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Introducción, antecedentes y objetivos 

Los hidratos de carbono (carbohidratos) son, junto con ácidos nucleicos 

y proteínas moléculas muy importantes para la vida, y aunque se sabe mucho 

acerca de la estructura, interacción y función de ácidos nucleicos y proteínas, el 

papel de los carbohidratos es menos conocido. Es muy difícil predecir a priori la 

función de un carbohidrato, debido a que un mismo carbohidrato puede estar 

implicado en diferentes procesos en un mismo organismo, y porque además, 

las funciones de los carbohidratos normalmente están mediadas por 

secuencias especificas con diversas modificaciones. El lento desarrollo en la 

investigación en torno al papel de los hidratos de carbono se debe a su elevada 

complejidad estructural, que presentan estructuras muy ramificadas y con 

múltiples sitios de unión. Esta complejidad estructural aumenta mediante 

modificaciones post-translaccionales en la que grupos hidroxilo del 

carbohidrato pueden sufrir fosforilaciones, sulfataciones, acetilaciones u 

oxidaciones generando distintas actividades biológicas. 1, 2

Figura 1. Implicación del glicocalix en diversos procesos naturales e infecciosos de 

reconocimiento (adaptado de Scientific American 1993). 

La superficie de la mayoría de las células de mamíferos está cubierta de 

una densa capa de carbohidratos que se denomina glicocalix 3, 4 (Figura 1). En 

el glicocalix, los carbohidratos se presentan principalmente conjugados a 

CELULA 

BACTERIA

TOXINA

VIRUS

HORMONA Glicoproteína
Glicolípido 
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proteínas o lípidos, en forma de glicoproteínas, glicolípidos o proteoglicanos, y 

son estos glicoconjugados los que desarrollan la función biológica. Los 

glicolípidos y glicoproteínas que constituyen el glicocalix están implicados en 

diversos procesos biológicos y, durante mucho tiempo se les atribuyo una 

función estructural, estabilizante y protectora para la célula frente a agentes 

externos. Así por ejemplo, la capa de oligosacáridos presente en muchas 

glicoproteínas les sirve para proteger la cadena polipeptídica del 

reconocimiento de proteasas o anticuerpos. Pero esta función del glicocalix no 

es capaz de explicar la gran diversidad y complejidad que la naturaleza ha 

desarrollado en estos glicoconjugados. 

Hoy se sabe que la gran diversidad y complejidad que la naturaleza ha 

desarrollado en estos glicoconjugados esta relacionada con procesos de 

adhesión y de reconocimiento celular como son la embriogénesis, 5 la 

diferenciación celular, 6 el proceso inflamatorio, 7 o la metástasis. 8 De este 

modo, la célula emplea los glicoconjugados como receptores específicos en su 

mecanismo para la comunicación celular, pero en contrapartida, toxinas, 

bacterias y virus aprovechan estos glicoconjugados para acceder a la célula e 

infectarla. 

El proceso de adhesión celular sucede a través de interacciones fuertes 

proteína-proteína, pero también a través de interacciones proteína-carbohidrato 

y carbohidrato-carbohidrato. 9 Las interacciones proteína-carbohidrato son 

mucho mas especificas y están implicadas en numerosos procesos biológicos, 

en su mayoría dependientes de cationes divalentes como el calcio, pero son 

mas débiles (constantes de disociación en el rango milimolar), que la 

interacción proteína-proteína. Esta baja afinidad es compensada en la 

naturaleza con una presentación multivalente de los glicoconjugados y del 

receptor. Multiplicar el número de interacciones débiles ya existentes es la 

forma energéticamente más favorable que utiliza un sistema biológico para 

aumentar la afinidad en lugar de crear una nueva interacción. La interacción 

simultanea entre dos o más carbohidratos y su receptor se conoce con el 

nombre de interacción multivalente. La interacción simultanea entre dos o más 

carbohidratos y su receptor se conoce con el nombre de interacción 
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multivalente 10 y fue por primera vez denominada por Lee y col. como efecto 

cluster. 11

Las interacciones multivalentes presentan ventajas respecto a las 

monovalentes proporcionando un mecanismo eficaz para el reconocimiento, 

que aumenta la afinidad pero también la especificidad. Un mecanismo 

multivalente es también utilizado por la mayoría de patógenos que presentan 

en su superficie múltiples copias de su epítopo para su reconocimiento, pero a 

su vez es un mecanismo de defensa porque los macrófagos son capaces de 

reconocer partes de un patógeno cuando éste se une a muchos anticuerpos, 

pero no son capaces de reconocer al patógeno entero si estuviera unido a un 

solo anticuerpo.10

La gran complejidad de sistemas biológicos donde los glicoconjugados 

desarrollan su papel hace difícil el estudio de su funcionamiento en el entorno 

natural, por ello se han desarrollado diversas estrategias para poder estudiar y 

comprender mejor su funcionamiento. Una de ellas exige disponer de estos 

sistemas de forma bien definida y con alto grado de pureza. 12 Pero, 

lamentablemente, la obtención de sistemas multivalentes de carbohidratos de 

origen natural se complica por la dificultad de aislarlos puros y de mantener, 

una vez aislados, la actividad que presentan en su sistema natural. La dificultad 

de disponer de estos sistemas naturales junto con la gran importancia de estas 

interacciones multivalentes ha impulsado el desarrollo de una gran diversidad 

de sistemas modelo multivalentes de carbohidratos 13 que permiten estudiar 

parcialmente su funcionamiento. 

1. Sistemas modelo multivalentes de carbohidratos 

El diseño de sistemas multivalentes artificiales de carbohidratos está 

basado en la imitación de los glicoconjugados naturales presentes en la 

superficie celular que están implicados en los procesos de reconocimiento y de 

adhesión celular. Estos sistemas están formados por una plataforma a la que 

se unen varias moléculas de carbohidratos dando lugar a una presentación 

multivalente de los mismos. La unión entre el carbohidrato y el soporte se 
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establece a través de un espaciador, que proporciona una separación 

necesaria entre el soporte y el ligando. Los ligandos multivalentes sintéticos 

ofrecen ciertas ventajas que no presentan los ligandos multivalentes naturales. 

Su diseño y preparación nos permite modular la naturaleza del soporte 

multivalente o de los espaciadores pudiendo así acceder a un mayor número 

de compuestos, de mayor pureza y con mayor control estructural. 

Los sistemas modelo multivalentes se pueden clasificar por la distinta 

naturaleza del soporte. En la Figura 2 se muestran algunos de los sistemas 

modelo multivalente de carbohidratos más significativos que han utilizado 

péptidos (neoglicopéptidos), proteínas (neoglicoproteínas), liposomas, 

dendrímeros (glicodendrímeros), calixarenos, ciclodextrinas y polímeros 

(glicopolímeros) como soporte para unir a ellos las estructuras oligosacarídicas 

de interés. Finalmente hay que nombrar a las gliconanopartículas, que fueron 

preparadas por primera vez en nuestro laboratorio. 

LiposomasGlicodendrímeros

Glicopéptidos y 
Neoglicoproteínas 

Glicociclodextrinas y
GlicocalixarenosGlicopolímeros

GliconanopartículasLiposomasGlicodendrímeros

Glicopéptidos y 
Neoglicoproteínas 

Glicociclodextrinas y
GlicocalixarenosGlicopolímeros

Gliconanopartículas

Figura 2. Sistemas multivalentes de carbohidratos

Los primeros neoglicoconjugados multivalentes fueron obtenidos por 

el grupo de YC Lee a finales de los años 70 (Figura 3). 14, 15 Aquí, el 

carbohidrato se une a un soporte peptídico mimetizando la presentación del 

mismo en una glicoproteína. Glicoclusters constituidos por dos o tres moléculas 
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de galactosa presentaron un aumento logarítmico de su afinidad por lectinas 

hepáticas multiméricas con respecto al glicoconjugado monovalente. Este 

hecho se bautizó como “efecto cluster glicosídico”. 11a
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Figura 3. Primeros glicoclusters sintetizados por Y.C. Lee y colaboradores. 14

Las ciclodextrinas son oligosacáridos cíclicos de glucosa unidos 

mediante enlaces (1→4), mientras que los calixarenos son oligómeros 

cíclicos de anillos aromáticos sustituidos. Estos dos soportes tienen 

características comunes y ambos presentan un interior hidrófóbo, que es capaz 

de atrapar pequeñas moléculas; y un exterior hidrófilo, que puede ser 

funcionalizado con un pequeño numero de carbohidratos. Estas características 

les confieren propiedades adicionales con respecto a otros glicoclusters, y 

muchos glicocalixarenos 16, 17 y glicodextrinas 18 se han preparado con la idea 

de transportar fármacos. 

Los dendrímeros son polímeros altamente ramificados que permiten la 

obtención de compuestos con un número de valencias mayor que los primeros 

glicoclusters. El primer glicodendrímero fue preparado por Roy y col. y consistía 

en una oligolisina muy ramificada que presentaba 16 moléculas de ácido siálico 

y resulto ser un potente inhibidor de la hemoaglutinación del virus de la gripe. 19

Desde entonces se han preparado una gran variedad de glicodendrímeros con 

diversas aplicaciones. 20, 21

Los liposomas son uno de los sistemas multivalentes que mejor 

mimetizan la presentación de glicoesfingolípidos en la membrana plasmática. 
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Son vesículas artificiales ampliamente utilizadas como transportadores de 

fármacos y como modelo para estudiar la fusión de virus en la superficie 

celular. Whitesides y col. estudiaron la inhibición de la aglutinación del virus de 

la gripe con liposomas que contenían ácido siálico. 22 Además, el grupo de 

Hakomori preparo liposomas que contenían diversos glicoesfingolípidos (GM3, 

Gg3, lactoCer, Lex) para demostrar que una interacción carbohidrato-

carbohidrato era responsable de la metástasis de melanoma en pulmón de 

ratón. 23

Otro sistema multivalente son los llamados glicopolímeros, que son 

polímeros funcionalizados con carbohidratos cuya síntesis permite controlar el 

peso molecular del polímero y la densidad del ligando deseado en su estructura 

principal. Los glicopolímeros presentan gran multivalencia pero también una 

alta polidispersidad, es decir, no presentan sus ligandos de manera definida, y 

por tanto, el número de interacciones es a menudo desconocido. En los últimos 

años, el grupo de Kiessling desarrolló la metodología ROMP (Ring Opening 

Methathesis Polymerization) que permite un excelente control de la 

composición y longitud del glicopolímero. Uno de los ejemplos fueron los 

polímeros de 3',6-disulfo Lex que resultaron ser potentes inhibidores de L-

selectina, una glicoproteína muy importante en procesos de inflamación. 24

Las neoglicoproteínas son uno de los sistemas multivalentes más 

ampliamente utilizados. Estos modelos son proteínas de origen natural que han 

sido sintéticamente modificadas para introducir carbohidratos en su estructura. 

Este método nos permite controlar el número de carbohidratos que 

introducimos y nos proporciona sistemas con alta multivalencia. Sin embargo, 

tiene algunas limitaciones debido a que los puntos de glicosilación no están 

definidos estrictamente y esto produce una gran variedad de glicoformas. Para 

solucionar este problema, BG Davis y col han introducido residuos de cisteína 

en posiciones determinadas de la secuencia protéica por mutagénesis 

dirigida.25 Esto permite la unión quimioselectiva de oligosacáridos 

funcionalizados con metanotiosulfonato por reacción con el grupo tiol de las 

cisteínas. La mutagénesis dirigida también ha permitido introducir aminoácidos 

no naturales funcionalizados con grupos azida, alquino, etc., que hacen posible 
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llevar a cabo la denominada “click chemistry” uniendo carbohidratos mediante 

reacciones de cicloadicción o de tipo Staudinger. 

Otro sistema multivalente que mimetiza la presentación de carbohidratos 

en la superficie celular son las monocapas autoensambladas de 

alcanotioles de oro (SAMS). Estas monocapas se forman espontáneamente 

por absorción de alcanotioles en solución sobre una superficie limpia de oro 

(Figura 4). El inconveniente de las SAMs es que no permite realizar estudios en 

disolución, pero en contraposición presenta ventajas frente a otros modelos, y 

son especialmente utilizadas para el estudio de interacciones multivalentes en 

la interfase. La síntesis de SAMs permite controlar a nivel molecular la 

estructura, la densidad y el entorno de los ligandos. La introducción de grupos 

etilenglicol en las cadenas dota a la monocapa de un entorno inerte frente a la 

absorción no específica de proteínas, lo que ha facilitado su uso para el estudio 

de interacciones específicas carbohidrato-proteína.26  
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Figura 4. Arquitectura de monocapas de alcanotioles en oro 

Una característica intrínseca de todos los modelos multivalentes que se 

han descrito es que no presentan a los carbohidratos en su entorno celular. 
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Una de las aproximaciones desarrollada para compensar esta limitación se 

basa en la modificación enzimática de células de mamíferos para que expresen 

carbohidratos no naturales. 27, 28 De este modo, el grupo de Palcic empleó una 

Lewix x (1 3/4)fucosil transferasa para transferir este trisacárido a la 

superficie de eritrocitos. 29 Otra aproximación desarrollada por Bertozzi y col 

hace uso de la maquinaria enzimática de la propia célula para presentar 

carbohidratos modificados en la superficie celular. 30 Con esta estrategia, el 

enzima responsable de la síntesis de ácido siálico es capaz de procesar un 

derivado de N-acetilmanosamina sustituido con un grupo cetónico en lugar de 

un grupo acetilo. El ácido siálico modificado resultante se presenta en la 

superficie celular, donde puede ser selectivamente modificado mediante grupos 

nucleófilos como azida, aminooxi o tiosemicarbazida. Aunque esta brillante 

metodología es muy selectiva y esta limitada a rutas biosintéticas que toleren 

grupos funcionales no naturales, estos modelos celulares se están 

desarrollando mucho durante la ultima década y pueden ser, en un futuro 

próximo, herramientas muy útiles para modificaciones complejas de la 

superficie celular.31  

El ultimo de los sistemas modelo multivalentes de carbohidratos que 

vamos a mencionar son las denominadas gliconanopartículas (GNPs), que es 

parte fundamental de esta Tesis Doctoral, y que fue desarrollado por Penadés 

y col. en el año 2000 (Figura 5). Estas gliconanopartículas constituyen un 

sistema polivalente de presentación de carbohidratos basado en nanoclusters 

de oro, 32 donde los carbohidratos se unen al núcleo metálico mediante 

espaciadores de distinta naturaleza, proporcionando nanoclusters de pequeñas 

dimensiones con diámetros menores de 2 nm. Las gliconanopartículas, son 

fáciles de preparar 33 y de purificar, solubles en agua, estables en disolución, 

fáciles de manejar y resistentes a la degradación enzimática. 

La metodología para preparar estas nanopartículas se ha denominado 

Gliconanotecnología, e integra el diseño y la preparación de modelos 

multivalentes que incorporan carbohidratos (gliconanopartículas) con actividad 

biológica 34 junto con el uso de técnicas analíticas como la microscopía de 

transmisión electrónica (TEM) y de fuerzas atómicas AFM, 35 los biosensores 
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con detección por SPR, 36 la microcalorimetría 37 y las espectroscopias de 

RMN, de UV-VIS o fluorescencia para abordar el estudio de las interacciones 

donde los carbohidratos juegan un papel esencial. 
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Figura 5. Gliconanopartículas como un sistema multivalente y multifuncional. 

Basado en esta metodología se ha confirmado y cuantificado la 

existencia de fuerzas de adhesión entre hidratos de carbono antigénicos como 

el trisacárido Lex, 34, 35, se ha conseguido inhibir ex vivo hasta en un 70% el 

proceso de metástasis de células de melanoma en pulmón de ratón, 38 y ha 

permitido el diseño de nuevos materiales, 39 algunos de ellos dotados de un  

magnetismo permanente. 40 Además, la metodología de preparación de 

gliconanopartículas ha permitido la incorporación de otras moléculas tales 

como ARN, péptidos o moléculas fluorescentes que acompañan al carbohidrato 

en su presentación multivalente. 41 La Gliconanotecnología también permite 

variar la naturaleza del núcleo metálico dotando a la nanopartícula de 

propiedades semiconductoras (glico-quantum dots) 42 o magnéticas. 43  

Las GNPs con su presentación globular de las moléculas de 

carbohidratos constituyen una excelente herramienta para intervenir en 

procesos de reconocimiento molecular. Por ello hemos utilizado esta 

herramienta para estudiar la interacción que se aborda en el desarrollo de esta 
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Tesis Doctoral, y que está relacionado con el mecanismo de transmisión sexual 

del virus de inmunodeficiencia humano (VIH). En dicho mecanismo interviene 

una interacción carbohidrato-proteína multivalente entre el receptor tipo lectina 

DC-SIGN (Dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing non integrin) de las células 

dendríticas y los oligosacáridos de tipo “high mannose” de la glicoproteína 

gp120 de la envuelta del VIH.  

2. Patogénesis del virus de inmunodeficiencia humano (VIH) 

El virus de inmunodeficiencia humano fue descubierto e identificado, en 

1983, por Luc Montaigner en Francia, y Robert Gallo en Estados Unidos. El VIH 

origina una enfermedad crónica que puede adquirirse a través de tres 

mecanismos: la transmisión vertical o de madre a hijo; la transmisión por vía 

parenteral; y la transmisión por vía sexual. La infección por VIH, debido a su 

tropismo preferente por linfocitos CD4, origina una destrucción progresiva e 

irreversible del sistema inmunitario que tiene como expresión clínica final el 

síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Para analizar la 

inmunopatología del SIDA hay que considerar tres aspectos esenciales: el 

mecanismo de entrada del VIH y destrucción de su célula diana (linfocitos T 

CD4+); la respuesta que activa el sistema inmunitario contra el VIH; y los 

mecanismos que permiten al virus eludir la respuesta inmune. 44, 45

El virus de la inmunodeficiencia humana (Figura 6) es un retrovirus que 

pertenece a la subfamilia de lentivirus y tiene un tamaño pequeño, de 

aproximadamente unos 80-100 nm de diámetro. El virión del VIH presenta dos 

capas: la membrana lipídica, en la que se insertan de 9 a 10 glicoproteínas 

virales gp160, constituida por la glicoproteína transmembrana gp41, necesaria 

para la fusión del virus, y la glicoproteína gp120 involucrada en la unión del 

virus a la membrana celular y su reconocimiento; y la cápside interna de 

naturaleza proteica cuyo interior contiene el ARN viral, y otras enzimas como la 

transcriptasa reversa, la proteasa o la integrasa, que son vitales para la 

replicación del virus. 44
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A B

C D

Figura 6. A) Representación esquemática del virión del VIH; B), Micografía del VIH: el dominio 

externo de gp120 aparece marcado con Rutenio (negro). C), La superficie glicosídica de la 

gp120: glicanos tipo “high mannose” (verde) organizados en la parte externa; glicanos 

complejos (rojo), D), Representación de la estructura del undecasacárido Man9GlcNAc2 de los 

glicanos tipo “high mannose”. 46

La entrada del virus en la célula hospedadora constituye el primer paso 

del ciclo biológico y representa un proceso de extrema complejidad, que 

implica la interacción secuencial del virus a través de la glicoproteína gp120 

con dos tipos de receptores en la célula: el receptor primario CD4, que es 

utilizado por todas las variantes del VIH; y los correceptores CCR5 y CXCR4. 47

En función del correceptor que utiliza el VIH éste se clasifica en tres tipos: con 

tropismo R5, que utilizan el correceptor CCR5; con tropismo X4, que utilizan el 

correceptor CXCR4 y con tropismo dual R5X4 que pueden utilizar ambos. Una 

vez producida la interacción el receptor CD4 de la célula, la glicoproteína 

gp120 del VIH experimenta cambios conformacionales que permiten su unión a 
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los correceptores 48 e inducen la fusión de la membrana viral con la membrana 

celular y la internalización del cápside viral en el citoplasma de la célula 

huésped. En este momento, la transcriptasa reversa, que es una enzima 

característica de todos los retrovirus, retrotranscribe la información genética del 

VIH en ADN proviral, que se transportará al núcleo donde se integrará en el 

genoma de la célula hospedadora. 

Durante la infección por VIH, las glicoproteínas de la envuelta viral son 

sintetizadas en un primer paso como un precursor polipeptídico. Después, en 

el aparato de Golgi, la proteína se oligomeriza y glicosila extensamente. Este 

proceso de glicosilación es necesario para que la glicoproteína viral se pliegue 

y se estabilice conformacionalmente, y este proceso implica la unión de N-

glicanos tipo “high mannose” al esqueleto proteico. Mientras que la 

glicoproteína es transportada por el Golgi, varias enzimas celulares se 

encargan de modificar los glicanos que son accesibles. 49 Estas modificaciones 

generan los oligosacáridos “complex type”, mientras que los glicanos que no 

son accesibles conservan su patrón de glicosilación tipo “high mannose” 

(Figura 7). 
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Figura 7. Estructuras de oligosacáridos tipo “high mannose” o “hybrid type” involucrados en la 

infección por VIH. 

Uno de los principales obstáculos para la neutralización del VIH por el 

sistema inmune es la envuelta viral de carbohidratos (gp120) que protege los 

antígenos de la superficie del virus. 46, 48, 50 La distribución de glicanos de 
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manosa se encuentra organizada en forma de clusters entorno a los sitios de 

unión que utiliza la gp120 para unirse a sus receptores específicos y a la 

interfase que se crea cuando la proteína trimeriza. El mapa antigénico de 

gp120 divide la proteína en tres regiones: la cara neutralizante, la cara no 

neutralizante, y la cara silenciosa que se encuentra fuertemente glicosilada. 

Los glicanos tipo “high mannose” son más abundantes que los de tipo “hybrid 

type”, y además, se localizan principalmente en la cara silenciosa. Muchos de 

los motivos de carbohidratos presentes en la gp120 del VIH tienen propiedades 

inmunológicas. Existe una clara relación entre el patrón de glicosilación y el 

tropismo viral, así pues, cambios en el patrón de glicosilación de las regiones 

variables (V1/V2 y V3) están directamente relacionados con un cambio en el 

tropismo de CCR5 o CXCR4 sobre el que actúa. 51

Hoy en día, el VIH constituye una de las pandemias mas importantes ya 

que afecta a mas de 36 millones de personas de las cuales el 80% se 

infectaron por transmisión sexual, 2/3 partes viven en el África subsahariana y 

de las cuales el 60% son mujeres según la UNAIDS. 52

2.1. Mecanismo de infección del VIH por transmisión sexual. 

La infección por VIH 52 sucede principalmente por transmisión sexual y 

tiene “rostro de mujer” especialmente en los países subdesarrollados. Por esto, 

existe una urgencia en el desarrollo de vacunas, microbicidas, u otras 

estrategias preventivas para detener la transmisión del VIH a la mujer. Dadas 

las dificultades en el desarrollo de una vacuna anti-VIH, 53 es necesario abordar 

otras estrategias centradas en bloquear los estados primarios de la infección 

mediante el desarrollo de microbicidas. 54 Un microbicida puede definirse como 

un medicamento antiinfeccioso formulado para la auto-administración por vía 

tópica previa a las relaciones sexuales. 

 Para que se produzca la infección por transmisión sexual, el virus primero 

debe cruzar la barrera epitelial presente en el epitelio vaginal. Una vez superada 

esta barrera, el virus se encuentra con la primera barrera inmunológica, las 

células dendríticas. Estas células son una población celular migratoria, que 

reconoce a los antígenos del VIH (gp120) mediante el receptor DC-SIGN, 55, 56 y 
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lo transporta hasta los nódulos linfáticos donde hay abundantes células T que el 

virus puede infectar. De este modo, unas 2-3 semanas después de la 

transmisión sexual a través de la mucosa, el virus se acumula en el tejido 

linfático que constituye su reservorio, sitio de almacenaje, producción y 

persistencia. Inhibir la unión del virus a los receptores de las células dendriticas 

es de vital importancia para bloquear los estados primarios de la infección por 

VIH, y este trabajo, que se enmarca dentro del proyecto europeo EMPRO 54a 

(European Microbicide Project), está enfocado también a obtener inhibidores 

capaces de llevar a cabo este bloqueo.  

2.2. Células dendríticas 

Las células dendríticas son una población migratoria que pertenece al 

grupo de células presentadoras de antígenos (APC) y tienen un papel crucial 

en la inducción de la respuesta inmune. En la mucosa, las células dendríticas 

inmaduras suponen nuestra defensa frente a los patógenos. Se encargan de 

reconocer, procesar e internalizar fragmentos antigénicos, lo que provoca la 

maduración de las células dendríticas y su posterior migración hacia órganos 

linfáticos secundarios donde abundan las células T. Aquí, las células 

dendríticas maduras presentan los antígenos procesados en forma de 

complejos MHC II a las células T provocando la respuesta inmune adaptativa 

contra el patógeno. 57 Por lo tanto, estas células son fundamentales para el 

inicio y la modulación de la respuesta inmune. 

El receptor DC-SIGN se expresa principalmente en la superficie de 

células dendríticas inmaduras, que se localizan en el tejido periférico de la 

mucosa, y constituyen nuestra barrera epitelial natural. De este modo, DC-

SIGN tiene un papel crucial en uno de los mecanismos de defensa que utiliza 

nuestro organismo para el reconocimiento y captura de patógenos, y la 

activación de la respuesta inmune. 58  

Van Kooyk y col. demostraron que el virus de inmunodeficiencia humano 

(VIH) es capaz de secuestrar este mecanismo de defensa de las DCs y 
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utilizarlo en su propio beneficio para alcanzar las células T y promover la 

infección en trans del VIH (Figura 8). 

Figura 8. Mecanismo de infección por VIH en trans mediada por el receptor DC-SIGN.

Es decir, las células dendríticas capturan al VIH mediante la interacción 

entre la glicoproteína gp120 de la envuelta viral y el receptor DC-SIGN, migran 

al tejido linfático, y en lugar de producir una respuesta inmune contra el VIH, las 

células dendríticas facilitan la transmisión del VIH a las células T en el tejido 

linfático. 59

A partir de este descubrimiento, numerosos grupos de investigación 

demostraron que el receptor DC-SIGN reconoce a multitud de proteínas 

altamente glicosiladas que recubren la superficie de muchos patógenos 

además del VIH. Así pues, se ha descubierto que DC-SIGN, interacciona con 

glicoproteínas de virus (VIH-2, VIH-2, VIS-1, Ébola, hepatitis C, SARS, 

citomegalovirus o Denge), bacterias (Helicobacter pylory, Klebsiella 

pneumonae, Mycobacteria tuberculosis), hongos (Candida Albicans) y parásitos 

(Leishmania pifanoi, Schistosoma mansoni). 60

2.3. DC-SIGN 

DC-SIGN (Dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing non integrin) es una 

proteína no integrina que reconoce específicamente la molécula de adhesión 
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intercelular-3 (ICAM-3) implicada en la adhesión celular. 61 DC-SIGN es una 

proteína de membrana tipo II presente en las células dendríticas inmaduras 

(iDC) y pertenece a la familia de lectinas tipo C, que reconocen carbohidratos 

mediante interacciones dependientes de Ca2+ (carbohydrate lectin receptors, 

CLRs). DC-SIGN (Figura 9) presenta tres dominios bien diferenciados: un 

dominio intracelular o extremo N-terminal de la proteína, que esta implicado en 

procesos de internalización y de señalización intracelular; un dominio 

transmembrana; y un dominio extracelular. El dominio extracelular presenta un 

cuello formado por un fragmento peptídico de 23 aminoácidos que se repite 7.5 

veces y que es el responsable de la oligomerización de DC-SIGN en 

homotetrámeros.62 Por último, el extremo C-terminal, donde se encuentra el 

dominio de lectina tipo C o dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) 

que es responsable de la interacción selectiva con proteínas altamente 

manosiladas como ICAM-2, ICAM-3, gp120 (VIH), 63 GP1 (Ebola), etc. DC-

SIGN fue descubierta por B.M. Curtis y colaboradores en 1992, 64 pero hubo 

que esperar al año 2000 para que el grupo de van Kooyk descubriese su 

importantísimo papel en la infección por VIH. 55, 56, 65

Figura 9. Representación esquemática de los dominios y funciones del receptor DC-SIGN 

(dibujo adaptado de 61). 
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El dominio extracelular de cada molécula de DC-SIGN es un tetrámero 

estabilizado por un cuello de -hélice con cuatro dominios de reconocimiento 

de carbohidratos (CRD). Cada CRD posee gran afinidad por oligosacáridos que 

contienen manosa. La unión de DC-SIGN con gp120 puede ser inhibida con 

manano, manosa o quelantes como EDTA debido a que la unión de los 

manósidos al CRD se produce de manera dependiente de calcio. DC-SIGN, al 

igual que otras lectinas de tipo C, tiene preferencia por monosacáridos con 

hidroxilos ecuatoriales en posición C-3 y C-4, así como por monosacáridos que 

presentan el sustituyente N-Acetil en posición axial en C-2. Además, la unión 

de DC-SIGN a carbohidratos se rige por el efecto cluster, mostrando mayor 

afinidad por ligandos multivalentes de oligomanósidos que por los 

correspondientes carbohidratos simples (monoméricos). 66

Las glicoproteínas virales que son reconocidas por DC-SIGN presentan 

densos clusters de oligosacáridos, y principalmente contienen dos tipos de 

estructuras de carbohidratos: 67 los “high mannose” y los “hybrid type” (Figura 

7). Los “high mannose” contienen el undecasacárido Man9GlcNAc2, que es uno 

de los ligandos mas activos en la interacción con la gp120 del VIH y cuyo 

residuo terminal es el disacárido Man 1-2Man . En la estructura de los “high 

mannose” se encuentra la ramificación interna de Man 1-3[Man 1-6]Man , que 

también forma parte de los “hybrid type” que presentan otros monosacáridos 

además de manosa, como en el pentasacárido Man3GlcNAc2.  

No existe mucha información a nivel molecular sobre el mecanismo de 

reconocimiento de los oligosacáridos presentes en la gp120 del VIH por el CRD 

de DC-SIGN. Sin embargo, tres trabajos importantes de W.I. Weis y col. 

desvelan parte de las bases estructurales del reconocimiento de oligosacáridos 

por este receptor. 57b, 62, 68 La primera estructura de rayos X obtenida en 2001 

fue un complejo formado por el pentasacárido Man3GlcNAc2 y el CRD de DC-

SIGN (Figura 10). 62 Posteriormente se obtuvieron estructuras cristalinas de 

complejos de DC-SIGN con oligosacáridos fucosilados como el trisacárido 

Lewisx, o diversos oligosacáridos de manosa que forman parte de la estructura 

tipo “high mannose” y que van desde el undecasacárido Man9GlcNAc2 hasta el 

simple disacárido Man 1-2Man . 68
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A B 

Figura 10. A) Representación de la estructura cristalina del CRD de DC-SIGN unido al 

pentasacárido Man3GlcNAc2
62; B) Representación de la unión del disacárido Man 1-2Man  a 

través de Ca2+ en el complejo Man 1-2Man /DC-SIGN-CRD. 68 Estructuras obtenidas por 

difracción de rayos X.

La característica principal de la unión entre lectinas y carbohidratos es la 

coordinación directa entre el calcio que se encuentra en el centro de union 

primario (Ca2) y grupos hidroxilos vecinales del anillo de piranosa, la cual 

también forma enlaces de hidrogeno con aminoácidos de la cadena lateral que 

a su vez actúan como ligandos Ca2+ Así por ejemplo, la Figura 10A muestra la 

estructura cristalina del CRD de DC-SIGN unido al pentasacárido 

Man3GlcNAc2, donde la manosa interna con unión (1→3) (M2) se une al Ca2 

mediante los hidroxilos ecuatoriales en posición 3 y 4 del residuo de manosa 

(Figura 10). Weis y col. sugirieron que la presencia de la unidad de Man 1-

2Man  en el extremo no reductor de los oligosacáridos de manosa podría 

aumentar la afinidad por CDR debido a la interacción de este residuo con un 

sitio de unión secundario. Estudios de inhibición han demostrado que el 

pentasacárido Man3GlcNAc2 inhibe la interacción de la gp120 con el receptor 

DC-SIGN. 62 Además, existe un paralelismo con el mecanismo por el cual el 

anticuerpo neutralizante 2G12 del VIH se une específicamente a los residuos 

terminales de Man 1-2Man  presentes en el undecasacárido Man9GlcNAc2. La 

estructura cristalina 69 de Man9GlcNAc2 formando un complejo con el 



Introducción, antecedentes y objetivos  19

anticuerpo 2G12, muestra que los sitios de unión convencionales están 

ocupados por el brazo D1 (Figura 7) del undecasacárido, y que los residuos de 

Man 1-2Man  contribuyen al 85% de los contactos con la proteína. 70, 71 Estos 

resultados parecen indicar que el disacárido terminal juega un papel importante 

en la interacción.  

En la bibliografía existen ya datos sobre la interacción de la lectina DC-

SIGN con diferentes monosacáridos, oligosacáridos, y con sistemas 

multivalentes de carbohidratos con la lectina DC-SIGN. Sin embargo, la 

diversidad de técnicas empleadas en dichos estudios tales como ELISA, 

biosensores, microarrays, etc. en dichos estudios así como la diversidad 

estructural de ligandos empleados (Tabla 1), hacen difícil una comparación 

sistemática de dichos datos, que ayudarían a la correcta elección de los 

mejores oligosacáridos que bloqueen la interacción entre DC-SIGN y la 

glicoproteína viral gp120 del VIH. 

Los escasos estudios que existen sobre la interacción DC-SIGN con 

modelos multivalentes de carbohidratos 66, 71-75 y algunos resultados 

contradictorios en cuanto a la especificidad de las estructuras implicadas 

indican la necesidad de una investigación más sistemática dirigida a desarrollar 

nuevos sistemas multivalentes para esclarecer las bases moleculares de la 

interacción entre el receptor DC-SIGN y la glicoproteína gp120. Por ejemplo, 

oligosacáridos complejos de manosa o de tipo Lewis que incorporan fucosa 

interaccionan con DC-SIGN con constantes de afinidad que no son mucho mas 

altas que las de interacción con estructuras oligosacarídicas más sencillas. 

Esta diferencia podría incluso compensarse presentando los oligosacáridos 

más sencillos de forma multivalente. Por otra parte, el desarrollo de nuevos 

inhibidores oligosacarídicos que unan a la DC-SIGN con mayor afinidad que la 

gp120 abriría nuevas perspectivas al diseño de microbicidas que eviten la 

infección. 
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Tabla 1. Datos sobre la interacción de diferentes carbohidratos y sistemas multivalentes de 

carbohidratos con la lectina DC-SIGN.  

Tipo de compuesto / Nombre Multivalencia Tipo de ensayo o técnica 
Afinidad con  

DC-SIGN 

Monosacárido / Manosa 66 monovalente 
Ensayo de competición con  

125I-Man30-BSA 
KI=13.1 mM 

Monosacárido / Galactosa 66 monovalente 
Ensayo de competición con  

125I-Man30-BSA 
KI=72 mM 

Monosacárido / Glucosa 66 monovalente 
Ensayo de competición con  

125I-Man30-BSA 
KI=23 mM 

Disacárido / L-Fucosa 66 monovalente 
Ensayo de competición con  

125I-Man30-BSA 
KI=6.7 mM 

Oligosacárido / Man9NacGlc2 
66 monovalente 

Ensayo de competición con  
125I-Man30-BSA 

KI=0.21 mM 

Glicopéptido / DiMan-Melan-A 72 Man 1-6Man /4 unidades Biacore/Binding directo Ka= 6.2·10 6 (M-1) 

Glicopéptido / Lewis a/x-Melan-A 72

Gal 1-4(Fuc 1-3)GlcNac 

Gal 1-3(Fuc 1-4)GlcNac 

(4 unidades en total) 

Biacore/Binding directo Ka= 5.3·10 7 (M-1) 

Poliacrilamida / PPA-Lewis x 73
Gal 1-4(Fuc 1-3)GlcNac 

(~20% de sustitución) 
ELISA 

IC50=5μg/ml 

Kd=1.74μM

Poliacrilamida / PPA-Lewis a 73
Gal 1-3(Fuc 1-4)GlcNac 

(~20% de sustitución) 
ELISA IC50=2.4μg/ml 

Poliacrilamida / PPA-Mantrio 73
Man 1-3(Man 1-6)Man 

(~20% de sustitución) 
ELISA IC50=5.9μg/ml 

Dendrímero / Man 74 Man / 32 unidades 
Ensayo de competición con 

gp120/Biacore 
IC50=50μM 

Dendrímero / Man4
75 Man4 / 9 unidades 

Microarray de glicanos/ELISA 

de competición con gp120 

IC50=0.16μM 

IC50=0.02μM 

Dendrímero / Man9
75 Man9 / 9 unidades

Microarray de glicanos/ELISA 

de competición con gp120 

IC50=0.026μM 

IC50=0.008μM 

3. Objetivos 

Las gliconanopartículas (GNPs) como sistemas multivalentes que 

presentan las moléculas de carbohidratos en forma globular, constituyen una 

excelente herramienta para intervenir en procesos de reconocimiento 

molecular. El trabajo que se presenta en esta Tesis Doctoral ha utilizado esta 

herramienta para abordar un aspecto concreto de la problemática general de la 

infección por VIH que acabamos de exponer. Dentro de este problema 

complejo, hemos elegido intervenir en la interacción entre la glicoproteína 

gp120 del virus y el receptor DC-SIGN pensando que gliconanopartículas 

incorporando un gran número de los oligosacáridos tipo “high mannose” 
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(manno-GNPs) podrían mimetizar la presentación multivalente de estos en la 

gp120 de la envuelta del virus, ser capaces de bloquear los estadios primarios 

de la infección por vía sexual impidiendo la unión del virus al receptor DC-SIGN 

de las células dendríticas y en consecuencia inhibir la infección en trans de 

células T. 

Por tanto el objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral ha sido el 

estudio a nivel molecular de la interacción entre DC-SIGN y gp120 mediante 

nuestro sistema multivalente de presentación de oligosacáridos: las 

gliconanopartículas. Con ello pretendemos contribuir al esclarecimiento de las 

bases estructurales de la interacción DC-SIGN/gp120, y establecer los 

requerimientos a nivel molecular necesarios para el desarrollo de buenos 

inhibidores capaces de bloquear la unión del VIH a las células dendríticas. Por 

otra parte, este trabajo se ha llevado a cabo, en parte, dentro del marco del 

proyecto europeo EMPRO 54a (European Microbicide Project) cuya meta 

esencial es desarrollar microbicidas tópicos que bloqueen la entrada del virus en 

la mucosa vaginal o penil. Por tanto, la obtención de manno-GNPs capaces de 

presentar actividad microbicida seria un objetivo muy deseable. 

Para conseguir el objetivo fundamental que nos propusimos hemos 

desarrollado los objetivos concretos siguientes:  

I) La preparación y caracterización de una pequeña librería de 

gliconanopartículas de oro (manno-GNPs) que incorporan de forma 

multivalentes motivos estructurales de los oligosacáridos “high mannose” de la 

gp120 que nos permitieran intervenir y estudiar la interacción DC-SIGN/gp120. 

Se han preparado gliconanopartículas con distinta densidad de oligomanosidos 

y distintos tamaños del cluster de oro para estudiar su influencia en la 

interacción. Así mismo, se han incorporado a las gliconanopartículas 

marcadores fluorescentes para estudiar su interacción con sistemas celulares 

mediante microscopia de fluorescencia y citometría de flujo. 

II) Se ha estudiado dicha librería como inhibidores de la unión de DC-

SIGN a gp120 para identificar aquellas manno-GNPs con la mejor actividad 
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inhibidora mediante experimentos con biosensores por detección de la 

resonancia del plasmón de superficie (SPR)  

III) Se ha estudiado, en modelos celulares, la capacidad de las 

mejores GNPs para inhibir la infección en trans por el VIH de células T 

humanas. 

IV) Se ha evaluado la citotoxicidad de las gliconanopartículas y se ha 

estudiado la interacción de las GNPs fluorescentes con líneas celulares que 

expresan DC-SIGN y con células dendríticas inmaduras para confirmar si 

nuestro sistema multivalente interacciona específicamente con este receptor.  

La presentación de la memoria se ha dividido en una introducción 

general, que incluye antecedentes y los objetivos de esta Tesis Doctoral, y 

cuatro capítulos más. En el Capítulo 1 se describe en detalle la síntesis y 

caracterización de las gliconanopartículas. El Capítulo 2 presenta los estudios 

de inhibición con las manno-GNPs de la interacción gp120/DC-SIGN mediante 

SPR. El Capítulo 3 presenta los estudios virológicos de la inhibición de la trans-

infección por las manno-GNPs. Finalmente, el Capítulo 4 resume los estudios 

de interacción de las manno-GNPs fluorescentes con líneas celulares y con 

células dendríticas inmaduras que se realizó por citometría de flujo y por 

microscopía de fluorescencia. 

El desarrollo de esta Tesis ha tenido lugar en distintos centros de 

investigación. La síntesis de neoglicoconjugados y nanopartículas se llevó a 

cabo entre 2004-2006 en los laboratorios del grupo de Carbohidratos del 

Instituto de Investigaciones Químicas de Sevilla; y desde 2007 en los 

laboratorios de la Unidad de Nanomateriales Biofuncionales de CIC 

BiomaGUNE en San Sebastián. Una serie de colaboraciones establecidas con 

distintos laboratorios ha hecho posible la realización de muchos de los 

experimentos que han enriquecido esta Tesis Doctoral. Los experimentos con 

Biacore se realizaron en el King’s College, London, UK, bajo la supervisión del 

Prof. Charles Kelly y la Dr Karolin Hijazi; los estudios virológicos se han 

realizado en la Unidad de Inmunopatología del Sida, en el Centro Nacional de 
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Microbiología en el Instituto de Salud Carlos III en Majadahonda, bajo la 

supervisión del Prof. José Alcamí y el Dr Luis Miguel Bedoya; y finalmente, los 

estudios de interacción con células se realizaron en CIC BiomaGUNE en 

colaboración con la Dr Blanca Arnaiz. 
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CAPÍTULO 1. Diseño y síntesis de gliconanopartículas 

funcionalizadas con (oligo)manósidos (manno-GNPs) 

1. Introducción 

En este capítulo se presentan y discuten los resultados obtenidos en el 

diseño, síntesis y caracterización de nanopartículas de oro funcionalizadas con 

(oligo)manósidos (manno-GNPs) que mimetizan la presentación de estos 

carbohidratos en la gp120, la proteína de la envuelta viral del VIH. Todas las 

GNPs preparadas en esta Tesis están representadas en la Figura 1. 

O

H
N

O
O S

5 4

HOOC

O

O

S

5

4

O

O

O
N
H

N
H

O S

S

4 4

O

HO

HO

OH O

OH

S

Manαααα, n=1
Manαααα1-2Manαααα,,,,    n=2
Manαααα1-3Manαααα,,,,    n=2
Manαααα1-2Manαααα1-2Manαααα,,,,                n=2
Manαααα1-3(Manαααα1-6)Manαααα,,,,    n=2

A B

S

S

S

O S6 4

S

C

O
HO

HO

OHOH

O

III

4-Au
5-Au-CO2H (66%)
6-Au-CO2H (50%)
7-Au-CO2H (66%)
8-Au-CO2H (50%)

9-Au (5.5, 3.0, 2.0 o 1.0 equiv)
9-Au-GlcC2 (75%, 50%, 25% o 10%)
10-Au
10-Au-GlcC5 (50% o 10%)
11-Au-GlcC5 (50% o 10%)
12-Au-GlcC5 (50% o 10%)

3-Au
3-Au  (30%, 15% o 5%)

III

Manαααα,,,,        n=2

Manαααα1-2Manαααα,,,,        n=5

Manαααα1-2Manαααα1-2Manαααα,,,,        n=5
Manαααα1-2Manαααα1-2Manαααα1-3Manαααα,,,,        n=5

D

O
HO

HO

OH
O

OH

S
O

O
N
H

N
H

O S

S

4 4

1-Au

2-Au

O

n

O
HO

HO

OH
O

OH

S

n

10-Au-GlcC5-FITC
11-Au-GlcC5-FITC
12-Au-GlcC5-FITC

S

O

O

HO

NH
NH

S

HOOC O
O 5 4

GlcC2-Au GlcC5-Au

S

O
HO

HO

OH

O

OH

S

O
HO

HO

OH

O

OH

S

CO
2H

Manαααα1-2Manαααα1-2Manαααα1-3
Manαααα1-2Manαααα1-2Manαααα1-6Manαααα,,,,        n=5

Manαααα1-2Manαααα1-6Manαααα,,,,        n=5
Manαααα1-2Manαααα1-3

13-Au-GlcC5 (50% o 10%)

14-Au-GlcC5 (50%)

13-Au-GlcC5-FITC

14-Au-GlcC5-FITC

Au-CO2H

Figura 1. Representación esquemática de todas las manno-GNPs preparadas en esta Tesis 

Doctoral. 

La estructura molecular del undecasacárido tipo “high mannose” y del 

pentasacárido “hybrid type” que presenta la glicoproteína gp120 del VIH es 
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esencial en la interacción del virus con el receptor tipo lectina DC-SIGN de las 

células dendríticas, y están representadas en la Figura 2. Esta interacción 

constituye uno de los mecanismos más importantes de la infección del VIH por 

vía sexual. 
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Figura 2. Oligosacáridos tipo “high mannose” o “hybrid type” de la gp120 involucrados en la 

infección por VIH y estructuras parciales seleccionadas en esta Tesis. 
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El resto de (oligo)manósidos representados en la Figura 2 son 

estructuras parciales del nonasacárido Man9GlcNAc2 de tipo “high mannose” y 

abarcan desde el monosacárido manosa, que es el azucar terminal no reductor 

de estas estructuras, hasta di-, tri-, tetra-, penta- y heptasacáridos de manosa, 

que constituyen los residuos terminales o estructuras parciales que componen 

los diferentes brazos D1, D2 o D3 del nonasacárido Man9GlcNAc2. Todos estos 

oligosacáridos han sido sintetizados y utilizados en la preparación de las 

manno-GNPs, en un intento de diseccionar la contribución de cada una de 

estas estructuras a la interacción carbohidrato-proteína entre la lectina DC-

SIGN y la gp120. 

