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Selectividad: criterio de diseno para reacciones complejas
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Los gangliésidos son glicoesfingolipidos que se encuentran distribuidos en el organismo de forma diferente. Se
ha descrito la presencia del gangliésido N-Glicolil GM3 (NGcGM3) en células tumorales humanas, que lo ha
convertido en blanco atractivo para la terapia antitumoral especifica. Esta molécula es el componente fundamental
de un candidato vacunal contra el cancer de mama que se encuentra en fase de ensayo clinico. Para la obtencién
de este gangliésido, mediante sintesis quimica, un intermedio clave es el aceptor de lactosa. En la sintesis de
aceptores de lactosa que se utilizan para formar parte de oligosacaridos y glicoconjugados es necesario la
proteccion de las posiciones 3°,4 " de lactosa con un grupo isopropilidén. Este trabajo se centra en la reaccion de
la sintesis del 3,4 "-isopropilidén de lactosa, un intermedio en la sintesis del aceptor de lactosa. Se estudié el
efecto de la temperatura y el tiempo de reaccion sobre la selectividad, encontrandose que en el rango estudiado
los mejores resultados se encuentran con el nivel +1 de temperatura y el nivel -1 de tiempo de reaccién. Se lievo
a cabo la reaccién en un reactor de 5 L y se logré reproducir los mejores resultados encontrados en el disefho
experimental. La cromatografia de capa delgada semicuantitativa permitié cuantificar las cantidades de los
isbmeros 3,4 -isopropilidén de lactosa y 4',6™-isopropilidén de lactosa que se obtienen en dicha reaccién.
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Introduccion La obtencion de estos gangliésidos mediante la sintesis
quimica resulta favorable, ya que se obtiene como compuesto
puroy con una estructura definida. Un intermedio importante
en la obtencién de esta molécula es el aceptor de lactosa.
Para la sintesis de glicoconjugados y oligosacaridos que
contengan una unidad de lactosa en su estructura, con
frecuencia es necesario proteger las posiciones 3°, 4’de la
unidad de galactosa que forma la lactosa.

Los gangliésidos son carbohidratos que pertenecen al grupo
de los glicoesfingolipidos y se localizan en las células
epiteliales que actiian como receptores de virus, bacterias y
toxinas (1).

Se ha demostrado que las células tumorales liberan al
microambiente moléculas que alteran la presentacién
antigénica y provocan un impacto negativo sobre la
proliferacion linfocitaria, lo cual afecta la actividad de las
células efectoras (2), tal es el caso de los gangliésidos. Por
esta razén se encuentran expresados en mayor concentracion
en los tejidos cancerosos, en comparacién con el resto, lo
que posibilita el uso de anticuerpos contra él (3).

En la literatura se encuentra reportada la reacciéon de
proteccidn de estas posiciones con un grupo isopropilidén,
del cual se obtiene el 4-0O-(3,4-O-isopropilidén-B-D-
galactopiranosil)-o.,3-D-glucopiranosido (3,4 "-isopropilidén
de lactosa) (10). Este producto se obtiene mediante la
reaccion de lactosa con dimetoxipropano (DMP) en presencia
de dimetilformamida (DMF) y acido p-toluensulfénico a una
temperatura entre 80 y 85 °C durante 45 min. Como resultado
de esta reaccién, ademas del 3,4 -isopropilidén de lactosa
se obtiene el isbmero 47,6 -isopropilidén de lactosa y los
acetales mixtos. Posteriormente, se reporta un procedimiento
para la obtencion de un aceptor de lactosa en el cual el primer
paso es la obtencién del 3",4 "-isopropilidén de lactosa, y se
utiliza la metodologia descrita (11).

Dado las potencialidades como inmunosupresor de los
gangliésidos N-Acetil GM3 (NAcGM3) y N-glicolil GM3
(NGcGMB) y su importancia en el desarrollo tumoral, se han
convertido en probados blancos terapéuticos (4-7).

El gangliésido que contiene la variante N-glicolilada del &cido
sidlico (NGcGMS3) se encuentra sobreexpresado en las células
tumorales del cancer de mama (8) y melanoma (9),
convirtiéndose este en uno de los componentes
fundamentales de un candidato vacunal contra estas
enfermedades, el cual ha mostrado no solo ser eficaz en
modelos animales, sino también ha reportado beneficios
clinicos palpables en varios ensayos clinicos conducidos (5).

