes para
ver si la proporcién de los mismos variaba con el tiempo de reaccién (Figura 2-9 ¢ a
Figura 2-9 e). Al igual que para el caso de 43Bn, a los 30 minutos de incubacién, la
proporcion del S;hexaGalp S1430l disminuyo a medida que el S;hexaGalp S.43o0l
aumenta, mientras que al mismo tiempo disminuye el pico de 3'SL y aumenta el cido
sidlico libre (S). Este comportamiento se observd luego de 2 horas de reaccion y
contrariamente a lo observado para 43Bn, la relacion entre los monosialilados siempre
se mantuvo S:430l > S,430l. Se observa que con el tiempo disminuye
considerablemente la proporci n de 3'SL y no aumenta el compuesto disialilado. La
proporcion de acido sialico también es mayor con el tiempo aunque en menor grado
que para el caso del 43Bn (Figura 2-9 c-e).
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Este comportamiento, para ambos hexasacaridos, nos demuestra que uno de
los compuestos monosialilados se obtiene primero (el de menor tiempo de retencion).
Aparentemente la sintesis e hidrélisis del producto disialilado se mantiene en un
equilibrio dinamico por lo que no varia la proporcion en funcion del tiempo. Si bien los
valores de Km para las unidades componentes son del mismo valor, no podemos
inferir cual Galp se sialilaria primero debido a que el comportamiento de los
trisacaridos que lo constituyen pueden no reflejar el comportamiento que tendrian
cuando estos se encuentran unidos. También se puede observar que el S,430l se
hidroliza a menor velocidad que el S;43Bn, probablemente el hecho de tener el
extremo reductor de cadena abierta le confiere mayor estabilidad. Esto mismo
explicaria la menor proporcion del acido sialico libre encontrado para el 430l respecto
a 43 Bn en la reaccién de trans-sialidacién.

Estudio de la transferencia de N-glicolilneuraminico (Neu5Gc) desde

oligosacaridos hacia sustratos aceptores, mediada por TcTS.

En 1983 se describi6 por primera vez la presencia de los acidos N-
acetilneuraminico (Neu5Ac) y N-glicoliineuraminico (Neu5Gc) en la superficie de T.
cruzi, y se encontr6 que estos acidos sialicos no eran sintetizados por el parasito
(Schauer et al, 1983; Pereira, 1983). Los autores sugirieron que la relacién
Neu5Ac/Neu5Gc obtenida en diferentes cepas reflejaba la composicion del medio de
cultivo. También se demostré6 que la forma tripomastigote obtenida del torrente
sanguineo de ratas contenian principalmente Neu5Gc, y se sugirid que la trans-
sialidasa era la responsable de esta incorporacion (Previato et al., 1990). Se encontr6
en suero de raton que un 98 % del total de &cido sialico correspondia al &cido N-
glicoliineuraminico (Hara et al., 1989). Sin embargo, hasta el momento solo se habia
probado que el Neu5Gc unido a oligosacaridos actuaba como donor en la reaccion de
trans-sialidasa de Trypanosoma congolese. En ese caso se utilizd el sobrenadante del
medio de cultivo de células prociclicas como fuente de la enzima, con un sustrato

marcado como aceptor (Engstler et al., 1995).

En esta tesis mostramos por primera vez la habilidad de la enzima
recombinante TcTS para transferir Neu5Gc desde un trisacarido Neu5Gc(a2—3)-Galp
(B1—R) hacia buenos sustratos aceptores tales como N-acetillactosamina (LNAc),

lactosa (L) o lactitol (Lol).
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Los dos oligosacaridos 44 y 45 fueron proporcionados por Ola Blixt y James

Paulson (USA) a trav s del “Consortium for functional Glycomics”.

Se estudié la transferencia hacia una unidad terminal B-D-Galp usando
Neu5Gc(a2—3)-Gal(p1—4)-Glcp-OCH,CH:N;  (44) 'y  Neub5Gce(a2—3)-Galp(p1—3)-

GIcNAcBO-CH,CH:N; (45) como sustratos donores. La reaccion se ejemplifica en el

Esquema 2-7.
HO OH
HOOC OH OH
OH on:) OH
HOw 0 o
HN OCH,CH,N; _ 1CTS HO o] OCH,CH,N,
~—~ HO by HO
HO” b OH

Lactitol Neu5Gc(a2— 3)Lactitol

OH OH

HOOC OH OH OH OH OH
(0]

Lactitol Neu5Gc(a2—3)Lactitol

Esquema 2-7

El andlisis fue realizado usando HPAEC-PAD, condicién de elucién 4 (Figura
2-10). Los tiempos de retencidon de ambos compuestos donores resultaron similares (tr
44: 18,0 min. y tr 45: 19,7 min.) bien separados del sustrato aceptor y su producto
sialilado en cada caso. COmo se esperaba, la presencia de un OH adicional, en el
sustituyente del acido sialico, incrementa el tiempo de retencion del derivado N-
glicolilado de aquel que contiene el grupo N-acetilo. Por ejemplo, el Neu5GcLactitol
(tr: 22,6 min.) eluye mas de tres veces mas tarde que el Neu5AcLactitol (tr: 6,1 min.).
Para los tres sustratos aceptores, la transferencia desde el trisacarido 44 (50-60%)
resulté mas eficiente que la realizada desde el trisacarido 45 (20-30%) (Figura 2-10).
No se detectd Neu5Gc libre, que eluye a los 26 minutos, lo cual indicé que la TcTS no
presentaba actividad hidrolasa.
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Figura 2-10 Analisis de la transferencia de Neu5Gc desde 44 y 45 hacia

sustratos aceptores por TcTS. a(1-4), sustrato aceptor: Lactitol; b(1-4), sustrato

aceptor: N-acetillactosamina; ¢(1-4), sustrato aceptor: Lactosa. a1-c1: 44 fue incubado

con el sustrato aceptor y TcTS por 15 minutos a 25°C, y las reacciones se analizaron

por HPAEC-PAD, condicion de elucion 4. a2-c2 igual a la anterior pero preicubando la

TcTS con anticuerpos neutralizantes. a3-c3, 45 se incubd en idénticas condiciones

que el donor 44. a3d-c4, 45 y TcTS preincubada con anticuerpos neutralizantes.
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En un estudio comparativo usando Neu5Ac(a2—3) unido a distintos B-D-
galactopiranosil oligosacéaridos se habia demostrado que aquellos azucares en los
cuales la unidad Galp esta unida (B1—4) a GIcNAc resultaron mejores donores de
Neu5Ac que aquellos en los cuales la Galp esta unida (31—3) (Vandekerckhove, F. et
al.,, 1992). Estos resultados son similares a los obtenidos para los oligosacéaridos
conteniendo Neu5Gc. Es de senalar que en el estudio cristalografico (Buchiazzo et al.,
2002) se habia determinado que el OH-3 de la glucosa en la lactosa participa con una
unién puente de hidrégeno en la estabilidad de la TcTS. En el compuesto 45 al estar
dicho oxhidrilo glicosilado no puede participar en la afinidad sustrato-enzima. Por otro
lado, la hidroxilacién del grupo N-acilo del &cido sidlico ofrece la posibilidad de una
interaccion adicional con algun aminoécido convenientemente localizado en TcTS
dando como resultado una mayor afinidad hacia la enzima.de los compuestos

conteniendo Neu5Gc en comparacion con los que contienen Neu5SAc.

Para cuantificar la afinidad del acido N-glicoliineuraminico hacia la enzima se
calcularon valores de Km para 44, 45 y 3’SL utilizando lactitol como sustrato aceptor,
bajo las mismas condiciones de reaccién. Se determino que en las condiciones

utilizadas los Neu5Gc-disacéaridos eran mejores sustratos que la 3'SL (Tabla 2-3).

Tabla 2-3 Valores de Km y Vmax para los compuestos 44, 45 y 3'SL usando lactitol
como sustrato aceptor en la reaccién de TcTS.

Compuesto Km (mM) V max (pmol/ng.min)
44 0,84 0,48
45 1,53 0,33
3’SL 3,21 1,70

Se habia determinado que la neutralizacion de la actividad de TcTS debido a la
accion de anticuerpos (mNtAb) reduce el contenido de &cido sialico en plaquetas
(Tribulatti et al., 2005) y previene el dafno del sistema inmune incluso en modelos
extremadamente virulentos (Risso et al., 2007). Cuando agregamos este anticuerpo a
las incubaciones que contenian Neu5Gc(a2—3)-Galp(1—R) y TcTS recombinante,
previo al agregado de lactosa, lactitol o N-acetillactosamina como aceptores,
observamos que la transferencia resulté casi completamente inhibida (Figuras 2-10
a2-c2, a4-c4). Estos resultados confirmaron que para la transferencia de Neu5Gc es
utilizado el mismo sitio activo que el de Neu5Ac.
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Estudio de la transferencia competitiva de Neu5Gc respecto de
Neu5Ac mediada por TcTS.

Se estudié la competencia de la transferencia de Neu5Gc respecto de la de
NeuS5Ac para los oligosacaridos 44 y 45 incubando con 3'SL, TcTS y N-
acetillactosamina como aceptor, en concentracion 1mM de cada sustrato (Figura 2-
11).

o] a

o] 3sL

s8]

254

o FSLNAC

A I

2:3-0 s'0 10.0 15.0 2d.0 28.0 30.0 m:!‘ o
18

oo b
] 44

™ < Neu5GcL

= psL NeuSGcLNAic l

# 3'SLNAC

R

88— ¢ 45
] Neu5GcL

ysL Neu5GcLNAC !

> ¥SLNAC ,/qub\’w

13—; J\ L;

100'0. T s T T T Ao T T T Tade T T T T2do T T2do T T T Tado T :msllo

Figura 2-11 Transferencia competitiva entre NeuSAc y Neu5Gc por TcTS. La
3’'SL fue incubada con N-acetillactosamina como sustrato aceptor, TcTS (a), en
presencia de 44 (b) y en presencia de 45 (c). Luego se analizaron por HPAEC-PAD,

condicion de elucioén 4.
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El pico con tr: 8,40 minutos corresponde al Neu5Ac libre presente en la
muestra de 3'SL y no interfiere con el experimento. Se pudo observar que la
transferencia de Neu5Ac desde 3’SL hacia N-acetillactosamina en ausencia de 44 o 45
(a), result6 mayor que cuando 44 (Figura 2-11 b) o 45 (Figura 2-11 c) estaban
presentes. Se observd también en el caso del donor 44 (Figura 2-11 b) que la
formacion de Neu5GcLNAc era mayor que la de 3'SLNAc (Neu5AcLNAc). Ademas, la
lactosa obtenida como producto de la transferencia de Neu5Ac resultdé rdpidamente
utilizada por TcTS como sustrato aceptor para formar Neu5GcLactosa (Figura 2-11 b -
c¢). Para confirmar su identidad se co-cromatografié con Neu5GcLactosa obtenida del

calostro bovino.

Discusion.

Los oligosacaridos O-glicosidicos presentes en las mucinas de T.cruzi pueden
ser modificados con Galf (Previato et al., 1994; Acosta-Serrano et al., 1995; Agrellos et
al., 2003; Jones et al., 2004). Esta modificacion fue encontrada solo en cepas
pertenecientes a DTU | menos infectivo. Debido a que la trans-sialidasa fue
relacionada con la infeccién, resultaba importante estudiar qué efecto tiene la
presencia o ausencia de Galf en la reaccion de la trans-sialidasa. Aunque se habia
demostrado anteriormente que los oligosacaridos alditoles obtenidos de las mucinas
eran aceptores de acido sialico, no se habian descripto hasta el momento datos
cuantitativos. Los resultados expuestos en este capitulo mostraron que la introduccién
de una Galf externa al pasar de Galp(B1—6)-GlcNAcol (360ol) a Galp(p1—6)
[Galf(1—4)]-GIcNAcol (380l) no afecté la sialilacion de la unidad aceptora Galp, asi
como tampoco la presencia de una Galf interna en Galp(1—2)-Galf(p1—4)-GIcNAcol
(370l). Como consecuencia de esto podemos decir que la disminucién en la virulencia
de las cepas pertenecientes al Linaje | no es causada por interferencia de la sialilacion
por la presencia de Galf. Probablemente, la antigenicidad de los glicoconjugados
conteniendo Galf coopere con el sistema inmunolégico del hospedero en la
inactivacion del paréasito (De Arruda et al., 1989). Por otra parte, en este capitulo se
muestran por primera vez los tiempos de elucion respecto a la 3’sialillactosa de los
oligosacaridos sialilados de las mucinas. Para ello se utilizaron dos condiciones
diferentes para el analisis por HPAEC-PAD (Tabla 2-1). También se obtuvieron los
tiempos de retencion de los alditoles neutros quimicamente sintetizados previamente

obtenidos por eliminacién reductiva de las mucinas. Este método es ventajoso debido
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a su sensibilidad para la caracterizacion de los oligosacéridos de las mucinas y por lo
tanto para determinar el origen de la cepa infectante.

Los alditoles analizados en este capitulo mostraron valores de /Cs, del orden
del encontrado para el lactitol. Podriamos concluir que derivados de estos
oligoalditoles podrian funcionar como inhibidores de la reaccién de TcTS.

La reaccion de trans-sialilacion de 42Bn a escala preparativa y analisis del
producto aislado permitié determinar el sitio de sialilacion y concluir que se
incorporaba una Unica molécula de &cido sidlico en la unidad terminal Galp(f1—3),

menos impedida estéricamente y mas expuesta.

El analisis cinético de la sialilacion del hexaGalp 43Bn y 43ol permitié
determinar que de acuerdo a la condiciones y al tiempo de reaccion se podia obtener
uno o dos compuestos monosialilados y un disialilado, producto de la sialilacién en dos
Galp expuestas.

En el analisis desarrollado para la transferencia de Neu5Gc mediada por TcTS,
se demostré por primera vez que la enzima recombinante transfiere Neu5Gc desde
oligosacaridos sintéticos que contienen esta unidad hacia N-acetillactosamina, unidad
comun en glicoconjugados. Esta enzima seria la responsable de la presencia de acido
N-glicolilneuraminico en la superficie de T. cruzi (Schauer et al., 1983; Pereira, 1983).
La enzima podria usarse con fines preparativos para obtener glicoconjugados con
Neu5Gc, para estudios biolégicos.

El calculo de los parametros cinéticos determino que los disacaridos
conteniendo Neu5Gc eran mejores sustratos que la 3'SL. Esto también se comprobd
cuando se realiz6 la reaccion de transferencia competitiva. Por otra parte, los ensayos
de transferencia realizados preincubando la enzima con anticuerpos neutralizantes
permitié6 determinar que para la transferencia de Neu5Gc es utilizado el mismo sitio
activo que el de Neu5Ac.

El Neub5Gc se encuentra frecuentemente en el reino animal pero no en los
tejidos de humanos normales, porque la actividad de la CMP-Neu5Ac hidroxilasa se
perdid en la evoluciéon al humano (Varki, 2009). Sin embargo, el hombre puede
incorporar Neu5Gc de la dieta principalmente de carnes rojas (vaca, cerdo, cordero y
de la leche bovina) a sus glicoproteinas (Tangvoranuntakul et al, 2003).

Consecuentemente se encontrd que la mayoria de los humanos desarrollan
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anticuerpos anti-Neu5Gc que pueden contribuir a la inflamacién crénica (Padler-
Karavani et al., 2008).

Teniendo en cuenta nuestros resultados respecto a la efectividad de la TcTS en
la transferencia de Neu5Gc, seria interesante determinar si hay alguna relacién entre
la dieta y la sintomatologia de la enfermedad de Chagas.
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Derivados de polietilenglicol (PEG) y su evaluacion:

En nuestro laboratorio se habia comprobado que disacéaridos derivados de
lactosa modificados en la glucosa pero que conservan el extremo (-galactopiranosil
intacto, inhiben eficientemente la transferencia de &cido sidlico hacia N-
acetillactosamina en la reaccién de TcTS. Estos inhibidores resultaron ser competitivos
y todos mostraron ser sialilados cuando se los incub con TcTS y 3'SL (Esquema 3-
1). El lactitol (31) resulté ser el inhibidor mas eficiente y el sialillactitol demostrd ser un
débil sustrato donor de acido sidlico. Mas aun, el lactitol inhibié la sialilacion del
par sito cuando se lo incub con TcTS y 3'SL como donor de &cido sialico (Agusti, et
al., 2004). Mucci et al., (2002, 2006) observaron una reduccidn y desorganizacion de la
corteza estructural d timo, caracteristica de la apoptosis celular, cuando eran
incubadas con 0,5 pug de TcTS. Estas alteraciones no se observaban cuando también
se agregaba lactitol. Pruebas in vivo mostraron que no era téxico para los animales y
que 10 mg administrados intravenosamente a ratones previamente inyectados con 200
ng de TcTS inhibian la actividad de la enzima en un 95-98 % aunque recuperaba su
actividad a medida que el disacarido era eliminado de la sangre. Esta rapida pérdida
del inhibidor del plasma fue solucionada usando pellets subcutaneos liberadores de
lactitol los cuales, como resultado, previnieron la apoptosis inducida por TcTS de
células del bazo.

@L L i o
H
AcHN
% w \ 9,

3 SL Lactosa

Esquema 3-1. Reaccién de transferencia de acido si lico desde 3’'SL hacia lactitol (31)

cuando se lo incub6 con TcTS.

En vista de estos resultados nos propusimos obtener inhibidores derivados de
la lactosa que tuvieran un mayor tiempo de permanencia en sangre sin que
disminuyera su actividad inhibitoria. Para ello necesitabamos aumentar el tamarno de
los inhibidores m s all de los | mites de filtraci n renal sin modificar el extremo B-

galactopiranosilo, unidad aceptora de acido sialico en la reaccién de TcTS.

La necesidad de mantener drogas en sangre es uno de los principales desafios
en aplicaciones terapéuticas y de diagndstico, los cuales son obstaculizados por la
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corta vida media de los compuestos suministrados. Estan involucrados muchos
factores en la remocion de sustancias de la circulacién: las proteinas y péptidos son
rapidamente eliminados por protedlisis, filtracion renal y/o reacciones inmunogénicas
y antigénicas, mientras que las principales causas de la breve residencia en plasma de
las drogas de bajo peso molecular no proteicas son la excrecién renal y las reacciones
de inactivacién provocadas por enzimas presentes en la sangre, particularmente por

accion de esterasas (Monfardini et al., 1998).

Las modificaciones de compuestos bioldgicamente activos con polimeros es un
método ampliamente utilizado para controlar su biodisponbilidad, biodistribucion y a
menudo su toxicidad (Duncan et al, 1984). El término PEGilacién describe la
modificacion de moléculas biolégicas por conjugacion covalente con polietilenglicol
(PEG), un diol polieter lineal no tdxico, no inmunogénico, no antigénico y soluble en
agua y otros solventes organicos (Veronese et al., 2008). La PEGilacién modifica las
propiedades fisicas y quimicas de la molécula conjugada tales como conformacion,
interacciones electrostaticas e hidrofobicidad mejorando el comportamiento
farmacocinético de la droga. En términos generales mejora la solubilidad de la droga,
disminuye su inmunogenicidad y también incrementa su estabilidad y permanencia en
sangre permitiendo asi disminuir la frecuencia de la dosis. Esto puede ser atribuido, en
parte, al incremento del peso molecular mas alla de los limites de filtracion renal y por
otra parte, a una reduccién de la protedlisis del conjugado (Greenwald, 2001).

Este polimero anfifilico, generalmente inerte, consiste en unidades repetitivas
de oxido de etileno, el cual puede ser ordenado en forma lineal o ramificada, dando
lugar a una serie de compuestos de diferentes formas y pesos moleculares (Figura 3-
1).

Ho\é/\o):\/OH CH3O\4/\O>:\/OH CH3O\V\O):\/O\CH2
A. PEG-Lineal ol CHBO\Q/\O):\/O\(:;H
HO——CH,

C. PEG-Ramificado
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D. PEG-Multibrazos

HO__ OH HO_ _OH HO_ _OH
CH3O,(\,O)B/\OLOH Ho\(\[OQ\,O)B/\OLOH
OH OH OH
E. PEG multifuncién F. PEG2 multifuncién

Figura 3-1. Estructuras representativas de los distintos tipos de PEG utilizados
para modificaciones de drogas y péptidos.

Para la PEGilacibn de un compuesto primeramente se debe seleccionar una
quimica apropiada. Se deben considerar el tamafo, la simetria, y la funcionalidad del
PEG de acuerdo a la aplicacién deseada. La activacion de la molécula de PEG para su
posterior conjugacion se lleva a cabo por sustituciéon del/los OH terminales por un
grupo electréfilo que genere el tipo de unién deseado y que reaccione covalentemente
con un sitio reactivo de la molécula a conjugar. Esta derivatizacion debe ser tal que
como resultado asegure la retencion de la actividad del conjugado. Algunos de los
polimeros ampliamente utilizados para PEGilacion de muestran en la Figura 3-2.
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Para conjugacion de aminas ~ Para conjugacion de tiol ~ Para conjugacion "click”
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PEG-benzotriazol carbonato
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PEG-p-nitrofenil carbonato NO,

Figura 3-2 PEG activados mas comunes utilizados para conjugacién.

La Tabla 3-1 lista compuestos PEGilados que actualmente se encuentran en el
mercado y que son ampliamente utilizados con fines clinicos. Todos corresponden a
proteinas PEGiladas con actividad bioldgica, excepto el Pegaptanib que es un
apt mero PEGilado en el oligonucle tido 5. Esta técnica se ha vuelto el método mas
utilizado para superar los limites biol6gicos antes mencionados y el ndmero de
productos PEGilados en el mercado se encuentra en constante crecimiento asi como

también los conjugados que entran en ensayos clinicos (Pasut et al., 2012).
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Normb Tama o A ode
ombre ;
Mol cula Nombre Gen rico " PEG Indicaci n aprop, | Referencia
comercia (kDa) FDA
Adenosina . Adagen® Inmunodeficiencia LeviY., etal,
Deari Pegademasa bovina 5 combinada severa | 1990 1988
eaminasa (Enzon) (SCID) .
L- Oncaspar® Leucemia Graham L. M.,
. Pegaspargase 5 ) . 1994
asparaginasa (Enzon) linfobl stica et al., 2003.
. Pegintron®
Peginterferon Wang Y. S, et
Interferon a-2b (Schering 12 Hepatitis C 2000
a-2b al., 2002.
Plough)
Peginterferon Pegasys® Reddy K. R.,
Interferon a-2a 40 Hepatitis C 2001
a-2a (Genetech) et al., 2002.
o Neulasta™ . Kinstler O., et
G-CSF Pegfilgrasim 20 Neutropenia 2002
(Amgen) al., 2002.
Somavert™
Trainer P. J.,
hGH Pegvisomant (Pfizer 5 Acromegalias 2003
et al., 2000.
Pharmacia)
Macugen™ Degeneraci n
. Ng E.W. M.,
Aptamero Pegaptanib (Pfizer 40 macular asociada | 2004
et al., 2006.
Pharmacia) edad
. Macdougall
Metoxipolietilenglicol- Mircera®
Eritropoyetina . 40 Anemia 2007 I.C. etal.,
epoetina beta (Roche)
2005.
| Cimzia® Artritis reumatoidea Sandborn W.
Anti-TNFa Fab | Certolizumab pegol 40 y enfermedad de 2008
(UCB Pharma) J, etal., 2007.
Crohn
PuricaseTM Sherman MR,
Uricasa Pegloticasa (Savient 10 Gota 2010
et al., 2008.
Pharmaceuticals)

Tabla 3-1. Drogas PEGiladas que actualmente se encuentran en el mercado.

La PEGilacibn se ha utilizado para prolongar la circulacion in vivo de

anticuerpos o fragmentos de anticuerpos para el tratamiento de enfermedades

cronicas. La especificidad con la cual los anticuerpos pueden neutralizar citoquinas o

factores de crecimiento, o bloquear interacciones de tipo receptor-ligando, los hace

buenos candidatos para drogas terapéuticas (46) (Figura 3-3) (Chapman, 2002). Se

ha descripto la alquilacion o acilacion selectiva de grupos amino en analogos de
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Somatostatina (47) usando dos tipos diferentes de mPEGs lineales para el tratamiento
de pacientes con adenomas secretoras de la hormona de crecimiento o para el
tratamiento de los sintomas relacionados a la hipersecrecion hormonal inducida por
varios tumores enddcrinos (Morpurgo et al., 2002). También se han PEGilado drogas
de bajo peso molecular como por ejemplo la Camptotesina, un potente inhibidor de
topoisomerasa de tipo | y por lo tanto una droga activa contra muchos tipos de cancer,
para aumentar la biodisponibilidad y sobre todo su solubilidad. La Camptotesina
PEGilada desarrollada por Enzon, Inc., consiste en una cadena PEG de 40 kDa que
tiene dos moléculas de Camptotesina en sus dos extremos unidas mediante unién
ester al C-20-OH de la droga (48) (Figura 3-3) (Greenwald et al., 1998). Otro ejemplo
de PEGilacién de moléculas pequenas para la administracién controlada de drogas es
la del acido félico y acido tioctico. Para esto se conjugd secuencialmente un PEG
homobifuncional con una unidad de acido tiéctico en un extremo y una unidad de acido
félico en el extremo distal (49). El extremo ditiol es capaz de complejar particulas de
oro que tengan unido, ya sea covalentemente o por adsorcidn, compuestos con
actividad biolégica y el otro extremo es reconocido por los receptores de folato
presentes en las células. Los receptores de folato constituyen un blanco
quimioterapéutico interesante ya que la formacion de los mismos se encuentra
sobreexpresada en diversos tipos de cancer (Dixit et al., 2006). Un problema comun
en la PEGilacién de moléculas pequenas es la disminucion de la actividad biolégica
debido a la modificacién aunque esto se ve compensado por el mayor tiempo del
compuesto en plasma como producto de una mejor estabilidad y su mayor volumen

hidrodinamico.

\ N
mPEGaciI—H‘“ /?f,ﬁ‘\ %\lj@
(0]
0]
S H,N .\\\ 'U}N
N—mPEG

HNT S

N—mPEGquI

46 o 47
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Figura 3-3. Ejemplo de drogas PEGiladas: Fragmento de anticuerpo PEGilado (46).
Analogo de Somatostatina PEGilada (47). Cadena de PEG conjugada con dos
unidades de Camptotesina (48). Cadena de PEG conjugada a acido folico y acido
tidctico (49).

La PEGilacion de carbohidratos ha sido aplicada principalmente a polisacaridos
o hidratos de carbono unidos a proteinas (Figura 3-4). Por ejemplo, la PEGilacién del
quitosano, polisacarido producto de la hidrélisis alcalina o enzimética de la quitina,
formada por unidades D-glucosaminas unidas (31—4) con grado de N-acetilacién
variable. Este polisacarido es utilizado ampliamente por la industria farmacéutica y
biomédica. Su grado de solubilidad depende del grado de acetilacién, la concentracion
idnica de la solucion, el pH, el peso molecular y la distribucion de los grupos acetilo.
Para evitar problemas de solubilidad se lo modificé con cadenas de PEG (Casettari et
al., 2012). La conjugacion se lleva a cabo usualmente sobre el grupo -NH, utilizando
un PEG activado adecuado. En la mayoria de los casos se utiliza un monometoxiPEG
para evitar entrecruzamientos entre monémeros. En otros casos se conjuga con un
PEG bifuncional con el fin de colocar moléculas activas en el extremo distal de la
cadena de PEG. De esta manera se evita el impedimento estérico provocado por la
cadena de quitosano y asegura una mejor interaccién ligando-receptor. Una a-manosa
se introdujo con el propdsito de que este extremo sea reconocido por receptores
especificos de manosa en células del reticulo endotelial y luego se intruduzca por
endocitosis drogas adsorbidas sobre la superficie del quitosano (50) (Figura 3-4)

(Fernandez-Megia et al.,, 2007). También se ha PEGilado un polimero de fructosa
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extraido de la raiz de Radix Ophiopogonis con actividad antiisquémica del miocardio,
con el fin de aumentar su vida media. Para la modificacion se utilizé un mPEG lineal el
cual se uni6 al OH-4 de una fructosa, previamente activada con 4-nitrofenil
cloroformiato (51) (Lin et al., 2010 y 2011).

