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RESUMEN

Desde el esclarecimiento de la estructura del acido N-acetilneuraminico por
Klenk y Faillard en la década de 1950, el interés por el estudio de la composicién
y caracteristicas de la cincuentena actualmente conocida de acidos sidlicos (mayo-
ritariamente N-acilneuraminicos) ha ido en incesante aumento paralelamente con
el hallazgo de sus diversas e importantisimas funciones biolégicas.

En relacién con el papel biol6gico del 4cido sidlico integrante de la molécula de
la hormona eritropoyetina, se ha comprobado que la concentracién del mismo de-
termina la pervivencia (semi-vida) de ella en el plasma sanguineo y, por tanto, la
duraciéon de la actividad biol6gica de esta hormona.

Ademas, a un incremento, artificialmente conseguido mediante técnicas recom-
binantes, del contenido de este acido en la composiciéon de dicha molécula corres-
ponde una ampliacién de la semi-vida de la hormona, que pasa a ser de unas ocho
horas a una semana como minimo; lo que constituye una enorme ventaja en la ad-
ministracion de tal farmaco a las personas que lo necesitan en tratamientos antia-
némicos (pacientes con trastornos renales, de SIDA o sometidos a quimioterapia).

Curiosamente, la actividad de la eritropoyetina carente de acido sialico se
mantiene en los ensayos in vitro. Pero no asi en los in vivo.

Estudios paralelos, aunque no tan profundos, también han sido realizados con
otras sialoglicoproteinas y con la enzima glucocerebrosidasa.
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Otros datos se refieren a los agentes antianémicos obtenidos por incorporacién
en la molécula de derivados del polietilenglicol: «pegilacion».

Palabras clave: Eritropoyetina.—EPO.—rHuEPO.—Acido sialico.—Acido N-ace-
tilneuraminico.—Glucocerebrosidasa.—Pegilacién.

ABSTRACT
Effect of the degree of sialilation of certain drugs on their activity

Since the elucidation of the structure of the N-acetylneuraminic acid by Klenk
and Faillard in the 1950s, interest in the study of composition and characteristics
of the about 50 sialic acids (mainly N-acylneuraminics acids) currently recognized
has undergone an unceasing increase in parallel with the finding of their diverse
and important functions.

Regarding the biological role of the sialic acid component of the erythropoietin
hormone, it has been demonstrated that the concentration of this acid determines
the half-life of the hormone in blood plasma and hence the duration of the activity
of the hormone.

Furthermore, to an expansion of the half-life of the hormone, which passes
from 8 hours to about one week, corresponds to an increase in the content of this
acid in the composition of the hormone molecule (this increase being achieved
by recombinant techniques). This expansion allows a remarkable advantage in the
administration procedure of this drug to people who require it for their antianaemic
treatment (renal disorders and immunodeficient patients as well as persons
subjected to chemotherapy).

Curiously, the desialilated erythropoietin keeps its activity in in vitro but not in
in vivo assays.

Parallel studies, although not as deep as these, have also been carried out with
other sialoglycoproteins and with the cerebrosidase enzyme, as well as other
polyethylene glycol (PEG) derivatives.

Key words: Erythropoietin.—EPO.—rHuEPO.—Sialic acid.—N-acetylneura-
minic acid.—Glucocerebrosidase.—Pegylation.

1. INTRODUCCION: HIPOTESIS

1.2) ¢Influye per se la molécula del acido sidlico (integrante de
la fraccién oligosacaridica del glicoconjugado), como constituyente
de la composiciéon de un medicamento de naturaleza glicoconjugada,
en la actividad de éste?
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. uye, no per se, sino indirectamente, pero eficazmente,
2.%) ¢Infl n sino indirect nt fi nt
prolongando la semi-vida de dicho medicamento?

3.%) ¢Pueden coexistir ambas posibilidades?; (o sea, las hipéte-
sis 1.2y 2.%).

4.*) ¢Depende la actividad de la eritropoyetina (que es un sialo-
glicoconjugado) no de la molécula del acido sialico per se sino de al-
gun otro monosacarido también integrante de su fraccién glicanica?