Las estructuras elegidas en orden creciente de complejidad son: el 

disacárido terminal Man 1-2Man  de los brazos D1, D2 y D3; el trisacárido 

terminal Man 1-2Man 1-2Man  del brazo D1; el disacárido Man 1-3Man  y el 

trisacárido Man 1-3(Man 1-6)Man  del esqueleto interno del nonasacárido; el 

tetrasacárido Man 1-2Man 1-2Man 1-3Man  que forma parte del brazo D1 del 

nonasacárido; el pentasacárido Man 1-2Man 1-3(Man 1-2Man 1-6)Man  que 

constituye el brazo D2 y D3 del nonasacárido, y el heptasacárido Man 1-

2Man 1-2Man 1-3(Man 1-2Man 1-2Man 1-6)Man  formado por el 

tetrasacárido D1 y que presenta el trisacárido Man 1-2Man 1-2Man  en 

posición 6 de la manosa reductora del tetrasacárido anterior (Figura 2). 

Estos oligosacáridos se han conseguido por dos vías. Los más sencillos 

a través de un proyecto integrado europeo (European Microbicide Project, 

EMPRO) 1 y los más complejos se han sintetizado en nuestro laboratorio 

mediante la síntesis en un solo paso descrita por Wong y colaboradores. 2

Con estos oligosacáridos se han preparado una serie de 

neoglicoconjugados que han sido utilizados en la preparación de las 

gliconanopartículas (manno-GNPs). Todos los neoglicoconjugados de 

(oligo)manósidos y los correspondientes espaciadores bifuncionales que se 

han sintetizado durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral están recogidos en 

la Figura 3. 
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Figura 3. Tres familias de neoglicoconjugados de manosa sintetizados en esta Tesis Doctoral. 

Uno de los puntos más importantes para la síntesis de GNPs es la 

elección de los espaciadores bifuncionales, que se utilizarán para preparar los 

neoglicoconjugados que se unirán a la superficie del oro, y su conjugación con 
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el oligosacárido. Hemos utilizado tres tipos distintos de acoplamiento entre el 

espaciador y el oligosacárido (Figura 4).  
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Figura 4. Métodos y espaciadores empleados para la preparación de los neoglicoconjugados.

El primer acoplamiento, ya desarrollado en nuestro laboratorio para la 

preparación de neoglicoconjugados consiste en la glicosidación directa entre 

el donador de glicosilo, previamente protegido, y el aceptor de glicosilo 

funcionalizado con un grupo tiol o un grupo susceptible de convertirse en tiol 

(Figura 4A). 3 Sin embargo, la experiencia nos ha demostrado que con 

oligosacáridos más complejos como los que se han utilizado en esta Tesis, 

esta metodología presenta serios inconvenientes como es el uso restringido de 

grupos protectores que no pueden ser utilizados en presencia de los grupos 

tioles, esenciales en el espaciador. 

Por este motivo, se cambió la estrategia sintética partiendo de 

oligosacáridos, que llevan como aglicón un alquilamino que está protegido con 

un grupo benciloxicarbonil compatible con todos los grupos protectores que se 

usan en la síntesis de oligosacáridos. Esta estrategia nos ha permitido preparar 
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oligosacáridos más complejos utilizando métodos clásicos de la química de 

carbohidratos. Oligosacáridos así funcionalizados se han acoplado con los 

espaciadores de cadena mixta funcionalizados con un grupo carboxílico para 

llevar a cabo un acoplamiento amídico (Figura 4B). 

Sin embargo, las condiciones clásicas empleadas para este 

acoplamiento condujeron a diversos problemas de purificación y aislamiento 

que nos llevó a la elección de otro método de acoplamiento más cuantitativo y 

sencillo, en el que los oligosacáridos funcionalizados con alquilaminos se 

acoplaron con espaciadores de cadena mixta funcionalizados con un grupo 

isotiocianato llevando a cabo un acoplamiento tiourea (Figura 4C). 

La elección de la naturaleza del espaciador es de vital importancia para 

la síntesis de gliconanopartículas. Según la experiencia de nuestro laboratorio, 

la lipofilia del espaciador es esencial para la formación y el control de la 

composición química de las GNPs, que requiere que el grupo tiol vaya siempre 

unido a una cadena alifática que permita la formación de monocapas 

autoensambladas en su unión a la superficie de oro. La naturaleza del 

espaciador influye en el mayor empaquetamiento o accesibilidad al 

carbohidrato una vez unido a la superficie de oro. 4, 5

Los neoglicoconjugados preparados pueden agruparse en tres familias 

diferentes dependiendo del método de conjugación elegido para la síntesis del 

neoglicoconjugado. La primera familia se ha preparado por glicosidación directa 

del monosacárido de manosa convenientemente protegido (Figura 3A). La 

segunda y tercera familia se han preparado siguiendo una estrategia en dos 

pasos: síntesis de series de aminoalquil derivados de (oligo)manosa, y 

posterior acoplamiento peptídico (Figura 3B) o tiourea (Figura 3C) con 

espaciadores funcionalizados respectivamente con un grupo carboxílico o un 

grupo isotiocianato. 

Con estos neoglicoconjugados se han preparado las correspondientes 

familias de manno-GNPs (Figura 1, Figura 5). La primera familia de GNPs 
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(Figura 5A) se ha preparado incorporando distintas densidades (5, 15, 30, 

100%) de los neoglicoconjugados obtenidos por glicosidación directa. Para la 

síntesis de gliconanopartículas de densidad variable en (oligo) manósido se 

utilizó el neoglicoconjugado de 2'-mercaptoetil- -D-glucopiranósido (GlcC2) 

como componente inerte o de relleno “no antigénico”. 6, 7 La segunda familia de 

GNPs (Figura 5B) incorpora los neoglicoconjugados preparados por 

acoplamiento peptídico. La mayoría contienen aproximadamente un 50-66% 

del glicoconjugado y el resto es el espaciador ácido 29-mercapto-

3,6,9,12,15,18-hexaoxanonacontan-1-oico (espaciador carboxílico). La tercera 

familia (Figura 5C) incorpora en distintas densidades (10, 50, 100%) los 

neoglicoconjugado obtenidos por acoplamiento tiourea, y el resto corresponde 

a los glicoconjugados GlcC2 o 5'-mercaptopentil- -D-glucopiranósido (GlcC5). 

De esta familia se han preparado también GNPs que incorporan un espaciador 

fluorescente, preparado por acoplamiento de un espaciador con un derivado de 

fluoresceína. Como control negativo también se han preparado nanopartículas 

que incorporan 100% densidad del espaciador carboxílico o de los 

glicoconjugados de glucosa GlcC2 o GlcC5 (Figura 5D). 
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Figura 5. Familias de manno-GNPs con distinta densidad en (oligo)manósidos y GNPs de 

control sintetizadas en esta Tesis Doctoral. 

2. Resultados y discusión 

2.1. Síntesis de oligosacáridos de manosa 

La síntesis de los oligosacáridos empleados en esta Tesis se ha llevado a 

cabo mediante la metodología de Wong, 2 que permite la autocondensación en 
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un solo paso (one-pot) partiendo de un solo monosacárido convenientemente 

protegido (Figura 6). Mediante esta estrategia, el monómero más reactivo es 

capaz de autocondensarse formando un dímero que es menos reactivo, y este 

dímero a su vez, podrá volver a condensarse con el monómero formando un 

trímero que será aún menos reactivo. La síntesis de Wong ha sido aplicada a la 

síntesis de varios oligosacáridos de importancia biológica como son Globo H, 8

Lewis Y, 9 oligómeros de N-acetillactosamina, 10 y fucosil GM1. 11

HO X
HO X

HO O X
HO X

HO O O X

donador 
más reactivo menos reactivo el menos reactivo

X = S CH3O
RO

RO

OR

X

OR

 =

Figura 6. Esquema de auto-condensación en un solo paso para la síntesis de (oligo)manósidos 

según Wong y col. 2 

La síntesis del monosacárido de partida 1-S-tolil-3-O-tertbutildimetilsilil-

4,6-di-O-bencil- -D-manopiranósido (15) (Esquema 1) se realizó siguiendo la 

ruta sintética en siete pasos descrita por Wong y col. 2, 12 La metodología de 

Wong permite que en la reacción de glicosidación el monosacárido de partida 

15 actúe como donador y como aceptor en una reacción de autocondensación 

formando el dímero 16, que es menos reactivo. Éste actuará como aceptor de 

glicosilo para otra molécula del donador 15 permitiendo la formación del trímero 

17. En estas glicosilaciónes se emplea N-iodosuccinimida (NIS) y ácido 

trifluorometanosulfónico (TfOH) como promotores, y la temperatura y el tiempo 

son las claves para el éxito y el grado de condensación de la reacción. La 

autocondensación del aceptor 15 en CH2Cl2 seco en presencia de NIS/TfOH a -

40ºC nos proporcionó, en un solo paso, una mezcla del disacárido 16 (40%) y 

del trisacárido 17 (27%) (Esquema 1). 
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Esquema 1. Reactivos y condiciones: i) NIS, TfOH, CH2Cl2, -40ºC, 68% global; ii) TBAF, THF, 

t.a., 2h; iii) Ac2O, DMAP, CH2Cl2. 49% y 66% respectivamente (dos pasos). 

Desprotección de los grupos tert-butildimetilsililo con fluoruro de 

tetrabutilamonio (TBAF) y posterior acetilación proporcionó el disacárido 18 y el 

trisacárido 19 respectivamente con buenos rendimientos. Estos dos 

compuestos serán los donadores de glicosilo en las reacciones de glicosilación 

con los aceptores convenientemente protegidos 2'-N-

benciloxicarbonilaminoetanol (aceptor A), 2'-N-benciloxicarbonilaminoetil 2,4-

di-O-bencil- -D-manopiranósido (aceptor B) y 2'-N-bencioxicarbonilaminoetil 

2,4-di-O-bencil-6-O-tertbutildimetilsilil- -D-manopiranósido (aceptor C) 

(Esquema 2). 

Para la síntesis del aceptor B, que presenta dos hidroxilos libres en 

posición 3 y 6, y del aceptor C, que presenta un hidroxilo libre en posición 3, se 

siguió también la estrategia descrita por Wong, 2 pero se introdujo una cadena 

con dos átomos de carbono en lugar de cinco (ver esquema en parte 

experimental) en un intento de mejorar los rendimientos y de establecer 

analogías con la familia B de neoglicoconjugados. 

El Esquema 2 muestra la ruta sintética que se ha seguido para la 

obtención de los oligosacáridos di- (25), tri- (26), tetra- (27), penta- (28), y 

heptamanósidos (29). Glicosidación de 18 con el aceptor 2-(N-

benciloxicarbonil)aminoetanol proporcionó el disacárido 20 con un rendimiento 

excelente del 96%. Desacetilación en condiciones de Zemplen 13 seguida por 
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eliminación mediante hidrogenación catalítica sobre Pd/C de los grupos 

bencilos y benciloxicarbonil dio el disacárido desprotegido 25 con 87% de 

rendimiento. 

OR1OO

OR1
R3O

OR1O
RO

O
R1O

OR1O
RO

OR1O

OR1O
RO

ORR1O

NHR2
O

18, R=Ac

STol

OBnO
RO

O
BnO

OBnO
RO

ORBnO

STol

OBnO
RO

O
BnO

OBnO
RO

OBnO

OBnO
RO

ORBnO

OBnO
HO

OBn
OTBDMS

NHZO

v)
22, R=Ac, R1=Bn, R2=Z, R3=TBDMS

27, R=R1=R2=R3=H (81%)

HO NHZ

i) HO NHZ

NHR2
O

OR1O
RO

O
R1O

OR1O
RO

ORR1O

iv)
20, R=Ac, R1=Bn, R2=Z

25, R=R1=R2=H (87%)
OBnO

HO

OBn
OH

NHZO

O

OR1O
RO

O
R1O

OR1O
RO

ORR1O

OR1OO

R1O
O

O
NHR2

OBnO
HO

OBn
OH

NHZO

NHR2
O

OR1O
RO

O
R1O

OR1O
RO

OR1O

21, R=Ac, R1=Bn, R2=Z

26, R=R1=R2=H (95%)

OR1O
RO

ORR1O

OR1OO

OR1

OOR1O
RO

O
R1O

OR1O
RO

OR1O

OR1O
RO

ORR1O

NHR2
O

OR1O
RO

O
R1O

OR1O
RO

OR1O

OR1O
RO

ORR1O

OBnO
RO

O
R1O

OR1O
RO

ORR1Oii)

iv)
23, R=Ac, R1=Bn, R2=Z

28, R=R1=R2=H (72%)

i) 75% iii) 64% ii) 68%

19, R=Ac

iv)
24, R=Ac, R1=Bn, R2=Z

29, R=R1=R2=H (62%)

96%

73%

A

B

BCA

iv)

Esquema 2. Síntesis de los 2-aminoetil oligomanósidos. Reactivos y condiciones: i) 

HOCH2CH2NHZ, NIS, TfOH, CH2Cl2, -20ºC ii) aceptor B, NIS, TfOH, CH2Cl2, -20/-10ºC iii) 

aceptor C, NIS, TfOH, CH2Cl2, -10ºC iv) MeONa, MeOH seguida por H2, Pd-C; v) AcOH 80%; 

después MeONa, MeOH seguida por H2, Pd-C. 

Para obtener el derivado 26 se ha seguido la misma ruta glicosidando el 

trisacárido donador 19 con el mismo espaciador 2'-N-



Capítulo 1 41

benciloxicarbonilaminoetanol obteniéndose el compuesto 21 con 75% de 

rendimiento, que se desprotegió para dar el trisacárido 26 con rendimientos 

semicuantitativos. 

La glicosidación del hidroxilo en posición 3 del aceptor C con el 

trisacárido 19 a -10ºC proporcionó el tetrasacárido 22 con rendimientos del 

64%, que por desprotección dió el tetrasacárido libre 27 con rendimientos del 

81% 

La reacción de glicosidación en posición 3 y 6 del aceptor B con los 

donadores 18 o 19 a -20 o -10ºC respectivamente, nos permitió obtener el 

pentasacárido 23 y el heptasacárido 24, que por desprotección total nos 

condujo al pentasacárido 28 y al heptasacárido 29 con buenos rendimientos. 

2.2. Síntesis de espaciadores. 

Para la síntesis de los neoglicoconjugados hemos utilizado lo que 

denominamos espaciadores de cadena mixta que están constituidos por un 

derivado de etilenglicol y una cadena alifática de once átomos de carbono 

(Esquema 3). Su síntesis comienza con la conjugación de hexaetilenglicol o 

tetraetilenglicol con 11-bromo undeceno en NaOH al 50%14, 15 para dar las 

correspondientes olefinas 30 y 31. La adicción radicalaria de ácido tioacético al 

doble enlace se realizó en THF empleando AIBN como catalizador. De este 

modo se obtienen los correspondientes tioacetil derivados 32 y 33 con buenos 

rendimientos. Sus espectros de 1H RMN confirman las estructuras de estos 

compuestos donde las señales correspondientes al doble enlace (δ ≈ 5.8. ppm) 

desaparecen tras la adicción de tioacetico al doble enlace, con la consiguiente 

aparición de un singlete caracteristico que corresponde al metilo del tioacetato 

entorno a δ ≈ 2.3 ppm y un triplete a δ ≈ 2.8 ppm que corresponde al metileno 

unido al azufre. El compuesto 32 se empleó posteriormente como aceptor de 

glicosilo en la reacción de glicosidación con el bromuro de acetil manosa para 

obtener uno de los neoglicoconjugados de manosa de la familia A (Figura 3A). 



Capítulo 1 42

La oxidación del alcohol primario del espaciador 32 a grupo carboxilico 

con el reactivo de Jones 16 proporcionó el espaciador 34 con rendimientos 

aceptables. La aparición de un singlete característico a δ ≈ 3.93 ppm 

correspondiente al metileno unido al grupo carbonilo, y una señal a δ ≈ 177.3 

ppm que corresponde al carbonilo C=O en sus espectros de 1H RMN y 13C RMN 

confirman la estructura. La desacetilación en condiciones Zemplen 13 del 

espaciador 34 proporcionó el correspondiente disulfuro 35 con buenos 

rendimientos. El triplete a 2.70 ppm correspondiente al metileno unido al átomo 

de azufre indica la formación del grupo disulfuro (S-S) y excluye al grupo tiol (S-

H) que aparece a campo más alto, alrededor de 2.48 ppm. 
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Esquema 3. Síntesis de espaciadores. Reactivos y condiciones: i) NaOH aq (50%), 100°C 

66%; ii) CH3COSH, AIBN, THF, 100ºC, 86%; iii) CrO3/H2SO4, 50%; iv) MeONa 100%; v) NaN3, 

PPh3, BrCCl3, DMF, 50ºC; vi) PPh3, CS2, 77%; vii) PPh3, HCl 0.2M, THF, 86%; viii) FITC, NEt3, 

MeOH. 

El espaciador 34, funcionalizado con un grupo carboxílico se ha utilizado 

para la síntesis de los glicoconjugados de (oligo)manosa de la familia B (Figura 

3B) mediante acoplamiento peptídico entre los correspondientes amino 

derivados. 
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Para la síntesis de glicoconjugados de (oligo)manósidos de la familia C 

(Figura 3C) que presentan un grupo tiourea se ha preparado el espaciador 38, 

funcionalizado con un grupo isotiocianato (Esquema 3). La conversión del 

grupo alcohol de 32 y 33 en grupo azida para dar los espaciadores 36 y 37 se 

llevó a cabo mediante una variante de la reacción de Mitsunobu, 17 que utiliza 

trifenilfosfina (PPh3) y bromotriclorometano (BrCCl3) para formar primero el 

intermedio bromo derivado, que sin purificación se sometió a la reacción de 

sustitución nucleofílica con azida sódica. 18, 19 La estructura de los 

espaciadores 36 y 37 se confirmó por la aparición de un triplete a δ ≈ 3.39 ppm 

en su espectro 1H RMN que corresponde al metileno unido a la azida y por una 

señal a 50.6 ppm en su espectro de 13C RMN su corresponde a dicho metileno. 

La aparición de una banda νmax a 2104 cm-1 en su espectro de infrarrojo 

confirma la presencia del grupo azida. Para la síntesis del espaciador 

isotiocianato no fue necesario aislar la correspondiente azida, y el crudo se 

trató directamente con disulfuro de carbono (CS2) y PPh3 obteniedose el 

espaciador 38 con buenos rendimientos. 20 En su espectro de 13C RMN una 

señal a δ ≈ 132.0 ppm que corresponde al grupo isotiocianato N=C=S y otra 

señal a δ ≈ 45.1 ppm correspondiente al metileno contiguo al grupo 

isotiocianato confirmaron su estructura. 

Para la síntesis del espaciador fluorescente 40 se ha utilizado una 

metodología diferente a la descrita anteriormente por nuestro grupo de 

investigación,3 en la que una reducción de Staudinger en medio ácido, 

transforma directamente la azida 36 en la amina 39 y desprotege el grupo 

tioacetato en un solo paso. 21 La presencia del grupo amino en el espaciador 39

se confirmó por la aparición de un multiplete a δ ≈ 3.17 ppm que corresponde al 

metileno en alfa al grupo amino. La formación del disulfuro se puso de 

manifiesto por la aparición de un triplete a δ ≈ 2.70 ppm que corresponde al 

metileno unido a un grupo disulfuro. El acoplamiento tiourea 22 de la amina 39

con el derivado isotiocianato de la fluoresceína se llevó a cabo tamponando la 

amina con bicarbonato de sodio (pH 8-9) durante 12 horas antes de adiccionar 

el derivado isotiocianato. El espaciador fluorescente 40 se ha caracterizado por 

sus espectros de 1H RMN y de 13C RMN. 
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2.3. Síntesis de neoglicoconjugados por glicosidación directa 

La síntesis de los neoglicoconjugados de manosa de la familia A (Figura 

3A) se llevó a cabo por glicosidación directa de los aceptores de glicosilo 32, 4-

pentenol o 2-bromo etanol (Figura 4A) en presencia de un promotor. 

Para la síntesis del neoglicoconjugado 1, funcionalizado con un 

espaciador tioetilo, se empleó un método en tres pasos distinto (Esquema 4) al 

ya descrito en la literatura para este compuesto.23 Partiendo del pentaacetato 

de manosa se obtuvo el bromoetil derivado 41 con BF3-Et2O como promotor. 

Desplazamiento nucleofílico del bromuro con tioacetato de potasio en DMF nos 

proporcionó el compuesto 42. Finalmente, la desacetilación en condiciones 

Zemplen proporcionó el neoglicoconjugado 1 con buenos rendimientos. 

O
S

2
ManαC2S (1)

OHO
HO

OHOH

OAcO
AcO

OAc

OAc

OAc
OAcO

AcO

OAc

O

OAc
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OAc

SAc

i) ii) iii)

41 42

Esquema 4. Síntesis del neoglicoconjugado 1. Reactivos y condiciones: i) BrCH2CH2OH, BF3-

Et2O, CH2Cl2, 71%; ii) KSAc, DMF, 93%; iii) MeONa, MeOH, cuantitativo. 

Para la síntesis del neoglicoconjugado 2 24 funcionalizado con tiopentanil 

(Esquema 5) se utilizó el método de Fraser-Reid 25 inspirado en la glicosidación 

de Fisher, 26 obteniendo el derivado 43 con buenos rendimientos. La acetilación 

con anhídrido acético en piridina nos proporcionó el derivado 44. La adicción 

radicalaria de ácido tioacético al doble enlace proporciona el correspondiente 

tioderivados 45 cuyo espectro de protón mostró la señal de un singlete 

característico que corresponde al grupo metilo del tioacetato entorno a δ ≈ 2.32 

ppm y un triplete que corresponde al metileno unido al azufre a δ ≈ 2.87 ppm. 

La desacetilación en condiciones Zemplen proporcionó cuantitativamente el 

neoglicoconjugado 2 como disulfuro. 
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Esquema 5. Síntesis del neoglicoconjugado 2. Reactivos y condiciones: i) 4-penten-1-ol, CSA, 

90-100°C, 69%; ii) Ac 2O, DMAP, py, 97%; iii) AcSH, AIBN, THF, reflujo, 74%; iv) MeONa, 

MeOH, cuantitativo. 

Finalmente, la síntesis del neoglicoconjugado 3 se realizó en dos pasos 

según el Esquema 6. El compuesto 47 se obtuvo por glicosidación directa 27

empleando la acetobromomanosa 28 46 como donador de glicosilo y el 

espaciador 32 como aceptor en presencia del promotor Hg(CN)2 El compuesto 

aislado 47 se caracterizó por su espectro de 1H RMN en el que aparecen todas 

las señales que corresponden a la cadena mixta (ver parte experimental) que 

muestra. El derivado acetilado 47 se desprotegió proporcionando el 

neoglicoconjugado 3 como tiol con buenos rendimientos. La estructura de estos 

compuestos se caracterizó por sus espectros de 1H RMN. 
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Esquema 6. Síntesis del neoglicoconjugado 3. Reactivos y condiciones: i) Hg(CN)2, CH2Cl2, 

53%; ii) MeONa, MeOH, cuantitativo. 

 Los neoglicoconjugados de glucosa GlcC2 o GlcC5, muy utilizados en 

nuestro laboratorio, se prepararon por glicosidación directa de la glucosa 

convenientemente protegida y los donadores 2-bromoetanol o 5-pentenol. 6, 7, 29

2.4. Síntesis de neoglicoconjugados por acoplamiento peptídico.

La síntesis de los neoglicoconjugados de (oligo)manosa de la familia B 

se realizó mediante acoplamiento peptídico (Figura 4B) entre el 

correspondiente amino derivado de manosa y el espaciador 34 en presencia de 
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1-hidroxibenzotriazol (HOBT) y diisopropilcarbodiimida (DIC) en DMF. 30 La 

desprotección en condiciones Zemplen proporcionó los correspondientes 

neoglicoconjugados (Figura 3B). 

Para poner a punto las condiciones de este acoplamiento se utilizó el 

etilamino derivado de manosa (48) 31,32,33 que se preparó según la ruta que 

indica el Esquema 7. El compuesto 48 se obtuvo por glicosidación directa de 

manosa peracetilada con 2-(N-benciloxicarbonil)aminoetanol en presencia de 

BF3-Et2O como promotor. El compuesto 49 se obtuvo por desprotección de los 

grupos acetilos seguido por la hidrogenación del grupo benciloxicarbonilo (Z) 

empleando Pd/C como catalizador. Acoplamiento peptídico entre la amina 49 y 

el espaciador 34 y la purificación por columna de Sephadex LH20 del crudo de 

reacción nos permitió obtener el tioglicoconjugado 50 con buenos rendimientos 

y alto grado de pureza. Por desprotección del tioacetilo en condiciones Zemplen 

se obtuvo el neoglicoconjugado como una mezcla de disulfuro y tiol que se dejó 

oxidar totalmente al disulfuro 4 (Esquema 7). 
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Esquema 7. Síntesis del neoglicoconjugado 4. Reactivos y condiciones: i) NHZCH2CH2OH, 

BF3Et2O, CH2Cl2, reflujo; ii) MeONa, MeOH; iii) H2, 10% Pd/C, MeOH, (3 pasos, 70%); iv) HOBt, 

DIC, NEt3, DMF, 88%; v) MeONa, MeOH, cuantitativo. 

La síntesis de los neoglicoconjugados 5, 6, 7 y 8 se llevó a cabo a partir 

de las correspondientes sales de acetato de los propilamino oligomanósidos 

proporcionados por el consorcio EMPRO 1 y el espaciador 34 mediante 

acoplamiento peptídico (Esquema 8). El propilaminoderivado en exceso se 

eliminó por purificación por Sephadex LH20. La integral del singlete del grupo 

acetilo (δ ≈ 2.3 ppm) en el espectro de 1H RMN fue en todos los casos menor de 

la esperada, indicando que en este caso, las condiciones de reacción habían 
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provocado la desprotección parcial del grupo tioacetato con la consecuente 

formación de mezclas de disulfuros mixtos. La señal de un singlete a δ ≈ 4.3, 

que corresponde a los protones metilénicos en alfa al grupo carboxílico, indicó 

la presencia del espaciador con el grupo carboxílico libre en la molécula. Los 

intentos para purificar estas mezclas por cromatografía en gel de sílice fueron 

infructuosos y ocasionaron una gran pérdida de masa. En consecuencia, cada 

mezcla se trató directamente con un exceso de metóxido sódico para completar 

la desprotección total del grupo acetilo obteniéndose, tras la purificación en 

columna de sephadex LH20, una mezcla de disulfuros mixtos cuya proporción 

se caracterizó por 1H RMN integrando las señales correspondientes a los 

protones anoméricos del manósido, los protones del metileno en alfa al grupo 

carboxílico y al grupo tiol. Para las mezclas de disulfuros mixtos 5 y 7 se obtuvo 

una proporción ~2:1 manósido:espaciador carboxílico y una proporción ~1:1 

para los disulfuros mixtos 6 y 8. Estos disulfuros mixtos fueron utilizados en la 

síntesis de las correspondientes nanopartículas (ver parte experimental)  
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Esquema 8. Síntesis de neoglicoconjugados por acoplamiento peptídico. Reactivos y 

condiciones: i) HOBt, DIC, NEt3, DMF; ii) MeONa, MeOH. 

2.5. Síntesis de neoglicoconjugados por acoplamiento tiourea. 

La síntesis de los conjugados de (oligo)manósidos de la familia C se 

realizó mediante acoplamiento tiourea entre el correspondiente amino derivado 

del (oligo)sacárido y el espaciador isotiocianato 38. Este tipo de acoplamiento 
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ya descrito en la literatura 34 tiene lugar con rendimientos casi cuantitativos 

cuando se emplea trietilamina como base. 

La síntesis de los neoglicoconjugados 9-14 se llevó a cabo por 

acoplamiento entre los (oligo)manósidos 49, 25, 26, 27, 28 y 29 y el espaciador 

isotiocianato 38 (Esquema 9). El acoplamiento tiourea se puso a punto con el 

2-aminoetil manósido 49. Una vez encontradas las mejores condiciones se 

llevó a cabo el acoplamiento de disacárido 25 y del tetrasacárido 27 en metanol 

en presencia de trietilamina. Estas reacciones son rápidas y suceden con 

buenos rendimientos para estos tres neoglicoconjugados. El neoglicoconjugado 

51 del monosacárido se purificó por cromatografía en columna de gel de sílice 

obteniendo un rendimiento del 81 %, mientras que los neoglicoconjugados 52 y 

54 del disacárido y del tetrasacárido se purificaron por columna de Sephadex 

LH20 para dar rendimientos del 73% y 81% respectivamente. 
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Esquema 9. Síntesis de neoglicoconjugados por acoplamiento tiourea. Reactivos y 

condiciones: i) NEt3, MeOH; ii) NEt3, 
iPrOH:CH3CN:H2O 1:1:1. 

Desafortunadamente, estas condiciones no funcionaron en la reacción 

de acoplamiento con el tri- (26), penta- (28) y heptamanósido (29) debido a su 

baja solubilidad en metanol. La reacción en tampón NaHCO3 (pH~9) 34 que se 

empleó para acoplar la fluoresceína isotiocianato con el espaciador amino, 

tampoco funcionó. El tri-, penta- y heptamanósido se acoplaron con el 

espaciador isotiocianato utilizando como disolvente una mezcla de agua, 

isopropanol y acetonitrilo en proporción 1:1:1 y ajustando el pH~8-9 con 

trietilamina, en la que tanto los oligosacáridos como el espaciador son solubles. 
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Estas reacciones evolucionan lentamente pero los rendimientos son 

aceptables. En estos tres casos, la purificación se llevó a cabo evaporando el 

disolvente, y triturando el crudo con dietil eter para eliminar el espaciador que 

no ha reaccionado. Finalmente, purificación por columna cromatográfica de 

Sephadex LH20 dio el trisacárido 53, el tetrasacárido 54 y el heptasacárido 56 

con rendimientos del 72%, 73% y 52% respectivamente. 

Desprotección del grupo tioacetato de todos los neoglicoconjugados 

proporcionó los compuestos 9, 10, 11, 12, 13 y 14 que fueron aislados como 

mezclas de disulfuro y tiol (Esquema 9).  

2.6. Síntesis y caracterización de manno-gliconanopartículas de oro. 

Para la preparación de nanoclústeres biofuncionales de oro, se utilizó 

una reacción en un solo paso que fue puesta a punto en nuestro laboratorio 35

inspirada en el procedimiento de Brust. 36, 37 El procedimiento general para la 

preparación de gliconanopartículas consiste en añadir una disolución acuosa 

de ácido tetracloroaúrico (0.025 M, 1 equiv) sobre una disolución de los 

disulfuros (0.012 M, 5.5-1 equiv) en MeOH. A continuación se añade 

lentamente bajo agitación una disolución acuosa de NaBH4 (1N, 22 equiv). La 

mezcla de reacción se agita durante 2 horas más, y después el sobrenadante 

se eliminó por decantación o concentración a sequedad. El residuo se disolvió 

en la mínima cantidad de agua NANOPURE y se purificó por filtración a través 

de una membrana de corte MW 10000 o mediante diálisis con una membrana 

de corte MW 3500 para eliminar las sales y el exceso de tioles. La disolución 

acuosa se liofilizó para dar la GNP como un sólido de color variable (desde 

beige hasta marrón) dependiendo del tamaño del cluster de oro. Todas las 

gliconanopartículas se caracterizaron por resonancia magnética de protón (1H 

RMN), espectroscopía ultravioleta y visible (UV-vis), microscopía de 

transmisión electrónica (TEM) y análisis elemental.

 El tamaño de las nanopartículas de oro normalmente varía en función de 

la relación tiol:oro. Normalmente se añade un exceso de tiol para impedir el 

crecimiento de cristales de oro y estabilizar el núcleo mediante recubrimiento 
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con tioles. Las nanopartículas sintetizadas se obtuvieron a partir de una 

relación tiol:oro de 5.5-2:1 equivalentes. Proporciones menores condujeron a 

GNPs de mayor tamaño que resultaron insolubles en medio acuoso. Las 

nanopartículas que se obtienen por esta metodología presentan tamaños muy 

pequeños, normalmente entre 1 y 2 nanómetros. 

Se han preparado tres familias distintas de manno-gliconanopartículas 

(manno-GNPs) de oro (Figura1 y Figura 5) dependiendo del método de 

conjugación empleado para obtener el neoglicoconjugado, ya sea por 

glicosidación directa, acoplamiento amídico o acoplamiento tiourea. Las 

gliconanopartículas preparadas incorporan los neoglicoconjugados de manosa 

en densidades que van desde 100 hasta 5%, siendo el porcentaje restante el 

espaciador carboxílico 35 o los neoglicoconjugados de glucosa GlcC2 o GlcC5

(Figura 1). También se han preparado una serie de manno-GNPs de la familia 

C marcadas fluorescentemente con el espaciador 40 (Esquema 3) para poder 

estudiar la interacción nanopartícula-célula mediante fluorescencia. 

Como sistema de control para los estudios de inhibición por SPR y los 

estudios con modelos celulares que se van a llevar a cabo con todas las GNPs 

preparadas y que constituyen los siguientes capítulos de esta Tesis Doctoral, 

se han preparado también gliconanopartículas funcionalizadas con el 

neoglicoconjugado de glucosa GlcC5, GlcC2 o el espaciador carboxílico 35

(Figura 7). 
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Figura 7. Nanopartículas de oro preparadas como sistemas de control. 

2.6.1. Síntesis de manno-GNPs con neoglicoconjugados de manosa 

sintetizados por glicosidación directa. Familia A. 

 La reducción de la sal de oro (HAuCl4) para la obtención de las 

gliconanopartículas se realizó en presencia de un exceso (5.5 equiv) de los 
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neoglicoconjugados 1, 2 y 3 de la familia A (Figura 1A) descritos en la sección 

anterior. Como reductor se empleó un gran exceso de borhidruro sódico 

(NaBH4). El Esquema 10 resume la síntesis de las gliconanopartículas 1-Au, 2-

Au y 3-Au de 100% densidad en carbohidrato. 

HAuCl4
NaBH4

MeOH/H2O

OHO
HO

HO

O

OH

X S

O O

S

O O

S

O

S

O

S

O

S

O

O

S

O

O

S

O

S

O

O

S

O

O
O

S
O

S

O

S O
O

S

S

O
O

O O

O

O

O

1, X=CH2; m=1; n=1
2, X=CH2; m=4; n=1
3, X=CH2CH2O; m=6; n=11

n
2

1-Au 
2-Au
3-Au

m

Esquema 10. Síntesis de manno-GNPs 1-Au, 2-Au y 3-Au funcionalizadas con los 

neoglicoconjugados de manosa 1, 2 y 3. 

 La caracterización de todas las gliconanopartículas preparadas se llevó 

a cabo por TEM, 1H RMN y UV visible. Un ejemplo de caracterización se 

muestra en la Figura 8 para la nanopartícula 1-Au.  

 1-Au presenta una distribución estrecha y homogénea de tamaños con 

un diámetro medio de 2 ± 0.6 nm, que corresponde según los datos de la 

bibliografía 38, 39 a un cluster de oro de 225 átomos. El análisis elemental de 1-

Au confirma una relación de 121 moléculas del glicoconjugado 1 por 225 

átomos de oro, lo que corresponde a un peso molecular aproximado de 82 kD. 

Más adelante veremos como este cálculo no es tan fácil de aplicar cuando las 

GNPs tienen distintas densidades. 

Su espectro de 1H RMN muestra el ensanchamiento característico de las 

señales del neoglicoconjugado en comparación con el neoglicoconjugado libre. 

Este ensanchamiento es característico de macromoléculas, pero en este caso 

la unión al cluster de oro hace que la señal del metileno unido al azufre 

desaparezca totalmente. 
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Figura 8. Caracterización de 1-Au: A) Micrografías de TEM; B) Histograma; C) Espectros de 1H 

RMN en D2O de la nanopartícula (inferior) y su correspondiente neoglicoconjugado en CD3OD 

(superior); D) Espectro de UV-visible en agua NANOPURE. 

La nanopartícula 1-Au presenta una banda de plasmón de superficie 

entorno a 520 nm en su espectro de UV-Vis, que, como veremos más adelante, 

está relacionado con el tamaño de la GNP y puede desplazarse a mayores 

longitudes de onda al aumentar el tamaño o incluso desaparecer cuando la 

nanopartícula tiene un tamaño muy pequeño. 

Además de las GNPs de 100% densidad en neoglicoconjugado 3 hemos 

preparado GNPs que incorporan distintas densidades (5, 15, 30%) del mismo 

(Esquema 11) y que emplean GlcC2 como relleno. 

La influencia de la presentación y la densidad del ligando en los 

sistemas multivalentes naturales y sus interacciones con otros sistemas 
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biológicos es esencial para su actividad biológica. Contribuir a su 

esclarecimiento es uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral. La metodología 

general para la preparación de las nanopartículas híbridas o de densidad 

variable es la misma que se ha explicado anteriormente, pero empleando, en 

este caso, una mezcla de los disulfuros de (oligo)manosa y el correspondiente 

componente inerte, GlcC2, GlcC5 en la proporción molar deseada. La relación 

de oligomanósidos y espaciador inerte introducido en la GNP se determina por 

integración de los protones anoméricos de la manosa respecto al protón 

anomérico de GlcC2 o GlcC5, en los espectros de 1H RMN del sobrenadante o 

de la GNP. 7, 40  
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Esquema 11. Síntesis de manno-GNPs de distinta densidad con el neoglicoconjugado 3. 

Las nanopartículas 3-Au-GlcC2 (5%), 3-Au-GlcC2 (15%) y 3-Au-GlcC2

(30%), que incorporan el manósido 3 y el glucósido GlcC2 en distintas 

densidades, presentan diámetros promedios de 1.4, 1.7 y 1.7 nm 

respectivamente mayores que el diámetro promedio de 1 nm de la 

nanopartícula 3-Au, que incorpora 3 con 100% densidad. Los números entre 

paréntesis indican el porcentaje de (oligo)manósido en la nanopartícula. Los 

datos completos de la caracterización de las nanopartículas de la familia A se 

indican en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Características físicas de las gliconanopartículas de manosa de la familia A 

Manno-GNP D(nm)

Nº 

átomos 

de oro

Nº de 

cadenas 

total

Nº de 

cadenas 

de manosa

Fórmula molecular MW

1-Aua 2.0 ± 0.6 225 121 121 (C8H15O6S)121Au225 82544 

2-Aua 1.6 ± 0.5 140 73 73 (C11H22O6S)53Au140 48166 

3-Au 2.1 ± 0.9 314 91 91 (C29H58O12S)91Au314 119161 

3-Au-GlcC2 (5%) 1.4 ± 0.4 116 53 3 (C29H58O12S)3(C8H15O6S)50Au116 36689 

3-Au-GlcC2 (15%) 1.7 ± 0.5 201 71 10 (C29H58O12S)10(C8H15O6S)61Au201 60466 

3-Au-GlcC2 (30%) 1.7 ± 0.5 201 71 21 (C29H58O12S)21(C8H15O6S)50Au201 64760 

El número de átomos de oro, las formulas moleculares y los pesos moleculares se calcularon 

según el tamaño del cluster de oro obtenido por TEM38. a Valores confirmados por análisis 

elemental. 

2.6.2. Síntesis de manno-GNPs con neoglicoconjugados de mono-, di- y 

trisacáridos unidos por acoplamiento peptídico. Familia B. 

 Con la misma metodología hemos preparado las GNPs de la familia B 

(Figura 1B). El neoglicoconjugado de manosa 4 se ha empleado para la 

síntesis de GNPs de 100% densidad en carbohidrato, obteniendo la GNP 4-Au

como un sólido de color beige claro (Esquema 12). Esta GNP, al igual que 

todas las que unen el carbohidrato al cluster de oro mediante un espaciador 

mixto, ya sea por acoplamiento peptídico o tiourea presentan diámetros 

promedio entorno a 1-1.2 nm, que corresponde a 79 átomos de oro, resultando 

unas de las nanopartículas más pequeñas sintetizadas en nuestro laboratorio. 
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Esquema 12. Síntesis de la GNPs 4-Au funcionalizada con el neoglicoconjugado 4. 

Las mezclas de los disulfuros mixtos 5, 6, 7 y 8 (Esquema 8) de di- y 

trisacáridos de manosa obtenidos por acoplamiento peptídico se han empleado 

en la síntesis de las nanopartículas 5-Au-CO2H (66%), 6-Au-CO2H (50%), 7-Au-
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CO2H (66%) y 8-Au-CO2H (50%) (Esquema 13) respectivamente. Debido a que 

las GNPs con espaciador mixto proporcionan espectros de 1H RMN muy bien 

resueltos, se confirmó que la relación inicial de neoglicoconjugado:espaciador 

libre ~2:1 o ~1:1 se mantuvo en todas las GNPs preparadas, que fueron 

caracterizadas por las técnicas ya descritas. 

5, Manαααα1-2Manαααα
6, Manαααα1-3Manαααα
7, Manαααα1-2Manαααα1-2Manαααα
8, Manαααα1-3[Manαααα1-6]Manαααα
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Esquema 13. Síntesis de manno-GNPs de distinta densidad funcionalizadas con los disulfuros 

mixtos 5, 6, 7 y 8.
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Figura 9. Caracterización de 7-Au-CO2H (66%): A) Micrografías de TEM; B) Histograma; C) 

Espectros de 1H RMN en D2O de la nanopartícula y la correspondiente mezcla de 

neoglicoconjugados en CD3OD; D) Espectro de UV-vis en agua NANOPURE. 
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La Figura 9 muestra la caracterización de la gliconanopartícula 7-Au-

CO2H (66%), que incluye una micrografía de TEM y su correspondiente 

histograma, un espectro de 1H RMN y un espectro de UV-visible.  

7-Au-CO2H (66%) presenta una distribución homogénea de tamaños 

con un diámetro promedio de 1.3 nm, lo que correspondería a 79 átomos de 

oro y 38 cadenas. 38 Su espectro de UV-Vis no presenta banda de plasmón de 

superficie, y su espectro de 1H RMN indica que se conserva la proporción de la 

mezcla de disulfuros mixto 7 inicial en proporción ~2:1 se conserva en la GNP. 

Los datos completos de la caracterización de las nanopartículas de la 

familia B se indican en la Tabla 2. 

Tabla 2. Características físicas de las gliconanopartículas de la familia B. 

Manno-GNP D(nm)

Nº 

átomos 

de Oro

Nº de 

cadenas 

total

Nº de 

cadenas de 

manosa

Fórmula molecular MW

4-Aua 1.3 ± 0.4 79 155 155 (C32H62NO12S)155Au79 121720 

5-Au-CO2H(66%) 1.3 ± 0.6 79 38 25 (C38H72NO18S)25(C23H45O8S)13Au79 43398 

6-Au-CO2H(50%) 1.0 ± 0.4 79 38 19 (C38H72NO18S)19(C23H45O8S)19Au79 41376 

7-Au-CO2H(66%) 1.3 ± 0.5 79 38 25 (C44H83NO23S)25(C23H45O8S)13Au79 47451 

8-Au-CO2H(50%) 1.3 ± 0.5 79 38 19 (C44H83NO23S)19(C23H45O8S)19Au79 44190 

El número de átomos de oro, las formulas moleculares y los pesos moleculares se calcularon 

según el tamaño del cluster de oro obtenido por TEM38. a Valores confirmados por análisis 

elemental. 

2.6.3. Síntesis de manno-GNPs con neoglicoconjugados de mono-, di-, tri-

tetra-, penta- y heptasacáridos de manosa unidos por acoplamiento 

tiourea. Familia C. 

 Las GNPs se obtuvieron por el mismo método que las anteriores. En 

este caso, tratamos de modular el tamaño de la GNP disminuyendo la relación 

tiol:oro en la reacción usando 5.5, 3.0, 2.0 o 1.0 equivalentes del 

neoglicoconjugado 9. Se obtuvieron las correspondientes nanopartículas 9-Au 

(5.5, 3.0, 2.0 y 1.0 equiv) con buenos rendimientos (Esquema 14). 
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Esquema 14. Síntesis de GNPs funcionalizadas los neoglicoconjugados de la familia C  

 El tamaño del cluster de oro formado aumenta al disminuir el número de 

equivalentes desde 1.1 nm (5.5 equiv) hasta 1.5 nm (1 equiv). Los rendimientos 

obtenidos aumentan al pasar de 5.5.equiv hasta 3.0 o 2.0 equivalentes de 

neoglicoconjugado. Sin embargo, el empleo de 1.0 equivalente de 9

proporcionó una gran fracción de GNP insoluble. Por ello se escogió la 

proporción de tiol:oro 3:1 para la síntesis de todas las GNPs de la familia C que 

se recojen en el Esquema 14, y que da buenos rendimientos y emplea menor 

cantidad del oligomanósidos. 

 Las disoluciones de 9-Au (5.5, 3.0 y 2.0 equiv) a concentraciones de 

1mg/mL cambian de color desde beige claro para la 9-Au (5.5 equiv.) hasta 

marrón para la 9-Au (2.0 equiv). En sus espectros de UV visible el plasmón de 

superficie debería desplazarse a mayores longitudes de onda al aumentar el 

tamaño, pero estas GNPs se caracterizaron por la ausencia la banda de 

plasmón a 520 nm. Sin embargo, se observó un desplazamiento de todo el 

espectro a mayores longitudes de onda al aumentar el tamaño del cluster. 

(Figura 10). 
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Figura 10. A) Disoluciones acuosas (1 mg/mL) de las nanopartículas 9-Au preparadas con 5.5, 

3.0 y 2.0 equiv de glicoconjugado 9 y B) Sus espectros de UV-Visible. 

 Estas GNPs tras su liofilización se disuelven lentamente en agua (~10h), 

posiblemente debido a la formación de una densa red de puentes de hidrógeno 

característicos del grupo tiourea, que dificulta la hidratación de las moléculas 

unidas a la superficie de oro. 

 GNPs de 100% densidad en (oligo)manósidos solo se prepararon con el 

monosacárido 9 y el disacárido 10 porque se consideró que al aumentar la 

complejidad del (oligo)manósido el impedimento estérico aumentaría haciendo 

menos accesibles a los oligosacáridos para su unión a los receptores 

específicos.  

 Por ello se prepararon gliconanopartículas con densidades variables en 

manósidos y el conjugado GlcC2 como componente de relleno. De este modo 

se obtuvieron las nanopartículas 9-Au-GlcC2, que incorporan densidades del 

10, 25, 50 o 75 % en monosacárido. El resto de GNPs que incorporan azúcares 

más complejos se prepararon con densidades del 10 y 50% (Esquema 14) 

obteniéndose buenos rendimientos. 

