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RESUMEN

El procesamiento postraduccional de proteinas producidas en cultivos celulares ha
cobrado gran importancia ya que es un factor determinante en la actividad de proteinas
recombinantes de interés terapéutico. Dentro de estas modificaciones postraduccionales,
la glicosilacion es particularmente esencial para las propiedades farmacocinéticas de estas
proteinas. Dentro de todos los factores que influyen en la glicosilacion de proteinas, las
condiciones de cultivo y la disponibilidad de nucleétido-azicares han sido ampliamente
estudiados en cultivos de células de mamiferos y menos en células de insecto. En este
trabajo se realiz6 una caracterizacion del efecto de la adicion de citidina (Cyt), N-
acetilmanosamina (ManNAc) y manosamina (ManN) en la N-glicosilacién compleja de
fosfatasa alcalina humana recombinante producida por el sistema células de insecto-
baculovirus.

Los resultados muestran que el tratamiento con ManNAc tiene un efecto positivo
en el crecimiento mientras que los tratamientos con Cyt y ManN muestran un efecto
negativo en el crecimiento. Sin embargo, el consumo de glucosa y la generacion de
lactato fueron similares en todos los cultivos. Otro pardmetro que se mantuvo sin
alteracion fue la produccion especifica de proteina recombinante. El anélisis de las
muestras de proteina recombinante cosechada a 48 y a 120 horas post-infeccion, muestra
que la mayoria de las estructuras identificadas para los tres tratamientos (Cyt, ManNAc y
ManN) corresponden a formas alta manosa y paucimanosa. Se identificaron estructuras
complejas (N-acetilglucosamina y galactosa terminales) e hibridas tnicamente con la
adicion de 20 mM de ManNAc y en las tres concentraciones de ManN. En ninguna

muestra de proteina se identificaron N-glicanos con acido sialico terminal.



Capitulol  INTRODUCCION

Una de las aplicaciones de la biotecnologia moderna que ha experimentado un
gran crecimiento debido a su importancia, es la produccion de proteinas recombinantes de
interés terapéutico. Debido a su gran potencial para la industria farmacéutica, se utilizan
actualmente diversos sistemas de expresion de proteinas. Aunque se ha optado
principalmente por producir estas proteinas en cultivos de procariotes o eucariotes
inferiores, se debe tomar en cuenta que un factor de suma importancia en las proteinas
que seran utilizadas con fines terapéuticos es que deben tener las modificaciones
postraduccionales caracteristicas de las proteinas humanas. Dichas modificaciones
postraduccionales solamente se obtienen al expresar la proteina de interés en células de
eucariotes superiores. En el desarrollo de sistemas de expresién que cumplan con esta
importante cualidad ha predominado el uso de cultivos de células de mamifero. Un
sistema de expresion destacado y diferente al de células de mamifero es el sistema células
de insecto baculovirus (SCIBV) [1]. Este sistema de expresion consiste en cultivar
células de insecto hasta alcanzar una concentracion particular para posteriormente ser
infectadas con un baculovirus recombinante que contiene el gen de la proteina que va a
ser expresada. Este sistema ofrece importantes ventajas sobre otros sistemas de expresion
basados en células de mamifero. Entre ellas destaca el ser altamente eficiente,
reportandose productividades de hasta 600 mg/L situdndose muy por encima de las
reportadas para sistemas basados en células de mamiferos [1]. Otras ventajas incluyen la
posibilidad de expresar dos o mas proteinas recombinantes, su inocuidad al ser humano y
al medio ambiente, la facilidad para la obtencion de cultivos en suspension y la facilidad

para construir los virus recombinantes. Una cualidad importante de las células de insecto



es que al igual que otras células de eucariotes superiores, pueden realizar modificaciones
postraduccionales (acilacion, fosforilacion, glicosilacion) similares a las que se
encuentran en las proteinas humanas [2]. Este procesamiento postraduccional es esencial
para la funcionalidad de proteinas de interés terapéutico. Muchas propiedades
farmacocinéticas dependen de las modificaciones postraduccionales que tenga la proteina
que va a ser administrada. Una de estas modificaciones postraduccionales que es
determinante en la actividad farmacologica es la glicosilacion, ya que es un factor
esencial en la inmunogenicidad, solubilidad, permanencia en el torrente sanguineo,
caracteristicas farmacocinéticas, resistencia a la protedlisis y otras propiedades
importantes para la actividad in vivo del producto final [3].

Se han manipulado las concentraciones de glucosa y glutamina en el medio de
cultivo de células CHO (Chinese Hamster Ovary) con el fin de disminuir la cantidad de
lactato y amonio, que son los principales desechos metabdlicos, y que se ha visto afectan
(sobre todo el amonio) la cantidad y el patron de glicosilacion de proteinas recombinantes
[4]. Otro factor importante en la glicosilacion de proteinas es la concentracion de
nucledsidos (citidina y uridina), existen reportes que indican que su adicion al medio de
cultivo incrementa la disponibilidad de nucledtido-aztcares [5-8]. Estos nucledtido-
azucares en conjunto con las glicosiltransferasas son esenciales para la biosintesis de
glicoconjugados. La disponibilidad intracelular de estos precursores es esencial en el
mecanismo de glicosilacion. Pels Rijcken y colaboradores [5] demostraron que
adicionando 0.5 mM de citidina y uridina a un cultivo de hepatocitos de rata, se
incrementaba la concentracion intracelular de nucledtido-aziicares (UDP-N-

acetilglucosamina, UDP-N-acetilgalactosamina, CTP). También observaron un aumento



significativo en la concentracion de nucleétido-azicares con la adicion de N-Acetil-
hexosaminas. El control de los niveles de nucledtido-azucares es muy significativo ya que
varias enzimas involucradas en su biosintesis mostraron inhibicién por sus productos
finales al ser probadas in vitro [9). La inclusion de glucosamina (10mM), uridina (2mM)
y N-acetilmanosamina (20mM) en el medio de cultivo mostr6 un aumento significativo
en la concentracion de nucledtido-azicares en células CHO [6], lo cual sugiere que la
manipulacion del metabolismo de nucledtido-azicares por medio de la adicion de
nucleétidos puede promover cambios en el procesamiento de glicoproteinas en células de
eucariotes superiores.

Basados en lo anterior, en este trabajo se analizo el efecto de la adicion de
manosamina, citidina y N-acetilmanosamina, sobre aspectos como el crecimiento,
consumo de nutrientes, generacion de metabolitos de desecho, produccion de proteina
recombinante y sobre las glicoformas asociadas a una proteina recombinante producida

en el sistema células de insecto-baculovirus.



Capitulo I ANTECEDENTES.

2.1 Sistemas de expresion de proteinas recombinantes.

La expresion de proteinas recombinantes de interés terapéutico ha cobrado gran
importancia en la biotecnologia moderna, debido principalmente a la gran demanda de
éstas por la industria farmacéutica y a su alto valor agregado. Para la expresion de
proteinas recombinantes se han empleado diversos sistemas, cada uno de los cuales
ofrece caracteristicas propias debidas al microorganismo y al método empleado para la
expresion del gen de interés. Esto es algo que debe tomarse en cuenta para la eleccion del
sistema de expresion adecuado para la proteina que se quiere obtener y evaluar las
ventajas y desventajas que ofrece cada sistema. El rendimiento, la conservacion del gen
de interés y los costos de produccion han sido hasta ahora variables determinantes en la
eleccion del sistema de expresion adecuado, sin embargo, otras consideraciones
importantes como el procesamiento postraduccional, inocuidad del sistema y
escalamiento del proceso, deben también ser tomados en cuenta cuando se trata de
proteinas destinadas a su administracion en humanos para asegurar la efectividad y
seguridad del producto terminado. Los sistemas de expresion que se utilizan actualmente
para expresion de proteinas heterdlogas utilizan procariotes, eucariotes inferiores,
eucariotes superiores y plantas.

A continuacién se sefialan las caracteristicas principales de los sistemas de

expresion en células procariotas y eucariotas tanto inferiores como superiores.



2.1.1 Sistema de expresion en bacterias.

Escherichia coli ha sido un microorganismo ampliamente empleado para la
produccién de proteinas recombinantes tanto con fines terapéuticos, como de
aplicaciones en la investigacion [10, 11]. Una caracteristica muy importante de este
microorganismo es que es facil de crecer y lograr cultivos de alta densidad celular,
ademas se tiene un gran conocimiento sobre su genética y biologia molecular, lo cual
facilita la clonacion de genes y un buen control de la expresion de la proteina
recombinante. Se considera un sistema robusto de expresion de genes heterologos debido
a que los protocolos de transformacion' estan muy desarrollados y se dispone de una gran
variedad de vectores. El control de la expresion de la proteina recombinante es muy
importante, ya que cuando se utiliza a E. coli como hospedero para la expresion de
proteinas, éstas pueden resultarle toxicas e inhibir el crecimiento celular, por lo que es
necesario controlar la expresion de la proteina mediante el uso de promotores inducibles.
El uso de éstos promotores permite una expresion mas eficiente de las proteinas
heterdlogas, ya que el promotor permanece inactivo mientras el cultivo alcanza una alta
densidad celular, de esta manera, mientras la bacteria crece, no se pierde el plasmido que
expresa la proteina recombinante y se obtiene una gran cantidad de proteina al ser
inducida la expresion. En contraste con los altos rendimientos logrados por este sistema
de expresion, se presentan algunas desventajas, siendo una de las principales la referente
al plegamiento de la proteina expresada, especialmente si se trata de una proteina propia
de eucariotes. Si a esto se le suma que no realizan las modificaciones postraduccionales
propias de eucariotes superiores (como la glicosilacion compleja), hacen que éste sistema

convenga poco para la obtencion de glicoproteinas funcionales para el consumo humano.

! Alteracion del fenotipo de un organismo como resultado de la inclusién de ADN foraneo.



2.1.2 Sistema de expresion en levaduras

El sistema de expresion en levaduras ha sido utilizado desde 1980. Las técnicas
para transformar Saccharomyces con los adecuados vectores de expresion han sido
ampliamente desarrolladas, sin embargo, esta levadura ha permanecido sélo como una
gran herramienta para la investigacion, debido a sus bajos niveles de expresion de
proteinas recombinantes y condiciones demandantes en la fermentacion. Por todo esto la
explotacion de Saccharomyces como sistema de expresion ha sido reemplazada por una
mejor alternativa, la levadura metilotréfica Pichia pastoris. Este sistema ofrece las
ventajas de E. coli (alto nivel de expresiéon, facil escalamiento y bajos costos)
combinados con las ventajas de la expresion en un sistema eucariote (procesamiento de
proteinas, plegamiento y modificaciones postraduccionales similares a las humanas).
Pichia lleva a cabo la N-glicosilaciéon eficientemente, pero generalmente la cadena de
carbohidratos unida a la proteina recombinante difiere de la que se encuentra en la
proteina natural, encontrandose sélo ramificaciones de manosa en el “ntcleo” del
oligosacérido. Pichia no puede producir cadenas de oligosacaridos complejos®, como los

que se encuentran regularmente en muchas proteinas de eucariotes superiores [12].

2.1.3 Sistema de expresion en células de mamifero
En la busqueda de sistemas de expresion adecuados para la produccion de
proteinas recombinantes para uso en humanos, el sistema de expresion en células de

mamifero presenta la ventaja principal de dar como resultado proteinas con la mas alta

? Cadenas de oligosacéridos que fueron procesados por lo menos hasta tener dos N-acetilglucosaminas
terminales



similitud a las humanas tanto en plegamiento como en modificaciones postraduccionales.
Una de las aplicaciones cruciales del sistema de expresion en células de mamifero es la
producciéon de proteinas terapéuticas como factores de crecimiento y anticuerpos
monoclonales, asi como en experimentos relacionados con la terapia génica para el
tratamiento de enfermedades humanas [11]. La eficiencia de la expresion de genes
heter6logos en células de mamifero estd determinada por la eleccion de las células
hospedero, método de transferencia del gen, sitios en los cuales los genes heter6logos
seran integrados en el genoma del hospedero y la posicion de estimuladores de la
transcripcion presentes en el vector que contiene el gen de interés [13]. Otros rubros
importantes son las modificaciones postraduccionales (glicosilacion, fosforilaciéon y
procesamiento proteolitico), ya que pueden afectar la calidad de la proteina expresada por
las células recombinantes.

Un vector de expresion tipico de mamiferos contiene una copia del ADN
complementario del gen de interés localizado en el extremo 3’ del promotor para asegurar
una transcripcion eficiente; una sefial polyA ubicada rio abajo, que es requerida para una
eficiente terminacion de la transcripcion. Las secuencias estimuladoras de la
transcripcion, estan usualmente colocadas en 5 del promotor, mientras que un marcador
y un origen de replicacion son incluidos para la propagacion de la expresion en E. coli.

Un gran numero de sistemas de expresion estan disponibles para la expresion
heter6loga de una gran variedad de proteinas en células de mamifero. La eleccion de un
determinado sistema vector/hospedero depende, en principio, del nivel de expresion
deseado, naturaleza de la expresion (transitoria vs. estable), expresion intracelular o

extracelular, y si se quiere expresion constitutiva o inducible.



Actualmente el reto sigue siendo producir proteinas terapéuticas de una manera
mas econdmica y es necesario recurrir a sistemas de expresion alternativos que aseguran
altos niveles de expresion y que permitan reducir el tiempo entre la construccidon del
vector de expresion y la produccion de la proteina en escala industrial, asi como asegurar
que la proteina obtenida tenga las caracteristicas de plegamiento y modificaciones
postraduccionales que aseguren una optima funcionalidad.

2.2  Sistema células de insecto-baculovirus.

2.2.1 Generalidades

En los udltimos afios, el sistema de expresion en células de insecto ha generado
grandes expectativas debido a las grandes ventajas que ofrece para la obtencion de
proteinas recombinantes. El sistema consiste en infectar un cultivo de células de insecto
con un baculovirus recombinante que contiene el gen de la proteina que se quiere
expresar. Es un sistema versatil ya que permite la expresion de varios genes a la vez,
genera grandes cantidades de proteina recombinante y es capaz de llevar a cabo
modificaciones postraduccionales. Por otra parte, las células de insecto se adaptan
facilmente a condiciones de cultivo en suspension y las proteinas son expresadas en el
compartimiento apropiado, es decir, las proteinas de membrana son localizadas en la
membrana y las proteinas secretadas lo son en el medio de cultivo [1]. El genoma viral es
grande (130 Kb), por lo que pueden ser insertados grandes fragmentos de DNA
heterélogo. Los baculovirus no infectan a vertebrados y sus promotores han mostrado no
ser activos en células de mamifero, lo cual le confiere a éste sistema la cualidad de ser

seguro para la expresion de proteinas para consumo humano.