En los dos trabajos mencionados anteriormente, la
separacién de 3,4 -isopropilidén de lactosa de los productos
colaterales consume gran cantidad de tiempo y de reactivos
muy costosos que, ademas, tienen uso limitado a escalas
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superiores. Como la mejor forma de separar el producto
deseado del indeseado es producir la menor cantidad posible
de este ultimo (12), en este trabajo se analiza el efecto de los
tiempos de reaccién y la temperatura sobre la reaccién del
37,4 -isopropilidén de lactosa.

Materiales y Métodos

Reaccion de obtencion de 3',4'-isopropilidén de
lactosa

La reaccion se llevé a cabo en un reactor enchaquetado de
13 mL de volumen efectivo, con condensador, termémetro,
agitacion magnética y agua, como medio de calentamiento.
Se parti6 de la lactosa anhidra (1 g) y se agit6 a temperatura
de 80-85 °C en DMF (10 mL). Se adicioné acido p-
toluensulfénico monohidratado (10 mg) y luego DMP (0,84
mL); este Ultimo se adiciond en tres porciones de 0,28 mL
cada una a intervalo de 5 min. La lactosa se disolvié de forma
gradual en apréximadamente 30 min y se dejé por un tiempo
adicional de 15 min.

El curso de la reaccién se chequed por cromatografia de capa
delgada (CCD), la cual se corri6 en un sistema de disolventes:
cloroformo, metanol en proporcién 2:1. En la misma se
obtienen dos manchas con R, ~0,3 que correspondena3’,4’
y4’,6" -isopropilidén de lactosa: una mancha en el punto de
aplicacién de R, ~0,1 que corresponde a la lactosa que no
reacciona y manchas de R, entre 0,6 y 0,9 que representan
acetales mixtos que se forman. Concluido el tiempo de
reaccion se retira el calentamiento, se espera a que se
alcance temperatura ambiente y se adiciona trietilamina hasta
pH = 7 (0,2 mL). Una vez neutralizada la reaccion se procede
a eliminar por rotoevaporacién la mezcla de disolventes (10).

Plan experimental

Con el objetivo de evaluar el efecto de la temperatura y el
tiempo de reaccion en la obtencion de 37,4 -isopropilidén de
lactosa se realizé un plan factorial 22, con un punto central y
una réplica en cada punto. Como niveles inferiores para las
variables a estudiar se fijaron los establecidos (8) a 80 °C y
45 min.

Como variable de respuesta se utilizo la selectividad, que se
define segun Levenspiel O (13) como:

Cantidad de 3' 4" — isopropilidén de [ actosa

n =Selectivid ad = - P —
Cantidad de 4',6" —isopropili dén de [ actosa
Para cuantificar las cantidades de 3",4" y 4,6 -isopropilidén
de lactosa, se utiliz6 la cromatografia de capa delgada
semicuantitativa de manera conjunta con la densitometria.

Determinacion de las condiciones de operaciéon
enunreactorde5L

Para corroborar estos resultados se llevé a cabo la reaccion
en un reactor de 5 L provisto de una agitacion mecanica.
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Para seleccionar el tipo de impelente se tuvo en cuenta la
viscosidad de los reactivos y las caracteristicas del sistema
reaccionante, para el cual se recomienda usar impelentes
tipo turbinas con cuchillas a 45° (14). Para establecer la
velocidad de agitacion se utiliza el procedimiento descrito
(15).

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron con la ayuda del Statgraphics
5.1. Se muestra el andlisis de regresion, donde la variable
dependiente es la selectividad y las variables independientes
son: la temperatura, el tiempo y la interaccién tiempo-
temperatura. Los valores p< 0,05 se consideraron
significativos.

Resultados

Plan experimental

Los resultados del plan experimental y los valores de
selectividad obtenidos en cada caso aparecen en la Tabla 1.
El efecto de la temperatura y el tiempo de reaccion sobre la
selectividad se muestra en la Figura 1. Puede decirse que en
el intervalo estudiado la selectividad aumenta con la
disminucion del tiempo de reaccién y con el incremento de la
temperatura; pero este ultimo efecto es menos marcado en
la medida que se aumenta el tiempo de reaccion.

En la Tabla 2 se muestra que los coeficientes del modelo son
estadisticamente significativos (p < 0,05). El modelo reporta
buena calidad de ajuste, lo que se evidencia en la Tabla 3,
donde se obtuvo una Razén-F mayor que el requerido, para
un 95% de confiabilidad que se manifiesta en valor-p que se
muestra en esta misma tabla. Puede considerarse que el
modelo ajustado es adecuado (R? = 97,3252%). Ademas,
puede afirmase que los residuos del modelo son
independientes, lo que se corrobora con el valor del
estadigrafo Durbin-Watson (p>0,5).