Con los neoglicoconjugados de di- (10), tri- (11), tetra- (12), penta- (13) y 

heptasacárido (14) respectivamente y GlcC5 como componente de relleno en 

una proporción 1:9 o 1:1 se obtuvieron las GNPs que incorporan un 10 o un 

50% de densidad en oligomanósidos (Esquema 14). 
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La proporción de ligandos incorporados en las nanopartículas se 

determinó mediante la integración de las señales de los protones anoméricos 

de glucosa y de manosa en el espectro de 1H RMN. La Figura 11 muestra los 

espectros de resonancia que se registraron para evaluar la relación de los 

ligandos en el caso de la síntesis de la nanopartícula 12-Au-GlcC5 (50%). Para 

ello, se registró primero el espectro de protón de la mezcla de 

neoglicoconjugados 12 y GlcC5 en proporción 1:1 (Figura 11C) que se utilizó 

para la preparación de la GNP. Se sintetizó la GNP y se recogió el 

sobrenadante del cual, tras su purificación por columna de Sephadex LH 20 

para eliminar las sales formadas durante la reacción, se registró su espectro 

(Figura 11D). En muchos casos no es posible obtener la proporción de 

neoglicoconjugados incorporados a partir del espectro de 1H RMN de la 

nanopartícula (Figura 11E), debido al ensanchamiento de las señales y la 

dificultad para integrar las mismas. 

A

B

C

D

1.502.002.503.003.504.004.505.00

E

Figura 11. Evaluación por 1H RMN de la proporción de ligandos incorporados en la 

nanopartícula 12-Au-GlcC5 (50%). Espectros en D2O de: A) Conjugado GlcC5; B) 

Tetrasacárido conjugado 12; C) Mezcla 1:1 de los glicoconjugados utilizados para la 

preparación de la GNP; D) Mezcla de glicoconjugados presentes en el sobrenadante tras la 

preparación de la GNP; E) GNP 12-Au-GlcC5 (50%). 
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La Figura 12 resume como ejemplo las técnicas empleadas para la 

caracterización de todas las gliconanopartículas. La GNP 10-Au-GlcC5 (50%) 

presenta una distribución homogénea de tamaños con un diámetro promedio 

de 1.3 nm, que corresponden a 79 átomos de oro y 59 cadenas. 38 Su espectro 

de UV-Vis no presenta banda de plasmón de superficie. 
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Figura 12. Caracterización de 10-Au-GlcC5 (50%): A) Micrografías de TEM; B) Histograma; C) 

Espectros de 1H RMN en D2O de la nanopartícula (inferior) y la correspondiente mezcla de 

neoglicoconjugadoso en CD3OD (superior); D) Espectro de UV-visible en agua NANOPURE. 

Los datos completos de la caracterización de las nanopartículas de la 

familia C se indican en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Características físicas de las gliconanopartículas de la familia C 

Manno-GNP D(nm)

Nº 

átomos 

de Oro

Nº de 

cadenas 

total

Nº de 

cadena

s de 

manosa

Fórmula molecular MW

9-Au (5.5 equiv) 1.1 ± 0.2 79 38 38 (C28H55N2O10S2)38Au79 40027 

9-Au (3 equiv)
a

1.3 ± 0.4 79 40 40 (C28H55N2O10S2)40Au79 41315 

9-Au (2 equiv)
a

1.5 ± 0.3 116 59 59 (C28H55N2O10S2)59Au116 60833 

9-Au (1 equiv)
a

1.5 ± 0.4 116 66 66 (C28H55N2O10S2)66Au116 65344 

9-Au-GlcC2 (10%)
a

1.3 ± 0.7 79 47 5 (C28H55N2O10S2)5(C8H15O6S)42Au79 28829 

9-Au-GlcC2 (25%)
a

1.4 ± 0.4 116 90 23 (C28H55N2O10S2)23(C8H15O6S)67Au116 53688 

9-Au-GlcC2 (50%)
a

1.4 ± 0.4 116 80 40 (C28H55N2O10S2)40(C8H15O6S)40Au116 58174 

9-Au-GlcC2 (75%)
a

1.4 ± 0.4 116 100 75 (C28H55N2O10S2)75(C8H15O6S)25Au116 77120 

10-Au-GlcC5 (10%)
a

2.0 ± 0.5 225 90 9 (C34H65N2O15S2)7(C11H21O6S)64Au225 74360 

10-Au-GlcC5 (50%)
a

1.3 ± 0.4 79 44 22 (C34H65N2O15S2)22(C11H21O6S)22Au79 39482 

10-Au
a

1.2 ± 0.5 79 59 59 (C34H65N2O15S2)59Au79 63058 

11-Au-GlcC5 (10%)
a

1.8 ± 0.4 201 135 13 (C40H75N2O20S2)13(C11H21O6S)22Au201 86500 

11-Au-GlcC5 (50%)
a

1.6 ± 0.4 140 124 62 (C40H75N2O20S2)62(C11H21O6S)62Au140 105044 

12-Au-GlcC5 (10%)
a

1.4 ± 0.7 116 66 7 (C46H85N2O25S2)7(C11H21O6S)59Au116 47359 

12-Au-GlcC5 (50%)
a

1.9 ± 0.5 225 122 56 (C46H85N2O25S2)56(C11H21O6S)56Au225 123369 

13-Au-GlcC5 (10%)
a

1.8 ± 0.3 201 48 5 (C52H95N2O30S2)5(C11H21O6S)43Au201 58150 

13-Au-GlcC5 (50%)
a

2.1 ±1.5 309 56 28 (C52H95N2O30S2)28(C11H21O6S)28Au309 104928 

14-Au-GlcC5 (50%)
a

1.8 ±0.4 201 116 58 (C64H115N2O40S2)58(C11H21O6S)58Au201 149602 

El número de átomos de oro, las formulas moleculares y los pesos moleculares se calcularon 

según el tamaño del cluster de oro obtenido por TEM38. a Valores confirmados por análisis 

elemental. 

2.6.3.1. Síntesis de manno-GNPs fluorescentes 

Basándonos en la misma metodología, hemos preparado 

gliconanopartículas fluorescentes análogas de 10-Au-GlcC5, 11-Au-GlcC5, 12-

Au-GlcC5, 13-Au-GlcC5 y 14-Au-GlcC5 por incorporación adicional de un 5% 

del conjugado de fluoresceína 40 previamente preparado (Esquema 3). 

Partiendo de una mezcla en proporción molar 50:45:5 de 

oligomanósido:glucósido:espaciador fluorescente se obtuvieron las 

nanopartículas 10-Au-GlcC5-FITC, 11-Au-GlcC5-FITC, 12-Au-GlcC5-FITC, 13-

Au-GlcC5-FITC y 14-Au-GlcC5-FITC respectivamente (Esquema 15). 
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Esquema 15. Síntesis de GNPs fluorescentes preparadas con (oligo)manósidos, glucósido y 

espaciador fluorescente en proporción 50:45:5.

 Las gliconanopartículas fluorescentes son solubles en agua y se han 

caracterizado, al igual que las anteriores por TEM, UV-Vis, 1H RMN y por su 

espectro de fluorescencia. La fluorescencia de cada nanopartícula se 

determinó a partir de una disolución estandar (1 g/mL) excitando a 485 nm. 

La Figura 13 resume la caracterización de la gliconanopartícula 12-Au-

GlcC5-FITC. Su espectro de UV-Vis presenta una banda absorción a λ=497 nm 

que no se observó en el espectro de la correspondiente GNP sin marcar (12-

Au-GlcC5 (50%)). En su espectro de 1H RMN se observa la presencia de las 

señales correspondientes a los neoglicoconjugados 12 y GlcC5 y se intuyen las 

señales de protones aromáticos de la fluoresceína. La presencia del fluoróforo 

en la GNP se confirma por su espectro de fluorescencia (λexc = 490 nm) que 

presenta una banda ancha a 516 nm que corresponde a la banda de emisión 

de la fluoresceína. 
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Figura 13. Caracterización de 12-Au-GlcC5-FITC: A) Micrografías de TEM; B) histograma; C) 

Espectros de 1H RMN de la mezcla de ligandos (superior) en CD3OD y de la correspondiente 

nanopartícula (inferior) en D2O); D) Espectro de UV-vis y de fluorescencia en agua 

NANOPURE. 

 Las manno-nanopartículas presentadas en este capítulo van a ser 

utilizadas para el estudio de la inhibición de la interaccion DC-SIGN/gp120 por 

SPR, los estudios de inhibición de la infección en trans del VIH y el estudio de 

interacción con células que expresan el receptor DC-SIGN que se presentan en 

los capítulos siguientes. 
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3. Conclusiones. 

 Se han sintetizado y caracterizado tres familias de neoglicoconjugados 

de manosa funcionalizados con un grupo tiol en la posición final del espaciador 

mediante una secuencia sintética que implicó: 

 La preparación de una serie de aminoalquil glicósidos de mono-, di-, tri-, 

tetra-, penta-, y hepta- oligomanósidos 

 La preparación de los espaciadores mixtos bifuncionales protegidos con 

un grupo tioacetilo en un extremo y con un hidroxilo, carboxilo o 

isotiocianato en el extremo contrario. 

 La preparación de los correspondientes glicoconjugados de mediante 

tres metodologías diferentes: 

- Glicosidación directa entre el monosacárido de manosa protegido y 

espaciadores de distinta naturaleza. Esta estrategia proporcionó 

glicoconjugados con rendimientos aceptables pero inferiores al 

acoplamiento peptídico o tiourea. 

- Acoplamiento peptídico entre alquilamino (oligo)manósidos de 

mono y di- o trisacáridos y un espaciador funcionalizado con un grupo 

carboxílico. Éste método condujo a problemas de purificación y 

aislamiento, con la consecuente formación de disulfuros mixtos, los 

cuales, se utilizaron para la preparación de las nanopartículas de esta 

familia. 

- Acoplamiento tiourea entre alquilamino (oligo)manósidos de mono-

, di-, tri-, tetra-, penta-, y heptasacáridos y un espaciador funcionalizado 

con un grupo isotiocianato. El acoplamiento tiourea proporcionó el 

metodo más sencillo y con mejores rendimientos para la síntesis de 

conjugados de (oligo)manosa. 

 Desprotección de los grupos acilos y acetilos y el aislamiento de los 

glicoconjugados como tioles o disulfuros. 

 Se ha sintetizado una pequeña librería de manno-GNP solubles en agua 

agrupadas en tres familias dependiendo del neoglicoconjugado utilizado, y se 
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han caracterizado por RMN, TEM, banda de plasmón de superficie (UV), 

espectros de fluorescencia y análisis elemental. 

 Síntesis de manno-GNPs funcionalizadas con glicoconjugados de 

manosa obtenidos por glicosidación directa. Se prepararon GNPs 1-Au, 2-

Au y 3-Au, funcionalizadas los neoglicoconjugados 1, 2 y 3. Siguiendo la 

misma metodología se prepararon las GNPs 3-Au-GlcC2 (5, 15 y 30%) que 

incorporan densidad variable en 3 y emplean GlcC2 como relleno. 

 Síntesis de manno-GNPs funcionalizadas con glicoconjugados de  

mono-, di- y trisacáridos de (oligo)manosa obtenidos por acoplamiento 

peptídico. Se preparó la nanopartícula 4-Au, funcionalizadas con el 

glicoconjugados 4. Las mezclas de disulfuros mixtos 5, 6, 7 y 8 se 

emplearon para la síntesis de las nanopartículas 5-Au-CO2H (66%), 6-Au-

CO2H (50%), 7-Au-CO2H (66%) y 8-Au-CO2H (50%), que incorporan los 

(oligo)manósidos en densidades variables. 

 Síntesis de manno-GNPs funcionalizadas con neoglicoconjugados de 

mono-, di-, tri-, tetra-, penta- y heptasacáridos obtenidos por acoplamiento 

tiourea. Se moduló el tamaño de la GNP disminuyendo la relación tiol: oro, 

obteniendo así las nanopartículas 9-Au (5.5, 3.0, 2.0 y 1.0 equiv) Se 

prepararon las nanopartículas 9-Au y 10-Au funcionalizadas con 100% 

densidad de glicoconjugados 9 y 10. Siguiendo la misma metodología se 

prepararon GNPs 9-Au-GlcC2 (75, 50, 25 o 10%), 10-Au-GlcC5 (50 o 10%), 

11-Au-GlcC5 (50 o 10%), 12-Au-GlcC5 (50 o 10%), 13-Au-GlcC5 (50 o 

10%) y 10-Au-GlcC5 (50 %), que incorporan densidad variable en 9, 10, 11, 

12, 13 y 14 y contienen GlcC2 o GlcC5 como relleno, y nanopartículas 

fluorescentes análogas 10-Au-GlcC5-FITC, 11-Au-GlcC5-FITC, 12-Au-

GlcC5-FITC, 13-Au-GlcC5-FITC, y 14-Au-GlcC5-FITC, que incorporan un 

50% del (oligo)manósido correspondiente y un 5% adicional del espaciador 

fluorescente. 
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4.  Parte experimental. 

4.1. Métodos generales 

Disolventes y reactivos 

Todos los disolventes orgánicos anhidros empleados se secaron siguiendo los 

procedimientos descritos (Perrin D.D., Armarego W.L.F., Purification of laboratory chemicals, 

1996, Editorial Butterworth-Heinemamn, Oxford). THF y tolueno se destilaron sobre 

Na/benzofenona bajo atmósfera de nitrógeno inmediatamente antes de su utilización. Se utilizó 

DMF comercial de pureza analítica secada sobre tamiz molecular de 4 Å y mantenida bajo 

argón. Diclorometano se destiló sobre CaH2 bajo atmósfera de nitrógeno inmediatamente antes 

de su utilización. Se adquirió metanol de pureza analítica para los ensayos con dicho 

disolvente. Todos los reactivos empleados en esta Tesis Doctoral se adquirieron a distintas 

firmas comerciales (Aldrich, Fluka, Lancaster, Panreac, Acros, etc.). 

Técnicas y aparatos 

El seguimiento de las reacciones se realizó por cromatografía en capa fina (CCF o TLC 

indistintamente) empleando cromatofolios de aluminio de gel de sílice tipo 60 F254 (Merck). Para 

la detección de los productos se utilizó luz UV (λ=254 nm) y/o los reveladores H2SO4/EtOH 

(1/9, v/v), anisaldehido (450 mL etanol, 25 mL anisaldehido, 25 mL H2SO4, 1 mL ácido acético), 

ninhidrina (100 mL etanol, 0.25mL ninhidrina), ácido fosfomolíbdico (13 g fosfomolíbdico, 10 g 

Ce(SO4)2·10 H2O, 60 mL H2SO4, 940 mL H2O). La cromatografía en columna se realizó sobre 

gel de sílice 60 (Merck) de diversos tamaños de partícula (0.2-0.5 mm; 0.2-0.063 mm; 0.040-0-

015 mm) o sobre Sephadex LH20 (Sigmaaldrich). La composición del eluyente empleado se 

especifica en cada caso. 

Para la neutralización por intercambio iónico se empleó resina Amberlist IR 120-H o 

Dowex 50W 8. 

Los valores de rotación óptica se determinaron en un polarímetro Perkin Elmer 341. En 

cada caso se indica el disolvente y la concentración de la muestra sobre la que se llevó a cabo 

la medida. 

Las micrografías de TEM se llevaron a cabo en un microscopio Philips CM200 de 

Instituto de Ciencia de Materiales de Sevilla o en un microscopio Philips JEOL JEM-2100F de 

CIC biomaGUNE de San Sebastián trabajando ambos a 200 kV. Se depositó una sola gota (10 

μL) de una disolución acuosa de gliconanopartícula (0.3 mg/ml) sobre una rejilla de cobre 

recubierta por una película de carbono, dejándola secar al aire durante varias horas a 
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temperatura ambiente. La distribución de tamaño del cluster de oro se evaluó analizando varias 

micrografías mediante el software Imagen (W. Rasband, NIH, USA) con analizador de 

partículas automático. El número de partículas analizadas fue 200-300 conduciendo a una 

estadística de distribución de tamaño fiable. 

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se midieron en los 

espectrómetros Bruker DRX-500, DRX-400 y DRX-300 del Instituto de Investigaciones 

Químicas de Sevilla o en el espectrómetro Bruker AVANCE-500 de CIC biomaGUNE en San 

Sebastián. Los espectros se realizaron en el disolvente deuterado que se indica y los 

desplazamientos químicos se expresan en ppm (δ), usando como referencia la señal residual 

del disolvente empleado. Los espectros se registraron a temperatura ambiente. Para la 

asignación de señales se han utilizado experimentos bidimensionales de correlación protón-

protón (COSY) y protón-carbono (HMQC) usando las secuencias de pulsos estándar.  

Los espectros de UV fueron realizados en un espectrómetro UV/vis Perkin Elmer 

Lambda 12 o en un espectrómetro Beckman Coulter DU 800 empleando agua Milli Q como 

disolvente. 

Los espectros de fluorescencia se obtuvieron en un espectrómetro de fluorescencia 

Fluorolog de Horiba Jobin Yvon empleando agua Milli Q como disolvente. 

Los espectros de infrarrojo (IR) se registraron desde 4000 a 400 cm-1 en un 

espectrómetro Nicolet 6700 FT-IR. 

Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrómetro Esquire ESI-MS Bruker 

Daltonics del Instituto de Investigaciones Químicas de Sevilla, o en un espectrómetro MALDI-

TOF Applied Biosystems acoplado a un analizador 4700 Proteomics del SIDI de la Universidad 

Autónoma de Madrid  

Los análisis elementales se llevaron a cabo en el servicio de microanálisis CAI de la 

Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid con un aparato Leco CHNS-

932, trabajando bajo las normas de calidad ISO 9001:2000. Los resultados se expresan en 

tanto por ciento. 

4.2. Síntesis de oligosacáridos de manosa. 

4.2.1. Síntesis de aceptores. 2
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OAc

O
BnO

BzO

OBn
OBz

O

O
BnO

BzO

OBn
OBz

NHZ
O

O
BnO

HO

OBn
OH

NHZ
O

O
BnO

HO

OBn
TBDMSO

NHZ

i) ii) iii)

Aceptor B Aceptor C

Esquema 16. i) HOCH2CH2NHZ, BF3-Et2O, CH2Cl2, 69%; ii) a-MeONa, MeOH, b-Amberlita 

IR120, 49%; iii) TBDMSCl, imidazol, THF 77%. 

2'-N-benciloxicarbonilaminoetil 3,6-di-O-benzoil-2,4-di-O-bencil- -D-manopiranósido. 

Sobre una disolución de acetil 3,6-di-O-benzoil-2,4-di-O-bencil- -D-manopiranósido 2,41 (387 

mg, 0.63 mmol, 1 equiv) y 2-N-benciloxicarbonilaminoetanol (248 mg, 1.27 mmol, 2 equiv) en 

CH2Cl2 (5 mL) se añadió BF3-Et2O (399 μL, 3.15 mmol, 5 equiv). La mezcla de reacción se agitó 

a reflujo durante 2 horas, se diluyó en AcOEt y se lavó con una disolución acuosa saturada de 

NaHCO3. El extracto orgánico se secó sobre Na2SO4 anh., se filtró y se concentró a sequedad. 

El residuo se purificó por columna cromatográfica en gel de sílice (Hexano/AcOEt 9/1 hasta 

75/25) obteniendose el producto de glicosilación como un aceite incoloro (326 mg, 0.44 mmol, 

69%). Rf=0.50 (Hexano/AcOEt 6:4). 

1H RMN (500 MHz, CDCl3): =8.05-7.35 (m, 10H; HAr-Bz), 7.32-7.12 (m, 15H, HAr-Bn), 5.54 (dd, 

J=3.3, 9.3 Hz, 1H; H-3), 5.22 (s, 1H; NH), 5.07 (s, 2H; CH2-Z), 4.91 (s, 1H; H-1), 4.64 (m, AB 

system, 2H; CH2-Bn), 4.60 (m, AB system, 2H; CH2-Bn), 4.54-4.52 (m, 2H; H-6), 4.23 (t, J=9.5 

Hz, 1H; H-4), 4.03-3.99 (m, 2H; H-2 and H-5), 3.82-3.74 (m, 1H; OCH2CH2N), 3.58-3.50 (m, 1H; 

OCH2CH2N), 3.49-3.32 (m, 2H; CH2NH). 

13C RMN (125 MHz, CDCl3): =166.3 (s; (CO)Ph), 165.8 (s; (CO)Ph), 156.3 (s; NH(CO)), 137.8 

(s; Bn), 137.3 (s; Bn), 136.5 (s; Bn), 133.4 (s; Bz), 133.1 (s; Bz), 129.8-127.5 (d, 25C; Ar), 98.0 

(d; C-1), 76.1 (d; C-2), 73.3 (t; CH2-Bn), 75.1 (t; CH2-Bn), 74.3 (d; C-3), 73.1 (d; C-4), 70.3 (d; C-

5), 67.2 (t; OCH2CH2N), 66.8 (t; CH2-Z), 63.6 (t; C-6), 40.7 (t; CH2NH). 

2'-N-benciloxicarbonilaminoetil 2,4-di-O-bencil- -D-manopiranósido (Aceptor B). Sobre 

una disolución agitada de 2'-N-benciloxicarbonilaminoetil 3,6-di-O-benzoil-2,4-di-O-bencil- -D-

manopiranósido (20.5 g, 27.5 mmol, 1 equiv.) en MeOH (150 mL) se añadió MeONa sólido 

(2.97 mg, 55 mmol, 2 equiv.). La mezcla de reacción se agitó durante 2 horas a temperatura 

ambiente. Después, la mezcla se neutralizó con resina ácida Amberlita IR-120, se filtró, se 

concentró a vacío y se purificó columna cromatográfica (gradiente de CH2Cl2/MeOH hasta 98:2) 

obteniendo el Aceptor B como una aceite incoloro (7.2 g, 13.5 mmol, 49%). Rf=0.26 

(Hexano/AcOEt 50:50). 

1H RMN (500 MHz, CDCl3): =7.36-7.26 (m, 15H; HAr), 5.19 (s, 1H; NH), 5.07 (s, 2H; CH2-Z), 

4.82 (brs, 1H; H-1), 4.75-4.63 (m, 4H; CH2-Bn), 3.93 (dt, J=3.7, 9.5 Hz, 1H; H-3), 3.80 (dd, 

J=2.6, 11.9 Hz, 1H; H-6), 3.72 (dd, J=4.6, 11.9 Hz, 1H; H-6), 3.69 (dd, J=1.4, 3.7 Hz, 1H; H-2), 
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3.65 (t, J=9.5 Hz, 1H; H-4), 3.56 (ddd, J=2.8, 4.4, 9.5 Hz, 1H; H-5), 3.68-3.47 (m, 2H; 

OCH2CH2N), 3.25-3.43 (m, 2H; CH2NH), 2.48 (d, J=9.5 Hz, 1H; OH), 2.26 (m, 1H; OH). 

13C RMN (125 MHz, CDCl3): =156.3 (s; NH(CO)), 138.1 (s; Bn), 137.5 (s; Bn), 136.3 (s; Bn), 

128.5-127.7 (d, 15C; Bn), 97.25 (d; C-1), 78.23 (d; C-2), 76.19 (d; C-4), 74.8 (t; CH2-Bn), 73.1 (t; 

CH2-Bn), 71.7 (d; C-5), 71.4 (d; C-3), 66.7 (t, 2C; CH2-Z and OCH2CH2N), 61.9 (t; C-6), 40.6 (t; 

CH2NH). 

2'-N-benciloxicarbonilaminoetil 2,4-di-O-bencil-6-O-tertbutildimetilsilil- -D-

manopiranósido (Aceptor C). 

Sobre una disolución del Aceptor B (300 mg, 0.56 mmol, 1 equiv) en THF (10 mL) se añadió 

imidazol (76 mg, 1.12 mmol, 2 equiv) y TBDMSCl (cloruro de tertbutilldimetilsililo) (126 mg, 0.84 

mmol; 1.5 equiv). La mezcla de reacción se agitó a temperatura ambiente durante 3 horas, se 

diluyó en Et2O y se lavó con H2O. El extracto orgánico se secó sobre Na2SO4 anh., se filtró y se 

concentró a presión reducida. El crudo se purificó por columna cromatográfica en gel de sílice 

(gradiente de hexano/Et2O hasta 6:4) para dar el Aceptor C como un aceite incoloro (281 mg, 

0.43 mmol, 77 %). Rf=0.59 (Hexano/AcOEt 5:5). 

1H RMN (500 MHz, CDCl3): =7.35-7.25 (m, 15H; HAr), 5.17-5.12 (m, 1H; NH), 5.08 (s, 2H; CH2-

Z), 4.84 (s, 1H; H-1), 4.73 (m, AB system, 2H; CH2-Bn), 4.61 (m, AB system, 2H; CH2-Bn); 3.93 

(td, J=3.7, 9.2 Hz; 1H; H-3), 3.83 (dd, J=1.8, 11.2 Hz, 1H; H-6), 3.79 (dd, J=4.9, 11.2 Hz, 1H; H-

6), 3.69 (dd, J=1.4, 3.7 Hz, 1H; H-2), 3.61 (t, J=9.2 Hz, 1H; H-4), 3.55-3.51 (m, 1H; H-5), 3.44-

3.26 (m, 2H; OCH2CH2N), 2.30 (d, J=9.2 Hz, 1H; OH), 0.87 (s, 9H; tBuSi(CH3)2), 0.03 (s, 3H; 
tBuSi(CH3)2), 0.04 (s, 3H; tBuSi(CH3)2). 

13C RMN (125 MHz, CDCl3): =156.3 (s; NH(CO)), 138.5 (s; Bn), 137.7 (s; Bn), 136.5 (s; Bn), 

128.5-127.7 (d, 15C; Bn), 97.05 (d; C-1), 78.50 (d; C-2), 76.40 (d; C-4), 74.82 (t; CH2-Bn), 72.8, 

72.6, 71.6 (d; C-3), 67.0 (t; OCH2CH2N), 66.7 (t; CH2-Z), 62.6 (d; C-6), 40.8 (t; CH2NH), 25.9 (q, 

3C; tBuSi(CH3)2), 18.3 (s; tBuSi(CH3)2), 5.4 (q; tBuSi(CH3)2), -5.2 (q; tBuSi(CH3)2). 

4.2.2. Procedimiento general para las glicosidaciones:2 síntesis de los compuestos 20, 

21, 22, 23 y 24. 

Una disolución del donador de glicosilo (1 equiv.) y el correspondiente aceptor (1.2 equiv.) en 

CH2Cl2 anhidro (3 mL) se agitó a temperatura ambiente en presencia de tamiz molecular de 4Å 

(~peso en mg de donador) durante 2-5 horas. Después, la mezcla de reacción se enfrió a -20/-

10°C y se añadieron consecutivamente NIS (1.3 equiv .) y una cantidad catalítica de TfOH. 

Después de 10-20 minutos, la reacción se neutralizó con una disolución saturada de. NaHCO3 

(ac). La mezcla de reacción se diluyó con CH2Cl2 y se filtró sobre celita. La fase orgánica se 

lavó con una disolución saturada de. Na2S2O3 (ac) y se secó sobre Na2SO4.anh. El disolvente 
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se eliminó a presión reducida y el crudo se purificó por columna cromatográfica proporcionando 

los correspondientes manósidos protegidos (Tabla 4). 

Tabla 4. Condiciones de reacción para las glicosidaciones.

compuesto T (ºC) t(min) Nº equiv. TfOH Rendimiento (%) 

20 -20 10 0.13 86 

21 -20 20 0.39 75 

22 -10 15 0.13 64 

23 -20 25 0.26 73 

24 -10 15 0.26 68 

2'-N-benciloxicarbonilaminoetil 2,3-di-O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-manopiranosil-(1 2)-3-

O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-manopiranósido (20). 

NHZO

OBnO
AcO

O
BnO

OBnO
AcO

OAcBnO

A partir del donador 182 (517 mg, 0.55 mmol, 1 equiv.) y 2-N-Z-etanolamina (130 mg, 0.66 

mmol, 1.2 equiv.) se obtuvo 20 como una espuma blanca (476 mg, 0.47 mmol, 86%). Rf=0.20 

(tolueno/AcOEt 7:3). 

[ ]24
D+28.7 (c=0.506; MeOH). 

1H RMN (500 MHz, CDCl3): =7.33-7.14 (m, 25H; HAr), 5.46-5.41 (m, 1H; NH), 5.38 (dd, J=3.5, 

10.0 Hz, 1H; H-3'), 5.34-5.31 (m, 1H; H-2'), 5.20 (dd, J=3.0, 8.0 Hz, 1H; H-3), 5.11-5.02 (m, 2H; 

CH2-Z), 4.91 (d, J=2.0 Hz, 1H; H-1), 4.86 (d, J=2.0 Hz, 1H; H-1'), 4.68-4.42 (m, 8H; CH2-Bn), 

4.09-4.04 (m, 1H; H-5'), 4.04 (t, J=3.0 Hz, 1H; H-2), 3.84 (t, J=10.0 Hz, 1H; H-4'), 3.87-3.80 (m, 

2H), 3.76 (dd, J=5.0, 11.0 Hz, 1H; H-6'a), 3.70 (dd, J=1.5, 10.5 Hz, 1H; H-6'b), 3.66-3.57 (m, 

3H), 3.52-3.44 (m, 1H; OCH2CH2CH2), 3.36-3.23 (m, 2H; CH2NH), 2.14 (s, 3H; OAc), 2.03 (s, 

3H; OAc), 2.00 (s, 3H; OAc). 

13C RMN (125 MHz, CDCl3): =170.6 (s; (CO)Me), 170.2 (s; (CO)Me), 169.9 (s; (CO)Me), 156.7 

(s; NH(CO)), 138.2 (s; Bn), 138.09 (s, 2C; Bn), 138.03 (s; Bn), 136.7 (s; Bn-Z), 128.6-127.6 (d, 

25C; Bn), 99.5 (d; C-1'), 98.8 (d; C-1), 74.9 (d; C-2), 73.7 (2C), 73.4, 73.3, 73.0, 72.0, 71.8, 

71.7, 71.5, 70.3, 69.0 (t; C-6), 68.9 (t; C-6'), 68.0 (t; OCH2CH2N), 66.7 (t; CH2-Z), 41.0 (t; 

CH2NH), 21.05 (q; OAc), 21.02 (q, 2C; OAc).  

ATR-IR: ˜=3354, 3063, 3030, 2930, 1748, 1521, 1497, 1454, 1367, 1224, 1135, 1093 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C56H63NO16Na+ [M+Na]+: 1028.4039; encontrado: 1028.4067. 
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2'-N-Benciloxicarbonilaminoetil 2,3-di-O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-manopiranosil-(1 2)-

3-O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-manopiranosil-(1 2)-3-O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-

manopiranósido (21). 

O

OBnO
AcO

O
BnO

OBnO
AcO

OBnO

OBnO
AcO

OAcBnO

NHZ

A partir del donador 192 (230 mg, 0.174 mmol, 1 equiv.) y 2-N-Z-etanolamina (40.8 mg, 0.209 

mmol, 1.2 equiv.) se obtuvo 21 como un aceite (183 mg, 0.132 mmol, 75%). Rf=0.61 

(tolueno/AcOEt 7:3) 

[ ]24
D+40.6 (c=0.47; MeOH) 

1H RMN (500 MHz, CDCl3): =7.40-7.12 (m, 35H, HAr), 5.49-5.45 (brm, 1H; NH), 5.43 (dd, 

J=3.5, 9.5 Hz, 1H; H3''), 5.38-5.35 (m, 1H; H-2''), 5.32 (dd, J=3.0, 8.0 Hz, 1H), 5.26-5.20 (m; 

1H), 5.10-5.06 (m, 2H; CH2-Z), 4.98 (d, J=2 Hz, 1H; H-1), 4.97 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1'), 4.93 (s, 

1H; H-1''), 4.73-4.44 (m, 15H), 4.18 (t, J=2.5 Hz, 1H; H-2''), 4.12-4.05 (m, 3H), 4.05-4.01 (m, 

1H), 3.80-3.88 (m, 3H; 3xH-6), 3.72-3.62 (m, 3H, 3xH-6), 3.59-3.52 (m, 1H; CH2O), 3.45-3.36 

(m, 1H; CH2O), 3.32-3.23 (m, 2H; CH2NH), 2.19 (s, 3H; OAc), 2.10 (s, 3H; OAc), 2.04 (s, 3H; 

OAc), 2.02 (s, 3H; OAc). 

13C RMN (125 MHz, CDCl3): =170.4 (s; (CO)Me), 170.3 (s; (CO)Me), 170.1 (s; (CO)Me), 169.8 

(s; (CO)Me), 156.4 (s; NH(CO)), 138.14 (s; Bn), 138.08 (s; Bn), 137.96 (s, 2C; Bn), 137.93 (s; 

Bn), 137.87 (s; Bn), 136.7 (s; Bn-Z), 128.4-127.5 (d, 35C; Bn), 100.3 (d; C-1''), 99.0 (d; C-1), 

98.8 (d; C-1''), 74.9, 74.6, 74.4, 73.8, 73.7, 73.4, 73.3, 72.86, 71.83, 71.9, 71.7, 71.62, 71.57, 

70.1 (d; C-2''), 69.4 (t; C-6), 69.0 (t; C-6), 68.3 (t; C-6), 67.8 (t; OCH2CH2N), 66.5 (t; CH2-Z), 

40.9 (CH2NH), 21.03 (q; OAc), 20.97 (q, 2C; OAc), 20.91 (q; OAc). 

ATR-IR: ˜=3357, 3062, 3030, 2924, 1746, 1521, 1496, 1453, 1366, 1239, 1134, 1061 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C78H87NO22Na+ [M+H]+: 1412.5612; encontrado: 1412.5634. 
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2'-N-Benciloxicarbonilaminoetil 2,3-di-O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-manopiranosil-(1 2)-

3-O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-manopiranosil-(1 2)-3-O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-

manopiranosil (1 3)-2,4-di-O-bencil-6-O-tertbutildimetilsilil- -D-manopiranósido (22). 

OBnOO

OBn
TBDMSOOBnO

AcO

O
BnO

OBnO
AcO

OBnO

OBnO
AcO

OAcBnO

NHZO

A partir del donador 192 (370 mg, 0.28 mmol, 1.2 equiv.) y el aceptor 2 (152.5 mg, 0.234 mmol, 

1 equiv.) se obtuvo 22 como una espuma (277 mg, 0.15 mmol, 64%). Rf=0.39 (AcOEt/tolueno 

2:8). 

[ ]24
D+30.3 (c=0.54; CHCl3). 

1H RMN (500 MHz, CDCl3): =7.30-7.04 (m, 45H; HAr), 5.37-5.34 (m, 2H), 5.29 (dd, J=1.8, 3.3 

Hz, 1H), 5.28 (brs, 1H; H-1), 5.24 (dd, J=3.3, 8.2 Hz, 1H), 5.20 (brs, NH); 5.03-4.98 (m, 2H; 

CH2-Z), 4.91 (d, J=2.4 Hz, 1H; H-1), 4.84 (d, J=2.0 Hz, 1H; H-1), 4.69 (s, 1H; H-1), 4.61-4.26 

(m, 16H), 4.12-4.07 (m, 2H), 4.05-3.90 (m, 6H), 3.86-3.77 (m, 3H), 3.69-3.39 (m, 11H), 3.25-

3.13 (m, 2H; OCH2CH2N), 2.11 (s, 3H; OAc), 2.01 (s, 3H; OAc), 1.96 (s, 3H; OAc), 1.94 (s, 3H; 

OAc), 0.81 (s, 9H; tBuSi(CH3)2), -0.04 (s, 3H, tBuSi(CH3)2), -0.05 (s, 3H, tBuSi(CH3)2). 

13C RMN (125 MHz, CDCl3): =170.4 (s; (CO)Me), 170.3 (s; (CO)Me), 170.1 (s; (CO)Me), 169.7 

(s; (CO)Me), 156.4 (s; NH(CO)), 138.5-136.6 (s, 9C; Bn), 128.4-127.3 (d, 45C; Bn), 100.7 (d; C-

1), 100.6 (d; C-1), 99.2 (d; C-1), 97.4 (d; C-1), 77.8, 77.5, 75.1, 74.78, 74.43, 73.6, 73.5, 73.3, 

72.9, 72.8, 72.4, 72.2, 71.9, 71.8, 71.6, 70.1, 69.4, 68.5, 68.1, 67.6 (t; OCH2CH2N), 66.5 (t; CH2-

Z), 62.7, 40.9 (t; CH2N), 25.9 (q, 4C; OAc), 20.99 (q; tBuSi(CH3)2), 20.95 (q; tBuSi(CH3)2), 20.87 

(q; tBuSi(CH3)2), 18.3 (s; tBuSi(CH3)2), -5.3 (q; tBuSi(CH3)2), -5.4 (q; tBuSi(CH3)2). 

IR (CHCl3): ˜=3621, 3014, 2976, 2896, 1747, 1711, 1364, 1224, 1047 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C104H124NO27Si+ [M+H]+: 1846.8125; encontrado: 1846.8130. 
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2'-N-Benciloxicarbonilaminoetil Bis[2,3-di-O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-manopiranosil-

(1 2)-3-O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-manopiranosil]-(1 3,6)-2,4-di-O-bencil- -D-

manopiranósido (23). 

O

OBnO
AcO

O
BnO

OBnO
AcO

OAc
BnO

OBnO
O

OBn
O

O
NHZ

OBnO
AcO

O
BnO

OBnO
AcO

OAc
BnO

A partir del donador 182 (287 mg, 0.31 mmol, 2.2 equiv.) y el aceptor 1 (74 mg, 0.14 mmol, 1 

equiv.) se obtuvo 23 como una espuma (219 mg, 0.10 mmol, 73%). Rf=0.40 (AcOEt/tolueno 

3:7). 

[ ]24
D+40.5 (c=0.55; CHCl3). 

1H RMN (500 MHz, CDCl3): =7.31-7.10 (m, 55H; HAr), 5.43-5.38 (m, 1H; NH), 5.37 (dd, J=3.3, 

9.6 Hz, 1H), 5.36-5.31 (m, 2H), 5.31-5.26 (m, 2H), 5.22 (dd, J=3.0, 9.7 Hz, 1H), 5.19 (s, 1H; H-

1), 5.00 (s, 2H; CH2-Z), 4.89 (s, 1H; H-1), 4.81-4.55 (m, 10H), 4.75 (s, 1H; H-1), 4.70 (s, 1H; H-

1), 4.68 (s, 1H; H-1), 4.52-4.41 (m, 10H), 4.05-3.94 (m, 9H), 3.91-3.80 (m, 3H), 3.77 (dd, J=3.0, 

9.7 Hz, 1H), 3.71-3.60 (m, 5H), 3.60-3.53 (m, 5H), 3.50 (d, J=9.5 Hz, 1H), 3.45 (d, J=11.0 Hz, 

1H), 3.42-3.20 (m, 1H; OCH2CH2N), 3.30-3.20 (m, 2H; OCH2CH2N), 2.10 (s, 3H, OAc), 2.08 (s, 

3H; OAc), 1.97 (s, 3H; OAc), 1.95 (s, 3H; OAc), 1.94 (s, 3H; OAc), 1.90 (s, 3H; OAc). 

13C RMN (125 MHz, CDCl3): =170.5 (s; (CO)Me), 170.3 (s; (CO)Me), 170.0 (s; (CO)Me), 170.0 

(s; (CO)Me), 169.74 (s; (CO)Me), 169.68 (s; (CO)Me), 156.5 (s; NH(CO)), 138.4-136.8 (s, 11C; 

Bn), 128.4-127.3 (d, 55C; Bn), 100.7 (d; C-1), 99.5 (d; C-1), 99.4 (d; C-1), 98.0 (d; C-1), 97.0 (d; 

C-1), 77.9, 77.72, 77.66, 77.34, 77.30, 77.26, 77.08, 77.05, 77.01, 76.80, 75.1, 75.0, 74.8, 

74.68, 74.67, 74.6, 73.48, 73.42, 73.3, 73.10, 72.9, 72.8, 73.3, 72.1, 71.8, 71.67, 71.5, 70.7, 

70.2, 70.1, 69.2, 68.6, 68.5, 68.3, 66.6, 66.4, 60.4 (t; CH2-Z), 40.5 (t; OCH2CH2N), 29.71 (q; 

OAc), 29.68 (q; OAc), 29.38 (q; OAc), 20.96 (q; OAc), 20.91 (q; OAc), 20.85 (q; OAc). 

IR (CHCl3): ˜=3621, 3011, 2975, 2895, 1745, 1712, 1449, 1366, 1230, 1047 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C122H138NO34
3+ [M/2+3H]3+: 720.3033; encontrado: 720.3028. 
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2'-N-Benciloxicarbonilaminoetil Bis[2,3-di-O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-manopiranosil-

(1 2)-3-O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-manopiranosil-(1 2)-3-O-acetil-4,6-di-O-bencil- -D-

manopiranosil]-(1 3,6)-2,4-di-O-bencil- -D-manopiranósido (24) 

OBnOO

BnO
OOBnO

AcO

O
BnO

OBnO
AcO

OBnO

OBnO
AcO

OAc
BnO

NHZO

OBnO
AcO

O
BnO

OBnO
AcO

OBnO

OBnO
AcO

OAcBnO

A partir del donador 192 (299 mg, 0.23 mmol, 2.2 equiv.) y el aceptor 1 (55 mg, 0.10 mmol, 1 

equiv.) se obtuvo 23 como una espuma (202 mg, 0.068 mmol, 68%). Rf=0.41 (AcOEt/tolueno 

3:7). 

[ ]24
D+39.3 (c=0.50; CHCl3). 

1H RMN (500 MHz, CDCl3): =7.45-6.93 (m, 75H; HAr), 5.44-5.39 (m, 1H; NH), 5.38-5.32 (m, 

3H), 5.30 (brs, 2H), 5.27 (s, 1H; H-1), 5.26-5.18 (m, 3H), 4.97 (s, 2H; CH2-Z), 4.91 (s, 1H; H-1), 

4.89 (s, 1H; H-1), 4.87 (s, 1H; H-1), 4.84 (s, 2H; 2xH-1); 4.78 (m, 1H), 4.64 (s, 1H; H-1), 4.65-

4.22 (m, 27H), 4.11 (brs, 2H), 4.06-3.79 (m, 18H), 3.76-3.70 (m, 1H), 3.68-3.31 (m, 15H), 3.27-

3.17 (m, 2H; OCH2CH2N), 2.12 (s, 6H; OAc), 2.02 (s, 6H, OAc), 1.96 (s, 3H, OAc), 1.95 (s, 3H, 

OAc), 1.93 (s, 3H, OAc), 1.86 (s, 3H, OAc). 

13C RMN (125 MHz, CDCl3): =170.51 (s; (CO)Me), 170.45 (s; (CO)Me), 170.38 (s; (CO)Me), 

170.2 (s; (CO)Me), 170.1 (s, 2C; (CO)Me), 169.68 (s; (CO)Me), 169.66 (s; (CO)Me), 156.4 (s; 

NH(CO)), 138.5-136.8 (s, 15C; Bn), 128.4-127.3 (d, 90C; Bn), 100.8 (d; C-1), 100.7 (d; C-1), 

100.5 (d; C-1), 99.2 (d, 2C; C-1), 99.15 (d; C-1), 99.07 (d; C-1), 74.79, 74.74, 74.41, 73.5, 

73.39, 73.36, 73.13, 73.03, 72.9, 72.8, 72.2, 71.96, 71.90, 71.88, 71.80, 71.68, 71.63, 71.42, 

71.39, 70.1, 69.29, 68.82, 68.68, 68.52, 68.3, 68.2, 68.1, 66.51, 68.45, 66.36, 40.4 (t; 

OCH2CH2N), 29.7-20.9 (q, 8C; OAc). 

IR (CHCl3): ˜=3621, 3013, 2976, 2896, 1745, 1452, 1391, 1246, 1047 cm-1.  

HRMS: m/z: calcd para C166H184NO46
2+, [M/2+2H]+: 1464.1080; encontrado: 1464.1078. 

4.2.3. Procedimiento general para las desprotecciones: síntesis de los compuestos 25, 

26, 27, 28 y 29. 2

Desprotección. a) El tetrasacárido 22 se disolvió en una disolución de CH3COOH (ac) al 80% y 

se agitó durante 4 horas. Se eliminó el disolvente y se continuó con la parte b) (únicamente 
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para este compuesto); b) Sobre una disolución agitada del glicósido protegido (1 equiv.) en 

MeOH (3-10 mL) se añadió MeONa sólido (1 equiv.). La mezcla de reacción se agitó durante 2-

20 horas horas a temperatura ambiente, se neutralizó con resina ácida Amberlita IR-20, se 

filtró, se concentró a vacío. 

Hidrogenación. El crudo se disolvió en MeOH/HCOOH 95:5 y se añadió la misma masa en 

peso de Pd al 10% soportado sobre carbono. La mezcla de reacción se purgó 3 veces con H2 y 

se agitó a temperatura ambiente bajo atmósfera de H2 durante 24 horas. La mezcla de reacción 

se neutralizó con NH4OH (30% wt% en agua) y se filtró sobre celita. El residuo se purificó por 

columna de Sephadex LH20 (MeOH/H2O) y se liofilizó obteniendo el oligomanósido 

desprotegido correspondiente como un sólido blanco. (Tabla 5) 

Tabla 5. Condiciones de reacción para las desprotecciones 

compuesto Tiempo Hidrogenación (h) Sephadex LH20 MeOH/H2O Rendimiento (%) 

25 24 1:1 87 

26 24 1:1 100 

27 48 9:1 81 

28 48 5:1 72 

29 48 5:1 62 

2-aminoetil -D-manopiranosil-(1 2)- -D-manopiranósido (25). 

O

OHO
HO

O
OH

OHO
HO

OH
OH

NH2

A partir del disacárido 20 (315 mg, 0.31 mmol, 1 equiv.)se obtuvo el disacárido desprotegido 25

(104 mg, 0.27 mmol, 87%) como una espuma blanca. Rf=0.71 (iPrOH/NH3 1:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =5.13 (s, J=1.5 Hz, 1H; H-1), 5.04 (s, J=1.5 Hz, 1H; H-1'), 4.09 

(dd, J=1.5, 3.0 Hz, 1H; H-2'), 4.02-3.99 (m, 1H; H-2), 3.95 (dd, J=3.5, 9.0 Hz, 1H; H-3), 3.93-

3.91 (m, 1H; H-6), 3.91-3.89 (m, 1H; H-6), 3.85 (dd, J=3.0, 9.5 Hz, 1H; H-3'), 3.82-3.59 (m, 7H), 

3.57-3.51 (m, 1H; CH2O), 2.93-2.76 (m, 2H; CH2NH2). 