2.2.2 Baculovirus

Los baculovirus estan clasificados en la familia Baculoviridae, tienen una
nucleocépside de forma alargada de 40-50 nm de diametro y 200-400 nm de longitud
conteniendo una molécula de ADN de doble cadena circular superenrrollado. La familia
contiene dos géneros, el género Nucleopolihedrovirus (NPV) y el género Granulovirus
(GV) [14]. Una caracteristica de NPV es la formacion en el nucleo de células infectadas
de cuerpos de oclusién (viriones® encapsulados en una proteina viral cristalina llamada
poliedrina). Los baculovirus se pueden encontrar en dos fenotipos: (a) como virus no
ocluidos y (b) como virus ocluidos en las células infectadas. En las fases iniciales de la
infeccion (10-20 Hrs. después de la infeccion) se forman los virus no ocluidos, y el otro
fenotipo de virus (los virus ocluidos) son formados entre 20 y 24 Hrs después de la
infeccion [15]. Los cristales de poliedrina en que se encuentran inmersos los virus
ocluidos pueden ser de hasta 5 pm de didmetro y contener muchos viriones. Los virus
ocluidos son los responsables de la transmision del virus de insecto a insecto, después de
la muerte y descomposicion de una larva de insecto infectado, las capsulas de poliedrina
son liberadas a la vegetacion y consumidas por otra larva, quien al degradar la matriz de
poliedrina en su tracto digestivo, libera a los viriones que infectan a las células del
epitelio del intestino medio del insecto. Estas células infectadas liberan virus no ocluidos
que son responsables de la infeccion secundaria una vez que se han propagado a través de
la hemolinfa y trdquea. El insecto puede continuar alimentdndose hasta por 5-7 dias hasta
que la cuticula de la larva se melaniza y la estructura muscular es disuelta en un proceso

llamado reblandecimiento o licuefaccion. La larva eventualmente se destruye liberando

} Particula viral que contiene el material genético (ADN), y proteinas asociadas con su genoma para
permitir el empaquetamiento de éste y protegerlo de procesos degradativos.
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cerca del 25% de su peso en forma de cuerpos de inclusién de poliedrina, con lo cual
vuelve a iniciar el ciclo cuando éstos son liberados y consumidos por otra larva [15]. En
el caso de la infeccion en cultivos celulares se utiliza s6lo el fenotipo de virus no ocluidos
a los que se les ha insertado el gen de interés. En la fig.2.1 se muestra el ciclo de

infeccién de un baculovirus silvestre.

solubilizacion en
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Infeccion primaria

Fig. 2.1 Ciclo de infeccion de un baculovirus silvestre, en los rectangulos se indican las fases de la
infeccion y la duracion de cada una de ellas.
La expresion de genes del baculovirus se lleva a cabo en cuatro fases: inmediata
(or), temprana (P), tardia (y) y muy tardia (8). Los genes de la fase o son transcritos por la
ARN polimerasa Il del hospedero. La presencia de los productos de los genes o es
necesaria para iniciar la transcripcion de los genes 3. La sintesis de las proteinas o0 y B
ocurre dentro de las 4-7 h después de la infeccion y es el tiempo en el que comienza la

sintesis del ADN viral. Alrededor de las 7 h post-infeccién (HPI), las células infectadas

muestran hipertrofia del nucleo y acumulacion de cromatina granular conocida como
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estroma virogénico, esto coincide con el principio de la sintesis de ADN viral y con la
transcripcion de los genes y [14]. Entre los polipéptidos 7y se encuentran muchas de las
proteinas estructurales de los viriones. El ensamblaje de los viriones comienza en el
estroma virogénico cerca de las 12-18 HPI. Las nucleocapsides ensambladas durante éste
periodo geman del nicleo y son transportadas a la membrana plasmatica en donde la
proteina viral gp64 es acoplada [15]. La fase muy tardia (8) comienza a partir de las 20-
24 HPI, algunos de los viriones que se encuentran en el nicleo entran en proceso de
oclusion, otros salen del nicleo y se transfieren a través de la membrana plasmatica hasta
el exterior de la célula para diseminar la infeccion hacia otras células. Dos genes son
abundantemente expresados durante la fase muy tardia, después de las 18 HPI, el de polh
y el de pl0. La poliedrina es el producto del gen (polh), es una proteina de 29 kDa que
forma la matriz cristalina que envuelve a los virus ocluidos. La proteina p10 (10 kDa)
forma arreglos de fibras largas en el nucleo y ocasionalmente en el citoplasma [15]. La
funcién de ésta proteina no ha sido determinada, pero se ha reportado que la lisis celular
se retarda cuando las c€lulas son infectadas con virus mutados en p/0, lo cual puede ser
una ventaja al utilizar virus en los que se ha sustituido este gen en la construccion del
baculovirus recombinante [16]. En 1983 Smith y colaboradores [17] observaron que los
virus que contenian deleciones en el gen de la poliedrina eran estables y se podian
replicar en células cultivadas in vitro. Aunque las células infectadas con tales virus
perdieron la capacidad de formar virus ocluidos, la capacidad de producir virus infectivos
no se vio afectada. De esta manera, los virus pueden ser colectados del medio de cultivo y
ser usados para infectar a otras células. Debido a que el gen de la poliedrina no es un gen

esencial para la infeccién y propagacion del baculovirus en cultivos celulares, la

12



construccion de un bacoluvirus recombinante puede llevarse a cabo reemplazando el gen
de la poliedrina por el gen de interés, de ésta manera, estando el gen heterélogo bajo la
influencia del promotor de la poliedrina, es expresado en lugar del gen de la poliedrina en
la fase muy tardia de la infeccién. Los promotores de estas dos proteinas (pl0 y
poliedrina) son muy fuertes y de la fase muy tardia, la poliedrina como ejemplo, puede
constituir hasta el 50% de la proteina total, por lo que el empleo de estos dos promotores

es frecuente para la expresion de proteinas recombinantes [14].

23  GLICOSILACION

La glicosilacion de proteinas consiste en la adicion secuencial de monosacaridos
y/o aminoazicares a la cadena polipeptidica, se trata de la mas extensiva de las
modificaciones postraduccionales hechas a proteinas por las células eucariotes [18]. Esta
modificacion involucra la adicion y eliminacién de oligosacaridos, primero en el reticulo
endoplasmico (RE) y luego en el aparato de Golgi (AG) antes de que la proteina sea
secretada o de que sea transportada a la superficie de la célula. Casi todas la proteinas en
la superficie de las células de mamiferos (incluidos los receptores) son glicoproteinas, y
la mayoria de las proteinas secretadas son también glicosiladas (con excepciones como la
insulina, la hormona del crecimiento y algunas interleucinas). La glicosilacion tiene una
gran influencia sobre la secrecion, solubilidad, estabilidad, antigenicidad y eliminacion
de la sangre de glicoproteinas [2], en algunos casos los carbohidratos son parte del sitio

de union a ligandos.
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2.3.1 Estructura de los oligosacaridos
Se conocen tres distintos tipos de glicosilacion que ocurren en plantas y animales
superiores:
1. N-glicosilacién; los oligosacaridos estan unidos al grupo amino de una
asparagina, usualmente en la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr.
2. O-glicosilacién: cadenas pequeiias de oligosacaridos unidos a serina o treonina
3. Mondémeros de glucosamina y manosa son incorporados a anclas glicosil-
fostadidil-inositol (GPI) de algunas proteinas de membrana.
Ademas, unidades de fucosa o pequefios glicanos unidos via Asn-X-Cys se han

encontrado en algunas proteinas de la sangre.

2.3.2 N-glicosilacion

La N-glicosilacion se caracteriza por un enlace glicosidico con el grupo R de una
asparagina en la cadena polipeptidica que se encuentra en un core tripéptido o péptido
consenso Asn-X-Ser/Thr (donde X es cualquier aminoacido, excepto Asn o Pro) [19]. Sin
embargo, la sola presencia de ésta secuencia de aminodcidos no garantiza que sera
glicosilada, ya que influyen otros factores como la estructura secundaria y el
plegamiento, asi como su estado dentro del RE. Dentro de los oligosacaridos N-
agregados se tienen tres categorias estructurales: complejas, altas en manosa e hibridas.
La formacion de cada una de estas estructuras va a depender de las etapas que se sigan
dentro del proceso de glicosilacion. Las tres estructuras contienen la misma estructura
central llamada nucleo quitobiosa (fig.2.2a) que consiste de dos N-acetilglucosaminas

(GleNAc) unidas a la asparagina contenida en la secuencia consenso y tres unidades de
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manosa, ocasionalmente se encuentra una unidad de fucosa (Fuc) (fig.2.2b) unida a la

GlcNAc enlazada a la Asn.

Los oligosacaridos complejos contienen dos o mas ramificaciones (fig.2.2¢c)

unidas al nicleo quitobiosa y los términos biantenario, triantenario y tetraantenario se
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Fig. 2.2 Algunas glicoformas: a) micleo quitobiosa b) nucleo quitobiosa con fucosa at1-6, ¢)
compleja, d y e) alta manosa, f) hibrida, g) nicleo quitobiosa con fucosa ot1-3

refieren al numero de ramificaciones. Azlcares como GIcNAc, galactosa (Gal), N-
acetilgalactosamina (GalNAc), Fuc y acidos sidlicos (N-acetil [NeuAc] y glicolil
[NeuGc] acidos neuraminicos), son afiadidos a éstas estructuras.

Las estructuras oligo (5-9) (fig.2.2d) y alta manosa (>9 Man) (fig.2.2e) contienen
solo manosas unidas al nticleo comun. Las estructuras hibridas (fig.2.2f) contienen al

menos una cadena del tipo complejo y ramificaciones conteniendo solo manosas.
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La N-glicosilacién se lleva a cabo tanto en el reticulo endoplasmico (RE) como en
aparato de Golgi (AG), es controlada por un gran numero de glicosiltransferasas y
glicosidasas. Las glicosiltransferasas son agrupadas en familias en funcion del tipo de
azucar que transfieren a la proteina (Ej. Galactosiltransferasas y sialiltransferasas, que
transfieren galactosas y acido sidlico respectivamente). Tedricamente, si todas las
enzimas en la via se encuentran activas, los nucledtido-azucares necesarios estan
disponibles y no se tienen limitaciones estructurales, todos los glicanos seran
completamente procesados a estructuras complejas con acidos sidlicos terminales. No
obstante, en la practica esto es raramente observado y lo que se obtiene es una mezcla de
glicanos procesados total o parcialmente.

En la figura 2.3 se muestra un esquema de la biosintesis de N-glicanos. Un
glicano comun caracteristico (GlcsManoGIcNAc;) es puesto en el acarreador lipidico
dolicol pirofosfato, primero en el citoplasma y después en el RE. Este oligosacarido se
une a la asparagina de la cadena polipeptidica naciente y entra en el RE. La enzima
responsable de catalizar esta reaccion es la oligosacariltransferasa y se encuentra asociada
al ribosoma (paso 1). Dentro del lumen del RE las tres glucosas terminales son removidas
por una o-glucosidasa, y la estructura resultante es MangGIlcNAc, (pasos 2 y 3) y es
modificada a MangGIcNAc, por la o2-manosidasa (paso 4). Esta estructura es
transportada al cis-Golgi en donde vuelven a actuar las manosidasas resultando en una
estructura MansGlcNAc; (paso 5), ésta es sustrato de la GIcNAc transferasa | y adiciona
GIcNAc a la antena 1-3 (paso 6), la presencia de GIcNAc en este brazo del glicano actua
como una sefal para posibles modificaciones posteriores, éstas incluyen la remocion de

las manosas terminales remanentes (manosidasa II, paso 7); adicion de una antena mas de
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GlcNAc (GlcNAc transferasa II, paso 8) y residuos bisectados de GlcNAc (GlcNAc
transferasa III); creacion de mas ramificaciones (GIcNAc transferasa IV y GIcNAc
transferasa V) y la a6-fucosilacion del nucleo quitobiosa (paso 9) [18]. Esta fucosilacion
es una caracteristica estructural comun entre los N-glicanos. Otra fucosilaciéon comun que
ocurre en los N-glicanos de plantas e invertebrados es la adicion de fucosa en enlace ol-3
con la GIlcNAc unida a la asparagina (Fig. 2.2g), la cual resulta inmunogénica en

mamiferos.

Un mismo sitio de N-glicosilacion en diferentes moléculas de una proteina puede
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Fig. 2.3 Procesamiento de N-glicanos en RE y Golgi. En el diagrama se muestran las reacciones
realizadas en el RE (1-4) y en las diferentes secciones del aparato de Golgi (5-11). [17]
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contener diferentes estructuras de glicanos, ésto es conocido como microheterogeneidad,
y el término macroheterogeneidad se refiere a la ocupacion de los diferentes sitios de N-
glicosilacion en una proteina.

2.3.3 Glicosilacion en células de insecto

La capacidad de un procesamiento postraduccional completo de las proteinas
expresadas en células de insecto es particularmente importante en la produccién de
proteinas de interés terapéutico. El procesamiento postraduccional de proteinas en el uso
del sistema células de insecto-baculovirus para producir proteinas recombinantes ha
cobrado gran interés. Las células en cultivo pueden llevar a cabo O-glicosilacion y N-
glicosilacion, fosforilacion, miristilacion y palmitoilacion, asi como el correcto
plegamiento de proteinas y sus sitios activos [20].

Los resultados de los estudios realizados en este sistema de expresion son
inconsistentes e incluso contradictorios. Kuroda [21] y colaboradores mostraron que una
hemaglutinina expresada en células Sf-9 carece de galactosa y acido sidlico, sin embargo,
el plasmindégeno humano expresado en células Sf-21AE contenia carbohidratos
complejos incluyendo la adicion de acido sidlico tal y como se encuentra normalmente en
la proteina nativa [22], siendo éste el primer reporte de glicosilacion compleja de
proteinas recombinantes producidas en células de insecto. Reportes posteriores coinciden
en que los N-glicanos encontrados en glicoproteinas expresadas en las lineas celulares Sf-
9 y Sf-21 son sélo del tipo alta manosa (fig.2.2e), oligosacéridos truncados denominados
paucimanosa (fig.2.2a) (Man;2GIlcNAc;) ocasionalmente incluyendo estructuras con
fucosa unidas en o1-6 [23]. Otros estudios muestran que las glicoproteinas expresadas en

ciertas lineas celulares pueden sintetizar oligosacaridos hibridos y complejos; el analisis
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de los N-glicanos encontrados en el interferon-y producido en células Ea-4 de Estigmena
acrea confirma la presencia de estructuras complejas, hibridas, paucimanosas y altas en
manosa [24].