Recuérdense las caracteristicas de los acidos sidlicos:

2. PECULIARIDADES DE LA MOLECULA DEL ApIDO
NEURAMINICO (ESQUELETO DE LA MAYORIA
DE LOS ACIDOS SIALICOS)

— Es un monosacarido excepcional, con mayor namero de ato-
mos de carbono que todos los otros monosacaridos, resultan-
te de la condensaciéon de una molécula de acido piravico con
otra de manosamina.

— Es un 4cido 6nico (R-COQ"), lo que le confiere una marcada
polaridad.

— Es un polihidroxiacido.

— Es un derivado tipo cetosa (-C=0).

— Es un 4-aminodacido peculiar.

— Su estructura aciclica (Figura 1) se halla en equilibrio con
la ciclica, siendo ésta la muy mayoritariamente predominan-
te (1).

3. ACIDOS SIALICOS
3.1. Antecedentes histdricos
— Ernest KLENK, en Colonia (Alemania), prosiguiendo sus es-
tudios de la década de 1930, hacia 1941 identific6 un nuevo

compuesto a partir de cerebros de ciertos pacientes fallecidos
por enfermedades del sistema nervioso, al que denominé
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Ficura 1. Estructura (aciclica) del dcido neuraminico y ciclica de dos
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dcidos acilneuraminicos: el N-acetil- y el N-glicolilneuraminico.

Neuramin Sdure (= acido neuraminico), y le asigné una es-
tructura que resulté ser inexacta (1, 2).

Gunnar BLIX y colaboradores (Lars SVENNERHOLM vy
otros), en Uppsala (Suecia), hacia 1936, aislaron, a partir de
la mucina submaxilar bovina, un compuesto que, errénea-
mente, consideraron como un disacarido, al que denomina-
ron sialic acid o Sialin Siure (= 4cido sidlico), por encontrarse
en la saliva (sialon, en griego) (1, 2).

Alfred GOTTSCHALK, judio aleman residente en Canberra
(Australia), sometio, hacia 1949, ciertas glicoproteinas a un
tratamiento con virus de la gripe, obteniendo un producto
—vpor accién de la RDE (receptor destroying enzyme, que es la
sialidasa)— con propiedades muy similares a las de los com-
puestos aislados por Klenk y Blix (1, 2).

KLENK vy su discipulo Hans FAILLARD, hacia 1954, determi-
naron la estructura correcta de dicho compuesto (1, 2).

BLIX, GOTTSCHALK y KLENK acordaron conjuntamente de-
nominar neuraminic acid al esqueleto fundamental de nueve
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atomos de carbono del mismo, cuyos derivados acilados (ace-
tilados o glicolilados) —hoy sabemos que los hay también no
acilados— se llamarian sialic acids (= dcidos sidlicos). Su pro-
puesta fue publicada en Nature, en 1957; pero no siempre ha
sido seguida con fidelidad, especialmente por los virélogos no
europeos (1-3).

— FAILLARD y José A. CABEZAS, en Colonia, en 1962 separa-
ron por primera vez, mediante cromatografia en capa fina,
los acidos N-acetil- y N-glicolilneuraminico cristalizados, pro-
cedentes de suero de ternera y de gallina (4). Cabezas, en
1965, en Colonia, puso a punto la separacion de estos y otros
4cidos sialicos mediante cromatografia en fase gaseosa (5).

— Leonard WARREN, en Filadelfia, logré la determinacién de
los acidos sidlicos en numerosos materiales biol6gicos me-
diante un método muy sensible puesto a punto por él, en la
década de 1960. Roland SCHAUER, en Bochum y Kiel, pro-
siguiendo brillantemente las investigaciones de Klenk y Fai-
llard, esta consiguiendo la identificaciéon de nuevos acidos
sidlicos y profundizar en el conocimiento de sus funciones.

3.2. Estructura de acidos siadlicos naturales

Esquematicamente la Figura 2 muestra dicha estructura, segiin
Schauer (6).

3.3. Peculiaridades y funciones biolégicas
de los acidos sialicos

— Se conoce actualmente la existencia de mas de 50 estructuras
de 4cidos sialicos, hecho que no sucede con ningtan otro mo-
nosacarido.

— Se sitdan en el extremo de las moléculas de las que forman
parte.

— Sélo se hallan en:
— Vertebrados.

— Algunos invertebrados (como estrellas de mar).
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Ficura 2. Acidos sidlicos existentes en la naturaleza (6).

