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Resumen

El sindrome de inmunodeficiencia humana aquirida (SIDA) es un problema en la
salud puablica a nivel mundial al que se destinan recursos tanto ecOnomicos como
humanos. Por este motivo es importante tener distintos métodos para atajar esta
enfermedad, desde un tratamiento hasta la prevencion de la infeccion por medio de una
vacuna. Hasta ahora se han llevado a cabo diversos estudios sobre la posible obtencion
de una vacuna eficaz. Sin embargo este campo sigue siendo bastante desconocido a
pesar de los avances realizados. En la actualidad una de las estrategias mas
prometedoras es la produccion mediante métodos quimico-enzimaticos de

glicoproteinas que formaran parte de la vacuna.

Abstract

Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) is a major problem in public
health all over the world, so lots of economic and human resources are assigned. That is
why is important to have differents methods to face this disease, from a treatment to a
way of prevention by a vaccine. Until now numerous studies have been made about the
posible efficient vaccine. However this field is still very unknown despite the progresses
achieved. Nowadays chemoenzymatic synthesis highlights to obtain glycoproteins to be

part of the vaccine.

Abreviaturas

VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana), SINVIH (sistema de informacion sobre
nuevos diagnosticos de VIH), SIDA (Sindrome De Inmunodeficiencia Humana), OMS
(Organizacion Mundial de la Salud), CAZy (Carbohydrate-active enzyme), GH
(glicosidasas), GT  (glicosiltransferasas), Man  (manosa), GIcNAc  (N-
acetilglucosamina), ENGasa (endoglicosidasa), SPPS (sintesis peptidica de fase sélida),
HATU ((1-H-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluroniohexafluorofosfato), Fmoc (9-
fluorenilmetiloxicarbonilo), Endo-A  (endo-pB-N-acetil  glucosaminidasa  de
Arthrobacter), Endo-D (endo-B-N-acetil glucosaminidasa de S. pneumoniae), RNAasa
B (ribonucleasa B bovina), Et3N (trietanolamina), DMC (cloruro de 2-cloro-1,3-

dimetilimidazolina).



INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el responsable del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). A nivel mundial, la OMS estima que alrededor de
35 millones de personas viven con el VIH.! En Espafia este virus afecta a 84000
personas aproximadamente segun datos del Ministerio de Sanidad y Seguridad Social e
Igualdad (MSSSI) del 2013.2 Gracias a programas de vigilancia epidemiolégica, como
el sistema de informacion sobre nuevos diagnosticos de VIH (SINVIH), se ha
conseguido estabilizar el nimero de nuevos casos de infectados no aumentando asi la
incidencia de esta enfermedad. Debido al tratamiento antirretroviral para el VIH, en las
ultimas décadas, se ha logrado reducir de manera considerable la aparicion de nuevos
casos, sin embargo, este descenso se ha mantenido por lo que es necesario buscar
nuevos métodos para el tratamiento de esta enfermedad. Recientemente, se ha optado
por otra via que consiste en prevenir la infeccién con una vacuna profilactica, la cual

significaria una opcion para contener la epidemia mundial.

OBJETIVOS

La vacuna para el VIH estard conformada por moléculas miméticas de las que
forman parte de la cubierta protectora del virus que protege a las proteinas mas
importante para su ciclo vital. Entre estas proteinas destacan la proteina de
transmembrana gp4l y la proteina de superficie gpl20 (trimero heterodimérico de
gp120 y gp41), que participan en la fase de unién del ciclo del VIH, y que tienen en su
cubierta protectora restos glicosidicos altamente conservados que hacen innacesible la
parte proteica para las células del sistema inmune del huésped.®*° Por un lado, que sean
carbohidratos implica una baja inmunogenicidad, pero al ser secuencias altamente
conservadas, se deduce que son de vital importancia para el virus y con ello buenas
dianas. Esas secuencias son mayoritariamente N-glicosilados, si bien podemos encontrar

también O-glicosilados.®"®

A partir de algunos anticuerpos monoclonales encontrados en el suero de
pacientes infectados por este virus se han realizado estudios para conocer los epitopos
reconocidos por los anticuerpos durante la infeccion virica, y se ha visto que estos son
los oligosacaridos de manosa presentes en la superficie de las glicoproteinas gp120 y
gp4l. A raiz de la estructura de estos epitopos, se ha logrado sintetizar moléculas
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glicosiladas miméticas a esos oligosacaridos de manosa que resultan ser incluso de

mayor afinidad por esos anticuerpos que el epitopo que forma parte del virus.*” 01112