13C RMN (125 MHz, CD3OD): =102.3 (d; C-1), 98.2 (d; C-1'), 78.7 (d; C-2), 73.3, 72.7, 70.3 (d; 

C-3'), 70.2 (d; C-3), 69.9 (d; C-2'), 68.9, 67.0, 66.9 (t; CH2O), 61.1 (t; C-6), 60.9 (t; C-6'), 39.9 (t; 

CH2NH2). 

HRMS: m/z: calcd para C14H28NO11
+ [M+H]+: 386.1657; encontrado: 386.1643. 
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Formiato de 2-aminoetil -D-manopiranosil-(1 2)- -D-manopiranosil-(1 2)- -D-

manopiranósido (26) 

O

OHO
HO

O
OH

OHO
HO

OOH

OHO
HO

OHOH

NH2

A partir del trisacárido 21 (162.5 mg, 0.117 mmol, 1 equiv.)se obtuvo el trisacárido desprotegido 

26 (69 mg, 0.117 mmol, quantitative) como una espuma blanca. Rf=0.32 (iPrOH/NH3 1:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): = 8.38 (s, 1H; HCO2
-), 5.30 (s, 1H; H-1), 5.14 (s, 1H; H-1'), 5,04 

(s, 1H; H-1''), 4,11-4.10 (m, 1H; H-2), 4.07-4.06 (m, 1H; H-2''), 4.99-3.61 (m, 6H), 3.83 (dd, 

J=3.5, 9.5 Hz, 1H; H-3''), 3.70-3.52 (m, 10H), 3.03-2.87 (m, 1H; CH2NH2), 2.86-2.74 (m, 2H; 

CH2NH2). 

13C RMN (125 MHz, CD3OD): = 169.0 (s, HCO2
-), 102.2 (d; C-1''), 100.6 (d; C-1), 98.3 (d; C-

1'), 78.7, 78.5, 73.27, 73.21, 73.0, 70.3, 69.95, 69.91 (2C), 67.1, 66.8 (2C), 63.5 (t; CH2O), 61.2 

(t; C-6), 61.1 (t; C-6), 60.0 (t; C-6), 48.8 (t; CH2NH3
+), 39.0 (t; CH2NH2). 

HRMS: m/z: calcd para C20H37NO17Na+ [M+Na]+: 570.2005; encontrado: 570.1998. 

2-aminoetil -D-manopiranosil-(1 2)- -D-manopiranosil-(1 2)- -D-manopiranosil-(1 3)-

-D-manopiranósido (27). 42, 43

OHOO

OHOHOHO
HO

O
OH

OHO
HO

OOH

OHO
HO

OH
OH

NH2
O

A

B

C

D

A partir del tetrasacárido 22 (380 mg, 0.205 mmol, 1 equiv.)se obtuvo el tetrasacárido 

desprotegido 27 (118 mg, 0.166 mmol, 81%) como una espuma. 

[ ]24
D+48.1 (c=0.51; H2O). 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.38 (s, 1H, H-1C), 5.32 (s, 1H, H-1B), 5.06 (s, 1H, H-1A), 4.87 (s, 

1H, H-1D), 4.13-4.12 (m, 2H), 4.09-4.08 (m, 2H), 4.04-3.84 (m, 9H), 3.82-3.63 (m, 12H), 3.59-

3.52 (m, 1H; OCH2CH2N), 2.95-2.84 (m, 2H; OCH2CH2N). 
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13C RMN (125 MHz, D2O): =102.2 (C-1A), 100.7 (C-1C), 100.6 (C-1B), 99.8 (C-1D), 78.6 (C-

2C), 78.5 (2C; C-2B, C-3D), 73.2 (3C; C-5A, C-5B, C-5C), 73.1 (4C; C-5D), 70.3 (C-3A), 70.0 

(2C; C-3B, C-3C), 69.9 (C-2A), 69.4 (C-2D), 67.3 (OCH2CH2N), 67.0 (C-4B), 66.9 (C-4C), 66.8 

(C-4A), 65.9 (C-4D), 60.9 (2C; C-6B, C-6D), 60.8 (2C; C-6A, C-6C), 41.9 (OCH2CH2N). 

IR (KBr): ˜=3394 (ancha), 2925, 2856, 1594, 1455, 1131, 1058 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C26H48NO21
+ [M+H]+: 710.2713; encontrado: 710.2738. 

Formiato de 2-aminoetil Bis( -D-manopiranosil-(1 2)- -D-manopiranosil)-(1 3,6)- -D-

manopiranósido (28). 42, 43

OHOO

OH
OOHO

HO

O
OH

OHO
HO

OHOH

NH2
O

OHO
HO

O
OH

OHO
HO

OHOH

HCOOH

A

B
C

E

D

A partir del pentasacárido 23 (62.6 mg, 0.029 mmol, 1 equiv.)se obtuvo el pentasacárido 

desprotegido 28 (19.2 mg, 0.021 mmol, 72%) como un sólido blanco. 

[ ]24
D+65.7 (c=0.825; H2O). 

1H RMN (500 MHz, D2O): =8.45 (s, 1H, HCO2
-), 5.37 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1B), 5.16 (d, J=1.5 

Hz, 1H; H-1D), 5.05 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1A), 5.04 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1E), 4.79 (d, J=1.5 Hz, 

1H; H-1C), 4.18-4.14 (m, 1H), 4.13-4.10 (m, 1H), 4.09-4.06 (m, 2H), 4.03-3.83 (m, 12H), 3.83-

3.60 (m, 16H), 3.31-3.24 (m, 2H; OCH2CH2N). 

13C RMN (125 MHz, D2O): =170.4 (HCOO-), 102.3 (C-1E), 102.2 (C-1A), 100.8 (C-1B), 100.0 

(C-1C), 97.9 (C-1D), 78.9 (C-3C), 78.7 (C-2D), 78.5 (C-2B), 73.3 (C-5A), 73.2 (2C, C-5B, C-5E), 

72.7 (C-5D), 71.3 (C-5C), 70.3 (2C, C-3A, C-3E), 70.2 (C-3D), 70.0 (C-3B), 69.9 (2C, C-2A, C-

2E), 69.4 (C-2C), 66.9 (2C, C-4B, C-4D), 66.8 (2C, C-4A, C-4E), 65.4 (C-4C), 65.3-60.9 (5C, 

5xC-6), 63.4 (OCH2CH2N), 39.1 (OCH2CH2N). 

IR (KBr): ˜=3402 (ancha), 2925, 2851, 1596, 1354, 1132, 1060 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C32H58NO26
+ [M+H]+: 872.3242; encontrado: 872.3218. 
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Formiato de 2-aminoetil Bis( -D-manopiranosil-(1 2)- -D-manopiranosil-(1 2)- -D-

manopiranosil)-(1 3,6)- -D-manopiranósido (29). 42, 43 

OHOO

OH
OOOH

OH

O
OH

OOH
OH

OOH

OOH
OH

OH
OH
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HO
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HO

OOH

OHO
HO

OH
OH
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C D

E

F

G

HCOOH

A partir del heptasacárido 24 (150 mg, 0.051 mmol, 1 equiv.) se obtuvo el heptasacárido 

desprotegido 29 (39.4 mg, 0.032 mmol, 62%) como un sólido blanco. 

[ ]25
D+73.8 (c=0.78; H2O). 

1H RMN (500 MHz, D2O): =8.47 (s, 1H; HCO2
-), 5.37 (s, 1H; H-1C), 5.32 (s, 1H; H-1B), 5.31 (s, 

1H; H-1F), 5.15 (s, 1H; H-1E), 5.06 (s, 2H; H-1A and H-1G), 4.88 (s, 1H; H-1D), 4.25-3.57 (m, 

44H), 3.35-3.22 (m, 2H; OCH2CH2N) 

13C RMN (125 MHz, D2O): =señal de HCOO- no detectada, 102.3 (C-1G), 102.2 (C-1A), 100.8 

(C-1C), 100.6 (2C, C-1B, C-1F), 100.0 (C-1D), 97.9 (C-1E), 78.9 (C-3D), 78.7 (C-2E), 78.5 (d, 

3C, C-2B, C-2C, C-2F), 73.3 (C-5A), 73.2 (d, 4C, C-5B, C-5C, C-5F, C-5G), 72.7 (C-5E), 71.3 

(C-5D), 70.3 (2C, C-3A, C-3G), 70.2 (C-3E), 70.0 (d, 3C, C-3B, C-3C, C-3F), 69.9 (d, 2C, C-2A, 

C-2G), 69.4 (C-2D), 67.0 (d, 2C, C-4B, C-4F), 66.9 (d, 2C, C-4C, C-4E), 66.8 (d, 2C, C-4A, C-

4G), 65.4 (2C, C-4D, OCH2CH2N), 65.3-60.9 (7C, 7xC-6), 39.0 (OCH2CH2N). 

IR (KBr): ˜=3386 (ancha), 2928, 2863, 1131, 1058 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C44H78NO36
+ [M+H]+: 1196.4298; encontrado: 1196.4350. 

4.3. Síntesis de espaciadores 

Procedimiento general para la síntesis de los compuestos 30 y 31.  

Sobre una disolución de hexa o tetraetilenglicol (4.3-5 equiv.) y NaOH al 50% (1 equiv.) agitada 

a 100ºC durante 30 minutos, se añadió 11-bromo-undeceno (1 equiv.) y se agitó a reflujo 

durante 14 horas. Después la mezcla se enfrió, se extrajo con hexano 6 veces y se secó sobre 

sulfato de sodio anhidro. La fase orgánica se concentró y se purificó por columna 

cromatográfica (AcOEt) dando lugar al producto deseado. 
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3,6,9,12,15,18-hexaoxa-nonacos-28-en-1-ol (30). 

A partir de hexaetilenglicol (8.87 mL, 34.3 mmol, 5 equiv.) y 11-bromo-undeceno (1.57 mL, 6.87 

mmol, 1 equiv.) se obtuvo 30 (2.0 g, 4.46 mmol, 65%) como un aceite amarillo. Rf=0.36 

(CH2Cl2/MeOH 95:5). 

1H RMN (300MHz, CDCl3): =5.81 (m, 1H; -CH=), 4.94 (m, 2H; CH2=), 3.74-3.55 (m, 24H), 3.44 

(t, J=6.9 Hz, 2H; OCH2CH2CH2), 2.07-2.00 (m, 2H; CH2CH=CH2), 1.60-1.54 (m, 2H, 

CH2CH2CH=CH2), 1.39-1.23 (m, 12H). 

3,6,9,12-tetraoxatricos-22-en-1-ol (31). 

A partir de tetraetilenglicol (18.6 mL, 95.7 mmol, 4.3 equiv.) y 11-bromo-undeceno (4.8 mL, 22.1 

mmol, 1 equiv.) se obtuvo 31 (5.8 g, 16.7 mmol, 76%) como un aceite amarillo. Rf= 0.35 

(AcOEt/tolueno 9:1). 

1H RMN (300MHz, CDCl3): =5.79 (m, 1H; -CH=), 4.6 (m, 2H; CH2=), 3.76-3.55 (m, 24H), 3.42 

(t, J=6.9 Hz, 2H; OCH2CH2CH2), 2.13 (m, 2H; CH2CH=CH2), 1.58 (m, 2H; CH2CH2CH=CH2), 

1.39-1.23 (m, 12H). 

Procedimiento general para la síntesis de los tioacetil derivados 32 y 33.  

Sobre una disolución 0.17M de las olefinas 30 y 31 (1 equiv) en THF se añadió ácido tioacético 

(4 equiv) y una cantidad catalítica de AIBN. La mezcla de reacción se agitó a reflujo durante 18 

h. Una vez terminada la reacción se concetró y se purificó por columna cromatográfica 

(CH2Cl2/MeOH 19:1) para dar los compuestos 32 y 33 respectivamente.  

29-tioacetil-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-nonacosan-1-ol (32). 

A partir de la olefina 30 (1.46 g, 3.36 mmol) se obtuvo 32 (1.36 g, 2.65 mmol, 79%) como un 

sirupo. Rf=0.28 (CH2Cl2/MeOH 95:5). 

1H RMN (300MHz, CDCl3): =3.70-3.54 (m, 24H), 3.42 (t, J=6.7 Hz, 2H; OCH2CH2CH2), 2.84 (t, 

J=7.3 Hz, 2H; CH2SAc), 2.30 (s, 3H; SAc), 1.51 (m, 4H), 1.45-1.25 (m, 14H). 

23-tioacetil-3,6,9,12-tetraoxatricosan-1-ol (33). 

A partir de la olefina 31 (4.8 mL, 67 mmol) se obtuvo 33 (5.7 g, 13.5 mmol, 81%) como un 

sirupo. Rf=0.26 (AcOEt/tolueno 9:1). 

1H RMN (300MHz, CDCl3): =3.76-3.51 (m, 16H), 3.42 (t, J=6.9 Hz, 2H; OCH2CH2CH2), 2.83 (t, 

J=7.2 Hz, 2H; CH2SAc), 2.29 (s, 3H; SAc), 1.55 (m, 4H), 1.40-1.17 (m, 14H). 
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Ácido 28-tioacetil-2,5,8,11,14,17-hexaoxaoctacosan-1-oico (34).16

O
O

O
O

O SAc
HOOC O

Sobre una disolución del tioderivado 32 (255 mg, 0.5 mmol, 1 equiv.) en acetona (5 mL) se 

añadió gota a gota el reactivo de Jones (0.57 mL de una disolución 2.67 M, preparada con 

26.72 g de trioxido de cromo en 23 mL de ácido sulfúrico concentrado y llevado a un volumen 

final de 100 mL) durante 15 minutos. La reacción se agitó durante 30 minutos adicionales, se 

paró con la adicción de 2-3 gotas de isopropanol y se añadieron 10 mL de agua para disolver 

las sales de crómico precipitadas. Después se evaporó el disolvente y la fase acuosa se extrajo 

dos veces con CH2Cl2 (20 mL) La fase orgánica se secó sobre Na2SO4 anh y se purificó por 

columna cromatográfica (CH2Cl2/CH3OH 95:5) para obtener 34 como un aceite incoloro (125 

mg, 0.25 mmol, 50%). Rf=0.53 (CH2Cl2/MeOH 5:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =3.93 (s, 2H; CH2CO2H), 3.71-3.57 (m, 20H), 3.48 (t, J=6.5 Hz, 

2H; OCH2CH2CH2), 2.87 (t, J=7.5 Hz, 2H; CH2SAc), 2.33 (s, 3H; SAc), 1.63-1.48 (m, 4H), 1.45-

1.25 (m, 14H). 

13C RMN (125 MHz, CD3OD): =197.5 (s; CH3CO), 177.3 (s; CO2H), 72.3 (t; OCH2CH2CH2), 

71.3, 71.0, 70.9, 70.8, 70.75, 70.65, 70.60, 70.5, 30.75, 30.68, 30.61, 30.57, 30.52, 30.2, 29.8, 

29.7, 27.2 (t; CH2SAc). 

HRMS: m/z: calcd para C25H48O9SNa+ [M+Na]+: 547.2911; encontrado: 547.2938. 

Ácido 28,28'-Dithio bis (2,5,8,11,14,17-hexaoxaoctacosan-1-oico (35). 

Sobre una disolución de 14 (100 mg, 0.237 mmol, 1 equiv) en metanol (5 mL) se añadió 

metanoato sódico sólido (5.1 mg, 0.095 mmol, 0.4 equiv). La reacción se dejo agitar durante 4 

horas a temperatura ambiente. A continuación se neutralizó con resina ácida (Amberlist IR-20). 

La mezcla de reacción se filtró y se concentro a sequedad aislando 35 como disulfuro (80 mg, 

0.210 mmol, 89%). Rf=0.50 (CH2Cl2/MeOH 5:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =4.11 (s, 2H; CH2CO2H), 3.75-3.55 (m, 24H), 3.48 (t, J=6.5 Hz, 

2H; CH2CH2CH2O), 2.70 (t, J=7.5 Hz, 2H; CH2SS), 1.70 (m, 2H), 1.59 (m, 2H), 1.50-1.25 (m, 

14H). 

13C RMN (125 MHz, CD3OD): =174.7 (s; CO2H), 72.4 (t; OCH2CH2CH2), 71.6, 71.52, 71.47, 

71.1, 69.6, 39.9 (t; CH2SS), 30.7, 30.63, 30.60, 30.3, 30.2, 29.4, 27.2. 

HRMS: m/z: calcd para C46H90O16S2Na+ [M+Na]+: 985.5562; encontrado: 985.5570; calcd para 

C23H45O8SNa+ [M/2+Na]+: 504.2727; encontrado: 504.2719. 
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1-azido-29-tioacetil-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-nonanosano (36). 

Sobre una disolución de 32 (0.7 g, 1.37 mmol, 1 equiv), NaN3 (178 mg, 2.74 mmol, 2 equiv), 

PPh3 (540 mg, 2.05 mmol, 1.5 equiv) en DMF (7 mL) se añadió BrCCl3 gota a gota (408 mg, 

203 μL, 2.05 mmol, 1.5 equiv) y la mezcla se agitó durante 12 horas. La mezcla se diluyó con 

acetato de etilo (50 mL) y se lavó con una disolución saturada de NaHCO3. La fase orgánica se 

secó sobre Na2SO4 anh, se concentró y se purificó por columna cromatográfica 

(AcOEt/Tolueno 9:1) para obtener 36 como un aceite incoloro (610 mg, 1.14 mmol, 83%). 

Rf=0.71 (AcOEt/MeOH 95:5). 

1H RMN (300 MHz, CDCl3): =3.53-3.73 (m, 22H), 3.44 (t, J=6.9 Hz, 2H, OCH2CH2CH2), 3.39 (t, 

J=5.1 Hz, 2H; CH2N3), 2.86 (t, J=7.4 Hz, 2H; CH2SAc), 2.32 (s, 3H; SAc), 1.54 (m, 4H), 1.22-

1.39 (m, 14H). 

13C RMN (75 MHz, CDCl3): =196.1 (s; CO), 71.5 (d; OCH2CH2CH2), 70.72, 70.70, 70.67, 

70.66, 70.64, 70.59, 70.55, 70.54, 70.1, 70.05, 70.03, 50.7 (d; CH2N3), 30.6 (d; CH2SAc), 29.65, 

29.63, 29.54, 29.51, 29.49, 29.46, 29.44, 29.14, 29.11, 29.10, 28.0, 26.1. 

IR (KBr): ˜=2926.1, 2856.1, 1692.1, 1118.6 cm-1.

ESI-MS: m/z: calcd C25H49N3O7SNa+ [M+Na]: 558.3; encontrado: 558.3. 

1-isotiocianato-3,6,9,12-tetraoxa-29-tioacetil-tricosano (38).20

SCN
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El alcohol 33 (942 mg, 2.23 mmol, 1 equiv), PPh3 (1.5 equiv) y NaN3 (2 equiv) se disolvieron en 

DMF (10 mL) y se adiccionó BrCCl3 (1.5 equiv) gota a gota. La mezcla se agitó 30 minutos a 

temperatura ambiente hasta observar el consumo total del alcohol (TLC: Hexano/AcOEt 8:2), y 

30 minutos más a 40°C, hasta observar el consumo to tal del intermedio de bromo (TLC: 

Tolueno). La mezcla se diluyó en Et2O, se lavó con agua, se secó sobre Na2SO4 anh, y se 

concentró a presión reducida. El residuo se disolvió en tolueno (5 mL) y se añadió PPh3 (1.5 

equiv) y CS2 (20 equiv). La mezcla de reacción se agitó a 50°C durante 4h, se concentró a 

presión reducida, y se purificó por columna cromatográfica (gradiente en hexano/AcOEt hasta 

95:5) para obtener 38 como un aceite incoloro (746 mg, 1.61 mmol, 72%). Rf=0.71 

(AcOEt/MeOH 95:5). 

1H RMN (500 MHz, CDCl3): =3.69-3.55 (m, 16H), 3.44 (t, J=7.0 Hz, 2H; OCH2CH2CH2), 2.86 (t, 

J=7.5 Hz, 2H; CH2SAc), 2.32 (s, 3H; SAc), 1.60-1.52 (m, 4H), 1.36-1.24 (m, 14H). 

13C RMN (500 MHz, CDCl3): =195.7 (s; C=O), 131.9 (s; NCS), 71.3, 70.6, 70.55, 70.51, 70.45, 

69.9, 69.2, 45.1 (d; CH2NCS), 30.5 (q; CH3CO), 29.5, 29.40, 29.37, 29.35, 29.31, 29.0, 28.96, 

28.66, 25.9. 
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IR (KBr): ˜=2113, 2186 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd. para C22H41NO5S2Na [M+Na]+: 486.2318; encontrado: 486.2329. 

29-29'-ditio-bis[1-amino-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-nonanosano] (39).21

Sobre una disolución de la azida 36 (300 mg, 0.56 mmol, 1 equiv) en THF (3 mL) se añadieron 

PPh3 (587 mg, 2.24 mmol, 4 equiv) y una disolución acuosa de HCl 0.2N (50 μL). La mezcla de 

reacción se agitó a temperatura ambiente durante 2 horas y se concentró. El crudo se disolvió 

en AcOEt (100 mL) y se lavó con una disolución acuosa de HCl al 10%. La fase acuosa se 

concentró a presión reducida para obtener el compuesto 39 como un aceite (221 mg, 0.47 

mmol, 86%). Rf=0.17 (iPropOH/MeOH 4:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =3.78-3.64 (m, 22H), 3.50 (t, J=7.0 Hz, 2H; OCH2CH2CH2), 3.17 

(m, 2H; CH2NH3
+), 2.70 (t, J=7.0 Hz, 2H; CH2SS), 1.69 (m, 2H; CH2CH2S), 1.60 (m, 2H; 

OCH2CH2CH2), 1.50-1.25 (m, 14H). 

13C RMN (125 MHz, CD3OD): =72.4 (d; OCH2CH2CH2), 71.5, 71.44, 71.42, 71.35, 71.31, 

71.28, 71.2, 71.16, 71.11, 70.9, 70.7, 67.8 (d; CH2CH2NH3
+), 40.4 (d; CH2NH3

+), 39.7 (d; 

CH2SS), 30.7, 30.63, 30.61, 30.58, 30.3, 30.2, 29.4, 27.2.

ESI-MS: m/z: calcd para C23H50NO6S
+ [M+H]+: 468.4; encontrado: 467.4. 

IR (KBr): ˜=2103, 2181 cm-1. 

Bis[N-fluorescein-N'-(29-mercapto-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-nonacosanil) tiourea] (40).34
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Sobre una disolución del disulfuro 39 (109 mg, 0.233 mmol, 1 equiv) en agua (10 mL) se añadió 

NaHCO3 sólido hasta pH 8-9 y se agitó durante 12 horas. El isotiocianato de fluoresceína (97.7 

mg, 0.245 mmol, 1.05 equiv) se disolvió en 3 mL de acetona:metanol 1:1 y se añadió sobre la 

disolución agitada del espaciador amina hasta su consumo total (1hr). El crudo se concentró a 

vacio, se disolvió en metanol, se filtró para eliminar las sales de NaHCO3 y se purificó mediante 

columna de Sephadex LH20 en metanol para obtener el producto 40 puro como un sólido 

liofilizado naranja (123 mg, 0.143 mmol, 62%). Rf=0.5 (ipropOH/NH3 4:1). 

1H RMN (500MHz, CD3OD): =7.88 (d, J=1.5 Hz, 1H; FITC), 7.77 (d, J=8.0 Hz, 1H; FITC), 7.21 

(d, J=8.0 Hz, 1H; FITC), 7.16 (d, J=9.5 Hz, 2H; FITC), 6.56 (dd, J=2.0, 9.0 Hz, 2H; FITC), 6.51 

(d, J=2.0 Hz, 2H; FITC), 3.86 (brs, 2H; NH), 3.77-3.54 (m, 24H), 3.46 (t, J=6.5 Hz, 2H; 
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OCH2CH2CH2), 2.67 (t, J=7.5 Hz, 2H; CH2SS), 1.66 (m, 2H, CH2), 1.56 (m, 2H), 1.45-1.25 (m, 

14H). 

13C RMN (500MHz, CD3OD): =182.5 (s; C=O, FITC), 182.3 (s; C=S), 173.6 (s; COOH), 160.3, 

132.6, 131.7, 131.0, 124.9, 123.9, 113.4, 104.4, 72.4, 71.3, 71.0, 70.4, 45.5 (d; CH2NH), 39.8 

(d; CH2SS), 30.8, 30.69, 30.65, 30.3, 30.2, 29.5, 27.2. 

4.4. Síntesis de neoglicoconjugados por glicosidación directa 

2-bromoetil 2,3,4,6-tetra-O-acetil- -D-manopiranósido (41).23

Sobre una disolución agitada de penta-O-acetil- -D-manopiranósido (15.0 g, 38.4 mmol, 1 

equiv) y 2-bromoetanol (5.7 mL, 76.8 mmol, 2 equiv) en CH2Cl2 seco (250 mL) se añadió boro 

trifluoroeterato (24.4 mL, 192.2 mmol, 5 equiv). La reacción se agitó en atmósfera de argón a 

temperatura ambiente durante 12 horas. La mezcla de reacción se diluyó en acetato de etilo y 

se lavó con una disolución saturada de NaHCO3. La disolución se secó sobre Na2SO4 anh., se 

filtró y concentró a vacío. El producto se precipitó de una mezcla Et2O/Hexano obteniendo el 

compuesto 41 como un polvo blanco (12.4 g, 27.3 mmol, 71%). Rf=0.67 (hexano/AcOEt 40:60). 

1H RMN (400 MHz, CDCl3): =5.33 (dd, J=3.4, 10.2 Hz, 1H; H-3), 5.24-5.29 (m, 2H; H-2, H-4), 

4.86 (d, J=1.6 Hz, 1H; H-1), 4.26 (dd, J=6.0, 12.8 Hz, 1H; H-6), 4.13-4.09 (m, 2H; H-5, H-6), 

3.99-3.84 (m, 2H; CH2CH2Br), 3.50 (t, J=6.0 Hz, 2H; CH2CH2Br), 2.14 (s, 3H; OAc), 2.09 (s, 3H; 

OAc), 2.03 (s, 3H; OAc), 1.98 (s, 3H; OAc). 

2-tioacetiletil 2,3,4,6-tetra-O-acetil- -D-manopiranósido (42).23 

Sobre una disolución agitada de 41 (5 g, 11.0 mmol, 1 equiv) en DMF seca (40 mL) se añadió 

tioacetato de potasio (1.5 g, 13.18 mmol, 1.2 equiv) y se agitó a temperatura ambiente durante 

3 horas. La mezcla de reacción se filtró, se diluyó en acetato de etilo y se lavó con una 

disolución saturada de NaHCO3. La mezcla se secó sobre Na2SO4 anh, se filtró y se concentró 

a presión reducida. El crudo se purificó por columna cromatográfica (gradiente hexano/AcOEt 

hasta 7:3) para obtener el compuesto 42 como un aceite amarillo (4.6 g, 10.2 mmol, 93%). 

Rf=0.67 (hexano/AcOEt 40:60). 

1H RMN (300 MHz, CD3Cl3): =5.35-5.23 (m, 3H), 4.83 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1), 4.27 (dd, J=5.4, 

12.0 Hz, 1H; H-6), 4.11 (dd, J=2.4, 12.0 Hz, 1H; H-6), 4.08-3.99 (m, 1H; H-5), 3.82-3.74 (m, 1H; 

OCH2CH2), 3.68-3.58 (m, 1H; OCH2CH2), 3.12 (t, J=6.3 Hz, 2H; CH2SAc), 2.36 (s, 3H; SAc), 

2.15 (s, 3H; OAc), 2.10 (s, 3H; OAc), 2.05 (s, 3H; OAc), 2.00 (s, 3H; OAc). 

1-(pent-4'-enil)- -D-manopiranósido (43). 25

Sobre una disolución agitada de 4-penten-1-ol (8.25 mL, 77.5 mmol, 14 equiv) se añadió D-

manosa (1 g, 5.55 mmol, 1 equiv) y ácido canforsulfónico (15 mg). La mezcla se agitó a 90-100 
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ºC en atmósfera de argón durante 12 horas. El crudo de pentenol se coevaporó varias veces 

con tolueno a presión reducida y el residuo se purificó por columna cromatografica en gel de 

sílice (CH2Cl2/MeOH 7:1) obteniendo 43 como un sirupo amarillo (0.956 g, 3.85 mmol, 69%).

Rf=0.25 (CH2Cl2/MeOH 7:1). 

1H RMN (300 MHz, CD3OD): =5.76 (m, 1H; CH=), 4.96 (m, 2H; =CH2), 4.79 (s, 1H; H-1), 3.73-

3.91 (m, 5H), 3.64 (m, 1H, OCH2CH2), 3.49 (m, 1H), 3.38 (m, 1H; OCH2CH2), 2.08 (m, 2H; 

CH2CH=), 1.63 (m, 2H; OCH2CH2). 

Pent-4-enil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-αααα-D-manopiranósido (44). 24,44

Sobre una disolución agitada de 43 (0.956 g, 3.85 mmol, 1 equiv) en piridina (5.5 mL) se añadió 

anhídrido acético (3.3 mL, 34.9 mmol, 9 equiv) y dimetilaminopiridina (DMAP) en cantidad 

catalítica. La disolución se agitó durante 12 horas, se diluyó en AcOEtc (20 mL), se lavó con 

agua (20 mL), HCl 10% (20 mL) y con una disolución saturada de NaHSO4 (20 mL). La fase 

orgánica se secó sobre NaSO4 anh, se filtró y se concentró a vacio. El crudo se purificó por 

columna cromatografica en gel de sílice (CH2Cl2/MeOH 95:5) obteniendo 44 como un sirupo 

(1.56 g, 3.73 mmol, 97%). Rf=0.37 (hexano/AcOEt 50:50). 

1H RMN (300 MHz, CD3OD): =5.89-5.71 (m, 1H; CH=), 5.36-5.24 (m, 3H), 5.11-4.63 (m, 2H; 

=CH2), 4.79 (s, 1H; H-1), 4.34-4.21 (m, 1H; H-6), 4.09 (m, 1H; H-6), 4.04-4.39 (m, 1H; H-5), 

3.76-3.62 (m, 1H; OCH2CH2), 3.52-3.39 (m, 1H; OCH2CH2), 2.15 (s, 3H; OAc), 2.10 (s, 3H; 

OAc), 2.04 (s, 3H; OAc), 1.99 (s, 3H; OAc), 1.74-1.62 (m, 4H).

5-tioacetilpentanil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-αααα-D-manopiranósido (45).24

Sobre una disolución agitada de 44 (800 mg, 1.92 mmol, 1 equiv) en THF seco se añadió ácido 

tioacético (4 equiv) y una cantidad catalítica de AIBN. La mezcla se agitó a reflujo durante 12 

horas. El crudo se concentró y se purificó por columna cromatográfica en gel de sílice 

(CH2Cl2/MeOH 95:5) para obtener 45 como un sirupo (0.72 g, 1.46 mmol, 74%). Rf=0.30 

(hexano/AcOEt 1:1). 

1H RMN (300 MHz, CD3OD): =5.36-5.22 (m, 3H), 4.79 (s, 1H; H-1), 4.28 (dd, J=5.1, 12.0 Hz, 

1H; H-6), 4.17-4.05 (m, 1H; H-6), 4.03-3.92 (m, 1H; H-5), 3.77-3.59 (m, 1H; OCH2CH2), 3.54-

3.37 (m, 1H; OCH2CH2), 2.87 (t, J=6.9 Hz, 2H; CH2SAc), 2.32 (s, 3H; SAc), 2.15 (s, 3H; OAc), 

2.10 (s, 3H; OAc), 2.04 (s, 3H; OAc), 2.00 (s, 3H; OAc), 1.74-1.50 (m, 6H). 

Bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-αααα-D-manopiranósido (46). 28

Sobre una disolución de D-manosa (5 g) en anhídrido acético se añadió HBr/HAc glacial (30% 

w/v) hasta que la disolución se torna color naranja. Después se añadieron 37 mL más de 

HBr/HAc y se agitó durante 3 horas. La mezcla de reacción se disolvió en tolueno y se 

coevaporó a presión reducida eliminando Ac2O. El crudo se disolvió en AcOEt, se extrajo con 
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agua, se secó sobre Na2SO4 anh y se concentró a vacío obteniendo 46 como un sirupo marrón. 

Rf=0.71 (Hexano/AcOEt 1:1). 

1H RMN (300 MHz, CD3OD): =6.29 (s, 1H; H-1), 5.72 (dd, J=3.3, 10.2 Hz, 1H; H-3), 5.45 (dd, 

J=1.5, 3.3 Hz, 1H; H-2), 5.37 (t, J=10.1, 1H; H-4), 4.33 (dd, J=4.7, 12.2 Hz; H6a/b), 4.22 (m, 1H; 

H-5), 4.11 (m, 1H; H6a/b). 

29'-tioacetil-3',6',9',12',15',18'-hexaoxa-nonacosil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-αααα-D-

manopiranósido (47).27

Una disolución de 46 (500 mg, 1.21 mmol, 1 equiv) en CH2Cl2 (2 mL) seco y el espaciador 32

(935 mg, 1.83 mmol, 1.5 equiv) en CH2Cl2 (2 mL) seco se añadió sobre una mezcla que 

contiene Hg(CN)2 (1.05 equiv, 321 mg, 1.28mmol) y tamiz molecular de 4Å MS (0.5g) bajo 

atmósfera de nitrógeno. La mezcla se agitó durante 24 horas, se disolvió en CH2Cl2 y se filtró 

sobre celita. El filtrado se lavó con una disolución acuosa saturada de NaHCO3, con agua, se 

secó sobre Na2SO4 anh y se concentró. El crudo se purificó por cromatografía en columna 

(AcOEt/Hex 1:1) y se obtuvo 47 (540 mg, 0.64 mol, 53%) como un sirupo. Rf=0.51 (AcOEt). 

1H RMN (300 MHz, CD3OD): =5.47 (d, J=2.5 Hz, 1H; H-1), 5.26 (t, J=9.5 Hz, 1H; H-4), 5.13 

(dd, J=4.0, 10.0 Hz, 1H; H-3), 4.58 (dd, J=3.0, 4.0 Hz, 1H; H-2), 4.22 (dd, J=5.0, 12.0 Hz, 1H; 

H-6a/b), 4.13-4.12 (m, 1H; H6a/b), 3.70-3.52 (m, 25H), 3.42 (t, J=7.0 Hz, 2H; OCH2CH2CH2), 2.81 

(t, J=7.5 Hz, 2H; CH2SAc), 2.30 (s, 3H; SAc), 2.15 (s, 3H; OAc), 2.10 (s, 3H; OAc), 2.05 (s, 3H; 

OAc), 2.00 (s, 3H; OAc), 1.59-1.49 (m, 4H), 1.35-1.20 (m, 14H). 

13C RMN (300 MHz, CD3OD): =195.9 (s; S(CO)Me), 171.0, 170.5, 170.2, 169.4 (s, 4C; 

(CO)Me), 97.3 (d; C-1), 76.3, 71.47, 71.38, 70.55, 70.53, 70.50, 70.37, 69.98, 69.84, 65.5, 62.3, 

61.8, 60.3, 30.5, 29.57, 29.48, 29.43, 29.40, 29.38, 29.08, 29.04, 28.74, 26.0, 24.4, 20.9, 14.1. 

Análisis elemental calcd (%) para C39H68O17S (840.4): C 55.70, H 8.15, S 3.81; encontrado: 

53.23, H 7.76, S 3.66. 

Procedimiento general para las desacetilaciones: Síntesis de los compuestos 1, 2 y 3.  

Sobre una disolución 0.1M de 42, 45 y 47 (1 equiv) en MeOH se añadió 1 equiv de una 

solución metanólica de MeONa 1N. La reacción se agitó durante 2 horas a temperatura 

ambiente. Después, la mezcla de reacción se neutralizó con resina ácida Amberlita IR-20, se 

filtró, se concentró a sequedad y el crudo se purificó columna cromatográfica de sephadex 

LH20 (CH2Cl2/MeOH 1:1).  
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2,2'-ditio bis (etil -D-manopiranósido) (1).23

O
S

2

OHO
HO

OHOH

A partir de 42 (4.6 g, 10.2 mmol) se obtuvo el compuesto 1 como una espuma blanca (2.04 g, 

8.47 mmol, 83%). Rf=0.60 (CH2Cl2/MeOH 7:3). 

1H RMN (300 MHz, CD3OD): =4.81 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1), 3.56-3.88 (m, 8H), 2.72 (t, J=6.3 

Hz, 2H; CH2SS). 

5,5'-Ditiobis (pentanil -D-manopiranósido) (2).24

OHO
HO

OH

O

OH

S
2

A partir de 45 (0.49 g, 1 mmol) se obtuvo el compuesto 2 obtuvo como sirupo mezcla de tiol y 

disulfuro (280 mg, 1.0 mmol, cuantitativo). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =4.75 (s, 1H; H-1), 3.83 (dd, J=2.0, 11.5 Hz, 1H; H-6), 3.80-3.42 

(m, 7H), 2.71 (t, J=7.5 Hz, 1H; CH2SS); 2.52 (t, J=7.5 Hz, 1H; CH2SH), 1.77-1.45 (m, 6H). 

13C RMN (125 MHz, CD3OD): =99.7 (C-1), 72.8, 70.8, 70.5, 66.8, 61.1, 59.7 (C-6), 37.8 

(CH2SS), 33.2, 28.4, 28.2, 24.4, 23.1 (CH2SH). 

Análisis elemental calcd (%) para C11H22O6S (282.1): C 46.79, H 7.85, S 11.36; encontrado: 

47.21, H 7.65, S 9.48.  

29,29'-Ditio bis (3',6',9',12',15',18'-hexaoxa-nonacosil αααα-D-manopiranósido) (3) 

2

OHO
HO

OHOH

O O S
6 4

A partir de 47 (130 mg, 0.15 mmol) se obtuvo el compuesto 3 (97 mg, 0.15 mmol, cuantitativo) 

como un sirupo. Rf=0.71 (CH2Cl2/MeOH 5:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =5.48 (d, J=2.5 Hz, 1H; H-1), 4.49 (dd, J=2.5, 3.5 Hz, 1H; H-2), 

3.86 (dd, J=2.5, 12.0 Hz, 1H; H-6), 3.76-3.60 (m, 28H), 3.49 (t, J=6.5 Hz, 1H; OCH2CH2CH2), 

3.29-3.22 (m, 1H; H-5), 2.79 (t, J=7.5 Hz, 2H; CH2SS), 1.74-1.66 (m, 1H), 1.64-1.57 (m, 3H), 

1.47-1.28 (m, 14H). 
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13C RMN (125 MHz, CD3OD): =99.2 (d; C-1), 81.2, 77.0, 73.31, 73.29, 72.4, 71.53, 71.51, 

71.49, 71.48, 71.47, 71.41, 71.39, 71.2, 71.1, 68.6, 62.9, 62.6 (t; C-6), 39.9 (t; CH2SS), 30.76, 

30.72, 30.68, 30.65, 30.63, 30.3, 30.2, 29.5, 27.2, 25.8. 

Análisis elemental calcd (%) para (C29H58O12S (630.3): C 55.21, H 9.27, S 5.08; encontrado: 

53.86, H 8.48, S 4.18. 

2-N-benciloxicarbonilaminoetil 2,3,4,6-tetra-O-acetil- -D-manopiranósido (48) 

Sobre una disolución agitada de penta-O-acetil- -D-manopiranósido (2 g, 5.12 mmol, 1 equiv) y 

2-(N-benciloxicarbonil)aminoetanol (2.0g, 10.24 mmol, 2 equiv) en CH2Cl2 (30 mL) se añadió 

BF3-Et2O (3.2 mL, 25.6 mmol, 5 equiv). La mezcla de reacción se agito a reflujo durante 12 

horas, se diluyó con acetato de etilo, se lavó con una disolución acuosa saturada de NaHCO3, 

se secó sobre Na2SO4 anh y se concentró. El crudo se purificó por columna cromatográfica en 

gel de sílice (Hexano/AcOEt 7:3) aislando 48 como un aceite incoloro (2.0 g, 3.78 mmol, 74%). 

Rf=0.55 (hexano/AcOEt 40:60). 

1H RMN (CDCl3, 300 MHz): =7.39-7.37 (m, 5H; HAr), 5.35-5.14 (m, 4H), 5.11 (s, 2H; CH2-Z), 

4.82 (d, J=1.8 Hz, 1H; H-1), 4.24 (dd, J=5.7, 12.3 Hz, 1H; H-6), 4.10-4.03 (m; H-6), 3.99-3.92 

(m, 1H; H-5), 3.82-3.32 (m, 4H; OCH2CH2N), 2.15 (s, 3H; OAc), 2.08 (s, 3H; OAc), 2.03 (s, 3H; 

OAc), 1.99 (s, 3H; OAc). 

2-aminoetil -D-manopiranósido (49) 

Sobre una disolución agitada de 32 (1 g, 1.9 mmol, 1 equiv) en MeOH/HCO2H 95:5 (10 mL) se 

añadió Pd/C 10% (500 mg). La mezcla de reacción se purgó con H2 y se agitó a temperatura 

ambiente bajo atmósfera de H2 durante 2 horas. La mezcla de reacción se neutralizó con NEt3, 

se filtró y se concentro a sequedad. El residuo se disolvió en MeOH (50 mL) y se añadió 

MeONa (103 mg, 1.9 mmol, 1 equiv). La disolución se agitó durante 20 minutos y se neutralizó 

con resina ácida amberlita IR-20, se filtró y se concentró a sequedad. El crudo se purificó por 

columna cromatográfica DOWEX 50W8 (H+) obteniendo 49 como una espuma amarilla (280 

mg, 1.25 mmol, 66%). Rf=0.42 (NH4OH/iPrOH 1:1). 

1H RMN (CD3OD, 300 MHz): 4.78 (d, J=1.5 Hz, 1H, H-1), 3.88-3.77 (m, 3H), 3.74-3.66 (m, 2H), 

3.64-3.47 (m, 3H), 2.93-2.87 (m, 2H; CH2NH2). 

ESI-MS: m/z calcd para C8H18NO6
+ [M+H]+: 224.11; encontrado: 224.03; C8H17NO6Na+ [M+Na]+: 

246.09; encontrado: 246.01. 
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4.5. Síntesis de neoglicoconjugados por acoplamiento peptídico 

Prodecimiento general para el acoplamiento peptídico.  

Sobre una disolución de espaciador 34 (1 equiv), HOBT (3 equiv) y DIC (3 equiv) en DMF seca 

se añadió una disolución del aminoalquil derivado (1.2 equiv) en DMF seca. La reacción se 

agitó a temperatura ambiente en atmósfera de argón durante 32 horas. El crudo se purificó 

mediante columna cromatográfica de Sephadex LH20 (CH2Cl2/MeOH 1:1). Las mezclas 

resultantes se desprotegieron con una disolución 1 N de MeONa (1 equiv) en metanol (4 horas, 

t.a.), se neutralizaron con una disolución acuosa de HCl 0.1 N y se purificaron por columna de 

Sephadex LH20 (CH2Cl2/ MeOH 1:1). La integración de las señales correspondientes a los 

protones anoméricos de los manósidos y de los protones metilénicos en alfa al grupo carboxilo 

de los espectros de 1H RMN se utilizaron para determinar la proporción manósido/carboxílico 

de las mezclas. En la interpretación del espectro de masas 2M=disulfuro del manoconjugado y 

2L=disulfuro del linker 35. 

(32-tioacetil-3-amino-6,9,12,15,18,21-hexaoxa-4-oxo-etil)dotriacontano αααα-D-

manopiranósido (50). 

A partir de la amina 49 (35 mg, 0.157 mmol) y el espaciador 34 (69 mg, 0.131 mmol) se obtuvo 

el compuesto 50 como un sirupo incoloro (84 mg, 0.115 mmol, 88%). Rf=0.60 (CH2Cl2/MeOH 

5:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =4.83 (s, 1H; H-1), 4.05 (s, 2H; HNCH2CO), 3.89-3.83 (m, 3H), 

3.77-3.56 (m, 27H), 3.52 (t, J=6.5 Hz, 2H; CH2CH2CH2O), 2.91 (t, J=7.0 Hz, 2H; CH2SAc), 2.36 

(s, 3H; SAc), 1.60 (m, 4H), 1.47-1.30 (m, 14H). 

13C RMN (500 MHz, CD3OD): =197.8 (s; C=O), 173.0 (s; NHCO), 101.6 (d; C-1), 74.8, 72.5, 

72.4, 72.1, 72.06, 71.98, 71.52, 71.49, 71.3, 71.2, 71.1, 68.5, 66.9, 62.9 (t; C-6), 39.7 (d; 

CH2NHCO), 30.71, 30.68, 30.66, 30.58, 30.53, 30.1, 29.8, 29.7, 27.1. 

HRMS: m/z calcd para C33H63NO14SNa+ [M+Na]+: 752.3861; encontrado 752.3881. 

32,32'-ditio bis [(3-amino-6,9,12,15,18,21-hexaoxa-4-oxo-etil)dotriacontano-αααα-D-

manopiranósido] (4). 

C O
O 5 4 S
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El compuesto 50 (16 mg, 0.021mmol, 1 equiv.) se desprotegió con una disolución 1 N de 

MeONa (1 equiv). La reacción se agitó a temperatura ambiente durante 2 horas, se neutralizó 

con una disolución 0.1 N de HCl, y el crudo se purificó por columna de Sephadex LH20 
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(rendimientos cuantitativos) obteniendo el compuesto 4 obtuvo un sirupo incoloro (15 mg, 0.02 

mmol, cuantitativo). Rf=0.68 (CH2Cl2/MeOH 5:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =4.78 (s, 1H; H-1), 4.03 (s, 2H; HNCH2CO), 3.87-3.76 (m, 3H), 

3.75-3.50 (m, 27H), 3.47 (t, J=6.5 Hz, 2H; OCH2CH2CH2), 2.68 (t, J=7 Hz, 0.5H; CH2SS), 2.50 

(t, J=6.5 Hz, 1.5H; CH2SH), 1.74-1.53 (m, 4H), 1.50-1.30 (m, 14H). 