— Algunos tipos de bacterias y virus.
— No se han encontrado en vegetales.
— Se biosintetizan por la unién de hexosamina + piruvato.

— El derivado nucleotidico con el que se activan es el CMP, no
el UDP o el GDP.

— Trabajos llevados a cabo principalmente por el Académico de

la RANF, Profesor Roland Schauer, han puesto de manifiesto
que los dcidos sidlicos presentan «varias importantes e inclu-

so diametralmente opuestas funciones biolégicas», entre las
que se hallan:

— Las debidas a su carga negativa.

— Su influencia sobre la estructura de macromoléculas.
— Su proteccién frente a ataques enzimaticos.

— Su influencia sobre la especificidad de antigenos.

— Tener sitios de reconocimiento.

— Poseer efecto anti-reconocimiento (efecto de enmascara-
miento).
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Puede deducirse que algunas funciones de los glicoconjugados
estan determinadas, al menos parcialmente, por participar en su
composicién los acidos sidlicos.

4. GLICOCONJUGADOS
4.1. Composicion y estructura

Gliconconjugados —equivalente a glycoconjugués y a glycocon-
jugates— son aquellos compuestos resultantes de la unién fuerte
(covalente) de una fraccién glucidica (denominada glicano) y otro
componente, que puede ser protidico o lipidico. En el primer caso
se trata de las glicoproteinas (o glicoproteidos) (Figura 3), de los gli-
copéptidos o de los péptidoglicanos. Estos tltimos compuestos con-
tienen los glicosaminoglicanos, antes llamados mucopolisacdridos o
mucopolisacdridos dcidos.

1
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Ficura 3. Estructura de O- y N-glicoproteinas con indicacion de los tres
tipos de éstas (9). NeuAc = Acido N-acetilneuraminico; Gal = Galactosa;
Man = Manosa, GlcNAc = N-acetilglucosamina; Ser = serina; Tre = Treonina;
Asn = Asparragina.
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En el caso de las glicoproteinas y glicopéptidos, las uniones pue-
den ser o bien del tipo N-glicosidico (que algunos denominan N-gli-
cosilico) o del tipo O-glicosidico (paralelamente, O-glicosilico).

Si el enlace, fuerte, tiene lugar entre porcién glicanica y lipido, se
trata de los glicolipidos. Entre los glicoesfingolipidos dcidos destacan
los gangliésidos.

Un tercer grupo de glicoconjugados, cuyo estudio se ha intensi-
ficado notablemente en la ultima década, comprende compuestos
conteniendo fosfatidilinositol unido a lipidos fuertemente, que ade-
mas se enlazan (mediante etanolamina) a una porcién peptidica, por
lo que podrian considerarse como glicolipoproteidos, si bien este tér-
mino se usa poco (7-10).

En el establecimiento de la estructura de glicoconjugados han
sido muy importantes los trabajos de la escuela francesa del Profe-
sor Jean MONTREUIL, en Lille; y en el descubrimiento de los me-
canismos de biosintesis de las glicoproteinas han destacado, entre
otros, el Premio Nobel Luis F. LELOIR (en Buenos Aires) y su dis-
cipulo Ranwell CAPUTTO (en Coérdoba, Argentina).

La enorme complejidad estructural que se presenta en los glico-
conjugados puede comprenderse facilmente si se compara este as-
pecto con el de otras entidades moleculares como los péptidos o los
dcidos nucleicos, por ejemplo. En éstos, cuatro aminoacidos o cuatro
nucleétidos diferentes pueden originar tinicamente 24 tetrameros
distintos, mientras que cuatro monosacaridos diferentes pueden for-
mar, hipotéticamente, hasta ;36.000! tetrasacaridos distintos. Basta
tomar en consideracién para comprender esto el hecho de que pue-
den entrar en juego, en el caso de los glacidos, factores como los
siguientes:

— Naturaleza de los monosacaridos componentes.
— Tipos de enlace con la cadena peptidica.

— Tipos de enlace entre los monosacaridos y posicion de dichos
enlaces (ramificacion).

— Anomerias oy .

— Secuencia de la cadena glicanica (10).
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El fenémeno de la microheterogeneidad, con la subsiguiente pro-
duccién de microformas (o mejor, glicoformas), se debe al peculiar
mecanismo de biosintesis propio de los glicoconjugados.