Hasta el 2004 la sintesis quimica constituia el Unico método de obtencién de
glicopéptidos capaces de ser la base del desarrollo de una vacuna contra el VIH. Esto
implicaba gran cantidad de pasos con el consiguiente elevado coste econdmico, la
posibilidad de que se cometiesen més errores y el bajo rendimiento obtenido. Sin
embargo, en los Gltimos afios, nuevos estudios han puesto en practica el desarrollo de
diferentes sintesis quimico-enzimaticas, que facilitarian en muchos aspectos la
obtencion de las moléculas y con ello se aceleraria la investigacion para obtener

finalmente la vacuna contra el VIH.3121314

No obstante el desarrollo de esta vacuna es aun dificil de alcanzar debido a la
variabilidad antigénica del virus y a la poca inmunogenicidad del dominio proteico de la
cubierta al estar muy glicosilada. Por ello la vacuna tiene como diana las glicoproteinas
d6| VIH 3,7,10,15,16

METODOLOGIA

Para la realizacion de este trabajo se ha llevado a cabo una revision bibliogréafica
de distintos articulos cientificos y reviews sobre la sintesis enzimética de carbohidratos.
También se ha consultado informacion sobre las principales enzimas implicadas en el
metabolismo de los mismos consultando bases de datos como CAZy (Carbohydrate
Active Enzymes), especialmente en la sintesis de las oligoestructuras que aparecen en
las glicoproteinas de la cubierta del virus VIH y sus glicomiméticos. La informacion
utilizada data de los ultimos 15 afos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Biocatalisis
La biocatalisis, también llamada catalisis enzimatica o biotransformacion,
consiste en el uso de enzimas (biocatalizadores) para llevar a cabo reacciones quimicas.
A parte de aumentar la velocidad de reaccion presentan numerosas ventajas frente a los

catalizadores quimicos, como metales pesados, que son muy contaminantes para el

medio ambiente.



- Las enzimas son catalizadores que presentan una alta eficacia, ya que aumentan
la velocidad de reaccion en mayor medida que los catalizadores quimicos,
pudiéndose emplear en concentraciones mas bajas.

- Presentan una alta selectividad, tanto regio-, quimio- y enantioselectividad. Esto
reduce el uso de grupos protectores’’ disminuyendo el niimero de pasos en las
reacciones de sintesis, aumentando el rendimiento y limitando la produccién de
sustancias contaminantes.

- Los biocatalizadores son eficientes al presentar condiciones de uso moderadas*’
como el pH (5-8), la temperatura (20-40°C) y la presion, reduciendo asi los
efectos producidos por las reacciones llevadas a cabo con catalizadores
quimicos. Por otro lado, los procesos que catalizan se llevan a cabo a través de
reacciones que ocurren en medios mas respetuosos con el medio ambiente
gracias a estas condiciones de uso.

- Las enzimas son economicamente eficientes al reducir los costes de la sintesis
quimica y al poder producirse de forma masiva. Ademas tienen una gran
especificidad por los sustratos.

- Addiferencia de los metales pesados, las enzimas son biodegradables siendo pues
compatibles con el medio ambiente (Quimica Verde).'?

- Se pueden utilizar estrategias de inmovilizacion que consisten en el aislamiento
de una o varias enzimas en un determinado espacio, aumentando asi el
rendimiento del proceso.

- La accion ajustada de varias enzimas que actlan secuencialmente presenta
grandes ventajas ya que se puede desplazar el equilibrio de la reaccién hacia el
producto deseado o incluso convertir una reaccion irreversible en un proceso

reversible.

Dentro del concepto de respetuosidad con el medio ambiente, surgié en el afio
1991 el término de “Quimica Verde” que segun la US Environmental Protection
Agency (EPA)® la define como el “uso de la quimica para la prevencion de la
contaminacion, y el disefio de productos quimicos y procesos benéficos para el medio
ambiente”. Asi, dentro de la Quimica y en especial de la Quimica Orgénica, el uso de
rutas alternativas para la sintesis de compuestos es una herramienta de la Quimica

Verde que plantea 12 principios (Figura 1) para conseguir sus objetivos.
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Figura 1. Doce principios de la Quimica Verde.*

Desde 1998 CAZy"° realiza un analisis de la informacién genémica, estructural
y bioguimica de las enzimas encargadas de la sintesis y degradacion de los
carbohidratos. Las principales enzimas que estan implicadas en la hidrolisis de
carbohidratos son las glicésidohidrolasas (glicosidasas) y las que estan implicadas en su
sintesis son: glicosiltransferasas y aldolasas.’ En este trabajo nos centraremos en las

glicosidasas y en menor medida en las glicosiltransferasas.