En 2003 Palomares [25] y colaboradores hicieron la caracterizacion de dos lineas
celulares, A7S de Pseudaletia unipuncta y DpN1 de Danaus plexippus. También
analizaron los glicanos obtenidos de la proteina recombinante expresada (Fosfatasa
alcalina secretada, SeAP), y se compararon las actividades de dos enzimas clave en el
procesamiento de N-glicanos complejos, la f1-4 galactosiltransferasa (GalT) y la BN-
acetilglucosaminidasa (GIcNAcasa), ésta 1ltima elimina las N-acetilglucosaminas
terminales de la estructura que recién se ha fucosilado (Fig. 2.7), resultando en una
estructura que ya no puede seguir siendo procesada. Los resultados muestran un alto
porcentaje de estructuras complejas y sialidadas producidas por la linea celular DpN1 y
solo estructuras alta manosa y paucimanosa en A7S. La actividad de GalT fue mayor en
DpN1 (10 pmol/mgh) e indetectable en A7S, en cuanto a la GlcNAcasa, también DpN1
fue la que mostré mayor actividad (3.5 pmol/mgh), pero también fue alta en A7S (1.5
pmol/mgh) comparada con la actividad en TnSB1-4 (0.7 pmol/mgh). Las tres lineas
celulares mostraron una gran cantidad de formas paucimanosa, lo cual indica una alta
actividad GlcNAcasa que evita que se tenga un procesamiento completo.

Los trabajos realizados anteriormente sugieren que las células de insecto poseen
el potencial para realizar un procesamiento postraduccional completo, aspectos como la
actividad de glicosidasas y glicosiltransferasas, asi como las condiciones de cultivo y
disponibilidad de nucle6tido-azicares deben ser tomados en cuenta con el fin de auxiliar

a la célula para realizar N-glicosilacién compleja.

19



24 METABOLISMO EN CELULAS DE INSECTO
2.4.1 Principales fuentes de carbono

Los requerimientos nutricionales para el crecimiento de lineas celulares de insecto
in vitro han sido ampliamente estudiados y se han establecido también las rutas
metabolicas para la degradacion de estos nutrientes y la generacion de metabolitos de
desecho [26, 27]. Los primeros medios de cultivo formulados para células de insecto
fueron formulados basdndose en los componentes encontrados en la hemolinfa de
insectos [28].

Las principales fuentes de carbono utilizadas por células de insecto son la glucosa
y la glutamina [28-30], pero requieren también, ademas de otros nutrientes, la adicion de
factores de crecimiento, lipidos, hormonas y elementos traza. El suero fetal bovino (SFB)
es generalmente empleado con el fin dé aportar éstos elementos, asi como para
proporcionar proteccion contra el estrés hidrodindmico en células que crecen en cultivos
suspendidos. Es importante mencionar que las células de insecto no pueden crecer sin
SFB o sin los sustitutos que han sido disenados para reemplazarlo y que son afiadidos a
los medios de cultivo libres de suero [1]. Otros azticares como fructosa y maltosa son
también utilizados para el crecimiento, pero la glucosa es la fuente de carbono preferida
por la células, Neermann y Wagner [31] encontraron que el 60% de la glucosa
consumida por las células de insecto es degradada a COa, y el restante 40% es empleado
para biosintesis y que la glutamina aporta sélo el 8% de la energia total empleada por las
células.

Aminoécidos, lipidos y vitaminas son también nutrientes importantes para el

crecimiento de células de insecto. Asn, Met, Asp, Ser, Leu, Cys y Glu son lo aminoacidos
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con mayor indice de consumo [26, 32, 33]. Los requerimientos nutricionales de las
células de insecto después de la infeccién viral se ha considerado que permanecen sin
cambio, sin embargo, esto es dependiente de la linea celular y de la proteina
recombinante expresada [34, 35], pocos grupos de investigacion han estudiado en detalle
la cinética de consumo de los nutrientes después de la infeccion. Wong y colaboradores
[36] reportan un incremento en el indice especifico de consumo de ciertos aminoacidos
en algunos casos de hasta un orden de magnitud, mientras que el consumo de glucosa y
glutamina permanecen sin cambios.

Algunos metabolitos de desecho como el amonio, lactato y otros dcidos organicos
(piruvato, o-cetoglutarato, fumarato) pueden acumularse durante la fase de crecimiento y
durante la fase de infeccién. El lactato y el amonio son los principales metabolitos de
desecho resultantes del metabolismo de la glucosa y la glutamina [27]. La produccién de
lactato en células de insecto es generalmente baja en comparacion con lo que se genera
en cultivos de células de mamifero y no se han encontrado efectos limitantes en el
crecimiento a altas acumulaciones de lactato [37, 38]. La acumulacion de metabolitos de
desecho ha mostrado ser dependiente de la linea celular y no se ha encontrado que limiten
el crecimiento las concentraciones acumuladas de amonio o lactato en células de insecto.

Otro factor esencial para el crecimiento de las células de insecto es el oxigeno.
Mismo que funciona como aceptor final de electrones en la cadena de transporte
electrénico (proceso de fosforilacion oxidativa para la generacion de energia). En las
células de insecto, la glicolisis aumenta a bajas concentraciones de oxigeno,
observandose un incremento en la generacién de lactato. El metabolismo de los

principales nutrientes se muestra esquematicamente en la figura 2.4.
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Fig. 2.4 Metabolismo de glucosa y glutamina en células de insecto [1]
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2.5  Metabolismo de monosacaridos y biosintesis de precursores

La biosintesis de glicanos requiere la conversion de monosacaridos a nucledtido-
azucares activados (NAP) que son los donadores de azicares a los aceptores que utilizan
las glicosiltransferasas especificas. Para llevar a cabo esto, los monosacaridos deben ser
importados al interior de la célula, recuperarlos de glicanos degradados o derivarlos de
otros azicares dentro de la célula. Ya que la mayoria de las reacciones de glicosilacion
ocurren en Golgi, la internalizacion de los azicares, interconversion y activacion ocurren
en el citoplasma y se requiere de transportadores especificos que lleven los donadores
activados hasta Golgi [18].

En la figura 2.5 se muestra la reaccion por medio de la cual un nucleétido
trifosfato como la uridina trifosfato (UTP) reacciona con un glicosil-1-P para formar un
donador alto en energia para participar en la sintesis de glicoconjugados [19].

NTP PPi

1. aziicar + ATP —=>> aziicar-P ——> aziicar-NDP
2. aziicar(A)-NDP <—> aziicar(B)-NDP
3. aziicar(A)-NDP + aziicar(B)-1-P <—> aziicar(B)NDP + aziicar(A)-1-P

Fig. 2.5 Reacciones de formacién de donadores de alta energia.

Los NAP mas comunes se enlistan en la tabla 2.1. El 4cido sidlico es el unico

monosacarido que es activado como mononucledtido, CMP-Sia.

Monosacarido Forma activada
Glucosa

Galactosa

N-acetilglucosamina

N-acetilgalactosamina UDP- monosacarido

Acido glucurénico
Acido iodurénico

Xilosa

Manosa

Fucosa GDP-monosacarido
Acido sialico CMP-Sia

Tabla 2.1. Donadores activados y monosacaridos precursores
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2.5.1 Activacion e interconversion de monosacaridos.
Las principales vias para activacion de azlcares e interconversion de

monosacéaridos se muestran en la fig. 2.6

CD
ATP IA'ﬂ’
Gak1-P Gliycogen Gl
errl UDP-Glo
| vorGat

Fig. 2.6 Biosintesis e interconversion de monosacaridos, los donadores activados se muestran en
rectangulos sombreados y los monosacaridos en 6valos. [9]

Los primeros pasos involucrados en la conversion de monosacéaridos
obtenidos de la dieta, de procesos de reciclaje o de la recuperacion en NAP, implican la
fosforilacion de uno o mas de los grupos hidroxilo de los monosacaridos ademas de la
inversion de estereocentros para convertir a un determinado azucar en su correspondiente
epimero [9]. En algunos casos en necesaria la accion secuencial de una o mas enzimas
para la biotransformacion. El hecho de que los NAP contengan un grupo funcional de alta

energia facilita la transferencia al glicoconjugado naciente por medio de la
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glicosiltranferasa especifica que le corresponde [18]. La composicion exacta del producto
final est4d determinada, en parte, por la ruta que haya seguido el oligosacarido al ser
procesado, asi mismo de la via secretora y del contacto con determinadas
glicosiltransferasas y la disponibilidad de NAP. Esto puede resultar en que a una proteina
se le puede agregar un determinado oligosacarido, mientras que otra proteina idéntica que
ha tenido diferencias en cuanto al contacto con glicosiltransferasas y la existencia de los
NAP necesarios, tenga un oligosacarido diferente unido al mismo sitio de glicosilacion.

Varios grupos de investigacion se han dedicado a estudiar el efecto en la
glicosilacion al aumentar la concentracion intracelular de NAP [5, 7, 39, 40]. Para lograr
aumentar la concentracion de NAP se adicionan al medio de cultivo nucledsidos (uridina,
citidina) o aminoazicares (N-acetilglucosamina, N-acetilmanosamina). Estos
tratamientos han sido aplicados en su mayoria a células de mamifero (BHK, CHO,
hepatocitos) y algunos en células de insecto (Sf-21, Tn5B1-4), observando un aumento en
la concentracion intracelular de NAP, y al adicionar nucledésidos o aminoazicares
marcados radiactivamente, la incorporacion de éstos en los glicoconjugados analizados
[5]. Tomiya y colaboradores [7] determinaron la concentracion intracelular de NAP en
dos lineas celulares de insecto y las compararon con las encontradas en células de
mamifero, encontrando altas concentraciones de UDP-GIcNAc, UDP-Gal y UDP-Glc en
células de insecto, no asi de CMP-NeuNac, ya que este NAP no pudo ser detectado en
ninguna de las dos lineas celulares de insecto.

Xuejun Gu y colaboradores [6] adicionan N-acetilmanosamina al medio de
cultivo y observan un aumento del 15% en la silalilaciéon de interferon-y producido en

células CHO, asi mismo, observan un aumento de tres veces en la concentracion
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intracelular de CMP-Sia y utilizando N-acetilamnosamina marcada radiactivamente
encuentran que casi el 100% de la sialilacion ﬁle originada por la adicion de éste
precursor. En experimentos similares hechos con células CHO para producir interferon-y,
adicionando Uridina y Glucosamina con el fin de aumentar la concentracion de UDP-
Nacetilhexosaminas, encuentran un efecto negativo en la sialilacion de la proteina,
atribuible a que ese aumento en la concentracion de UDP-Nacetilhexosaminas compite
con el transportador que se encarga de llevar el CMP-Sia desde el nucleo en donde es
sintetizado hasta Golgi en donde es sustrato de la sialiltransferasa.

En células de insecto, Joshi y colaboradores [39] producen una proteina
sialidada al agregar N-acetilmanosamina al medio de cultivo y realizando la produccion
en un reactor HARV (High Aspect Ratio Vessel). Donaldson y colaboradores [41]
reportan un aumento en glicoformas con N-acetilglucosamina terminales y una reduccion
en las estructuras con manosas terminales, al adicionar manosamina al medio de cultivo.
Todos estos trabajos realizados muestran que el procesamiento postraduccional de
glicoproteinas recombinantes puede ser modificado y lograr que las células de insecto
lleven a cabo la N-glicosilacion hasta el nivel de estructuras complejas e incluso
sialidadas aumentando la disponibilidad de los sustratos para las glicosiltransferasas.

Partiendo de estas evidencias, en este trabajo se propuso evaluar el efecto
de la adicion de citidina, N-acetilmanosamina y manosamina sobre la glicosilacion de
una glicoproteina producida en el sistema células de insecto-baculovirus. La
glicoproteina elegida para realizar este trabajo fue la Fosfatasa alcalina humana. El
cDNA de la fosfatasa alcalina de placenta (PLAP) fue aislado y secuenciado de placenta

humana [42]. La PLAP nativa contiene una secuencia sefial que la transporta y la ancla a
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membrana, lo cual resulta en la inmovilizacion de la PLAP en la superficie de las células
de mamiferos [43]. Berger y colaboradores [44] truncaron el gen de la PLAP en el
extremo 3’ para remover la region de anclaje a membrana en el carboxilo terminal. La
fosfatasa alcalina truncada (fosfatasa alcalina secretada, SeAP) sintetizada en células de
mamiferos es transportada a membrana y secretada al medio de cultivo. Esta construccion
fue introducida en un baculovirus por Davis [45] y donada a nuestro laboratorio por M.
Shuler (Cornell University, Ithaca, N.Y). La SeAP tiene un peso molecular aparente de
64 KDa y tiene dos sitios potenciales de N-glicosilacion, de los cuales sélo uno esta
glicosilado [44]. Puede ser cuantificada por un procedimiento rapido y muy sensible (ver
materiales y métodos), que ademas de no ser costoso permite detectar concentraciones de
hasta 20 picogramos por mililitro [45]. Todas estas caracteristicas hacen de la SeAP un
excelente modelo de estudio aplicable a glicoproteinas expresadas en cultivos celulares.

En este trabajo se describen tres intentos por modificar el patron de glicosilacion
de una proteina recombinante expresada mediante el sistema células de insecto-
baculovirus, mediante la adicion de tres sustancias (Cyt, ManNAc y ManN) que
intervienen en el proceso de formacion de oligosacaridos.

El nucledsido citidina (Cyt) interviene en la via de sintesis del donador activado
(CMP-NeuNAc) que utiliza la sialiltransferasa para agregar acidos sialicos a las
glicoproteinas que estan siendo post-traduccionalmente procesadas en el aparato de Golgi
(fig. 2.7). La sintesis de CMP-NeuNAc comienza en el citoplasma transformando N-
acetilmanosamina en acido N-acetilNeuraminico, el cual posteriormente entra al nucleo
en donde se convierte en CMP-NeuNAc mediante la accion de la enzima CMP-acido-N-

acetilneuraminico sintasa utilizando citidina trifosfato (CTP). De esta manera, el objetivo
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de la adicion de citidina es el incrementar la activacion de NeuNAc y favorecer la
sialilacion de la glicoproteina producida.