CHOH 0O |
OH OH OH © 5
0 e} o o) 0 &
o L
OHO HO HO PEG_NH‘C_O I 2
NH NHAc NH, m o)
o Z X Y o}
Ol
OHOH
‘H
1) 2
NH CH,O0H
SIS o e
-0 N (o]
\/Er 2 CH20|-b CHZOHI THZ
_ X
50 51

Figura 3-4. Ejemplos de PEGilacion de polisacéridos: Quitosano PEGilado
conteniendo una a-D manosa en su extremo distal (50). Fructano PEGilado en el OH-4

de una unidad de fructosa (51).

En los dltimos afnos han aparecido trabajos que describen la PEGilacion de
monosacéaridos o disacaridos (Figura 3-5). Como ejemplo podemos nombrar la
PEGilacion especifica del carbohidrato de la cadena A de la Ricina. Esta es una
subunidad citotoxica de la Ricina que tiene la propiedad de inhibir la sintesis de
proteinas por inactivacion de ribosomas y se lo utiliza con fines terapéuticos contra
células tumorales. La modificacion con PEG se obtuvo por oxidacion con periodato del
carbohidrato, seguida de formacion de hidrazida con un PEG-hidrazina (52) (Youn et
al., 2005). Este método también se aplico a otras proteinas previamente glicosiladas
con oligosacaridos (Salmaso et al, 2008). Recientemente, se describid la
copolimerizacion por trans-esterificacion enzimatica de monosacaridos acetdnidos que
contienen dos OH primarios que reaccionan facilmente con dos equivalentes de PEG
diester de 600 Da. De esta manera se logré una cadena de 6 o 7 unidades que posee
partes hidrofébicas e hidréfilicas capaz de acomodarse en forma miscelar y que puede
ser utilizada para encapsulacion de drogas y liberacion controlada dependiendo del pH
(53) (Bhatia et al., 2011). También se PEGilaron monosacaridos con PEGmodificados
en el extremo distal de la cadena con una unidad de &cido tiéctico que puede

complejar “quantum dots”. Estos conjugados pueden ser reconocidos por receptores
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especificos de las células y pueden ser utilizados como nanosensores (54) (Kikkeri et
al., 2009).

H o Cadena A A~ o)
© 7\ de la Ricina o}
o

\
H.C mPEG
T MW+ 0 o

PEG carbohidrato

52 conunidad  Copolimero
hidrofébica
Miscela
53
o) O 2
N —~
MH O\/\H N
S
CdSe OH O
o
ZnS 2
n HO%

HO 0" N\ O S
54
Figura 3-5 Ejemplos de PEGilacidn de monosacaridos modificados: PEGilacién del
carbohidrato en Asn'® y Asn®*® de la cadena A de la Ricina (52). PEGilacién de
monosacaridos conteniendo una unidad hidrofobica para la formacién de micelas (53).
“Quantum dots” PEGilados conteniendo un carbohidrato en el extremo distal (54).

Otro problema encontrado en la PEGilacion de moléculas pequenas es la baja
capacidad de carga de moléculas activas por unidad de polimero, el cual posee uno o
a lo sumo dos grupos terminales derivatizables. Para superar esta limitacién se han
sintetizado estructuras de tipo dendrimeras, ramificadas, multibrazos o multifuncion.
Estas moléculas poseen multiples OH terminales que pueden ser funcionalizados y
luego conjugados con agentes terapéuticos, ligandos especificos para la
administracién controlada de drogas o a cadenas PEG para aumentar la solubilidad
(Figura 3-6). Como ejemplo podemos nombrar el conjugado PEG multibrazos, PEG-
SN38, actualmente bajo pruebas clinicas en fase 1 (Banerjee et al., 2012). PEG-SN38
se preparé funcionalizando como &cido carboxilico los 4 OH terminales de un PEG de
40 kDa con 4-brazos para luego acoplarlos a 4 equivalentes de un analogo de la
Camptotesina (SN38). Este conjugado resulto ser mas potente en su actividad

antitumoral que el conjugado bifuncional lineal 48 debido a su mayor carga de
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moléculas activas y a una mayor solubilidad (55) (Figura 3-6) (Zhao et al., 2008).
También se ha sintetizado, utilizando la qu mica “click”, dendrimeros PEG conteniendo
en sus extremos carbohidratos, para el estudio de procesos bioldgicos relacionados
con interacciones receptor-carbohidrato. Para su sintesis primero se formé un
dendrimero conteniendo grupos azida en sus extremos partiendo de acido galico y
utilizando trietilenglicol como espaciador y luego estos grupos azida se acoplaron a
monosacaridos o disacaridos glicosidados con un grupo alquino mediante una
cicloadicion catalizada por Cu(l) (56) (Fernandez-Megia et al., 2006a y 2006b).

SN38 —o o— SN38

55
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NH 1)\ ° _
/&0 o ? o & ° N=N Manosa
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o Se Lactosa
\é O“"NH o

56

Figura 3-6. Ejemplos de conjugados multibrazos: 4-brazos-PEGSN38 (55)
Dendrimeros PEGilados conteniendo carbohidratos en sus extremos (56).

Considerando la aplicacidén y beneficios de esta técnica decidimos aplicarla en
lactosa y andlogos con el objeto de incrementar su biodisponibilidad. Para ello hemos
utilizado diferentes métodos de conjugacién y hemos analizado el comportamiento de
los conjugados como inhibidores en la reaccién de TcTS. Utilizamos diferentes PEGs
lineales de pesos moleculares menores a 5 kDa y PEGs multibrazos de pesos
moleculares mayores a 20 kDa.
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Sintesis de bencil p-D-galactopiranosil-(1—6)-2-amino-2-desoxi-a-D-

glucopirandsido (59)

En el capitulo 2 de esta tesis habiamos mostrado que el disacarido p-D-
galactopiranosil-(1—6)-2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucosa (36) asi como su bencil
glicésido (36Bn) resultaron buenos aceptores del acido sialico en la reaccidon
catalizada por TcTS (Agusti et al., 2007). Estos también son inhibidores competitivos
de la reacci n de TcTS cuando se utiliza 3'SL como donor de acido sialico y N-
acetillactosamina como aceptor del mismo. La desacilacion del amino de 36 permitira
su posterior amidacion con un derivado de PEG. El disacarido 36 habia sido
sintetizado a partir del bencil glicosido 57 protegiendo la posicion 3 en tres pasos de
reaccion y luego por glicosilacion selectiva del O-6 de la «-D-GIcNAc y posterior
desproteccion segun el Esquema 3-2 (Gallo-Rodriguez et al., 1998). En esta tesis
simplificamos el procedimiento consiguiendo la glicosilacion selectiva del O-6 de 57
para dar 58 (Esquema 3-3). Aunque su rendimiento total es moderado (42 %) fue

elegido por su simplicidad

OH OH
P\ 0
HO ® . ) 2 ro ooec HO 0
HO a,oc-d|meto|;<'|\;c;|ueno, PTSA= RO AcOH-agua, C BzO
AcNH AcNH AcNH
OBn (88 %) OBn 51 %) OBn
57

a R=H
Cloruro de benzoilo, Py I:b R =Bz (88 %)
= ()

OH OBz OBz OR_OR OH _-OH
(@)
o) o
0Bz . NaOMe, MeOH

BzO OR e, e HO
AcNH SnCly, CH.Cl; (anh) o HO 0]
OBn HO HO
BzO
AcNH | AcHN 5pp,
(80 %) (98 %) 36

Esquema 3-2
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Para la obtencién del bencil 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (57) se
puso a punto el método de glicosidacion que utiliza F;B eterato como catalizador
(Plimmer et al., 1967), en lugar del método de Kuhn y Baer. Este ultimo requiere el
burbujeo de HCI gaseoso sobre una solucién de N-acetilglucosamina en alcohol
bencilico, calentando, para dar una solucién oscura de la cual se cristaliza 57 por el
agregado de éter con 42 % de rendimiento (Kuhn y Baer, 1958). En nuestro caso
luego de agitar la mezcla de reaccion 4h, a 80°C, una ccd mostr6 una mancha
mayoritaria de R; 0,66 y otra de R; 0,60 correspondientes a los bencil glicosidos
andémeros a y B respectivamente (nPrOH-EtOH-H,0, 7:1:2). Los mismos se obtuvieron
con un rendimiento total de 80 %, en relacion (4:1) de acuerdo a la integracion de las
senales de los protones anoméricos en el espectro de RMN 'H, los cuales se
observaron como dos dobletes a 6 4,83 ppm (J;= 3,5 Hz, H-1a) y 6 4,42 ppm (J; o=
8,5 Hz, H-1 B). El bencil 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido 57 se obtuvo por

recristalizaciéon fraccionada de etanol con 60 % de rendimiento.

Para la glicosidacion de 57 (Esquema 3-3) se utilizé 1,6 equivalentes de penta-
O-benzoil-B-D-galactopiranosa disuelta en CH,Cl, anhidro bajo atmdésfera de argdn
(Gallo-Rodriguez et al., 1998) como donor, en presencia de 1,5 equivalentes de SnCl,
como promotor de la condensacion. Luego de 16 h de reaccion a temperatura
ambiente, una ccd mostré una mancha principal de R; 0,69 (15 % CH3OH en CH,Cl,),
algo de perbenzoilgalactosa sin reaccionar y trazas de productos resultantes
probablemente de la desbenzoilacion parcial de la penta-O-benzoil- B-D-
galactopiranosa. La mezcla se neutralizé con el agregado de NaHCO; (s.s). Por
purificacién a través de una columna de silica gel se obtuvo el compuesto 58 con 42 %
de rendimiento.

OR
OBZ OBz OR

ACNH SnCI4 CH2C|2 (anh)

HO HO

57 AcNH
OBn s 2N opn

58 R = Bz (42%) (67 %)
NaOMe, MeOH [, 36 = 1y (759%)

Esquema 3-3
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El espectro de RMN 'H de 58 (Figura 3-7) mostré entre otros, las sefnales de
los protones anoméricos como dos dobletes que integran para 1 H a & 4,93 ppm (Jy 2=
7,8 Hz, H-1'B) y 84,70 ppm (J;2= 3,5 Hz, H-1a), confirmando la glicosilacién. Los
protones del metileno del CH,Ph se muestran como un par de dobletes a § 4,58 ppm y
84,19 ppm integrando para 1 H cada uno con una constante de acoplamiento geminal

J= 12 Hz mientras que la sefal correspondiente al CH; del acetilo se muestra como un

singulete que integra para 3 H a 6 1,94 ppm.

©om <
¥ 6 o
1 ]
\/ Voo \{ OBz OBz
sl
0]
Hot BzO 10
H-1 CHyaPh CHz)Ph 0Bz \®
HO Q,
HO
AcNH OBn
- o o of lof =l o 58
Aromaticos 2 A R el S
N
5‘0 4‘9 4‘8 47 4.‘6 4‘5 4 4‘3 ‘pp Protones
del azucar
—A
) L—Aqu_JHUbWMU I

2.18
o 1 213

Figura 3-7 Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de 58

En el espectro de RMN °C de 58 se observaron la sefiales de los carbonos
anoméricos a 6 102,4 ppm (C-1B) y a 6 96,2 ppm (C-1a) mientras que el CH; del
acetilo se muestra a 8 23,1 ppm (Figura 3-8). El andlisis de espectrometria de masas
ESI-TOF mostré picos de [M+H]" a 890,3037, [M+NH4]" a 907,3300 y [M+Na]" a
912,2847.
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Figura 3-8 Espectro de RMN '°C (CDCls, 500 MHz) de 58

Para obtener el compuesto 59 se prefiri6 desacilar en dos pasos (Esquema 3-
3) pues el compuesto 36 es cristalino y se pudo comparar con el descripto
anteriormente (Gallo-Rodriguez et al., 1998). Los espectros de RMN 'H y "°C de 36
mostraron sefales idénticas a las obtenidas anteriormente. Para remover el grupo N-
acetilo se calent6é el compuesto 36 en KOH 1M a 100 °C durante 16 h. Luego de ese
tiempo, una ccd mostro la hidrélisis completa revelando una Unica mancha con R, 0,36
(n-PrOH-EtOH-H,0O, 7:1:2). La mezcla se purifico por pasaje por columna catidnica
donde el compuesto 59 eluy6 con 0,1 N HCI con 67 % de rendimiento.

En el espectro de RMN 'H de 59 (Figura 3-9) se observa la sefial de los
protones aromaticos como un multiplete que integra para 5 H centrado a & 7,47 ppm.
Los protones anoméricos se observan como dos dobletes que integran para 1 H cada
uno a & 5,24 ppm (J; o= 3,7 Hz, H-1 o) y & 4,43 ppm (Js2= 7,9 Hz, H-1’ B). Un protén
del metileno CH,Ph se muestra como un doblete que integra para 1 H a & 4,66 ppm

mientras que el otro se suprimi6 junto con la sefial de DHO a & 4,79 ppm.
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El espectro de RMN 3C de 59 (Figura 3-10) mostrd, entre otras, las sefales de
los carbonos anoméricos a 6 103,3 ppm (C-1’B) y a 6 94,5 ppm (C-1 o) mientras que el
carbono 2 que contiene el grupo amino se observd a 6 53,8 ppm. El analisis de
espectrometria de masas ESI-TOF mostr6 picos de [M+H]" a 432,1863, [M+Na]* a
454,1677 y otros picos que corresponden a las fragmentaciones indicadas (Figura
3-11).

Intens TS, 0.1-0.5rmin #3430
=105 | 432 18631
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2.5

[M+Na]*
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1.04 162 07587

434 AS075
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381 29634
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Figura 3-11. Espectro de masas de alta resolucion ESI-TOF de 59

Conjugacion de analogos de lactosa con PEGs lineales.

Se utilizaron tres métodos quimicos diferentes para la PEGilacion de
disacaridos conteniendo p-D-Galp como unidad no reductora. |. Formacién de una
amida entre el grupo amino del bencil B-D-galactopiranosil-(1—6)-2-amino-2-desoxi-o.-
D-glucopiranésido (59) y mPEGs ester activados con NHS (PEG-NHS). I1. Formacién
de una amida entre el grupo carboxilico del &cido lactobiénico (30) con mPEGs
conteniendo un grupo amino. IIl. Aminacion reductiva de la lactosa con un mPEG

conteniendo un grupo amino, en presencia de NaBH;CN.
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Los conjugados se caracterizaron por RMN y espectrometria de masa MALDI-
TOF o ESI-TOF. Las PEGilaciones se realizaron utilizando mPEGs lineales
polidispersos (excepto CH3;O-PEGggs que era monodisperso) y se obtuvieron los
valores de M, (peso molecular numérico), M,, (peso molecular masico) y M, (peso
molecular del pico principal) por espectrometria de masas. En todos los casos el valor
de IPD (indice de polidispersidad) resulto ser cercano a 1. La concordancia entre los
valores experimentales y los calculados confirmaron la identidad de los conjugados.

|. PEGilacion del bencil g-D-galactopiranosil-(1—6)-2-amino-2-

desoxi-a-D-glucopirandsido 59.

Para la conjugacion por amidaciéon del grupo 2-amino del disacarido 59 con la
cadena PEG se utilizaron dos mPEGs activados como ester de N-hidroxisucinimida,
uno de bajo peso molecular monodisperso el cual introduce 12 unidades de oxietilenos
(CH30-PEGggs-NHS ester) y otro de mas alto peso molecular y polidisperso (CH;0-
PEGs000-NHS ester) (Esquema 3-4). Las amidaciones se realizaron en buffer pH 8 a
temperatura ambiente y se monitorearon por ccd. El disacarido de partida (59) tiene un
R/0,51 (EtOH:H,O:NH,OH(c) 9:1:0,15) mientras que el producto 60 se muestra como
una mancha oscura con un R 0,33 cuando fue revelado con reactivo de acido
sulfarico. EI compuesto 61, en iguales condiciones de ccd y revelado, se observo
como una mancha cercana al lugar de siembra. Los ésteres CH;0O-PEGggs-NHS y
CH30-PEGs000-NHS de partida no reaccionan con este reactivo. Para la obtencién del
compuesto 60 se utilizd un exceso de disacarido de partida para asegurar la
conjugacion de todas las cadenas PEGs. Luego se purificé por cartuchos de fase
reversa recuperando el disacérido 59 que eluy6 con H,O, mientras que el compuesto
60 menos polar eluyé con metanol. Para la obtencién del compuesto 61 también se
utilizé un exceso de disacarido para asegurar la conjugacion total aunque en este
caso, al tener una cadena de PEG de mucho mayor tamano, este exceso se podia
eliminar por didlisis contra agua pues se filtra facilimente por los poros de la
membrana. Por liofilizacion se obtuvieron los compuestos 60 y 61 como polvos
blancos con un 67% y un 98% de rendimiento respectivamente.
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Esquema 3-4

El espectro de RMN 'H del compuesto 60 (Figura 3-12) mostr6 la PEGilacién
de 59 con un equivalente de mPEG, por la correlacién entre las integrales de la Unica
sefnal del OCHj; terminal (d) de la cadena de polietilenglicol, la cual aparecié como un
singulete a & 3,37 ppm que integra para 3 H y las sefiales de los dos protones
anoméricos que aparecieron a é 4,95 ppm (J; .= 3,6 Hz) para la a-GlcN y a & 4,43 ppm
( Jr2= 7,8 Hz) para la B-Galp, los cuales integran para 1 H cada uno. También se pudo
ver uno de los protones del CH,Ph, sustituyente del azlcar, que se mostré a § 4,54
ppm con una constante de acoplamiento caracteristica de protones geminales, J= 12
Hz, que integra para 1 H, mientras que la sefal del otro proton se suprimié junto con la
senal del DHO a 6 4,79 ppm. Los protones oxietilénicos del PEG aparecieron como
una senal intensa centrada a & 3,69 ppm (b y c), la cual integré para 11 grupos de
oxietilenos. El metileno unido al carbonilo de la amida (a) apareci6 como un doble
doblete a campos mas altos (8 2,52 ppm, J= 1,7 y 6 Hz) e integr6 para 2 H.

El espectro de RMN °c (Figura 3-13) mostr6 entre otras, las senales de los
carbonos anoméricos a 8 103,4 ppm (B-Galp) y 3 96,1 ppm (a-GlcN) y la senal del C-2
del grupo amino del azucar a & 53,6 ppm. Para el extremo del polietilenglicol la senal
de OCHj; (d) apareci6 a & 58,0 ppm, el metileno unido al carbonilo del grupo amido (a)
aparecié a 6 35,8 ppm y los grupos oxietilenos de la cadena PEG aparecieron como un
pico intenso a & 69,6 ppm (b y c). Los otros carbonos del azucar y el metileno del

CH,Ph se mostraron entre 8 75,1 y 61,0 ppm.
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El analisis de espectrometria de masas MALDI-TOF mostré un pico mayoritario
de [M+Na]" a 1024,49 correspondiente al conjugado 60 con 12 grupos oxietilenos junto
con otros picos que corresponden a los fragmentos indicados (Figura 3-14).
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Figura 3-14. Espectro de masas de alta resolucion MALDI-TOF en modo positivo
de 60.

El espectro de RMN 'H del compuesto 61 confirmé la PEGilacion por el
desplazamiento de sefal del metileno (a) del ester CH3;O-PEGso00-NHS de partida
(Figura 3-15 A) que aparece como un singulete a 3 4,20 ppm e integra para 2 H
cuando no esta derivatizado y se desplaza hacia campos mayores (3 3,95 ppm)
cuando se encuentra conjugado con el azucar en una union amida (Figura 3-15 B). En
concordancia se puede observar la ausencia de la sefial de los 4 H del NHS (s) a 2,8
ppm. Por otra lado, las sefales de los dos anédmeros que aparecieron a & 4,98 ppm
(J12= 3,7 Hz) para la a-GIcN y a & 4,44 ppm (J; »= 7,8 Hz) para la p-Galp confirmarian
la conjugacién con el disacarido 59. Uno de los protones de la CH.Ph, sustituyente del
azucar, se mostro a & 4,57 ppm con una constante de acoplamiento geminal J= 12 Hz,
mientras que la senal del otro proton fue suprimido junto con la sefial del DHO a $ 4,79
ppm. Los protones oxietilénicos del PEG aparecieron como una sefial intensa centrada
a & 3,71 ppm (b) mientras que el OCHj; (c) terminal aparecié6 como un singulete a &

3,39 ppm.
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Figura 3-15. Comparacién de los RMN 'H de CH3;0-PEGs00-NHS de partida (A) y el
del compuesto 61(B).

La integral de los protones resulté mayor de la que le corresponderia de
acuerdo al peso molecular observado por MALDI-TOF, lo cual podria deberse a una
sobreestimacion debido a las sefales satelitales que dificultan la medicion. Por otro
lado, no podemos descartar la existencia de algunas cadenas de PEG que
originalmente no contenian sitio activo derivatizable y cuyas sefales (b y c¢)
coincidirian.

El analisis de espectrometria de masas ESI-TOF revelé una serie de picos
espaciados en 44 Da (OCH,CH,) correspondientes a los aductos de amonio. En Este
caso se agreg6 acetato de amonio para favorecer la ionizaciéon. Se observé un pico
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principal de [M+NH,]* a 5,097 correspondiendo a un conjugado 61 con 104 grupos
oxietilenos (Figura 3-16).
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Figura 3-16. Espectro de masas de alta resolucion ESI-TOF en modo positivo de 61.

. PEGilacion de lactobiono 1,5-lactona.

Se habia determinado previamente que el acido lactobionico (30) resultaba ser
buen aceptor del acido sidlico e inhibidor competitivo de TcTS (Agusti et al., 2004). En
este trabajo se consider6 la presencia del grupo carbonilo para formar una unién
amida con el grupo terminal de un mPEGamino lineal (Esquema 3-5). Se utilizaron
dos mPEG polidispersos de diferentes pesos moleculares, CH3;O-PEG;50-NH, y CH50-
PEGs000-NH». El &cido lactobidnico se activé como lactobiono 1,5-lactona (62) (Isbell et
al.,, 1963) y luego se calenté con el mPEGamino en DMF anhidra. La reaccién se
monitored por ccd. El disacérido de partida (62) mostré un R, 0,60 (EtOH:H,O:AcOH(c)
80:5:15) mientras que el producto 63 se observé como una mancha oscura con un Ry
0,35 cuando fue revelado con reactivo de acido sulfdrico. En idénticas condiciones de
ccd y revelado, el compuesto 64 se observd como una mancha oscura cercana al
lugar de siembra. Ambos PEGamino de partida se detectaron con el reactivo de
ninhidrina mostrando un R; 0,36 para el CH3;O-PEG75-NH, mientras que CH;0O-
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PEGs000-NH2 mostré una mancha violeta cercana al lugar de siembra. En el caso del
conjugado de menor peso molecular se utilizé6 un exceso de mPEGamino pues, luego
de la reaccién, se pudo eliminar el excedente mediante pasaje por una columna de
intercambio catiénico y luego el eluido acuoso se recromatografié por una columna
cromatografica de exclusion Sephadex G-10 para separar posibles restos de azucar
libre. Para el conjugado 64 de mayor peso molecular se utilizé un exceso de lactobiono
1,5-lactona ya que ésta podia ser totalmente removida luego de la reaccion mediante
didlisis contra agua. Para remover posibles restos de mPEGamino sin reaccionar la
solucion se pasé por resina cationica. Por liofilizacion se obtuvieron los compuestos 63
y 64 como polvos blancos, ambos con un 66 % de rendimiento. El espectro de IR de
ambos conjugados mostraron la sefales correspondientes al grupo carbonilo de la
amida a 1654 cm™ y 1672 cm™ respectivamente y se observd la desaparicion del
grupo carbonilo de la lactobiono 1,5-lactona 62 a 1740 cm™.

OH
oH OH OH OH oH
HO Q o ~UO_A~-CH o
SO H,N ho~"s HO o OH H o
HO HO 0 DMF HO HO 5 \/\(O/\j; \CH3
62 O

63 n: 15 (66%)
64 n: 94 (65.6%)

Esquema 3-5

El espectro de RMN 'H de 63 (Figura 3-17) indicé la PEGilacion con un
equivalente de mPEG, mediante la correlacion entre la sefal del OCH; (d), el cual
aparecié como un singulete a & 3,38 ppm que integrd para 3 H y la senal del Unico
proton anomérico de la p-Galp a 6 4,55 ppm (J;2= 7,8 Hz) que integré para 1 H.
También se observé a & 4,42 ppm (J-3= 2,75 Hz) un doblete caracteristico del H-2 de
la lactobionamida que integré para 1 H. El metileno unido directamente a la amida (a)
se mostré como un multiplete que integra para 2 H centrado en & 3,47 ppm mientras
que el metileno unido a este (b) se mostr6 a & 3,56 ppm integrando para 2 H. Los
grupos oxietilenos de las unidades repetitivas mostraron una sefal intensa centrada a

8 3,70 ppm (c) que integran para 88 H.
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Figura 3-17. Espectro de RMN 'H (D20, 500 MHz) de 63.

El espectro de RMN °C de 63 (Figura 3-18) mostro, entre otras, la senal
correspondiente al carbonilo de una amida a 6 174,4 ppm y la sefal del carbono
anomeérico a 3 103,5 ppm correspondiente a la B-Galp. Para el extremo mPEG la sefal
del OCHj; (d) apareci6 a & 58,0 ppm, el metileno junto a la amida (a) se mostré a 6 38,6
ppm Yy los oxietilenos de la cadena aparecieron como una sefal intensa a 6 69,6 ppm
(byc).

El andlisis de espectrometria de masas MALDI-TOF (Figura 3-19) revelé una
serie de picos espaciados en 44 Da (OCH.CH,) correspondientes a los aductos de
Na*. Se observd un pico principal correspondiente a [M+Na]® a 1098,55
correspondiendo a un conjugado con 16 grupos oxietileno.
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Figura 3-18. Espectro de RMN °C (D,0, 500 MHz) de 63
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Figura 3-19. Espectro de masa de alta resolucion MALDI-TOF de 63.

El espectro de RMN 'H del compuesto 64 confirmé la PEGilacion por el
desplazamiento de la sefnal del metileno unido a nitrégeno (a) del mPEGamino de

partida que aparece como un triplete que integra para 2 H a 8 3,08 ppm cuando no
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esta derivatizado (Figura 3-20 A) y se desplaza hacia campos menores (8 3,44 ppm)
cuando se encuentra conjugado (Figura 3-20 B). Por otro lado, la sefal del Unico
proton anomérico de la B-Galp a 4,55 ppm (J; 2= 7,8 Hz) que integr6 para 1 H indic6 la
conjugacion con la lactono 1,5-lactona. También se observo a & 4,41 ppm (J.3= 2,75
Hz) el doblete caracteristico del H-2 de la lactobionamida que integré para 1 H. Los
protones oxietilénicos del mPEG aparecieron como una sefial intensa centrada a § 3,7
ppm (b y ¢) mientras que el OCHj; terminal (d) se mostr6 como un singulete a & 3,38
ppm.
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Figura 3-20. Comparacion de los RMN 'H de CHzO-PEGisgo-NH, de partida (A) y el
del compuesto 64 (B).
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Las integrales de estos ultimos resultaron ser mayores al que le corresponderia
de acuerdo al peso molecular observado por MALDI-TOF y esto podria deberse, al
igual que para el compuesto 61, a la existencia de cadenas de PEG que originalmente
no contenian sitio activo derivatizable o a una sobreestimacién de la integral debido a
superposiciéon de las senales satelitales que dificultan la medicion.