Glicosidasas

Las glicosidasas?#

(GH) son enzimas que pertenecen al grupo de las hidrolasas

y se encargan del catabolismo de los carbohidratos. Van a catalizar la hidrdlisis del

enlace glicosidico de los glicanos (oligosacaridos y polisacaridos) y de los

glicoconjugados (glicoproteinas, glicolipidos y proteoglucanos). Se clasifican en
funcién del carbohidrato que hidrolicen (glucosidasas, galactosidasas, manosidasas...),
de la orientaciéon del enlace glicosidico (o y B) y de la zona del azucar en la que actuen

(exoglicosidasas si hidrolizan residuos de los extremos, o endoglicosidasas si hidrolizan

residuos centrales).

El mecanismo hidrolitico (Figura 2) estd catalizado por dos residuos de
aminoacidos que se encuentran en el centro catalitico del enzima (&cido glutamico y
acido aspartico). La hidrolisis puede ser via retencién de la estereoquimica o inversion
de ésta.”®

- El proceso de retencién ocurre en dos pasos en los que intervienen dos residuos
carboxilicos, uno actuando como acido/base y el otro como nucleofilo. En el
primer paso de la reaccién, denominado glicosilacion, el nucledfilo ataca al
carbono anomérico a la vez que el residuo &cido/base actuando como &cido,
protona el oxigeno glicosidico. Se forma asi en el estado de transicion el i6n
oxocarbonio con configuracion anomérica invertida. Esta molécula, en el
segundo paso de la reaccion, denominada desglicosilacién, es hidrolizada por
una molécula de agua y ahora el residuo acido/base actuando como base
desprotona una molécula de agua que ataca de nuevo al carbono anomérico
desplazando al grupo saliente y recuperando la configuracién inicial .**

- El proceso de inversion de la configuracidn ocurre sin embargo en un solo paso.
En este caso uno de los residuos cataliticos del enzima actia como &cido
protonando el oxigeno glicosidico y el otro residuo actia como base
desprotonando una molécula de agua provocando el ataque nucleofilico al
carbono anomérico eliminandose el grupo saliente con la consiguiente inversién

de la estereoquimica.?
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Figura 2. Mecanismo hidrolitico de glicosidasas con inversion de la configuracion (A)

y con retencion de la configuracion (B).



Glicosiltransferasas

Las glicosiltransferasas™ (GT) son las enzimas encargadas de la sintesis de los
carbohidratos. Van a catalizar la formacion del enlace glicosidico requiriendo la
presencia de dos sustratos: un dador de azucar y un aceptor. Cabe destacar las

sialiltransferasas que se van a encargar de sialilacién de sustratos.?*

VIH

Existen distintos anticuerpos que se unen a la cubierta del virus.®'®® En esta
cubierta estdn las glicoproteinas gpl20 y gp4l. Los anticuerpos que mas se han
mencionado en la literatura son 2G12, PG9 y PG16,*%?® que se van a unir a la gp120.

Estos anticuerpos se unen a un oligosacarido presente en la superficie de gp120.
Esos oligosacéaridos estan unidos a la parte proteica en sitios de N-glicosilacién con gran
cantidad de manosas y presencia de asparraginas. En las glicoproteinas humanas es
poco frecuente encontrar gran cantidad de manosas, por lo que una estrategia seria
sintetizar moléculas con alta densidad de manosas para que el sistema inmune lo

reconozca como algo extrafio.>*>2°%’

Dado que la farmacocinética de los oligosacaridos de elevada densidad de manosa
no favorece a su administracion en la vacuna; para realizar la sintesis de una vacuna
eficaz, necesitamos glicomiméticos de dichos oligosacaridos de gran cantidad de
manosas que se encuentran en la glicoproteina gp120, que presenten una afinidad igual

o superior al antigeno del virus.*#

El glicomimético que reconoce el anticuerpo 2G12 es entre 46 y 210 veces mas
afin que la glicoproteina del VIH, gracias a la unidad Mang(GIcNAC),.5?® Se ha
comprobado que el anticuerpo PG9 tiene mayor afinidad por las moléculas que tienen
Mans(GIcNAC),.29?*%% Sin embargo, el anticuerpo PG16 es mas afin por las
moléculas que ademas tienen Mans(GICNAC), sialilado. La sialilacion es un proceso
guimicamente complicado que precisa de muchos pasos por lo que también se puede

realizar con sialiltransferasas, que pertenecen a la familia de glicosiltransferasas.®24