Al igual que en el caso de citidina, el objetivo de adicionar N-acetilmanosamina
(ManNAc) a los cultivos celulares es favorecer la biosintesis del precursor del acido
sidlico (fig 2.7). En otros trabajos realizados tanto en cultivos de células de insecto como
de células de mamifero se ha adicionado N-acetilmanosamina, logrando en algunos de
ellos, efectos favorables en la sialilacion de la proteina heter6loga expresada [5, 6, 8, 39].

Si bien la manosamina (ManN) no es un precursor directo de ninguno de los
nucleétido- azucares (fig.2.7), su adicion a los cultivos deriva de la evidencia mostrada en
un estudio realizado por Donaldson y colaboradores, en el que al agregar manosamina en
cultivos de células Sf-21 y HS observan un incremento de estructuras con N-

acetilglucosaminas terminales [41].
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Capitulo III OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar como la adicion de manosamina, N-acetilmanosamina y citidina,
afectan la composicion de N-glicanos de una glicoproteina recombinante producida por el

sistema células de insecto-baculovirus.

32  OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Adicionar manosamina (5, 10 y 20 mM), N-acetilmanosamina (5, 10 y 20 mM) y
citidina (0.5, 1 y 1.5 mM) a cultivos celulares de insecto (Tn5B1-4) realizados en
matraces agitados, para evaluar su efecto en:

e Crecimiento y viabilidad celular

e Consumo de glucosa y generacion de lactato

e Produccion de proteina recombinante

3.2.2 Separar los glicanos asociados a la proteina recombinante producida y purificada de
cada cultivo para su analisis en electroforesis capilar y evaluar el efecto de la adicion de

cada una de éstas sustancias en la N-glicosilacion de la proteina recombinante.
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Capitulo IV MATERIALES Y METODOS

4.1 Linea celular

Células BTI-Tn5B1-4 (High Five®) de Trichoplusia ni fueron cultivadas en medio
SF900II (Gibco) al cual se le anadi6 0.1% de Pluronic F-68". Inicialmente los cultivos se
hicieron en frascos estaticos de 25 y 75 cm’, y posteriormente se iniciaron los cultivos
suspendidos en matraces Erlenmeyer de 250 mL agitados a 115 RPM, con un volumen de
trabajo de 30 mL y a una temperatura controlada de 27°C. Todos los cultivos suspendidos
fueron iniciados a una concentracién inicial de 0.2 x10° células/mL. A los matraces se les

aplico un tapon de espuma de silicon para asegurar una buena transferencia de oxigeno.

4.2  Criopreservacion de la linea celular

Las células destinadas a la criopreservacion deben encontrarse en la fase
exponencial de crecimiento y con una viabilidad mayor al 98%. Con el objeto de proteger
a las células de un choque osmotico y de la formacion de cristales de hielo en el interior,
se le agregd al medio de cultivo dimetilsulfoxido (DMSO) y suero fetal bovino (FBS). La
metodologia utilizada es una variante de la reportada por O'Reilly [16] y Meneses [46]:
1. Centrifugar las células a 800 RPM durante 10 min.

2. Resuspender el pellet celular en medio fresco afiadido con 40% de FBS, para obtener
una densidad celular de 20 x10° células/mL.
3. Preparar medio de cultivo conteniendo 15% de DMSO.

4. Colocar 500 puL de medio con células y 500 pL de medio con DMSO en viales para

criopreservacion de 2 mL.
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5. Los viales son colocados en cajas de carton sobre un lecho de algodén y se almacenan
a 4°C por 1 hora y a -70°C por 24 Hrs.

6. Finalmente se almacenan en los criotanques con nitrogeno liquido.

El descongelamiento de las células debe hacerse lo mas rapido posible, procediéndose de

la siguiente manera:

1. Preparar un tubo Corning® de 15 mL con 4 mL de medio de cultivo.

2. Descongelar el vial en agua a 27°C

3. Colocar el contenido del vial en el tubo y centrifugar a 400 RPM durante 8 min.

4. Descartar el sobrenadante y resuspender las células con 5 mL de medio fresco.

5. Colocar el contenido del tubo en un frasco T-25 y ponerlo en la incubadora a 27°C.

4.3  Baculovirus.

El baculovirus recombinante es un derivado de AcNPV, contiene el gen de
la fosfatasa alcalina secretada (SeAP) bajo el control del promotor de la polihedrina. El
stock viral fue amplificado en células Sf-9, su titulo es de 1x10° UFP/mL fue estimado

por la técnica de end-point-dilution y se conserva con 5% de suero fetal bovino a 4°C,

protegido de la luz.

4.4  Determinacion del titulo viral por la técnica de end-point-dilution
Para esta técnica es importante que las células Sf-9 que habran de emplearse se
encuentren en fase de crecimiento exponencial y con una viabilidad mayor al 95% [16].

I. Colocar 100 pL de células en medio fresco a una densidad de 1x10° células/mL en

placas para cultivo celular de 96 pozos.
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4.5

Poner las placas en la incubadora a 27°C durante 30 min.

Hacer diluciones decimales del stock viral que se va a titular de 10™' hasta 10°® (50pL

del stock viral y 450 puL de medio).

Colocar 10 pL de cada dilucién por pozo, una dilucion para cada fila de la placa ,
utilizando so6lo 10 columnas, ya que dos columnas se usardn como control (sin
infectar).

Incubar las placas a 27°C durante 10 dias, teniendo la precauciéon de colocarlas en
lechos humedos para evitar la evaporaciéon del medio de cultivo.

Comparar la morfologia celular (tamafio, apariencia y confluencia celular) de los
pozos infectados contra los pozos control.

El virus se almacena a 4°C con FBS al 5%.

Cultivos en matraces agitados.

Las cinéticas de produccién de proteina recombinante fueron realizadas en

matraces de 250 mL con un volumen de trabajo de 30 mL, agitados a 115 rpm y a una

temperatura controlada de 27°C. En todos los casos, los cultivos fueron iniciados a una

densidad celular de 0.2 x10° células/mL.

Preparacién de un cultivo Stock suspendido:

1.

Poner a 27°C el medio de cultivo SF900II adicionado con 0.1% de Pluronic F-68%, y
colocar 15 mL en un matraz Erlenmeyer de 250 mL estéril con tapon de espuma de
silicon.

Tomar un frasco T-75 conteniendo la linea celular en 15 mL de medio de cultivo y

sacudirlo suavemente para despegar las células de la superficie interna del frasco.
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3. Con una pipeta estéril de 25 mL tomar las células resuspendidas y colocarlas en el
matraz de 250 mL.
4. Colocar el matraz en una incubadora a 27°C y con agitacién orbital a 115 rpm.

5. Monitorear la viabilidad y la densidad celular cada 24 hrs.

4.6  Determinacion de viabilidad celular por exclusion con azul de tripano.

La determinacion de la viabilidad celular se hizo mediante conteo en una camara
de Neubauer. El azul de tripano penetra en las células no viables distinguiéndose
perfectamente de las células viables al adquirir un color azul. A fin de que el método sea
confiable, se debe procurar que la dilucién que se prepare permita contar en cada campo
de la camara un minimo de 20 y un maximo de 50 células. El procedimiento realizado
fue el siguiente:

1. Preparar el colorante de azul de tripano al 10% en buffer de fosfatos pH 7.4

2. Preparar una dilucién de la muestra a analizar en un volumen conocido de azul de
tripano.

3. Contar las células en los 10 campos de la cdmara de Neubauer.

4. Sumar el nimero de células tefiidas y células no tefiidas de los 10 campos para
obtener el numero de células totales.

5. Determinar el porcentaje de viabilidad (%V)

%V= (numero de células no tefiidas/nimero de células totales)x 100
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4.7 Determinacion de la concentracion celular en el contador de particulas

Coulter Counter.

El Coulter Counter es un aparato electronico utilizado para contar particulas y
consiste en un electrodo por el cual, mediante un orificio (diametro de 100 um) pasan las
particulas que han sido suspendidas en una solucion salina isotonica, cada vez que una
célula pasa por éste se interrumpe la corriente en el electrodo y cada disrupcion es
registrada, dando por resultado un grafico de distribucion de tamarios de particula. Con la
finalidad de precisar la medicion, se acotan los limites de tamafios de particula de acuerdo
al tamano de las células que se estén utilizando. Para el caso de células BTI-Tn5B1-4
(High Five®), los limites fueron establecidos entre 6 y 30 um, ya que el tamafio promedio
de estas células es de 15 um . El nuamero de particulas contadas que reporta el Coulter
Counter es multiplicado por el factor de dilucién, obteniéndose de esta manera el nimero
de células por mililitro en la muestra analizada.

4.8  Inicio de la cinética de produccion de proteina recombinante.

Cada cinética de produccion de proteina constaba de un total de 24 matraces (6

para cada concentracion). Para cada concentracion ensayada se tenian dos matraces

Conc. 1 Conc. 2 Conc. 3

24 ?4 24 24 74 74
43 48 43 48 48 48
F 4

Figura 4.1 Esquema de cinéticas de produccién. Los circulos representan
matraces. Los numeros dentro de los circulos representan las horas post—
infeccion a las que fue muestreado cada matraz.

infectados

infectados
T

infectados

_,._
infectados
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control (no infectados) que eran muestreados cada 24 hrs durante todo el curso de la
cinética (fig. 4.1), dos matraces infectados para ser muestreados a los tiempos 0, 24 y 48
hpi y tener una primera cosecha de proteina a las 48 hpi y dos matraces infectados para
ser muestreados a los tiempos 72, 96 y 120 hpi y cosechar la proteina a las 120 hpi.

Para procurar la homogeneidad en todos los matraces al momento de iniciar la
cinética, se hizo crecer un inéculo inicial de 750 mL a 0.2x10° células/mL en un matraz
de 2 L, originado de un cultivo stock suspendido de 60 mL que se encontraba en la fase
exponencial de crecimiento y con una viabilidad superior al 96%, para después poner 30
mL en cada matraz de la cinética, asegurandose de agitar en cada vez el matraz de 2 L
para lograr una concentracion celular uniforme en cada matraz de la cinética de

produccion.

4.9  Tratamiento de los cultivos

Para lograr las concentraciones deseadas de manosamina (5, 10 y 20 mM) y N-
acetil-manosamina (5, 10 y 20 mM) en el medio de cultivo se prepard una solucion stock
0.5 M de manosamina y 0.5 M N-acetil-manosamina (Sigma-Aldrich). En el caso de
citidina, las concentraciones deseadas fueron de 0.5, 1 y 1.5 mM para lo cual se utiliz6

una solucién stock 0.125 M de citidina (Sigma-Aldrich).
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4.10 Infeccion

Las células fueron infectadas a una multiplicidad de infeccion (MDI)4 de 1
UFP/célula y a un tiempo de infeccién (TDI)’ de 1.5x10° Células/mL. Los cultivos se
iniciaron inoculando a 0.2x10° células /mL, se procedié a hacer un seguimiento de la
densidad celular del cultivo y cuando se ha alcanzado una concentracion de 1.5 millones

de células por mililitro se procedid a infectar el cultivo.

4.11 Analisis de metabolitos

La medicion del consumo de nutrientes y liberacion de metabolitos se hizo
mediante un analizador bioquimico YSI 2700. La medicion de éstos se hace por medio de
reacciones enzimaticas. Una enzima especifica para el sustrato de interés es inmovilizada
entre dos membranas, una de policarbonato y una de acetato de celulosa. El sustrato es
oxidado al entrar en contacto con la enzima inmovilizada, produciendo peroxido de
hidrégeno, el cual pasa a través de la membrana de acetato de celulosa hasta un electrodo
de platino en donde es oxidado. La corriente resultante es proporcional a la concentracion

del sustrato.

4.12 Cuantificacion y purificacion de la SeAP

La cuantificacion de SeAP se hizo directamente con una pequefia cantidad del
sobrenadante del cultivo, mediante una reaccion rapida que utiliza p-nitrofenol-fostato

como sustrato, dando como resultado una coloracién amarilla que es detectada en un

* La MDI se define como el niimero de unidades formadoras de placa (UFP) de virus por cada célula en el
cultivo, se estima que en una unidad formadora de placa se encuentran 500 particulas virales [48].

* El TDI es en realidad, la concentracién celular a la cual se infecta el cultivo, el tiempo en que el cultivo
alcanza esta concentracion celular estd en funcion de varios factores como el indculo inicial, viabilidad,

medio de cultivo, etc.
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espectrofotometro a 405 nm. Para cada ensayo se utilizo 1 mL de buffer de reaccion
(dietanolamina 105.2 g/L y Mg Cl, 101.68 g/L), 100 uL de sustrato (p-nitrofenol-fostato
40 g/L) y 10 uL de la muestra, se midi6 en un espectrofotémetro a 405 nm durante 1 min,
y se tomo el valor de la pendiente de la recta que resulta de la relacion absorbancia Vs
tiempo®. El pellet celular fue separado mediante una centrifugacién a 500xg por 10 min, y
el sobrenadante fue sometido a didlisis con una membrana Spectra/por 2 con un tamafio
de poro de 12-14 KDa, realizando un total de 12 cambios de buffer (20 mM tris, 1 mM
MgCl, pH 8) cada 12 horas. La muestra ya dializada se hizo pasar por una columna de
afinidad (L-histidil-diazobenzil-acido fosférico inmovilizado en 4% de agarosa) y la
SeAP fue eluida con un gradiente de fosfato de sodio (1-100 um a un flujo de 0.1
mL/min). La proteina fue concentrada por ultrafiltracion utilizando tubos Centricon Plus

20 de 30 KDa (amicon®) y un evaporador-condensador Savant Speed Vac® Plus.

4.13 Separacion de los N-glicanos asociados a SeAP

Para desglicosilar la proteina fue necesario desnaturalizarla por lo que se
resuspendié en un buffer (50 mM fosfato de sodio, 0.1% SDS y 2% [B—mercapto-etanol) y
se puso en ebullicién durante 5 min, se adicioné 1 U de PNGasa-F’ para 100 pg de
proteina, y se incubé durante 16 hrs a 37°C. Con el fin de separar los N-glicanos se
precipitaron las proteinas con 3 volumenes de etanol absoluto frio y se centrifugd para
separar el pellet. El sobrenadante (carbohidratos en solucién) se evapord en el Savant

~ Speed Vac® Plus.