Resumidamente:

— Proteinas diferentes producidas por la misma célula pueden
contener glicanos completamente distintos.

— Cada cadena polipeptidica contiene frecuentemente muiltiples
sitios de glicosilacion.

— En cada sitio de glicosilacion puede hallarse una estructura
glicanica distinta («heterogeneidad de sitio»).

— Dicha «heterogeneidad de sitio» tiene composicion definida y
reproducible, en condiciones constantes.

— Hay aspectos de la glicosilacién que son especificos del tipo de
célula (10).

4.2. Importancia y funciones

Los glicoconjugados tienen su importancia primordial en facetas
estructurales y funcionales, por formar parte de:

— Membranas celulares (actuando de receptores).
— Coldgeno.

— Inmunoglobulinas.

— Hormonas (tirotropina, gonadotropina, etc.).

— Engzimas (glicosidasas, proteasas, ribonucleasa B, glucosa-oxi-
dasa, etc.).

— Factores de coagulaciéon (fibrindgeno).

— Agentes de proteccion y lubricacion (mucinas).

— Con actividad antivirica (interferén 7v).

— Con actividad transportadora (de Fe*, la transferrina).

— Promotores de la liberacién de linfocitos (interleucina 2).

— Anticongelantes en peces de la Antartida (glicoproteinas).
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— Relacionados con el funcionamiento del sistema nervioso (gan-
gliésidos).

— Lectinas.

El Premio Nobel francés Francois JACOB senalaba que «los gla-
cidos representan la tercera dimensién en la biologia celular» (10).

Estrictamente, hay que recordar que resulta atn dificil distinguir
cual es la parte que corresponde en esas funciones biol6gicas al
componente glicanico y cual al glicoconjugado en su conjunto. En
1993, Ajit VARKI, eminente especialista de Estados Unidos, destaco
que en relacién con el «papel biolégico de los oligosacaridos: todas
las teorias son correctas», «pudiéndose encontrar excepciones a to-
das ellas». Y lo resume asi:

1.°) «Es dificil predecir a priori las funciones de los oligosaca-
ridos de un glicoconjugado.

2.°) La misma secuencia oligosacaridica puede mediar diferen-
tes funciones en sitios distintos dentro del mismo organis-
mo, o en diferentes momentos de su ontogenia.

3.°) Los papeles biolégicos especificos y cruciales de los oligo-
sacaridos actian frecuentemente mediados por secuencias
oligosacaridicas inusuales, por la presencia inusual de se-
cuencias terminales comunes, o por ulteriores modificacio-
nes de los propios monosacaridos (11)».

Se ha confirmado la importancia metabdlica fisiol6gica y asimis-
mo patoldgica de los glicoconjugados, desde que se descubrié que:

— Son antigenos de la superficie celular, y su estructura o posi-
cion en la membrana pueden ser modificadas en células trans-
formadas y en las cancerosas.

— Son sitios receptores de virus.

— Desempenian un papel importante en la adhesiéon y en el re-
conocimiento intercelular.

— Acttan en la conformacién de las cadenas peptidicas.

— Los grupos glicanicos regulan la salida de proteinas al exte-
rior de las células y regulan el catabolismo por el higado de
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las proteinas circulantes, y el tiempo de vida de proteinas y
células. En relacién con este punto, véase lo siguiente:

4.3. Influencia del grado de sialilacion de las glicoproteinas
en su pervivencia en la circulaciéon sanguinea

Exceptuada la transferrina, la concentracién a la que permane-
cen en el plasma (survival) otras glicoproteinas (que contienen tam-
bién acidos sialicos en su composicién) disminuye notablemente
cuando se les elimina el acido sialico.

Experimentos en conejos asi lo demostraron ya en la década de
1970 para la ceruloplasmina (que se mantiene, si es intacta, en un
95% durante 70 minutos y, en cambio, si es desialilada baja a un
20% a los 15 minutos de su introduccién). Analogamente ocurre con
la asialo-o,-macroglobulina, la asialotiroglobulina y la asialohaptog-
lobina (aunque en éstas no tan intensamente como con la asialoceru-
loplasmina), mientras que la asialofetuina y el asialo-orosomucoide
descienden en su concentracién plasmatica con mayor intensidad
aan que la asialoceruloplasmina (12, 13).