Esta mayor afinidad por estas estructuras oligosacaridicas es debida por un lado a
la gran densidad de manosas y por otro a que la mayoria de esas manosas presentan
varios enlaces a1,2 (Man-a-(1->2)-Man)**? (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de una O-glicoproteina con alta densidad de manosas y

varios enlaces Man-a-(1->2)-Man: Mang-p-GIcNAc-péptido.
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SINTESIS

A. Sintesis tradicional
A.1 Sintesis quimica de GIcNAc-péptido

La sintesis quimica de GIcNAc-péptido por el método de sintesis peptidica en
fase solida (SPPS), se consigue mediante la unién de una resina (fase solida) a distintos
aminoacidos protegidos con Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonilo). Estos aminoécidos se
unen  secuencialmente  mediante HATU  ((1-H-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluroniohexafluorofosfato) y se desprotegen de Fmoc con piperidina. Esta
secuencia se repite hasta conseguir el péptido deseado. A continuacién se introduce el
aminoécido Fmoc-Asn-(AcsGIcNAc)-OH para conseguir GIcNAc-péptido-resina y
finalmente se libera GIcNAc-péptido (Figura 4).2

aa;-Fmoc aa,
. Piperidina |
HATU
RESINA | + @3;-Fmoc —"—gu | Rpsnae |—— > | REsmNA
aa,-Fmoc
HATU
Péptido-Fmoc aa;-aay aa-aay-Fmoc
Piperidina
(aa-Fmoc),,
Piperidina
Q
Fmoc—HN—(IZHC—O—(AC3GICNAC)-OH
) Gt -
Péntid C=0 FmocAsn (Ac;GIecNAc)-OH Pept]do-GlcNAc
éptido i
P NH,
+ HATU
RESINA — > RESINA
2) Piperidina
Tioanisol
TFA
EDTA
Anisol

GlcNAc-Péptido

Figura 4. Sintesis quimica de GIcNAc-péptido.
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A.2 Sintesis enzimatica de restos de manosa

Por otro lado, para obtener los oligosacéridos de manosa se utiliza como sustrato
la aglutinina de soja que tratada con pronasa purificada (mezcla comercial de proteasas)
y la Endo-H (endo-B-N-acetilglucosaminidasa H) extraida de Streptomyces griseus da
lugar a Mang(GIcNAC),Asn. A continuacion se hidrolizan algunos enlaces o de las
manosas con la o-manosidasa murina, segun el mecanismo de retencion de las
glicosidasas de la Figura 2B, dando Mang(GIcNAC),Asn y a continuacion
Mans(GIcNAc),Asn (Figura 5).%°

Pronasa » Mang(GIcNAc),Asn
Endo H

Aglutinina de Soja

o-manosidasa

Mang(GIlcNAc),Asn

o-manosidasa

Mans(GIlcNAc),Asn

Figura 5. Sintesis enzimatica de sintones de manosa.

A.3 Unidn manosas-GIcNAc-péptido

Por dltimo se sintetiza Mans.o(GICNAC),-péptido a partir de los productos
obtenidos en la fase A.1l y A.2 mediante la endo-B-N-acetilglucosaminidasa de
Arthrobacter (Endo-A).°® Esta enzima sigue el mecanismo de la Figura 2B
manteniendo la configuracion B del enlace 1,4 de las N-acetilglucosaminas (GICNAC),
(Figura 6).%03!

Mans_-(GIcNAc),Asn + GlcNAc-Péptido

Endo A

Manjs_g-GlcNAc-B-(1—>4)-GIcNAc -Péptido

Figura 6. Obtencion de Mans_g(GIcNAC).-péptido mediante el mecanismo descrito en la

Figura 2B.
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B. Sintesis novedosa

Inicialmente, esta primera sintesis quimico-enzimatica era poco eficiente, con un
rendimiento bajo (alrededor del 28%) y ademaés existia riesgo de hidrolisis de los
oligosacaridos de manosa (unidos Man-a-(1->2)-Man). Esto se subsan6 mediante una
estrategia que consiste en el uso de un glicomimeético (la oxazolina glicosidica sintética)
como sustrato donador, aumentando la eficiencia y cumpliendo con los Principios de La
Quimica Verde (Figura 1).6*%% Otra manera de aumentar la eficiencia es usar enzimas
endoglicosidasas modificadas (Endo-D, Endo-A, Endo-M) para poder usar la oxazolina

glicosidica como sustrato donador y sin producir hidrélisis.®*3

B.1 Sintesis quimica de GIcNAc-péptido

La obtencion de GIcNAc-péptido se lleva a cabo de la misma forma que en la

sintesis tradicional (Figura 4).