El andlisis de espectrometria de masas ESI-TOF (Figura 3-21) mostr6 una
serie de picos espaciados en 44 Da (OCH,CH,) correspondientes a aductos de [NH,]",
acompanados de unos picos de menor intensidad correspondientes a aductos de [H]".
Se observé un pico principal de [M+NH,4]* a 4569 correspondiendo a un conjugado con
95 grupos oxietilenos.
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Figura 3-21. Espectro de masa de alta resolucion ESI-TOF en modo positivo de
64.

I11. PEGilacion de la lactosa.

Como mencionamos en la introduccidén de este capitulo el lactitol (31) resultd
ser mejor aceptor de acido sidlico comparado con la lactosa y la N-acetillactosamina
(Agusti et al., 2004) sugiriendo que la estructura de cadena abierta del alditol se puede
unir mejor el sitio activo de la enzima. La PEGilacion de la lactosa con un PEG amino

mediante aminacion reductiva retiene la estructura de cadena abierta del alditol, al
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mismo tiempo que provee una estructura estable de unién amino entre el disacarido y
la cadena de mPEG (Esquema 3-6). La reaccién se llevo a cabo incubando lactosa
con CH3;0O-PEG75-NH, (mPEGamino utilizado para la sintesis de amidacién con
lactobio1,5-nolactona) en presencia de NaBH;CN a pH 8, condiciones bajo las cuales
se produce la reduccion selectiva de la imina. Se utilizé un exceso del disacarido para
asegurar la conjugacién de todas las cadenas de mPEGamino. La reaccion fue
monitoreada por ccd la cual mostr6 el exceso de lactosa, la aparicion del compuesto
65 cuando se revel6 con el reactivo de acido sulfdrico y la desaparicién del PEGamino
de partida, el cual revelaba selectivamente con el reactivo de ninhidrina sobre la linea
de siembra (R 0,8 y 0,16, EtOH:H,O, 4:1). El acido bdérico fue eliminado por co-
evaporaciones con metanol. La purificaciéon de la mezcla de reaccion se llevé a cabo
mediante el pasaje de la misma por resina catidnica. El exceso de lactosa eluy6 con
agua mientras que el conjugado 64 eluyé con 0,5 N de HCI. Finalmente se obtuvo 65

como un sélido blanco con un 71 % de rendimiento.

OH
OH
oH _Of OH
ﬁ N/\,(,O\/‘%O HO&/OQH o
HO “on NaBH3CN agua HO HO HO VTO/\% “CHy

65 n:12 (71%)
Esquema 3-6

El espectro de RMN 'H de 65 (Figura 3-22) indicé la PEGilacion con un
equivalente de mPEGamino mediante la integracién de la sefal del OCHj; terminal (d),
que aparece como un singulete a & 3,39 ppm y la senal del proton anomérico a & 4,54
ppm (Ji 2= 8 Hz) correspondiente a la B-Galp el cual integra para 1 H. También se
pudieron observar las sefales a & 3,23 ppm y 3 3,03 ppm de los protones del los
metilenos obtenidos como resultado de la reduccién del carbono anomérico de la
lactosa (H-1). Los oxietilenos de la cadena mPEG se mostraron como un pico intenso
centrado a 6 3,72 ppm (c) mientras que los protones del metileno b se observan a &
3,59-3,56 ppm e integran para 2 H. El metilenos unido directamente al grupo nitrégeno
(a) se mostr6 a 6 3,44-3,31 ppm superpuesto a la sefial de uno de los protones del H-6

y del singulete de OCHj.

El espectro de RMN '°C de 65 (Figura 3-23) mostro la sefial del carbono
anomérico a & 102,8 ppm (B-Galp) y la senal del carbono metilénico producto de la

reduccion (C-1) que aparece a & 49,6 ppm. Para la cadena mPEG, la sefal
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correspondiente a OCHj; (d) apareciéo a 8 58,1 ppm mientras que el carbono del
metileno unido a nitrégeno (a) se mostrd a 6 47,2 ppm. Los carbonos correspondientes

a los grupos oxietilenos aparecieron como un pico intenso a & 69,6 ppm.
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Figura 3-22 Espectro de RMN 'H (D20, 500 MHz) de 65.
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El andlisis de espectrometria de masas ESI-TOF (Figura 3-24) revel6 una serie
de picos espaciados en 44 Da (OCH.CH,) correspondientes a los aductos de Na*. Se
pudo ver un pico principal de [M+Na]* a 952,49 que corresponde a un conjugado con

13 oxietilenos.

Intens. +MS, 0.4-0.5min #26-28)

x104 [M+Na]+ 952 4947

\. ; 996 5223

908 4697

1040 5465

842 4604

1084 5758

13668488

0.00

abo 1000 1100 1200 1300 " miz

Figura 3-24. Espectro de masa de alta resolucion ESI-TOF en modo positivo de 65.

Conjugacion de analogos de lactosa con PEGs multibrazos.

Para la obtencién de conjugados con PEGs multibrazos también utilizamos dos
estrategias diferentes para la PEGilacion de disacaridos conteniendo p-D-Galp como
unidad no reductora. |. Formaciéon de una amida entre el grupo amino del bencil 3-D-
galactopiranosil-(1—6)-2-amino-2-desoxi-a-D-glucopirandsido 59 y un SSPEG (ester
succinimidilsuccinato PEG) de 8 brazos Il. Formacion de una amida entre el grupo
carboxilico del acido lactobionico y NH,PEGs de 8-brazos. Si bien los métodos
utilizados son los mismos que para los conjugados lineales, en este caso se utilizd
PEGs multibrazos constituidos por 8 cadenas lineales de polietilenglicol unidos a un

“core” central de hexaglicerol y cuyos extremos libres se encuentran activados con un

86



Resultados y discusién Capitulo 3

grupo funcional adecuado para su posterior conjugaciéon. De esta manera se consiguié
aumentar el tamano del conjugado manteniendo la relacion en peso de sustrato
inhibidor/ PEG.

A diferencia de los conjugados lineales, estos no pudieron ser caracterizados
por MALDI-TOF o por ESI por varias causas. La resolucion en MALDI-TOF para
compuestos mayores a 20 kDa no es suficiente como para resolver iones moleculares
adyacentes con diferencia de 44 unidades de masa y como resultado solo se ve una
distribucion continua y ruidosa. El método no es conveniente cuando se trabaja con
polimeros polidispersos de pesos moleculares altos: los iones mas abundantes de
menor peso molecular alcanzan el detector antes que los iones de alto peso molecular,
por lo que saturan el detector, este pierde sensibilidad y como resultado, pueden no
observarse los iones de mayor peso molecular (Trathnigg, 2000). Por otro lado, los
espectros de ESI-TOF de polimeros de polietilenglicol resultan ser muy complejos de
interpretar. Al ser polimeros polidispersos, cada oligdmero presenta un peso molecular
diferente y estos a su vez pueden tener multiples estados cargados. Como resultado
se obtienen sefales anchas y muy ruidosas producto de la superposicion de sefales y
de la polidispersidad del polimero.

En vista de lo explicado anteriormente los conjugados multibrazos se
caracterizaron por RMN y SEC. Se obtuvieron los valores de M, (peso molecular
numeérico) por ambos métodos y M,, (peso molecular masico) y M, (peso molecular del
pico principal) por SEC. En todos los casos el valor de IPD (indice de polidispersidad)
resulto ser cercano a 1. La comparacion entre los espectros de RMN de los PEGs de
partida con sus respectivos productos de conjugacion nos permitio confirmar la

reaccion.

|. PEGilacion del bencil p-D-galactopiranosil-(1— 6)-2-amino-2-desoxi-a-D-

glucopirandsido (59).

Para esta conjugacion se utilizaron PEGs multibrazos cuyos extremos libres se
encuentran activados como esteres de succinimidil N-hidroxisuccinimida (SS). Estos
pueden ser conjugados por amidacion al grupo 2-amino del disacarido 59 (Esquema
3-7). Se utilizaron dos PEGs activados de 8 brazos de 20 y 40 kDa (20204 y 42680 Da
de acuerdo al certificado de andlisis del proveedor). Las amidaciones se realizaron en
buffer pH 8 a temperatura ambiente y se monitorearon por ccd detectando en ambos

casos los productos obtenidos como una mancha negra cercana al lugar de siembra
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cuando fue revelado con reactivo de acido sulftrico. Los PEG multibrazos de partida
no reaccionan con este reactivo. Para ambas reacciones se utilizé un exceso del
disacarido de partida (R; 0,6, EtOH:H,0O, 4:1), para asegurar maxima sustitucion, pues
este puede ser removido facilmente por didlisis. Por liofilizacién de la solucién
dializada se obtuvieron los compuestos 66 y 67 como polvos blancos con 71% y 60%

de rendimiento respectivamente.

o, HO OH

$ :10%
Phosphate buffer OH

08 . K(WA M (50 mM, pH 8) ¢ Ho
. o R TR o
Q

66 n = 50 (71%) O on
67 n =115 (60%) HOQ&

Esquema 3-7

La formacion de los conjugados fue confirmada por RMN 'H. Tres grupos de
sefnales permitieron confirmar la conjugacion de cada brazo para dar el compuesto 66.
1. Las senales correspondientes a los protones de los metilenos del succinato (e y f)
los cuales aparecen como un unico multiplete centrado en & 2,70 ppm que integra
para 4 H en el PEG de partida (Figura 3-25 A) y cuando estan conjugados se
muestran como dos multipletes que integran para 2 H cada uno, centrados a 6 2,54
ppm y 2,63 ppm (Figura 3-25 B). 2. La desaparicién de la senal a § 2,80 ppm (s)
(Figura 3-25 A) que integra para 4 H correspondientes al par de metilenos del extremo
oxi-succinimida en el espectro de partida (Figura 3-25 B). 3. El desplazamiento de la
sefnal de los protones OCOCH, (a) a campos mas altos, la cual aparece a & 4,27 ppm
e integra para 2 H cuando esta derivatizado (Figura 3-25 B) y cuando se encuentra sin
derivatizar se muestra a & 4,30 ppm (Figura 3-25 A). Conjuntamente se puede

observar la correlacion entre estas sefales y las de los dos protones anoméricos que
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aparecieron a 8 4,94 ppm (J; .= 3,65 Hz, H-1) y a 6 4,45 ppm (J; 2= 7,8 Hz, H-1’), los
cuales integran para 1 H cada uno. Uno de los protones de la CH.Ph, sustituyente del
azucar, se mostrd a 8 4,58 ppm con una constante de acoplamiento de H geminal (J=
12 Hz), mientras que la sefal del otro proton se observa en menor proporcién debido a
que parte de la misma se suprimié junto con la senal del DHO a 6 4,79 ppm. Los
protones oxietilénicos (b y ¢) aparecieron como una sefal intensa centrada a & 3,71
ppm junto con las sefales del “core” de hexaglicerol (R) y algunas sefales del aztcar
(Figura 3-25 B). La estimacion del numero de grupos de oxietilenos y por lo tanto, del
peso molecular promedio se calculé por integracién de la correspondiente senal
respecto de la de los protones anomeéricos.

8 e,f
8-brazos-SSPEG 20 kDa —_

R: \OMO/ core de hexaglicerin b
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Figura 3-25. Comparacion de los RMN 'H de 8-brazos-SSPEG 20kDa de
partida (A) y el del conjugado 66 (B).
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El espectro de RMN 3C de 66 (Figura 3-26 B) mostrd la desaparicién de la
senal de los carbonos de los metilenos de NHS (s) los cuales aparecen a & 25,4 ppm
en el material de partida (Figura 3-26 A) y la diferenciacion de los carbonos del
succinato (e y f) que se muestran a § 29,3 ppm y & 30,0 ppm respectivamente.
También se pueden observar las senales de los carbonos anoméricos a § 103,4 ppm
(C-1") y 8 96,0 ppm (C-1) y la senal del C-2 del azlcar unido directamente al nitrégeno
a & 53,6 ppm. La senal del carbonilo de la amida (g) se muestra a & 174,7 ppm
superpuesto al carbonilo del ester (d) (Figura 3-26 B), mientras que en el material de
partida estos aparecen a 4 175,1 ppm y 8 176,7 ppm respectivamente (Figura 3-26 A).
Los grupos oxietilenos de la cadena PEG aparecieron como un pico intenso a 3 69,8
ppm junto con los carbonos de hexaglicerol (R), el CH.Ph y otros carbonos del azucar.
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Figura 3-26. Comparacion de los RMN '°C de 8-brazos-SSPEG 20 kDa de partida
(A) y el del conjugado 66 (B).
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El espectro del compuesto 67 (Figura 3-27 B) mostrd sefiales semejantes al
espectro del compuesto 66, diferenciandose Unicamente en la integral de ¢ y R
centradas en 8 3,71 ppm y en las sefales de los protones e, f y s (Figura 3-28 A) del
PEG de partida que indicaria hidrolisis del grupo succinimido en el DHO, previo al
analisis de RMN 'H.
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Figura 3-27 Comparacion del RMN 'H del 8-brazos-SSPEG 40kDa de partida
(A) y el del conjugado 67 (B).

El andlisis por SEC del compuesto 66 mostr6 una distribucién de pesos
moleculares menores a los calculados de acuerdo al certificado del proveedor para el
PEG de partida (M, 20204), calculado M, 22732, encontrado M, 17069 Da, M,, 19693
Da y M, 17250 Da. Para el compuesto 67 de mayor peso molecular los pesos
encontrados también resultaron ser menores a los calculados de acuerdo al certificado
del proveedor (M, 42680), calculado M, 45208, encontrado M, 27297 Da, M,, 30582Da
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y M, 27746 Da. Estas diferencias pueden deberse a que en SEC estas estructuras de
tipo estrella tienden a contraerse y como resultado muestran un volumen
hidrodinamico (espacio que ocupa una molécula cuando se encuentra en solucion)
menor al que mostraria un polimero lineal de igual tamano. Por otro lado, los testigos
utilizados para calibrar el sistema tienen una estructura quimica distinta (poliestirenos
lineales) y esto también contribuye a la diferencia observada. Finalmente calculamos
el peso molecular aproximado por RMN 'H de acuerdo a la integral de los metilenos
del polietilenglicol y estos resultaron ser de 27204 Da para 66 y 57080 Da para 67, en
este caso mayores a los calculados y esto podria deberse a que la sefal de los
metilenos del polietilenglicol es una suma de sefales superpuestas que se observa
como una sefnal ancha y con satélites a los costados que hace menos precisa la

integracion.

|I. PEGilacion de lactobiono 1,5 lactona.
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Para la conjugaciéon con lactobiono 1,5-lactona se utiliz6 PEGs multibrazos
cuyos extremos libres se encuentran funcionalizados con grupos amino. Estos pueden
ser conjugados facilmente a un &cido lactobionico activado previamente como
lactobiono 1,5-lactona (62). Se utilizaron dos PEGs de 8 brazos de 20 y 40 kDa (20536
y 42680 de acuerdo al certificado de andlisis del proveedor). Las reacciones se
llevaron a cabo a 90 °C en DMF anhidra, pH 8. Se monitorearon por ccd las cuales
mostraron en ambos casos una mancha cercana al lugar de siembra cuando se revelé
con reactivo de H,SO,. También se verificé la desaparicion de los PEG amino de
partida ya que los mismos revelan con el reactivo de ninhidrina. En ambas reacciones
utilicé un exceso del disacéarido (R;0,55, EtOH:H,O:AcOH, 80:5:15) para asegurar la
conjugacion de cada brazo. Este exceso pudo ser eliminado por dialisis contra agua.
Para la obtencion de 69 se agregé el PEG en dos porciones pues se habia observado
que si se agregaba todo el reactivo junto el producto formaba un gel muy dificil de
disolver. Por didlisis y posterior liofilizacion se obtuvieron los compuestos 68 y 69
como polvos blancos con un 93 % y un 87 % de rendimiento respectivamente.

La formacién de los conjugados fue confirmada por RMN 'H. El espectro del
compuesto 68 (Figura 3-28) mostré la conjugacién de cada brazo del PEG multibrazos
con un equivalente de &cido lactobidnico por el desplazamiento de las sefales del par
de protones del metileno unido al grupo amino (a) los cuales se muestran como dos
multipletes que integran para 1 H cada uno, centrados a & 3,41 ppm y & 3,48 ppm
(Figura 3-28 B), mientras que en el PEG sin derivatizar se muestran como un
multiplete centrado a & 3,19 ppm (Figura 3-28 A). Conjuntamente se pueden ver las
sefnales correspondientes al protén anomérico -Galp (H-1') que se muestra como un
doblete a & 4,54 ppm (J; 2= 7,8 Hz, H-1’) que integra para 1 H y la sefal del protdn
correspondientes a H-2 que se observa como un doblete a § 4,40 ppm (J23= 2,7 Hz)
que también integra para 1 H. Los protones ¢, R y el resto de las sefales del azucar

aparecieron como una sefial intensa centrada a & 3,68 ppm.
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Figura 3-28. Comparacion de los RMN 'H del 8-brazos-NH,PEG 20kDa de
partida (A) y el del conjugado 68 (B).

Las principales sefiales que confirman la formacion de 68 en el espectro de
RMN "°C (Figura 3-29) son la aparicion de la sefial del carbonilo de la amida a & 174,4
ppm (C-1) y la sefial del carbono anomérico a & 103,5 ppm (C-1’) (Figura 3-29 B).
Respecto a la cadena de PEG, el metileno unido directamente a la amida (a) aparece
a 6 38,6 ppm, levemente desplazada del valor que mostraba en el PEG de partida
(Figura 3-29 A). Los carbonos de los grupos oxietileno (b, c) aparecieron como un
pico intenso a & 69,6 ppm junto con los carbonos del “core” de hexaglicerin (R) y otros

carbonos del azucar
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Figura 3-29. Comparaciéon del RMN *C del 8-brazos-NH,PEG 20 kDa de
partida (A) y del conjugado 68 (B)

El espectro de RMN 'H del compuesto 69 (Figura 3-30) mostré senales
semejantes al espectro del compuesto 68, diferenciandose Unicamente en la integral

de la sefal centrada en & 3,72 ppm correspondientes a los protones c, R.

95



Resultados y discusién Capitulo 3

X 1899
[ 0wMoMn
| \VZ
cyR
e A N
HN 2 &%/}R
2\3/\(O n8 b
8-brazos-NH,PEG 40 kDa a
A
@ © <t ™ - O NOAN—-—OOON OO
SIS NN A NV SIS
VoV =<\
cyR
e N
OHoH ¢ ON A%}
> o OH H p
Hoéﬁvo 1N R
on OHo e Vg
69
Protones
del azicar
H-1"  H-2 " ) a
X —
B
S 3 SN SIS

49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7 36 35 34 33 3.2 ppm

Figura 3-30 Comparacion del RMN 'H del 8-brazos-NH,PEG 40 kDa de partida
(A) y del conjugado 69 (B).

El andlisis por SEC de 68 mostro, al igual que para 66 y 67, una distribucidén de
pesos moleculares menores a los calculados de acuerdo al certificado del proveedor
(M, 20536), calculado M, 23256, encontrado M, 12203 Da, M,, 12668 Da y M, 10924
Da. Para 69 de mayor peso molecular también se encontraron valores mucho menores
a los calculados de acuerdo al certificado del proveedor (Mn 42680), calculado M,
45400, encontrado M, 29164 Da, M,, 25483 Da y M, 21227 Da para 69 y esto puede
deberse, al igual que para los compuestos 66 y 67, a la diferencia en el volumen
hidrodinamico que presentan estos compuestos que no solo son diferentes en
estructura quimica sino que tienen forma esférica comparada con los testigos de
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poliestirenos lineales. Por ultimo calculamos el peso molecular aproximado por RMN
'H de acuerdo a la integral de los metilenos del PEG y estos resultaron ser de 24536
Da para 68 y 54940 Da para 69, mayores a los esperados y esto podria deberse, al
igual que para los compuestos 66 y 67, a que la sefal de los metilenos del PEG es
una suma de sefnales superpuestas lo cual finalmente resulta en una sefal ancha con

senales satélites a los costados que dificultan la medicién.

Inhibicion de la sialilacion de N-acetillactosamina por accion de los
PEG-conjugados.

Para estudiar la capacidad de inhibicion de la trans-sialilacién, catalizada por
TcTS, de los PEG conjugados se probaron diferentes concentraciones de los
compuestos 59-69 en reacciones de transferencia conteniendo 1 mM de 3°SL como
donor de acido sialico, 12 uM [D-glucosa-1-14C]-Iactosa como aceptor y TcTS (Tabla
3-2). La inhibicién fue cuantificada midiendo la radioactividad retenida en una resina de
intercambio anidnico luego de la incubacion y comparando con la radioactividad
retenida en ausencia del inhibidor. Las amidas PEGiladas 60 y 61 del disacarido 59
mostraron valores de inhibicién similares al del disacarido original, incluso mejores
para el de la cadena mas corta. Respecto a los derivados multibrazos 66 y 67, también
derivados de 59, se puede ver que el valor de ICs, es aproximadamente 8 veces
menor en molaridad, pero considerando que la molécula presenta 8 moles de sustrato
aceptor se podria inferir que cada brazo estaria interactuando con una unidad de
enzima y que la presencia de la cadena de PEG unida a este disacarido inhibidor no
alteraria la capacidad para interactuar con la misma. Contrariamente, los disacaridos
de cadena abierta 63 a 65 dieron valores de /Csp mayores a los valores de los
disacaridos de los cuales derivaron (31 y 30), siendo mas alto para el de la PEGamina
65 mostrando que en estos casos la conjugacién alteraria la capacidad de interactuar
con la enzima. Sin embargo, sus analogos multibrazos 68 y 69 también presentan
valores de ICs, mas bajos que el disacarido del cual derivan (acido lactobidnico)
aunque en este caso 68 muestra un valor apenas mas bajo, mientras que 69 alcanza a

ser 4 veces menor.
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En la mayoria de los casos (a excepcion del compuesto 60) los conjugados de
cadena mas larga resultaron ser mejores inhibidores que sus analogos de cadena mas
corta, lo cual indicaria que a mayor longitud de cadena, mayor espacio entre unidades
aceptoras y por lo tanto, mejor interacciéon con la TcTS.

Inhibidor® IC50(mM)

Lactitol (31) 0,21
Acido Lactobiénico (30) 0,33
59 0,70

60 0,34

61 0.73

63 2,70

63 0,61

65 4,52

66 0,12*

67 0,08*

68 0,21*

69 0,09%

Tabla 3-2. Inhibicién de la reaccion de TcTS por analogos de lactosa y sus derivados
PEGilados.

Mucci et al., (Mucci et al., 2006) habia analizado la farmacocinética del lactitol
(31) midiendo la capacidad inhibitoria de TcTS en muestras de sangre extraidas a
distintos tiempos de ratones inyectados con 10 mg del disacarido inhibidor. Observo
un 50 % de inhibicion a los 160 minutos cuando el inhibidor se inyecté en forma
intravenosa. Luego de 270 minutos no detectaban inhibicion alguna indicando la
ausencia del inhibidor pasado ese tiempo. En el presente trabajo de Tesis se repiti6 el
ensayo inyectando 2,5 mg de lactitol (36,6 mM) 6 2,5 mg del disacarido 59 (29 mM)
(ambos disueltos en 200 ul de BSA) en ratones y luego se ensayo la reaccién de TcTS
en muestras de sangre tomadas a distintos tiempos (0-2 h) (Figura 3-31). El primero

mostrd un 50 % de inhibicién en una muestra tomada inmediatamente después de la
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inyeccion, disminuyendo rapidamente y mostrando solo un 10 % de inhibicion luego de
dos horas (curva verde). En el caso del disacarido 59, se observdo un 20 % de
inhibicion inmediatamente luego de la inyeccién disminuyendo a un 6% luego de dos
horas (curva purpura). Para determinar si estos analogos de lactosa conjugados con
PEG aumentan su permanencia en la sangre, los compuestos 61, 64 y 67 se
inyectaron en ratones y se tomaron muestras de sangre a diferentes tiempos (0-24 h).
Las cantidades inyectadas fueron ajustadas de manera tal que las cantidades de
inhibidor fueran similares a las previamente estudiadas (29 mM para 61, 50 mM para
64 y 3,32 mM para 67). Estos compuestos fueron elegidos debido al mayor tamafno de
la cadena de PEG. El compuesto 69 no fue probado debido a que al disolver en BSA
dié una solucién demasiado viscosa como para inyectarla. Finalmente analizamos la
reaccion de TcTS en el plasma extraido y tomamos como 0 % de inhibicién la reaccién
conteniendo plasma de ratén no inyectado.

100 -
—=&— compuesto 67
—=&— compuesto 64
80 1 —=— compuesto 61
—=— 2 5 mg lactitol
60 - —=&— 2,5 mg compuesto 59
S
c
© 40
2
e}
<
o \-
04
0 1 2 a4 23
tiempo (h)

Figura 3-31 Curva de inhibicion de la TcTS por el plasma obtenido de ratones
inyectados con 61, 64 y 67 en funcién del tiempo.

Como se puede observar, los conjugados lineales 61 (curva roja) y 64 (curva
azul) muestran un comportamiento similar al de su precursor 59 (curva puarpura). Se
podria inferir que estos conjugados resultaron ser rapidamente eliminados de la

sangre mostrando solo un valor cercano a un 10 % a la media hora de inyeccién. En
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cambio, para el compuesto 67 se puede observar un valor elevado de inhibicién en un
tiempo inmediato a la inyeccion y que esta disminuye lentamente con el tiempo
mostrando inhibicién aun luego de 24 h de ser inyectado (curva negra).

Prueba de estabilidad en sangre.

Para confirmar la presencia de estos PEG conjugados en la sangre, se
analizé la presencia de los mismos por métodos colorimétricos en las mismas
muestras utilizadas para medir inhibicion (Figura 3-32). Los ensayos control se
realizaron en otros ratones inyectando cantidades equivalentes del correspondiente
PEG sin derivatizar. Los conjugados de PEGs lineales se cuantificaron usando un
método colorimétrico basado en la particién de un croméforo del reactivo de tiocianato
de amonio que se separa del medio acuoso hacia una fase cloroférmica cuando hay
PEG presente. Este método fue utilizado previamente para evaluar conjugados
PEGilados de proteinas (Nag et al., 1996). Para los PEGs multibrazos se empleé otro
método colorimétrico basado en la formacién de un complejo de yoduro de bario
cuando hay PEG presente (Sims y Snape, 1980; Ramon et. al, 2005). La
concentracion del compuesto 61 en una muestra de sangre tomada inmediatamente
luego de la inyeccion resulto ser de 4 mg/ml y luego disminuyd en un periodo de 30
minutos a 1 mg/ml, valor que mantuvo durante la siguiente hora y media (curva roja).
Su PEG control se comporté de manera similar (curva roja punteada). La
concentracion del compuesto 64 resultd un poco mayor (8,2 mg/ml), acorde a la
cantidad inyectada, y también disminuyé rapidamente (1,9 mg/ml) en un periodo de 30
minutos, para luego mantener este valor durante la siguiente hora y media (curva
azul), comportamiento similar al de su PEG control (curva azul punteada). Por otro
lado se recuper6 3,5 mg del compuesto 67 en 30 pl de orina luego de 30 minutos de la
inyeccion disminuyendo a 1 mg en 100 pl luego de 60 minutos. Aunque los valores
totales recuperados no fueron determinados se pudo ver una rapida eliminacion de la
circulacion a través de filtracion por los rifones debido, probablemente, a que el
tamano del conjugado no fue lo suficientemente grande. El compuesto 67, a diferencia
de los PEGs lineales, mostrd la presencia de 11 mg/ml en una muestra tomada
inmediatamente luego de la inyeccion y disminuy6 a la mitad en primera hora, valor
que mantuvo con ligeras variaciones en las siguientes 23 horas (curva negra). El PEG
control se comporté de manera similar (curva negra punteada). Se recuperaron 1,26

mg del compuesto 67 de 14 pul de orina luego de 30 minutos de la inyeccion, mientras
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que 1,5 mg fueron recuperados de 115 ul luego de 24 horas. Este resultado refleja una

constante, aunque lenta, eliminacion del sistema por filtracion por los rifiones

confirmando lo observado en la curva de inhibicion en funcion del tiempo.