Ello es debido a que la molécula de galactosa de las glicopro-
teinas es un «determinante criptico» de su catabolismo (13). Este
fenémeno se halla estrechamente relacionado con la expresion del
receptor de las asialoglicoproteinas (14). En este sentido, resulta
particularmente significativo el caso de la antes mencionada ceru-
loplasmina (marcada con Cu-64), que se mantiene en el suero, si es
intacta (o sea, sialilada) casi en el 100% todavia a los 25 minutos de
su inyeccién en conejos, mientras que, desprovista del acido siélico,
desciende enormemente su concentracién sérica ya a los 12 minutos
(Figura 4), coincidiendo con la situacion de la galactosa como resi-
duo terminal de la molécula.

La causa radica en que los hepatocitos, responsables de la extrac-
cién de las moléculas circulantes, captan rapida e intensamente la
galactosa, mientras que lo hacen muy débilmente con el acido sia-
lico o con la N-acetilglucosamina (si ésta se halla por sucesiva degra-
dacién del glicoconjugado en la posiciéon terminal de éste expuesta
a la captacién) (15).
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Ficura 4. Desaparicion en suero de [**Cu] ceruloplasmina de conejo
nativa y modificada, inyectada en el sistema circulatorio de conejos.
A) Ceruloplasmina: proteina sérica normal con el oligosacdrido completo, con
dcido sidlico expuesto. B) Asialoceruloplasmina: proteina sin el dcido sidlico
y con galactosa expuesta. C) Asialoagalactoceruloplasmina: proteina sin
galactosa ni dcido sidlico, con N-acetilglucosamina expuesta.

5. ERITROPOYETINAS (Hu-EPO)
5.1. Composicion y estructura

La eritropoyetina humana (Hu-EPO), hormona principalmente
producida por el rifién en el ser humano adulto, es llevada a la médu-
la 6sea por la circulacién sanguinea. Una vez obtenida a partir de
grandes cantidades de orina de pacientes de anemia aplésica (urine
human EPO = uHu-EPO), se ha purificado y caracterizado bioquimi-
camente, deduciéndose que se trata de una glicoproteina mayoritaria-
mente tetraantenaria (o sea, con cuatro cadenas glicanicas), con un
alto contenido glucidico, portadora de uniones —NH— y O-glicosidi-
cas (10). Su composicion es la siguiente (Figura 5) (16).

Como puede verse en la Figura 5, la eritropoyetina humana con-
tiene tres cadenas glicanicas del tipo N-glicosidico y una de tipo

420



VoL. 74 (3), 409-429, 2008 INFLUENCIA DE LA SIALILACION Y DE LA...

O-glicosidico, con un porcentaje glucidico del 40% en el que se in-
tegran hasta 14 moléculas de acido N-acetilneuraminico, siendo su
masa molecular de unos 30.400 dalton.

= Pueries Sisufura ﬂ MN-Acetiglucosaming

() Mancex B N-Acetigaaciosaming
& Galncioia B oo sisis
@ Amincacido B Fuocosa

Ficura 5. Eritropoyetina humana (Hu-EPO) (16).

«El producto resultante de la actividad del gen de la EPO es una
cadena polipeptidica conteniendo 193 aminoéacidos, que sufre modi-
ficaciones» (17), tales como: glicosilacién, formacién de dos enlaces
disulfuro, eliminacién de 27 aminoacidos de caracter hidrofébico
y de la arginina del extremo C-terminal, quedando constituida final-
mente por 165 aminoacidos. Las tres cadenas glicanicas (las mas vo-
luminosas) se unen por enlace N-glicosidico en las posiciones 24, 38
y 83; y la de enlace O-glicosidico a la serina de la posicién 126.

La obtencion de EPO por tecnologia recombinante es dificil,
puesto que es necesario atender no sélo a las sintesis de la secuen-
cia protidica correcta —que puede quedar parcialmente modifica-
da— sino a la de la fraccién glicanica, produciéndose diversas glico-
formas, generalmente no todas ellas activas.

Por ejemplo, si la estructura conseguida es biantenaria en vez de
tetraantenaria, la actividad biolégica es notablemente menor. Para
lograr la estructura biolégicamente activa es necesario efectuar,
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mediante enzimas adecuadas, glicosilaciones y desglicosilaciones (un
resumen sobre esta técnica es facilmente accesible) (18).