% El valor de la cuantificacién de SeAP directamente del espectrofotémetro esta expresado en UI/mL, para

obtener el valor en pg /mL, se consideré que 1pg = 0.730 UL
7 Péptido-N-Glicosidasa-F, cataliza la hidrolisis del enlace entre la asparagina y la cadena de oligosacéridos

asociados a la glicoproteina.
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4.14 Derivatizacion de carbohidratos con APTS.

Dada la naturaleza de los carbohidratos, su separacién y deteccion por equipos
cromatograficos o electroforéticos es complicada. La derivatizacion quimica de éstos
compuestos es uno de los métodos utilizados para facilitar su deteccion por métodos
espectroscopicos [47]. La introduccion de un grupo cromoéforo o fluoréforo en el
carbohidrato no sélo facilita su deteccion por aparatos de absorbancia o fluorescencia,
también modifica sus propiedades fisicas como hidrofobicidad y carga eléctrica [48]. De
ésta manera, el cambio en la hidrofobicidad y la introducciéon de una carga eléctrica
permite que los carbohidratos que han sido derivatizados puedan ser separados por medio
de electroforesis. La eleccion del agente con el que se van a derivatizar los carbohidratos
depende principalmente de la estructura del carbohidrato y el tipo de detector que vaya a
emplearse, asi como del limite de deteccion para asegurar que no se tendran problemas en
el analisis.

Derivatizacion por aminacién reductiva con APTS

0.8 NH,

CH,0H el

% : NaBH,CN
—_— OH = NH
oH =OH HAC/55°C
C NHCOCH, @
0,8
SO

iy

SOy

RO
NHCOCH,

0, SOy

Azucar reductor APTS APTS-azucar

Figura 4.2. Reaccién de derivatizacién de un azicar reductor. En la figura se
esquematiza la estructura del APTS y las condiciones de reaccion. El enlace punteado
indica el extremo reductor del carbohidrato.
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Uno de los fluor6foros empleados para el analisis de oligosacaridos es el APTS’
(8-aminopireno-1,3,6-trisulfonato) cuya estructura se representa en la figura 4.2, éste se
enlaza covalentemente al extremo reductor del oligosacarido asegurando que cada
molécula de oligosacarido va a estar marcada con sélo una molécula de APTS. Una vez
marcado con APTS se la ha conferido al carbohidrato una carga neta negativa. Esto se
lleva a cabo mediante una reacciéon de aminacion reductiva utilizando cianoborohidruro
de sodio como catalizador en medio 4acido a 55°C. En la Fig. (4.2) se muestra la reaccion
de derivatizacion por aminacion reductiva.

Los oligosacaridos fueron resuspendidos en 2 uL del fluoréforo (APTS 5 mg en
50 uL de é&cido acético 15%), se inicid la reaccion agregando 2 pL de IM

cianoborohidruro de sodio en THF y se incub6é 90 min a 55°C. Se agregaron 46 L de

agua MiliQ para tener un volumen final de 50 pL.

4.15 Analisis de glicanos

La electroforesis capilar (EC) es una simple electroforesis llevada a cabo en un
tubo capilar. Es una técnica de separacion altamente eficiente tanto para moléculas
grandes como pequefias. La transformacion de la electroforesis convencional a la
moderna EC fue iniciada con la produccion de capilares estrechos de bajo costo
empleados en la cromatografia de gases y el desarrollo de métodos de deteccion en linea

altamente sensibles para la cromatografia liquida de alta resolucion [49].

” Aminopireno-trisulfonato, es uno de los fluoréforos utilizados en electroforesis capilar cuando se utiliza
como detector la fluorescencia inducida por laser, su longitud de onda de excitacién es 455 nm y de

emision 512 nm.
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La configuraciéon basica del instrumental necesario para EC es relativamente
simple (Fig. 4.3). Consiste en un capilar de silice fundido con una ventana Optica de
observacion, una fuente de alto voltaje controlable (P), dos electrodos, dos depositos de
buffer, y un detector que puede ser ultravioleta (UV), fluorescencia inducida por laser
(LIF) o de arreglo de fotodiodos (PAD). Los extremos del capilar son puestos en los dos
depdsitos con buffer y el detector en la ventana de observacion. Después de llenar el
capilar con buffer, la muestra es introducida, lo cual se puede hacer inyectando con
presion o con voltaje.

Existen algunas diferencias en la terminologia empleada en cromatografia y la que
se utiliza en electroforesis capilar. Por ejemplo, un término fundamental en cromatografia
es tiempo de retencion. En electroforesis, bajo condiciones ideales, nada es retenido, por

lo que el término andlogo es tiempo de migracion. El tiempo de migracién (ty,) es el

AR \ _

electrodo

Ventana

Fuente de alto
voltaje

Fig.4.3 Esquema del instrumental basico para realizar la electroforesis capilar

41



tiempo que le toma al soluto moverse desde el principio del capilar hasta la ventana de
deteccion [50].

Otros términos fundamentales son la movilidad electroforética e, (cm*/Vs), la
velocidad electroforética ve, (cm/s), y la fuerza del campo eléctrico £ (V/em). Las

relaciones entre éstos factores se muestran en la siguiente ecuacion:

L4 longitud al detector
Hep = Vep = Ldf Im Ly longitud total

E V/ Lt 14 Voltaje

Algunas consideraciones acerca de esta ecuacidn:

1. Las velocidades son términos medibles. Son calculadas dividiendo el tiempo de
migracion entre la longitud del capilar hasta el detector Lg.

2. Las movilidades son determinadas dividiendo la velocidad entre la fuerza de
campo. La movilidad es independiente del voltaje y longitud del capilar, pero es
altamente dependiente del tipo y pH del buffer, asi como de la temperatura.

3. Es importante considerar dos longitudes en el capilar: la distancia al detector Ly, y
la longitud total ;. Mientras que la separacion se lleva a cabo en el segmento del
capilar Ly, la fuerza de campo es calculada dividiendo el voltaje entre la longitud
del capilar completo L,. El exceso en la longitud del capilar L, — L4, es requerida
para hacer la conexién al depoésito de buffer. En el caso del equipo utilizado, esta

longitud es de 7 cm [50].

El analisis de glicanos se hizo en un equipo de electroforesis capilar P/ACE™

MDQ (Beckman/Coulter): se tomaron 5 pL de los glicanos ya derivatizados y se
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adicionaron 195 pL de agua MiliQ. Se utiliz6 un capilar recubierto con alcohol
polivinilico (N-CHO capillary, Beckman/Coulter) de 47 cm de longitud total (40 cm a la
ventana de deteccion). La inyeccion se realizé a 0,5 psi por 10 seg. La corrida se realizé
durante 30 min a 25 Kv en fase reversa en un buffer de separacion proporcionado por el
fabricante y usando LIF (laser induction fluorescense) como detector.

4.16 Digestion con exoglicosidasas.

Una vez que se ha obtenido el electroferograma de cada muestra en el aparato de
electroforesis capilar, se procede a asignar a cada uno de los picos las unidades de
glucosa que le corresponden, esto se hace tomando como estandar el electroferograma de
una escalera de glucosa’. A fin de poder determinar la identidad de cada uno de los picos
se hace la comparacion en unidades de glucosa con estructuras reportadas en tablas de
quienes han analizado estas estructuras bajo las mismas condiciones. Sin embargo, en
muchos de los casos, las estructuras de una o mas estructuras comigran en unidades de
glucosa, siendo necesario digerir la muestra con exoglicosidasas especificas a fin de
eliminar los carbohidratos terminales de cada estructura y poder asi, proponer una
estructura para cada pico.

Las exoglicosidasas utilizadas fueron: manosidasa, hexosaminidasa, [-
galactosidasa y sialidasa, todas de la marca Glyko®. Las caracteristicas de cada una de
ellas se reportan en la figura 4.4 en la que se menciona de donde es obtenida y la

especificidad a sustratos y a tipos de enlaces. Las digestiones fueron realizadas segun el

? La escalera de glucosa es una serie de polimeros resultantes de digestiones consecutivas de dextran, por lo
que se obtiene una serie de picos que van migrando de acuerdo a las unidades de glucosa presentes en cada
monoémero, dimero o polimero, al hacer una regresion lineal de la relacién unidades de glucosa vs. tiempo
de migracion se obtiene la ecuacién de una recta, con la que se pueden extrapolar los tiempos de migracion
de cada pico en los electroferogramas de las muestras y obtener asi, las unidades de glucosa
correspondientes.
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método de Joosten y Joshi [51], en todos los casos se utilizd el buffer de reaccion

proporcionado por Glyko® para cada exoglicosidasa:

e La manosidasa es reconstituida en 25 pUL de su buffer de reaccién y se utilizan 3 uL
de la enzima para cada reaccion.

e Seutiliza 1 pL de hexosaminidasa para cada reaccion.

e 1 pL de B-galactosidasa es diluida con 3 pL de agua y 1 pL de esta dilucion es
utilizado para cada reaccion.

e La sialidasa es utilizada en la misma forma que la (3-galactosidasa.

a—Manosidasa Jack bean meal

Especificidad:

Manol --------- 2,3,6 Man
B-N-Acetilhexosaminidasa Jack bean meal
Especificidad:

GleNAc

} PB1 --ememeeen2,3,4,6 R

GalNAc
B-Galactosidasa Bovine testes
Especificidad: GleNAc

Galfl -—---—---- 3,4>6
R
Sialidasa Clostridium perfringens

Especificidad:

NeuAc
} 02 —-mmmemeeee 3,6 R

NeuGe

Figura 4.4 Exoglicosidasas empleadas para digestiones de oligosacéridos

La digestion es llevada a cabo en un tubo de 1 mL, la composicion de cada una de las

digestiones es la siguiente:
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3 pL de carbohidratos derivatizados
3 uL de buffer 5x (de la exoglicosidasa correspondiente)
1 UL de la exoglicosidasa.

El volumen necesario de agua miliQ para llevar la reaccién a 15 pL.

4.17 Evaluacién de la actividad hexosaminidasa

Se midi6 la actividad hexosaminidasa con los diferentes tratamientos a las

concentraciones ensayadas. El ensayo fue realizado utilizando un extracto celular de

células HS. El procedimiento realizado fue una variante del reportado por Palomares y

colaboradores [25].

1.

Se prepar6 una curva de calibracion con diluciones seriadas de 4-
methylumbelliferone (4-mu). El 4-mu sélo es soluble en metanol o en acido acético
glacial. Primero se solubilizO en una minima cantidad de é&cido acético y
posteriormente se llevo al volumen deseado con el buffer de reaccion (0.1 M acetato
de sodio /HCI pH 6), se hicieron las diluciones seriadas y se colocaron 10 uL de la
dilucion y se completé el volumen a 3 mL. Se leyo la emision de fluorescencia a una
longitud de onda de 450 nm después de haber excitado a 362 nm, y a un ancho de

abertura de 5 nm.

Se prepararon 30 mL de células a 1x10° células/mL, se lavaron dos veces con PBS
pH 6.5, las células fueron distribuidas en alicuotas de 1 mL, se elimino el PBS y se
resuspendieron en el buffer de lisis (100 mM Tris/HCI pH 7.5, 0.1% tritén X-100). Se
sonicaron 3 veces por 10 seg y se eliminé el pellet. Se hizo una dilucién 1:5 vy se

determiné proteina total por Bradford.
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3. Se adicion6 la cantidad necesaria de ManN, ManNAc y Cyt, para lograr las
concentraciones ensayadas. Se tomaron 2.4 pg de proteina total del extracto de
células.

4. Se adicionaron 10 pL de la concentracion evaluada a 90 pL de la solucion del sustrato
(1.1 mM 4-methylumbelliferyl N-acetyl-B-D-glucosaminide) y se incub6 a 37°C por 1
hr. Se detuvo la reaccion adicionando 900 pL de glicina 0.2M pH 10.5. Se complet6 a
3 mL con buffer de reaccion (0.1 M acetato de sodio/HCI pH 6) y se ley6 a una
longitud de onda de 450 nm después de haber excitado a 362 nm, y a un ancho de

abertura de 5 nm. Los resultados fueron obtenidos al extrapolar con la curva de

calibracion.
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Capitulo V. RESULTADOS Y DISCUSION

Con la finalidad de hacerlo mas comprensible, este capitulo se presenta en tres
secciones: en la primera se trata lo referente al crecimiento celular, en la segunda lo
referente a consumo de glucosa, generacion de lactato y produccién de proteina

recombinante, y en la tercera se presenta el analisis de los oligosacaridos asociados a

SeAP.

5.1 CRECIMIENTO Y VIABILIDAD

Una cinética de crecimiento tipica se muestra en la fig.5.1a, en la grafica se
muestra una cinética de crecimiento tipica de la linea celular BTI-Tn5B1-4 (HS) de un
cultivo no infectado y sin adicionar ninguno de los precursores. En esa gréafica se
muestran las fases de crecimiento de las células de insecto en las que se identifican las
siguientes: lag, exponencial, estacionaria y muerte. La fase lag comienza en el momento
en que se agrega el in6culo y tiene una duracion de 48 hrs, a partir de este punto y hasta
las 120 hrs se presenta un crecimiento exponencial seguido de una fase estacionaria que
culmina a las 168 horas, dando lugar a la fase de muerte en la que la proporciéon de
células viables del cultivo disminuye a casi el 40% a las 192 horas (Fig. 5.1 b). En este
caso, la grafica muestra el crecimiento del cultivo desde el tiempo 0 en el que fueron
inoculados los matraces, mostrando en el eje X el tiempo en horas. La velocidad
especifica de crecimiento (anexo A) de ésta linea celular fue de 0.026 h™' que corresponde

a un tiempo de duplicacion de 26.65 h, estos resultados coinciden con los reportados por
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Fig. 5.1 a) Cinética de crecimiento tipica, comportamiento de las células totales y
células viables a lo largo del cultivo, en b) se muestra la reducciéon paulatina de la
viabilidad en las diferentes fases del cultivo y la caida dréstica a partir de las 168 hrs.

A. Ortega [52] y son muy proximos a los reportados por Rhiel [53] en la misma linea
celular y bajo las mismas condiciones de cultivo. El indice de crecimiento’ fue de 27.1
(desde el indculo inicial) y 3.54 (desde las 72 h). Para ésta cinética fue calculada la
constante de muerte en las tltimas 24 horas del cultivo resultando en 1.16 h™".
Tratamiento de los cultivos

Los cultivos que recibieron tratamientos fueron inoculados desde el tiempo 0 a
una concentracién inicial de 0.2x10° células/mL con sus respectivos tratamientos con
cada uno de los precursores. Posteriormente, cuando los cultivos alcanzaron una
concentracion celular de 1.5x10° células/mL fueron infectados con el baculovirus

recombinante; lo cual en la mayoria de los casos ocurrié alrededor de las 60 h. Todos los

? El término indice de crecimiento se refiere al nimero de veces que el inoculo crecio, es el cociente de la
concentracién maxima viable alcanzada entre la concentracion inicial del cultivo.
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cultivos fueron realizados bajo las mismas condiciones descritas en la seccion materiales

y métodos.