Si bien los compuestos finalmente resultan ser eliminados, como resultado de

la conjugacién con PEGs multibrazos se logré aumentar la vida media de estos

analogos de lactosa en plasma. Dado que no se recuperd en orina el total del

compuesto los resultados indicarian que parte de los mismos pueden localizarse en

distintos tejidos y de esa forma desaparecer de la circulacion.

PEG (mg/ ml de plasma)

compuesto 61
------ control compuesto 61
compuesto 64
-+ control compuesto 64
compuesto 67
------ control compuesto 67

L

1 2 3 4 5 23 24

Tiempo(h)

Figura 3-32. Estabilidad en sangre de los PEG conjugados 61, 64 y 67.

101



Resultados y discusién Capitulo 3

Conclusiones.

Las pruebas de inhibicion de TcTS por los productos de PEGilacién de lactosa
y analogos con PEGs lineales indicaron que los conjugados del disacarido 60 y 61
mostraron valores de inhibicién del orden de su disacéarido precursor 59, mientras que
aquellos que tenian la cadena abierta, 63, 64 y 65, dieron valores de /ICs, mayores que
el disacarido precursor. Respecto a los conjugados multiborazo 66 y 67, también
derivados de 59, se podria inferir por los valores de ICs,, que cada brazo estaria
interactuando con una unidad de enzima y que la presencia de la cadena de PEG
unida a este disacéarido no alteraria la capacidad para interactuar con la misma. Para
el caso de los conjugados de cadena abierta 68 y 69 también presentaron valores de
IC5p mas bajos que el disacarido del cual derivan (acido lactobiénico, 30) aunque en

este caso 68 mostrd un valor similar, mientras que 69 dio un valor 4 veces menor.

En todos los casos los conjugados de cadena mas larga resultaron ser mejores
inhibidores que sus analogos de cadena mas corta lo cual indicaria que a mayor
longitud de cadena, mayor espacio entre unidades aceptoras y por lo tanto, mejor
interaccion con la TcTS.

El andlisis de estabilidad en sangre de estos compuestos determiné para el
caso de los PEGs lineales 61 y 64, una rapida eliminacion de los conjugados
probablemente por filtracion por rindn debido a los pesos moleculares bajos de los
polimeros utilizados para la conjugacién del azacar. En el caso del PEG multibrazo 67
se observd mejor biodisponibilidad, comprobando la presencia del conjugado en
circulaciéon hasta 24 horas después de la inyeccion.

Se puede concluir que la conjugacion con PEGs mulibrazos ha sido Gtil para
aumentar la eficacia de los derivados de lactosa como inhibidores de TcTS. Las
reacciones de conjugacion son sencillas y la mayor estabilidad de estos conjugados en
sangre alienta a realizar estudios de inhibicién in vivo con pacientes Chagasicos.
Futuros estudios acerca de la localizacion en tejidos de estos conjugados nos daria

una mayor informacion acerca del modo de accién de estas drogas.
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Sustratos bifuncionales:

En base al mecanismo de acciéon de TcTS, los potenciales inhibidores son
clasificados dependiendo del sitio activo al que estén direccionados. En los ultimos
anos varios grupos de investigacion se han abocado a la busqueda de inhibidores de
TcTS destinados principalmente al sitio de unién del acido sidlico (Neres et al., 2008;
Buchini et. al., 2008; Carvalho et al., 2010a). Se han probado como inhibidores de
TcTS miméticos de acido sidlico y moléculas analogas al oxocarbenio, intermediario
en el estado de transicion (Figura 4-1 a), que habian resultado exitosos para la

inhibicidon de neuraminidasas de Influenza.

El &cido 2-desoxi-2,3-didehidro-D-N-acetil-neuraminico (DANA) (Figura 4-1 b),
un potente inhibidor de sialidasas de Influenza, resulté ser un inhibidor débil de TcTS
(Ki 12,3 mM) (Paris et al., 2005). Sin embargo, DANA fue el primer compuesto con el
cual co-cristalizd6 TcTS junto con la lactosa aceptora (Figura 1-5)(Buschiazzo et al.,
2002). Por otro lado, la sialidasa de Trypanosoma rangeli (TrSA) con un 70% de
homologia con TcTS es inhibida eficientemente por DANA (Ki 1,5 uM)(Paris et al.,
2005). La reaccién de transferencia de acido sidlico por TcTS y la reaccion de
hidrélisis de TrSA comparten el mismo mecanismo, en el cual se obtiene un
intermediario covalente con el sustrato sialilado (Amaya et al., 2003, Watts et al., 2003)
(Esquema 1-1). Por comparacién de las estructuras cristalinas de ambas enzimas co-
cristalizadas con DANA se revelaron algunas diferencias estructurales en el sitio
activo, las cuales pueden ser las responsables de las diferentes actividades
enzimdticas. El sitio destinado al sustrato en TcTS se muestra mas estrecho e
hidrofébico, y podria favorecer la reaccion de trans-glicosilacion debido a la exclusion
del agua (Buschiazzo et al., 2002).

OH
O DANA
K, 12,3 mM

277

OXOCARBENIO

Figura 4-1. a. Estructura del oxocarbenio, intermediario en el estado de transicion. b.

Estructura de DANA, ligando co-cristalizado con TcTS, analogo al acido sialico.
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Se han probado otros inhibidores de neuraminidasa de Influenza, comerciales,
analogos del estado de transicién, como Zanamivir, Oseltamivir y Panamivir y tampoco

mostraron inhibir la reaccién de TcTS en concentracién 1-2 mM del inhibidor (Neres et
al., 2008) (Figura 4-2).

2
ZANAMIVIR OSELTAMIVIR PANAMIVIR
n.i (1 mM) n.i(2mM) n.i (1 mM)

Figura 4-2 Estructuras de inhibidores de neuraminidasas virales analogos al

estado de transicion que se encuentran en el mercado.

Utilizando una estrategia similar, aunque no basados en azucares, Neres et al.,
sintetizaron inhibidores reemplazando el anillo tetrahidropirano del oxocarbenio por
anillos simples como el acido benzoico o piridina (70-73) (Figura 4-3). Si bien estas
moléculas, de acuerdo a calculos de docking, se ubicaban perfectamente en el sitio
activo del acido sialico, los valores de ICs,frente a TcTS resultaron en el rango 0,3-1,0
mM (Neres et al., 2007).

O:< NH,
NH

OH
0 N
NH Of C /\ / \ NH
o N O —
° O)— ©0 N/ °° X)i

72: X;: 0O, IC5; 0,44 mM

70: 1C50, 0,54 mM 71: 1Cg, 0,58 mM
73: Xz: S, |C50, 0,54 mM

Figura 4-3 Estructuras de los inhibidores de TcTS mas eficientes, derivados del
acido benzoico o piridina (70-73) descriptos por Neres et al., (2007).
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Withers y colaboradores describieron algunas chalconas y quinolinonas
conteniendo sulfonamidas como potenciales inhibidores de TcTS mostrando valores
de K entre 2,0 y 0,2 uM (74-76) (Figura 4-4) (Kim et al., 2009). También Arioka et al.,
(2010) describieron una serie de flavonoides y antraquinonas seleccionadas por
screening de compuestos naturales que resultaron ser buenos inhibidores de TcTS in
vitro, con valores de ICs, 0,58 UM (77-78). Estos resultados sugirieron que la forma
anionica de estos compuestos se une al sitio activo de la enzima que normalmente es
ocupada por el grupo carboxilato del acido sialico. Si bien obtuvieron excelentes
resultados estos autores no describieron estudios de toxicidad.

R1 O P l OH
R2 OH
i
R«—HN—sO RoH 74: 152,5 uM
1 OH
[¢]
RiH Ry _HN_%_O_ 75: |500,9 pM 76: |50y0,6 uM

(0]

OH
@) (0]
OH
HO
OH
HO O
OH
Cl
OH OH O OH
OH O
17 |50, 17 MM 78: |50’ 0,58 }.I.M

Figura 4-4. Estructura de las chalconas y quinolinonas conteniendo sulfonamidas
inhibidoras de TcTS descriptas por Kim et al. (2009) (74-76). Estructura de flavonoides
y antraquinonas inhibidoras de TcTS descriptas por Arioka et al. (2010)(77-78).

Otro inhibidor destinado al sitio del &cido sialico es el gangliésido GM; (Figura
4-5) el cual cuando la unidad de &cido sialico es modificada, en el C-4 (desoxi o
metoxi) (79,80) o el C-8 (desoxi) (81), actia como inhibidor de TcTS en el rango de
concentracion entre 10-100 uM (Vandekerckhove et al., 1992).
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OH _oH
O O
OH HO O~ceramida
79: R:H OH
80: R: MeO¢ inhibicion 10-100 uM
81: R:H

Figura 4-5 Gangliésido GM; modificado en C-4 (79-80) o C-8 (81) de la unidad de
acido sialico actia como inhibidor de TcTS.

Se han descripto algunos inhibidores capaces de ocupar ambos sitios, el del
acido sidlico y el de la B-galactopiranosa, de manera que la reaccion de transferencia
resultara inhibida o incluso bloqueada. Como primer intento podemos nombrar los
ciclohexenofosfonatos, miméticos de &cido sidlico, conjugados al OH 3 o 6 de una -
galactopiranosa sintetizados por Streicher y colaboradores. Estos resultaron ser
inhibidores débiles de TcTS siendo el mas eficiente aquel que contenia una unidad de
etilenglicol como espaciador (82) (Figura 4-6) (Streicher y Busse, 2006; Busse et al.,
2007). Meinke et al., (2011), por otro lado, sintetizaron por metatesis cruzada C-
sialésidos conteniendo en el C-2 y/o en el C-9 un anillo aromatico capaz de colocarse
entre los residuos aromaticos Tyr119 y Trp312 del sitio aceptor (84, 85). Los
resultados de afinidad, determinados por SPR (surface plasmon resonance) mostraron
que esta aumentaba con la presencia de solo una unidad de anillo aromatico siendo el
mas afin aquel que contenia un residuo de fenil-propilo en su extremo anomérico (Kp
0,16 mM). Este compuesto mostré inhibir la reaccién de TcTS en presencia de 1 mM
del inhibidor (Figura 4-6).

HG,

P
O/\/O OMe

82: 1C5p: 1,5 mM
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83: Kp: 0,16 mM 84: Kp: 0,37 mM

Figura 4-6 Sustratos bifuncionales inhibidores de TcTS descripto por Streicher et al.,
(2006); Busse et al., (2007) (82), Meinke et al., (2011)(83, 84)

También Carvalho et al., (2010b) sintetizaron, mediante quimica tipo click,
derivados de B-galactopiranosas sustituidos en su carbono anomérico o carbono 6, por
1,2,3-triazoles con grupos aromaticos como anilina o piridina dirigidos al sitio donor de
acido sidlico. Estos compuestos resultaron ser inhibidores moderados de TcTS con
valores menores a un 40 % de inhibicion en presencia de 1 mM del inhibidor aunque
todos mostraron ser aceptores de &cido sidlico (85, 86) (Figura 4-7). Siguiendo esta
estrategia sintética Campo et al., (2012), sintetizaron derivados de galacto, gluco o
gulo sustituidos en su carbono anomérico, carbono 3 o 6, por un anillo 1,2,3-triazol
unido a &cido sidlico o simplemente a un aminoacido (treonina) (87, 88). Mediante
céalculos docking del sitio activo de TcTS, estimaron que estos compuestos eran
capaces de formar puente de hidrégeno entre el carboxilo del acido sialico y la triada
de arginina del sitio donor, al mismo tiempo que el anillo 1,2,3-triazol interactuaba
hidrofébicamente, por interaccion pi-pi, con Trp312 del sitio aceptor. Adicionalmente el
compuesto que contenia la unidad B-galactopiranosa también interactuaba con Trp312
y Tyr119 del mismo sitio. Basados en estos calculos se podia predecir que no hacia
falta la unidad de &cido siélico para inhibir TcTS, sino que el simple hecho de contener
un grupo carboxilico permitia la interaccion con el sitio donor. Los resultados de
inhibicion de TcTS obtenidos para los compuestos que contenian la unidad de acido
sialico estuvieron de acuerdo con resultados calculados por docking siendo del rango
de 70-90 % de inhibiciéon cuando eran incubados con 1 mM del inhibidor, sin embargo,
el compuesto que solo contenia el aminoacido no mostrd valores significativos de
inhibicion a esa concentracién de inhibidor indicando que la presencia de &cido sialico

podria tener un rol relevante en la inhibicion de TcTS.
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Figura 4-7 Sustratos bifuncionales inhibidores de TcTS descriptos por Carvalho et al.
(2010) (85, 86). Sustratos bifuncionales inhibidores de TcTS descriptos por Campo et
al. (2012) (87, 88) @ porcentaje de inhibicion observado en presencia de 1 mM de
inhibidor).

En este capitulo describimos otros sustratos bifuncionales dirigidos a los sitios
de unién del sustrato donor y del aceptor. Para ello unimos covalentemente sustratos
que resultaron ser buenos aceptores de acido sialico, como son la lactosa o el acido
lactobidnico, a sustratos que pueden tener afinidad por el sitio destinado al acido
sidlico, como lo son los compuestos conteniendo acidos carboxilicos y miméticos del

acido sialico.

Sintesis de los sustratos bifuncionales.

Para la conjugaciéon de distintos disacaridos con p-D-Galp terminal, con
compuestos que podrian tener afinidad por el sitio especifico del &cido sidlico se
utilizaron tres estrategias diferentes. I. Aminacion reductiva de la lactosa con el grupo
amino del oseltamivir en presencia de NaBH3;CN. I1. Formacion de una amida entre el
grupo carboxilo del acido lactobionico y el grupo amino del oseltamivir, del acido
aminocaproico para ser usado como espaciador o de un dipéptido.
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Considerando que los sitios activos para el &cido sidlico de TcTS, TrSA y
neuraminidasa de Influenza son muy similares entre si y que las interacciones enzima-
DANA son semejantes (Figura 4-8) y (Figura 1-5), decidimos conjugar una unidad de
oseltamivir a un disacarido aceptor de acido sialico de manera de obtener un sustrato
dirigido a ambos sitios de TcTS. Si bien se describié (Neres et al., 2008) que el
oseltamivir no inhibe TcTS, esperabamos que la presencia del disacarido aceptor
produjera cambios conformacionales en el sitio del acido sidlico que como resultado
modificaran la afinidad por este inhibidor.
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Figura 4-8 Estructura de neuraminidasa de Influenza en complejo con DANA
(izquierda). Estructura de TcTS en complejo con DANA (derecha). Esquema que

muestra las interacciones enzima-inhibidor.

Streicher y colaboradores ya habian sintetizado inhibidores de neuraminidasa
de Influenza basados en oseltamivir sustituyendo el grupo carboxilo del oseltamivir por
fosfonatos o fosfonato monoester, conjugados al OH 3 o 6 de galactopiranosas (89,
90). De este modo mantuvieron la carga negativa, sin afectar la potencia del
oseltamivir como farmacoforo (Carbain et al, 2009). El objetivo era obtener miméticos
estables de 02—3 0 a2—6 sialilgalactdsidos, sustratos naturales de la neuraminidasa
de Influenza (Figura 4-9). Ambos sustratos resultaron ser inhibidores de
neuraminidasa del virus de Influenza A/Norway/1758/07. Estos compuestos no fueron
probados como inhibidores de TcTS.
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Figura 4-9 Miméticos de a2—3 (89) y a2—6 sialilgalactésidos (90) formado por un

inhibidor de neuraminidasas de Influenza conjugado a galactosa.

Los conjugados que se describen a continuacién son derivados de lactosa o de
la lactobiono 1,5-lactona obtenidos por conjugacion del grupo amino del C-5 de

oseltamivir comercial.

Sintesis de (3R, 4R, 5S) Etil 4-acetamido-N-(1’-desoxilactitol-1’-il)-5-
amino-3-(pentan-3-iloxi)-ciclohex-1-enocarboxilato (92).

Para la sintesis de 92 se agregaron 2 equivalentes de lactosa a una solucién
de 1 equivalente de fosfato de oseltamivir (91) disuelto en buffer fosfato y la mezcla se
agité durante una hora a temperatura ambiente, condiciones bajo las cuales se formo6
la imina entre el carbonilo de la forma abierta de la lactosa y el grupo amino del
oseltamivir. Pasado ese tiempo se agregaron 3 equivalentes de NaBHs;CN para reducir
la imina previamente formada y dar lugar a la amina secundaria. Esta reaccion fue
monitoreada por ccd donde se observo la aparicion de un nuevo compuesto de R 0,5
(EtOH:H,O:NH,OH(c) 12:2:1) que reveld por UV y con el reactivo de &cido sulfurico y
se mostré entre la lactosa (R 0,2) y el oseltamivir (R;0,72), el cual solo se observaba
mediante exposicion a la luz UV. Luego de 6 horas de reaccion el compuesto 92 se
purificé de la mezcla por cromatografia en fase reversa RP-18 y se obtuvo como un
s6lido blanco (71%). (Esquema 4-1).
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Niilife}

AcHN

OH OH OH
HgPO,HN"" 0o
O O
HO&/O N om
HO >
OH OH "OoH NaBH3CN

Buffer fosfato 50 mM, pH: 7.4

(71%)

Esquema 4-1

En el espectro de RMN 'H de 92 (Figura 4-10), la correlacion entre el valor de
integracion para el unico protdbn anomeérico de azucar, que se observd como un
doblete a & 4,50 ppm con una constante de acoplamiento de J;,-= 8 Hz, y la sefal del
H-2 del anillo ciclohexeno, que se mostré como un singulete ancho a & 6,80 ppm,
demostré que la conjugacién habia tenido lugar. Los extremos etilo del 3-pentilo no
son equivalentes entre si por lo que los metilos se mostraron como dos tripletes a &
0,84 ppm y & 0,89 ppm, mientras que los respectivos protones metilénicos se
observaron también a diferentes 8 a campos mas bajos. Los protones geminales del
nuevo grupo metileno unido al amino H-1'a y H-1'b, producto de la reduccion,
aparecieron como dos sefales, un doble doblete a 6 2,96 ppm con constantes de
acoplamiento Jya 1= 12 Hz y Jya2= 2,5 Hz y un triplete a 8 2,51 ppm con Jya1p Y Jipo=
11 Hz, integrando ambos para 1 H cada uno. Como se esperaba, estos protones

metilénicos aparecieron a campos mas altos que el resto de los protones del azicar

En el espectro de RMN '°C de 92 (Figura 4-11), los carbonos de los metilos de
la cadena 3-pentilo resuenan a & 8,9 ppm y & 8,7 ppm, los metilenos a 6 25,7 ppm y &
25,3 ppm y el metino a & 84,4 ppm. El C-1 y C-2 del ciclohexeno aparecieron a 6 129,3
ppm y & 138,3 ppm mientras que los carbonos C-4 y C-5 unidos a nitrégeno a & 55,0
ppm y 55,8 ppm, respectivamente. Para el azucar, el Unico carbono anomérico (C-1”)
resuena a 8 103,1 ppm (B-Galp) y la senal del C-1’ producto de la reducci n se mostr

a 6 49,0 ppm. Las asignaciones se realizaron por RMN bidimensional HSQC y COSY.
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El andlisis de espectrometria de masas ESI-TOF de 92 di6 valores de [M+H]" y

[M+Na]* que confirmaron la estructura.

Sintesis de acido (3R, 4R, 5S) 4-acetamido-N-(1’-desoxilactitol-1’-il)-
5-amino-3-(pentan-3-iloxi)-ciclohex-1-enocarboxilico (93).

El oseltamivir es comercializado como su prodroga Tamiflu la cual, luego de la
absorcion, es hidrolizada enzimaticamente en el higado por la carboxilesterasa
humana 1 (HCE1) presente en el organismo al correspondiente acido carboxilico,
siendo ésta su forma activa (Shi, et al, 2006). Con el objetivo de estudiar el
comportamiento como inhibidor de la reaccion de TcTS de la forma acido, hidrolizamos
quimicamente el ester 92 para dar el carboxilato 93 el cual mostré tener menor
movilidad en cdd (R 0,32, EtOH:H,O:NH,OH(c), 12:2:1) (Esquema 4-2). Luego de la
hidrélisis con NaOH a 30 °C, la mezcla se purificé por cromatografia en resina
catidnica. La estructura fue confirmada por RMN 'H la cual mostré la desaparicion de
la sefal del etilo del ester etilico a & 4,24 ppm y & 1,29 ppm (Figura 4-2) con el
correspondiente desplazamiento hacia campos menores de la sefial del H-5 y protones
geminales del H-6, H-1’a y H-1'b (Figura 4-12). Esto también fue confirmado por RMN
'3C (Figura 4-13), espectroscopia bidimensional HSQC y COSY y espectrometria de
masas ESI-TOF.

OH OH

HO
HO e)

o]

OH ~mQH
OH 92 93
(75 %)
Esquema 4-2
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Sintesis de (3R, 4R, 5S) Etil 4-acetamido-5-lactobionamida-3-
(pentan-3-iloxi)-ciclohex-1-enocarboxilato (94).

Para la reaccién de amidacion, se calenté un equivalente de fosfato de
oseltalmivir (91) en presencia de 2 equivalentes de lactobiono 1,5-lactona (3.7)
disuelta en DMF anhidra a pH 7 (para asegurar la forma amino del oseltamivir), hasta
que se observoé por ccd la desaparicion de la droga de partida 91, la cual revelaba por
UV (R 0,4, nBuOH:H,O:AcOH, 12:5:3), y la aparicién de un nuevo compuesto 94 (R
0,5) (Esquema 4-3). El producto obtenido se purific6 pasando la mezcla por una
columna de fase reversa RP-18. El exceso de lactobiono 1,5-lactona eluyé con agua
mientras que el producto 94 eluyd con 50 % de metanol. Luego de evaporar el

solvente se obtuvo un sélido con un 56 % de rendimiento.

/\é/\
AcHN X
OH
HO OH
o) 0 H3PO, HN' o
3P04.H2
HO o) 41 g
OH HO H O
0 DMF
(56 %)

Esquema 4-3

La estructura de 94 se confirmd por RMN. Nuevamente, la relacion entre las
integrales correspondientes al protén anomérico H-1” a & 4,55 ppm y la sefal
correspondiente al H-2 a & 6,81 ppm, indicé que la conjugacion habia tenido lugar. En
este caso, a diferencia de lo observado para el compuesto 92, la sefal del H-5 del
ciclohexeno (carbono unido directamente al nitrdgeno) aparecié a campos mas bajos.
En el compuesto 94 este sale superpuesto al H-3" a 3 4,14 ppm, mientras que en 92 el
mismo aparecio a é 2,94 ppm. También se puede observar la sefal correspondiente al
H-2’ a 8 4,41 ppm con un J>» 3= 2,5 Hz que integra para 1 H. Para el extremo 3-pentilo,
los etilos también se muestran no equivalentes, dando senales similares a las de los

compuestos 92 y 93 (Figura 4-14).
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En el espectro de RMN '®C el nuevo carbonilo resultante de la amidacion(C-1’)
se mostr6 a & 175,4 ppm. El resto de las senales resultaron similares a las del
compuesto 92 excepto que en este caso el C-5 unido al nitrégeno de la amida se
muestra desplazado hacia campos mayores (& 48,2 ppm, mientras que para 92 se
observaba a & 55,8 ppm) (Figura 4-15). Las senales fueron confirmadas por RMN

bidimensional HSQC y COSY vy la estructura por espectrometria de masas ESI-TOF.

Sintesis de acido (3R, 4R, 5S) 4-acetamido-5-lactobionamida-3-

(pentan-3-iloxi)-ciclohex-1-enocarboxilico (95 y 96).

Para obtener la forma &cida del ester de oseltamivir procedimos a la hidrélisis
alcalina utilizando el mismo protocolo que para la obtencién de 93. La reaccion se
monitored por ccd y ésta mostré la desaparicion del producto de partida y la aparicién
de un Unico compuesto que reveld por UV y con el reactivo de acido sulfurico (R;0,4,
nBuOH:H,O:AcOH, 12:5:3). Se confirm6 la obtenciébn del carboxilato de la
lactobionamida-oseltamivir 95 por RMN mono y bidimensional aunque también se
pudo detectar otro compuesto minoritario el cual, basados en el espectro de RMN 'H
se atribuy6 al epimero en C-2' (96) del compuesto 95. Este se formaria por las
condiciones alcalinas de la reacciéon debido a la presencia del grupo carbonilo de la
amida en posicion a al protén epimérico (Esquema 4-4). Los mismos no se pudieron

separar y por lo tanto se caracteriz6 la mezcla de ambos.

NaOH

HO

(70 %) Relacion 95:96 (4:1)

Esquema 4-4
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Por espectroscopia de RMN mono y bidimensional HSQC y COSY de la mezcla
se confirmé la hidrélisis mostrando la desaparicion de las sefales del etilo del ester
que se observaban a & 4,23 ppm y & 1,28 ppm en el RMN 'H (Figura 4-14) y a § 62,8
ppm y & 13,9 ppm en RMN 'C (Figura 4-15). En el espectro de RMN 'H (Figura 4-16)
el protédn anomérico H-1”, el H-2’ y el H-3', entre otros, aparecieron como senales
dobles en una relacion 4:1 correspondientes a los dos epimeros en C-2’. También se
pueden observar que el H-2° y el H-3' de 95 y 96 tienen distintas constantes de
acoplamiento, valores acordes con las correspondientes estructuras epiméricas. Esto
también se vio reflejado en el espectro de RMN C'® (Figura 4-17) que mostraba las
sefales del C-1’, C-2' y C-3’, entre otras, duplicadas. El andlisis de espectrometria de
masa indico solo las sefales mayoritarias de [M+H]" y [M+Na]* indicando que ambos
compuestos tenian la misma masa. Por ultimo, la presencia de 95 y 96 se confirmé por
HPAEC-PAD pues los epimeros presentaron distintos tiempos de retencion (Tabla
4.1).
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Figura 4-16 Espectro de RMN 'H (D,O, 500 MHz) de 95 y 96.
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Figura 4-17 Espectro de RMN '®C (D,0, 500 MHz) de 95 y 96.

Obtencion del acido w-lactobionamidohexanoico (97).