13C RMN (125 MHz, CD3OD): =173.0 (s; NHCO), 101.6 (d;C-1), 74.7, 72.5, 72.4, 72.0, 71.7, 

71.34, 71.26, 71.1, 71.0, 70.9, 68.5 (d; OCH2CH2CH2), 62.8 (t; C-6), 39.8 (d; CH2NH), 35.2 (d; 

CH2SS), 30.7, 30.6, 30.2, 29.4, 27.2, 24.9. 

HRMS: m/z calcd para C31H61NO13SNa+ [M+Na]+: 710.3756; encontrado 710.3752. 

Mezcla de disulfuros mixtos 5

A partir del acetato de 2-aminopropil -D-manopiranosil-(1 2)- -D-manopiranósido (126 mg, 

0.274 mmol) y el espaciador 34 (120 mg, 0.229 mmol) se obtuvieron 146 mg de la mezcla 5 en 

proporción manósidos:carboxílico 2:1. Rf=0.51 (CH2Cl2/MeOH 5:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =5.09 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1), 5.00 (d, J=1.0 Hz,1H; H-1'), 4.27 (s, 

1H; OCH2CO2H), 4.02 (s, 2H; HNCH2CO), 4.00 (m, 1H; H-2'), 3.95-3.35 (m, 48H), 2.71 and 2.52 

(t, J=7.0 Hz, 3H; CH2SS and CH2SH respectively), 1.85 (m, 2H), 1.71 (m, 2H), 1.60 (m, 4H), 

1.48-1.29 (m, 21H). 

ESI-MS: m/z calcd para C38H73NO18SNa+ [MH+Na]+: 886.44; encontrado: 886.38; HRMS: m/z: 

calcd para C38H73NO18SNa+ [MH+Na]+: 886.4441; encontrado: 886.4406; calcd para 

C23H45O8SNa+ [L+Na]+: 504.2727; encontrado: 504.2717; calcd para C26H51NO8SNa+ [M-

C12H21O10+Na]+: 560.3228; encontrado; 560.3605. 

Mezcla de disulfuros mixtos 6

A partir del acetato de 2-aminopropil -D-manopiranosil-(1 3)- -D-manopiranósido (25 mg, 

0.054 mmol) y del espaciador 34 (23.8 mg, 0.045 mmol) se obtuvieron 28 mg de la mezcla 6 en 

proporción manósidos:carboxílico 1:1. Rf=0.46 (CH2Cl2/MeOH 5:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =5.09 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1), 4.74 (d, J=1.0 Hz, 1H; H-1'), 4.12 

(s, 2H; OCH2CO2H), 4.06 (m, 1H; H-2'), 4.00 (s, 2H; HNCH2CO), 3.98 (m, 1H; H-2), 3.90-3.35 

(m, 60H), 2.70 (t, J=7.0 Hz, 4H; CH2SS), 1.85 (m, 2H), 1.69 (m, 4H), 1.58 (m, 5H), 1.44-1.27 (m, 

27H). 

ESI-MS: m/z calcd para C76H144N2O36S2Na2
2+ [2M+2Na]2+: 885.4; encontrado: 885.4. 
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Mezcla de disulfuros mixtos 7  

A partir del acetato de 2-aminoetil ( -D-manopiranosil-(1 3)- -D-manopiranosil)-(1 6)- -D-

manopiranósido (91 mg, 0.144 mmol) y el espaciador 35 (63.2 mg, 0.120 mmol) se obtuvieron 

103.7 mg de la mezcla 7 en proporción manósidos:carboxílico 2:1. Rf=0.46 (CH2Cl2/MeOH 5:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =5.32 (s, 1H; H-1), 5.10 (s, 1H; H-1'), 5.02 (s, 1H; H-1''), 4.28 (s, 

1H; OCH2CO2H), 4.07 (m, 1H), 4.03 (s, 2H; HNCH2CO), 4.01 (m, 1H), 3.94-3.37 (m, 53H), 2.73 

and 2.53 (t, J=7.5 Hz, 2H; CH2SS and CH2SH, respectively), 1.86 (m, 2H), 1.72 (m, 2H), 1.60 

(m, 4H), 1.52-1.27 (m, 21H). 

ESI-MS: m/z calcd para C88H164N2O46S2Na2
2+ [2M+2Na]2+: 1047.5; encontrado: 1047.6; calcd 

para C26H51NO8SNa+ [M-C18H32O15+Na]+: 560.32; encontrado; 560.33. 

Mezcla de disulfuros mixtos 8

A partir de acetato de 2-aminopropil -D-manopiranosil-(1 2)- -D-manopiranosil-(1 2)- -D-

manopiranósido (26 mg, 0.041mmol) y el espaciador 34 (18.0 mg, 0.034 mmol) se obtuvieron 

40 mg de la mezcla 8 en proporción manósidos:carboxílico 1:1. Rf=0.20 (CH2Cl2/MeOH 2:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =5.09 (s, 1H; H-1; H-1), 4.84 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1), 4.72 (d, 

J=1.5 Hz, 1H; H-1), 4.26 (s, 2H; OCH2CO2H), 4.07 (m, 1H), 4.02 (s, 2H; HNCH2CO), 3.99 (m, 

1H), 3.80-3.36 (m, 63H), 2.71 (t, J=7.5 Hz, 3H; CH2SS), 2.51 (t, J=7.5 Hz,1H; CH2SH), 1.87 (m, 

2H), 1.70 (m, 3H), 1.59 (m, 6H), 1.52-1.27 (m, 27H). 

ESI-MS: m/z calcd para C44H83NO23SNa+ [MH+Na]+: 1048.5; encontrado: 1048.0.

4.6. Síntesis de neoglicoconjugados por acoplamiento de tiourea 

Procedimiento general para el acoplamiento de tiourea.  

Acoplamiento: Método 1) Sobre una disolución 0.013 M del aminoazucar 49, 25 o 27(1 equiv) 

en metanol se añadió una disolución 0.020 M del espaciador isotiocianato 38 (2 equiv) en 

metanol y NEt3 hasta un pH~8. La mezcla de reacción se agitó a temperatura ambiente y se 

concentró a sequedad. El residuo se purificó por columna de Sephadex LH20 (excepto el 

compuesto 38 que se purificó por columna cromatográfica en gel de sílice); Método 2) Sobre 

una disolución 0.013 M del aminoazucar 26, 28, o 29 (1 equiv) en H2O/iPrOH/CH3CN (1:1:1) se 

añadió una disolución 0.020 M del espaciador isotiocianato 38 (2 equiv) en H2O/iPrOH/CH3CN 

(1:1:1) y NEt3 hasta un pH~8. La mezcla de reacción se agitó a temperatura ambiente. El crudo 

se concentro a presión reducida y se trituró con Et2O para eliminar el exceso de espaciador. El 

sólido insoluble se purificó por columna cromatográfica en Sephadex LH20. 
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Desprotección. El producto de acoplamiento se desprotegió con una disolución 1 N de MeONa 

(1 equiv). La reacción se agitó a temperatura ambiente durante 2 horas, se neutralizó con una 

disolución 0.1 N de HCl, y el crudo se purificó por columna de Sephadex LH20 (rendimientos 

cuantitativos) 

N-(etil αααα-D-manopiranosil),N'-(3,6,9,12-tetraoxa-23-tioacetil-tricosanil) tiourea. (51) 

El neoglicoconjugado 51 (125 mg, 0.181 mmol, 81%) se obtuvo como un sirupo incoloro a partir 

de la amina 49 (50 mg, 0.226 mmol), el espaciador 38 (207.0 mg, 0.448 mmol) y 100 L de 

NEt3 (3.2 equiv). Tiempo de reacción: 1 hora; eluente para la columna cromatográfica en gel de 

sílice: CH2Cl2/MeOH 8:2. Rf=0.63 (AcOEt/MeOH 4:1). 

[ ]24
D+19.1 (c=0.435; MeOH). 

1H RMN (300 MHz, CD3OD): =4.83 (s, 1H; H-1), 3.89-3.55 (m, 26H), 3.50 (t, J=6.6 Hz, 2H; 

OCH2CH2CH2), 2.90 (t, J=7.2 Hz, 2H; CH2SAc), 2.35 (s, 3H; SAc), 1.59-1.57 (m, 4H), 1.50-1.20 

(m, 14H). 

13C RMN (75 MHz, CD3OD): =197.5 (s; C=O), 183.9 (brs; C=S), 101.6 (d; C-1), 74.6, 72.4, 

72.3, 71.9, 71.4, 71.2, 71.0, 70.6, 68.4 (t; NHCH2CH2OCH2), 67.3 (t; CHOCH2CH2N), 62.7 (t; C-

6), 45.2 (brt, 2C; CH2NH), 30.70, 30.66, 30.61, 30.58, 30.5, 30.1, 29.8, 29.7, 27.1. 

ATR-IR: ˜=3334 (ancha), 2924, 2854, 1692, 1555, 1458, 1351, 1293, 1100 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C30H58N2O11S2Na+ [M+Na]+: 709.3374; encontrado: 709.3406. 

23,23'-Ditio bis[N-(etil αααα-D-manopiranosil),N'-(3,6,9,12-tetraoxa-tricosanil) tiourea] (9). 
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Rf=0.78 (CH2Cl2/MeOH 5:1). 

1H RMN (300 MHz, CD3OD): =4.78 (s, 1H; H-1), 3.90-3.51 (m, 26H), 3.47 (t, J=6.6 Hz, 2H; 

OCH2CH2CH2), 2.69 (t, J=6.9 Hz, 2H; CH2SS), 1.72-1.64 (m, 2H), 1.61-1.53 (m, 2H), 1.47-1.20 

(m, 14H). 

13C RMN (75 MHz, CD3OD): = (C=S) undetected, 101.8 (d; C-1), 74.8, 72.6, 72.4, 72.1, 71.6, 

71.4, 71.2, 70.7, 68.6, 67.4 (t; NHCH2CH2O), 62.9 (t; C-6), 45.3 (brt, CH2NHCS), 39.9 (t; 

CH2SS), 30.8, 30.7, 30.6, 30.36, 30.27, 29.5, 27.3. 

ATR-IR: ˜=3331 (ancha), 2924, 2854, 1647, 1560, 1458, 1348, 1294, 1097 cm-1. 
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HRMS: m/z: calcd para C28H56N2O10S2Na+ [M+Na]+: 667.3269; encontrado: 667.3273. 

N-(etil αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-manopiranosil),N'-(3,6,9,12-tetraoxa-23-tioacetil-

tricosanil) tiourea (52). 

El neoglicoconjugado 52 (40.2 mg, 0.047 mmol, 73%) se obtuvo como un sirupo incoloro a 

partir de la amina 25 (25.o mg, 0.065 mmol), el espaciador 38 (60.1 mg, 0.130 mmol) y 150 L 

de NEt3 (16.7 equiv) Tiempo de reacción: 3 horas; eluyente para la purificación por columna de 

Sephadex LH20: MeOH/H2O 1:1. Rf=0.34 (CH2Cl2/MeOH 5:1). 

[ ]D
24=+34.1 (c=0.2; MeOH). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =5.13 (s, 1; H-1), 4.99 (s, 1H; H-1'), 4.04-3.96 (m, 1H; H-2'), 

3.91-3.82 (m, 5H), 3.79-3.59 (m, 25H), 3.57-3.52 (m, 1H), 3.49 (t, J=6.5 Hz, 2H; OCH2CH2CH2), 

2.89 (t, J=7.0 Hz, 2H; CH2SAc), 2.33 (s, 3H; SAc), 1.64-1.52 (m, 4H), 1.45-1.23 (m, 14H). 

13C RMN (125 MHz, CD3OD): = (C=S) undetected, 197.6 (s; C=O), 104.2 (d; C-1'), 100.1 (d; 

C-1), 80.5 (d; C-2), 75.1, 74.8, 72.44, 72.41, 72.1, 71.9, 71.5, 71.3, 71.1 (t; OCH2CH2CH2), 70.7, 

69.0, 68.9, 67.4, 63.2 (t; C-6), 63.0 (t; C-6'), 45.5 (brt, 2C; CH2NH), 30.75, 30.72, 30.69, 30.6, 

30.56, 30.51, 30.2, 29.9, 29.8, 27.2. 

ATR-IR: ˜=3346 (ancha), 2925, 2854, 1692, 1558, 1457, 1352, 1295, 1247, 1103, 1059 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C36H69N2O16S2
+ [M+H]+: 849.4083; encontrado: 849.4089. 

23,23'-ditio bis[N-(etil αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-manopiranosil),N'-(3,6,9,12-tetraoxa-

tricosanil) tiourea] (10). 
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Rf=0.34 (CH2Cl2/MeOH 5:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =5.11 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1), 4.97 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1'), 3.98-

3.96 (m, 1H; H-2'), 3.90-3.80 (m, 5H), 3.75-3.50 (m, 26H), 3.47 (t, J=6.5 Hz, 2H; OCH2CH2CH2), 

2.69 (t, J=7 Hz, 2H; CH2SS), 1.72-1.63 (m, 2H), 1.61-1.53 (m, 2H), 1.44-1.28 (m, 14H). 
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13C RMN (125 MHz, D2O):  =(C=S) undetected, 104.2 (d; C-1), 100.1 (d; C-1'), 80.5 (d; C-2), 

75.1, 74.8, 72.4, 72.1, 71.9, 71.6, 71.3, 71.1, 70.7, 69.0, 68.8, 67.4, 63.2 and 63.0 (t, 2C; C-6 

and C-6'), 45.3 (brt; CH2NH2), 39.8 (t; CH2SS), 30.7, 30.6, 30.6, 30.3, 30.2, 29.4, 29.4, 27.2. 

ATR-IR: ˜=3330 (ancha), 2923, 2853, 1645, 1556, 1456, 1348, 1297, 1057 cm-1.  

HRMS: m/z: calcd para C34H66N2O15S2Na+ [M+Na]+: 829.3797; encontrado: 829.3802.

N-(etil αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-manopiranosil),N'-

(3,6,9,12-tetraoxa-23-tioacetil-tricosanil) tiourea (53). 

El neoglicoconjugado 53 (25.9 mg, 0.026 mmol, 72%) se obtuvo como un sirupo incoloro a 

partir de la amina 26 (21.4 mg, 0.036 mmol), el espaciador 38 (33.0 mg, 0.071 mmol) y 10 L 

de NEt3 (2 equiv) usando iPrOH:CH3CN:H2O como disolvente. Tiempo de reacción: 7 horas; 

eluyente para la purificación por columna de Sephadex LH20: MeOH/H2O 9:1. Rf=0.57 

(iPrOH/NH3 2:1). 

[ ]D
24=+46.7 (c=0.4; MeOH). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =5.31 (d, J=1.0 Hz, 1H; H-1), 5.13 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1'), 5.00 

(d, J=1.5 Hz, 1H; H-1''), 4.07-4.02 (m, 1H; H-2), 4.01-3.95 (m, 1H; H-2''), 3.91-3.81 (m, 7H), 

3.78-3.52 (m, 29H), 3.49 (t, J=6.5 Hz, 2H; OCH2CH2CH2), 2.88 (t, J=7.5 Hz, 2H; CH2SAc), 2.32 

(s, 3H; SAc), 1.65-1.51 (m, 4H), 1.45-1.30 (m, 14H). 

13C RMN (125 MHz, CD3OD): = (C=S) undetected, 104.1 (d; C-1''), 102.5 (d; C-1), 100.0 (d; C-

1'), 80.7 (d; C-2'), 80.3 (d; C-2), 75.0, 74.8, 72.5, 72.4, 72.1, 71.95, 71.91, 71.6, 71.3, 71.1, 

70.7, 69.2, 69.0, 68.8 , 67.4 (t; C-6), 63.3 (t; C-6), 63.0 (t; C-6), 45.2 (brt, 2C; CH2NH), 30.72, 

30.69, 30.60, 30.56, 30.51, 30.2, 29.86, 29.78, 27.2.  

ATR-IR: ˜=3346 (ancha), 2925, 2854, 1692, 1558, 1456, 1367, 1291, 1247, 1129, 1057 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C42H79N2O21S2
+ [M+H]+: 1011.4611; encontrado: 1011.4603.
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23,23'-ditio bis[N-(etil αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-

manopiranosil),N'-(3,6,9,12-tetraoxa-tricosanil) tiourea] (11). 

O
HO

HO

O

O

OH

OHO
HO

O
OH

OHO
HO

OH
OH

NH N
H

O
O

O
O S

S

2

Rf=0.34 (iPrOH/NH3 2:1). 

1H RMN (500 MHz, CD3OD): =5.28 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1), 5.10 (d, J=1.5 Hz, 1H; H-1'), 4.98 

(d, J=1.5 Hz, 1H; H-1''), 4.05-4.02 (m, 1H; H-2), 3.99-3.95 (m, 1H; H-2''), 3.89-3.80 (m, 6H), 

3.76-3.50 (m, 30H), 3.47 (t, J=6.5 Hz, 2H; OCH2CH2CH2), 2.69 (t, J=7.0 Hz, 0.3H; CH2SS), 2.49 

(t, J=7.5 Hz, 1.7H; CH2SH), 1.63-1.53 (m, 4H), 1.45-1.35 (m, 14H). 

13C RMN (125 MHz, CD3OD): = (C=S) undetected, 104.1 (d; C-1''), 102.5 (d; C-1), 100.0 (d; C-

1'), 80.6 (d; C-2'), 80.2 (d; C-2), 75.02, 75.00, 74.7, 72.43, 72.40, 72.0, 71.92, 71.87, 71.5, 71.3, 

71.1, 70.7, 69.2, 69.0, 68.8, 67.4; 63.3, 63.2 and 62.9 (t, 3C; 3xC-6), 45.2 (brt; CH2NH), 35.2 (t; 

CH2SS), 30.69, 30,63, 30.5, 30.2, 29.4, 27.2, 25.0 (t; CH2SH) 

HRMS: m/z: calcd para C40H76N2O20S2Na+ [M+Na]+: 991.4325; encontrado: 991.4330.

N-(etil αααα-D-manopiranosil-(1 2)αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-manopiranosil-(1 3)αααα-D-

manopiranosil),N'-(3,6,9,12-tetraoxa-23-tioacetil-tricosanil) tiourea (54). 

El neoglicoconjugado 54 (83.0 mg, 0.0708 mmol, 81%) se obtuvo como un sólido blanco 

liofilizado a partir de la amina 27 (62.0 mg, 0.0874 mmol), el espaciador 38 (81.0 mg, 0.175 

mmol) y 0.6 mL de NEt3 (50 equiv) usando MeOH como disolvente. Tiempo de reacción: 5 

horas; eluyente para la purificación por columna de Sephadex LH20: MeOH/H2O 9:1. Rf=0.15 

(iPrOH/NH3 2:1). 

[ ]D
24=+36.6 (c=1.1; H2O). 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.37 (s; H-1), 5.32 (s; H-1), 5.06 (s; H-1), 4.86 (s; H-1), 4.13-3.62 

(m, 44H), 3.49 (brt, 2H; OCH2CH2CH2), 2.87 (t, J=7.0 Hz, 2H; CH2SAc), 2.35 (s, 3H; SAc), 1.64-

1.56 (m, 4H), 1.39-1.27 (m, 14H). 

13C RMN (125 MHz, D2O): = (C=S) undetected, 195.7 (C=O), 102.2 (d; C-1), 100.6 (d; C-1), 

100.6 (d; C-1), 99.8 (d; C-1), 78.4, 78.1, 73.3, 73.23, 73.18, 72.9, 71.1, 70.35, 70.29, 70,1, 70.0, 

69.9, 69.7, 69.3, 69.1, 66.91, 66.87, 66.80, 66.0, 61.0, 60.9, 60.7, 43.7 (brt, 2C; CH2NH), 30.4, 

29.76, 29.71, 29.63, 29.59, 29.47, 29.2, 29.0, 28.9, 26.1. 
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IR (KBr): ˜=3379 (ancha), 2924, 2854, 1692, 1647, 1558, 1458, 1352, 1129, 1056 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C48H88N2O26S2Na+ [M+Na]+: 1195.4959; encontrado: 1195.4966. 

23,23'-ditiobis[N-(etil αααα-D-manopiranosil-(1 2)αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-

manopiranosil-(1 3)αααα-D-manopiranosil),N'-(3,6,9,12-tetraoxa-tricosanil) tiourea] (12). 
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1H RMN (500 MHz, D2O): =5.38 (s, 1H), 5.32 (s, 1H), 5.07 (s, 1H), 4.87 (s, 1H), 4.13-3.59 (m, 

44H), 3.51 (brt, 2H; OCH2CH2CH2), 2.73 (t, J=7.1 Hz, 2H; CH2SS), 1.78-1.56 (m, 4H), 1.49-1.28 

(m, 14H). 

13C RMN (125 MHz, D2O): = (C=S) undetected, 102.2, 100.62 (overlapped), 99.7, 78.4, 78.1, 

73.3, 73.23, 73.17, 72.9, 71.2, 70.3, 70.0, 69.9, 69.7, 69.2, 66.9, 66.8, 65.9, 61.0, 60.9, 60.7, 

43.7 (brt; CH2NH), 39.0, 34.1, 29.7, 29.6, 29.5, 29.3, 28.5, 26.1. 

IR (KBr): ˜=3361 (ancha), 2926, 2856, 1646, 1556, 1459, 1352, 1296, 1131, 1058. 

HRMS: m/z: calcd para C46H86N2O25S2Na+ [M+Na]+: 1153.4853; encontrado: 1153.4879.

N-(etil (bis(αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-manopiranosil)-(1 3,6)-αααα-D-manopiranosil),N'-

(3,6,9,12-tetraoxa-23-tioacetil-tricosanil) tiourea. (55). 

El neoglicoconjugado 55 (20.1 mg, 0.0151 mmol, 73% se obtuvo como un sólido blanco 

liofilizado a partir de la amina 28 (18.9 mg, 0.0206 mmol), el espaciador 38 (19.1 mg, 0.041 

mmol) y 10 μL de NEt3 (3.5 equiv). Tiempo de reacción: 12 horas; eluyente para la purificación 

por columna de Sephadex LH20: MeOH/H2O 9:1. Rf=0.44 (iPrOH/NH3 1:1). 

[ ]D
24=+59.1 (c=1.0; H2O). 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.38 (d; H-1), 5.16 (d; H-1), 5.08 (d; H-1), 5.06 (d; H-1), 4.86 (d; H-

1), 4.13-3.64 (m, 50H), 3.52 (brt, 2H; OCH2CH2CH2), 2.90 (t, J=7.1 Hz, 2H; CH2SAc), 2.37 (s, 

3H; SAc), 1.64-1.56 (m, 4H), 1.43-1.30 (m, 14H). 

13C RMN (125 MHz, D2O): = (C=S) undetected, 196.3 (s; C=O), 102.2 (d, 2C; C-1), 100.7 (d, 

2C; C-1), 99.7 (d; C-1), 78.7, 78.4, 73.2, 72.7, 71.2, 71.1, 70.4, 70.3, 70.1, 70.0, 69.9, 69.7, 
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66.9, 66.7, 61.1, 61.04, 60.97, 44.9, 43.6 (brt, 2C; CH2NH), 30.4, 29.7, 29.64, 29.58, 29.4, 29.2, 

29.0, 28.8, 26.0. 

IR (KBr): ˜=3411 (ancha), 2927, 2857, 1691, 1647, 1553, 1458, 1357, 1133, 1059 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C54H98N2O31S2Na+ [M+Na]+: 1357.5487; encontrado: 1357.5483. 

23,23'-ditiobis[N-(etil (bis(αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-manopiranosil-(1 3,6))-αααα-D-

manopiranosil)),N'-(3,6,9,12-tetraoxa-23-tioacetil-tricosanil) tiourea] (13). 
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1H RMN (D2O, 500 MHz): =5.38 (s, 1H), 5.16 (s, 1H), 5.08 (s, 1H), 5.06 (s, 1H), 4.86 (s, 1H); 

4.16-3.60 (m, 50H), 3.52 (brt, 2H; OCH2CH2CH2), 2.73 (brt, 0.7H; CH2SS), 2.55 (t, 1.3H, J=6.9 

Hz; CH2SH); 1.80-1.56 (m, 4H), 1.49-1.26 (m, 14H). 

13C RMN (D2O, 125 MHz) = (C=S) undetected, 102.3, 102.3, 100.7, 100.0, 98.0, 78.7, 78.4, 

73.2, 72.7, 72.0, 71.1, 70.8, 70.4, 70.3, 69.9, 69.7, 69.2, 69.1, 66.9, 66.7, 65.9, 65.6, 65.3, 61.1, 

60.9, 43.7 (brt, 2C; OCH2CH2N), 39.0 (t; CH2SS), 34.0, 29.72, 29.69, 29.5, 29.4, 29.2, 28.4, 

26.1, 26.0, 24.3 (t; CH2SH). 

IR (KBr) 3386 (ancha), 2926, 2854, 1642, 1556, 1462, 1366, 1301, 1131, 1057. 

HRMS: m/z: calcd para C52H96N2O30S2Na+ [M+Na]+: 1315.5382; encontrado: 1315.5380.

N-(etil bis(αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-manopiranosil)-

(1 3,6)-αααα-D-manopiranosil),N'-(3,6,9,12-tetraoxa-23-tioacetil-tricosanil) tiourea. (56). 

El neoglicoconjugado 56 (11.8 mg, 0.0072 mmol, 52 %) se obtuvo como un sólido blanco 

liofilizado a partir de la amina 29 (17.2 mg, 0.0138 mmol), el espaciador 38 (12.8 mg, 0.0276 

mmol) y 20 μL de NEt3 (10.4 equiv) usando H2O-iPrOH-CH3CN como disolvente. Tiempo de 

reacción: 48 horas; eluyente para la purificación por columna de Sephadex LH20: MeOH/H2O 

9:1. Rf=0.35 (iPrOH/NH3 1:1). 

[ ]D
24=+61.4 (c=0.6; H2O). 
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1H RMN (500 MHz, D2O): =5.37 (s; H-1), 5.31 (s; H-1), 5.31 (s; H-1), 5.13 (s; H-1), 5.07 (s; H-

1), 5.07 (s; H-1), 4.85 (s; H-1), 4.86 (s; H-1), 4.16-3.60 (m, 62H), 3.52 (brt, 2H; OCH2CH2CH2), 

2.89 (t, J=7.1 Hz, 2H; CH2SAc), 2.37 (s, 3H; SAc), 1.65-1.55 (m, 4H), 1.43-1.28 (m, 14H). 

13C RMN (125 MHz, D2O): = (C=S) undetected, 197.3 (s; C=O), 102.2 (d, 2C; C-1), 100.7 (d, 

3C; C-1), 99.9 (d; C-1), 98.0 (d; C-1), 78.6, 78.4, 73.2, 72.7, 71.3, 71.1, 70.3, 70.0, 69.8, 69.7, 

69.6, 69.1, 67.0, 66.9, 66.8, 61.0, 44.8, 43.7 (brt, 2C; CH2NH), 30.3, 29.6, 29.57, 29.52, 29.47, 

29.4, 29.2, 29.0, 28.7, 26.1, 25.9. 

IR (KBr): ˜=3417 (ancha), 2926, 2855, 1693, 1649, 1558, 1457, 1130, 1058 cm-1. 

HRMS: m/z: calcd para C66H118N2O41S2Na+ [M+Na]+: 1681.6544; encontrado: 1681.6548. 

23,23'-ditio bis[N-(etil αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-manopiranosil-(1 2)-αααα-D-

manopiranosil-(1 3,6))-αααα-D-manopiranosil)),N'-(3,6,9,12-tetraoxa-23-tioacetil-tricosanil) 

tiourea] (14). 
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1H RMN (500 MHz, CD3OD): =5.37 (s, 1H), 5.32 (s, 1H), 5.32 (s, 1H), 5.13 (s, 1H), 5.07 (s, 

1H), 5.07 (s, 1H), 4.86 (s, 1H), 4.14-3.63 (m, 62H), 3.52 (brt, 2H; OCH2CH2CH2), 2.73 (brt, 

1.1H; CH2SS), 2.56 (t, 0.9H, J=6.9 Hz, CH2SH), 1.79-1.56 (m, 4H), 1.49-1.25 (m, 14H).  

13C RMN (D2O, 125 MHz) : = (C=S) undetected, 102.2, 102.2, 100.6, 100.6, 100.6, 100.0, 

98.0, 78.5, 78.4, 73.2, 72.7, 71.3, 71.2, 70.3, 69.9, 69.7, 67.0, 66.9, 66.8, 61.0, 43.9 (brt, 2C; 

OCH2CH2N), 38.8 (t; CH2SS), 29.8, 29.7, 29.5, 29.4, 29.3, 28.6, 26.1, 24.1 (t; CH2SH). 

IR (KBr) 3395 (ancha), 2926, 2854, 1644, 1565, 1463, 1369, 1302, 1131, 1054. 

HRMS: m/z: calcd para C64H116N2O40S2Na+ [M+Na]+: 1639.6438; encontrado: 1639.6440. 

4.7. Síntesis de GNPs funcionalizadas con (oligo)manósido y GNPs de control. 

Procedimiento general para la preparación de gliconanopartículas.  

Sobre una disolución del tiolderivado (0.012 M, 5.5 equiv) en MeOH se añadió una disolución 

acuosa de ácido tetracloroaúrico (0.025 M, 1 equiv) en agua. A esta disolución se añadió una 
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disolución acuosa de NaBH4 (1M, 22 equiv) en pequeñas porciones y con rápida agitación, 

apareciendo una suspensión marrón oscura. La mezcla de reacción se agitó durante 2 horas 

más. A continuación se eliminó el sobrenadante por decantación o concentración a sequedad. 

El residuo se disolvió en la mínima cantidad de agua NANOPURE y se purificó por: 1) 

Centrifugación (CENTRIPLUS 10000 MWCO, 1h, 3000xg): el residuo que quedó en el filtro 

CENTRIPLUS se disolvió en agua, se centrifugó para eliminar partículas en suspensión y se 

liofilizó; 2) Diálisis: la disolución se introdujo en una membrana de SnakeSkin® pleated dialysis 

tubing (Pierce, 3500 MWCO), y se dializó con agua destilada (3 L) bajo agitación reemplazando 

con agua fresca cada 5-9 horas durante 3 días. El dializado se recogió de la membrana de 

diálisis y se liofilizó. La fórmula molecular de las GNPs se calculó a partir de los datos 

obtenidos del TEM 38 y se confirmó por análisis elemental. 

Procedimiento general para la preparación de gliconanopartículas de diferente densidad. 

Sobre una mezcla de los tiolderivados de manosa y los correspondientes componentes inertes 

tiol derivados de glucosa GlcC2, GlcC5, del espaciador carboxílico 35 o del espaciador 

fluorescente 40 en diferentes relaciones molares (0.012 M, 3-5.5 equiv) en MeOH se añadió 

una disolución acuosa de ácido tetracloroaúrico (0.025 M, 1 equiv). Sobre esta disolución se 

añadió una disolución acuosa de NaBH4 (1M, 22 equiv) en pequeñas porciones y con rápida 

agitación, apareciendo una suspensión marrón oscura. La mezcla de reacción se agitó durante 

2 horas más. A continuación el sobrenadante se eliminó por decantación o concentración a 

sequivuedad. El residuo se disolvió en la minima cantidad de agua NANOPURE y se purificó 

por centrifugación o por diálisis por el procedimiento explicado anteriormente. La proporción 

molar de los ligandos en la GNP se calculó mediante 1H RMN por la integración de las señales 

correspondientes a los protones anoméricos de la manosa con respecto a las señales que 

corresponden a: el protón anomérico de la glucosa GlcC2, GlcC5, el metileno directamente 

unido al grupo carboxílico o grupo tiol del espaciador 35, o 40, o respecto a las señales 

aromáticas en el espaciador 40. El contenido aproximado en fluoresceína de las GNPs se 

calculó midiendo la señal de fluorescencia de disoluciones de GNPs a concentración 1 g/mL 

en un lector multiplate GENios Pro (TECAN) ( ex=485 nm; em=535 nm). 

1-Au.  

A partir del disulfuro 1 (45.0 mg, 0.187 mmol), HAuCl4 (1.38 mL, 0.025 M) y NaBH4 (760 L, 1 

N) se obtuvo la nanopartícula 1-Au (5.8 mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 2.0 ± 0.6 nm, 225. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =4.95 (s, 1H; H-1), 4.4-3.5 (m, 10H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 520 nm, banda de plasmón de superficie. 
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Análisis elemental calcd (%) para (C8H15O6S)121Au225 (73269): C 15.87, H 2.50, S 5.30; 

encontrado: 15.89, H 3.0, S 5.12. 

2-Au 

A partir del disulfuro 2 (50mg, 0.177 mmol), HAuCl4 (1.29 mL, 0.025 M) y NaBH4 (686 L, 1 N) 

se obtuvo la nanopartícula 2-Au (3.6 mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.6 ± 0.5 nm, 140. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =4.70 (s, 1H; H-1), 4.05-3.00 (m, 6H), 2.11-1.02 (m, 8H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 530 nm, banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C11H22O6S)73 Au140 (48166): C 20.01, H 3.36, S 4.86; 

encontrado: C 20.16, H 3.22, S 4.70. 

3-Au 

A partir del disulfuro 3 (45 mg, 0.071 mmol), HAuCl4 (520 mL L, 0.025 M) y NaBH4 (686 L, 1 

N) se obtuvo la nanopartícula 3-Au (1.2 mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.0 ± 0.9 nm, 79. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.60 (s, 1H; H-1), 4.61 (s, 1H; H-2), 3.90-3.41 (m, 31 H), 2.78-2.69 

(m, 2H), 1.69-1.55 (m, 2H), 1.46-1.36 (m, 16H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 525 nm, banda de plasmón de superficie. 

3-Au-GlcC2 (30 %) 

A partir de una mezcla 3:7 de 3 (30.0 mg, 0.048 mmol) y GlcC2 (26.0 mg, 0.108mmol), HAuCl4

(1.3 mL, 0.025 M) y NaBH4 (620 L 1 N) se obtuvo la nanopartícula 3-Au-GlcC2 (30 %) (4.1 

mg) como un polvo marrón oscuro.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.7 ± 0.5 nm, 201. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =4.98 (brs, 0.3H; H-1), 4.53 (brm, 1H; H-1 glucosa), 4.13-3.25 (brm, 

20H), 1.96-1.08 (brm, 5.4H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 525 nm, banda de plasmón de superficie. 
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3-Au-GlcC2 (15 %) 

A partir de una mezcla 15:85 de 3 (19.0 mg, 0.030 mmol) y GlcC2 (41.0 mg, 0.171 mmol), 

HAuCl4 (1.46 mL, 0.025 M) y NaBH4 (800 L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 3-Au-GlcC2 (15 

%) (7.5 mg) como un polvo marrón oscuro.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.7 ± 0.5 nm, 201. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =4.98 (brs; H-1), 4.53 (brm, 1H; H-1 glucosa), 4.35-3.12 (brm, 13H), 

1.77-1.17 (brm, 2.7H).

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 525 nm, banda de plasmón de superficie. 

3-Au-GlcC2 (5 %) 

A partir de una mezcla 5:95 de 3 (6.0 mg, 0.0095 mmol) y GlcC2 (43.0 mg, 0.179mmol), HAuCl4

(1.37 mL, 0.025 M) y NaBH4 (980 L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 3-Au-GlcC2 (5 %) (8.2 

mg) como un polvo marrón oscuro.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.4 ± 0.4 nm, 116 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.02 (brs; H-1), 4.54 (brm, 1H; H-1 glucosa), 4.21-3.35 (brm, 10H), 

1.62-1.10 (brm, 0.9H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 525 nm, banda de plasmón de superficie. 

4-Au 

A partir del disulfuro 4 (64.0 mg, 0.093 mmol), HAuCl4 (679 L, 0.025 M) y NaBH4 (373 L, 1 N) 

se obtuvo la nanopartícula 4-Au (3.9 mg) como un polvo beige. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.2 ± 0.4 nm, 79. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =4.88 (s, 1H; H-1), 4.10 (s, 2H; NHCH2CO), 3.93-3.48 (m, 27H), 

2.72 (brm; CH2S), 1.73 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), 1.45-1.35 (m, 14H).  

UV/Vis (H2O, 0.3 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C32H62NO12S)155 Au79 (121720): C 48.90, H 7.96, N 1.78, S 

4.10; encontrado: C 50.62, H 7.97, N 1.68, S 3.78. 
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5-Au-CO2H (66 %) 

A partir de la mezcla de disulfuros 5 (29.2 mg, 0.039 mmol) en proporción manósido:carboxílico 

2:1, HAuCl4 (288 L 1 N) y NaBH4 (158 L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 5-Au-CO2H (66 %)

(7.1 mg) como un sólido marron claro soluble en metanol.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.3 ± 0.6 nm, 38. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.10 (s, 1H; H-1), 5.04 (s, 1H; H-1'), 4.32 (s, 1H; CH2CO2H), 4.09 

(s, 3H), 4.01-3.32 (brm, 53H), 2.73 (brm; CH2S), 1.95-1.26 (brm, 29H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie. 

6-Au-CO2H (50 %) 

A partir de la mezcla de disulfuros 6 (17.9 mg, 0.024 mol) en proporción manósido:carboxílico 

1:1, HAuCl4 (177 L 1 N) y NaBH4 (97 L 1 N) ) se obtuvo la nanopartícula 6-Au-CO2H (50 %)

(3.2 mg) como un polvo marrón.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.0 ± 0.4 nm, 38. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.14 (s, 1H; H-1), 4.83 (s, 1H; H-1'), 4.13-4.06 (brm, 4H), 3.99-3.32 

(brm, 58H), 2.71 (brm; CH2S), 1.98-1.19 (brm, 38H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie.

7-Au-CO2H (66 %) 

A partir de la mezcla de disulfuros 7 (30.4 mg, 0.036 mmol) en proporción manósido:carboxílico 

2:1, HAuCl4 (262 L 1 N) y NaBH4 (143 L 1 N) se obtuvo la nanopartícula 7-Au-CO2H (66 %)

(3.5 mg) como un polvo marrón.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.3 ± 0.5 nm, 79. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.29 (s, 1H; H-1), 5.08 (s, 1H; H-1'), 5.05 (s, 1H; H-1''), 4.31 (s, 1H; 

CH2CO2H), 4.11 (s, 1H), 4.07 (s, 3H), 3.99-3.32 (brm, 53H), 2.76 (brs; CH2S), 1.96-1.04 (brm, 

30H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie.
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8-Au-CO2H (50 %) 

A partir de la mezcla de disulfuros 8 (53.5 mg, 0.077 mmol) en proporción manósido:carboxílico 

1:1, HAuCl4 (563 L 1 N) y NaBH4 (309 L 1 N) se obtuvo la nanopartícula 8-Au-CO2H (50 %)

(7.1 mg) como un polvo marrón.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.3 ± 0.5 nm, 79. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.13 (s, 1H; H-1), 4.91(s, 1H; H-1'), 4.83(s, 1H; H-1''), 4.31 (s, 2H; 

CH2CO2H), 4.18-3.44 (brm, 68H), 2.79 (brs; CH2S), 1.96-1.26 (brm, 38H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie.

9-Au (5.5 equiv) 

A partir del disulfuro 9 (34.0 mg, 0.053 mmol), HAuCl4 (756 L, 0.025 M) y NaBH4 (210 L, 1 N) 

se obtuvo la nanopartícula 9-Au (5.5 equiv) (2.0 mg) como un polvo color beige. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.1 ± 0.2 nm, 79. 

1H RMN (300 MHz, D2O): = señal de H-1 solapada por el disolvente, 3.96 (brs, 1H; H-2), 3.90-

3.15 (m, 27H), 2.76 (brm, 2H; CH2S), 1.86-0.95 (m, 18 H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie. 

9-Au (3 equiv) 

A partir del disulfuro 9 (78.1 mg, 0.121 mmol), HAuCl4 (1.61 mL, 0.025 M) y NaBH4 (885 L, 1 

N) se obtuvo la nanopartícula 9-Au (3 equiv) (11.1 mg) como un polvo marron claro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.3 ± 0.4 nm, 79. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =4.89 (s, 1H; H-1), 3.98 (brs, 1H; H-2), 3.94-3.37 (m, 27H), 2.74 

(brs; CH2S), 1.91-0.99 (m, 18 H). 

UV/Vis (H2O, 0.3 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C28H55N2O10S2)40 Au79 (41315): C 32.56, H 5.37, N 2.71, S 

6.21; encontrado: C 32.67, H 5.32, N 2.75, S 7.36. 

9-Au (2 equiv) 

A partir del disulfuro 9 (78.1 mg, 0.121 mmol), HAuCl4 (2.42 mL, 0.025 M) y NaBH4 (1.33 mL, 1 

N) se obtuvo la nanopartícula 9-Au (2 equiv) (21.4 mg) como un polvo marron. 
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TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.5 ± 0.3 nm, 116. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =4.85 (s, 1H; H-1), 3.96 (brs, 1H; H-2), 4.05-3.10 (m, 27H), 2.75 

(brm, 2H; CH2S), 2.05-1.00 (m, 18 H).  

UV/Vis (H2O, 0.3 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C28H55N2O10S2)59 Au116 (60836): C 32.61, H 5.38, N 2.72, S 

6.22; encontrado: 32.59, H 5.32, N 2.77, S 7.21. 

9-Au (1 equiv) 

A partir del disulfuro 9 (74.0 mg, 0.115 mmol), HAuCl4 (4.6 mL, 0.025 M) y NaBH4 (2.52 mL, 1 

N) se obtuvo la nanopartícula 9-Au (1 equiv) (9.9 mg) como un polvo marron. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.5 ± 0.5 nm, 116. 

UV/Vis (H2O, 0.3 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =4.89 (s, 1H; H-1), 3.96 (brs, 1H; H-2), 3.93-3.40 (m, 27H), 2.76 

(brs; CH2S), 1.90-1.20 (m, 18 H). 

Análisis elemental calcd (%) para (C28H55N2O10S2)66 Au116 (65344): C 33.97, H 5.60, N 2.83, S 

6.48; encontrado: C 33.93, H 5.63, N 2.83, S 7.09.

9-Au-GlcC2 (10%)

A partir de una mezcla 1:9 de 9 (14.0 mg, 0.022 mmol) y GlcC2 (46.9 mg, 0,195 mmol), HAuCl4

(4.34 mL, 0.025 M) y NaBH4 (2.38 mL, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 9-Au-GlcC2 (10%) (29.0 

mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.3 ± 1.3 nm, 79. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =4.91 (brs; H-1), 4.55 (brm, 1H; H-1 glucosa), 4.46-3.12 (m, 14H), 

1.98-1.08 (m, 2H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 535 nm, banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C8H15O6S)42(C28H55N2O10S2)5 Au79 (28828): C 19.83, H 3.16, 

N 0.49, S 5.78; encontrado: C 19.58, H 3.32, N 0.83, S 5.60.  
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9-Au-GlcC2 (25 %) 

A partir de una mezcla 1:3 de 9 (30.0 mg, 0.046 mmol) y GlcC2 (33.0 mg, 0.139 mmol), HAuCl4

(3.68 mL, 0.025 M) y NaBH4 (2.0 mL, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 9-Au-GlcC2 (25%) (21.0 

mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.4 ± 0.4 nm, 116. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =4.89 (s, H-1); 4.53 (brm; H-1 glucosa), 4.26-3.24 (m, 15H), 1.83-

1.15 (m, 5H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 540 nm, banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C8H15O6S)67(C28H55N2O10S2)23 Au116 (53688): C 26.40, H 

4.26, N 1.20, S 6.75; encontrado: C 26.49, H 4.41, N 1.98, S 5.96. 

9-Au-GlcC2 (50 %) 

A partir de una mezcla 1:1 de 9 (52.0 mg, 0.087 mmol) y GlcC2 (20.8 mg, 0,087 mmol), HAuCl4

(3.47 mL, 0.025 M) y NaBH4 (1.9 mL, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 9-Au-GlcC2 (50%) (21.0 

mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.4 ± 0.4 nm, 116. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =4.89 (s, 1H; H-1), 4.53 (m, 1H; H-1 glucosa), 4.15 (m, 1H; H-2), 

4.03-3.43 (m, 42H), 1.75-1.12 (m, 18H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 540 nm, banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C8H15O6S)40(C28H55N2O10S2)40 Au116 (58174): C 29.73, H 

4.85, N 1.93, S 6.61; encontrado: C 29.58, H 4.90, N 2.49, S 6.03. 

9-Au-GlcC2 (75 %) 

A partir de una mezcla 3:1 de 9 (21.0 mg, 0.032 mmol) y GlcC2 (2.6 mg, 0.011 mmol), HAuCl4

(867 L, 0.025 M) y NaBH4 (478 L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 9-Au-GlcC2 (75%) (18.4 

mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.4 ± 0.4 nm, 116. 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 550 nm, banda de plasmón de superficie. 
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1H RMN (500 MHz, D2O): =4.90 (s, 0.75H; H-1 manosa), 4.04-3.51 (m, 27H), 2.78 (brm; 

CH2S), 1.87-1.18 (m, 14H). 

10-Au 

A partir del disulfuro 10 (30.0 mg, 0.037 mmol), HAuCl4 (495 L, 0.025 M) y NaBH4 (271 L, 1 

N) se obtuvo la nanopartícula 10-Au (3 equiv) (9.0 mg) como un polvo marron claro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.2 ± 0.5 nm, 79. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.14 (s, 1H; H-1), 5.05 (s, 1H; H-1'), 4.09 (m, 1H; H-2'), 4.05-3.45 

(brm, 33 H), 2.73 (brm; CH2S), 1.74 (brm, 2H), 1.62 (brm, 2H), 1.55-1.25 (brm, 14H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 519 nm, banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C34H65N2O15S2)59Au79 (63058): C 38.17, H 6.08, N 2.62, S 

5.99; encontrado: C 38.24, H 6.23, N 2.46, S 6.63. 

10-Au-GlcC5 (50 %) 

A partir de una mezcla 1:1 de 10 (22.9 mg, 0.028 mmol) y GlcC5 (8.0 mg, 0,028 mmol), HAuCl4

(756 L, 0.025 M) y NaBH4 (415 L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 10-Au-GlcC5 (50%) (9.4 

mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.3 ± 0.4 nm, 79. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.14 (s, 1H; H-1), 5.05 (s, 1H; H-1'), 4.96-4.37 (brm, 1H; H-1 

glucosa), 4.09 (s, 1H; H-2'), 4.04-3.21 (brm, 41H), 2.78 (brm; CH2S), 1.89-0.81 (brm, 24H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C34H65N2O15S2)22(C11H21O6S)22Au79 (39482): C 30.12, H 

4.83, N 1.56, S 5.36; encontrado: C 29.93, H 4.88, N 1.80, S 5.93. 