Asi se ha conseguido la obtencién de eritropoyetinas recombi-
nantes (rHuEPO) como «Aranesp®» («darbepoetin alfa») y «Epogen»,
patentadas por «Angen», entre las llamadas «NESP» (= Novel Erythro-
poiesis Stimulating Protein), que constan de seis cadenas glicanicas
(cinco N-glicosidicas y una O-glicosidica), alcanzandose un porcen-
taje glucidico del 51% del que forman parte hasta 22 residuos de
acido sialico, siendo la masa molecular del conjunto 35.500 dalton.
Aunque se han fabricado cuatro eritropoyetinas recombinantes (alfa,
beta, delta y omega), se han comercializado tinicamente las dos pri-
meras (17).

5.2. Diferencias en la semi-vida de las eritropoyetinas
con distinto grado de sialilacion, y diferencias
en su actividad segiin la via de administracion;
aspectos econémicos

El descenso en la concentracién sérica de la eritropoyetina rHuE-
PO —con sélo cuatro cadenas glicanicas (tres N-glicosidicas y una
O-glicosidica) y < 14 residuos de acido sidlico— es notablemente
mayor que el experimentado por la eritropoyetina que contiene seis
cadenas glicanicas (cinco N-glicosidicas y una O-glicosidica) y £ 22
residuos de acido sidlico (19).

En cuanto a las diferencias que para una misma eritropoyetina
(la hipersialilada) pueden presentarse a causa de la distinta via de
administraciéon. Por via intravenosa se produce un lento descenso
gradual de dicha concentracién sérica, mientras que por via subcu-
tanea el nivel asciende rapidamente, y se mantiene incluso mas de
una semana (19). La ventaja de la administracién subcutanea sobre
el uso de la modalidad intravenosa se incrementa al tener en cuenta
que los escasos riesgos de autoinmunizacién que pueden presentarse
son menores con la primera (17).

El interés por la utilizaciéon de la eritropoyetina recombinante
hipersialilada se ha incrementado, dadas sus indudables ventajas, al
ser ampliamente utilizada por: a) pacientes necesitados de dialisis
renal, incapacitados para biosintetizar esta hormona; b) personas
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sometidas a tratamientos quimioterapicos que presenten esta defi-
ciencia; ¢) pacientes de SIDA. Ademas, recuérdese que en competi-
ciones ciclistas internacionales se ha usado ilicitamente como agente
estimulante de la produccién de eritrocitos que favorecen un mayor
rendimiento fisico (fueron famosos los casos de «Juanito» Muelegg,
en 2002, y Rasmussen, en 2007, portadores temporalmente del mai-
llot amarillo).

Asi se explica que las ventas de Aranesp® hayan pasado desde
aproximadamente 500 millones de $ (EE.UU.) en el afio 2002, a 1.400
en el 2003, a 2.500 en el 2004, superando los 3.500 en el 2005, frente

a otros productos competidores (20).

5.3. Causas de la diversidad en la bioactividad
de las eritropoyetinas

Por ser la EPO «el primer medicamento producido en células
heter6logas de mamiferos [...] es un modelo excelente para inves-
tigar los papeles que cumplen las cadenas glucidicas en las gli-
coproteinas, puesto que su gen y sus multiples glicoformas estan
disponibles, asi como los bioensayos sensibles para su examen» (21).
Se ha deducido que la parte interior del componente glicanico (core),
formada por tres residuos de manosa (véanse las Figuras 3 y 5) cons-
tituye «el minimo requerimiento para que la HUEPO exprese su ac-
tividad biolégica completa» (21).

Ademas, segin se apunt6 anteriormente, «la eritropoyetina desia-
lilada es eliminada de la circulacién (cleared) con extrema rapidez, en
cuestiéon de minutos. [...] Se ha comprobado que existe una relacién
directa entre la proporciéon de glicidos conteniendo acido sidlico, la
semi-vida sérica [de la EPO] y su actividad biolégica» (19).

Cabe preguntarse: ¢Son debidas estas diferencias en la bioactivi-
dad a causa de la desapariciéon por depuracién (= «aclaramiento» =
clearance) en el suero de la EPO motivada ésta por su distinta afini-
dad con respecto a los receptores?