Con el objetivo de obtener un sustrato bifuncional cuyos ligandos tengan mayor
libertad de movimiento se interpuso una molécula espaciadora entre los dos ligandos.
Para ello se utiliz6 un equivalente de acido aminocaproico que presenta en un extremo
un grupo acido carboxilico para ser conjugado a la amina libre del oseltamivir y en el
otro un grupo amino para conjugarse con el acido carboxilico del &cido lactobidnico.
Este espaciador presenta una cadena (CH,)s que le brinda flexibilidad a la molécula
conjugada y habia sido usada anteriormente para unir dos cadenas peptidicas con
quiralidad opuesta (Karle, et al., 1997). Para la amidacion de lactobiono 1,5-lactona
con acido aminocaproico, se disolvié un equivalente de este ultimo en DMF anhidra a
pH 8 y se calent6 con 1,3 equivalentes de lactobiono1,5-lactona (62) hasta que se
observo la desaparicion del compuesto limitante, el cual se detectaba con el reactivo
de ninhidrina (Rf 0,77, nPrOH:EtOH:H,0, 7:1:2), y la aparicion del compuesto 97 el
cual revel6 con el reactivo de acido sulfurico (Rf 0,45)(Esquema 4-5). El producto se
purificO pasandolo primeramente por una columna de intercambio catiénico para

eliminar la posible presencia de acido aminocaproico libre y posteriormente por pasaje
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por columna de fase reversa RP-18, de la cual el conjugado eluyd con agua
conteniendo 0,1 % de TFA, algunas fracciones mas tarde que eluyera el exceso de
lactobiono 1,5-lactona. Por evaporacién del solvente se obtuvo la lactobionamida 97
como un so6lido amorfo con 80,6 % de rendimiento. Esta molécula habia sido obtenida
para ser utilizada como contraiéon de un polinorborneno policationico con el propésito
de obtener un latex con mayor capacidad de unir y complejar moléculas de DNA. Para
su sintesis cantidades equivalentes de &cido lactobiénico, &cido aminocaproico y
NaOH en metanol se calentaron a 50°C durante 24 h y luego lo purificaron en columna
de silica gel (CHCI3:MeOH:H,0, 5:14:1). En esta sintesis solo obtuvieron un 15 % de
rendimiento y los espectros de RMN fueron parcialmente descriptos (Asgatay et al.,
2006).

é;v .
OH © DMF,TEA, pH8
62
(81 %) 97
Esquema 4-5

La estructura de 97 se confirmé por RMN (Figura 4-18). La relacion entre las
integrales correspondientes al H-1” anomérico a & 4,46 ppm y la seial correspondiente
a los H-6 a 6 3,15 ppm, metileno adyacente al grupo amino del acido aminocaproico,
fue de 1:2, indicando que la conjugacién habia tenido lugar. Esta relacién se observé
con cada uno de los metilenos correspondientes al extremo del &cido aminocaproico a
campos mayores. También se pudo distinguir el H-2' adyacente al carbonilo de la

amida a 4 4,29 ppm con un J» 3= 3 Hz (Figura 4-18).

En el espectro de RMN '®C de 97 se observaron las dos sefales
correspondientes a los grupos carbonilo a & 180,5 ppm y 8 175,3 ppm para el acido
carboxilico C-1 y la amida C-1’ respectivamente. La sefal del carbono anomérico C-1”
se mostr6 a & 104,8 ppm. Las senales correspondientes al extremo del &cido
aminocaproico, entre 8 40,3 ppm y & 25,2 ppm, se muestran duplicadas y este efecto

se puede atribuir a la libre rotacion impedida debido al caracter de doble enlace
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generado por resonancia del enlace simple C-N que presentan algunas amidas
(Quintanilla-Licea et al., 2002). Como resultado se forman dos diasteroisémeros que
muestran senales distintas entre si (Figura 4-19). Este efecto probablemente también
se observe en el RMN 'H aunque no se logren diferenciar unas de otras debido a la
superposicién de las sefales. La identidad del compuesto también fue confirmado por
RMN bidimensional HSQC y COSY y espectrometria de masas ESI-TOF.
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Figura 4-18 Espectro de RMN 'H (D,0, 500 MHz) de 97.
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Conjugacion de acidow- lactobionamidohexanoico con oseltamivir.

|||O

AcHN
OH _OH U\% OH _OH
O4P-H N AcHN
HO. 3 4 2
\&\/O e O OFEt HO\&L o}
OH HO A@Jk 1)DMF TEA OH AMJ\ .
2) IBCF TN TN

97 (9 %)
Esquema 4-6

Para la amidacion del compuesto 97 con oseltamivir primeramente se hizo
reaccionar el acido carboxilico terminal con 2 equivalentes de IBCF para formar el
anhidrido mixto y luego, éste reaccion6 con el grupo amino del oseltamivir (2,5

equivalentes) para formar la amida 98 (Esquema 4-6) que mostr6 un R; 0,52
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(nPrOH:EtOH:H,0, 8:1:1). El producto se purificé pasandolo por una columna de fase
reversa RP-18 (0,5 g). El producto sin reaccionar 97 eluyé con agua mientras que 98
eluyé con 50% de metanol. El oseltamivir sin reaccionar eluy6 fracciones mas tarde
con el agregado de metanol 100 %. Luego de evaporar el solvente el compuesto 98 se
obtuvo como un sélido amorfo con muy bajo rendimiento (9,3 %). Dado que el interés
era obtener producto para los ensayos previos de inhibicion de TcTS no se realizaron

intentos de mejorar el rendimiento.

Los espectros de RMN mono y bidimensional confirmaron la estructura del
compuesto 98. En RMN 'H (Figura 4-20) se pudo ver la relacién entre la sefial del
protén anomérico a 3 4,53 ppm, la senal de los H-12 de la unidad aminocaproico a &
3,23 ppm y la senal del H-2 del oseltamivir a & 6,78 ppm que resulté 1:2:1 lo cual
indic6 que la conjugacién habia tenido lugar. Esto también se pudo comprobar
observando el desplazamiento de la sefal de los H-8 de la unidad aminocaproico
(metileno adyacente al carbonilo del la amida) que en 97 se mostraban como un
triplete a 6 2,30 ppm y en 98 la sefnal se desplazd hacia campos mas altos (3 2,21
ppm). Este aparece superpuesto a la sefial del metilo de la acetona, solvente utilizado

como estandar interno.

El espectro de ®C de 98 muestra, entre otras, las sefiales correspondientes a
los grupos carbonilos C-7, C-1’, acetamida y ester a 3 177,4 ppm, 3 174,9 ppm, &
174,6 ppm y 8 168,7 ppm respectivamente. También se observa el desplazamiento de
la senal del C-8 que en 97 aparecia a 8 35,0 ppm y en 98 se mostré a 5 36,5 ppm
(Figura 4-21). La identidad del compuesto se confirmé por espectrometria de masas
ESI-TOF.

123



vt

"86 P (ZHIN 00G ‘0%Q) O, NINY op 04108ds3 |g-p eanbiy

0¢ (114 09 09 0L 08 06 00F OLL OCZL OEL OVL OSL 09L OLL 08I

(114

wdd o}

T

_—177.4
g:z’ _—174.9
“~CH;CONH = bog
CH;CH2.0C0 o o %
OI — % *
=z
I
2 ——138.6
o 0 ——130.0
o ® (CH3CH2).CH ; 2?3 __ 1042
76.7
/ 76.0
- 731
3! 73.0
721
5 \ 717
711
& oo s
- CH3CH20CO < 62:6
s 61.7
——55.3
a
——48.2
-ls —239.5
- ——36.5 30.9
/C-B -g 30.5
C-11 <~ 28.8
C-9y C-10 N
CH3CONH \ 25:8
22.9
CH:CH:0CO a0
(CHsCH2CH)xy 92

"86 9P (ZHIN 00S ‘O%A) H, NINY 8p 0.10ads3 0g-t eanbig4

0¢ S'€ oy 37 0°s GG 09 69 0L
|

0C 6¢
|

St

0l

wdd

-

T
N
»
o
“o5a— =
~ 1078 N
(4 M
2 =
= A SAN—
0.73 q
' N o
w3096 %
» 1274 x
EYS °
O Q
=7092 o
»
o
o 1134
078 © 3288
0.7 w 1148
0.96\ ® ~
2.14 o 437
085 N Az S
0.92 © g:
Toa, i Pt Q
2 » 12
1.48 & . 'r:"_;
4.37/ o
7.14 = T
2.16, o
1.59 = &
Pt
759 N
N
e}
-}
0.88 3
I
e T
1.11 o
_F o
3.00— = =
Fx Q 9
Qb o T
TS £ ©
o3 2] -
L3 X
X2 3
5.19 < ]'EF
T =) g =
S 3 3
3.50\— Q
3.10~ PN
= m
Z 6!

leanze [ap

4]

sauojoid

—6.78

—3.52

3.24
——3.28
3.21

—2.70

—2.33
—2.21

—1.98

1.54
/1.42
/1.30
/1.28

2 1.26
1.25

0.88
é0.87

0.87
Xo.es

0.82

p A sopeynsay

/4

"UOISNISI

p ojnyde) |




Resultados y discusion. Capitulo 4

Conjugacion de lactobiono1,5-lactona con el dipéptido AlaTyr.

OH
OH __on OH ? OH _—OH
HoN OH -
HO o o} H o)
%o CH, " O HO ¢ O Ly o
OH OH O DMF OH J
62
(24 %)

Esquema 4-7

Debido a que la Tyr342 es el aminoacido clave en la trans-glicosilacion dentro
del sitio de acido sialico (Esquema 1-1) decidimos conjugar un dipéptido conteniendo
un residuo de Tirosina a un disacarido aceptor. Este podria interferir en la formacion
del intermediario covalente de sialil-TcTS, etapa previa a la transferencia, mientras que
la presencia del disacarido destinado al sitio aceptor podria incrementar la afinidad del
sustrato por la enzima. Para la amidacion con AlaTyr, un equivalente de este dipéptido
disuelto en DMF anhidra se calent6 en presencia de dos equivalentes de
lactobiono1,5-lactona (62) hasta que se observo la desaparicion del dipéptido, el cual
se detectaba con el reactivo de ninhidrina y UV, y se mostrd el nuevo compuesto 99 el
cual reveldé con UV y con el reactivo de 4&cido sulfarico (R; 0,42,
nProp:EtOH:H,O:NH,OH(c), 7:1:2:200ul)(Esquema 4-7). En el extremo superior de la
placa se observo un compuesto que revelaba por |, y UV, aunque no con el reactivo de
acido sulfurico y consideramos que el dipéptido podria haberse dimerizado de manera
ciclica y por lo tanto comportarse como un compuesto menos polar. Por otro lado esto
también explicaria el bajo rendimiento observado (24 % de rendimiento). El producto
se purifico en columna de fase reversa RP-18 donde el exceso de lactobiono1,5-
lactona eluy6 con agua mientras que el compuesto 99 eluyé con un 5 % de metanol.

Los espectros de RMN confirmaron la estructura del compuesto 99. En el
espectro de RMN 'H el protén anomérico H-1” a & 4,55 ppm esta parcialmente
superpuesto a la senal del H-2, pero los protones de H-2’ y H-3'" muestran con las
sefales de los protones del metileno bencilico de la tirosina (H-6) a 6 3,14 ppm y &
2,95 ppm, una relacion 1:1:1:1 indicando que la conjugacién habia tenido lugar. Esto
también se pudo comprobar observando el desplazamiento de la sefal del H-4 que

integra para 1 H y que se muestra como un doble doble doblete a 6 4,34 ppm con una
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constante de acoplamiento de J,s5= 7,3 Hz, desdoblada por el H-5 que se observa

como un doblete a 8 1,30 ppm que integra para 3 H (Figura 4-22).
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Figura 4-22 Espectro de RMN 'H (D,O, 500 MHz) de 99.
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Figura 4-23 Espectro de RMN *C (D,0O, 500 MHz) de 99.
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El espectro de ®C de 99 muestra, entre otras, las sefiales correspondientes a
los grupos carbonilos C-1 a & 175,9 ppm y C-1’ y C-3 superpuestos a & 174,9 ppm.
También se observa el desplazamiento de los carbonos aromaticos (6 155,0-116,2
ppm) y las senales del C-4 y C-5 a 4 50,0 ppm y & 17,2 ppm respectivamente (Figura
4-23).

El andlisis de espectrometria de masas ESI-TOF de 99 mostré picos
correspondientes a los aductos de [M+H]* y [M+Na]*

Analisis de los sustratos bifuncionales como inhibidores de TcTS.

Los estudios del comportamiento de estos compuestos (a excepciéon de 97)
como sustratos e inhibidores competitivos en la reaccion de TcTS fueron realizados
usando 3’sialillactosa (3’'SL) como donor de cido si lico y una TcTS recombinante.
Las reacciones se siguieron por HPAEC-PAD. Se observé que todos los compuestos,
a excepcidn 99, resultaron ser sustratos aceptores e inhibidores competitivos (Tabla 4-
1 y 4-2). Esta diferencia podria deberse a que el OH 3 de la B-Galp en 99 estaria
impedido debido a una posible interaccién por puente de hidrégeno con los carbonilos
de la molécula o a que la unidad aromatica de la tirosina podria interactuar
hidrofébicamente con la Tyr119 y Trp312 y de esta manera colocarse entre estas dos
unidades dejando la B-Galp aceptora lejos del donor sialilado o incluso fuera del sitio
activo aceptor. En el caso de los conjugados con oseltamivir 95 y 96 epimeros en C-2’
obtenidos en relacién 4:1, ambos se sialilaron en similar proporcién por lo cual las
determinaciones cinéticas se realizaron usando la mezcla de ambos compuestos. Los
tiempos de retencién de los sustratos aceptores y sus compuestos sialilados se
muestran en la Tabla 4-1. Los ésteres etilicos 92 y 94 no fueron incluidos en la tabla
debido a que se hidrolizan en las condiciones alcalinas de corrida del HPAEC-PAD
dando picos ensanchados en su base y con tiempos de retencién similares a sus
respectivos acidos precursores.
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Tabla 4-1. Tiempos de retencién en HPAEC-PAD de los compuestos 93-99 y sus
productos sialilados.

Tiempo de retencion (min)

Compuesto Condicion 3'SL Compuesto  Sialil-comp
93 5 16,00 10,18 25,40
Acido lactobionico 6 11,33 9,12 25,72
95 6 12,37 17,92 35,18
96 6 12,37 15,28 33,20
98 7 20,35 15,62 24,40
99 8 11,07 9,10 -

La habilidad de los compuestos para actuar como sustratos aceptores en la
reaccion de TcTS es expresada por los valores de K, los cuales son comparados con
los valores de K, del lactitol y del 4cido lactobidnico (Tabla 4-2).

Tabla 4-2. Parametros cinéticos para los compuestos oseltamivir y 92-99 en la
reaccion de TcTS.

Compuesto K, (MM) ICsp (MM)
Lactitol (31) 0,26 0,21
Oseltamivir (91) - n.i.
92 0,89 2,21
93 0,36 4,21
Acido Lactobidnico (30) 0,19 0,33
94 0,30 4,26
95y 96 (4:1) 0,34 2,16
98 0,32 1,62
99 n.a® n.i°

2 no aceptor de 4cido sidlico. ° a 2 mM de compuesto no se observé inhibicién.

128



Resultados y discusion. Capitulo 4

Todos los B-galactopiranésidos resultaron ser aceptores de acido sidlico con
valores de K, dentro del rango del lactitol excepto el compuesto 99 (explicado en
parrafo anterior). También se estudié la inhibicion de la sialilacién de la N-
acetillactosamina por competencia con estos compuestos. Para el caso de los
conjugados con oseltamivir, los valores de ICs, resultaron ser de aproximadamente un
orden de magnitud mayor que el que muestran los disacéaridos de los cuales derivan.

Estos resultados indicaron que aunque los conjugados eran también aceptores
de acido sidlico, la presencia de un ligando supuestamente dirigido al sitio donor no

aumenta la afinidad del sustrato por la enzima.
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Instrumental y métodos generales

Punto de fusion

Se determinaros con un aparato Fisher-dohns y no estan corregidos.
Cromatografia en capa delgada (ccd)

Se realizaron sobre placas de aluminio cubiertas de silica gel 60 Fjs4 (Merck)
de 0,2 mm de espesor. Los sistemas de solventes empleados se indican en cada
caso. En todos los casos, salvo indicacién, el revelado se efectu6 por exposicion a la
luz ultravioleta (A = 254 nm) y por inmersion en reactivo de H,SO,4 (5% v/v en etanol
con un 0,01 % de p-anisaldehido) y calentamiento a 150 °C. Los compuestos
aminados se detectaron por inmersién en reactivo de ninhidrina (250 mg de ninhidrina
en 100 ml de acetona con una gota de piridina) y calentamiento a 150 °C.

Cromatografia en columna fase normal

Se realizaron en silica gel 60 A, malla 200-400 (Merck™ Y Aldrich™) y los

solventes de elucién se indicaron en cada caso.
Cromatografia en fase reversa

Se realizaron en cartuchos de RP-18 (55 um, 70 A) de 0,5 g/6 ml, 2 g/12mly 5
g/20 ml Strata™ (Phenomenex). Los sistemas de solventes empleados se indican en
cada caso.

Poder rotatorio

Se midieron con un polarimetro Perkin-Elmer modelo 141 6 modelo 343, en
celdas de 1 dm de longitud, a temperatura ambiente y empleando una lampara de
sodio (A = 589 nm). Los solventes y concentraciones utilizadas se indicaron en cada

caso.
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Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN 'H) se
adquirieron con un espectrdmetro Brucker AC-200 y AM-500 a 200 y 500 MHz
respectivamente a 30 °C. Las constantes de acoplamiento aparentes (expresadas en
Hz) se determinaron por medicion directa de la separacion de las lineas en el espectro
de RMN 'H. Los espectros de RMN *C se realizaron en equipos Brucker AC-200 y
AM-500 a 50,3 MHz y 125,8 MHz, respectivamente, y se adquirieron por
desacoplamiento de banda ancha. Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en
partes por millén (ppm) respecto del tetrametil silano (TMS) cuando se realizaron en
CDClI;. Cuando los espectros se realizaron en D,0O, se utilizé la sefial de agua a & 4,79
ppm, para RMN 'H (Gottlieb, et al., 1997).

La asignacion completa de los espectros de RMN 'H y RMN 'C de algunos
compuestos se realizd utilizando técnicas mono y bidimensionales de experimentos de

correlacion heteronuclear (HSQC) y homonuclear (COSY).

Espectrometria IR

Fueron realizados en un espectrémetro Nicolet Magna 550 usando pastillas de
KBr.

Espectros de Masa de Alta Resolucion.

Los espectros de masa de alta resolucion fueron realizados con un
espectrometro Micromass Q-TOF Ultima Tandem Quadrupole/ Time of Flight equipado
con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI) o con un sistema PE BIO-Systems
DE-STR-MALDI-TOF (2000) en la Universidad de California (Riverside-EEUU) 6 con
un BRUKER micrOTOF-Q Il con fuente de ionizacién electrospray (ESI), UMYMFOR
(CONICET-FCEN), Universidad de Buenos Aires.
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Cromatografia de intercambio anionico de alta resolucion (HPAEC).

Las reacciones enzim ticas y la purificaci n de 3'SL de calostro bovino se
monitorearon por HPAEC-PAD, utilizando un equipo DIONEX DX3000, con detector
por pulso amperométrico (PAD) y electrodo de oro, empleando columnas de
intercambio aniénico CarboPacPA-100 (4 x 250 mm), CarboPac PA-20 (4 x 150 mm) y
CarboPac PA-10 (4 x 250 mm) equipadas con sus respectivas guardacolumnas
CarboPac PA-100 (4 x 50 mm), CarboPac PA-20 (4 x 50 mm) o CarboPac PA-10 (4 x
50 mm). Las condiciones de elucion se describen en cada caso.

Condiciones de elucion para cromatografia de intercambio anidnico

con detector por pulso amperométrico (HPAEC-PAD)

Condicién 1: columna CarboPac PA-20 (3 x 150 mm), equipada con una precolumna
PA-20 (3 x 30 mm), 80 mM de NaOH. Flujo: 0,4 ml/min a 25 °C.

Condicién 2: columna CarboPac PA-100 (4 x 250 mm), equipada con una precolumna
PA-100 (4 x 50 mm), 60 mM de NaAcO en 100 mM de NaOH durante 60
minutos. Flujo: 0,9 ml/min a 25 °C.

Condicién 3: columna CarboPac PA-20 (3 x 150 mm), equipada con una precolumna
PA-20 (3 x 30 mm), gradiente lineal desde 20 a 200 mM de NaAcO en
100 mM de NaOH durante 30 minutos. Flujo: 0,5 ml/min a 25 °C.

Condicién 4: columna CarboPac PA-100 (4 x 250 mm), equipada con una precolumna
PA-100 (4 x 50 mm), gradiente lineal desde 50 a 300 mM de NaAcO en
100 mM de NaOH durante 60 minutos. Flujo: 1,0 ml/min a 25 °C.

Condicién 5: columna CarboPac PA-100 (4 x 250 mm), equipada con una precolumna
PA-100 (4 x 50 mm), gradiente lineal desde 30 a 300 mM de NaAcO en
100 mM de NaOH durante 60 minutos. Flujo: 0,9 ml/min a 25 °C

Condicién 6: columna CarboPac PA-100 (4 x 250 mm), equipada con una precolumna
PA-100 (4 x 50 mm), gradiente lineal desde 30 a 100 mM de NaAcO en
100 mM de NaOH durante 15 minutos seguidos de otro gradiente lineal
desde 100 mM a 350 mM de NaAcO en 100 mM de NaOH durante 30
minutos. Flujo: 0,9 ml/min a 25°C.
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Condicién 7: columna CarboPac PA-100 (4 x 250 mm), equipada con una precolumna
PA-100 (4 x 50 mm), gradiente lineal desde 20 mM a 100 mM de NaAcO
en 100 mM de NaOH durante 30 minutos seguidos de otro gradiente
lineal desde 100 mM a 400 mM de NaAcO en 100 mM de NaOH durante
30 minutos. Flujo: 0,9ml/min a 25°C.

Condicién 8: columna CarboPac PA-100 (4 x 250 mm), equipada con una precolumna
PA-100 (4 x 50 mm), gradiente lineal desde 30 a 350 mM de NaAcO en
100 mM de NaOH durante 60 minutos. Flujo: 0,9 ml/min a 25 °C.

Cromatografia de exclusion por tamano (SEC)

Se utilizé6 un HPLC Waters System (bomba Waters 600 con un detector de
indice de reflexion Waters 2414) utilizando una columna Styragel (HR-3, Waters) y
THF como solvente, a un flujo de 1,0 ml/ min. El peso molecular numérico M,, masico
M, y el peso molecular del pico principal M, fueron calculados por el método de

calibracion universal utilizando estandares de poliestirenos.

Purificacion de solventes

Diclorometano (CH2Clz) y Acetonitrilo (CHsCN) anhidro.

El solvente se seco por reflujo sobre P,Os y se destilé inmediatamente antes de
su uso, 6 se guardé sobre tamices moleculares de 4 A, activados.

Piridina anhidra (CsHsN)
Se reflujé sobre lentejas de NaOH y se destil6. Se conservo sobre NaOH.
Metanol anhidro (CH30OH)

Se reflujo sobre virutas de magnesio, se destil6 y se guardd sobre tamices
moleculares de 4 A, activados.

Tetrahidrofurano anhidro (THF)

Se pasé por columna de alumina, se secé por reflujo sobre sodio-benzofenona
bajo atmésfera de nitrégeno hasta coloracién azul. Se destil6 inmediatamente antes de

ser empleado.
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Materiales:

Reactivos para trans-sialidaciones.

El acido lactobionico, la lactosa, N-acetillactosamina (NAcL), el dipéptido AlaTyr
y el acido aminocaproico fueron comprados en Sigma Chemical Co. La [D- glucosa 1-
'“C]-lactosa fue adquirida en Amersham Biosciences.

El calostro fue gentilemente donado por Juana Inés Maggi de Donadio y Lucia
Gandolfi-Donadio.

Los oligosacaridos sintéticos de las mucinas 36 y 38 fueron provistos por la
Dra. Carola Gallo-Rodriguez, 37, 39-41 y 43 por la Dra. Veronica M. Mendoza y 42 fue
sintetizado por el Lic. Gustavo Kashiwagi.

Los disacaridos Neu5Gc(a2—3)-Gal(p1—4)-Glcp-OCH,CH:N;  (44)  y
Neu5Gc(a2—3)-Galp(p1—3)-GlIcNAcBO-CH.CH,N; (45) fueron gentiimente donados
por Carbohydrate Synthesis/Protein Expression Core of The Consortium for Functional
Glycomics founded by the National Institute of General Medical Sciences grant
GM62116. El oseltamivir fue gentilmente donado por Laboratorio Elea SACIFyA.

La enzima TcTS recombinante (Buschiazzo, et al, 1997) fue gentilmente
proporcionada por el laboratorio del Dr. A. C. C. Frasch (UNSAM).

Para la reaccion de trans-sialidacién se utilizaron las condiciones de incubacién

descriptas en cada caso.

Reactivos para PEGilacion.

Polimeros lineales utilizados: el ester propidnico de metoxipolietilenglicol N-
hidroxisuccinimida 685 (PM: 685,71) (CH;O-PEGeggs-NHS) fue adquirido en Pierce
Biotechnology (Rockford, USA). ElI metoxipolietilenglicol amina 750 (PM: 750) (CH;0O-
PEG7s0-NH,), el metoxipolietilenglicol amina 5000 (PM: 5000) (CH3O-PEGsg00-NH2) ¥y
el ester de metoxipolietilenglicol acetil N-hidroxisuccinimida 5000 (PM: 5000) (CH;0O-
PEGs000-NHS) fueron comprados en Fluka (Alemania). Polimeros multibrazos
utilizados: el ester de 8-brazos de polietilenglicol succinil N-hidroxisuccinimida, core de
hexaglicerol PM: 20204 (8-brazos-SSPEG 20 kDa), el ester de 8-brazos de
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polietilenglicol succinil N-hidroxisuccinimida, core de hexaglicerol PM: 42680 (8-
brazos-SSPEG 40 kDa), el polietilenglicol amino de 8-brazos, core de hexaglicerol PM:
20536 (8-brazos-NH,PEG 20 kDa) y el polietilenglicol amino de 8-brazos, core de
hexaglicerol PM: 42680 (8-brazos-NH,PEG 40 kDa) fueron comprados en JenKem
Technology (Beijin, China).

Obtencion de 3’sialillactosa (3’SL).

La 3’ sialillactosa fue obtenida del calostro bovino, mediante una modificacién
del método descripto (Veh, et al., 1981). Se utilizé 0,5 It de calostro bovino proveniente
de animal de 2,5 afos, raza Holando Argentino, segunda paricion, alimentados con
alfalfa.

Se centrifugé el calostro a 4 °C durante 30 minutos a 6000 rpm. Se separd el
precipitado proteico del sobrenadante acuoso y se liofilizo hasta reducir su volumen a
la mitad. Luego se extrajeron los lipidos por agregado de 1 It de mezcla cloroformo:
metanol (2:1). Se separaron las fases acuosa y cloroférmica. La fase acuosa se volvié
a centrifugar a 4 °C a 6000 rpm durante 30 minutos. Se separaron la fase acuosa de la
fase cloroférmica remanente y se concentr6 hasta aproximadamente 60 ml. Para
precipitar la lactosa se agrego etanol hasta obtener una solucién al 68 % v/v y se dej6
toda la noche a 4 °C. El precipitado obtenido se filtr6 y el sobrenadante se concentré
hasta aproximadamente 20 ml. La solucién obtenida se pas6 por una columna de
intercambio aniénico Dowex 1X2 (forma acetato) de 50 cm de alto por 2 cm de
diametro. Los oligosacaridos neutros eluyeron con el agregado de 500 ml de agua.
Luego se eluyeron los compuestos sialilados con un gradiente desde 200 a 500 mM de
acetato de piridinio, pH 5. Se juntaron fracciones de 5 ml y se analizaron por HPAEC-
PAD utilizando la condicion de elucién 4. Se juntaron las fracciones conteniendo 3'SL

pura y se liofilizaron para obtener 40 mg de 3’'SL como un polvo blanco.

Glicosidaciones

Las reacciones de glicosidacién fueron realizadas bajo atmosfera de argén, por
requerir estrictas condiciones anhidras. Los reactivos empleados en estas reacciones
fueron secados en pistola secadora (alto vacio, calor, en presencia de P,Os como

desecante) durante varias horas. Los tamices moleculares empleados (4 A) fueron
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activados por calentamiento a 300 °C por 3 h inmediatamente antes de su uso. Todo el
material de vidrio, jeringas y agujas, se secaron en estufa a 140 °C, por 3 horas.