10-Au-GlcC5 (10 %) 

A partir de una mezcla 1:9 de 10 (19.0 mg, 0.024 mmol) y GlcC5 (59.7 mg, 0.211 mmol), 

HAuCl4 (3.14 mL, 0.025 M) y NaBH4 (1.72 mL, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 10-Au-18 (10%) 

(22.5 mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 2.0 ± 0.5 nm, 225. 
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1H RMN (500 MHz, D2O): =5.14 (brs, 1H; H-1), 5.04 (s, 1H; H-1'), 4.47 (d, J=8.0 Hz, 9H; H-1 

glucosa), 4.09 (brs, 2H; H-2'), 4.03-3.22 (brm, 105H), 2.79 (t, J=7.5 Hz, 2H; CH2S), 1.88-1.28 

(brm, 72H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 527nm, banda de plasmón de superficie.

Análisis elemental calcd (%) para (C34H65N2O15S2)9(C11H21O6S)81Au225 (74360): C 19.33, H 

3.10, N 0.34, S 4.27; encontrado: C 19.31, H 3.16, N 0.69, S 4.96. 

11-Au-GlcC5 (50 %) 

A partir de una mezcla 1:1 de 11 (13.0 mg, 0.013 mmol) y GlcC5 (3.7 mg, 0.013 mmol), HAuCl4

(358 L, 0.025 M) y NaBH4 (196 L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 11-Au-GlcC5 (50%) (4.6 

mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.6 ± 0.4 nm, 140. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.31 (s, 1H; H-1), 5.12 (s, 1H; H-1'), 5.07 (s, 1H; H-1''), 4.52-4.21 

(brm, 1H; H-1 glucosa), 4.13-3.31 (brm, 48H), 2.76 (brm; CH2S), 1.90-1.08 (brm, 24H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C40H75N2O20S2)62(C11H21O6S)61Au140 (105044): C 36.13, H 

5.71, N 1.66, S 5.66; encontrado: C 36.21, H 5.79, N 1.93, S 5.76. 

11-Au-GlcC5 (10 %) 

A partir de una mezcla 1:9 de 11 (6.8 mg, 0.007 mmol) y GlcC5 (17.8 mg, 0.063 mmol), HAuCl4

(756 L, 0.025 M) y NaBH4 (513 L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 11-Au-GlcC5 (10%) (10.0 

mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.8 ± 0.4 nm, 201. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =1H RMN (500 MHz, D2O, 25°C): =5.32 (s, 1H; H-1), 5.13 (s, 1H; 

H-1'), 5.06 (s, 1H; H-1''), 4.45 (brm, 9H; H-1 glucosa), 4.19-3.23 (brm, 112H), 2.18-1.08 (brm, 

72H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C40H75N2O20S2)13(C11H21O6S)122Au140 (86500): C 25.85, H 

4.12, N 0.42, S 5.49; encontrado: C 25.89, H 4.26, N 0.54, S 5.92. 
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12-Au-GlcC5 (50 %) 

A partir de una mezcla 1:1 de 12 (16.9 mg, 0.015 mmol) y GlcC5 (4.23 mg, 0.015 mmol), 

HAuCl4 (398 L, 0.025 M) y NaBH4 (218 L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 12-Au-GlcC5

(50%) (6.0 mg) como un polvo marrón. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.9 ± 0.5 nm, 225. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.38 (brs, 1H), 5.33 (brs, 1H), 5.08 (s, 1H), 4.86 (s, 1H), 4.47 (d, 

J=7.5 Hz, 1H; H-1 glucosa), 4.24-3.31 (brm, 54H), 1.81-1.13 (brm, 24H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 520 nm, banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C46H85N2O25S2)56(C11H21O6S)56Au225 (123369): C 31.08, H 

4.85, N 1.27, S 4.37; encontrado: C 31.23, H 5.09, N 1.94. S 4.63. 

12-Au-GlcC5 (10 %) 

A partir de una mezcla 1:9 de 12 (11.4 mg, 0.010 mmol) y GlcC5 (25.6 mg, 0.090 mmol), 

HAuCl4 (1.344 mL, 0.025 M) y NaBH4 (738 L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 12-Au-GlcC5

(10%) (13.0 mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.4 ± 0.7 nm, 116 (pequeño porcentaje 

de distribución bimodal de diámetro promedio de 4.7 nm). 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.28 (brs, 1H), 5.23 (brs, 1H), 4.97 (brs, 1H), 4.71 (brs, 1H, partially 

overlapped by water signal), 4.36 (brm, 9H; H-1 glucosa), 4.10-3.13 (brm, 118 H), 1.87-1.10 

(brm, 72H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 527 nm, banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C46H85N2O25S2)7(C11H21O6S)59Au116 (47359): C 24.63, H 

3.90, N 0.41, S 4.94; encontrado: C 24.40, H 4.36, N 0.77, S 4.53. 

13-Au-GlcC5 (50 %) 

A partir de una mezcla 1:1 de 13 (14.0 mg, 0.011 mmol) y GlcC5 (3.05 mg, 0.011 mmol), 

HAuCl4 (288 L, 0.025 M) y NaBH4 (158 L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 13-Au-GlcC5

(50%) (4.4 mg) como un polvo marrón. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 2.1 ± 1.5 nm, 309. 
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1H RMN (500 MHz, D2O): =5.37 (s, 1H), 5.16 (s, 1H), 5.08 (s, 1H), 5.06 (s, 1H), 4.86 (s, 1H), 

4.43 (brm, 1H, H-1 glucosa), 4.23-3.18 (brm, 60H), 2.75 (brm; CH2S), 1.89-1.13 (brm, 24H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C52H95N2O30S2)28(C11H21O6S)28Au309 (104928): C 20.19, H 

3.12, N 0.71, S 2.57; encontrado: C 20.12, H 3.53, N 0.89, S 3.03. 

13-Au-GlcC5 (10 %) 

A partir de una mezcla 1:9 de 13 (5.75 mg, 0.0044 mmol) y GlcC5 (11.3 mg, 0.0400), HAuCl4

(593 L, 0.025 M) y NaBH4 (326 L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 13-Au-GlcC5 (10%) (5.3 

mg) como un polvo marrón oscuro. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.8 ± 0.3 nm, 201. (pequeño porcentaje 

de distribución bimodal de diámetro promedio de 5 nm). 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.37 (s, 1H), 5.17 (s, 1H), 5.08 (s, 1H), 5.06 (s, 1H), 4.85 (s, 1H), 

4.42-4.33 (brm, 9H; H-1 glucosa), 4.19-3.90 (brm, 124H), 2.12-1.26 (brm, 72H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie). 

Análisis elemental calcd (%) para (C52H95N2O30S2)5(C11H21O6S)43Au201(58150): C 15.14, H 2.39, 

N 0.24, S 2.92; encontrado: C 14.96, H 2.80, N 0.35, S 2.93. 

14-Au-GlcC5 (50 %) 

A partir de una mezcla 1:1 de 14 (10.49 mg, 0.0065 mmol) y GlcC5 (1.83 mg, 0.0065 mmol), 

HAuCl4 (173 L, 0.025 M) y NaBH4 (95 L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula 14-Au-GlcC5 (50%)

(6.2 mg) como un polvo marrón. 

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.8 ± 0.4 nm, 201. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =5.37 (s, 1H), 5.32 (brs, 2H), 5.14 (s, 1H), 5.07 (s, 2H) (one 

anomeric overlapped by the solvent signal), 4.21-3.16 (brm, 72H), 2.77 (brm; CH2S), 1.88-1.13 

(brm, 24H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL): no se observa banda de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C52H95N2O30S2)58(C11H21O6S)58Au201(149602): C 34.91, H 

5.31, N 1.09, S 3.73; encontrado: C 34.93, H 5.75, N 1.66, S 3.51. 
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10-Au-GlcC5-FITC 

A partir de una mezcla 50:45:5 de 10 (14.41 mg, 0.0178 mmol), GlcC5 (4.53 mg, 0.0161 mmol) 

y 40 (1.53 mg, 0.0018 mmol), HAuCl4 (740 L, 0.025 M) y NaBH4 (405 L, 1 N) se obtuvo la 

nanopartícula 10-Au-GlcC5-FITC (6.8 mg) como un polvo marrón.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.6 ± 0.5 nm, 140. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =7.18, 6.57 (brm; Har FITC), 5.13 (s. 1H; H-1), 5.04 (s, 2H; H-1'), 

4.43 (brm, 1H; H-1, glucosa), 4.06 (s, 1H; H-2'), 4.05-3.37 (m, 45H), 2.73 (brm; CH2S), 1.88-

1.09 (m, 24H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 459 nm, banda ancha de plasmón de superficie; max = 496 nm, 

banda de plasmón de superficie. 

Fluorescencia (H2O): ex=480 nm; em=514 nm. 

11-Au-GlcC5-FITC 

A partir de una mezcla 50:45:5 de 11 (13.57 mg, 0.0140 mmol), GlcC5 (3.56 mg, 0.0126 mmol) 

y 40 (1.2 mg, 0.0014 mmol), HAuCl4 (374 L, 0.025 M) y NaBH4 (205 L, 1 N) se obtuvo la 

nanopartícula 11-Au-GlcC5-FITC (9.5 mg) como un polvo marrón.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.7 ± 0.4 nm, 201. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =7.23, 6.73 (brm, Har, FITC), 5.31 (s, 1H; H-1), 5.12 (s, 1H; H-1'), 

5.07 (s, 1H; H-1''), 4.44 (brm, 1H; H-1 glucosa), 4.13 (s, 1H), 4.09 (s, 1H), 4.05-3.39 (m, 50H), 

2.76 (brm; CH2S), 1.86-1.16 (m, 24H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 460 nm, banda ancha de plasmón de superficie; max = 496 nm, 

banda de plasmón de superficie. 

Fluorescencia (H2O): ex=480 nm; em=514 nm. 

12-Au-GlcC5-FITC 

A partir de una mezcla 50:45:5 de 12 (9.34 mg, 0.0083 mmol), GlcC5 (2.1 mg, 0.0074 mmol) y 

40 (0.71 mg, 0.0008 mmol), HAuCl4 (221 L, 0.025 M) y NaBH4 (121 L, 1 N) se obtuvo la 

nanopartícula 12-Au-GlcC5-FITC (4.3 mg) como un polvo marrón.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.6 ± 0.2 nm, 140. 
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1H RMN (500 MHz, D2O): =6.66 (brm; Har, FITC), 5.37 (s, 1H), 5.32 (s, 1H), 5.07 (s, 1H), 4.86 

(s, 1H), 4.46 (brm; H-1 glucosa), 4.19-3.42 (m, 58H), 2.77 (brm; CH2S), 1.86-1.07 (m, 24H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 459 nm, banda ancha de plasmón de superficie; max = 497 nm, 

banda de plasmón de superficie. 

Fluorescencia (H2O): ex=480 nm; em=514 nm. 

13-Au-GlcC5-FITC. 

A partir de una mezcla 50:45:5 de 13 (9.36 mg, 0.0072 mmol), GlcC5 (1.84mg, 0.0065 mmol) y 

40 (0.62 mg, 0.0007 mmol), HAuCl4 (193 L, 0.025 M) y NaBH4 (106 L, 1 N) se obtuvo la 

nanopartícula 13-Au-GlcC5-FITC (4.8 mg) como un polvo marrón.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.8 ± 0.3 nm, 201. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =7.22, 6.70 (brm; Har, FITC), 5.38 (s, 1H), 5.16 (s, 1H), 5.08 (s, 1H), 

5.06 (s, 1H), 4.86 (s, 1H), 4.43 (brm, 1H; H-1 glucosa), 4.19-3.42 (m, 64H), 2.77 (brm; CH2S), 

1.85-1.16 (m, 24H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 458 nm, banda ancha de plasmón de superficie; max = 493 nm, 

banda de plasmón de superficie. 

Fluorescencia (H2O): ex=480 nm; em=514 nm. 

14-Au-GlcC5-FITC 

A partir de una mezcla 50:45:5 de 14 (7.7 mg, 0.00476 mmol), GlcC5 (1.21 mg, 0.00428 mmol) 

y 40 (0.41 mg, 0.000476 mmol), HAuCl4 (127 L, 0.025 M) y NaBH4 (70 L, 1 N) se obtuvo la 

nanopartícula 14-Au-GlcC5-FITC (3.6 mg) como un polvo marrón.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.9 ± 0.3 nm, 225. 

1H RMN (500 MHz, D2O): =7.10, 6.53 (brm; Har, FITC), 5.28 (s, 1H), 5.23 (s, 2H), 5.05 (s, 1H), 

4.98 (s, 2H), 4.77 (s, 1H), 4.40 (brm, 1H; H-1 glucosa), 4.13-3.25 (m, 70H), 2.65 (brm; CH2S), 

1.78-1.01 (m, 24H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 456 nm, banda ancha de plasmón de superficie; max = 488 nm, 

banda de plasmón de superficie. 

Fluorescencia (H2O): ex=480 nm; em=514 nm. 
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Au-CO2H 

A partir del disulfuro 35 (24.0 mg, 0.0497 mmol), HAuCl4 (664 L, 0.025 M) y NaBH4 (365 L, 1 

N) se obtuvo la nanopartícula Au-CO2H (4.5mg) como un polvo marrón.

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 2.7 ± 0.5 nm, 807. 

1H RMN (500 MHz, D2O): = 4.26 (brs, 2H; CH2CO2H), 3.87-3.57 (m, 20H), 3.94 (s, 2H; 

OCH2CH2CH2), 2.74 (brs, 2H; CH2S), 1.75 (brs, 2H), 1.61 (brs, 2H), 1.54-1.27 (m, 18H). 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 541 nm, banda ancha de plasmón de superficie. 

GlcC5-Au

A partir del disulfuro GlcC5 (25.31 mg, 0.09 mmol), HAuCl4 (1.19 mL, 0.025 M) y NaBH4 (627 

L, 1 N) se obtuvo la nanopartícula GlcC5-Au (5.6 mg) como un polvo marrón oscuro.  

TEM (diámetro promedio y número de átomos de oro): 1.6 ± 0.4 nm, 140 

1H RMN (400 MHz, D2O): =4.48-4.33 (m, 1H; H-1), 4.04-3.81 (m, 2H), 3.80-3.56 (m, 2H), 3.55-

3.35 (m, 3H), 3.34-3.19 (m, 1H), 2.01-1.38 (m, 6H) 

UV/Vis (H2O, 0.1 mg/mL):  = 520 nm, banda ancha de plasmón de superficie. 

Análisis elemental calcd (%) para (C11H21O6S)35Au140 (37422): C 12.36, H 1.98, S 3.00; 

encontrado: C 12.13, H 2.13, S 4.21
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CAPÍTULO 2. Estudios de inhibición de la unión DC-

SIGN/gp120 por gliconanopartículas funcionalizadas con 

(oligo)manósidos mediante biosensores con detección por 

resonancia del plasmón de superficie (SPR) 

1. Introducción 

Para evaluar la potencialidad de las nanopartículas de (oligo)manósido 

(manno-GNPs) como inhibidores de la interacción entre DC-SIGN y gp120 y 

obtener datos cinéticos sobre su afinidad por DC-SIGN y gp120 hemos 

utilizado biosensores con detección por resonancia del plasmón de superficie. 

Estas medidas se han llevado a cabo en un biosensor de dos canales 

BIAcoreX (BIAcore AB) 1 en colaboración con la Dra Karolin Hijazi del 

laboratorio del Profesor Charles Kelly del King´s Collegue en Londres. 

Los biosensores con detección por resonancia del plasmón de superficie 

(SPR) proporcionan información sobre la cinética y afinidad de la interacción de 

un analito con un ligando en tiempo real. 2 El SPR es un fenómeno óptico que 

sucede en una superficie de oro cuando existe un cambio en el índice de 

refracción entre dos medios distintos (Figura 1A). Los biosensores contienen 

dos medios distintos: un prisma y una disolución acuosa. La interfase es una 

capa de oro muy fina (chip) que está cubierta de una matriz de dextranos sobre 

la que se inmoviliza la biomolécula cuya interacción se desea estudiar. Una vez 

inmovilizado el ligando en la superficie3 se fluye el analito sobre la misma, 

teniendo lugar la interacción o asociación, provocando un aumento de la señal 

hasta que se estabiliza cuando alcanza el equilibrio. En este momento se inicia 

la etapa de disociación del analito que será más o menos lenta dependiendo de 

la fuerza de la interacción (Figura 1). La superficie del chip puede regenerarse 

eliminando todo el analito y restaurando la línea base. De este modo el chip 

está preparado para el siguiente experimento. Las variaciones del analito que 

se acumula en el chip producen cambios en el índice de refracción provocando 

un cambio en la resonancia del plasmón de superficie (SPR). El seguimiento de 

estas interacciones nos proporciona unas curvas que se llaman sensorgramas 
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sobre las cuales podemos obtener información de la cinética de la interacción 

en tiempo real (Figura 1B). 

A B

Figura 1. Biosensor por detección de la resonancia del plasmón de superficie (SPR). 1 A) 

Esquema general del sistema. B) Esquema de un sensorgrama ideal. 

La cinética de la interacción se obtiene a partir de curvas de asociación 

obtenidas a distintas concentraciones del analito ajustando los datos a un 

modelo cinético mediante el programa informático BIAevaluation 4.1. de 

Biacore. 1

2. Resultados y discusión 

Mediante estos biosensores, se evaluó la actividad inhibidora de una 

serie manno-GNPs frente a la unión del dominio de reconocimiento de 

carbohidratos (DC-SIGN-CRD) o del dominio extracelular (DC-SIGN-ECD) a la 

glicoproteína gp120 inmovilizada en la superficie del chip. Se determinó 

también la actividad de una serie de oligosacáridos de manosa para evaluar la 

contribución de la multivalencia en las GNPs. 

Los oligosacáridos libres que se utilizaron (Figura 2) se obtuvieron a 

través del proyecto EMPRO y van desde el monosacárido sencillo metil- -D-

manopiranósido hasta estructuras basadas en el nonasacárido del 

oligomanósido Man9GlcNAc2, como el disacárido Man 1-3Man  y el trisacárido 

Man 1-3(Man 1-6)Man , que constituyen las estructuras parciales de las 

ramificaciones internas del nonasacárido y el pentasacárido tipo híbrido 

Man3GlcNAc2; y el disacárido Man 1-2Man , residuo terminal común a los 
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brazos D1, D2 y D3, y el trisacárido Man 1-2Man 1-2Man , que es el residuo 

terminal del brazo D1 del nonasacárido. 
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Figura 2. Oligosacáridos utilizados en los experimentos de SPR. 

 Las gliconanopartículas probadas en estos ensayos se muestran en la 

Figura 3. Se eligieron las nanopartículas 1-Au, 2-Au y 4-Au de 100% densidad 

en manosa; nanopartículas 3-Au-GlcC2 (5%), 3-Au-GlcC2 (15%), y 3-Au-GlcC2

(30%) que contienen 5, 15 o 30 % de densidad en el manósido, y que 

contienen neoglicoconjugados de glucosa GlcC2 como componente de relleno; 

nanopartículas que contienen ~50-66% de los disacáridos Man 1-2Man  (5-

Au-CO2H (66%)) o Man 1-3Man  (6-Au-CO2H (50%)) o de los trisacáridos 

Man 1-2Man 1-2Man  (7-Au-CO2H (66%)) y Man 1-3(Man 1-6)Man  (8-Au-

CO2H (50%)) y que contienen el espaciador carboxílico como relleno; y por 

último se probaron GNPs funcionalizadas con 100% (10-Au) o 50% (10-Au-

GlcC5 (50%)) del disacárido Man 1-2Man , y que contienen GlcC5 como 

componente inerte (Figura 3). 



Capítulo 2 118

OHO
HO

OH

O

OH

O
O O S

5 4N
H

OHO
HO

O
OH

OHO
HO

OH

O

OH

H
N

O
O

O 5
S

4

OHO
HO

O
OH

OHO
HO

O
OH

OHO
HO

OH
OH

OHO
O

OHOOHO
HO

OHHO

OHO
HO

OH
OH

OHO
O

OHHO
OHO

HO

OHHO

O
HO

HO

OH

O

OH

SO
S

3-Au-GlcC2 (5%)
3-Au-GlcC2 (15%)
3-Au-GlcC2 (30%)

OHO
HO

OHOH

OHO
HO

OHOH

O
O S

6 4

O
H
N

O
O

O 5
S

4

O
H
N

O
O

O 5
S

4
O

H
N

O
O

O 5
S

4

HOOC
O O

5 S
4

HOOC
O O

5 S
4

HOOC
O O

5 S
4

HOOC
O O

5 S
4

1-Au 2-Au

4-Au

5-Au-CO2H (66%) 6-Au-CO2H (50%)

7-Au-CO2H (66%) 8-Au-CO2H (50%)

O
HO
HO

OH

OH

O

S

O
N
H

N
H

O S
S

4 4

OHO
HO

O
OH

OHO
HO

OH
OH

O
N
H

N
H

O S
S

4 4

S

O
HO
HO

OH

OH

OOHO
HO

O
OH

OHO
HO

OH
OH

10-Au-GlcC5 (50%) 10-Au

Figura 3. Manno-GNPs utilizadas en los experimentos de SPR. 

Como control para los experimentos de inhibición se utilizaron las 

nanopartículas Au-CO2H, funcionalizadas con el espaciador carboxílico, y las 

nanopartículas GlcC2-Au o GlcC5-Au, funcionalizadas con glucosa (Figura 4). 
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Figura 4. Nanopartículas de control utilizadas en los experimentos de SPR. 
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2.1. Experimentos de inhibición de la interacción DC-SIGN/gp120 

mediante manno-GNPs. 

Todos los experimentos de inhibición se llevaron a cabo inmovilizando la 

glicoproteína gp120 (CN54) en un chip CM5, recubierto de una capa de 

carboxidextrano, mediante el tradicional acoplamiento amídico. 3 Primero se 

activaron los grupos carboxílicos del carboxidextrano con una mezcla de 1-etil-

3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS). Se 

fluyó la gp120 en el canal 2 (Fc2) hasta inmovilizar la cantidad de proteína 

suficiente para obtener una respuesta de ∼700 RU (response units). El canal 1 

(Fc1) se dejó como referencia. Finalmente se inyectó etanol amina en ambos 

canales hasta obtener una respuesta constante de RUs, eliminando los grupos 

activados que no se unen a la proteína, y desplazando la proteína que no se ha 

unido covalentemente. La unión específica de DC-SIGN con la gp120 se 

determinó como la resta Fc2-Fc1, sustrayendo las interacciones no específicas 

de la proteína con el canal de referencia la matriz. Para los experimentos de 

inhibición (Figura 5) se inyectaron distintas disoluciones en tampón HBS-P 1

conteniendo 10 mM de CaCl2, 50 nM de DC-SIGN (CRD o ECD) y 

concentraciones variables de los inhibidores en un rango entre 0.05 y 2 mM 

para los oligosacáridos, y entre 20 μM y 200 pM para las nanopartículas. 
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Figura 5. Esquema experimental de ensayos de inhibición de la interacción DC-SIGN/gp120 

mediante manno-gliconanopartículas. 

Todos los compuestos, oligosacáridos y GNPs, mostraron inhibición de 

la unión DC-SIGN/gp120 dependiente de la concentración. Como control 

positivo se utilizó el polisacárido manano, que bloquea la unión DC-
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SIGN/gp120. 4 Las nanopartículas utilizadas como control (Figura 4) no fueron 

capaces de inhibir la interacción. 

2.1.1. Oligosacáridos. 

Los oligosacáridos libres basados en las estructuras de los carbohidratos 

tipo “high mannose” o tipo “hybrid type” (Figura 2), así como el metil- -D-

manopiranósido son capaces de inhibir la unión DC-SIGN-CRD/gp120 a una 

concentración 500 M (Figura 6, Tabla 1). El monosacárido metil- -D-

manopiranósido es el menos activo de los inhibidores (inhibición del 25%). El 

disacárido Man 1-2Man  y el trisacárido Man 1-2Man 1-2Man  inhibieron 

esta unión hasta un 90 y 85% respectivamente siendo mejores inhibidores que 

el pentasacárido Man3GlcNAc2 que inhibió solamente un 64% a dicha 

concentración. Esto resultado indica que un aumento en la complejidad del 

oligosacárido no siempre contribuye al bloqueo de la interacción DC-

SIGN/gp120. El disacárido Man 1-2Man  fue mejor inhibidor que el disacárido 

Man 1-3Man , sugiriendo una preferencia de DC-SIGN-CRD por las uniones 

1 2 en los oligosacáridos de manosa. 5

Figura 6. Diagrama de barras comparativo de la inhibición de la unión DC-SIGN-CRD/gp120 

(CN54) por los oligosacáridos libres a concentración de 500 mM. 

El disacárido Man 1-2Man  fue el inhibidor más potente consiguiendo el 

100% de inhibición a concentración 2.2 mM (Figura 7), lo que indica que 
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Man 1-2Man  podría ser un buen candidato para presentarlo de forma 

multivalente en la nanopartícula.  

Figura 7. Sensorgramas y diagrama de barras de la inhibición de la interacción DC-SIGN-

CRD/gp120 (CN54) por el disacárido Man 1-2Man (CH2)3NH2 a distintas concentraciones.  

La potencia inhibidora de los oligosacáridos frente a la inhibición de la 

interacción DC-SIGN-ECD/gp120 presentó un patrón similar siendo también el 

disacárido Man 1-2Man  el inhibidor más potente. 

2.1.2. Gliconanopartículas de (oligo)manósidos. 

La capacidad inhibitoria de las nanopartículas de manosa 1-Au, 2-Au, 4-

Au (Figura 3) alcanzó su máximo (100%) a concentraciones ~20 M. La 

naturaleza del distinto espaciador en las GNPs no parece ejercer una influencia 

significativa en la eficacia de inhibición.  

La nanopartícula 2-Au, que presenta aproximadamente 73 cadenas del 

monosacárido, inhibió la interacción DC-SIGN-CRD/gp120 a concentración 20 

M, lo que representa un factor de inhibición 1000 veces mayor respecto al 

metil- -D-manopiranósido, que necesitó una concentración 25 mM para 

conseguir inhibición del 100%. El efecto multivalente de 2-Au se puso de 

manifiesto al comparar la concentración de manósido en la GNP. Esta 

nanopartícula presenta un promedio de 73 cadenas del manósido, lo que 

corresponde a una concentración 1.4 mM en carbohidrato. Esta concentración 
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fue capaz de inhibir el 100% de la interacción mientras que el metilmanósido 

necesitó una concentración 17 veces mayor para obtener el mismo efecto. 

Las nanopartículas que contienen un ~50-66% de los disacáridos Man 1-

2Man  (5-Au-CO2H (66%)), y Man 1-3Man  (6-Au-CO2H (50%)), o de los

trisacáridos Man 1-2Man 1-2Man  (7-Au-CO2H (66%)) y Man 1-3(Man 1-

6)Man  (8-Au-CO2H (66%)) (Figura 3) inhibieron la interacción el 100% a 

concentraciones entre 0.006 y 4.040 μM, resultando mejor inhibidores de la 

unión de DC-SIGN-CRD/gp120 que las nanopartículas funcionalizadas con el 

monosacárido (inhibición del 100% a concentración ~20 μM) (Tabla 1) 

Tabla 1. Oligosacáridos y manno-gliconanopartículas como inhibidores de la unión de DC-

SIGN-CRD/gp120.

(100%)a, μM IC50b, μM 

Inhibidor     Manosido Man/GNP Por 

GNP 

Por 

Manosido 

Por 

GNP 

Por 

manosido 

metil- -D-manopiranosido Man 1 - 500 (25%) - ND 

Man 1-2Man C3NH2 Man 1-2Man  1 - 500 (90%) - ND 

Man 1-3Man C3NH2 Man 1-3Man  1 - 500 (40%) - ND 

Man 1-2Man 1-2Man C3NH2 Man 1-2Man 1-2Man  1 - 500 (85%) - ND 

5-Au-CO2H (66%) Man 1-2Man  25 0.0057 0.142 0.002 0.052 

6-Au-CO2H (50%) Man 1-3Man  19 3.04 57.7 0.720 13.7 

7-Au-CO2H (66%) Man 1-2Man 1-2Man  25 2.92 73.0 0.139 2.6 

8-Au-CO2H (50%) Man 1-3(Man 1-6)Man  19 4.34 (70%) 82.6 (70%) 0.665 12.6 

a Concentración de nanopartícula o manósidos que inhibe la unión DC-SIGN-CRD/gp120 al 

100%, los números en paréntesis indican la máxima concentración probada; b IC50 es la 

concentración de nanopartícula o manósidos que inhibe la unión DC-SIGN-CRD/gp120 al 50%. 

La concentración de manósidos necesaria para inhibir la unión DC-SIGN-

CRD/gp120 al 50% (IC50) se calculó por interpolación en la curva exponencial 

que representa el porcentaje de inhibición obtenido frente a distintas 

concentraciones de nanopartícula. Los IC50 calculados en molaridad de 

nanopartícula se expresaron también en concentración de (oligo)manósido, 

teniendo en cuenta el número aproximado de cadenas que contienen las GNPs 

y su peso molecular, calculado según los datos obtenidos por TEM y la tabla de 

Murray 6, 7
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La nanopartícula 5-Au-CO2H (66%), que presenta aproximadamente 25 

cadenas del disacárido Man 1-2Man  y un peso molecular de ~43 kDa fue el 

mejor inhibidor (Figura 8). Ésta nanopartícula inhibió la interacción hasta el 

100% a concentración ∼6 nM en nanopartícula y 142 nM en carbohidrato. Sin 

embargo, el disacárido libre Man 1-2Man  necesitó una concentración de 2.2 

mM para conseguir el mismo efecto, lo que significa que una concentración 

mucho menor del disacárido en la superficie de la nanopartícula es 15000 veces 

más potente que el disacárido libre. Esto confirma que la presentación 

multivalente del carbohidrato es esencial para aumentar su actividad como 

inhibidor de la interacción entre DC-SIGN-CRD y gp120. Los valores de IC50GNP

de 2 nM en concentración de GNP y de IC50Man de 52 nM en concentración de 

disacárido, indican que esta GNP es 327 veces más potente que el resto de las 

GNPs (6-Au-CO2H, 7-Au-CO2H y 8-Au-CO2H), que presentaron actividades en 

el rango micromolar (Tabla 1). 

Figura 8. Sensorgramas y diagramas de barras de la inhibición de la unión DC-SIGN-

CRD/gp120 (CN54) mediante concentraciones variables de la nanopartícula 5-Au-CO2H (66%). 

Estos resultados indican también una preferencia clara de la proteína por 

la unión Man 1-2Man  con respecto a la unión Man 1-3Man  de los 

oligosacáridos. La introducción adicional de una segunda unidad de manosa en 

posición 2 para dar el trisacárido Man 1-2Man 1-2Man no mejoró la 

capacidad inhibitoria en la nanopartícula 7-Au-CO2H (66%). Existen 

antedecentes indicando que la presencia de residuos Man 1-2Man  aumenta la 

afinidad de oligomanósidos por DC-SIGN 5 y que además éstos son 
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responsables del 85% de los contactos entre el undecasacárido Man9GlcNAc2

de la gp120 y el anticuerpo 2G12. 8 Estos datos concuerdan con los resultados 

obtenidos en nuestros experimentos y explican que el aumento en la 

complejidad del oligosacárido con otras uniones no contribuye 

significativamente al bloqueo de la interacción DC-SIGN/gp120. Las 

nanopartículas GlcC5-Au y GlcC2-Au que se utilizaron como control no 

presentaron actividad nhibidora a una concentración 50 μM, indicando la 

selectividad de la interacción por oligosacáridos de manosa. 

Para evaluar la influencia de la densidad del disacárido Man 1-2Man  en 

la GNP se estudió su capacidad para inhibir la unión DC-SIGN-ECD/gp120 de 

las nanopartículas 10-Au y 10-Au-GlcC, con 100% y 50% densidad en 

disacárido y la nanopartícula anterior 5-Au-CO2H, con 66% densidad en 

disacárido (Figura 3). El dominio extracelular de DC-SIGN (DC-SIGN-ECD) es 

un tetrámero, lo que le confiere una mayor afinidad por la gp120. La potencia 

inhibidora de 10-Au, que incorpora un 100% del disacárido fue similar a la 

observada para las nanopartículas 5-Au-CO2H (66%) y 10-Au-GlcC5 (50%) que 

presentan respectivamente un 66% y un 50% del mismo, indicando que el 

aumento en la densidad del disacárido no mejora la actividad inhibidora de la 

GNP (Tabla 2). Los grupos carboxílicos, presentes en un ~35 % en la 

nanopartícula 5-Au-CO2H (66%) podrían contribuir a su capacidad inhibitoria 

mediante interacciones electrostáticas entre los mismos y la región positiva V3 

de la gp120. 9, 10, 11 Sin embargo, la nanopartícula Au-CO2H, que contiene solo 

el espaciador carboxílico inhibió el 27 % de la interacción a una concentración 

~100 veces mayor que 5-Au-CO2H (66%), indicando que su presencia no 

parece contribuir a la actividad de la GNP. 

Tampoco el neoglicoconjugado GlcC5 presente en la nanopartícula 10-

Au-GlcC5 contribuye a la inhibición. La nanopartícula GlcC5-Au, necesitó una 

concentración 17 veces mayor (46.7 μM en glucósido) que la que necesita 10-

Au-GlcC5 (2.8 μM en glucósido) para conseguir el mismo efecto (Tabla 2), 

indicando que es el disacárido Man 1-2Man  el responsable de la inhibición. 
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Tabla 2. Manno-GNPs como inhibidores de la unión de DC-SIGN-ECD/gp120. 

(100%)a, μM IC50b, μM 
Compuesto Manosido Man/GNP

Por GNP Por Manosido Por GNP Por manosido 

5-Au-CO2H (66%) Man 1-2Man  25 0.11 2.9 0.009 0.234 

10-Au Man 1-2Man  59 0.08 4.7 0.008 0.497 

10-Au-GlcC5 (50%) Man 1-2Man  22 0.12 2.8 0.069 0.153 

GlcC5-Au - - 1.36 46.7c ND ND 

Au-CO2H - - 0.28 (27%) 37.5(27%)d ND ND 

a Concentración de nanopartícula o manósidos que inhibe la unión DC-SIGN-ECD/gp120 al 

100%, los números en paréntesis indican la máxima concentración probada; b IC50 es la 

concentración de nanopartícula o manósidos que inhibe la unión DC-SIGN-ECD/gp120 al 50%; 
c referido a la concentración de glucósido; d referido a la concentración de espaciador 

carboxílico. 

2.2. Evaluación de la unión directa entre GNPs y DC-SIGN-ECD o gp120. 

Para demostrar que la inhibición de la interacción DC-SIGN-ECD/gp120 

por las manno-GNPs sucede a través de su interacción con DC-SIGN se 

evaluó la unión directa de Au-CO2H, 10-Au-GlcC5 (50%), 5-Au-CO2H (66%), 

GlcC5-Au y 10-Au con DC-SIGN-ECD y con gp120 inmovilizadas en la 

superficie del chip, y se determinó las constantes de disociación KD. Las 

proteínas se inmovilizaron sobre la superficie del chip mediante acoplamiento 

amídico según el protocolo descrito anteriormente. Para los experimentos de 

unión directa (Figura 9) se inyectaron concentraciones variables de las 

nanopartículas (100-400 μg/ml) en presencia de 10 mM CaCl2. Los 

sensorgramas que se obtuvieron se utilizaron para evaluar la cinética de 

afinidad de los ligandos ajustando los datos al mejor modelo (menor Chi2) 

utilizando el software BIAevaluation 4.1. 1
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Figura 9. Esquema de la unión directa de las gliconanopartículas con: A) Dominio extracelular 

de DC-SIGN-ECD; B) gp120 (CN54). 
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2.2.1. Unión de manno-GNPs a DC-SIGN-ECD 

Las curvas de unión de las nanopartículas a DC-SIGN-ECD presentaron 

una fase de asociación y de disociación rápidas. La unión de GNPs a DC-SIGN-

ECD tiene lugar a concentraciones de nanopartículas entre 20 y 80 veces 

mayores (100 y 400 μg/ml) que las concentraciones para inhibir al 100% la 

interacción DC-SIGN-ECD/gp120 (Figura 10). 

A B 

Figura 10. Sensorgrama de la unión de GNPs/DC-SIGN-ECD. A) 10-Au-GlcC5 (50%); B) 

GlcC5-Au. 

La afinidad de unión de las nanopartículas 10-Au-GlcC5 (50%) y 10-Au, 

con distintas densidades de Man 1-2Man  por DC-SIGN-ECD fue similar a la 

observada para 5-Au-CO2H (66%), que contiene 66% del mismo disacárido, y 

con KD (~10-7) en el rango·submicromolar. La nanopartícula GlcC5-Au, que 

incorpora glucosa también presentó afinidad por la proteína, en el mismo rango 

(KD~10-7M) que las de manosa. Au-CO2H, con espaciador carboxílico, no 

presentó ninguna afinidad por la proteína, coincidiendo con los resultados de 

inhibición anteriores (Tabla 3). 

KD(M)=5.22x10-7

kd1, kd2 (s
-1)=0.0378, 3.45x10-3 

ka1, ka2 (s
-1)=1.13x104, 0.0184 

KD(M)=1.25x10-7

kd1, kd2 (s
-1)=0.0340, 2.02x10-3 

ka1, ka2 (s
-1)=4.40x104, 0.0105 
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Tabla 3. Costantes cinéticas de afinidad de GNPs a DC-SIGN-ECD.

GNP Ka1 (M
-1s-1) Kd1(s

-1) Ka2(M
-1s-1) Kd2(s

-1) KD (M) 

5-Au-CO2H (66%) 2.21x104 0.1715 0.01505 1.40x10-3 6.64x10-7

10-Au 4.24x104 0.0954 8.52x10-3 2.77x10-3 5.48x10-7

10-Au-GlcC5 (50%) 4.40x104 0.034 0.0105 2.02x10-3 1.25x10-7

GlcC5-Au 1.13x104 0.0378 0.01845 3.45x10-3 5.22x10-7

2.2.2. Unión de manno-GNPs a gp120 

Un resultado inesperado se obtuvo en los experimentos de unión directa 

de las manno-GNPs a la proteína gp120. Las curvas de unión de las 

nanopartículas con gp120 presentaron fases de asociación y de disociación 

lentas (Figura 11).  

A B 

Figura 11. Sensorgrama de la unión de GNPs a gp120 (CN54). A) 10-Au-GlcC5 (50%); B) 

GlcC5-Au. 

Las constantes de disociación KD obtenidas en presencia de calcio a 

partir de los sensorgramas, fueron del orden de ~10-8 M para las GNPs Au-

CO2H, 10-Au-GlcC5 (50%), GlcC5-Au y 10-Au excepto para la nanopartícula 5-

Au-CO2H (66%), cuya afinidad por gp120 fue 100 veces mayor que la del resto. 

KD(M)=7.69x10-8

kd1, kd2 (s
-1)=0.0167, 9.86x10-4 

ka1, ka2 (s
-1)=8.88x103, 0.0234 

KD(M)=6.21x10-8

kd1, kd2 (s
-1)=7.47x10-3, 9.84x10-4 

ka1, ka2 (s
-1)=5.81x103, 0.0194 
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Tabla 4. Costantes cinéticas de afinidad de GNPs a gp120(CN54). 

GNP Ka1 (M
-1s-1) Kd1(s

-1) Ka2(M
-1s-1) Kd2(s

-1) KD (M) 

5-Au-CO2H (66%) 1.83x104 1.53x10-2 2.04x10-2 1.89x10-6 7.2x10-11

10-Au 2.84x104 0.03905 0.02305 1.01x10-3 5.17x10-8

10-Au-GlcC5 (50%) 8.88x103 0.0167 0.0234 9.86x10-4 7.69x10-8

GlcC5-Au 5.81x103 7.47x10-3 0.0194 9.84x10-4 6.21x10-8

Au-CO2H 9.93x104 0.0386 0.014 1.54 x10-3 3.86x10-8

La especificidad de unión de las nanopartículas a la gp120 se confirmó 

al desplazar totalmente la GNP 5-Au-CO2H (66%) totalmente con 

concentraciones muy elevadas de metil- -D-manopiranósido. En el experimento 

primeramente se inyectó la nanopartícula a concentración 100 μg/ml, y, tras la 

fase de disociación, se inyectó metil- -D-manopiranósido a concentración 10 

mg/mL, que desplazó el ~50% de la nanopartícula. Concentraciones de 100 

mg/ml del monosacárido fueron suficientes para desplazar completamente la 

interacción (Figura 12). 

Figura 12. Sensorgramas comparando la influencia de la concentración de metil- -D-

manopiranósido en el desplazamiento de la unión 5-Au-CO2H (66%)-gp120. 

Las interacciones inespecíficas con el oro se descartaron porque la 

nanopartícula 1-Au, funcionalizada con manosa, no mostró afinidad por gp120 

a concentración 1 M, utilizandose como control negativo. 

La afinidad de las nanopartículas 5-Au-CO2H (66%) y Au-CO2H, que 

incorporan densidades del 66% o 100% del espaciador carboxílico, podría 

Unión directa de 5-Au-CO2H (66%) (100ug/ml) a gp120 
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Metil- -D-manopiranósido (100mg/ml) 

0
2
4
6
8

10
12

- 4 9 14 19 24

R
U
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justificarse por interacciones electrostáticas entre la GNP cargada 

negativamente y la región positiva V3 de la gp120. 9, 10, 11

La afinidad de las nanopartículas 10-Au-GlcC5 (50%) y 10-Au que 

contienen Man 1-2Man , y de la nanopartícula GlcC5-Au, que incorpora solo 

glucosa, es difícil de interpretar. Las interacciones proteína-carbohidrato o 

carbohidrato-carbohidrato que dependen de Ca2+ podrían ser la base de este 

efecto. Sin embargo solo se ha descrito recientemente la actividad lectina en la 

gp41, la cual reconoce galactosil ceramidas en células epiteliales. 12 Por otro 

lado, la gp120 es una de las proteínas con más alto grado de glicosilación, y su 

interacción con las GNPs podría ser del tipo carbohidrato-carbohidrato como ya 

ha sido demostrado que tiene ligar entre nanopartículas de Lewis X,13, 14 o entre 

los glicoesfingolípidos y la integrina 5 1. 
15

3. Conclusiones 

 Los oligosacáridos de manosa inhiben la interacción DC-SIGN-

CRD/gp120 10 veces mejor que metil- -D-manopiranósido. El disacárido 

Man 1-2Man  fue el inhibidor más potente mostrando que la complejidad 

del oligosacárido no parece mejorar la potencia inhibidora del mismo. 

 Las manno-GNPs 1-Au, 2-Au y 4-Au, funcionalizadas con manosa 

fueron inhibidores hasta 1000 veces mejores que el metil- -D-

manopiranósido en la interacción DC-SIGN-ECD/gp120. El efecto 

multivalente de 2-Au se demostró porque se necesitó una concentración de 

manósido en esta nanopartícula 17 veces menor a la que necesitó el 

metilmanósido para inhibir la interacción al 100%. 

 En la inhibición de la unión DC-SIGN/gp120, las manno-GNPs 5-Au-

CO2H (66%), 6-Au-CO2H (50%), 7-Au-CO2H (66%) y 8-Au-CO2H (66%),

funcionalizadas con di- y trisacáridos fueron al menos 5 veces más potentes 

que las manno-GNPs funcionalizadas con manosa. La nanopartícula 5-Au-

CO2H (66%) fue el mejor inhibidor, mostrando una preferencia por las 

uniones (1→2). El efecto multivalente de 5-Au-CO2H (66%) se demostró 
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porque una menor concentración del disacárido en la GNP fue hasta 15000 

veces más potente frente a CRD y hasta 750 veces más potente frente a 

ECD que el disacárido libre Man 1-2Man . 

 La potencia inhibidora de 5-Au-CO2H (66%), 10-Au-GlcC5 (50%) y 10-

Au (100%) fue similar, indicando que el aumento de la densidad del 

disacárido Man 1-2Man  en la GNP no mejora la capacidad de la misma 

para inhibir la interacción. La influencia del espaciador que une el disacárido 

Man 1-2Man  a la GNP también se descartó al mostrar 5-Au-CO2H (66%) 

y 9-Au actividades comparables 

 En la inhibición de DC-SIGN/gp120, la contribución del espaciador 

carboxílico en las GNPs que lo contienen como relleno se descartó porque 

la nanopartícula Au-CO2H, funcionalizada solo con el espaciador 

carboxílico, inhibió el 27% a concentraciones 100 veces mayores que 5-Au-

CO2H (66%). La contribución del glicoconjugado de glucosa a la actividad 

inhibidora de 10-Au-GlcC5 (50%) se descartó porque la nanopartícula 

GlcC5-Au, recubierta solo con glucosa, necesitó concentraciones hasta 17 

veces mayores para inhibir la interacción. 

 La inhibición de DC-SIGN-ECD/gp120 por GNPs sucede a través de su 

interacción con la lectina DC-SIGN, como se demostró por la afinidad de las 

nanopartículas 5-Au-CO2H (66%), 10-Au-GlcC5 (50%) y 10-Au, 

funcionalizadas con distintas densidades del disacárido Man 1-2Man  por 

esta lectina. La nanopartícula funcionalizada con glucosa GlcC5-Au

presentó similar afinidad por la proteína que las GNPs de manosa. La GNP 

Au-CO2H, solo con el espaciador carboxílico no presentó ninguna afinidad 

por DC-SIGN-ECD, coincidiendo con los experimentos de inhibición. 

 Las nanopartículas 5-Au-CO2H (66%), 10-Au-GlcC5 (50%), 10-Au 

(100%), Au-CO2H y GlcC5-Au presentaron afinidad por la glicoproteína 

gp120, con valores del orden submicromolar para todas, mientras que Au-

CO2H presentó una afinidad por gp120 100 veces mayor que las otras 

GNPs. La especificidad de la unión de GNPs por gp120 se probó 
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desplazando la nanopartícula 5-Au-CO2H (66%) con concentraciones muy 

elevadas de metilmanósido. Las interacciones inespecíficas con el oro se 

descartaron porque la nanopartícula 1-Au, funcionalizada con manosa, no 

mostró afinidad por gp120 a concentración elevada. 