!_H’/,\ (a)

Xm/Xo
© = M W A

—e— " |(b)

Xm/Xo
o =N W s

(c)

Xm/Xo
o = N W A

0 0.5 1 1.5
mM

Fig. 5.2 Indice de crecimiento: a) Manosamina, b)N-acetilmanosamina,
c)Citidina. -¢- cultivos no infectados  ~O- cultivos infectados.

En cultivos por duplicado se adicioné manosamina (5, 10 y 20 mM), N-acetil-
manosamina (5, 10 y 20 mM) y citidina (0.5, 1 y 1.5 mM) al medio de cultivo. Se
caracterizaron las cinéticas de crecimiento en cultivos no infectados y en cultivos
infectados y se analizé el efecto de los diferentes tratamientos sobre el crecimiento,
produccién de proteina recombinante y consumo de nutrientes. En la fig. 5.2 se muestran
los valores de indice de crecimiento para cada uno de los cultivos. Los valores mayores

de indice de crecimiento se dieron en los cultivos adicionados con N-acetilmanosamina
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(Fig. 5.2b), tanto para cultivos infectados (2.1 en 10 mM) como no infectados (3.5 en 10
mM), esto significa que también en estos cultivos se obtuvieron las concentraciones
celulares maximas. Los valores de indice de crecimiento mas bajos en cultivos infectados
corresponden a los del tratamiento con citidina (Fig. 5.2¢) (1.25 en 1.5 mM) y en los no
infectados del tratamiento con manosamina (Fig. 5.2a) (2.4 en 20 mM). Otro parametro
de gran utilidad que permite comparar los patrones de crecimiento de los cultivos es la
velocidad especifica de crecimiento, en la fig 5.3 se muestran las velocidades especificas
de crecimiento de los cultivos no infectados de cada uno de los tratamientos. Al analizar
estos resultados en cultivos no infectados es evidente que la mayor concentracion de
manosamina (20 mM) tiene un efecto inhibitorio en el crecimiento, mientras que ninguna
de las adiciones de N-acetil-manosamina presenta este fenémeno, lo cual concuerda con
lo reportado por Donaldson y colaboradores [41].

Por otra parte, también en los cultivos adicionados con 1.5 mM de citidina se
presenta este decremento del 30% en la velocidad especifica de crecimiento, de hecho
estos cultivos tuvieron una fase lag mayor con respecto a los otros cultivos ya que

tardaron casi 13 horas maés en alcanzar el TDI deseado (1.5x10° células/mL).

0.03
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Fig. 5.3 Velocidad especifica de crecimiento para cultivos no infectados
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5.2 ASPECTOS METABOLICOS
5.2.1 Consumo de glucosa y generacion de lactato

Siendo la glucosa la principal fuente de carbono en las células de insecto, el
seguimiento de su consumo durante la cinética de crecimiento y de producciéon de
proteina nos proporciona informacién importante sobre las posibles alteraciones en el
metabolismo de las células que pudieran estar ocasionando los precursores que se estan

adicionando al medio de cultivo. Asi mismo, el seguimiento de la generaciéon y
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a4(a) Glucosa 54 | (b) Lactato
8- 124
i .
‘ 4
6
S 5 0.8 ¢
4, 06
31 04
2
] 02
0+ - - - 0 + - v -
0 24 48 72 9% 120 0 24 48 72 % 120
N-Acetilmanosamina
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Fig. 5.4 Deplecién de glucosa y generacién de lactato. En todos los casos, las lineas continuas
representan los cultivos no infectados y las lineas punteadas los cultivos infectados.
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acumulacion de lactato, principal metabolito de desecho en células de insecto,
complementa esta informacién sobre el efecto de la adicion de precursores en cultivos de
células de insecto.

En la figura 5.4 (a, c y ) se muestra la deplecion de glucosa en el medio de
cultivo para los tratamientos con manosamina, N-Acetilmanosamina y citidina
respectivamente, los cultivos infectados se representan con lineas punteadas y los cultivos
no infectados con lineas continuas. La tendencia de deplecion de glucosa entre cada una
de las concentraciones ensayadas para cada precursor fue muy similar principalmente en
los cultivos infectados, los cuales no llegan a agotar completamente la glucosa en el
medio de cultivo. En el caso de los cultivos no infectados, se quedan sin glucosa antes de
las 96 HPI, esto puede explicarse basandose en la diferencia entre la concentracion
celular alcanzada por los cultivos no infectados que es siempre mayor a la de los cultivos
no infectados, de esta manera, los cultivos con mayor densidad celular tienen una mayor
deplecion de glucosa. En la tabla 5.1a se puede comparar la velocidad especifica de
consumo de glucosa (VCG)“ de cada cultivo, tanto infectados como no infectados. En
los cultivos no infectados y que no se les adiciond ningin precursor (0 mM), la VCG se
mantiene en 0.1 pmol/1x10°élulas-h, lo cual coincide con el valor reportado por A.
Ortega [52] en cultivos realizados con esta misma linea celular y bajo las mismas
condiciones de MDI y TDI. Si se comparan las VCG de cultivos no infectados versus
cultivos infectados se observa que salvo dos excepciones, siempre el consumo es menor
en células infectadas. Entre los cultivos a los que se adicionaron precursores, aquellos a

los que se adicion6 N-acetilmanosamina muestran los valores mas bajos de VCG.

"' La forma en la que fueron realizados los calculos de velocidad especifica de consumo de glucosa,
velocidad especifica de generacion de lactato y velocidad especifica de produccion de proteina
recombinante se describen en el apéndice A.

32



En la figura 5.4 (b, d y f) se muestran los valores de la concentracién extracelular
de lactato generado en los diferentes cultivos tratados con manosamina, N-
Acetilmanosamina y citidina respectivamente. Notese que en los cultivos no infectados,
la generacion de éste metabolito sigue una misma tendencia hasta las 72 HPI, a partir de
éste punto la generacién de lactato se ve disminuida e incluso en los cultivos adicionados
con citidina (Fig. 5.4f) se observa una deplecion del lactato generado, esto coincide con
el agotamiento de la glucosa, por lo que las células metabolizan el lactato acumulado para
obtener energia. Esta via metabolica se esquematiza en la figura 2.4, donde se muestra
que el lactato es transformado a piruvato para de esta manera obtener energia ingresando
al ciclo de Krebbs. Como ya se aclaré anteriormente, los cultivos adicionados con
citidina tardaron casi 13 horas mas en alcanzar la concentracion del TDI, lo cual aunado a
una VCG mayor, explica el por qué estos cultivos agotan antes la glucosa y por lo tanto
consumen mas lactato.

a) Velocidad especifica de consumo de glucosa (umol/1x10°células*h)

ManN ManNAc Cyt
No inf. Inf. No inf. Inf. No inf. Inf.
0 mM 0.1 0.09 0.1 0.06 | 0mM 0.15 0.07
5mM 0.1 0.1 0.1 0.06 0.5 mM 0.2 0.15
10 mM 0.1 0.095 0.1 0.07 1 mM 0.2 0.095
20 mM 0.2 0.1 0.1 0.1 1.5 mM 0.2 0.09

b) Velocidad especifica de generacion de lactato (umol/1x10°células*h)

ManN ManNAc Cyt
No inf, Inf. No inf. Inf. No inf. Inf.
0 mM 0.04 0.006 0.035 0.008 | 0 mM 0.06 0.008
5 mM 0.04 0.007 0.04 0.0065 | 0.5 mM 0.06 0.02
10 mM 0.04 0.009 0.04 0.0095 | I mM 0.06 0.01
20 mM 0.06 0.007 0.04 0.02 1.5 mM 0.06 0.01

Tabla 5.1 a) Velocidad especifica de consumo de glucosa, b) Velocidad especifica de
generacion de lactato
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Este fendmeno no se aprecia en ninguno de los cultivos infectados debido a que al cabo
de las 120 HPI todavia tienen glucosa remanente en el medio de cultivo. La tabla 5.1b
muestra la velocidad especifica de generacion de lactato (VGL), en este aspecto todos los
cultivos mantienen valores cercanos entre si, teniéndose los valores mayores de VGL en
los cultivos adicionados con citidina. De ésta manera se observa una concordancia de los
cultivos que muestran una mayor velocidad de consumo de glucosa con una mayor
deplecion de la misma (no infectados tratados con citidina), asi como una mayor
generacion de lactato (no infectados tratados con citidina). Estos resultados no muestran
evidencia de que los tratamientos aplicados a los cultivos estén alterando el
aprovechamiento de la fuente de carbono, por lo que se puede descartar la idea de que las
variaciones en el procesamiento postraduccional de la proteina recombinante producida
pudiera estar ocasionado por alguna modificacion o limitacién en la fuente de carbono
[54, 55].

5.2.2 Produccién de proteina recombinante

a) Concentracion maxima de proteina recombinante

ManN  pg/mL  +/- ManNAc pg/mlL  +- | Cyt pg/mL +/-
OomM 19103 2661 OmM 23329 1199 |0mM 276.16  8.50
SmM 26573 11.90 5mM 24682 120 |05mM 29037  3.14
10mM 21141  16.50 10mM 30276  17.60 | 1mM 266.11  18.97
20mM  160.86 4.16 20mM 25726 1011 | 1.5mM 23936  7.50

b) Velocidad especifica de produccién de proteina recombinante

ManN pg/1x10°%el*h  +/-

ManNAc pg/1x10%el*h +/-

Cyt pg/lx10°el*h +/-

0 mM 1.5 0.5 0 mM 2 0 0 mM 2 0
5 mM 0 5 mM 2 0 0.5mM 2 0
10mM 2 0 I0mM 1.5 05 | ImM 2 0
20mM 2 0 20mM 2 0 1.5mM 2 0

Tabla 5.2 a) concentracién maxima de proteina recombinante, b) Velocidad especifica
de produccién de proteina recombinante. (+/-) Rango de variacién entre dos
experimentos.
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En la tabla 5.2a se muestran las concentraciones maximas de SeAP producida en
cada cultivo y cosechada a las 120 HPI, los valores mas bajos de producciéon de SeAP
corresponden al tratamiento con manosamina excepto en la concentracion 5 mM. El
rango de concentraciones maximas obtenidas varian desde 85.72 ug/mL (en 20 mM de
manosamina) hasta 161.34 ug/mL (en 10 mM de N-acetilmanosamina), lo cual significa
una diferencia de 1.88 veces entre uno y otro. Si relacionamos la fig. 5.2 con la tabla
5.2a, se observa una correlacion entre el indice de crecimiento y la produccion
volumétrica de proteina. Por ejemplo, los cultivos en los que se recuperd la menor

cantidad de proteina (tabla 5.2a) son también los que tuvieron un menor indice de
crecimiento (20 mM ManN y 1.5 mM Cyt) (fig. 5.2, a y ¢ simbolos vacios). Un analisis
de la tabla 5.2b muestra que en todos los cultivos la velocidad de produccién de proteina
se mantuvo en el rango 0.75 a 1 pg/1x10°células*h. Adicionalmente como se muestra en
la fig. 5.5 la produccién especifica de proteina recombinante fue también invariable

(entre 80.3 y 133.2 pg/1x10%élulas). Esta gran similitud en la produccion especifica de

_Q_-.C“
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2
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5 80
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—8— ManNAc —&— ManN
Fig. 5.5 Produccién especifica de proteina recombinante. Las denominaciones en el
eje superior corresponden a las concentraciones de Cyt, y los del eje inferior a las
concentraciones de ManNAc y ManN,
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proteina recombinante nos permite descartar que las diferencias en el procesamiento
postraduccional entre un tratamiento y otro se deban a una saturacion del mismo a nivel
de aparato de Golgi como lo sugieren Joosten y Shuler [56].
5.3 ANALISIS DE OLIGOSACARIDOS

La proteina recombinante producida en los cultivos tratados con manosamina, N-
acetil-manosamina y citidina fue deglicosilada y los oligosacaridos obtenidos fueron
analizados en un equipo de electroforesis capilar. Para el analisis e identificacion de las
estructuras resultantes de la digestion con la PNGasa F, se tomé como referencia el
tiempo caracteristico de migracion de unidades de glucosa. A este tipo de referencia se le
llama escalera de glucosa y consiste en mondmeros y polimeros de glucosa que han sido
derivatizados con el mismo fluor6foro que las muestras a analizar, en el electroferograma
de la figura 5.6 se muestran los picos correspondientes a las unidades de glucosa, el

tiempo de migracion se muestra en el eje X y la fluorescencia en el gje Y.

=
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1
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min.
Fig. 5.6 Escalera de glucosa, indicando para cada pico las respectivas unidades de glucosa
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Fig. 5.7 Nomenclatura y clave de las estructuras propuestas. UG= unidades
de glucosa, ID= identificacion en los electroferogramas.
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Fig. 5.8 Electroferogramas representativos de digestiones con exoglicosidasas. La linea
delgada representa la muestra sin digerir, y la linea gruesa la muestra después de la
digestion. Se indican con numero las UG para las estructuras propuestas.
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Una vez que se obtiene el electroferograma de la escalera de glucosa se hace una
curva de calibracion en la que se relacionan los tiempos de migracion de cada pico con
las unidades de glucosa. Como resultado se obtiene una relacion lineal que permite
extrapolar los tiempos de migracion de cada pico obtenido en el electroferograma de la
muestra analizada, y obtener de esta manera las unidades de glucosa (UG) de cada uno de
ellos. Estos valores de unidades de glucosa son comparados con los valores publicados
para estandares de cada una de las estructuras que han sido analizadas en condiciones
similares, de ésta manera se puede proponer la estructura de los oligosacéridos presentes
en la muestra. En este trabajo se tomaron como referencia los valores de UG reportados
por el fabricante Glyko® en su catilogo “Tools for Glycobiology 2001-2002”. En la
figura 5.7 se detallan las unidades de glucosa que corresponden para cada estructura, asi
como la nomenclatura y la clave utilizada para identificar cada estructura propuesta en
los electroferogramas que se muestran mds adelante. El termino paucimanosas se refiere
a los glicanos que contienen menos de 3 manosas terminales, y el término alto manosa se
refiere a los glicanos que contienen mas de 3 manosas terminales.