Ensayos de cinética enzimatica.

Se incubaron a 20 ¢ C durante 15 minutos (salvo indicacién en el texto), 20 pl
de una mezcla de reaccion conteniendo buffer Tris-HCI 20 mM, pH 7, 30 mM NaCl, 1
mM 3’sialillactosa como donor, y los sustratos con 300 ng de TcTS recombinante. Las
muestras luego de la reaccion se diluyeron 12 veces con agua desionizada para luego
ser analizadas por HPAEC-PAD. La condiciones de elucion se indican en cada caso.
Para los célculos de K., se usaron 6 puntos desde 0 a 1 mM de cada compuesto. Cada
incubacién se realizd por duplicado y se us6 acido D-galacturénico como estandar
interno. El grado de sialilacién se calculé por integracién de la respuesta de los
correspondientes compuestos sialilados. Los valores de K, se determinaron usando el
método de Lineweaver-Burk.

Inhibicion de la sialilacion de N-acetillactosamina

Se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos 20 ul de una mezcla
conteniendo 20 mM de buffer Tris-HCI pH 7, 30 mM NaCl, 1 mM 3’sialillactosa como
donor, 1 mM de N-acetillactosamina como aceptor y los sustratos en diferentes
concentraciones con 300 ng de TcTS recombinante. La muestras se diluyeron 12
veces con agua deionizada y se analizaron por HPAEC-PAD. Las condiciones de
elucion se indican en cada caso. Para los calculos de /Csy se usaron 6 puntos desde 0
a 1 mM de cada compuesto. La inhibicién se calcul6 por integracion de la sefial de
J’sialil-N-acetillactosamina respecto de la cantidad total de productos sialilados
presentes con y sin la presencia de inhibidor. Los valores de /Cs, indicaron la
concentracion de inhibidor necesaria para dar un 50 % de inhibicion en las condiciones
del ensayo.
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Ensayos de cinética enzimatica utilizando Neu5Gc-disacaridos

como donores de acido N-glicolilneuraminico.

Se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente 20 ul de una mezcla
de reaccién conteniendo buffer Tris-HCI 20 mM, pH 7, 30 mM NaCl, 1 mM de
Neu5Gc(a2—3)-Gal(p1—4)-GlcB-OCH,CH,N;  (44) o Neu5Gce(a2—3)-Gal(B1—>3)-
GlcNAcB-OCH.CH:N; (45) como donor, y 1 mM de lactitol, N-acetillactosamina o
lactosa como sustrato aceptor con 300 ng de TcTS recombinante. Las muestras luego
se diluyeron 12 veces con agua desionizada para luego ser analizadas por HPAEC-
PAD, condicion de elucion 4. Los célculos de K, se realizaron como se describio

anteriormente.

Para los ensayos de inhibicion de TcTS por accién de los anticuerpos
neutralizantes la TcTS se incubd previamente durante 15 minutos con anticuerpos

neutralizantes.

Transferencia competitiva de Neu5Gc respecto de Neu5Ac mediada
por TcTS.

Se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente 20 pl de una mezcla
de reaccién conteniendo buffer Tris-HClI 20 mM, pH 7, 30 mM NaCl, 1 mM de
J’sialillactosa, 1 mM de N-acetillactosamina y 1 mM de Neu5Gc(a2—3)-Gal(1—4)-
GlcBOCH.CH2N3 (44) o Neu5Gce(a2—3)-Gal(p1—>3)-GIcNAcBOCH.CH.N3 (45) con 300
ng de TcTS recombinante. Las muestras luego se diluyeron 5 veces con agua
desionizada para luego ser analizadas por HPAEC-PAD, condicién de elucién 4.
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Bencil 5-N-acetil-a-neuraminil-(2—3)-p-D-galactopiranosil-(1—-3)-[-5
D-galactopiranosil-(1—»2)]-p-D-galactopiranosil-(1—6)-[5-D-galacto-
furanosil-(1—-»2)-p-D-galactofuranosil-(1—4)]-2-acetamido-2-desoxy-

a-D-galactopirandsido (42 Bn).

Se incubaron por triplicado bencil p-D-galactopiranosil-(1—3)-[-D-
galactopiranosil-(1—2)]-B-D-galactopiranosil-(1—6)-[3-D-galactofuranosil-(1—2)-p-D-
galactofuranosil-(1—4)]-2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (42Bn; 6 mg) vy
3’sialilactosa (6,5 mg) con 22 pug de TcTS recombinante en 500 pl de buffer Tris 200
mM pH 7,4 conteniendo NaCl 30 mM, a 25°C por 14 h. Cada reaccién fue analizada
por HPAEC-PAD bajo condicién de elucién 4. Las tres mezclas de incubacion se
combinaron, y se pasaron por una columna de resina de intercambio anionico AG1X2
(forma acetato). Los compuestos neutros, bencil p-D-galactopiranosil-(1—3)-[ B-D-
galactopiranosil-(1—2)]-B-D-galactopiranosil-(1—6)[ p-D-gactofuranosil (1—>2)-B-D-
gactofuranosil-(1—4)]-2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (42Bn) y la lactosa,
eluyeron con H,O, en la primera fraccion. Los compuestos sialilados eluyeron con
buffer de acetato de piridinio 200 mM, pH 5,0 y se colectaron fracciones (1,5 ml) que
se analizaron por HPAEC-PAD, condicién de elucion 4. La 3’sialilactosa remanente se
recupero al eluir con los primeros 80 ml de buffer acetato de piridinio 200 mM y a
continuacién, se colectaron las fracciones que contenian al compuesto sialilado
S42Bn, que se combinaron y se concentraron a temperatura ambiente, coevaporando
con tolueno (5 x 10 ml). Se redisolvidé en agua destilada y por liofilizacion se obtuvo 2,7
mg de S42 Bn como un polvo blanco.

RMN 'H (D20O): 8 7,54 -7,38 (m, 5H, aromaticos), 5,47 (d, 1H, J,.= 1,2 Hz, H-
1B), 5,24 (d, 1H, J;» = 1,5 Hz, H-1 C), 4,96 (d, 1H, J;» = 3,5 Hz, H-1 A), 4,80 (d, 1H,
Ji2=7,7 Hz, H-1 E), 4,74, 457 (2d, 2H, J= 12,0 Hz, CH,Ph), 4,71 (d, 1H, J; > = 8,0 Hz,
H-1 F), 4,53 (d, 1H, J;» = 7,7 Hz, H-1 D), 4,26-4,23 (m, 2 H, H-2 B, H-3 B), 4,20-4,19
(m, 2 H, H-6aA, H-4 D), 4,14 (dd, 1H, J; .= 1,7 Hz, J»5= 3,5 Hz, H-2 C), 4,12-4,09 (m, 2
H, H-3 C, H-4 B), 4,08 (dd, 1 H, J,3=8 Hz, Js4= 3,2 Hz, H-3 F), 4,04-3,56 (m, 34 H,
varios), 2,76 (dd, 1H, J = 12,4 Hz, J= 4,6 Hz, H-3e Neu5Ac), 2,02 (s, 3 H, CH;CONH
Neu5Ac), 1,95 (s, 3 H, CH;CONH), 1,81 (t, 1 H, J= 12,1 Hz, H-3a Neu5Ac).

RMN "3C (D20): § 175,7, 174,8 (CHsCONH); 129,4 (aromaticos), 107,2 (C-1 B),
104,6 (C-1 C), 104,8 (C-1 F), 103,6 (C-1 E), 102,7 (C-1 D), 96,6 (C-1 A), 86,0 (C-2 B),
84,2 (C-4 C), 83,9 (C-3 D), 84,4 (C-4 B), 82,4 (C-2 C), 78,5 (C-4 A), 77,6 (C-3 C), 76,5
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(C-3 F), 76,3, 76,2, 75,6, 75,5, 75,3, 73,7, 73,5, 72,7, 72,4, 72,3, 71,5, 71,2, 70,8
(CHzPh), 70,5, 70,35, 70,0, 69,7, 69,3, 69,1, 68,96, 68,7, 68,3, 63,5, 63,44, 63,41,
62,0, 61,7, 61,6, 54,4 (C-2 A), 52,4 (C-5 NeubAc); 40,4 (C-3 NeubAc), 22,8
(CHsCONH, Neu5Ac), 22,4 (CHsCONH).

ESI-TOF MS m/z: Calcd para [M+Na]": 1435,4862, encontrado: 1435,4804.

Sintesis de bencil f-D-galactopiranosil-(1-—»6)-2-amino-2-desoxi-

a-D-glucopirandsido (59):

Bencil 2 acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranosido (57).

OH OH
0 o)
"'1'% BnO:O, OBCI::3 jtﬁrato - T{%
“oBn
(83%) anomeros o:f (4:1)
57

A una solucion de N-acetil-D-glucosamina (3 g, 13,56 mmol) en alcohol
bencilico (21 ml), se le agreg6 BF; eterato (320 pl, 2,7 mmol) y la mezcla se calento
con agitacién a 80 °C por 4 h. Pasado ese tiempo, la ccd mostré la desaparicion total
del compuesto de partida. El producto resultante se precipité mediante la adicion de
dietil eter (100 ml). Los bencil glicésidos fueron obtenidos con 83% de rendimiento
como una mezcla de andmeros o y B (4:1)(R; 0,66 y 0,60 respectivamente
(nPrOH:EtOH:H,0, 7:1:2).

RMN 'H (D;0, 500 MHz): § de la regi6n anomérica 4,83 (d, 0,8 H, J;»=3,5 Hz,
H-10), 4,42 (d, 0,2 H, J; o= 8,5 Hz, H-1p).

RMN 3C (D,O, 500 MHz): & de la regién anomérica 100,7 (H-1B), 96,6 (H-1a).
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El bencil 2-acetamido-2-desoxi-a-D-glucopiranésido (57) fue obtenido por
recristalizaciéon fraccionada en etanol (60%). El punto de fusién y la rotacion optica
coincidieron con los valores previamente descriptos (Kuhn, et al., 1958).

Bencil (2,3,4,6-tetra-O-benzoil-g-D-galactopiranosil)-(1—-»6)-2-aceta-

mido-2-desoxi-a-D-glucopirandsido (58).

OBz
OH OBz OBz OBz
O
o
HO (@] BzO OBz BzO o
HO OBz OBz o
ACNH B, " snCl, CH,Cl, HO
. HO
57 ss " “NoBn
(42%)

A una soluciébn de 1,2,3,4,6-penta-O-benzoil-B-D-galactopiranosa (Gallo-
Rodriguez et al,, 1998) (1,67 g, 2,36 mmol) en Cl,CH, anhidro (6 ml) a 0 °C, se le
agreg6 SnCl, (0,27 ml, 2,31 mmol) bajo atmdsfera de argdén. Luego de 15 minutos de
agitacién, se agreg6 bencil 2-acetamido-2-desoxi-3-D-glucopiranésido 57 (0,60 g, 1,42
mmol), CH3;CN anhidro (0,6 ml) y se continué la agitacién durante 16 h a temperatura
ambiente. La ccd mostr6 un compuesto mayoritario con R 0,69 (15% CH3;OH en
CH.Cl,), algunos compuestos de menor polaridad y material de partida remanente. La
mezcla se diluy6é con Cl,CH, (40 ml) y se volcd con agitacién sobre solucion acuosa
saturada de NaHCO;. La fase acuosa se extrajo con Cl,CH, (2 x 50 ml) y las fases
organicas combinadas se lavaron con agua hasta pH 7, se secaron con MgSQO,, se
filtraron y finalmente concentraron bajo presién reducida. El producto se purificd por
columna cromatografica (silica gel; tolueno:EtOAc 1:15) para dar el compuesto 58 (731
mg, 42,4%), p.f 118-120 °C; [a]p +86,8° (c1, CHCI5).

RMN 'H (CDCly): 5 8,05-7,2 (m, 25 H, aromaticos), 6,0 (dd, 1H, Jy 4= 3,5 Hz,
Jys=1 Hz, H-4’), 5,91 (d, 1H, J=8,5 Hz, NH), 5,85 (dd, 1H, Jy-5= 10,5 Hz, J;- o= 7,8
Hz, H-2), 5,64 (dd, 1H, H-3"), 4,93 (d, 1H, H-1"), 4,7 (d, 1H, J; »= 3,5 Hz, H-1), 4,67,
4,42 (2dd, 2H, Jsaev= 11,5 Hz, Jsas= 6,5 Hz, Jsvs= 6,5 Hz, H-6'a, H-6'b), 4,57, 4,19
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(2d, 2H, J= 11,7 Hz, CH.Ph), 4.35 (ddd, 1H, H-5"), 4.27 (dd, 1H, Jssa= 8,5 Hz, Jsaeo=
11,5 Hz, H-6a), 3,88 (ddd, 1H, Js5= 9 Hz, Js 6= 4 Hz, H-5), 3,83-3,77 (2dd, 2 H, H-2, K-
6), 3,58 (dd, 1H, J»5= 10,2, J54= 9 Hz, H-3), 3,39 (dd, 1H, H-4), 1,90 (s, 3H, CH;).

RMN 'C (CDCls): & 172,1(CONH), 166,1-165,3 (PhCO), 136-128 (aromaticos),
102,4 (C-1’), 96,2 (C-1), 74,3 (C-3), 71,5-71,4 (C-4, C-3',C-5"), 70,5 (C-5), 69,8 (C-2"),
69,6 (C-6), 69,2 (CH,Ph), 68,1 (C-4"), 61,9 (C-6'), 53,6 (C-2), 23,1 (CH3CO).

Anal. Calcd. para C49H47NO;s: C, 66,13; H, 5,32; N, 1.57, encontrado: C, 65,74;
H, 5,31; N, 1,68. ESI-TOF MS m/z: calcd. para [M+H]": 890,3018, encontrado:
890,3036. Calcd. para [M+Na]*: 912,2838, encontrado: 912,2847.

Bencil p-D-galactopiranosil-(1-»6)-2-acetamido-2-desoxi-a-D-gluco-

pirandsido (36).

OBz OBz OH _OH
o) o)

BzO o HO 0

OBz NaOMe, MeOH OH
HO Q g HO Q
HO HO
AcNH L AcNH L
58 (75%) 36

A una solucién del compuesto 58 (731 mg, 0,82 mmol) en MeOH anhidro (10
ml) a 0 °C, se le agregd 0,5 M de NaOMe en MeOH (10 ml). Luego de agitar por 1 h a
0 °C y 2 h a temperatura ambiente, la ccd mostrdé un compuesto mas polar que 58 (R;
0,07, 15% CH3;0OH en CH.Cl,. La solucién se paso a través de una columna Amberlite
IR 120 (plus) H*y se eluyé con MeOH. Se evaporo6 el solvente y el metil benzoato se
removié por co-evaporaciones sucesivas con agua, para dar 291 mg de 36 como un
sélido blanco (75 % de rendimiento). El producto recristalizado de EtOH di6 p.f 234-
235 °C. Las constantes fisicas y los espectros fueron idénticos a los informados
previamente (Gallo-Rodriguez et al., 1998).
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Bencil p-D-galactopiranosil-(1—»6)-2-amino-2-desoxi-a-D-glucopira-
nosido (59).

OH _OH oH OH
9] o)
HO o KOH HO Q
%
OH OH
HO R HO Q
HO HO
ACNHOB NH,
n B
36 59 OBN
(67%)

El compuesto 36 (203 mg, 0,43 mmol) se disolvié en 1,2 ml de 1M KOH y se
calent6 a 100 °C durante 16 h. Pasado este tiempo, la ccd mostré la desapariciéon del
compuesto de partida 36 y la aparicién del compuesto 59 (R; 0,36, n-PrOH:EtOH:H,0,
7:1:2). La solucién se pas6 por una columna (1,5 cm x 6 cm) conteniendo resina
Amberlite IR 120 (plus) H" y se eluyé con 0,1 N de HCI para dar 110 mg de 59 (0,29
mmol, 67%). [a]p +45,4° (c1, HO).

RMN H (D20): § 7,47 (m, 5H, aromaticos), 5,24 (d, TH, Ji = 3,7 Hz, H-1), 4,81,
4,66 (2d, 2H, J=11,6 Hz, CH.Ph), 4,43 (d, 1H, Jy»= 7,9 Hz, H-1"), 4,10 (dd, 1H,
Jrago=11,2 Hz, Jsgo= 1,7 Hz, H-6a), 3,93 (dd, TH, Ji5= 0,7 Hz, Jy4=3,5 Hz, H-4),
3,89 (dd, 1H, Jos= 10,5 Hz, J34= 9,1 Hz, H-3), 3,89 (dd, 1H, Jsep= 4,3 Hz, H-6b), 3,87
(ddd, 1H, Jss= 9,5 Hz, H-5), 3,79 (dd, 1H, Js.6a= 7,9 Hz, Jsa sv= 11,7 Hz, H-6'a), 3,75
(dd, TH, Jsev= 4,3 Hz, H-6'b), 3,69 (ddd, 1H, H-5), 3,66 (dd, 1H, 3= 10,0 Hz, H-3),
3,64 (dd, TH, H-4), 3,56 (dd, TH, H-2)), 3,37 (dd, 1H, H-2).

RMN "*C (D,0): 5 136,4,128,7, 128,6.128,5 (aromaticos), 103,3 (C-1’), 94,5 (C-
1), 75,1 (C-5’), 72,7 (C-3’), 71,2 (C-5), 70,7 (C-2’), 70,0 (CH,Ph), 69,8 (C-3), 69,1 (C-4),
68,6 (C-4’), 67,8 (C-6), 60,9 (C-6), 53,8 (C-2).

ESI-TOF MS m/z: calcd para [M+H]": 432,1864 encontrado: 432,1863. Calcd
para [M+Na]": 454, 1684 encontrado: 454,1677.
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Conjugados con PEG lineales:
PEGilacion del compuesto 59:

Bencil p-D-galactopiranosil-(1—6)-2-CH;0-PEGgsgsamido-2-

desoxi-a-D-glucopiranosido (60).

oH OH
O
HO o g o

o N\O)L(\Z{O\/zo,cm
HO o -
HO 0 Buffer fosfato 50 mM, pH 8 HO o)
HO HO 1

H,N HN

> OBn (67%) OBn
59 (0] b c o d
3 0~ ) " CH,

Una solucién de -D-galactopiranosil-(1—6)-2-amino-2-desoxi-a-D-
glucopiranésido (59, 38 mg, 0,09 mmol) y CH30-PEGegs-NHS ester (50 mg, 0,07 mmol)
en 1 ml de buffer fosfato (50 mM, pH 8) se dejé a temperatura ambiente durante 24 h.
La reacciéon se monitoreé por ccd y el conjugado 61 (R; 0,33, EtOH:H,O:NH,OH(c),
9:1: 0,15) se detectdé como una mancha negra cuando se reveld con el reactivo de
acido sulfarico. EI PEG sin derivatizar no revela con este reactivo y el exceso de 59
aparece con un R; 0,51. El producto se purific6 pasando la mezcla por una columna
RP-18 (29g) y el exceso del compuesto 59 y las sales eluyeron con agua mientras que
60 eluy6 con MeOH. Una vez evaporado el solvente y posterior disolucion en agua y
liofilizacion, el conjugado 60 se obtuvo como un polvo blanco (59 mg, 67%).

RMN 'H (D,0): & 7,44 (m, 5 H, aromaticos), 4,95 (d, 1H, J; .= 3,6 Hz, H-1), 4,79
y 4,55 (d, 2H, J=12 Hz, CH,Ph), 4,43 (d, 1H, J; »= 7,8 Hz, H-1’), 4,15 (d, 1H, J=9,6 Hz,
H-6), 3,96-3,88 (m, 5H, protones del azucar), 3,72-3.56 (m, 63 H, b, c y protones del
azucar), 3,37 (s, 3H, d), 2,52 (dt, 2H, J= 1,7 Hz, J= 6 Hz, a).

RMN C (D,0): & 174,2 (CO), 137,0, 128,7, 128,4 (aromaticos), 103,4 (C-1’),
96,1 (C-1), 75,1, 72,7, 71,1, 71,0, 70,7, 68,6, 68,3, 66,6, 61,0, (carbonos del azicar),
70,8y 69,6 (by c), 58,0 (d), 53,6 (C-2), 35,8 (a).
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MALDI-TOF MS m/z: calcd para [M (12 oxietilenos)+ Na]": 1024,4941;
encontrado: 1024,4953.

Bencil p-D-galactopiranosil-(1— 6)-2-CH;0-PEGsy00 amido-2-desoxi-a-

D-glucopirandsido (61).
o
HO Q i
0 N AN O o CHs
HO ° e, HO (6
HO 0 Buffer fosfato 50 mM, pH 8 HO o
HO HO 1
HoN OBn HN OBn
59 61 OJ\A b
(98%) - O\AO/CTS
104

El compuesto 59 (26 mg, 0,04 mmol) se conjugé con el ester CH3zO-PEGsgg0-
NHS (150 mg, 0,024 mmol) siguiendo el mismo procedimiento que para el compuesto
60. Luego de 24 h, el analisis por ccd y posterior revelado con reactivo de acido
sulfarico mostré un producto cercano al lugar de siembra. EI PEG original no revela
con este reactivo. El exceso de disacérido y las sales se removieron por dialisis contra
agua (cut off 3500). La solucidén se seco por liofilizacion y el conjugado 61 (148 mg,
97%) se obtuvo como un polvo blanco.

RMN 'H (D20): & 7,44 (m, aromaticos), 4,98 (d, 1H, J;>= 3,7 Hz, H-1), 4,79 y
4,57 (d, 2H, J= 11,8 Hz, CH,Ph), 4,45 (d, 1H, J;»= 7,8 Hz, H-1’), 4,17 (d, 1 H, J=9,5
Hz, H-6), 4,09-3,9 (m, protones del azucar y a); 3,87-3,56 (m, b); 3,39 (s, c).

ESI-TOF MS m/z: calcd para [M (104 oxietilenos) + NH,]": 5099; encontrados
M,4992,95, M,, 5007,41, M, 5097, IPD: 0,98.
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PEGilacion de lactobiono-1,5-lactona:

Lactobiono-1,5-lactona (62).

on OH oH oH OH OH
HO o) OH 2-metoxietanol:tolueno (8:2 HO% o
0 ” o
OH 60 °C
HO HO HO HO
HO § HO “o
(68%) 62

Se siguié el método descripto por Isbell, et al., con algunas modificaciones
(Isbell et al., 1963). Se disolvi6 el &cido lactobidnico (2 gr, 5,59 mmol) en 12 ml de una
solucion de 2-metoxietanol-tolueno (8:1) y la solucidn resultante se concentrd al vacio
a 60 °C. El agregado de solvente y posterior evaporacidén con calentamiento se repitid
3 veces. El andlisis por ccd mostrd la desaparicidén del acido lactobiénico, Ry 0,38, y la
formacion de la lactona 62 (R; 0,78, EtOH:H,O:HAcO, 60:25:15). El jarabe obtenido se
purificd por recristalizacion de una mezcla de 2-metoxietanol y diisopropileter (5:1)
para dar un polvo blanco (1,35 gr, 68,4%). IR (CO): 1741 cm ™

Sintesis de N-(CH;0-PEG;s5)-lactobionamida (63).

OH
OH OH OH_OH gt
o} H N A0~ q-CH3
HO DMF 1 N
HO HO Yo Ho MO W Y\to/\ﬁ; CHs
o}
62 63

(68%)

La lactobionolactona 62 (100 mg, 0,29 mmol) y CH30-PEG5-NH, (300 mg, 0,4
mmol) se disolvieron en DMF anhidra (1,5 ml) bajo atmosfera de argén y la reaccion se
calent6 a 120 °C durante 6 h. Se monitore6 por ccd, detectando la desaparicién del
PEGamino con el reactivo de ninhidrina y la aparicion del conjugado 63 con el reactivo
de acido sulfarico (R 0,35, EtOH:H,O:HAcO, 80:5:15). El exceso de CH30-PEG75-NH»

se removi6 pasando la reaccion por una columna de intercambio catiénico. El producto
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se eluy6 con agua y posteriormente se purificé por cromatografia de exclusion en
Sephadex G10 (1.5 cm x 7 cm) eluyendo con agua. El conjugado se recuperé de los
primeros 40 ml. Luego de liofilizar, el compuesto 63 se obtuvo como un polvo blanco
(209 mg, 66%). IR (C=0) 1654 cm™.

RMN "H (D;0): & 4,55 (d, 1 H, Jy2= 7,8 Hz, H-1"), 4,42 (d, 1 H, J>3= 2,75 Hz, H-
2), 4,19 (m, 1 H, H-8), 3,98 (dd, 1H, J= 4,15 Hz, J= 6,45 Hz, H-4), 3,95-3,74 (m
protones del azucar), 3,73-3,6 (m, 88 H, c), 3,56 (dd, 2H, J= 8 Hz, J= 9,7 Hz, b), 3,47
(m, 2 H, a), 3,38 (s, 3H, d).

RMN "*C (D,O): & 174,4 (C-1), 103,5 (C-1’), 81,0, 75,3, 72,5, 72,4, 71,4, 70,4,
68,8, 68,6, 61,9, 61,0 (carbonos del azucar), 71,0, 69,6 (b y c), 58,0 (d), 38,6 (a).

MALDI-TOF MS m/z: calcd. para [M (16 oxietilenos) +Na]": 1098,55;
encontrados: M, 1130,90, M,, 1143,0, M, 1098,55, IPD: 1,04.

Sintesis de N-(CH3;0-PEG 540)-lactobionamida (64).

OH OH

ey el
oo

62 64
(65,5%)

La lactobionolactona 62 (40,8 mg, 0,12 mmol) y el CH30-PEGsp00-NH, (200 mg,
0,04mmol) se disolvieron el DMF anhidra (2 ml) bajo atmésfera de argdn y la mezcla
de reaccidn se calenté a 100 °C durante 15 h. Pasado este tiempo, el andlisis por ccd
y posterior revelado con el reactivo de ninhidrina mostré la desaparicién del PEGamino
de partida y el revelado con reactivo de acido sulfurico mostré la aparicion de un
producto en el lugar de siembra. La solucién se dializd contra agua (cut-off 3500), se
concentr6 y se pasO por resina de intercambio catiénico para remover posibles
residuos de PEGamino sin derivatizar. Posterior liofilizacion dio como resultado el
compuesto 64 como un polvo blanco (136 mg, 65,5%). IR (C=0) 1672 cm™.
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RMN 'H (D;0): & 4,55 (d, 1H, J; = 7,8 Hz, H-1’); 4,41 (d, 1 H, Jy5= 2,75 Hz, H-
2), 4,36 (m, 1 H, protén del azicar), 4,19 (dd, 1 H, J;4= 4 Hz, H-3), 4,0-3,88 (m, 6 H,
protones del azucar), 3,88-3,5 (m, by ¢), 3,44 (m, a), 3,38 (s, d).

ESI-TOF MS m/z: calcd. para [M (95 oxietilenos) + NH4]": 4569; encontrados M,
4586,6, M,, 4611,5, M, 4569, IPD: 1,01.

PEGilacion de la lactosa por aminacion reductiva:

Sintesis del 1-amino-(CH;0-PEG 5,)-lactitol (65).