Segun los resultados brindados por el anélisis estadistico las dos
variables estudiadas, asi como su interaccién, son significativas.
Esto corrobora las observaciones realizadas (Fig. 1) que

Tabla 1. Efecto de la temperatura y el tiempo de reaccién
sobre la selectividad.

Temperatura Tiempo Masa (1) Selectividad
(°C) (min) 3,4 - 4°6"-
isopropilidén isopropilidén
1 1 6,574 5,093 1,291
8,929 5,942 1,503
5,616 4,36 1,288
1 1 4,245 4,916 0,864
0 0 8,670 3,722 2,329
9,733 4,469 2,178
1 1 4,282 0,564 7,592
2,735 0,637 4,294
4,489 2,189 2,051
! ! 5,818 2,787 2,051
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Fig. 1. Efecto de la temperatura y el tiempo de reaccion sobre la
selectividad.

Tabla 2. Analisis de regresién multiple.

Parametro Estimacion Error Estandar Estadistico T Valor-P

CONSTANTE -103,367 13,6835 -7,55411  0,0003
Temperatura 1,31997 0,155814 8,47143 0,0001
Tiempo 1,65021 0,258023 6,39561 0,0007
Tiempo-Temperatura -0,0208956 0,00293806 -7,11204  0,0004

muestran el efecto de latemperaturay el tiempo de reaccién sobre
la selectividad. Con las mejores condiciones encontradas
disminuyd la cantidad delisdmero 4,6 -isopropilidén de lactosa,
el cual constituye una impureza de la reaccién. Una muestra de
esto es que la selectividad aumenté desde valores alrededor de
2 con el procedimiento establecido hasta valores entre 4 y 7
con las condiciones propuestas. De esta forma se obtendran
las menores cantidades de producto no deseado y se facilitaran
los pasos de purificacion del crudo de reaccion requeridos para
la obtencién del 37,4 -isopropilidén de lactosa.

Resultados obtenidos en el reactorde 5 L

Para realizar la reaccién en un reactor de 5 L con agitacién
mecanica, se tomaron las mejores condiciones alcanzadas en
el disefno experimental: nivel 1 de temperaturay -1 de tiempo,
ya que con estas se alcanzaron los mayores valores de
selectividad.

En el trabajo previo realizado la agitaciéon era magnética, asi
que para el establecimiento de la velocidad del impelente
mecanico se siguié el procedimiento senalado en Materiales y
Métodos. Se seleccioné una intensidad de agitacion 1-2, que

Tabla 3. Analisis de Varianza.

corresponde a una velocidad del fluido de (0,03048-0,06096
m/s), para lo cual la velocidad del impelente debia ser de 400
rpm.

Se alcanzé un valor de 5,549 que se encuentra dentro del
intervalo de los resultados obtenidos en el reactor de 13 mLy
agitacion magnética, ya que en estas condiciones la
selectividad oscil6 entre 7,592 y 4,294,

Con este resultado se confirma que el método seguido para el
establecimiento de las condiciones de operacién en el reactor
de 5 L resulté adecuado, lo que contribuyé a tener cantidades
suficientes del producto para continuar los ensayos clinicos de
este candidato vacunal.

Se determiné que en el intervalo estudiado un aumento de la
temperatura y una disminucion del tiempo de reaccion
incrementa en mas de dos veces la selectividad del producto
de interés. Por eso las mejores condiciones de operacion
halladas fueron la reaccion al nivel +1 de temperatura y el
nivel -1 de tiempo de reaccién.
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Abstract

The gangliosides are glycosphingolipids that are distributed in the organism in different forms. The presence of
the ganglioside N-Glycolil GM3 (NGcGM3) has been described in human tumoral cells, that is why it has became
an attractive target for the specific antitumoral therapy. This molecule is the main component of the vaccine
candidate for breast cancer in clinical trials phase. Lactose acceptor is a key intermediate to obtain this ganglioside
by chemical synthesis, the protection of the positions 3",4" of lactose with an isopropiliden group is necessary in
the synthesis of lactose acceptors that will be used to form part of oligosaccharides and glycoconjugates. This
work is focused in the reaction to obtain 3',4'-lactose-isopropiliden, an intermediate in lactose acceptor synthesis.
The reaction conditions were studied and the best results were found working at +1 level of temperature and -1
level of time reaction. The reaction was made in a 5 L reactor and the results were reproducible. The thin layer
semi-quantitative chromatography was chosen to quantify the amount of the isomers 3°,4" and 4',6-lactose
isopropiliden obtained in the reaction.

Key words: multiple reactions, selectivity, 3',4-lactose-isopropiliden.
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