Segun Egrie et al. (22) el «aclaramiento» o depuracion «es el de-
terminante primario de la bioactividad in vivo [ya que] las isoformas
que tienen pocos acidos sidlicos presentan mayor afinidad hacia el
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receptor, pero semi-vida sérica méas baja. En contraste, las isoformas
que tienen un contenido mas elevado en acido sialico muestran afi-
nidad mas baja para el receptor y semi-vida mas larga». (La hip6-
tesis segunda del comienzo de la presente publicacién quedaria asi
comprobada; pero no quedan excluidas las restantes.)

Modulando la vectorizacién de la eritropoyetina desde el rifién a
la médula 6sea, que es el 6rgano diana de esta hormona, sus com-
ponentes «sialicos pueden funcionar como un contador de tiempo
(timer)» (21) en su disponibilidad. Tales «componentes glucidicos de
la HUEPO no son una simple decoracién sino que tienen realmente
funciones fisiol6gicas como las de un sistema de liberaciéon de un
farmaco» (21). Se los ha comparado también con un escudo protec-
tor en el transporte de dicha hormona.

Sin embargo, existen otros aspectos que deben ser también ana-
lizados.

5.4. ¢Es la misma o es diferente la semi-vida
de la eritropoyetina en los ensayos in vivo e in vitro?
¢De qué monosacaridos depende dicha semi-vida?

Téngase en cuenta que los ensayos in vivo se suelen hacer midien-
do la incorporacion de Fe-59 en eritroblastos de ratones policitémi-
cos, mientras que los in vitro se efectiian seguin diversos procedimien-
tos entre los cuales uno consiste en determinar la incorporacién de
Fe-59 en células cultivadas de médula 6sea (21).

Asi como en los ensayos in vivo se halla una relaciéon directa
entre la semi-vida de la eritropoyetina humana recombinante (rHuE-
PO), producida en células de mamiferos, y su contenido en acido
sidlico, «la eritropoyetina humana desialilada, obtenida a partir de
orina (WuHUEPO), y la eritropoyetina recombinante (rHuUEPO) esca-
samente sialilada, pierden su actividad in vivo; pero la mantienen o
incluso la incrementan in vitro» (21).

Asimismo, segin Ueda y Sasaki (21), «la actividad biolégica de
la eritropoyetina humana (HuEPO) aumenta in vitro, por la accién
de la sialidasa, la galactosidasa y la B-N-acetilhexosaminidasa; pero
la eliminacién adicional de cadenas glucidicas por la accién de o- y
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B-manosidasa disminuye la actividad. Finalmente, la eliminacién de
todas las cadenas glucidicas de la HUEPO unidas a la asparragina
[...] produce pérdida casi completa de actividad» (21).

Se deduce, pues, que ademaés de ser indispensable para la activi-
dad de la EPO (incluso in vitro) el mantenimiento del ntcleo («core»)
de los tres restos de moléculas de manosa (segin antes se apuntd), lo
es también el de las N-acetilglucosaminas contiguas a la asparragina
de la cadena peptidica (véanse Figuras 3 y 5). Por el contrario, la pér-
dida de los residuos de acido sialico, de los de galactosa unidos a és-
tos, y de N-acetilglucosamina enlazados a galactosa —todos ellos si-
tuados periféricamente— no disminuiria la actividad in vitro, sino que
la aumentaria. Por tanto, como continuacion de lo relativo a la segun-
da hipétesis aqui planteada (matizando de si se trata de la actividad
in vivo o in vitro), pueden ser contestadas las preguntas de las hipéte-
sis primera y tercera, y considerar afirmativamente la cuarta.

Independientemente de todo lo anterior, Erbayraktar et al. (23)
han dado a conocer un aspecto peculiar relativo a una «asialoeritro-
poyetina [rHUEPQ], originada por desializacién enzimatica total [la
cual] es totalmente neuroprotectora» in vivo, actuando como «una
citocina protectora de tejidos, espasmos vasculares, apoptosis, y res-
puestas inflamatorias».

6. OTRAS SIALOGLICOPROTEINAS QUE HAN SIDO
HIPERSIALILADAS O SON SUSCEPTIBLES DE SERLO;
Y GLUCOCEREBROSIDASA

De modo paralelo a lo indicado para la eritropoyetina y con objeto
de mejorar la eficacia terapéutica, se ha conseguido enmascarar re-
siduos de galactosa terminal mediante hipersialilacién, en la molé-
cula de las siguientes sialoglicoproteinas: asparraginasa, hormona
luteinizante y leptina. De este modo se ha incrementado su respec-
tiva semi-vida y se ha reducido la inmunogenicidad de tan importan-
tes agentes (24).