4. Parte experimental 

Los experimentos de SPR se llevaron a cabo en un instrumento BIAcore 

X (Biacore AB, Uppsala) a 25ºC en colaboración con el Prof Charles Kelly y la 

Dr. Karolin Hijazi del departamento de Oral Immunology del King's College 

London Dental Institute del Guy's Hospital en Londres.  

4.1. Métodos generales 

Oligosacáridos, proteínas y anticuerpos. Los oligosacáridos sintéticos 

fueron donados por Colin Campion (Carbohydrate, Synthesis Ltd, Abingdon). La 

glicoproteína gp120 del VIH, expresada en baculovirus a partir de la cepa CN54, 

fue generosamente proporcionada por Prof. Ian Jones (University of Reading, 

UK). DC-SIGN-CRD expresada en E. coli fue proporcionada por Prof. Arne 

Skerra (Technical Universitat of Munich). DC-SIGN-ECD expresada en E. coli 

fue proporcionada por Dr. Karolin Hijazi (King's Collage, UK). 16, 17

4.2. Método general de inmovilización de proteínas. La proteína se acopló 

en la célula 1 (Fc1) sobre la capa de carboximetil dextrano del chip CM5 

mediante acoplamiento directo de amida. 3 Para la inmovilización, los grupos 

carboxilo de la superficie del chip presentes en Fc1 y en la célula 2 (Fc2), fueron 

activados con una disolución de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida 

(EDC) 0.2 M, y N-hidroxisuccinimida (NHS) 0.05 M en buffer HBS-P (10mM 

HEPES pH 7.4, 0.15M NaCl, 0.005% vol/vol surfactant P20) suplementado con 

CaCl2 10 mM. Se realizaron inyecciones de 7 minutos a velocidad de flujo 5 

μL/min. A continuación se inyectó la proteína gp120 (CN54) o DC-SIGN (2 μg/ml 

en buffer acetato 10 mM, pH 4) en Fc2. Este procedimiento permite 

acoplamientos de gp120 (CN54) y de DC-SIGN-ECD de hasta 700-1000 RU. 

Finalmente, se inyectó en ambos canales una disolución de etanolamina 1N, pH 
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8.5 para bloquear los grupos activados restantes y eliminar los ligandos unidos 

no covalentemente. Fc1 se utilizó como canal de referencia. 

4.3. Ensayos de inhibición de la unión DC-SIGN/gp120 mediante manno-

GNPs. se realizaron inyectando una solución de DC-SIGN CRD o ECD (50nM) 

con concentraciones variables de carbohidratos libres (0.05-2.00 mM) o 

gliconanopartículas (200 pM-20 μM) (en buffer HBS-P suplementado con CaCl2 

10 mM) sobre la proteína inmovilizada en la superficie del chip CM5. La unión 

específica del ligando sobre la proteína inmovilizada en el chip es determinada 

como la diferencia entre Fc2-Fc1 sustrayendo las interacciones inespecíficas 

con la capa de dextrano y etanolamina del canal de referencia. 

4.4. Ensayos de unión directa de GNPs a DC-SIGN o gp120 se realizaron 

inyectando sobre la proteína inmovilizada sobre el chip CM5 concentraciones 

variables de las nanopartículas en buffer HBS-P suplementado con calcio 10 

mM. Todas las inyecciones se realizaron durante 1 minuto a velocidad de flujo 

de 20 μl/min. Posteriormente, la superficie del chip se regeneró con Pierce 

Gentle Elution Buffer (Pierce) en pulsos de 15 s. La unión específica del ligando 

sobre la proteína inmovilizada en el chip es determinada como la diferencia 

entre Fc2-Fc1. El índice de inhibición se expresa como el porcentaje de 

disminución respecto de la actividad de unión del ligando en ausencia de 

inhibidor. Los sensorgramas que se obtuvieron se utilizaron para evaluar la 

cinética de afinidad de los ligandos. Las curvas se ajustaron al mejor modelo 

utilizando el software BIAevaluation 4.1. (Tabla 3 y Tabla 4) 

5. Bibliografía 

1 http://www.biacore.com. 

2 a) Jonsson, U., Fagerstam, L., Ivarsson, B., Johnsson, B., Karlsson, R., Lundh, K., Lofas, S., 
Persson, B., Roos, H., Ronnberg, I., Sjolander, S., Stenberg, E., Stahlberg, R., Urbaniczky, C., 
Ostlin, H., and Malmqvist, M. (1991). Real-Time Biospecific Interaction Analysis Using Surface-
Plasmon Resonance and a Sensor Chip Technology. Biotechniques, 11, 620-627; b) Malmqvist, 
M. (1993). Biospecific Interaction Analysis Using Biosensor Technology. Nature, 361, 186-187; 
c) Haseley, S.R., Talaga, P., Kamerling, J.P., and Vliegenthart, J.F.G. (1999). Characterization 
of the carbohydrate binding specificity and kinetic parameters of lectins by using surface 
plasmon resonance. Anal Biochem, 274, 203-210;d) Ernst, B., Hart, G., and Sinaÿ, P. (2000). 
Carbohydrates in Chemistry and Biology , A Comprehensive Handbook. Series, vol 4 B. Ernst, 



Capítulo 2 133

G. Hart, and P. Sinaÿ. Wiley-VCH, Weinheim;e) Rich, R.L., and Myszka, D.G. (2000). Advances 
in surface plasmon resonance biosensor analysis. Curr Opin Biotech, 11, 54-61;f) McDonnell, 
J.M. (2001). Surface plasmon resonance: towards an understanding of the mechanisms of 
biological molecular recognition. Curr Opin Chem Biol 5, 572-577; g) Homola, J. (2003). Present 
and future of surface plasmon resonance biosensors. Anal Bioanal Chem, 377, 528-539. 

3 Johnsson, B., Lofas, S., and Lindquist, G. (1991). Immobilization of proteins to a 
carboxymethyldextran-modified gold surface for biospecific interaction analysis in surface 
plasmon resonance sensors. Anal Biochem, 198, 268-277. 

4 Turville, S.G., Arthos, J., Donald, K.M., Lynch, G., Naif, H., Clark, G., Hart, D., and 
Cunningham, A.L. (2001). HIV gp120 receptors on human dendritic cells. Blood, 98, 2482-2488. 

5 Feinberg, H., Castelli, R., Drickamer, K., Seeberger, P.H., and Weis, W.I. (2007). Multiple 
modes of binding enhance the affinity of DC-SIGN for high mannose N-linked glycans found on 
viral glycoproteins. J Biol Chem, 282, 4202-4209. 

6 Hostetler, M.J., Wingate, J.E., Zhong, C.J., Harris, J.E., Vachet, R.W., Clark, M.R., Londono, 
J.D., Green, S.J., Stokes, J.J., Wignall, G.D., Glish, G.L., Porter, M.D., Evans, N.D., and 
Murray, R.W. (1998). Alkanethiolate gold cluster molecules with core diameters from 1.5 to 5.2 
nm: Core and monolayer properties as a function of core size. Langmuir, 14, 17-30. 

7 Ojeda, R., de Paz, J.L., Barrientos, A.G., Martin-Lomas, M., and Penades, S. (2007). 
Preparation of multifunctional glyconanoparticles as a platform for potential carbohydrate-based 
anticancer vaccines. Carbohydr Res, 342, 448-459. 

8 Calarese, D.A., Scanlan, C.N., Zwick, M.B., Deechongkit, S., Mimura, Y., Kunert, R., Zhu, P., 
Wormald, M.R., Stanfield, R.L., Roux, K.H., Kelly, J.W., Rudd, P.M., Dwek, R.A., Katinger, H., 
Burton, D.R., and Wilson, I.A. (2003). Antibody domain exchange is an immunological solution 
to carbohydrate cluster recognition. Science, 300, 2065-2071. 

9 Callahan, L.N., Phelan, M., Mallinson, M., and Norcross, M.A. (1991). Dextran sulfate blocks 
antibody binding to the principal neutralizing domain of human immunodeficiency virus type 1 
without interfering with gp120-CD4 interactions. J Virol, 65, 1543-1550. 

10 Moulard, M., Lortat-Jacob, H., Mondor, I., Roca, G., Wyatt, R., Sodroski, J., Zhao, L., Olson, 
W., Kwong, P.D., and Sattentau, Q.J. (2000). Selective interactions of polyanions with basic 
surfaces on human immunodeficiency virus type 1 gp120. J Virol, 74, 1948-1960. 

11 Neurath, A.R., Strick, N., and Li, Y.Y. (2002). Anti-HIV-1 activity of anionic polymers: a 
comparative study of candidate microbicides. BMC Infect Dis, 2, 27. 

12 Alfsen, A., and Bomsel, M. (2002). HIV-1 gp41 envelope residues 650-685 exposed on native 
virus act as a lectin to bind epithelial cell galactosyl ceramide. J Biol Chem, 277, 25649-25659. 

13 de La Fuente, J.M., Barrientos, A.G., Rojas, T.C., Rojo, J., Canada, J., Fernandez, A., and 
Penades, S. (2001). Gold Glyconanoparticles as Water-Soluble Polyvalent Models To Study 
Carbohydrate Interactions Angew Chem Int Ed, 40, 2257-2261. 

14 de la Fuente, J.M., and Penades, S. (2006). Glyconanoparticles: types, synthesis and 
applications in glycoscience, biomedicine and material science. Biochim Biophys Acta, 1760, 
636-651. 

15 Wang, X., Sun, P., Al-Qamari, A., Tai, T., Kawashima, I., and Paller, A.S. (2001). 
Carbohydrate-carbohydrate binding of ganglioside to integrin a5 modulates a5b1 function. J Biol 
Chem, 276, 8436-8444. 



Capítulo 2 134

16 Mitchell, D.A., Fadden, A.J., and Drickamer, K. (2001). A novel mechanism of carbohydrate 
recognition by the C-type lectins DC-SIGN and DC-SIGNR. Subunit organization and binding to 
multivalent ligands. J Biol Chem, 276, 28939-28945. 

17 Lozach, P.Y., Lortat-Jacob, H., de Lacroix de Lavalette, A., Staropoli, I., Foung, S., Amara, 
A., Houles, C., Fieschi, F., Schwartz, O., Virelizier, J.L., Arenzana-Seisdedos, F., and Altmeyer, 
R. (2003). DC-SIGN and L-SIGN are high affinity binding receptors for hepatitis C virus 
glycoprotein E2. J Biol Chem, 278, 20358-20366. 



Capítulo 3 135

CAPÍTULO 3. Estudios de inhibición de la trans-infección del 

VIH mediante manno-GNPs. 

1. Introducción 

En este capítulo se describen los resultados obtenidos en la inhibición en 

trans de la infección por VIH con las gliconanopartículas de (oligo)manósidos 

(manno-GNPs) y que se han llevado a cabo gracias a la colaboración con el 

laboratorio del Dr. Alcamí del Centro de Salud Carlos III.  

El VIH es un virus de transmisión sexual, por lo que antes de infectar al 

nuevo huésped, debe cruzar la barrera epitelial de la mucosa. Se han descrito 

varios mecanismos por los que el virus supera esta barrera (Figura 1), como 

son la infección directa de células epiteliales, la transcitosis a través de dichas 

células, la transmigración de células infectadas a través del epitelio, como 

ocurre en la infección por células de Langerhans o la entrada del virus a través 

de fisuras en el epitelio. Una vez superada esta barrera, el virus debe 

enfrentarse a las defensas innatas del huésped. Dentro de estas defensas, las 

células presentadoras de antígeno (APCs) juegan un papel fundamental. 

Especial importancia presentan las células dendríticas (DCs), que reconocen 

los antígenos de la glicoproteína de la envuelta (gp120) del VIH mediante el 

receptor tipo lectina DC-SIGN. Está interacción desencadena su activación 

migrando desde la mucosa hasta los tejidos linfoides secundarios, donde 

presentan el VIH a los linfocitos CD4, comenzando el proceso de infección.1,2

Este mecanismo de infección a través del receptor DC-SIGN de las células 

dendríticas, se conoce como infección en trans.3
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Figura 1. Mecanismos del VIH para cruzar la barrera epitelial (Adaptado de1) 

El desarrollo de esta tesis doctoral esta enmarcado dentro del proyecto 

europeo EMPRO,4 que tiene como objetivo el desarrollo de microbicidas que 

bloqueen la infección del VIH a través de la mucosa.5 El proceso mediante el 

que el VIH se une a sus células diana y se fusiona es ampliamente conocido. 

Por ello, el desarrollo de microbicidas se ha enfocado hacia los distintos pasos 

del proceso de entrada viral, que van desde el bloqueo de esta unión mediante 

la desestructuración de la envuelta viral o de los receptores que utiliza el virus 

para su unión, hasta estadíos más avanzados como son el proceso de fusión a 

la célula hospedadora o la retrotranscripción. En los párrafos siguientes se 

revisan algunos ejemplos de compuestos con actividad antiviral que 

actualmente están en fase preclínica o clínica, según su mecanismo de acción: 

actuando sobre el virus como diana o actuando sobre las células como diana. 

Así mismo se revisan los compuestos que han fallado en fase clínica avanzada 

porque no demostraron eficacia en la prevención de la transmisión del VIH o 

aumentaron el riesgo de infección. La Tabla 1 muestra esta selección de 

compuestos indicando el tipo de molécula, el mecanismo de inhibición de la 

infección por VIH y el rango de concentraciones efectivas. 
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Tabla 1. Lista de microbicidas en fase clínica o preclínica y fracasos.

NOMBRE 
FÓRMULA MOLECULAR/ 

DESCRIPCIÓN 
MW 

MECANISMO 

DE ACCIÓN 

ACTIVIDAD ANTI-

HIV IN VITRO 

FASE 

CLÍNICA 

PRO 2000/5 S
O

O

O

Na

Polímero de ácido naftaleno sulfónico 

5 

kDa 

Inhibidor de la 

entrada/fusión 

IC50=2.75μg/mL 

X4 en PBMCs 

IC50=9.5μg/mL R5 

en macrófagos 

III 

PMPA 

(Tenofovir) 
N N

N

N

H2N
O P

OH

O OH

Nucleósido de adenosina monofosfato 

287.2 
Inhibidor de la 

retrotranscripción 

IC50 = 6.3 μM 

HIV-1IIIb en células 

MT2 

II/IIB 

Combinación 

PRO 2000/5 

+BufferGel 

Polisulfonato+espermicida - 

Inhibidor de la 

entrada/fusión/es

permicida 

- II/IIB 

UC-781 
O

H
N

O

Cl
S

tiocarboxianilida no nucleosido 

335.5 
Inhibidor de la 

retrotranscripción 

IC50 = 23 nM 

HIV-1 IIIb en 

células CEM T 

I 

SPL7013 

viva gel 

NaO3S SO3Na

O CO2H
Dendrímero 

de 32 

unidades 

16.6 

kDa 

Inhibidor de la 

entrada/fusión 

IC50 = 0.73 μg/mL 

con virus subtipo B 

en PBMCs 

I 

Dapivirine 

(TMC120) N
H

N

N

N
H

CN

Diarilpirimidina no nucleosido 

329.1 
Inhibidor de la 

retrotranscripción 

IC50 = 24 nM 

HIV-1IIIb en células 

CEM T 

I 

C31G 

(SAVVY) 

N OH
O

N
O

Surfactante 581.8 espermicida 
0.00625% inactiva 

el HIV-IIIB al 84% 

III/No 

inhibe/ 

tóxico 

Carrageenan 
Mezcla de polisacáridos sulfatados de la 

alga marina roja/Polianión 
ND 

Bloquea la 

migración de 

macrófagos 

IC50 = 12μg/mL 

HTLV IIIb en 

células MT-4 

III/No 

inhibe 

Sulfato de 

celulosa 

Polisacárido sulfatado de residuos de 

glucosa (1 4)/polianión 
NE 

Inhibidor de la 

entrada/fusión/ 

contraceptivo 

IC50 = 10 μg/mL 

X4 en PBMCs 

III/aumentó 

la infección 

CV-N 

cianovirina 
Proteína procedente de cianobacteria 

11 

kDa 

Inhibidor de la 

fusión 

EC50=0.1-36.8 nM 

para varios 

subtipos de HIV  

Preclínica 

BMS-378806 

o 

BMS-806 N
N
H

N

N
O

O

O

O

Piperazina 406 
Inhibidor de la 

entrada 

EC50~0.04 μM 

para varios 

subtipos de HIV 

Preclínica 

T20 

CH3COYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL

ELDKWASLWNWFNH2 / Péptido de 36 

residuos 

4492 
Inhibidor de la 

entrada/fusión 

IC50 = 5.1-10.5 nM 

en varios subtipos 

de HIV 

Preclínica 

PSC 

RANTES 

L-Thia-Pro2, L- -cyclohexyl-Gly3NNY-

RANTES/Proteína sintética derivada de la 

citoquina CCL5 o RANTES 

7.8 

kDa 

Inhibidor de la 

entrada/fusión 

IC50 = 8 pM R5 en 

PBMC activados 
Preclínica 
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El virus como diana. Esta estrategia implica actuar directamente sobre 

el virión, bien desestructurando la membrana viral o bien interfiriendo con las 

glicoproteínas insertas en ella. 

Los surfactantes fueron la primera generación de microbicidas y su 

mecanismo de acción consiste en destruir la estructura de la membrana viral. 

La primera formulación microbicida que se ensayó estaba basada en el 

surfactante nonoxynol-9 (N-9), que es el principio activo de muchos 

espermicidas debido a su capacidad para disgregar la membrana lipídica de los 

espermatozoides. Desgraciadamente, N-9 no solo atacaba la membrana viral 

del VIH, sino que también destruía la membrana de las células epiteliales 

presentes en la mucosa, que es la barrera de defensa natural ante los 

patógenos externos, incluyendo al VIH. Los ensayos clínicos con N-9 

demostraron que no solo no protegía de la infección por VIH, sino que además 

aumentaba la probabilidad de contraer la infección en las mujeres que lo 

utilizaban varias veces al día.6 Este fracaso estimuló la búsqueda de otros 

compuestos que bloqueasen mecanismos más específicos implicados en la 

transmisión del VIH, sin dañar los propios mecanismos de defensa.1,7

Los compuestos que se unen a la glicoproteína gp1208 del VIH tienen 

una acción mucho más específica. Existen tres tipos como son: los anticuerpos 

monoclonales (mAbs) o péptidos que se unen a secuencias específicas del 

esqueleto proteico de la gp120 o la gp41; las moléculas polianiónicas o 

polímeros que reconocen regiones cargadas positivamente en la gp120; y los 

mAbs y proteínas que interaccionan con los residuos oligosacarídicos que 

protegen la secuencia peptídica de la gp120. 

La primera familia son los denominados inhibidores de la fusión. Los 

anticuerpos monoclonales (mAbs) b12, 2G12 y 2F59 se unen a secuencias 

específicas de la gp120 o de la gp41 y son capaces de neutralizar la mayoría 

de cepas del VIH. Estos mAbs no impiden la unión del virus al receptor, pero 

son capaces de inhibir los cambios conformacionales que se producen tras su 

unión a gp41, necesarios para la fusión de la membrana viral y celular. 

También son inhibidores de la fusión los péptidos como el T-2010,11
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(Enfuvirtida®) que está basado en la secuencia peptídica de la gp41 e 

interacciona con ella impidiendo la fusión.12

La segunda familia de antivirales está formada por los compuestos 

polianiónicos de tipo polisulfato, polisulfonato o policarboxilato como son la 2-

sulfato-dextrina, el sulfato de celulosa,13 PRO-2000,13 SPL7013,14 o el 

Carrageenan,15 que recientemente ha fallado en fase III de investigación clínica 

al demostrarse que aunque no tiene efectos citotóxicos en humanos no impide 

la transmisión del VIH de hombre a mujer en comparación con el placebo.16

Estos polianiones se caracterizan por presentar carga negativa a pH neutro. Su 

actividad como antivirales se basa en interacciones entre sus cargas negativas 

y la región V3 de la gp120, que está cargada positivamente, aunque su 

mecanismo no está aún bien descrito.17

La última familia está basada en compuestos que se unen a los residuos 

oligosacarídicos de la gp120. Pertenecen a esta familia la proteína de 

cianobacteria cianovirina-N (CV-N) que se une al disacárido terminal Man 1-

2Man18,19 de los oligosacáridos tipo “high mannose”, y las lectinas de plantas 

HHA y GNA que tienen especificidad por los residuos de manosa 1-3 y 1-6 

internos y/o terminales.20

Además de estas tres familias se han descubierto las llamadas “small 

molecules” como BMS-806 y sus derivados, que se unen a la gp120 en el 

mismo sitio que el receptor CD4 bloqueando esta interacción e inhibiendo la 

replicación del VIH in vitro.21,22

Las células como diana. Esta estrategia para inhibir la entrada del VIH 

a través de la mucosa consiste en bloquear los receptores celulares a los que 

el virus se une. Los más importantes son el receptor CD4 y los correceptores 

CXCR4 y CCR5 de los linfocitos CD4, así como el receptor DC-SIGN de las 

células dendríticas. 

CD4 es el receptor primario en el proceso de entrada viral. Aunque 

muchos compuestos polianiónicos han demostrado bloquear la unión de gp120 
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al receptor CD4, esta inhibición no es específica. Lo más razonable sería 

encontrar un anticuerpo monoclonal anti-CD4, pero la mayoría de éstos no se 

han desarrollado como antivirales porque también podrían causar 

inmunosupresión del sistema inmune.23

Los inhibidores de los correceptores CCR5 y CXCR4 incluyen mAbs, 

quimiocinas y “small molecules” que se unen a dichos correceptores impidiendo 

la entrada del virus.24 Como ejemplo está la quimiocina sintética PSC-RANTES 

que actualmente es un candidato a microbicida en ensayos preclínicos.25

La interacción entre el receptor DC-SIGN de las células dendríticas y los 

carbohidratos de la glicoproteína gp120 del VIH, y la internalización de viriones 

por las DCs,26,27 y la posterior migración de estas células al tejido linfático 

tienen un papel muy importante en la transmisión por vía sexual. DC-SIGN 

tiene una función doble: como receptor de adhesión uniéndose al receptor 

ICAM-2 de las células epiteliales promoviendo la migración de las DCs o 

uniéndose al receptor ICAM-3 de las células T contribuyendo a la activación 

celular y a la presentación eficiente de antígenos por parte de las DCs.28,29

Como receptor de reconocimiento de patógenos, DC-SIGN se une a la gp120 

del VIH facilitando el transporte de viriones a los nódulos linfáticos donde 

ocurre la infección. Por esto, evitar la unión del virus a las DCs sería crucial en 

el desarrollo de un microbicida.3b Sin embargo, anticuerpos monoclonales anti 

DC-SIGN no conseguirían evitar la infección porque el virus puede utilizar otros 

receptores específicos de manosa o lectinas tipo C (MCLRs) existentes en las 

DCs que también pueden estar implicados en la infección.30

 Además de las dos estrategias anteriores existe una tercera consistente 

en la inhibición de la replicación del VIH. Pertenecen a esta familia varios 

antiretrovirales que se desarrollaron con fines terapéuticos y que se ensayan 

actualmente como microbicidas por su capacidad para inhibir el proceso de 

replicación como son el PMPA, UC781 y TMC120 que son moléculas pequeñas 

basadas o no en nucleósidos.31,32,33 Está estrategia está siendo muy discutida 

debido a la posible aparición de resistencias frente a fármacos que se utilizan 

habitualmente en clínica.34
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La estructura de todos estos compuestos en general está basada en 

“small molecules”, péptidos pequeños, proteínas, dendrímeros, polímeros o 

polisacáridos, de los cuales muchos son compuestos aromáticos, presentan 

cargas de tipo fosfato, sulfato, o sulfónico, o tienen una presentación 

multivalente. La multivalencia es fundamental en la interacción proteína-

carbohidrato entre DC-SIGN y la gp120 del virus. Por ello, mimetizar la 

estructura altamente glicosilada del virus mediante sistemas multivalentes está 

surgiendo como una estrategia en el desarrollo de microbicidas, antivirales o 

vacunas anti-VIH basados en carbohidratos.35  
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Figura 2. Estrategia de inhibición por manno-GNPs de la infección en trans mediada por DC-

SIGN. 

Nuestra aportación al problema de la infección por VIH está basada en 

gliconanopartículas, sistemas multivalentes de carbohidratos, capaces de 

inhibir la entrada del VIH a través de la mucosa. Nuestra estrategia se ha 

dirigido al bloqueo de la unión del virus al receptor DC-SIGN de las células 

dendríticas mediante gliconanopartículas funcionalizados con los motivos 

estructurales de los oligosacáridos tipo “high mannose” de la gp120. Las 

gliconanopartículas de (oligo)manosa (manno-GNPs), con su presentación 

multivalente de carbohidratos imitan la densa capa glicosilada que protege la 

membrana viral evitando potencialmente su unión a DC-SIGN e inhibiendo el 

mecanismo de infección en trans (Figura 2). 
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2. Resultados y discusión 

Las manno-GNPs se han utilizado en experimentos in vitro para estudiar 

su capacidad como inhibidores de la infección en trans por VIH de linfocitos T. 

Además se ha estudiado su potencialidad para neutralizar el virus y para inhibir 

la infección directa de linfocitos T por el VIH. Estos experimentos se llevaron a 

cabo previa determinación de la citotoxicidad de las GNPs frente a las células 

implicadas en dichos experimentos. En la Figura 3 se recogen las manno-

GNPs que han sido evaluadas. Para mayor claridad la nomenclatura dada 

anteriormente a estas GNPs se ha simplificado y su nueva designación 

aparece entre paréntesis en esta figura. M-100 significa GNP funcionalizada 

con 100% densidad del monosacárido, etc. 
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Figura 3. Manno-GNPs utilizadas como inhibidores de la infección en trans y 

gliconanopartícula de glucosa como control. 

Se han evaluado las GNPs que se prepararon por acoplamiento tiourea 

(capítulo I, esquema 14). GNPs funcionalizadas con distintas densidades (100, 

50 o 10%) de mono- (M-100, M-50), di- (D-100, D-50, D-10), tri- (T-50, T-10), 

tetra- (Te-50, Te-10), penta- (P-50, P-10), y heptasacáridos (H-50) se han 

medido como inhibidores de la infección en trans de PBMCs (peripheral blood 
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mononuclear cells) a través de células que expresan DC-SIGN. Se ha 

calculado los IC50 para los inhibidores más potentes. Además, se ha estudiado 

la actividad de las GNPs como inhibidores in vitro de la infección directa que no 

ocurre a través de APCs y como agentes neutralizantes del VIH. Estos 

experimentos se han realizado con los virus recombinantes JR-Renilla y NL4.3-

Renilla mediante un ensayo de replicación viral, que utiliza clones de VIH que 

incorporan el gen reportador de la luciferasa renilla y producen ciclos múltiples 

de replicación.36

La aplicación de estas gliconanopartículas a modelos biológicos in vitro 

ha sido precedida por meticulosos estudios de citotoxicidad. Se ha evaluado la 

citotoxicidad de las manno-GNPs en líneas celulares de cervix C33, así como 

en líneas celulares de linfoblastos B Raji DC-SIGN+ y en PBMCs  

2.1. Viabilidad celular en células Raji DC-SIGN+, PBMCs y C33-A. 

El ensayo de viabilidad celular se realizó tanto en células Raji DC-

SIGN+, una línea linfoblastoide B que expresa de forma estable el receptor DC-

SIGN, como en PBMCs activados. El ensayo se llevó a cabo utilizando el kit 

comercial CellTiter-Glo® Luminiscent cell viability assay (Promega), que 

cuantifica la actividad mitocondrial celular. La citotoxicidad en células Raji DC-

SIGN+ se evaluó incubándolas con 100 μg/mL de manno-GNPs. El ensayo de 

viabilidad en PBMCs se realizó mediante un protocolo idéntico al utilizado para 

la evaluación de la infección mediada por DC-SIGN. Para ello, células Raji DC-

SIGN+ se preincubaron durante 3 horas con las gliconanopartículas a 100 

μg/mL y posteriormente se lavaron con tampón fosfato y se co-cultivaron con 

los PBMCs durante el tiempo deseado. En ambos ensayos, la viabilidad celular 

se cuantificó trascurridas 48 horas midiendo la actividad luciferasa, que es 

proporcional a la cantidad de ATP (directamente relacionada con la presencia 

de células metabólicamente activas) en el lisado celular. Los porcentajes de 

viabilidad celular se expresan en RLUs (Relative Luminiscence Units, Figura 4) 

y son valores relativos con respecto a un 100% atribuido al control de células 

incubadas en ausencia de nanopartículas. Concentraciones de 100 μg/mL de 

manno-GNPs no presentaron ningún efecto de citotoxicidad en células Raji DC-
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SIGN+ ni en PBMCs a las 48 horas de incubación. Esta concentración, como 

veremos más adelante, es 100 veces mayor que la menor concentración de 

manno-GNPs capaz de inhibir la infección en trans. 
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Figura 4. Evaluación de la citotoxicidad de manno-GNPs (100 g/mL) en células Raji DC-

SIGN+ y en PBMCs activados. Las células Raji DC-SIGN+ se incubaron con las GNPs durante 

48 horas (barra naranja). Las células Raji DC-SIGN+ se incubaron con las GNPs durante 3 

horas, se lavaron con PBS y se co-cultivaron con PBLs durante 48 horas (barra azul). La 

viabilidad se cuantificó por la actividad luciferasa. Los resultados se expresan como porcentaje 

de RLUs con respecto a un control de células sin tratar. 

Resultados similares se obtuvieron cuando se evaluó la citotoxicidad de 

las GNPs en C33-A, línea celular cancerosa de cervix utilizando un método 

diferente. Éste ensayo se llevó a cabo por el método clásico del MTT (bromuro 

de1-(4,5-dimetiltiazo-2-il)-3,5-difeniltetrazol),37 que mide también la actividad 

metabólica celular. Este ensayo está basado en la reducción metabólica del 

MTT por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, dando formazán 

como cristales de color azul, que se cuantifican midiendo su absorbancia a 550 

nm.37 Para ello, se sembraron las células C33-A en placas de 96 pocillos y se 

cultivaron durante 24 horas. Después se añadieron concentraciones crecientes 

de GNPs (0.1, 1, 10 y 25 g/mL) y se incubaron durante 3 o 5 días. Se añadió el 

MTT y a las 4 horas, los cristales de formazán formados se disolvieron en 

DMSO y se midió su absorbancia a 550 nm. El valor obtenido es directamente 

proporcional al número de células que sobreviven a la presencia de las 

diferentes concentraciones de GNPs. Los porcentajes de viabilidad celular 

obtenidos son relativos al 100% atribuido a células incubadas en ausencia de 

nanopartículas (Figura 5). Las manno-GNPs a la concentración más alta que se 
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ha probado (25 μg/mL) no presentaron ningún efecto citotóxico en células C33-

A, incluso después de 3 o 5 días de incubación. 
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Figura 5. Evaluación por el método del MTT de la citotoxicidad de manno-GNPs (10 g/mL) en 

líneas celulares cancerosas de cervix C33-A. Las manno-GNPs se incubaron con las C33-A 

durante 3 (barra roja) o 5 días (barra azul). La viabilidad se cuantificó por su actividad 

metabólica celular. Los resultados se expresan como porcentaje de absorbancia con respecto a 

un control de células sin tratar. 

De estos experimentos, podemos concluir que las manno-GNPs pueden 

considerarse sistemas no tóxicos apropiados para llevar a cabo estudios 

biológicos en modelos celulares. 

2.2. Inhibición por manno-GNPs de la infección en trans de PBMCs a 

través de células Raji DC-SIGN+ 

La actividad anti-VIH de los potenciales microbicidas frente a diferentes 

cepas y subtipos de VIH ha sido bien descrita en la literatura para distintas 

líneas celulares y humanas como se indica en la Tabla 1. La mayoría de ellos 

bloquean el VIH al unirse específicamente a la parte proteica de la gp120 o la 

gp41, al interaccionar con la región cargada V3 de la gp120,17 o al unirse a 

residuos oligosacarídicos específicos de la gp120. Este mecanismo de bloqueo 

del VIH a través de la gp120 hace que la mayoría de estos compuestos 

también sean buenos inhibidores de la infección en trans del VIH. La habilidad 

de algunos de estos compuestos para inhibir la infección en trans de células 

que expresan DC-SIGN a células T ya ha sido descrita en la literatura en 

modelos celulares y en modelos de explantes. Algunos ejemplos de ello son el 
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descrito por Pope y col.,11 donde el péptido de fusión T20 (Enfuvirtida®) es 

capaz de inhibir la transferencia a través de células dendríticas inmaduras 

(iDCs) de los virus R5 HIV-1 JR-FL, HIV-1 SF162, HIV-1 Case C 1/85 a PBMCs, con 

IC50s de 0.4, 19 o 15 nM respectivamente. Las lectinas de plantas HHA, GNA 

y NPA de Balzarini et al38 también resultaron buenos inhibidores de la 

transferencia a través de Raji DC-SIGN+ de HIV-1 IIIB (X4) a la línea celular 

C8166, con EC50s de 32, 42 o 0.9 μg/mL respectivamente. Estas tres lectinas 

también fueron capaces de inhibir la infección mediada por DCs del virus R5 

HIV-1BaL a PBMCs con una EC50~4 μg/mL. En un estudio comparativo con 

otros inhibidores, la proteína CV-N y los anticuerpos monoclonales 2G12 y 

9205 resultaron los mejores inhibidores con EC50 inferiores a 0.04, 0.9 y 0.005 

μg/mL respectivamente [57]. Los polianiones PRO2000 y dextran sulfato (DxS), 

en fase III de investigación clínica, demostraron una potente actividad para 

inhibir la infección en trans de células PM-1 por el virus HIV-1BaL(R5) en el 

modelo de explantes cervicales desarrollado por Shattock,39,40 con EC50 de 

29.1 y 62.4 μg/mL respectivamente.41 Por último, citaremos un estudio reciente 

de Terrazas-Aranda42 donde evalúan la actividad de una familia de inhibidores 

de transferencia de la hebra (integrase strand transfer inhibitors (InSTIs)) que 

son capaces de inhibir la infección a través de DCs de HIV-1BaL(R5) a PBMCs, 

con EC50s de entre 1 y 50 μM. La gran diversidad de métodos, 

concentraciones, virus y líneas celulares empleadas hace difícil la comparación 

de todos estos resultados. 

Las manno-GNPs (Figura 3) se han evaluado como inhibidores de la 

infección en trans de PBMCs por los virus recombinantes JR-Renilla (R5) y 

NL4.3-Renilla (X4) a través de células Raji DC-SIGN+. Estos virus 

recombinantes incorporan en el lugar de nef el gen indicador renilla y son 

capaces de realizar ciclos múltiples de replicación, lo que permite cuantificar la 

replicación viral, midiendo la actividad renilla-luciferasa en los cultivos celulares 

previamente infectados.36

El experimento que se llevó a cabo simula el fenómeno de la infección 

en trans mediante el cual el virus utiliza las células dendríticas como 

transportadoras o ruta de acceso para llegar a los linfocitos T de los nodulos 
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linfáticos. Al comienzo de éste proceso, las únicas células que se han unido al 

virus o se han infectado son las células migratorias y por lo tanto es esta 

población la única que puede transferir el virus a los linfocitos. Se necesitan al 

menos 12 horas43 desde la infección hasta la detección de nuevas partículas 

virales. Éste virus es el que se cuantifica, y para ello es necesario un periodo 

de al menos 48 horas desde el comienzo del ensayo. 

Figura 6. Diseño experimental de la inhibición de la infección en trans de PBMCs a través de 

células que expresan DC-SIGN. 

En este experimento (Figura 6), las células Raji DC-SIGN+ se 

preincubaron durante 1 hora con 1 μg/mL de manno-GNPs, tiempo suficiente 

para bloquear el receptor DC-SIGN. El cultivo se incubó durante 2 horas con 

los virus JR Ren o NL 4.3 y después de este tiempo se lavó repetidas veces 

para eliminar tanto el virus como las manno-GNPs no adsorbidas. 

Posteriormente el cultivo se resuspendió en medio fresco y se co-cultivaron a 

37ºC con los PBMCs previamente activados durante 48 horas para, finalmente, 

determinar la replicación viral midiendo la actividad luciferasa del lisado en un 

luminómetro. Como control positivo se utilizó manano, que se une 

inespecíficamente a todas las lectinas específicas de manosa (MCLRs)30 y 

bloquea la unión gp120/DC-SIGN. Se utilizaron células Raji que no expresan 

DC-SIGN como control para evaluar la transferencia viral que no depende de 

DC-SIGN. 

Los resultados se expresan como porcentajes de unidades relativas de 

luminiscencia (RLUs) respecto a un control de células no tratadas con GNPs y 

los resultados se resumen en la Figura 7. La mayoría de las manno-GNPs son 

buenos inhibidores de la infección de PBMCs, con valores de inhibición 
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semejantes para los virus de tropismo R5 y X4. La nanopartícula de glucosa, 

que presenta 100 % densidad del glucoconjugado, diseñada como control 

negativo, consiguió inhibir la infección solamente el 34 %. En general, cuando 

se comparan las GNPs con 10 y 50 % de densidad en (oligo)manósido, se 

observó que las nanopartículas que contienen el 50 % de oligosacárido eran 

más potentes que las que contienen un 10 % de densidad. Los mejores 

inhibidores a concentraciones de 1 μg/mL fueron las GNPs que contenían 50% 

de disacárido (D-50), trisacárido (T-50), tetrasacárido (Te-50), pentasacárido 

(P-50) y heptasacárido (H-50) inhibiendo la infección en trans por el virus JR 

Ren o NL4.3 Ren entre un 75 y un 93 %. 
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Figura 7. Inhibición de la infección en trans de PBMCs por manno-GNPs (1 g/mL). La 

transferencia de los virus R5 JR Renilla o X4 NL4.3 Renilla a PBMCs tiene lugar a través de 

células Raji DC-SIGN+. Las células Raji o Raji DC-SIGN+ se incubaron con manno-GNPs 

durante 1 hora, y se infectaron con los virus R5 JR Renilla (barra negra) o X4 NL4.3 Renilla 

(barra rallada) durante 2 horas. El cultivo se lavó con PBS, se resuspendió y se co-cultivó con 

PBMCs previamente activados. La replicación viral se evalúa por la actividad luciferasa del 

lisado a las 48 horas. Los resultados se expresan como porcentaje de RLUs con respecto a un 

control de células sin tratar. 

Para poder comparar mejor la potencia de las cinco GNPs más potentes 

se calcularon las IC50, definido como la concentración de GNP necesaria para 

inhibir el 50% de la infección en trans. Para ello se llevaron a cabo 

experimentos de inhibición en trans con ambos virus en presencia de seis 

concentraciones diferentes de GNPs (10, 2, 0.4, 0.08, 0.016 y 0.032 μg/mL) 

para obtener las correspondientes curvas de inhibición concentración-RLUs. En 

cada experimento se incluyó la nanopartícula de glucosa como control 

negativo. Los datos obtenidos de estas curvas se analizaron mediante una 
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regresión no linear de una curva dosis-respuesta sigmoidea con el programa 

GraphPad Prism 4, lo que permitió calcular los IC50 en μg/mL de las GNPs 

(Figura 8). 
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Figura 8. Curvas sigmoideas de la inhibición de la infección en trans de PBMCs por células 

Raji DC-SIGN+ preincubadas con los virus R5 (JR-Renilla) o X4 (NL4.3-Renilla) obtenidas a 

distintas concentraciones de manno-GNPs.  R5 (JR-Renilla);  X4 (NL 4.3.Renilla). 

Los valores de IC50 obtenidos en μg/mL, se calcularon también en 

molaridad de nanopartícula (IC50GNP) y de manósido (IC50MAN) teniendo en 

cuenta el número de cadenas de (oligo)manósido que contengan las GNPs. La 

Tabla 2 recoge estos valores así como la potencia relativa de cada GNP 
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referida a la nanopartícula con el menor valor de IC50MAN. Todas las 

nanopartículas de manosa son más potentes frente a la infección por el virus 

R5 (JR-Ren) que frente a X4 (NL4.3-Ren) posiblemente debido a que la 

expresión del correceptor CCR5 en PBMCs activados es mucho menor que la 

expresión del correceptor CXCR4 utilizado por virus X4 y por ello necesita una 

mayor concentración de GNPs para inhibir la infección en trans. Las GNPs D-

50, T-50, Te-50, P-50 y H-50 presentan valores de IC50 (μg/mL) muy buenos 

comparados con los previamente descritos para otros compuestos descritos en 

la literatura.38,41

Tabla 2. Actividad inhibidora de manno-GNPs en la trans-infección de PBMCs a través de Raji 

DC-SIGN+ preincubadas con los virus R5 JR- Ren o X4 NL4.3-Ren. 

IC50 GNP, ng/mL IC50 GNP, nM IC50 Man, nM Potencia 
Relativa ManGNPs MW aprox. 

(kDa) 
Unidades de 

manosa / GNP 
JR            NL JR         NL JR           NL JR       NL 

D-50 GNP 39 22 80.5 1469.0 2.04 37.2 44.9 818.5 3.7 1 

T-50 GNP 105 62 166.0 286.7 1.58 2.7 197.9 169.2 1 7.1 

Te-50 GNP 123 56 41.6 102.6 0.34 0.8 18.9 46.6 8.8 19.2 

P-50 GNP 105 28 58.5 305.6 0.56 2.9 15.6 81.5 7.7 9.6 

H-50 GNP 150 58 79.2 199.4 0.53 1.3 30.7 77.3 3.2 7.2 

IC50, concentración de nanopartícula o manósido que reduce la actividad luciferasa al 50%; 

Potencia relativa referida al peor inhibidor. 

Para poder comparar las GNPs se utilizaron los valores de IC50 

expresados en molaridad. Las GNPs tienen pesos moleculares promedio 

comprendidos entre 40 y 150 kDa y éstos se utilizaron para calcular la 

molaridad. Las GNPs presentaron un IC50 para JR-Ren en el rango nanomolar 

entre 0.34 y 2.04 nM mientras que para NL4.3-Ren presentaron valores 

mayores entre 0.83 y 37.2 nM. Las GNP Te-50, P-50 y H-50 resultaron los 

mejores inhibidores de JR-Ren y NL4.3-Ren cuando se comparan con la 

nanopartícula del disacárido D-50, que resultó ser el peor inhibidor. Te-50, P-

50 y H-50 mostraron potencias comparables en ambos virus. 

Cuando se compara el IC50 referido a la concentración de cadenas de 

manósidos la GNP Te-50, que presenta 56 cadenas de tetrasacárido y un peso 

molecular ~123 kDa, y la GNP P-50, con 28 cadenas de pentasacárido y un 
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peso molecular de ~105 kDa resultaron los mejores inhibidores en ambos virus. 

La nanopartícula Te-50 es 4 veces más potente frente a JR-Ren que frente a 

NL4.3-Ren con valores de IC50GNP de 0.34 y 0.83 nM en concentración de 

GNP, y de IC50Man de 18.9 y 46.6 nM en concentración del tetrasacárido de 

manosa respectivamente. Estos valores indican que una mayor complejidad 

del oligomanósido presente en la GNP no parece contribuir significativamente a 

su actividad como inhibidor.  

La eficacia de la presentación multivalente de los oligosacáridos se puso 

de manifiesto evaluando por separado la capacidad inhibitoria del etilamino 

derivado del tetrasacárido 27 y del glicoconjugado del mismo tetrasacárido12. 

El IC90 calculado para Te-50 en concentración de carbohidrato fue de 82 nM 

para el virus JR y 361 nM para el virus NL4.3., mientras que a la misma 

concentración, los derivados monovalentes 27 y 12 no fueron capaces de 

inhibir la infección. Estos resultados confirman que la presentación multivalente 

del mismo oligosacárido en la GNPs es esencial para aumentar su unión con 

DC-SIGN y la subsiguiente inhibición de la infección en trans. 

2.3. Ensayos de neutralización del VIH por manno-GNPs 

Otra de las estrategias para inhibir el mecanismo de infección en trans

es bloquear directamente el virus. Las manno-GNPs no han sido diseñadas con 

este objetivo, pero también se ha evaluado su potencialidad como agentes 

neutralizantes del virus NL4.3-Ren antes de infectar células MT-2, una línea 

celular linfoblastoide. El experimento de neutralización se realizó preincubando 

durante una hora el virus NL4.3-Ren con las GNPs. Una alícuota de la mezcla 

preincubada se utilizó para infectar células MT-2 y evaluar la actividad 

neutralizante a las 48 de infección. En paralelo, se llevó a cabo un experimento 

donde las células MT-2 se infectaron directamente con el virus en presencia de 

las GNPs, para confirmar que la inhibición de la replicación del virus es debida 

a su neutralización por las GNPs. La replicación viral se evaluó midiendo la 

actividad luciferasa del lisado a las 48 horas, del mismo modo descrito en el 

apartado anterior. Los resultados expresados como porcentajes de RLUs 

respecto al control no tratado con GNPs indicaron que ninguna nanopartícula 
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es capaz de neutralizar el virus a concentraciones de 100 μg/mL, mientras que 

todas las manno-GNPs inhibieron la infección en trans a esta concentración 

(Figura 9). 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

140%

M-100 M-50 D-100 D-50 D-10 T-50 T-10 T-50 T-10 P-50 P-10 Glc-GNP

%
 R

L
U

s

Figura 9. Experimentos de neutralización de NL4.3-Renilla por manno-GNPs a 100 g/mL. 

2.4. Inhibición de la infección directa por manno-GNPs 

Las manno-GNPs se han utilizado para evaluar su actividad antiviral en 

experimentos de infección directa de PBMCs por los virus JR-Ren y NL4.3-

Ren. Este experimento se realizó preincubando concentraciones de 100 μg/mL 

de GNPs con PBMCs durante 1 hora. Después el cultivo se infectó con el virus 

y se cuantificó la replicación viral a las 48 horas midiendo la actividad luciferasa 

en el lisado celular según el protocolo descrito anteriormente. Los resultados 

expresados como porcentajes de RLUs respecto al control de células 

incubadas en ausencia de nanopartículas se resumen en la Figura 10. Las 

manno-GNPs a concentraciones de 100 μg/mL fueron capaces de inhibir la 

infección directa de PBMCs por ambos virus entre un 30 y un 60 %. Esta 

concentración es 100 veces mayor que la menor concentración activa de estas 

GNPs capaz de inhibir la infección en trans. El manano, que se utiliza como 

control positivo en los experimentos de inhibición en trans por su unión 

inespecífica a lectinas de tipo C, no inhibió la infección directa, mientras que las 

nanopartículas de glucosa fueron capaces de inhibir más de un 50 % la 

infección directa en JR Ren y NL4.3 Ren. 
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Figura 10. Experimentos de infección directa. Los PBMCs se preincubaron con las manno-

GNPs durante 1 hora. El cultivo se infectó con los virus JR-Ren o NL4.3 Ren. La replicación 

viral se evalúa por actividad luciferasa del lisado a las 48 horas. Los resultados se expresan 

como porcentaje de RLUs con respecto a un control de células sin tratar. A) JR-Ren; B) NL4.3-

Ren. 