Tal y como se ha descrito en la secciéon Digestion con exoglicosidasas en el
capitulo 4 Materiales y Métodos, la identidad de estructuras que comigran en unidades de
glucosa fue resuelta mediante digestiones enzimdticas de la muestra analizada, en la
figura 5.8 se ejemplifican tres digestiones, en donde se observan los picos que
desaparecen de las estructuras digeridas. En los tres electroferogramas la linea punteada
corresponde a la muestra sin digerir y la linea solida representa a la muestra ya digerida.
El panel que muestra la digestion con manosidasa, sugiere que los picos indicados con

las letras B, C, E y F corresponden a estructuras con manosas terminales puesto que son
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removidos en presencia de manosidasa. De esta manera se puede proponer una
determinada estructura para un pico en el que, debido a sus unidades de glucosa, se

tengan dos o mas estructuras posibles que pudieran estar comigrando.

5.3.1 Tratamientos con citidina

Los resultados de las estructuras de glicanos identificadas para la proteina
producida en los cultivos adicionados con citidina se muestran en la tabla 5.3 en donde se
muestran las unidades de glucosa, el tipo de estructura y el porcentaje de abundancia.

Las estructuras identificadas asociadas a la proteina obtenida a las 48 horas en los
cultivos adicionados con citidina se muestran en la tabla 5.3a y las asociadas a la proteina
cosechada a las 120 horas en la tabla 5.3b. en ambas cosechas, la totalidad de las
estructuras encontradas presentaron unicamente manosas terminales, lo cual coincide con
lo reportado, ya que en estudios realizados en diferentes lineas celulares de insecto sin la
adicion de precursores, la tendencia es encontrar un gran porcentaje de estructuras del
tipo alta manosa y glicanos truncados del tipo paucimanosa [20, 23, 41, 51, 57-59]. En
los cultivos tratados con citidina no se encontrd ninguna estructura compleja, asi mismo,
ni en las paucimanosa ni en las alta manosa se observa una tendencia que indique alguna
dependencia de la formacién de estas estructuras con la adicion de citidina al medio de
cultivo.

En el caso de la proteina obtenida a 120 horas, si se compara el cultivo en el cual
no se agrego citidina (0 mM), con aquellos en los que si se adiciond se ve un porcentaje

mayor de formas paucimanosa y una abundancia menor de formas alta manosa (Fig. 5.9).
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a) Cyt48 h OmM |05mM| ImM [ 1.5Mm
UG Estructura % % % %
3.1 MNN nd nd 69.31 30.68
4.78 M3N2 57.22 82.6 nd nd
6.7 MANS nd nd 30.66 69.32
7.97 MANG6 42.78 17.4 nd nd

b) Cyt 120 h OmM |05mM | 1mM | 1.5Mm
UG % % % % %
3.1 MNN 12.45 20.7 11.77 36.6

4.78 M3N2 28.8 29.6 34.77 26.1
5.5 M3N2F 12.1 12.3 13.91 12.7
6.7 MANS 4.58 nd nd 1.74
7.97 MANG6 39.72 37.3 8.24 22.8
8.47 MAN7 2.271 nd 28.22 nd
9.45 MANS nd nd 3.078 nd

Tabla 5.3 a) Estructuras propuestas y porcentaje de abundancia a 48 HPI, b)
Estructuras propuestas y porcentaje de abundancia a 120 HPI. nd= no detectado.

En la figura 5.9 se muestra la abundancia de formas paucimanosa y alta manosa

para cada uno de los cultivos, ninguna de las graficas muestra tendencia en la abundancia
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Fig. 5.9 Abundancia relativa de formas paucimanosa y alta manosa en los cultivos tratados con citidina
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de una u otra glicoforma que pudiera estar siendo inducida por la concentracion de
citidina adicionada, asi mismo, se puede observar que tanto la proteina cosechada a las 48
HPI como la cosechada a las 120 HPI contienen unicamente estructuras del tipo
paucimanosa y alta manosa. Lo anterior concuerda con un reporte de Joosten y

colaboradores [60] en el que analiza el efecto del tiempo de cosecha en las glicoformas
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asociadas a SeAP producida en células de insecto Tn-4s, en el que no encuentra
diferencias significativas entre las muestras cosechadas a 48, 72 y 96 HPI. En la figura
5.10 se muestran los electroferogramas del andlisis de la proteina obtenida a las 48 horas
y en la figura 5.11 los electroferogramas obtenidos del analisis de la proteina obtenida a
las 120 horas en los cultivos adicionados con citidina. Como puede observarse, aquellos
picos a los que se les ha asignado una determinada estructura se encuentran sefialados con
una letra; el hecho de que haya picos a los que no se les ha asignado ninguna estructura es
debido a que no hay ninguna estructura reportada para esas unidades de glucosa. Asi
mismo, se observa que una misma estructura propuesta puede tener desfases en cuanto al
tiempo de migracion de un electroferograma a otro, sin embargo, correspondera siempre
a las mismas unidades de glucosa ya que ha sido extrapolado con la escalera de glucosa
que le corresponde. Una explicacion mas detallada sobre esto se encuentra en el apéndice
B. La abundancia de formas alta manosa indica un procesamiento incompleto de la
glicoproteina en el que es secretada antes de ser procesada por la GlcNAc-transferasa 1
(Fig. 2.7), esto resulta en estructuras con cinco 0 mas manosas terminales. Las formas
paucimanosa provienen de estructuras complejas que ya han sido procesadas por la
GlcNAc-transferasa Il que produce glicanos con la estructura N2M3N2 (Fig. 5.7) de las
cuales una Hexosaminidasa asociada a membrana [23] ha eliminado las dos N-
acetilglucosaminas terminales (Fig. 2.7), la estructura resultante tiene dos manosas
terminales y no es reconocida por la Galactosiltransferasa como sustrato por lo cual ya no
puede seguir siendo procesada y es secretada. La predominancia de formas alta manosa y
paucimanosa en los cultivos tratados con citidina indican un procesamiento incompleto y

una alta actividad de la enzima hexosaminidasa. Por lo cual, ain si se tuvieran las
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condiciones necesarias para la sialilacion, ésta no llegaria a realizarse por causa de un

procesamiento incompleto.
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Fig. 5.10 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con citidina a 48 HPI.
Las letras sobre los picos indican las estructuras propuestas representadas en la figura 5.7. Se indican con
numero las UG para las estructuras propuestas. 63
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Fig. 5.11 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con citidina a 120 HPIL.
Las letras sobre los picos indican las estructuras propuestas representadas en la figura 5.7. Se indican con
numero las UG para las estructuras propuestas.

64



5.3.2 Tratamientos con N-acetilmanosamina
Las estructuras de oligosacéridos identificadas y sus porcentajes de abundancia
obtenidos de la proteina analizada tanto a 48 como a 120 horas en los cultivos

adicionados con ManNAc se muestran en las tablas 5.4a y 5.4b respectivamente.

a) ManNAc 48 h OmM | 5SmM | 10mM | 20 mM
UG Estructura % % % %
3.1 MNN 1828 | 20.75 16.89 6.75

4.78 M3N2 40.67 | 32.34 35.25 22.5
6.7 MANS nd 492 nd nd
7.97 MANG6 41.04 nd 47.85 70.74

8.47 MAN7 nd 37.68 nd nd
9.45 MANS nd 4.3 nd nd

b) ManNAc 120 h OmM [ SmM | 10mM | 20 mM
UG % % % % %
3.1 MNN 18.14 18.8 24.39 5.85

4.78 M3N2 20.79 20.4 20.59 32.3
5.5 M3N2F 17.51 12.4 7:15 20.1
6.7 MANS nd nd 9.43 nd
7.97 MAN6 41.08 45.3 28 34
8.47 MAN7 2.49 3.1 nd nd

9.45 MANS nd nd 6.2 nd

10.16 MAN9 nd nd 4.2 nd

8.49 HYB nd nd nd 4.8

9.95 | G2N2M3N2 nd nd nd 2.89

Tabla 5.4 a) Estructuras de oligosacaridos propuestas y porcentaje de abundancia,
cosecha a 48 HPI, b) Estructuras de oligosacaridos propuestas y porcentaje de
abundancia, cosecha a 120 HPI. nd= no detectado.

La mayoria de las estructuras encontradas en los cultivos tratados con N-

acetilmanosamina fueron del tipo alta manosa y paucimanosa.
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Fig. 5.12 Electroferogramas correspondientes a los oligosacaridos asociados a la proteina proveniente de los cultivos
adicionados con N-acetilmanosamina cosechada a las 48 HPI. Las letras sobre los picos indican las estructuras

propuestas representadas en la figura 5.7. Se indican con nimero las UG para las estructuras propuestas.
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Fig. 5.13 Electroferogramas correspondientes a los oligosacaridos asociados a la proteina proveniente de los
cultivos adicionados con N-acetilmanosamina cosechada a las 120 HPI. Las letras sobre los picos indican las
estructuras propuestas representadas en la figura 5.7. Se indican con nimero las UG para las estructuras

propuestas.
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A diferencia de los resultados obtenidos con citidina, con la adicion de N-
acetilmanosamina en la cosecha a 120 horas se lograron identificar estructuras complejas,
esto fue solo a la mayor concentracion de N-acetilmanosamina (20 mM). Los picos a los
que hacen referencia estas estructuras corresponden en unidades de glucosa a una
estructura biantenaria galactosilada (G2N2M3N2) y una estructura hibrida (dos manosas
terminales y una GIcNAc terminal) segin la tabla que se ha tomado como referencia
(Glyko) (Fig.5.7). Esto no se observd en ninguna de las muestras analizadas de la
proteina cosechada a las 48 horas. En la figura 5.14 se muestran las abundancias relativas
para las formas paucimanosa, alta manosa y en su caso, hibridas y complejas tanto a 48
como a 120 horas de cosecha. Es con la adicion de éste precursor en el que se
identificaron las estructuras mas grandes de las formas alta manosa encontradas en todos
los cultivos (MAN9 en 10 mM) excepto la estructura MANS que se encuentra también en
el cultivo adicionado con 1 mM de citidina. En las figuras 5.12 y 5.13 se muestran los
electroferogramas del andlisis de la proteina obtenida a las 48 y 120 horas
respectivamente de los cultivos adicionados con N-acetilmanosamina. Reportes en
células de mamifero muestran un aumento en la sialilacion al adicionar N-
acetilmanosamina, la ManNAc es fosforilada (ManNAc-6-P) (Fig. 2.7) y al condensarse
con fosfo-enol-piruvato (PEP) forma NeuNAc-9-P, posteriormente entra al nucleo en
donde es activado con CTP para dar como resultado CMP-NeuNAc, el cual es
transportado a Golgi y adicionado como NeuNAc a la cadena de oligosacaridos por una
sialiltransferasa [6]. Tomiya y Betenbaugh [8] reportan la ausencia de CMP-NeuNAc en
las lineas celulares Sf-9 y HS; al expresar en células Sf-9 dos de las enzimas involucradas

en la biosintesis de CMP-NeuNAc en mamiferos (acido acetilNeuraminico sintasa y
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CMP-4cido acetilNeuraminico sintasa) logran detectar niveles de casi la mitad de los
encontrados en células CHO, y al incubar éstas células con 10 mM de N-
acetilmanosamina logran elevar en mas de 10 veces la concentracion intracelular de
CMP-NeuNAc. Kim y colaboradores [61] reportan una deficiencia en la enzima

encargada de fosforilar la N-acetilmanosamina (fig. 2.7) en células de insecto, por lo cual

100
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[
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Opaucimanosa DBalta manosa Mmcompleja @hibrida ®No ID
Fig. 5.14 Abundancia relativa de formas paucimanosa, alta manosa, compleja e hibrida en
los cultivos tratados con N-acetilmanosamina

el NeuSAc no puede ser sintetizado. Sin embargo, otros grupos de investigacion reportan
resultados que contradicen el hecho de que las células de insecto no son capaces de
sintetizar el donador activado del acido sialico. Watanabe y colaboradores [62] publican
la obtencion de una glicoproteina sialidada producida en células HS adicionando un
inhibidor de la [B-N-Acetilglucosaminidasa, esto sugiere que el paso limitante en la
sialilacion de proteinas en células de insecto podria ser la alta actividad [-N-
Acetilglucosaminidasa, pero que todos los precursores y las enzimas involucradas en la
formacion de estructuras complejas y sialidadas estidn presentes y funcionando
correctamente. Por esta razon, si bien en células de mamifero y otras lineas celulares de
insecto [25, 56, 60], se han logrado producir proteinas recombinantes sialidadas bajo
ciertas condiciones de cultivo, en nuestro caso lo que pudiera estar evitando obtener

estructuras sialidadas aun agregando N-acetilmanosamina, sea una alta actividad [B-N-
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Acetilglucosaminidasa. Otros estudios realizados en células de insecto sugieren una
incapacidad propia de la linea celular para sintetizar el precursor del acido sialico [8], sin
embargo, con los resultados obtenidos en este trabajo no pueden hacerse conjeturas de
ésta naturaleza. Aunado a esto, otro factor determinante en el procesamiento de glicanos
son los nutrientes proporcionados por el medio de cultivo, en estudios realizados con
otras lineas celulares derivadas de Trichoplusia ni (Tn-4s, Tn-4h) [39, 60, 63], se han
logrado estructuras complejas e incluso sialidadas utilizando medios de cultivo
adicionados con suero fetal bovino (TNM-FH), o utilizando medios de cultivo especificos
para lineas derivadas de Trichoplusia ni (EXPRESS-F IVE®, EX-CELL401%). Hollister y
colaboradores [64] logran producir una glicoproteina sialidada en una linea celular
transgénica derivada de Sf9 que expresa constitutivamente una galactosiltransferasa y una
sialiltransferasa de mamifero, pero unicamente cuando se cultivan en medio
suplementado con suero fetal bovino o con fetuina (glicoproteina bovina sialidada), por
lo que sugieren una via alterna para la incorporacion de &cidos sidlicos a las
glicoproteinas producidas en células de insecto que involucra una ruta de salvamento de

los 4cidos sialicos de proteinas presentes en el medio de cultivo.