Parece ser que aun no se han realizado modificaciones estructu-
rales similares en otras sialoglicoproteinas asimismo muy interesan-
tes; pero resulta facil aceptar que ello sera factible oportunamente.
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Entre ellas: biomarcadores de carcinomas (o-fetoproteina humana,
osteopontina y CD44); glicoproteinas de la envoltura del virus de la
inmunodeficiencia humana (la GP 120); las que actiian como recep-
tores de proteinas del parasito causante de la malaria, Plasmodium
falciparum (glicoforinas A y C); la hormona foliculoestimulante;
o anticuerpos como la IgG (24).

Por ultimo, otro glicoconjugado de gran interés es la enzima glu-
cocerebrosidasa (= glicosilceramidasa, EC 3.2.1.62), que libera el
resto glucidico de la N-acilesfingosina, y es destinada a tratar pa-
cientes de la enfermedad de Gaucher (que son deficitarios de ella).
Aunque en este caso no es una sialoglicoproteina, para su obtencién
o transformacién con finalidad terapéutica se han seguido procedi-
mientos analogos a los antes indicados.

Se ha usado la enzima procedente de la placenta humana asegu-
randose de que irfa a su sitio diana. Para ello, se la modifica conve-
nientemente por acciéon de otras glicosidasas hasta conseguir que
pueda ser dirigida a las células reticuloendoteliales (mediante el
reconocimiento del extremo de manosa por dichas células). Pero
resulta mas rentable obtener glucocerebrosidasa por técnicas recom-
binantes, incorporando en ella el componente de manosa adecuado.
Ya en 1998 unas 1.700 personas de todo el mundo se habian bene-
ficiado de este tratamiento, que ha sido el primero perteneciente a
«terapia por reemplazamiento de enziman.

7. INFLUENCIA DE LA «PEGILACION» DE CIERTOS
FARMACOS EN SU ACTIVIDAD

No solamente la mayor concentraciéon del 4cido sidlico (N-ace-
tilneranimico) componente de un glicoconjugado puede incrementar
la semi-vida de éste y, por ello, su actividad biolégica sino que el
aumento de tamafo molecular de ciertas proteinas obtenido me-
diante enlace covalente con polietilenglicol (PEG) —por unién de
éste al grupo amino de la proteina (= «pegilaciéon»)— puede lograr
el mismo efecto (24).

Asi se ha conseguido para enzimas como la asparraginasa (em-
pleada en el tratamiento de la leucemia) (25), y la adenosindesami-
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nasa (relacionada con casos de infecciones recurrentes) (26) o para
el interferén o (27), entre otros agentes.

El incremento del tamafio molecular del compuesto modificado
de este modo determina un descenso en la velocidad de filtracién
glomerular (24), ademéas de una disminucién de la proteolisis de la
proteina en cuestién, por enmascaramiento de los sitios de su degra-
dacién (27).

Sin embargo, la «pegilacién» tiene inconvenientes tales como el
de producir isoformas (analogamente a lo que sucedia con la siali-
lacién) pero otros, mas graves, como el de originar productos deri-
vados dificiles de ser completamente catabolizados, al ser polimeros
sintéticos, a diferencia de los acidos sidlicos, que son metabolitos
ordinarios (24).

Manteniendo la misma composicién y estructura de la eritropo-
yetina humana (rHuEPO) —con las mismas cadenas glicanicas y
contenido de acido sidlico (con sé6lo 14 residuos de éste)—, pero
incorporando a dicha molécula una cadena polimérica mediante el
acido succinimilbutanéico-metoxipolietilenglicol, se ha logrado
el «primer activador continuo del receptor de la eritropoyetina» (Con-
tinuous Erythropoietin Receptor Activator, C.E.R.A.) (28).

Se trata de un nuevo agente antianémico que difiere por su com-
posicién, tamano molecular (61.000 dalton), mecanismo de accién
y prolongada vida media —ésta con sé6lo una administracién men-
sual— respecto a todos los anteriores. De €l existe actualmente menos
bibliografia que de otros farmacos usados como antianémicos.
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