Es difícil explicar este efecto en vista de los resultados obtenidos en la 

neutralización, sin embargo la concentración de GNPs en la infección directa es 

20 veces mayor que en los experimentos de neutralización, lo que puede dar 

lugar a interacciones inespecíficas, y una investigación más detallada sería 

necesaria para aclarar el origen de este efecto. 

3. Conclusiones 

 Las manno-GNPs funcionalizadas con 10, 50 o 100 densidad de 

(oligo)manósido sintetizados por acoplamiento tiourea, tienen una baja 

toxicidad en células Raji DC-SIGN+ y en PBMCs activados, a 

concentración elevada (100 g/mL). 

 Las manno-GNPs (1 g/mL) han demostrado ser buenos inhibidores de 

la infección en trans de PBMCs por los virus R5 JR-Renilla y X4 NL4.3-

Renilla, con potencias de inhibición semejantes. Los mejores inhibidores 
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a 1 μg/mL fueron las GNPs que contenían 50% densidad de 

oligomanósido D-50, T-50, Te-50, P-50 y H-50. 

 En general, las nanopartículas que contienen el 50 % de oligosacárido 

son mejores inhibidores de la infección en trans frente a ambos virus R5 

y X4 que las que contienen solo el 10 % de densidad. Este resultado 

indica que el aumento de densidad influye favorablemente en la 

actividad inhibidora de la GNP 

 Las manno-GNPs D-50, T-50, Te-50, P-50 y H-50 presentaron IC50 

entre 41-166 ng/mL frente a JR-Ren y entre 102.6-1469 ng/mL frente a 

NL4.3-Ren. Comparando en molaridad, las manno-GNPs presentaron 

IC50 en el rango nanomolar en concentración de de nanopartícula, con 

valores entre 0.34-2.04 nM frente a JR-Ren y entre 0.8-37.2 nM frente a 

NL4.3-Ren. Las manno-GNPs Te-50, P-50 y H-50 resultaron los mejores 

inhibidores de JR-Ren y NL4.3-Ren indicando que una mayor 

complejidad del oligomanósido en la GNP no parece contribuir 

significativamente a su actividad inhibidora. 

 Comparándolas por su potencia relativa a su concentración en 

carbohidrato, se puede establecer el siguiente orden de actividad para 

JR-Ren: Te-50 ∼∼∼∼ Pe-50 >>>> D-50 ∼∼∼∼ H-50 >>>> T-50; y para NL4.3-Ren: Te-50 >>>> P-

50 ∼∼∼∼ H-50 ∼∼∼∼ T-50 >>>> D-50. 

 La nanopartícula Te-50 resultó uno de los inhibidores más potentes, y el 

efecto multivalente de la GNP se demostró, porque los derivados 

monovalentes del tetrasacárido 27 y de su glicoconjugado 12 no 

inhibieron la infección en trans a la concentración del IC90 en 

tetrasacárido, calculado para la nanopartícula Te-50. Este resultado 

demuestra que la presentación multivalente del oligosacárido en la GNP 

es esencial para aumentar su afinidad por DC-SIGN e inhibir la 

consiguiente infección en trans. 

 Las manno-GNPs a 100 g/mL no mostraron actividad neutralizante 

significativa de NL4.3-Renilla. 
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 Las manno-GNPs y la nanopartícula GlcC5-Au a 100 g/mL fueron 

capaces de inhibir la infección directa no mediada por DC-SIGN de virus 

R5 y X4 en un amplio rango de actividades, efecto que puede ser 

atribuido a interacciones de tipo inespecífico. 

4. Parte Experimental 

4.1. Métodos generales 

Los estudios virológicos se realizaron en un laboratorio P2 del Centro 

Nacional de Microbiología Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) en Madrid, en 

colaboración con el Prof José Alcamí Pertejo y el Dr Luis Miguel Bedoya del 

Olmo. La actividad luciferasa se midió en un luminómetro para microplatos de 

96 pocillos Orion, Berthold Detection Systems, (Oak Ridge, TN, USA). 

4.1.1 Medios de cultivo. 

Los medios de cultivo que se utilizaron fueron RPMI 1640 y DMEM 

(Biowhitaker, Walkersville, MD). Todos los medios fueron completados con 

10% de BCS (suero bovino fetal) y 2mM de glutamina y antibióticos: penicilina 

(100U/mL) y estreptomicina (100 g/mL) excepto el medio RPMI para 

dendríticas que no se completó con antibióticos. Todos los cultivos de células 

primarias y líneas celulares se incubaron a 37ºC en una atmósfera controlada 

con CO2 al 5%. 

4.1.2. Cultivos celulares primarios y líneas celulares. 

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se obtuvieron 

a partir de buffy coats de donantes sanos mediante gradiente de Lymphoprep 

(Sigma-Aldrich) según los procedimientos estándar PBMCs autólogos se 

activaron mediante tratamiento con PHA (5 μg/mL) e IL-2 (300 IU/mL, Chiron) 

durante 48 horas y se mantuvieron añadiendo IL-2 (R&D) a la misma 

concentración cada 48 horas. 

Raji es una línea celular de linfoblastos B, donada por el Dr. Toraño del 
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Centro Nacional de Microbiología del ISCIII. Raji DC-SIGN+ es una línea 

celular obtenida a partir de células Raji que expresan establemente el receptor 

DC-SIGN y fue donada por el Dr. Arenzana-Seisdedos del Instituto Pasteur 

(París). Estas dos líneas celulares se cultivaron en medio RPMI completo. El 

medio de cultivo se renovó cada dos días, y se crecieron a una densidad de 

5.105/mL. 

293T es una línea celular embrionaria de riñón que expresa el antígeno 

T de SV-40. Las células 293T se cultivaron a una densidad de 5·105/mL en 

medio DMEM completo.  

MT-244 es una línea celular linfoblastoide. Esta línea celular se cultivó a 

una densidad de 5·105/mL en medio RPMI completo. 

4.1.3. Stocks virales y plásmidos. 

El plásmido pNL4-345 es un clon recombinante de las cepas NY5 (5´) y 

LAV (3´) que contiene el genoma completo del VIH-1 y genera una progenie 

infecciosa tras su infección en numerosas líneas celulares y también en 

linfocitos CD4+. 

El plásmido pNL4-3.Luc.R-E-46 es un clon proviral derivado del plásmido 

anterior que contiene el gen de la luciferasa de luciérnaga insertado en el lugar 

del gen nef. Posee dos cambios en el marco de lectura, de tal forma que no 

expresa los genes env y vpr. Por tanto, este plásmido requiere cotransfectarse 

con un vector de expresión de env para generar virus infecciosos. 

El vector pNL4-3Ren36 se generó sustituyendo el gen nef del plásmido 

pNL4-3 por el gen de la luciferasa Renilla en las posiciones Not I (8797, 

introducida por mutagénesis dirigida) y Xho I (8887). 

El plásmido pJRRen47 se obtuvo clonando la envuelta del clon viral con 

tropismo R5 JRCSF sustituyendo la envuelta del plásmido pNL4.3-Ren. 

Los sobrenadantes infecciosos se obtuvieron a partir de la transfección 

de células 293T con el plásmido pNL4-3Ren o pJRRen mediante el método del 

fosfato cálcico. El sobrenadante que contiene el virus se recogió dos días 
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después, y se preservó a -80ºC hasta su utilización en los ensayos de 

evaluación de la actividad antiviral de las GNPs.  

4.2. Inhibición por manno-GNPs de la infección en trans de PBMCs a 

través de células Raji DC-SIGN+ 

Las células Raji DC-SIGN+ (5x105/criotubo) se preincubaron durante 1 

hora a temperatura ambiente con las GNPs (1 μg/mL) o los controles manano 

(100 μg/mL)30 o PBS 1x. Después, el preincubado se infectó con los virus JR-

Renilla (R5) o NL4.3-Renilla (X4) (150 ng p24/pocillo) de durante 2 horas a 

temperatura ambiente. Posteriormente, los criotubos se lavaron repetidas 

veces con PBS (4x1mL), las células se resuspendieron en 500 μL de medio 

RPMI fresco, se transfirieron a una placa de 96 pocillos de fondo redondo (100 

μL/pocillo) donde se co-cultivaron con PBMCs activados (2.5x105/pocillo/100 

μL) a 37°C. Para evaluar el bloqueo de la transferencia de virus por las células 

Raji DC-SIGN+, las células se lisaron después de 48 horas y se evaluó la 

actividad luciferasa del lisado con el kit Renilla Luciferase Assay (Promega) en 

un luminómetro. Los valores vienen dados como la media de triplicados ± S.D. 

Los controles usados en el experimento fueron: manano (control positivo), PBS 

1x (control negativo), control sin virus (control negativo) y células Raji que no 

expresan el receptor DC-SIGN (5x105/criotubo, control negativo o background). 

Para calcular los IC50 de las GNPs los experimentos de inhibición de la 

infección en trans se hicieron a seis concentraciones diferentes de GNPs (10, 

2, 0.4, 0.08, 0.016 y 0.032 μg/mL). El ajuste de datos a una curva dosis-

respuesta sigmoidal mediante el programa Graph Pad Prism 3.0 nos 

proporcionó los IC50. 

4.3. Ensayos de neutralización. 

Las GNPs (20 L, 200 g/mL) se preincubaron con el virus NL 4.3-Ren 

(20 L, 120 ng p24) durante una hora a 37ºC. Después, 10 μL de esta 

incubación (30 ng de p24) se utilizó para infectar células MT-2 

(1x105/pocillo/190 μL), diluyéndose la concentración de GNPs 20 veces hasta 
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una concentración final de 5 g/mL. Como control, células MT-2 (1 x 105) se 

infectaron directamente con el NL 4.3-Ren en presencia de GNPs a 100 g/mL. 

A las 48 horas se evaluó la replicación del virus midiendo la actividad luciferasa 

de los lisados celulares por el protocolo descrito en el apartado 4.2. Los valores 

vienen dados como la media de triplicados ± S.D 

4.4. Ensayos de infección directa. 

En placas de 96 pocillos de fondo redondo se pre-incubaron PBLs (2.5 x 

105/pocillo) con las GNPs (100 μg/mL), o con los controles manano (100 

μg/mL) o PBS durante 1 hora. Después, el cultivo se infectó con virus JR 

Renilla o NL4.3 Renilla (120 ng de p24/pocillo) la actividad anti VIH se 

cuantificó a las 48 horas midiendo la actividad luciferasa del lisado mediante el 

protocolo descrito en el apartado 4.2. 

4.5. Viabilidad celular  

4.5.1. Células Raji DC-SIGN+ y PBMCs

El ensayo de viabilidad se realizó mediante un protocolo exactamente 

igual al utilizado para la evaluación de la infección mediada por DC-SIGN 

empleando el kit CellTiter-Glo® Luminiscent cell viability assay (Promega) que 

mide la actividad mitocondrial. Raji DC-SIGN+: las células Raji DC-SIGN+ 

(5x105/criotubo) se preincubaron con las GNPs (100 μg/mL) o PBS 1x a 37°C 

durante 48 horas; PBMCs: las células Raji DC-SIGN+ (5x105/criotubo) se 

preincubaron durante 3 horas con las GNPs (100 μg/mL) o PBS 1x. 

Posteriormente, los criotubos se lavaron con PBS (4x1mL), las células se 

resuspendieron en 500 μL de medio RPMI fresco, se transfirieron a una placa 

de 96 pocillos de fondo redondo (100 μL/pocillo) y se co-cultivaron con los 

PBMCs activados (2.5x105/pocillo en 100 μL de medio RPMI) a 37°C durante 

48 horas. La actividad luciferasa del lisado se evaluó siguiendo las 

instrucciones del fabricante del kit CellTiter-Glo® según el protocolo descrito en 

el apartado 4.2. 
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4.5.2 Células C33-A37

Las células C33-A (5000-1000 por pocillo) se preincubaron durante 24 

horas a 37ºC, 5% CO2 en placas de 96 pocillos. Después se añadieron las 

GNPs (10, 1 o 0.1 g/mL) y se incubaron durante 3 o 5 días. Se añadieron 20 

μL/pocillo de una disolución de MTT (5mg/mL en tampón salino, pH=7.4, 

Sigma). Después de 4 horas de incubación se eliminó el medio y los cristales 

de formazán formados se disolvieron en 200 μL de DMSO. La absorbancia 

(Abs) se detectó en un multi plate reader (GENios Pro, TECAN) a 550 nm. La 

viabilidad celular relativa (%) respecto al control en ausencia de nanopartículas 

está calculada como [Abs]GNP/[Abs]controlx100. Los valores vienen dados como 

la media de cuadruplicados ± S.D. 
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CAPÍTULO 4. Estudios de la interacción de manno-GNPs 

fluorescentes con líneas celulares y con células dendríticas 

inmaduras 

1. Introducción 

Uno de los problemas que se plantean con el uso de nanomateriales 

biofuncionales cuando se aplican a sistemas biológicos o celulares es saber 

cómo estos materiales interaccionan con ellos, y qué camino siguen en su 

interacción. Las manno-GNPs fueron diseñadas y preparadas como inhibidores 

de la adhesión del VIH al receptor DC-SIGN de las células dendríticas. En el 

capítulo anterior demostramos que las manno-GNPs son capaces de inhibir la 

infección en trans mediada por DC-SIGN y el siguiente paso ha sido estudiar 

cómo estas manno-GNPs interaccionan con células que expresan DC-SIGN, 

incluyendo a las células dendríticas presentes en la mucosa, que son la barrera 

de defensa natural frente al virus. 

Las células dendríticas (DCs) son células profesionales presentadoras 

de antígenos que están especializadas en el reconocimiento de patógenos y 

tienen un papel crucial en la inducción de respuesta inmune.1 Las células 

dendríticas inmaduras (iDCs) que residen en los tejidos periféricos se encargan 

del reconocimiento, la internalización en orgánulos especializados y del 

procesado en compartimentos acídicos de los antígenos para su presentación 

en forma de complejos MHC II y I. El reconocimiento de algunos antígenos o 

productos microbianos y de inflamación, induce la maduración y migración de 

iDCs a los órganos linfáticos donde presentan el antígeno a los linfocitos T e 

inducen la respuesta inmune adaptativa.2 Las DCs presentan una gran 

variedad de receptores de reconocimiento de patógenos.3 Algunos de ellos 

pertenecen a la familia de los “toll like receptors”,4 que reconocen una amplia 

gama de ligandos y activan la señalización intracelular. Otros pertenecen a la 

familia de receptores de carbohidrato tipo lectina (CLRs),5 los cuales, a través 

del reconocimiento específico de residuos de carbohidratos en los patógenos, 

los internalizan para degradarlos en los lisosomas, iniciando el proceso de 
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presentación de antígenos. La unión de CLRs a carbohidratos es de tipo 

multivalente, dependiente de Ca2+ y sucede a través del dominio de 

reconocimiento de carbohidratos (CRD).6 En el año 2000 Geijtenbeek y col.7

descubrieron el papel de DC-SIGN (CD209) como el principal CLR presente en 

iDCs y responsable del reconocimiento y unión del VIH a través de la 

interacción con la gp120 del virus. Se ha demostrado que la organización en 

microdominios de DC-SIGN actúa como portales de entrada del virus en las 

células dendríticas.8 Sin embargo, existen otros CLRs9 que pueden tener un 

papel importante en la patogénesis del VIH, como son el receptor de manosa 

(MR o CD206)10,11,12 y el receptor inmune de células dendríticas (DCIR o 

CD205),13 o la langerina (CD207), presente en células de Langerhans 

(LCs)14,15,16 que también tiene un papel importante en la transmisión del VIH. 

También se ha demostrado que algunos patógenos como el VIH pueden 

aprovechar la presencia de microdominios de membrana enriquecidos en 

colesterol y glicoesfingolípidos, las denominadas balsas lipídicas, como puntos 

de entrada en la célula.17,18,19

Para la entrada del virus existen varios mecanismos de endocitosis20 que 

conducen a su presentación en complejos MHC II, como son la 

macropinocitosis (invaginación no específica) o la endocitosis mediada CLRs, 

aunque no todos los CLRs son capaces de llevar a la presentación del antígeno 

en los complejos MHC II.21 El mecanismo de internalización influye en la 

eficiencia de procesado y la presentación del antígeno. De este modo, la 

macropinocitosis requiere de una mayor concentración de antígeno endocitado 

para una eficiente presentación22 mientras que la endocitosis mediada por 

receptores específicos de membrana como DC-SIGN origina un proceso de 

presentación más eficiente.23 Los procesos de internalización que dependen de 

la envuelta viral constituyen el 50% de las presentaciones del virus y están 

mediados por la lectina DC-SIGN, aunque otros CLRs también podrían estar 

implicados.24

La importancia de CLRs es crítica en el desarrollo de antivirales capaces 

de bloquear la transmisión del VIH en la fase temprana. Nuestra aproximación 

para bloquear la unión del virus a las células dendríticas vía CLRs se ha 
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dirigido a la síntesis de nanopartículas de oligomanósidos (manno-GNPs) que 

presentan motivos estructurales de los oligomanósidos que glicosilan la gp120 

del virus. El estudio su efecto en la viabilidad celular y las rutas intracelulares 

de endocitosis y exocitosis de manno-GNPs cobran una importancia vital para 

entender su comportamiento y para una futura aplicación como agentes 

terapéuticos. 

El transporte intracelular de nanopartículas25 puede ocurrir de forma 

inespecífica por difusión, fagocitosis o pinocitosis, o de forma selectiva, 

mediante endocitosis a través de receptores. Cualquiera de estos mecanismos, 

excepto el de difusión, consumen ATP, Las manno-GNPs pueden ser 

internalizadas por cualquiera de estos mecanismos, incluido la endocitosis a 

través de DC-SIGN u otros CLRs que se expresen en la superficie celular. 

2. Resultados y discusión 

La capacidad de manno-GNPs fluorescentes, que incorporan 50% de 

densidad en di- (D50-FITC), tri- (T50-FITC), tetra- (Te50-FITC), penta- (P50-

FITC) o heptasacáridos de manosa (H50-FITC) (Figura 1) para ser 

internalizadas y exocitadas por células dendríticas inmaduras, o por células 

Raji DC-SIGN+, se ha evaluado mediante el uso de citometría de flujo y 

microscopía de fluorescencia. Células Raji que carecen de el receptor DC-

SIGN se han utilizado como control. El mecanismo de internalización de las 

manno-GNPs fluorescentes en las células vía DC-SIGN u otros CLRs se ha 

evaluado con distintos experimentos: inhibiendo la producción celular de ATP 

por incubación de las células con GNPs a 4ºC, para discernir entre endocitosis 

y difusión; hidrolizando las proteínas de la superficie celular con tripsina, 

después de su incubación con las nanopartículas, para evaluar la GNP que ha 

sido internalizada por la célula; inhibiendo la unión de nanopartículas a 

receptores dependientes de Ca2+ con agentes quelantes como EDTA, para 

evaluar la entrada de manno-GNPs por receptores CLRs. En base a los 

resultados obtenidos se pudo comparar el comportamiento de las diferentes 

manno-GNPs frente a los sistemas celulares. 
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Figura 1. Manno-GNPs fluorescentes utilizadas en los estudios celulares de endocitosis y 

exocitosis. 

Previamente a los experimentos de internalización, se determinó la 

citotoxicidad de manno-GNPs fluorescentes en líneas celulares de linfoblastos 

B (Raji o Raji DC-SIGN+), y en células dendríticas inmaduras (iDCs). 

2.1. Ensayo de viabilidad celular en células Raji, Raji DC-SIGN+ y iDCs. 

El ensayo de viabilidad celular se llevó a cabo por el método del MTT 

(descrito en el capítulo 3, apartado 2.1) en el caso de las iDCs, o por el método 

del MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazol)26 en el caso de las células Raji y Raji DC-SIGN+ que crecen en 

suspensión. Para ello, se sembraron las células Raji, Raji DC-SIGN+ o iDCs en 

placas de 96 pocillos y se incubaron con concentraciones crecientes de GNPs 

(10, 25, 50 y 100 g/mL) durante 24 horas. Se añadieron los indicadores 

metabólicos MTS o MTT y se cuantificó la viabilidad celular midiendo su 

absorbancia a 492 nm o a 595 respectivamente. Éste valor es directamente 

proporcional al número de células que sobreviven a la presencia de las 

diferentes concentraciones de GNPs. Los porcentajes de viabilidad celular 

dados son relativos al 100% atribuido a células incubadas en ausencia de 

manno-GNPs fluorescentes (Figura 2). Ninguna de ellas a concentración 100 

μg/mL presentó citotoxicidad significativa en células Raji, Raji DC-SIGN+ o 

iDCs transcurridas 24 horas. Esta concentración, como veremos más adelante, 
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es 4 veces mayor que la empleada a posteriori en los experimentos de 

internalización y exocitosis. 
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Figura 2. Evaluación por el método del MTT o MTS de la citotoxicidad de manno-GNPs 

fluorescentes (100 g/mL) en líneas celulares de linfoblastos B (Raji o Raji DC-SIGN+) y en 

células dendríticas inmaduras (iDCs). Las GNPs se incubaron con las células durante 24 horas. 

La viabilidad se cuantificó por su actividad metabólica celular. Los resultados se expresan 

como porcentaje de absorbancia con respecto a un control de células sin tratar. 

2.2 Estudio de internalización y exocitosis de manno-GNPs 

fluorescentes por citometría de flujo y microscopía de fluorescencia. 

Los ensayos de internalización se llevaron a cabo incubando a 37°C las 

células con concentraciones 25 μg/mL de manno-GNPs fluorescentes. A 

distintos tiempos se recogieron alícuotas, las nanopartículas no internalizadas 

se eliminaron por centrifugación y se midió la fluorescencia media de las 

células en el citómetro de flujo, obteniéndose las curvas de internalización en 

Raji DC-SIGN+ de algunas manno-GNPs fluorescentes (Figura 3). La 

intensidad de fluorescencia aumentó con el tiempo de incubación, siguiendo un 

patrón similar para todas las GNPs, alcanzando su saturación en torno a tres 

horas. 
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Figura 3. Curva de tiempos de la 

internalización de nanopartículas 

Te50-FITC en células Raji DC-SIGN+. 

Las células Raji DC-SIGN+ se 

incubaron con las Te50-FITC (25 

μg/mL) a 37ºC

En base a las curvas de internalización, se escogió en todos los 

experimentos tres horas como tiempo óptimo de incubación para obtener una 

señal máxima de fluorescencia. Las manno-GNPs fluorescentes se incubaron 

con células Raji y Raji DC-SIGN+ durante 3 horas a 37ºC o a 4ºC. A 37ºC 

(Figura 4, barra negra) se observó para todas las GNPs una intensidad de 

fluorescencia mayor en células Raji DC-SIGN+, que en células Raji. Este 

resultado indica que el receptor DC-SIGN+ contribuye decisivamente a la 

endocitosis.  

Figura 4. Efecto de la temperatura y la tripsina en la internalización de manno-GNPs 

fluorescentes en presencia y en ausencia del receptor DC-SIGN. Las células Raji o Raji DC-

SIGN+ se incubaron con las manno-GNPs fluorescentes (25 μg/mL) durante 1 hora a 37ºC 

(barra negra) o a 4ºC (barra rallada). Después de la incubación las células se trataron con 

tripsina (barra blanca, incubación a 37ºC; barra gris,incubación a 4ºC). 

Para confirmar la endocitosis dependiente de ATP, se incubaron las 

células en presencia de las manno-GNPs fluorescentes a 4ºC (Figura 4, barra 

rallada), observándose una reducción del 50% en la fluorescencia de Raji DC-

SIGN+ con respecto a Raji. Este resultado indicó la entrada de las GNPs vía 

DC-SIGN. Aunque las GNPs fueron también internalizadas en las dos líneas 
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celulares por mecanismos de transporte pasivo (independiente de ATP), como 

indicó la presencia de fluorescencia en ambas células incubadas a 4ºC, las 

manno-GNPs fluorescentes se internalizaron claramente en mayor proporción 

en células que expresan DC-SIGN (Figura 4, barra negra). 

Se llevaron también a cabo experimentos donde después de tres horas 

de incubación con manno-GNPs a 37ºC (Figura 4, barra blanca) o 4ºC (Figura 

4, barra gris), las células se trataron con tripsina para digerir las proteínas de la 

membrana celular. La tripsinización, que elimina los receptores extracelulares 

como DC-SIGN y en consecuencia las GNPs adsorbidas a ellos, provocó una 

disminución de la intensidad de fluorescencia del ~15% en Raji DC-SIGN+ a 

las dos temperaturas. Sin embargo, esta reducción no se produjo en células 

Raji, indicando la ausencia de GNPs “adsorbidas” a receptores extracelulares. 

En el caso de Raji DC-SIGN+ estos resultados parecen indicar que una mayor 

proporción de GNPs ha sido endocitada (~85%) mientras que solo el ~15% ha 

permanecido unido en la superficie celular. 

La interacción de los carbohidratos que presentan las manno-GNPs 

fluorescentes con los receptores DC-SIGN o CLRs es dependiente de calcio. 

Para demostrar que las GNPs se unen y son endocitadas por la célula a través 

de estos receptores se llevaron a cabo experimentos en presencia y en 

ausencia de calcio, preincubando las células Raji, Raji DC-SIGN+ o iDCs con 

EDTA antes de añadir las GNPs. La internalización en ausencia de EDTA 

(Figura 5, barra negra) en Raji DC-SIGN+ y en iDCs presentó la misma 

tendencia (Figura 5A y 5C). EDTA inhibió significativamente la endocitosis de 

manno-GNPs vía DC-SIGN o CLRs (Figura 5, barra rallada), mostrando una 

reducción de la señal de fluorescencia alrededor de un ~30%. Restando las 

señales obtenidas en presencia y en ausencia de calcio obtenemos una señal 

de fluorescencia que se asigna a las GNPs unidas y endocitadas a través de 

receptores dependientes de Ca2+ (CLRs) (Figura 5B y D, barra punteada). 
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Figura 5. Efecto de EDTA en la interacción de manno-GNPs fluorescentes con células Raji DC-

SIGN+ (A y B) y con células dendríticas inmaduras (C y D). Las células Raji DC-SIGN+ o iDCs 

se incubaron con las manno-GNPs fluorescentes (25 μg/mL) durante 3 hora a 37ºC en 

presencia (barra rallada) y en ausencia de EDTA (barra negra). Los niveles de fluorescencia 

obtenidos al restar las intensidad de fluorescencia media obtenidas en presencia y en ausencia 

de EDTA (barra punteada) indican la interacción de las GNPs vía CLRs. 

De entre todas, la nanopartícula Te50-FITC, que incorpora en un 50% el 

tetrasacárido Man 1-2Man 1-2Man 1-2Man1-3  fue la que mostró niveles 

mayores de endocitosis vía CLRs. Las GNPs con oligosacáridos más 

complejos como el pentasacárido (P50-FITC) o el heptasacárido (H50-FITC), o 

aquellas que presentan el disacárido (D50-FITC) o el trisacárido (T50-FITC) 

En células que no expresan DC-

SIGN no se observó ninguna 

inhibición en presencia de EDTA. 

Estos resultados demuestran que 

la internalización de manno-GNPs 

en células Raji DC-SIGN+ y iDCs 

está facilitada por endocitosis 

mediada por el receptor DC-SIGN 

(Figura 6). 
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Figura 6. Efecto de EDTA en la interacción de 

D50-FITC con células Raji y Raji DC-SIGN+. 
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fueron internalizadas en menor proporción. Parece que la estructura del 

oligosacárido presente en la GNP contiene cierta selectividad por los CLRs. En 

todo caso, oligosacáridos más complejos que un disacárido parecen mejores 

ligandos de CLRs, y en especial de DC-SIGN (Figura 4). Un comportamiento 

similar se observó en el caso de la infección en trans mediada por DC-SIGN 

(Capítulo 3, pagina 152), donde la nanopartícula Te-50 resultó ser mejor 

inhibidor que la D-50 y T-50, y tan bueno como las nanopartículas P-50 y H-50

con oligosacáridos más complejos. 

La endocitosis de la nanopartícula Te50-FITC en células dendríticas 

inmaduras y su inhibición con EDTA también se demostró por microscopía de 

fluorescencia (Figura 7). Para ello, las células se incubaron durante 3 horas con 

Te50-FITC en presencia y en ausencia de EDTA, y una muestra se observó por 

microscopía de epi-fluorescencia. En presencia de EDTA (Figura 7B, superior) 

las células internalizaron muy pocas GNPs, como se muestra en la figura, 

donde la intensidad de fluorescencia (verde) es mucho más baja que la que 

mostraron las células no tratadas con EDTA (Figura 7B, inferior). Para 

identificar la presencia del receptor DC-SIGN, tras la incubación con GNP las 

células se tiñeron con un anticuerpo primario anti-DC-SIGN y un secundario 

Alexa 594 IgG (Figura 7C, rojo). La superposición de las imágenes de la 

incubación de la nanopartícula (verde) y de la tinción con anti-DC-SIGN (rojo) 

mostró colocalización de la nanopartícula Te50-FITC y del receptor DC-SIGN. 

(Figura 7D, amarillo). 
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Figura 7. Internalización de Te50-FITC en iDCs 

en presencia (superior) y en ausencia (inferior) 

de EDTA. A) Contraste de fase; B) 

Internalización de Te50-FITC (verde); C) 

Marcaje del receptor con anti DC-SIGN y el 

anticuerpo secundario Alexa Fluor® 594 rabbit 

anti-mouse IgG (rojo); D) Colocalización de 

Te50-FITC y DC-SIGN. Internalización de Te50-

FITC vía receptor DC-SIGN (amarillo).

   D 

La habilidad de las células Raji, Raji DC-SIGN+ e iDCs para exocitar 

GNPs se evaluó utilizando la nanopartícula Te50-FITC como modelo. Las 

células se incubaron con una concentración 25 g/mL de Te50-FITC a 37°C 

durante 7-11 horas. Después de dos horas, la mitad del cultivo se lavó con PBS 

para eliminar la GNP no internalizada, las células se resuspendieron en medio 

fresco y se volvieron a incubar para facilitar la exocitosis. La endocitosis, así 

como la exocitosis se siguió en paralelo midiendo la fluorescencia de las 

células a distintos intervalos de tiempo por citometría de flujo (Figura 8).  
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Figura 8. Curva de tiempos de la internalización y exocitosis de la nanopartícula Te50-FITC. A) 

Células Raji y Raji DC-SIGN+; B) iDCs. Las células Raji, Raji DC-SIGN+ y iDCs se incubaron 

con Te50-FITC (25 μg/mL) durante 7-11 horas. Después de 2 horas de incubación, la GNP no 

internalizada se eliminó del medio y las células se resuspendieron en medio fresco y se dejó 

exocitar. 

El máximo de internalización de Te50-FITC se alcanzó en células Raji 

DC-SIGN+ o iDCs a las 2-3 horas, mientras que en células Raji la señal de 

fluorescencia permaneció constante a lo largo del tiempo, mostrando solo una 

fluorescencia residual, posiblemente debida al transporte pasivo de Te50-FITC. 

El máximo de exocitosis de Te50-FITC se alcanzó alrededor de las 3 horas 

para células Raji DC-SIGN+ y a las 5-6 horas para iDCs. Sin embargo, las iDCs 

exocitaron hasta el 50% de la nanopartícula en tan solo treinta minutos, 

mientras que las células Raji DC-SIGN+ presentaron un comportamiento 

distinto, exocitando más lentamente (2-3 horas) y en cantidades mucho 

menores. La señal de fluorescencia que se mantiene en Raji DC-SIGN+ 

durante 3-7 horas de exocitosis podría atribuirse a un proceso continuo de 

endo/exocitosis donde participaría el receptor DC-SIGN que está 

sobreexpresado en la célula. 

La ruta “endocítica-exocítica” de Te50-FITC en iDCs también se siguió 

por microscopía de fluorescencia tomando imágenes a los 5 minutos, 2.5 y 5 

horas de internalización, y a las 2.5 horas de exocitosis (Figura 9). Las 

imágenes de microscopía muestran cualitativamente el aumento de la señal de 

fluorescencia durante la internalización, y una reducción significativa de la 
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fluorescencia durante la exocitosis. Los resultados obtenidos por microscopía 

están de acuerdo con de citometría de flujo obtenidos anteriormente (Figura 8). 

INTERNALIZACIÓN EXOCITOSIS 

5 minutos 2.5 horas 5 horas 2.5 horas 

Figura 9. Cambio de la señal de fluorescencia con el tiempo durante la internalización y 

exocitosis de Te50-FITC en células dendríticas inmaduras. 

3. Conclusiones 

 Las manno-GNPs fluorescentes no son citotóxicas en células Raji, Raji 

DC-SIGN+ y en iDCs a concentración 100 g/mL. 

 Las manno-GNPs fluorescentes a concentración 25 g/mL son 

internalizadas por células Raji DC-SIGN+ o iDCs más eficientemente 

que por células Raji que no expresan el receptor DC-SIGN. 

 Se han observado dos tipos de internalización de manno-GNPs 

fluorescentes, una dependiente de ATP (endocitosis) y otra por 

transporte pasivo (difusión), como indicó la reducción en un 50% de la 

señal de fluorescencia en Raji DC-SIGN+ incubadas a 4°C en 

comparación con Raji. 

 La unión de manno-GNPs fluorescentes a DC-SIGN en la membrana 

plasmática se demostró por tripsinización a 37°C de  las células 

incubadas con GNPs, que disminuyó la señal de fluorescencia hasta en 

un 15% en células Raji DC-SIGN+, mientras que en células Raji no se 

observó este efecto 
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 Las manno-GNPs fluorecentes presentaron un patrón de internalización 

similar en células Raji DC-SIGN+ y iDCs. La interacción entre manno-

GNPs y las células Raji DC-SIGN+ o iDCs es dependiente de calcio, 

como mostró la reducción de un 30% de internalización en presencia de 

EDTA. Esta reducción no se observó en células que no expresan DC-

SIGN (Raji). 

 La nanopartícula Te50-FITC es endocitada en células Raji DC-SIGN+ y 

iDCs en mayor proporción a través de receptores de manosa que 

dependen de calcio. Su endocitosis en iDCs mediada por el receptor 

DC-SIGN se demostró por co-localización con DC-SIGN por microscopía 

de fluorescencia 

 Se evaluó la habilidad de células Raji, Raji DC-SIGN+ e iDCs para 

exocitar la nanopartícula Te50-FITC. La exocitosis sucede más 

rápidámente en iDCs que en células Raji DC-SIGN+. Las iDCs exocitan 

en 30 minutos el doble de GNP que lo que lo hacen las células Raji DC-

SIGN+ en 2-3 horas. Estos resultados coinciden con los obtenidos por 

microscopía de fluorescencia en la endo/exocitosis de Te50-FITC en 

iDCs. 

4. Parte experimental 

Los estudios de interacción GNP-célula se llevaron a cabo en CIC 

BiomaGUNE en colaboración con la Dr Blanca Arnaiz, utilizando un lector 

multiplate GENios Pro (TECAN), un citómetro de flujo BD Canto II (BD 

Pharmigen), y un microscopio de fluorescencia Leica DMI 6000B. 

4.1. Cultivos celulares primarios y líneas celulares.

Se emplearon las líneas celulares Raji y Raji DC-SIGN+ ya descritas en 

el capítulo 3, apartado 4.1.2. Las células dendríticas (DCs) se diferenciaron a 

partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) provenientes de 

buffy coats de donantes sanos, proporcionados por el Banco de sangre de 
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Guipuzcoa gracias al Dr Jose Manuel Cárdenas. Brevemente, los PBMCs se 

obtuvieron de buffy coats mediante centrifugación por gradiente de densidad 

empleando Ficoll-PaqueTM Premium (GE, Heathcare, Uppsala, Sweden). Los 

monocitos se aislaron por marcaje selectivo de células que expresan CD14 

mediante Microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Las 

células dendríticas inmaduras (iDCs) se generaron a través de un protocolo 

ampliamente descrito en la literatura.27,28 Los monocitos se cultivaron durante 6 

dias en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de BCS (suero bovino fetal) 

bajo en endotoxinas, 2mM de L-glutamina, penicilina (50 U/mL), estreptomicina 

(100 g/mL) y 2.5 μg/mL de anfotericina B en presencia de citoquinas IL-4 y 

GM-CSF (1000U/mL). El medio y las citoquinas se reemplazaron cada dos 

días. Para el análisis de la expresión de DC-SIGN, las células Raji, Raji DC-

SIGN+ e iDCs se incubaron con el anticuerpo monoclonal de ratón anti-DC-

SIGN humano (clon DCN46 conjugado con ficoeritrina (PE), 50 g/mL) durante 

15 minutos a 4ºC, se lavó con PBS frío (2x1mL) y se analizó por citometría de 

flujo. Como control isotípico se utilizó el anticuerpo de ratón IgG2b conjugado 

con PE (Figura 1) Todos los anticuerpos descritos en este apartado se 

obtuvieron de BD Pharmigen. 
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Figura 1. Expresión de DC-SIGN en células Raji, Raji DC-SIGN+ and iDCs. Las células se 

tiñeron con PE-anti-DC-SIGN mAb (histogramas blancos) y PE-isotipico mAb (histograma 

negro) y se analizaron por citometría de flujo. La intensidad de fluorescencia media se indica en 

paréntesis. Los datos representan la media de tres experimentos independientes.

4.2. Viabilidad celular en células Raji, Raji DC-SIGN+ y en iDCs 

Las células iDCs (4·105/pocillo), Raji o Raji DC-SIGN+ (2·105/pocillo) se 

incubaron con concentraciones crecientes de FITC_GNPs (10, 25, 50 o 100 

μg/mL) durante 24 horas a 37ºC, 5% CO2. A continuación, 4 horas antes de 

medir la absorbancia se añadieron 20 μL/pocillo de una disolución 5mg/mL en 
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tampón salino pH=7.4 de MTS (CellTiter96™ AQueous Assay, Promega) para 

los ensayos con células Raji, o de MTT (Sigma) para los ensayos con iDCs. La 

absorbancia se detectó en un multi plate reader (GENios Pro, TECAN) a 492 

nm o 550 nm respectivamente. Los valores vienen dados como la media de 

cuadruplicados ± S.D. 

4.3. Experimentos de internalización y exocitosis de GNPs con iDCs, 

Raji y Raji DC-SIGN+ 

4.3.1. Citometría de flujo. 

En el citómetro de flujo, las muestras se excitaron con un laser a 488 nm 

y se empleó un filtro de paso alto de 502 nm y uno de paso de banda de 530/30 

nm. La señal de fluorescencia se evaluó mediante la proporción entre el valor 

medio de fluorescencia de la muestra que contiene GNP y el valor de la 

muestra control que no contiene GNP. Los valores se normalizaron de acuerdo 

con el contenido en FITC de cada GNP. 

4.3.1.1. Ensayos de internalización. Las células iDCs, Raji DC-SIGN+ o 

Raji (105/300 μL de medio RPMI-1640 completo) se incubaron con las GNPs 

D50-FITC, T50-FITC, Te50-FITC, P50-FITC o H50-FITC (25 μg/mL) a 37ºC, 

5% CO2. A distintos intervalos de tiempo (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 

5.5, 6, 6.5....horas) se tomaron alícuotas de 300 μL, se eliminó la GNP no 

internalizada o unida a la superficie celular mediante dos lavados con PBS 

(2mM NaH2PO4·H2O, 8mM Na2HPO4·2H2O, 2.7 mM KCl, 137 mM NaCl, pH 7.4) 

y se evaluó su fluorescencia mediante citometría de flujo. Para inhibir la 

endocitosis dependiente de ATP, las células Raji o Raji DC-SIGN+ se 

incubaron con las GNPs durante 3 horas a 4ºC y se evaluó su fluorescencia en 

el citómetro. Para eliminar la GNP unida a receptores celulares, después de 

tres horas de incubación con las GNPs a 37 o 4 ºC el cultivo se trató con 

tripsina (1mg/mL) durante 15 min a 37ºC, 5% CO2, y se evaluó su fluorescencia 

en el citómetro. Para inhibir la endocitosis de GNPs a través de receptores de 

manosa que dependen de calcio (CLRs) las células se preincubaron con EDTA 

(concentración final de 50 mM) en medio RPMI-1640 completo durante 30 min 



Capítulo 4 181

a 37ºC, 5% CO2. Se añadieron las GNPs (concentración final 25 μg/mL) y el 

cultivo se incubó durante 3 horas anterior a su adquisición por citometría de 

flujo. 

4.3.1.2. Ensayos de exocitosis. Las células iDCs, Raji DC-SIGN+ o Raji 

(105/300 μL) se incubaron con las GNPs durante 2 horas. La GNP no 

internalizada se eliminó con dos lavados con PBS, y las células se 

resuspendieron en medio RPMI fresco y se dejó exocitar entre 7 y 11 horas a 

37ºC, 5% CO2. A distintos intervalos de tiempo (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 

5, 5.5, 6, 6.5....horas) se tomaron alícuotas de 300 μL, se lavaron las células, y 

se evaluó su fluorescencia mediante citometría de flujo.  

4.3.2. Microscopía de fluorescencia 

La imagen se registró en un microscopio invertido (Leika DMI6000B) en 

configuración epifluorescente con un objetivo de aceite de inmersión (apertura 

numérica (NA) = 4, objetivo de 40X, Leica) empleando una cámara 

(Hamamatsu, Sewickley, PA, USA) con dispositivo de cargas interconectadas 

(CCD). Los fluoróforos FITC y Alexa Fluor® 594 se excitaron con una lámpara 

de mercurio (Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Germany),  

4.3.2.1. Ensayos de endocitosis mediada por DC-SIGN. Las células 

iDCs se incubaron con la nanopartícula Te50-FITC (25 g/mL) durante 2.5 

horas en presencia y en ausencia de EDTA (50mM). Tras la incubación se 

realizó la tinción de DC-SIGN por inmunofluorescencia. Para ello, las células se 

incubaron durante una hora en cubres recubiertos de polilisina y se fijaron con 

1% de paraformaldehído durante 15 min a 37ºC. El cubre se lavó tres veces 

con PBS y se bloqueó con BSA en PBS al 1 % durante 30 min a 37ºC. 

Después, se añadió sobre las células el anticuerpo de ratón CD 209 (anti DC-

SIGN humano, BD Pharmigen, 0.5 mg/mL al 1% de BSA en PBS) a dilución 

1:100 en PBS y se incubó a 37ºC durante 2 horas. A continuación se añadió el 

anticuerpo secundario Alexa Fluor® 594 rabbit anti-mouse IgG (Invitrogen, 

2mg/mL al 1% de BSA en PBS) a dilución 1:5000 en PBS y se incubó a 37ºC 

durante 1 hora. Después de cada paso, las células se lavaron con 0.5% de 

Tween-20 en PBS. Tras la tinción, las células se observaron en el microscopio 



Capítulo 4 182

de epi-fluorescencia. Para la detección de FITC se emplearon filtros de paso de 

banda de excitación de 480/40 nm y de emisión de 527/30 nm. Para la 

detección de Alexa Fluor® 594 se emplearon filtros de paso de banda de 

excitación de 560/40 nm y de emisión de 645/75 nm. Las imagenes se 

registraron a tiempos de exposición de 10 y 0.5 segundos. Para observar la 

colocalización de las GNPs y el receptor DC-SIGN, las imágenes tomadas con 

los dos filtros fueron superpuestas empleando el programa Adobe PhotoShop 

7.0.  

4.3.2.2. Ensayos de internalización y exocitosis. Para observar la 

internalización las células iDCs (105/300 μL) se incubaron con la nanopartícula 

Te50-FITC (25 g/mL) a 37ºC, 5% CO2. A distintos intervalos de tiempo (5 

minutos, 1, 2.5 o 5 horas) se tomaron alícuotas de 300 μL y se incubaron en 

cubres recubiertos de polilisina con 1% de paraformaldehido en PBS durante 

30 min a 37ºC, 5% CO2 y se lavaron tres veces con PBS antes de tomar la 

imagen en el microscopio. Para observar la exocitosis, después de 2.5 horas 

de internalización, se eliminó el medio que contiene GNPs, se reemplazó por 

medio fresco y se dejó exocitar a 37ºC, 5% CO2. A las 2.5 horas se fijaron las 

células con el procedimiento anterior y se tomaron las imágenes en el 

microscopio. Para la detección de FITC se emplearon filtros de paso de banda 

de excitación de 480/40 nm y de emisión de 527/30 nm. Las imágenes se 

registraron a tiempos de exposición de 10 y 0.5 segundos.  
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1. Selección de espectros de RMN
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2. Selección de GNPs 
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6-Au-CO2H (50%) 
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8-Au-CO2H (50%) 
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9-Au (3 equiv.) 
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11-Au-GlcC5 (50%) 
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11-Au-GlcC5 (10%) 
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12-Au-GlcC5 (50%) 
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10-Au-GlcC5-FITC 
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11-Au-GlcC5-FITC 
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13-Au-GlcC5-FITC 
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14-Au-GlcC5-FITC 

ppm (t1)
1.02.03.04.05.06.07.0

1H NMR
D2O
500 MHz

            

1,4 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9 2,0 2,1 2,2 2,3 2,4 2,5
0

2

4

6

8

10

12

N
an

op
ar

tic
le

s 
(%

)

d(nm)

400 500 600 700 800
0,0

0,2

0,4

A
bs

or
ba

nc
e

λ (nm)

500 525 550 575 600

1x105

2x105

3x105

4x105

5x105

6x105

In
te

ns
id

ad
 (

a.
u.

)

λ (nm)



Anexos 210

3. Cálculo de IC50 por SPR 
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Figura 1. Concentración de manno-GNP que inhibe la unión DC-SIGN-CRD al 50%. A) 5-Au-

CO2H (66%); B) 6-Au-CO2H (50%); C) 7-Au-CO2H (66%); 8-Au-CO2H (50%). 
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Figura 1. Concentración de manno-GNP que inhibe la unión DC-SIGN-ECD al 50%. A) 5-Au-

CO2H (66%); B) 10-Au; C) 10-Au-GlcC5 (50%). 
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