H, N/\/(o\/‘)\o .CH3 6}
NaBH;CN, agua v\( /\j/

HO  “oH

OH OH

(71%)

La lactosa (100 mg, 0,3 mmol) y CH3;O-PEG75-NH, (75 mg, 0,1 mmol) se
disolvieron en 3 ml de agua, el pH se ajustd a 8 con 10% de acido acético y se agrego
NaBH;CN (30 mg, 0,5 mmol). La reaccién se dejé a 50 °C durante 96 h y se monitored
por ccd la cual mostré la desaparicion del CH3;O-PEGyzs-NH, con el reactivo de
ninhidrina mientras que el conjugado 65 se detecté con el reactivo de acido sulfarico
(Rf 0,16, EtOH:H,0, 8:2). El solvente se evaporé al vacio, el acido bérico se removid
por sucesivas co-evaporaciones con MeOH vy finalmente el producto se purificé por
cromatografia de intercambio catiénico. El exceso de lactosa eluyé con agua mientras
que el compuesto 65 con HCI 0,5 N. Posterior liofilizacién dio un polvo blanco (78 mg,
71,3%).

RMN 'H (D;0): 8 4,54 (d, 1 H, J; 2= 8 Hz, H-1"), 4,25 (m,1 H, H-4), 3,97-3,77
(m, 10 H, protones del azucar), 3,76-3,64 (m, 60 H, c), 3,59-3,56 (dd, 2 H, b), 3,44-3,31
(m,3H, ayH-6),3,40 (s, 3H, d), 3,23 y 3,03 (m, 2 H, H-1).
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RMN 'C (D,0): 8 102,8 (C-1’), 78,6, 75,3, 72,4, 70,9, 70,4, 68,7, 67,7, 65,3,
61,9, 61,2 (carbonos del azucar), 71,0, 69,6, 69,4 (b y ¢), 58,1 (d), 49,6 (C-1), 47,2 (a).

ESI-TOF MS m/z: calcd. para [M (13 oxietilenos)+ Na]*: 952,49; encontrados M,
980,46, M,, 985,91, M, 952,49, IPD: 1,03.

Conjugacion con PEG multibrazos:

Conjugacion del bencil p-D-galactopiranosil-(1— 6)-2-amino-2-
desoxi-a-D-glucopiranosido (59) con 8-brazos-SSPEG 20kDa.
Obtencion de 66.

HO o OH HO b c
OMO\/\(O HO HO £ O R
OH o o) O
HO o f a n
HO NH Buffer fosfato, 50 mM, pH 8 o 8
20Bn
66 n= 50
59 R )
: ‘OMO core de hexaglicerin
o) 6
A
(71%)

El compuesto 59 (35 mg, 0,08 mmol) se conjugd con el ester 8-brazos-SSPEG
20 kDa (100 mg, 0,005 mmol) en 1,5 ml de buffer fosfato (50 mM, pH 8) a temperatura
ambiente. Luego de 24 h, el analisis por ccd mostré un producto cercano al lugar de
siembra. El exceso de disacarido y las sales se removieron por didlisis contra agua
(cut off 3500). La solucidn se seco por liofilizaciéon y el compuesto 66 (81 mg, 70,8 %)

se obtuvo como un polvo blanco.

RMN 'H (D;0): & 7,46 (m, 5 H, aromaéticos), 4,94 (d, 1H, J; .= 3,6 Hz, H-1), 4,80 y 4,58
(d, J= 12 Hz, CH,Ph), 4,45 (d, 1 H, J;»= 7,8 Hz, H-1"), 4,27 (m, 2 H, a), 4,17 (d, 1 H,
J=9,6 Hz, H-6), 3,96-3,90 (m, 4 H, protones del azucar), 3,88-3,55 (m, b, ¢, Ry
protones del azucar), 2,63 (m, 2 H, e), 2,52 (m, 2 H, f).

RMN '®C (D,0): & 174,72 (d), 174,71 (g), 137,0, 128,7, 128,5 (aromaticos),
103,4 (C-17), 96,0 (C-1), 75,1, 72,7, 70,8, 69,8, 69,7, 68,7, 68,4, 64,0, 61,0 (a, b, ¢, R,
CH.Ph y carbonos del azucar), 53,6 (C-2), 30,1 (f), 29,3 (e).
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El peso molecular calculado de acuerdo al certificado del proveedor para el
PEG de partida es: M,, 22732, encontrados por RMN 'H M, 27204, encontrados por
SEC: M, 17250, M,, 19693, M, 17069, IPD: 1,14.

Conjugacion del bencil p-D-galactopiranosil-(1— 6)-2-amino-2-deoxi-
a-D-glucopirandsido (59) con 8-brazos-SSPEG 40kDa. Obtencion de
67.

OH OH 0 OH N, Ot
Ho S ©
o o N\o NH OBn
HO d R OH HO e b, ¢
i o) 0 8 f a n
HO N, Buffer fosfato, 50 mM, pH 8 ° 8
OBn
59 67 n= 115
(60%)

El compuesto 59 (40 mg, 0,093 mmol) se conjugbé con el ester 8-brazos-
SSPEG 40 kDa (200 mg, 0,0047 mmol) en 1,5 ml de buffer fosfato (50 mM, pH 8) a
temperatura ambiente. Luego de 24 h, el analisis por ccd mostré un producto cercano
al lugar de siembra. El exceso de disacarido y las sales se removieron por didlisis
contra agua (cut off 3500). La solucion se seco por liofilizaciéon y el compuesto 67
(130,5 mg, 60 %) se obtuvo como un polvo blanco.

RMN 'H (D,O): & 7,46 (m, 5 H, aromaticos), 4,94 (d, 1 H, Jio= 3,6 Hz, H-1),
4,80 y 4,58 (d, J= 12 Hz, CH.Ph), 4,45 (d, 1 H, J; »= 7,8 Hz, H-1"), 4,27 (m, 2 H, a),
4,17 (d, 1 H, J= 9,5 Hz, H-6), 3,96-3,90 (m, 4 H, protones del azucar), 3,88-3,55 (m, b,
¢, Ry protones del azucar), 2,63 (m, 2 H, e), 2,55 (m, 2 H, f).

El peso molecular calculado de acuerdo al certificado del proveedor para el
PEG de partida es: M,, 45208, encontrados por RMN 'H M, 57080, encontrados por
SEC: M, 27746, M,, 30582, M, 27005, IPD: 1,10.
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Conjugacion de lactobiono 1,5-lactona (62) con 8-brazos-NH,PEG
20kDa. Obtencion de 68.

OH OH OH HoN R OH_oH 6"
0 \/\(O Q OH
o o | o= 0 1 N \/b\( ¢ R
HO _
°5 Ho 0
0
o OH DMF, pH 8 OH OH 4 @ g
62 68 n=56
(93 %)

La lactobiono1,5-lactona 62 (80 mg, 0,24 mmol) y el 8-brazos-NH,PEG 20 kDa
(100 mg, 0,0048 mmol) se disolvieron en DMF anhidra (2 ml) bajo atmdsfera de argén.
Se llevo a pH 8 con TEA (10 pl) y la mezcla de reaccién se calenté a 90 °C durante 6
h. Pasado este tiempo, la ccd y posterior revelado con el reactivo de ninhidrina mostré
la desaparicion del PEG de partida y la aparicién de un producto cercano al lugar de
siembra cuando este se reveld con reactivo de &cido sulfurico. La solucién se dializé
contra agua (cut-off 3500) y la posterior liofilizacién dio como resultado el conjugado
68 como un polvo blanco (105,7 mg, 93,3 %).

RMN 'H (D,O): & 4,54 (d, 1 H, J;»=7,8 Hz, H-1’), 4,40 (d, 1 H, Js3= 2,7 Hz, H-
2), 4,17 (m, 1 H, H-3), 3,96 (dd, 1 H, J= 4,0 Hz, J= 6,5 Hz, H-4), 3,93-3,88 (m, 1 H,
protones del azucar), 3,88-3,52 (m, b, ¢, R y protones del azucar), 3,48 y 3,41 (m, 2 H,
a).

RMN *C (D,0): 6 174,4 (C-1), 103,5 (C-17), 81,0, 75,3, 72,4, 72,3, 71,4, 71,0,
70,4, 69,6, 69,4, 68,8, 68,6, 68,5, 61,9, 61,0 (carbonos del azucar), 38,6 (a).

El peso molecular calculado de acuerdo al certificado del proveedor para el
PEG de partida es: M,, 23256, encontrados por RMN 'H M, 24536, encontrados por
SEC: M, 10924, M,, 12668, M, 12203, IPD: 1,16.
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Conjugacion de lactobiono 1,5-lactona (62) con 8-brazos-NH,PEG
40kDa. Obtencion de 69.

OH
OH OH OH [HzN \/\(O/\*}R OH ’ OH o
HO HO (0]
0
62 69 n=120

(87 %)

La lactobiono 1,5-lactona 62 (80 mg, 0,24 mmol) fue disuelta en DMF anhidra
(1 ml) bajo atmésfera de argon y se agregé 60 mg de 8-brazos-NH,PEG 40kDa (60
mg, 0,0014 mmol) en dos veces con diferencia de 30 minutos. La mezcla de reaccion
se calent6 a 90 °C durante 6 h. Pasado este tiempo, la ccd y posterior revelado con el
reactivo de ninhidrina mostro la desaparicién del PEG de partida y la aparicién de un
producto cercano al lugar de siembra cuando se revelé con reactivo de H,SO,/etanol.
La solucion se dializé contra agua (cut-off 3500) y la posterior liofilizacidon dio como
resultado el conjugado 69 como un polvo blanco (55,7 mg, 87,3 %).

RMN "H (D;0): 8 4,57 (d, 1 H, Jy o= 7,8 Hz, H-1"), 4,43 (d, 1 H, Js3= 2,7 Hz, H-
2), 4,21 (m, 1 H, H-3), 4,0 (m, 1 H, H-4), 3,99-3,90 (m, 3 H, protones del azlcar), 3,90-
3,55 (m, b, ¢, Ry protones del azicar), 3,50 y 3,46 (m, 2 H, a).

El peso molecular calculado de acuerdo al certificado del proveedor para el PEG de
partida es: M,, 45400, encontrados por RMN 'H M, 54940, encontrados por SEC: M,
21989, M,, 25836, M, 29164, IPD: 1,18.

Ensayos de estabilidad de los PEG-conjugados en sangre y

orina.

Se inyectaron por via intravenosa 200 pl de PBS estéril conteniendo 30 mg (29,5
mM) del compuesto 61, 28 mg (29,5 mM) del ester CH;0-PEGs000-NHS, 44 mg (50
mM) del compuesto 64, 40 mg (50 mM) de CH3;0O-PEGsp00-NH2, 30 mg (3,32 mM) del
compuesto 69 6 30 mg (3,5 mM) de 8-brazos-SSPEG 40kDa en ratones adultos (cepa
C3H). Se extrajo sangre de la cola a diferentes tiempos y se analiz6 la presencia de
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PEG libre 6 conjugado en suero y en orina colectada 30 minutos luego de la inyeccion
en el caso de los PEG lineales mientras que para los PEG multibrazos se analizaron
muestras de orina a distintos tiempos.

Para analizar los PEG lineales en sangre y orina se adapt6 un test colorimétrico
descripto anteriormente por Nag, et al. (Nag et al., 1996). Se agitaron vigorosamente
10 pl de suero, 0.5 ml de CHCI; y 0,5 ml de reactivo de ferrotiocianato (preparado
disolviendo 16,2 g cloruro férrico anhidro (FeCl;) y 30,4 g tiocianato de amonio
(NH,SCN) en 1 L de agua) durante 30 min y luego se centrifugé a 5000 rpm durante 2
min. El Fe(SCN); forma un complejo con las cadenas de PEG que absorbe a 510 nm.
Se midieron las absorbancias de las fases cloroférmicas. Se utiliz6 el ester CH;0-
PEGs000-NHS para obtener la curva de calibracion.

Para el caso de los PEG multibrazos en sangre y en orina se adaptd un test
colorimétrico descripto por Sims, et al (Sims et al., 1980) y luego utilizado para andlisis
de interferon PEGilado (Ramon et al., 2005). Se agitaron vigorosamente 2 ul de suero,
998 nl de agua, 0,5 ml de solucién de 5 % de BaCl, en 1 M HCI y 0,5 ml de solucién
0,1 N Io/IK durante 15 min. El Bal forma un complejo con las cadenas de polietilenglicol
que absorbe a 535 nm. La absorbancia fue determinada utilizando un
espectrofotdmetro Jenway 6505 UV/Vis. Se utiliz6 el ester 8-brazos-SSPEG 40kDa en

2 ul de suero normal de ratdn para obtener la curva de calibracion.

Estudios de actividad para TcTS in vitro.

La actividad de la TcTS se midi6 analizando la transferencia de acido sidlico
desde 1 mM of 3’-sialillactosa hacia 12 M [D-glucosa-1-'*C] lactosa (55 mCi/mmol)
por 0,5 ng de enzima TcTS purificada en 30 pl de 20 mM Hepes-Na (pH 7,5), 0,2%
BSA, 30 mM NacCl en presencia de concentraciones crecientes (0,2 a 2,0 mM) de los
disacaridos 59, acido lactobiénico (30), lactitol (31) o los derivados PEGilados lineales.
Se preincubaron durante 20 minutos con la enzima a temperatura ambiente antes del
agregado de 1 mM de 3'-sialillactose y [D-glucosa-1-'*C] lactosa. Para el caso de los
PEG multibrazos, al presentar 8 unidades que pueden actuar como sustrato inhibidor
las concentraciones fueron ajustadas (0,01 a 1,5 mM). Luego de 60 min a temperatura
ambiente, se cortd la reaccion diluyéndola con 1 ml de agua. Se agregé QAE-
Sephadex (Amersham Pharmacia Biotech) y la resina se lavé dos veces con agua. Los

compuestos cargados negativamente se eluyeron con 800 | de 1 M NaCl y se
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cuantificaron en un contador de centelleo liquido WinSpectral 1414. La enzima se
diluy6 en buffer antes de su uso cuando fue necesario (0,5 ng de TcTS611/2 dié 4000
cpm por hora de compuesto sialilado). También se determiné la inhibicion de TcTS por
los PEGconjugados presentes en plasma preincubando 10 pl del suero de ratones
antes del agregado de la mezcla de reaccion estandar.

Los resultados son expresados en porcentajes de inhibicién de la actividad de
TcTS. Se consideré como 0 % de inhibicion (100% de actividad enzimatica) la
radioactividad medida cuando no se agreg6 inhibidor.

Sintesis de sustratos bifuncionales:

Sintesis de (3R, 4R, 5S) Etil 4-acetamido-N-(1’-desoxilactitol-1’-il)-5-
amino-3-(pentan-3-iloxi)-ciclohex-1-enocarboxilato (92).

/\o/\

AcHN
OH OH OH \‘
H3PO,4.HoNY 0
91
HO R R

OFEt
O NaBH;CN
HO -
OH OH OH Buffer fosfato 50 mM
pH: 7.4
(71%)

Se disolvieron la lactosa (170 mg, 0,5 mmol) y el fosfato de oseltamivir (91, 100
mg, 0,25 mmol) en 3 ml de buffer fosfato (50 mM, pH 7,4). Luego de una hora de
agitacién a temperatura ambiente, se agregé NaBH3;CN (50 mg, 0,8 mmol) y se dejo
reaccionar a 80 ¢ C durante 6 h. La ccd (EtOH:H,O:NH,OH(c), 12:2:1) mostr6 la
aparicion de un compuesto (R;0,5) entre la lactosa (R;0,2) y el oseltamivir (R 0,72).
Este ultimo se detect6 con luz UV mientras que el conjugado pudo ser detectado con
luz UV y con el reactivo de acido sulfarico. Se evaporé la mezcla de reaccién al vacio,

el acido bérico se removid por sucesivas coevaporaciones con metanol y el producto
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se purificd pasandolo por una columna de fase reversa RP-18 (5 g). El exceso de
lactosa eluy6 con agua y luego se pas6 un gradiente de metanol 10 % a 60 %. El
producto 92 eluyd con un 50 % de metanol y por evaporacién del solvente se obtuvo
un sélido blanco (116 mg, 72%). [a]p -23 (c 0,6, H20).

RMN 'H (D;0) & 6,80 (br s, 1H, H-2), 4,50 (d, 1H, J;» 2 = 8 Hz, H-1"), 4,24 (m,
3H, H-8 y CH;CH,OCO), 3,99 (m, 1H, H-2’), 3,96-3,67 (m, 10H, protones del azucar y
H-4), 3,65 (dd, 1H, J>3» = 10 Hz, J34» = 3,5 Hz, H-3"), 3,54 (dd, 1H, J=10Hz, J=8
Hz, H-2"), 3,53-3,48 (m, 1H, ((CH3CH,).CH del 3-pentilo), 2,96 (dd, 1H, Jya1 = 12 Hz,
Jraz = 2,5 Hz, H-1'a), 2,91 (m, 1H, H-5), 2,84 (dd, 1H, Jsga = 5 Hz, Jsago = 17 Hz,H-6a),
2,51 (dd,1H, J = 12 Hz, Jip> = 11 Hz, H-1b), 2,15 (m, 1H, H-6b), 2,08 (s, 3H,
CH;CONH), 1,55 (m, 3H, CHx y un CH,, del 3-pentilo), 1,45 (m, 1H, CH,, del 3-
pentilo), 1,29 (t, 3H, J = 7,5 Hz, CH;CH,OCO), 0,89 (t, 3H, J = 7,5 Hz, CH,, del 3-
pentilo), 0,84 (1, 3H, J = 7,5 Hz, CH;, del 3-pentilo).

RMN C (D,0) & 174,9 (CH3;CONH), 167,2 (CH;CH,OCO), 138,3 (C-2), 129,3
(C-1), 103,1 (C-17), 84,4 ((CH3CH,),CH del 3-pentilo), 79,2 (C-4"), 76,4 (C-3), 75,7 (C-
57, 72,8 (C-3”), 71,4 (C-2”), 71,2 (C-3'), 70,9 (C-2’), 70,4 y 69,0 (C-5 y C-4"), 62,5
(CH;CH,0CO), 62,3y 61,3 (C-6" y C-6"), 55,8 (C-5), 55,0 (C-4), 49,0 (C-1"), 29,3 (C-
6), 25,7 (CHx del 3-pentilo), 25,3 (CH, del 3-pentilo), 22,6 (CH;CONH), 13,6
(CH3CH,OCO), 8,9 (CHay del 3-pentilo), 8,7 (CHs, del 3-pentilo).

ESI-TOF MS m/z: calcd para [M+H]*: 639,3340, encontrado: 639,3350. Calcd
para [M+Na]": 661,3160, encontrado: 661,3170.

Acido (3R, 4R, 5S) 4-acetamido-N -(1’-desoxilactitol-1’-il)-5-amino-3-
(pentan-3-iloxi)-ciclohex-1-enocarboxilico (93).

93

(75 %)
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Se disolvié el compuesto 92 (28 mg) en 1M NaOH (1 ml) y se agité durante 1 h
a 30 °C. La reaccion se monitoreé por ccd la cual mostro la hidrdlisis completa del
compuesto 92 para dar el &cido carboxilico 93 (R 0,32, EtOH:H,O:NH,OH(c), 12:2:1).
El producto se purificé por resina cationica AG 50W-X12 (Bio-Rad). Luego de lavar con
agua, el compuesto eluyé con 0,1 M HCI. Por liofilizacion de las correspondientes
fracciones se obtuvo 20 mg del compuesto 93 como un soélido blanco amorfo (75%).
[a]p -20 (c 0,6, H,0).

RMN 'H (D,0) & 6,86 (br s, 1H, H-2), 4,54 (d, 1H, J;»» = 8 Hz, H-17), 4,35 (dd,
1H, J34 = 9 Hz, J3.<1, H-3), 4,21 (m, 1H, H-2’), 4,16 (dd, 1H, J =9 Hz, J,5 = 12 Hz, H-
4), 3,95-3,68 (m, 10H, protones del azucar y H-5), 3,66 (dd, 1H, J»3» = 10 Hz, J3-4 =
3,5 Hz, H-3”), 3,55 (dd, 1H, J = 8 Hz, J = 10 Hz, H-2”), 3,55 (m, 1H, (CH3CH,),CH del
3-pentilo), 3,49 (dd, 1H, Jya1p = 13 Hz, Jya2 = 3,5 Hz, H-1’a), 3,25 (dd, 1H, J = 13 Hz,
Jiv2 = 8,5 Hz, H-1'b), 3,0 (dd, 1H, Jsea = 5,5 Hz, Jsaep = 17 Hz, H-6a), 2,6 (m, 1H, H-
6b), 2,1 (s, 3H, CH;CONH), 1,56 (m, 3H, CH. y un CH,, del 3-pentilo), 1,48 (m, 1H,
(CH., del 3-pentilo), 0,88 (t, 3H, J = 7,5 Hz, CH;, del 3-pentilo), 0,84 (t, 3H, J=7,5 Hz,
CHs,, del 3-pentilo).

RMN '3C (D,0) & 175,3 (CH3CONH), 169,3 (CO;H), 137,6 (C-2), 127,8 (C-1),
102,9 (C-17), 84,3 ((CH3CH,),CH del 3-pentilo), 79,0 (C-4), 75,4 (C-5”), 75,1 (C-3),
72,4 (C-3”), 71,0 (C-2”), 70,8 (C-3’), 71,0 y 68,6 (C-4” y C-5'), 67,7 (C-2’), 61,8 y 61,2
(C-6' y C-6”), 55,6 (C-5), 51,6 (C-4), 48,0 (C-1’), 26,1 (C-6), 25,4 (CH,, del 3-pentilo),
25,0 (CHy, del 3-pentilo), 22,4 (CH;CONH), 8,5 (CHg, y CHa, del 3-pentilo).

ESI-TOF MS m/z: calcd para [M+H]*: 611,3027, encontrado: 611,3029. Calcd
para [M+Na]": 633,2847, encontrado: 633,2836.

156



Instrumental y métodos generales. | Capitulo 5

Sintesis de (3R, 4R, 5S) Etil-4-acetamido-5-lactobionamido-3-
(pentan-3-iloxi)-ciclohex-1-enocarboxilato (94).

/\(:3/\
AcHN H
OH
Ho OH \Q\f
N (0]
H O&/O o} HoPO4.HN 4
HO o OFt _
OH >
OH DMF OH OH
&
62 HO
(56 %)

La lactobiono 1,5-lactona se prepard a partir del acido lactobiénico como se
describié anteriormente (Isbell et al., 1963). Se disolvieron la lactobiono 1,5-lactona
(200 mg, 0,59 mmol) y el fosfato de oseltamivir (123 mg, 0,3 mmol) en DMF anhidra
(1,5 ml) bajo atmosfera de argdn y se agregd piridina hasta alcanzar un pH de 7. La
mezcla se calenté a 120 °C y la reaccion se monitoreo por ccd (nBuOH:H,O:AcOH,
12:5:3). Luego de 6 h no se detecto la presencia de oseltamivir por UV (R 0,7) y el
compuesto 94 se detectd ademas con el reactivo de acido sulfarico (Rf0,5). Luego de
evaporacion del solvente el producto se purificd por cromatografia en fase reversa RP-
18 (2 g). El exceso de lactobiono 1,5-lactona se eluyé con agua mientras que el
compuesto 94 eluyé con 50 % metanol. Luego de la evaporacién del solvente se

obtuvo el compuesto 94 como un solido blanco (110 mg, 56%). [a]p -35 (c1, H0).

RMN 'H (D;0) & 6,81 (brs, 1H, H-2), 4,55 (d, 1H, J;»» = 7,5 Hz, H-17), 4,41 (d,
1H, J» 3 = 2,5 Hz, H-2"), 4,33 (dd, 1H, J54= 9 Hz, J;,<1, H-3), 4,23 (dc, 2H, J = 7 Hz,
1,6 Hz, CH;CH,OCO), 4,17 (dd, 1H, J = 2,5 Hz, J; 4 = 4 Hz, H-3), 4,14 (m, 1H, H-5),
3,99-3,89 (m, 4H, H-4, H-4’, H-4” y H-5’), 3,86 (dd, 1H, Js¢a = 3,5 Hz, Jgaep = 12 Hz,
H-6'a), 3,81-3,7 (m, 4H, H-6"a, H-6"b, H-5" y H-6'b), 3,66 (dd, 1H, J>3» = 10 Hz, J3 4 =
3,5 Hz, H-3"), 3,55 (dd, 1H, J = 7,5 Hz, 10 Hz, H-2"), 3,52 (m, 1H, (CH;CH,),CH del 3-
pentilo), 2,75 (dd, 1H, Jsea = 5,5 Hz, Jeaep = 17 Hz, H-6a), 2,42 (m, 1H, H-6b), 1,99 (s,
3H, CH;CONH), 1,56 (m, 3H, CH. y un CH,, del 3-pentilo), 1,44 (m, 1H, CH,, del 3-
pentilo), 1,28 (t, 3H, J= 7 Hz, CH,CH,OCO), 0,89 (t, 3H, J = 7,5 Hz, CHs, del 3-pentilo),
0,83 (t, 3H, J= 7,5 Hz, CHj,, del 3-pentilo).

RMN 3C (D,0) & 175,4 (C-1’), 174,9 (CH;CONH), 168,7 (CH;CH,OCO), 138,6
(C-2), 129,9 (C-1), 104,2 (C-1”), 85,0 ((CH5CH,),CH del 3-pentilo), 81,7 (C-4), 76,7 (C-
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3), 76,0 (C-5"), 73,1 (C-3"), 73,0 (C-2’), 71,7 (C-2"), 70,9 (C-3’), 72,0 y 69,3 (C-4” y C-
5), 62,8 (CH;CH,0OCO), 62,6 y 61,7 (C-6' y C-6"), 54,6 (C-4), 48,2 (C-5), 30,7 (C-6),
26,2 (CHy del 3-pentilo), 25,8 (CH,, del 3-pentilo), 22,9 (CH;CONH), 13,9
(CH3CH,OCO), 9,2 (CHaxy CHs, del 3-pentilo).

ESI-TOF MS m/z: calcd. para [M+H]": 653,3133, encontrado: 653,3149.

Acido (3R, 4R, 5S) 4-acetamido-5-lactobionamido-3-(pentan-3-iloxi)-
ciclohex-1-eno-carboxilico (95) y su epimero en C-2’ (96).

94 95 Relacion 5:6 (4:1) 96
(70 %)

Se disolvié el compuesto 94 (30 mg) en 0,5 M NaOH (1 ml) y se agité durante 2
h a 30 °C. La reaccién se monitore6 por ccd la cual mostré hidrélisis completa del
compuesto 94 para dar los acidos carboxilicos 95 y 96 (R; 0,4, nBuOH:H,O:AcOH,
12:5:3). El producto se purificé por cromatografia en resina catiénica AG 50W-X12
(Bio-Rad) donde eluy6 con agua para dar 21 mg (70%) de 95 y 96 como una mezcla
de epimeros 4:1 en C-2’ seg n se determin por RMN 1H y bidimensional. [a]p -39 (c
0,5, H0).

RMN 'H (D;0) & 6,81 (br s, 1H, H-2), 4,54 (d, 0,2H, J;»» = 7,8 Hz, H-1” para
96), 4,53 (d, 0,8H, J;»»» = 7,8 Hz, H-1” para 95), 4,41 (dd, 0,2H, J,3<1, J34 = 9 Hz, H-3
para 96), 4,38 (d, 0,8H, J» 3= 2,6 Hz, H-2" para 95), 4,36 (d, 0,2H, J>3= 1,9 Hz, H-2’
para 96), 4,31 (dd, 0,8H, J»3<1, J34 = 9 Hz, H-3 para 95), 4,20 (dd, 0,2H, J = 1,9 Hz,
Jy 4 = 4 Hz, H-3" para 96), 4,15 (dd, 0,8H, J= 2,6 Hz, J3 = 4 Hz, H-3’ para 95), 4,14
(m, 1H, H-5), 3,99-3,92 (m, 2H, H-4 y H-4’), 3,92-3,87 (m, 2H, H-4” y H-5"), 3,84 (dd,
1H, Js6a = 3,5 Hz, Jsaep = 12 Hz, H-6’a), 3,80-3,68 ( m, 4H, H-6"a, H-6"b, H-5" y H-
6'b), 3,64 (dd, 1H, Jo3 = 10 Hz, J3-4» = 3,5 Hz, H-3"), 3,54 (dd, 1H, J=7,8 Hz, J= 10
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Hz, H-2”), 3,51 (m, 1H, (CH3CH,).CH del 3-pentilo), 2,70 (dd, 1H, Jse. = 5,5 Hz, Jsaep =
17,5 Hz, H-6a), 2,39 (m, 0,8H, H-6b para 95), 2,31 (m, 0,2H, H-6b para 96), 1,97 (s,
2,2H, CH;CONH para 95), 1,94 (s, 0,8H, CH;CONH para 96),1,58-1,48 (m, 3H, CHa, y
un CH,, del 3-pentilo), 1,43 (m, 1H, CH., del 3-pentilo), 0,87 (t, 3H, J= 7,5 Hz, CHa del
3-pentilo), 0,81 (t, 3H, J= 7,5 Hz, CH,, del 3-pentilo).