B.2 Obtencién guimico-enzimatica de la oxazolina glicosidica

La oxazolina glicosidica se obteniene por semisintesis quimico-enzimatica.* La
ribonucleasa B bovina (RNAasa B) se trata con a-manosidasa murina para dar lugar a
glicoformas de Mansg(GIcNAC),. Estas glicoformas son tratadas con endo-B-N-
acetilglucosaminidasa (Endo-D) de Streptococcus pneumoniae obteniendo las unidades
de Mans9GIcNAcC manteniendo la configuracion  del GlcNAc. Esas unidades en agua,
con EtzN y DMC, dan como producto Mans.sGlcNAc-oxazolina® (Figura 7.1) por la
reaccion de la Figura 7.

Tampon fosfato pH 6,5

RNAasa B = Mans_ o-(GIcNAc),-glicoproteinas
o-1,2-manosidasa

OH Endo-D

0 H,0, Et;N
0 - Man;_¢GIlcNAc

Man5_9/ N r\(-a
Ve

HO \\
7.1 H3C \<C| ClI

Figura 7. Sintesis quimico-enzimatica de Mans.gGIcNAc-oxazolina (7.1).
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B.3 Union manosas de oxazolina glicosidica-GIcNAc-péptido

Asi la oxazolina glicosidica (Figura 7.1) junto con el GIcNAc-péptido (Figura 8.1)
tratados con una endoglicosidasas modificadas (Endo A/D/M) daria el Mans.
o(GIcNAC).-péptido (Figura 8.2). Esta es la alternativa utilizada actualmente dado que el

rendimiento de esta reaccion es superior, alrededor del 75% (Figura 8).%

OH OH
4 H
0] + O N 0
/O 1 HO \f 8.1
Man5_g HO N>/O HO HN

Péptido

7.1 Ac

Endo- A/D/M
(modificadas)

Y

OH
OH
B—(1-4) 0
O o \(
© Péptid
HN éptido
/ HN HO |
| Ac

ZT

Manss HO
Ac 8.2

Figura 8. Obtencion de Mans.o-GICNAC-B-(1->4)-GIcNAc-péptido (8.2) a partir de
oxazolina glicosidica (7.1) y GIcNAc-péptido (8.1).

CONCLUSIONES

La sintesis enzimatica 0 quimico-enzimatica para la obtencion de
glicomiméticos peptidicos que se puedan utilizar en la vacuna contra el VIH, constituye
un método mas respetuoso con el medio ambiente respecto a la sintesis quimica.
Ademas la via de obtencion del Manso(GICNAC),-péptido a través de la sintesis
novedosa basada en la reaccién de la oxazolina glicosidica, supone un mayor

acercamiento a los Principios de la Quimica Verde representados en la Figura 1.

-14 -



De las estrategias descritas para la obtencion de estas vacunas, destaca la mas

novedosa que consta de tres pasos:

1) Sintesis quimica de GIcNAc-péptido por el método de sintesis peptidica en fase sélida
(SPPS).

2) Obtencidén quimico-enzimatica de un glicomimético sin péptido (Mans.o-GICNAC-
oxazolina).

3) Sintesis enzimatica de un glicomimético peptidico (Mans.o-(GIcNAC),-péptido).

Esta ultima etapa es la responsable de la mejora del rendimiento, cumple con los
principios de la Quimica Verde o Quimica Sostenible y en ella se utiliza una
endoglicosidasa tipo retencion de la configuracion y modificada especialmente para

utilizar la oxazolina glicosidica como sustrato donador.

Aunque hasta ahora no se ha logrado que la eficacia obtenida con las moléculas
sintetizadas sea la adecuada, se avanza con la continua investigacion y con nuevas
lineas de estudio. El trabajo en el futuro, en el caso del VIH, deberia centrarse en
innovaciones de la sintesis de las moléculas precisas para obtener una vacuna eficaz, y
queda claro con la experiencia ilustrada, que la sintesis quimico-enzimatica es una

buena opcion para lograrlo.
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