RMN '3C (D,O) para el compuesto 95, & 174,7 (C-1’), 174,2 (CH;CONH), 169,6
(CO.H), 138,4 (C-2), 129,1 (C-1), 103,5 (C-1”), 84,3 (CH;CH,).CH del 3-pentilo), 81,0
(C-4), 76,0 (C-3), 75,3 (C-57), 72,3 (C-3”, C-2’), 71,0 (C-2"), 70,1 (C-3’), 71,3 (C-4"),
68,5 (C-5"), 61,9y 61,0 (C-6’y C-6"), 53,8 (C-4), 47,5 (C-5), 30,0 (C-6), 25,5 (CHy del
3-pentilo), 25,1 (CH,, del 3-pentilo), 22,2 (CH;CONH), 8,5 (CHscy CHsy del 3-pentilo).

ESI-TOF MS m/z: calcd para [M+H]": 625,2820, encontrado: 625,2839. Calcd
para [M+Na]": 647,2639, encontrado: 647,2676.

Sintesis del acido w-lactobionamidohexanoico (97).

OH DMF, TEA, pH 8

62
(81 %)

A una soluciéon de 100 mg (0,88 mmol) de acido aminocaproico en 1,5 ml de
DMF anhidro se agregd 40 ul TEA seguido de 403,5 mg (1,17 mmol) de lactobiono 1,5-

lactona previamente secada en pistola, agitando durante 12 h a 90° C. Por ccd se
observo la desaparicién del acido aminocaproico, el cual se detectaba con el reactivo
de ninhidrina, indicando la finalizaciéon de la reaccién. El producto se observé con el
reactivo de H,SO, (Rf 0,45, nPrOH:EtOH:H,0O, 7:1:2). Se evapor6 la DMF a presién
reducida, se disolvié en agua y se pasé por columna cationica Amberlite IR-120 plus.
El compuesto eluyé con agua mientras que posibles restos de acido aminocaproico
qguedaron retenidos en la columna. El eluido se concentr6 y se paso por columna de
fase reversa RP-18 (2 g) utilizando H,O conteniendo 0,1% de TFA como fase movil. El

acido lactobionico eluy6 entre las fracciones 10-20 mientras que el compuesto 97
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eluyé luego de la fraccion 40. Se combinaron las fracciones y se llevo a seco dando
334,5 mg de un sélido blanco amorfo (80,6 % de rendimiento). [a]p +25 (c 1, H,0).

RMN 'H (D;0) & 4,46 (d, 1H, J;»2 = 7,8 Hz, H-1"), 4,29 (d, 1H, J»3 = 3 Hz, H-
2’), 4,08 (dd, 1H, J= 3 Hz, J3 4= 4 Hz, H-3’), 3,88 (dd, 1H, J= 4 Hz, J; 5= 6,6 Hz, H-4’),
3,85-3,80 (m, 2H, H-5" y H-4"), 3,77 (dd, 1H, Js 2= 3,3 Hz, Jsrapgn= 12 Hz, H-6"a),
3,73-3,61 (m, 4H, H-6’a, H-6'b, H-5" y H-6"b), 3,58 (dd, 1H, J,» 3= 10 Hz, J3» 4= 3,4 Hz,
H-3”), 3,47 (dd, 1H, J= 7,8 Hz, J= 10 Hz, H-2"), 3,15 (m, 2 H, H-6), 2,30 (t, 2H, J,3=
7,4 Hz, H-2), 1,53 (ddd, 2H, H-3), 1,45 (m, 2H, H-5), 1,28 (m, 2H, H-4).

RMN '3C (D,0) & 180,5 (C-1), 175,3 (C-1’), 104,8 (C-1"), 82,3 (C-4), 76,7 (C-
5"), 73,8 (C-3"), 73,7 (C-2)), 72,8 (C-4”), 72,4 (C-2"), 71,7 (C-3), 70,0 (C-5), 63,3 (C-
6"), 62,4 (C-6), 40,3 y 39,2 (C-6), 35,1y 35,0 (C-2), 29,4 y 29,2 (C-5), 26,8 (C-4), 25,3
y 25,2 (C-3).

ESI-TOF MS m/z: calcd para [M+H]": 472,2030, encontrado: 472,2013, calcd
para [M+Na]": 494,1850, encontrado: 494,1841.

Conjugacion del acido w-lactobionamidohexanoico con oseltamivir.

1

OH HO

OH OH /“\NH
on *@Y
HO. o) W
OH HO NH
H\W 1) DMF, TEA
OHY O  2)IBCF

97 (9 %) 98

A una solucién de 100 mg (0,21 mmol) del compuesto 97 en 0,5 ml de DMF
anhidro, se agreg6 15 pl de TEA agitando durante 30 minutos. Luego se agreg6 52 pl
(0,4 mmol) de IBCF, continuando la agitacion por 3 horas. Las sales precipitadas de
NH,CI se filtraron y el sobrenadante se agregd sobre una solucion de 205 mg (0,5
mmol) de oseltamivir disuelto en 0,8 ml de DMF y 20 pl de TEA. Se agit6 durante 12 h
a temperatura ambiente monitoreando la reaccion por ccd la cual mostr6 la aparicion
del compuesto 98 (R; 0,52, nPrOH:EtOH:H,0, 8:1:1) ademéas de los compuestos de
partida. Se evapor6 la DMF y se paso por columna de fase reversa RP-18 (0,5 g). El
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compuesto 97 sin reaccionar eluyé con 30 ml de agua mientras que el producto de
reaccion 98 eluyé con 50 % MeOH. El exceso de oseltamivir se recuper6 con 100 %
de MeOH. Se combinaron las fracciones y se llevé a seco rindiendo 15 mg de un
sélido blanco (9,3 %). [a]p -23.8 (c 0,7, H,0).

RMN 'H (D,0) & 6,78 (bs, 1H, H-2), 4,53 (d, 1H, J;»»» =7,8 Hz, H-17), 4,36 (d,
1H, Jy3= 3 Hz, H-2), 4,28 (m, 1H, H-3), 4,22 (dc, 2H, J=7,2 Hz, J=1,8 Hz,
CH;CH,OCO), 4,15 (dd, 1H, J= 3,0 Hz, J3 4= 4 Hz, H-3’), 4,08 (ddd, 1H, J,;5= 11 Hz,
Jsga= 11 Hz, Js6p= 5,6 Hz, H-5), 3,96 (dd, 1H, J= 4 Hz, Jy 5= 6,5 Hz, H-4’), 3,92-3,88
(m, 3H, H-4”, H-5' y H-4), 3,84 (dd, 1H, Js5' o= 3,3 Hz, Jsaeb= 12 Hz, H-6"a), 3,79-
3,67 (m, 4H, H-6’a, H-6'b, H-5" y H-6"b), 3,65 (dd, 1H, J> 3= 10 Hz, J3 4= 3,4 Hz, H-
3”), 3,54 (dd, 1H, J=7,8 Hz, J= 10 Hz, H-2"), 3,52 (m, 1H, (CH3CH,).CH del 3-pentilo),
3,23 (t, 2 H, Ji112= 7 Hz, H-12), 2,70 (dd, 1H, J= 11 Hz, Jsa6p= 16,8 Hz, H-6a), 2,33 (m,
1H, J= 5,6 Hz, J= 16,8 Hz, H-6b), 2,21 (m, 2H, H-8), 1,98 (s, 3H, CH;CONH), 1,62-1,49
(m, 7H, H-9, H-11, CH., y un CH,, del 3-pentilo), 1,48-1,36 (m, 1H, CH,, del 3-pentilo),
1,35-1,26 (m, 1H, H-10), 1,26 (t, 3H, CH;CH,OCO), 0,87 (t, 3H, J= 7,5 Hz, CHs, del 3-
pentilo), 0,82 (1, 3H, J = 7,5 Hz, CH;, del 3-pentilo).

RMN C (D,0) & 177,4 (C-7), 174,9 (C-1’), 174,6 (CH;CONH), 168,7
(CH;CH,OCO), 138,6 (C-2), 130,0 (C-1), 104,2 (C-1"), 85,0 ((CHsCH,).CH del 3-
pentilo), 81,7 (C-4), 76,7 (C-3), 76,0 (C-5"), 73,1 (C-3”), 73,0 (C-2), 72,1 (C-4"), 71,7
(C-2”), 71,1 (C-3), 69,3 (C-5), 62,8 (CH3CH,OCO), 62,6 (C-6"), 61,7 (C-6'), 55,3 (C-
4), 48,2 (C-5), 39,5 (C-12), 36,5 (C-8), 30,5 (C-6), 28,8 (C-11), 26,2 (C-9 y C-10), 25,8
(CHaxy CHyy del 3-pentilo), 22,9 (CH;CONH), 14,0 (CHsCH,OCO), 9,2 (CHa,y CHa, del
3-pentilo).

ESI-TOF MS m/z: calcd para [M+H]": 766,3974, encontrado: 766,3955, calcd
para [M+Na]": 788,3793, encontrado: 788,3769.
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Sintesis de N-lactobionilalaniltirosina (99).

OH

o)
OH OH HoN OH
OH N OH __—OH _OH
Q Q CH, o . 6" 6 o &
HO o > 0 OH H
HO DMF HO %o Ny 1 OH
OH OH © . SN2
OH1 OH H
O 5CHy o)
62 99
(24 %)

Se disolvieron la lactobiono 1,5-lactona (215 mg, 0,63 mmol) y el dipéptido
AlaTyr (80 mg, 0,32 mmol) en dimetilformamida anhidra (1,5 ml) bajo atmésfera de
argon. La mezcla se calent6 a 100 °C y la reaccibn se monitoreo por ccd
(nProp:EtOH:H,O:NH,OH(c), 7:1:2:200pl). Luego de 3 h no se detectd la presencia de
AlaTyr libre la cual revelaba con reactivo de ninhidrina y UV y se observé el compuesto
99 el cual reveld con UV y con el reactivo de &cido sulfurico (Rf 0,42). Se evaporoé la
DMF vy se purifico por cromatografia en fase reversa RP-18 (0,5 g). La
lactobionolactona en exceso eluy6 con 15 ml de agua, el compuesto 99 eluyé con 5%
MeOH vy el dipéptido sin reaccionar se recuper6 por el agregado de 20 % MeOH. Se
juntaron fracciones y se evapor6 el solvente obteniéndo un sélido blanco (43 mg, 24
%). [a]p +21,8 (¢ 0,7, H.0).

RMN 'H (D.O) § 7,15 y 6,85 (d, 4H, aromaticos), 4,56 (m, 1H, H-2), 4,55 (d, 1H,
Jp= 7,7 Hz, H-17), 4,42 (d, 1H, J» 3= 2,6 Hz, H-2), 4,34 (ddd, 1H, Jss= 7,3 Hz, H-4),
4,14 (dd, 1H, J= 2,6 Hz, J3.4= 4,2 Hz, H-3), 3,99 (dd, 1H, J= 4,2 Hz, Jy 5= 6,4 Hz, H-
4, 3,95-3,90 (m, 2H, H-4” y H-5), 3,86 (dd, 1H, Js g-a= 3,3 Hz, Jsagw= 12 Hz, H-6"a),
3,79-3,70 (m, 4H, H-5”, H-8’a, H-6'b y H-6"b), 3,67 (dd, 1H, J» 3= 10 Hz, Jy 4= 3,4 Hz,
H-3"), 3,58 (dd, 1H, J= 7,7 Hz, J= 10 Hz, H-2"), 3,14 (dd, 1H, Jrea= 5,6 Hz, Jsaco= 14
Hz, H-6a), 2,95 (dd, 1H, Jses= 8,6 Hz, H-6b), 1,30 (d, 3H, Jss= 7,3 Hz, H-5).

RMN °C (D;0) & 175,9 (C-1), 174,9 (C-1’, C-3), 155,0, 131,3, 129,2, 116,0
(aromaticos), 104,2 (C-1"), 81,8 (C-4’), 76,0 (C-5”), 73,1 (C-3"), 73,0 (C-2), 72,1 (C-
4”), 71,7 (C-2”), 71,3 (C-3'), 69,2 (C-5), 62,6 (C-6"), 61,7 (C-6), 55,3 (C-2), 50,0 (C-4),
36,6 (C-6), 17,2 (C-5).

ESI-TOF MS m/z: calcd para [M+H]": 593,2194, encontrado: 593,2187, calcd
para [M+Na]": 615,2013, encontrado: 615,2007.
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Resumen

Trypanosoma cruzi es el parasito protozoario agente etiologico de la
enfermedad de Chagas, que afecta a millones de personas en el mundo, siendo la
vinchuca (Triatoma infestans) el principal insecto vector de su transmisiéon en nuestro
pais. El parasito se caracteriza por utilizar un huésped vertebrado y otro invertebrado
para completar su ciclo de vida, sufriendo transformaciones morfolégicas vy
bioquimicas durante los diferentes estadios.

Estudios bioldgicos, genéticos, bioquimicos e inmunolégicos realizados sobre
cepas de diferentes origenes, permitieron su clasificacion filogenética en dos Linajes
principales, | y Il, que luego se reclasificaron en 6 unidades discretas de tipificacion
(DTU I-VI). Las cepas pertenecientes al grupo | son menos infectivas y comprenden
las cepas con ciclo de vida salvaje, y las cepas pertenecientes al grupo Il, mas
infectivas, estan asociadas al ciclo doméstico y por lo tanto a la enfermedad de
Chagas.

Las glicoproteinas tipo mucina estan ancladas a la superficie de T. cruzi por
medio de glicosilfosfatidilinositol (GPI) y sus cadenas O-glicosidicas se encuentran
unidas a residuos de Ser 6 Thr de la proteina a través de o-N-acetilglucosamina (o-
GlcNAc), en lugar de a-N-acetilgalactosamina (a-GalNAc), como ocurre en mucinas de
vertebrados. La funcién de estas proteinas consiste en la adhesion y proteccion de la
superficie celular del parasito. Asimismo, son aceptores de acido sialico en la reaccion
catalizada por la enzima trans-sialidasa (TcTS), también localizada en la superficie del
parasito, que es decisiva para la infeccion. La reaccion es especifica y se transfiere un
acidido sialico unido «-(2-3) a un pB-galactopiranésido para formar la misma unién con

el aceptor.

La estructura de la porcion glicosidica de las mucinas de T. cruzi depende en
gran medida de la cepa y del estadio en el que se encuentra el parasito. Se sabe que
las cadenas O-glicosidicas de mucinas de las cepas G, Dm28C y Colombiana
incluidas en DTU | contienen el “core” B-D-Galf(1—4)-GIcNAc que puede estar
sustituido con una o varias unidades de Galf y/o Galp, mientras que las estructuras
halladas en las cepas mas infectivas, Y y CL que presentan el “core” B-D-Galp(1—4)-
GIcNAc, se encuentran sustituidas solo por Galp. La cepa Tulahuen ahora
reclasificada como DTU VI hibrida, expresa mucinas con oligosacaridos derivados de
ambos “cores”. La presencia de Galf, que no es biosintetizada por mamiferos, sugiere
una posible relacion entre las estructuras de los glicanos y los diferentes grados de
infectividad de las cepas.
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Resumen

Uno de los objetivos de este trabajo de Tesis consistié en analizar la cinética
enzimatica para la trans-sialilacién de los oligosacaridos de mucinas pertenecientes al
grupo |, previamente sintetizados en el laboratorio y determinar si existia una relacion

entre la infectividad, relacionada con la TcTS y la presencia o ausencia de Galf.

Primeramente se realizo un andlisis por HPAEC-PAD de los oligosacaridos
alditoles. Este método permite distinguir los oligosacéaridos con Galf pues tienen un
tiempo de retencion considerablemente mayor que los analogos con Galp. Como los
oligosacaridos de las mucinas se obtienen como alditoles mediante una reaccién de f-
eliminaciéon reductiva, el perfil obtenido en un analisis por HPAEC-PAD permitiria
determinar el origen, selvatico o doméstico, de la cepa de T. cruzi, por la presencia o
ausencia de Galf. Para la obtencion de los parametros cinéticos se realizaron
incubaciones usando los oligosacaridos sintéticos, sus alditoles y los bencil glicosidos
como sustratos aceptores, 3'SL como donor de acido sidlico y la enzima recombinante
TcTS. Las reacciones enzimaticas se analizaron midiendo por HPAEC-PAD la
cantidad de producto sialilado y se determinaron los Km graficamente por el método
de Lineweaver-Burk. Todos los compuestos resultaron buenos aceptores de acido
sidlico, o sea que la galactofuranosa no afectaria la sialilacion de las unidades de Galp
presentes en los mismos oligosacéridos. Como resultado de estos andlisis se pudo
determinar que la disminucién en la virulencia de las cepas pertenecientes al grupo |
no es causada por interferencia de la sialilacién por la presencia de la Galf. Se llevé a
cabo la sialilacion preparativa del hexasacarido p-D-Galp-(1—2)-[-D-Galp-(1—3)]-B-D-
Galp-(1—6)-[p-D-Galf-(1—2)-B-D-Galf(1—4)]-a-D-GlcNAc-OBn (42 Bn) utilizando la
enzima recombinante y 3'SL como donor. El aislamiento del producto sialilado permitié
determinar por espectros RMN mono y bidimensionales que el acido sidlico se
incorpora selectivamente a la Galp terminal unida (f1—3) menos impedida

estéricamente y mas expuesta.

El andlisis cinético de los hexasacaridos 43 Bn y 43 ol con 3 Galp terminales
permitié determinar que de acuerdo a la condiciones y al tiempo de reaccion se podia
obtener uno o dos compuestos monosialilados y uno minoritario disialilado, producto

de la sialilacion en las dos Galp mas expuestas.

Se estudié también la capacidad de los oligosacéaridos y sus derivados de
comportarse como inhibidores competitivos de la transferencia de siélico desde 3'SL a
N-acetillactosamina. Los alditoles analizados en este capitulo mostraron valores de

ICso del orden del lactitol, siendo el mejor el del 42 Bn.

164



Resumen

En el analisis desarrollado para la transferencia de Neu5Gc mediada por TcTS,
se demostr6é por primera vez que la enzima recombinante transfiere Neu5Gc desde
oligosacaridos sintéticos que contienen esta unidad a lactosa, lactitol y N-
acetillactosamina, unidad comun en glicoconjugados. Esta enzima seria la responsable
de la presencia de acido N-glicolilneuraminico en la superficie de T. cruzi. La TcTS
podria usarse con fines preparativos para obtener glicoconjugados con Neu5Gc, para
estudios bioldgicos. El calculo de los parametros cinéticos determin6 que el disacarido
conteniendo Neu5Gc(a2—3)-Galp(31—4)-Glc-R era mejor sustrato donor que la 3'SL.
Esto también se comprobd cuando se realizé la reaccion de transferencia competitiva.
Por otra parte, los ensayos de transferencia realizados pre-incubando la enzima con
anticuerpos neutralizantes permitieron determinar que el Neu5Gc ocuparia el mismo

sitio activo que el Neu5Ac en la enzima.

Otro objetivo consisti6 en la sintesis y evaluacién de inibidores de TcTS.
Previamente en el laboratorio se habia determinado que la lactosa y analogos inhiben
la transferencia de &cido sidlico hacia N-acetillactosamina en la reaccién de TcTS. El
mejor de ellos resultd el lactitol (31) y fue utilizado por el grupo de Campetella
(UNSAM) para demostrar que la inhibicion de TcTS en la sangre del raton infectado
previene la apoptosis celular. Debido a la rapida eliminacion del lactitol de la
circulacion sanguinea estos autores debieron recurrir a pastillas que lo liberaban
lentamente. En vista de estos resultados planeamos obtener inhibidores derivados de
la lactosa que tuvieran un mayor tiempo de permanencia en sangre sin que se
disminuyera su actividad inhibitoria. Para ello necesitabamos aumentar el tamarno de
los inhibidores mas alla de los limites de filtracién renal sin modificar el extremo B-
galactopiranosilo, unidad aceptora de acido sidlico en la reaccion de TcTS. Las
modificaciones de compuestos biolégicamente activos con polimeros es un método
ampliamente utilizado para controlar su biodisponibilidad, biodistribucién y a menudo
su toxicidad. El término PEGilacion describe la modificacion de moléculas biolégicas
por conjugacién covalente con polietilenglicol. Esta modificacion mejora la solubilidad
de la droga, disminuye su inmunogenicidad y también incrementa su estabilidad y
permanencia en sangre permitiendo asi disminuir la frecuencia de la dosis, aunque
hay pocos ejemplos de PEGilacion de carbohidratos. Considerando la aplicacién y
beneficios de esta técnica decidimos aplicarla a lactosa y analogos con el objeto de
incrementar su biodisponibilidad. Para ello, hemos utilizado diferentes métodos de
conjugacion, caracterizado los productos por RMN y espectrometria de masas,

analizado el comportamiento de los conjugados como inhibidores en la reaccién de
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TcTS y por ultimo determinamos la estabilidad de los conjugados en sangre. Para la
sintesis utilizamos diferentes PEGs lineales de pesos moleculares menores a 5 kDa y
PEGs multibrazos de pesos moleculares mayores a 20 kDa. Para estudiar la
capacidad de inhibicién de los PEG conjugados en la reaccion de TcTS se probaron
diferentes concentraciones de los compuestos en reacciones de transferencia
conteniendo 3°'SL como donor, [D—glucosa—1—14C]—Iactosa como aceptor y TcTS
recombinante. La inhibicién fue cuantificada midiendo la radioactividad retenida en una
resina de intercambio aniénico luego de la incubacién y comparando con la
radioactividad retenida en ausencia del inhibidor. Los resultados indicaron, para el
caso de los conjugados de lactosa y analogos con los PEGs lineales, que si bien la
presencia de la cadena unida al disacarido no altera la habilidad del sustrato para
funcionar como aceptor de 4cido sialico, la permanencia en sangre de los conjugados
no aumentaba significativamente. En el analisis de estabilidad en sangre del
conjugado con PEG mutibrazos se observd una mayor permanencia, comprobando la
presencia del mismo hasta 24 horas después de la inyeccion. El valor de 1Csq para
derivados del disacarido 59, es aproximadamente 8 veces menor en molaridad que el
de su respectivo precursor. Si consideramos que la molécula presenta 8 unidades de
sustrato aceptor se podria inferir que cada brazo estaria interactuando con una unidad
de enzima y que la presencia de la cadena de PEG unida a este disacérido inhibidor
no alteraria la capacidad para interactuar con la misma. Los PEGs multibrazos
conjugados con disacéridos de cadena abierta también presentaron valores de ICs
mas bajos que el del disacéarido del cual derivan (acido lactobidnico, 30). En la mayoria
de los casos los conjugados de cadena mas larga resultaron ser mejores inhibidores
que sus analogos de cadena mas corta lo cual indicaria que a mayor longitud de
brazo, mayor espacio entre unidades aceptoras y por lo tanto, mejor interaccién con la
TcTS.

Se puede concluir que la conjugacion con PEGs mulibrazos ha sido una
herramienta Util para aumentar la eficiencia de los derivados de lactosa como
inhibidores de TcTS. Las reacciones son sencillas y la alta estabilidad de estos
conjugados en sangre alienta a realizar estudios de inhibicion in vivo con pacientes
infectados con Chagas. Futuros estudios acerca de la localizacion en tejidos de estos

conjugados nos daria idea del modo de accion de estas drogas.

Otro enfoque de este trabajo de Tesis consistio en la sintesis y evaluacion de
sustratos bifuncionales dirigidos a los sitios de unién del sustrato donor y del aceptor.

Estudios realizados con TcTS cristalizada con diferentes ligandos mostraron dos
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(sub)sitios cataliticos relacionadas a sus sitios activos: un sitio donor especifico para el
acido sialico y otro para la B-galactopiranosa aceptora. En base al mecanismo de
accion de TcTS, los potenciales inhibidores son clasificados dependiendo del sitio
activo al que estén direccionados. Para nuestro objetivo unimos covalentemente
sustratos que resultaron ser buenos aceptores de &cido sidlico, como la lactosa o el
acido lactobionico (30), a sustratos que pueden tener afinidad por el sitio destinado al
acido sialico, como lo son los compuestos conteniendo &cidos carboxilicos o
miméticos del acido sidlico. Para la sintesis se utilizaron estrategias diferentes y los
productos se caracterizaron por espectrometria de masas y RMN mono vy
bidimensional. El andlisis de estos compuestos como sustratos e inhibidores
competitivos en la reacci n de TcTS fueron realizados usando 3’sialillactosa (3’SL)
como donor de acido sialico y una TcTS recombinante. Las reacciones se siguieron
por HPAEC-PAD. También se analizd la capacidad de cada uno para actuar de
inhibidor competitivo de la reaccion cuando se incubaba 3'SL como donor, N-
acetillactosamina como aceptor y TcTS. Todos los B-galactopiranésidos resultaron ser
aceptores de 4cido sialico con valores de K, dentro del rango del lactitol excepto el
compuesto 99 que no mostrdé ser ni aceptor, ni inhibidor de la reaccién. Para el caso
de los conjugados con oseltamivir, los valores de ICs resultaron ser de
aproximadamente un orden de magnitud mayor que el que muestran los disacaridos
de los cuales derivan. Estos resultados indicaron que aunque los conjugados eran
también aceptores de acido sialico, la presencia de estos ligandos supuestamente
dirigidos al sitio donor no aumentaba la afinidad del sustrato por la enzima.

En conclusién en este trabajo se presento:

- Los parametros cinéticos de la reaccibn de trans-sialilacion para los
oligosacaridos sintéticos de mucinas de Trypanosoma cruzi con la enzima

TcTS recombinante.

- La preparacion del producto de sialilacion del hexasacarido HexaGalf 42 Bn
por la enzima TcTS recombinante y la determinacién del sitio de sialilacién por
estudios de RMN.

- La cinética de reaccion del hexasacarido HexaGalp 43 Bn y 43 ol por la
enzima TcTS recombinante.
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La demostracion de la transferencia de acido N-glicolilneuraminico mediada por

TcTS, desde oligosacaridos sintéticos que contienen esta unidad hacia N-

acetillactosamina, unidad comun en glicoconjugados

La sintesis, caracterizacion y pruebas de inhibicién de derivados PEGilados

lineales y polivalentes con mayor estabilidad en sangre, basados en

disacaridos aceptores de acido sidlico, analogos de lactosa.

La sintesis, caracterizacion y pruebas de inhibicién de inhibidores dirigidos a

ambos sitios cataliticos, basados en disacaridos aceptores y sustratos que

pueden tener afinidad por el sitio destinado al &cido sialico, como lo son los

compuestos conteniendo 4cidos carboxilicos o miméticos del &cido sidlico.

Este trabajo dio lugar a las siguientes publicaciones:

1.

Comparative rates of sialylation by recombinant trans-sialidase and inhibitor
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