5.3.3 Tratamientos con manosamina

Los resultados de las estructuras propuestas para los oligosacaridos asociados a la
proteina obtenida a 48 y 120 horas en los cultivos adicionados con manosamina se
muestran en las tablas 5.5a y 5.5b respectivamente en donde se muestran las unidades de

glucosa, el tipo de estructura y el porcentaje de abundancia
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a) ManN 48 h OmM | SmM | 10mM | 20 mM
UG Estructura % % % %
3.1 MNN 17.2 24.65 11.8 24.73
4.78 M3N2 359 19.45 11.1 14.35
6.0 No ID nd nd 42.7 20.33
7.97 MANG6 33.9 55.89 30 40.57
8.47 MAN7 13 nd 435 nd
b) ManN 120 h 0 mM 5 mM 10 mM 20 mM
UG % % % % %
3.1 MNN 11.41 11.91 17.08 nd
4.78 M3N2 30.08 26.84 24.65 21.13
5.5 M3N2F 15.9 20.35 11.84 16.5
6.0 No ID nd nd nd 11.1
6.7 MANS 8.42 438 nd nd
7.97 MANG 30.4 25.39 36.51 42.94
8.47 MAN7 3.72 4.44 nd 3.37
F07 N2M3N2 nd 6.67 nd nd
8.85 N4M3N2 nd nd 7.23 4.96
10.09 | G2N2M3N2F nd nd 2.69 nd

Tabla 5.5 a) Estructuras de oligosacaridos propuestas y porcentaje de abundancia,
cosecha a 48 HPI, b) Estructuras de oligosacaridos propuestas y porcentaje de
abundancia. cosecha a 120 HPI. nd= no detectado.

Al igual que en los resultados mostrados para los cultivos adicionados con ManNAc, la
mayoria de las estructuras propuestas tienen manosas terminales. En el caso de la adicion

de manosamina, se encuentran formas complejas asociadas a la proteina cosechada a las

100
ManH 48 ManH 120

80 4
60 -
+
40 -

20

0 = T T L] T
0OmM 5 mM 10 mM 20 mM 0mM SmM 10 mM

Opaucimanosa (alta manosa mMcompleja @hibrida S No ID
Fig. 5.15 Abundancia relativa de formas paucimanosa, alta manosa, compleja y No ID

en los cultivos tratados con manosamina
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120 horas en las tres concentraciones ensayadas. Para el caso del cultivo adicionado con
5 mM de manosamina la Unica estructura compleja con una abundancia del 6.68% es una
estructura N2M3N2 (sin sidlicos, sin galactosas, biantenaria con N-acetilglucosaminas
(GlcNAc) terminales), con la adicion de 10 mM de manosamina se proponen dos
estructuras complejas, una tetraantenaria con GIcNAc terminales (N4M3N2) y una
biantenaria con galactosas terminales (G2N2M3N2F). En el cultivo adicionado con 20
mM de manosamina volvemos a encontrar la estructura N4M3N2 y también una
estructura que no ha sido identificada (*No ID). En el analisis de los oligosacaridos
asociados a la proteina cosechada a 48 horas, solo se encuentran formas paucimanosa y
alta manosa y nuevamente encontramos una estructura No ID que esta presente en 10 y
20 mM. En la figura 5.15 se muestran las abundancias relativas para las formas
paucimanosa, alta manosa, y complejas en la proteina cosechada a 48 y 120 horas en los

cultivos adicionados con Manosamina.

72



0 mM ManN .

|
33
| A

11.0 11.5 12.0 125 13.0 135 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0

N~ oy /| R -l

13.0 13.5 14.0 145 15.0 155

fluorescencia

10 mM ManN

11.0 11.5 12.0 12,5 13.0 135 14.0 145 15.0 155 16.0

; 20 mM ManN

11.0 115 12.0 125 13.0 13.5 14.0 145 15.0 15.5 16.0

minutos

Fig. 5.16 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con manosamina
48 HPI Las letras sobre los picos indican las estructuras propuestas representadas en la figura 5.7. Se
indican con mimero las UG para las estructuras propuestas.
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Fig. 5.17 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con manosamina
120 HPL Las letras sobre los picos indican las estructuras propuestas representadas en la figura 5.7.
Se indican con mimero las UG para las estructuras propuestas.
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Si bien la mayoria de las estructuras corresponden a paucimanosa y alta manosa, es
evidente la formacion de estructuras complejas desde la primer concentracion ensayada en
el caso de la proteina obtenida a las 120 HPI. En las figuras 5.16 y 5.17 se muestran los
electroferogramas del andlisis de los oligosacéaridos asociados a la proteina obtenida a las
48 y 120 horas respectivamente de los cultivos adicionados con manosamina. La aparicion
de estructuras complejas con la adicion de manosamina no podria explicarse en funcion del
aumento de precursores activados ya que este aminoazucar no figura en ninguna de las
rutas de biosintesis (Fig. 2.6). Donaldson y colaboradores [41] reportan un aumento en
estructuras resistentes a manosidasa en cultivos de células de insecto adicionados con
manosamina, y lo atribuyen a una posible inhibicion de la B-N-acetilglucosaminidasa.
Watanabe y colaboradores [62] utilizando 2-acetamido-1,2-dideoxynojirimycin como
inhibidor de la B-N-Acetilglucosaminidasa, demostraron que la linea celular Tn5B1-4
posee la maquinaria enzimatica para lograr un procesamiento completo de N-glicanos. Si
bien en los cultivos adicionados con manosamina que se reportan en este trabajo se
determindé un mayor nimero de estructuras complejas, el hecho de no identificar sialidadas
hace suponer deficiencias en la via de sintesis del donador del acido sialico (CMP-
NeucNAc) y/o la ausencia de la actividad sialiltransferasa. Esto recalca la importante
repercusion de la actividad B-N-Acetilglucosaminidasa sobre el procesamiento de N-
glicanos en células de insecto, y deja al aire la interrogante de si el tratamiento con
manosamina estd logrando de alguna nmanera reducir la actividad [-N-
Acetilglucosaminidasa y por lo tanto favoreciendo la formacién de estructuras complejas.
Con la finalidad de esclarecer estos resultados se realizd un ensayo de la actividad

hexosaminidasa en extractos celulares con y sin adicion de Cyt, ManNAc y ManN.
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5.4 ACTIVIDAD B-N-ACETILGLUCOSAMINIDASA

En los cultivos tratados con manosamina se identificaron estructuras complejas, tal
vez indicando que la presencia de manosamina permitié su sintesis. En estudios realizados
anteriormente [41] en células de insecto se sugiere que la manosamina pueda estar actuando
como un inhibidor de la B-N-Acetilglucosaminidasa (hexosaminidasa) (fig. 2.7), sin
embargo, no proponen ningun mecanismo ni muestran evidencia de ello. La inhibicidon a la
hexosaminidasa provocaria una reduccion de las formas paucimanosa, aumentando la
disponibilidad de formas que si serian sustrato de las transferasas encargadas de originar
formas complejas y sialidadas.

En un reporte de Watanabe y colaboradores [62] logran la obtencién de estructuras

sialidadas en una proteina expresada por el sistema células de insecto-baculovirus bajo la

BOmM AManN20mM & ManNAc20 mM X Cyt 1.5 mM

5- y =0.2168x - 0,0238
2 y =0.2117x + 0.0846 FP = 0.0983
FR = 0.9952 omM
3. y=0204x+02263  ManNAc20mM
R =0.9815

y =0.1575x% - 0.053
R? = 0.9969
ManN20 mM

Cyt 1.5 mM

0 5 10 15 20
min

Fig 5.18 Ensayo para actividad -N-Acetilglucosaminidasa en extractos celulares, la

pendiente de las rectas representa la velocidad (mM/min) de degradacion del sustrato. Las

barras de error no alcanzan a observarse por ser mas pequeiias que la vifieta.

accion de 2-acetamido-1,2-dideoxynojirimycin como inhibidor de la actividad
hexosaminidasa. En el tratamiento con manosamina se observo la aparicion de N-glicanos

complejos, lo cual sugiere que las enzimas respectivas estan activas y dispusieron del
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sustrato necesario. Para probar si el tratamiento con manosamina era capaz de inhibir la
actividad hexosaminidasa se realizo un ensayo en extractos celulares. En el ensayo se
probaron las concentraciones 1.5 mM para citidina y 20 mM para manosamina y N-
acetilmanosamina (el ensayo fue realizado como se describe en el capitulo Materiales y
Métodos). En la figura 5.18 se muestra el comportamiento de la degradacion de sustrato a
lo largo de 20 minutos, lo que vemos en cada caso es una recta en la que la pendiente es la
velocidad de consumo de sustrato (mM/min); se observa claramente que los ensayos
realizados en presencia de Cyt y ManNAc tienen una velocidad practicamente igual al
ensayo realizado inicamente con el extracto y el sustrato (0 mM), sin embargo, ¢l ensayo al
que se le agregé ManN muestra una pendiente menor.

En la tabla 5.6 se detallan los resultados del ensayo de actividad hexosaminidasa
mostrando el valor de las velocidades de consumo de sustrato (LM/min) para cada uno de
los ensayos realizados, asi como el margen de error para cada caso (cada ensayo fue

realizado por duplicado).

Velocidad

(UM/min) +/-
Control 0 mM 217 11
Cyt 1.5mM 204 5
ManNAc 20 mM 212 8
ManN 20 mM 157 0

Tabla 5.6 Velocidad de consumo de sustrato para hexosaminidasa en extracto
celular. (+/-) Rango de variacién entre dos experimentos.

Estos resultados muestran un efecto de la manosamina sobre la velocidad de
consumo de sustrato de la 3-N-Acetilglucosaminidasa, responsable tal vez de la aparicion

de formas complejas. Utilizando 5SmM de 2-acetamido-1,2-dideoxynojirimycin, Watanabe
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logra una disminucion de la actividad hexosaminidasa de hasta 79.1%, y en nuestro caso, la
adicion de 20 mM de manosamina reduce la velocidad de consumo de sustrato en un
27.65%, esta diferencia pudiera estar condicionando el encontrar o no estructuras sialidadas
y observandose unicamente la reduccion de formas paucimanosa y la aparicion de
estructuras complejas en los cultivos tratados con manosamina, sin embargo, es soélo un
acercamiento y queda ain como una propuesta para explicar el porqué de los resultados

obtenidos en el andlisis de glicanos.
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Capitulo VI CONCLUSIONES

En la primera parte de este trabajo se caracteriz6 el efecto de la adicion de citidina
(0.5, 1.0 y 1.5 mM), N-acetilmanosamina (5, 10 y 20 mM) y manosamina (5, 10 y 20
mM) sobre el crecimiento, consumo de glucosa, generacion de lactato y produccion de
proteina recombinante de cultivos de células Tn5SB1-4.

Sélo a la mayor concentracion de citidina (1.5 mM) y manosamina (20 mM) se
vio arrestado el crecimiento, disminuyendo la velocidad especifica de crecimiento en un
30% con respecto a los cultivos control (0 mM). En los cultivos restantes, ni la velocidad
especifica de crecimiento ni el indice de crecimiento muestran este efecto sobre el
crecimiento.

Los cultivos no infectados agotan la glucosa antes de las 96 HPI y a partir de este
punto comienzan a consumir el lactato generado para obtener energia. Esto no se observa
en los cultivos no infectados, por lo que no se encuentran limitados en fuente de carbono
para el mantenimiento celular y sintesis de proteinas.

Respecto a la produccién de proteina recombinante no se encontraron variaciones
significativas ni en la produccion especifica ni en la velocidad especifica de produccion.
De tal manera, la integracion de todas estas caracteristicas de crecimiento, consumo de
nutrientes y producciéon de proteina recombinante, permiten aseverar que las diferencias
encontradas en la N-glicosilacion de la proteina recombinante producida, pueden ser
atribuidas a la incubacion con las sustancias ensayadas y no a factores como alteracion en
la asimilacion de nutrientes, acumulacion de metabolitos toxicos o saturacion de la

maquinaria de expresion de la proteina heterologa.
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En la segunda parte del trabajo se evalué el efecto de la adicion de citidina, N-
acetilmanosamina y manosamina sobre la glicosilacion de SeAP producida en c€lulas
Tn5B1-4. En los tres tratamientos (Cyt, ManN y ManNAc) tanto a 48 como a 120 HPI la
mayoria de estructuras propuestas corresponden a formas alta manosa y paucimanosa, lo
cual indica un procesamiento incompleto y una alta actividad hexosaminidasa
respectivamente. Para la proteina cosechada a 120 HPI en la mayor concentraciéon de
ManNAc (20 mM) se identifico un 2.89% de estructuras complejas y 4.8% de una
estructura hibrida; sin embargo, el efecto mas drastico se observé en la proteina
proveniente de los cultivos tratados con manosamina, en los cuales se observa una
tendencia de aumento en la formacion de estructuras complejas que pareciera ser
dependiente de la concentracion de manosamina adicionada al medio de cultivo.

La medicion en extractos celulares de la actividad hexosaminidasa en presencia
de Cyt, ManNAc y ManN, muestra una reduccion en la velocidad de consumo de sustrato
en presencia de 20 mM ManN, lo cual justifica la aparicion de formas complejas y
correlaciona con la aparente reduccion de las formas paucimanosas en los tratamientos
con manosamina.

Es evidente que el aumento de la disponibilidad de nucledtido-aziicares no es
condicion suficiente para la obtencion de formas complejas. Para lograr esto ultimo es
necesario también considerar las capacidades propias de cada linea celular en cuanto a la
actividad de glicosiltranferasas y glicosidasas involucradas en el procesamiento de

oligosacaridos complejos.
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Capitulo VII PERSPECTIVAS

Hasta hace algunos afios, los estudios con células de insecto estaban enfocados
principalmente a la caracterizacion de lineas celulares y de los factores relacionados con
las condiciones de cultivo. Actualmente el sistema esta perfectamente establecido para la
expresion de cientos de proteinas recombinantes, sin embargo, para la expresion de
proteinas de interés terapéutico se siguen llevando a cabo estudios para el mejoramiento
de medios de cultivo y para la “humanizacion” de lineas celulares mediante manipulacion
genética.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que manipulando las
condiciones de cultivo de células de insecto, se puede modificar la glicosilacion de la
proteina recombinante producida. Un factor muy importante que debe ser considerado en
estudios posteriores esta relacionado con la maquinaria enzimatica involucrada desde la
sintesis de los precursores hasta la incorporacion de azicares en la cadena de
oligosacaridos asociados a la proteina.

La sobreexpresion de glicosiltransferasas y de enzimas que participan en la
sintesis del CMP-NeuNAc, asi como la reduccion de la actividad hexosaminidasa
mediante la inhibicion quimica o silenciamiento del gen involucrado, serian estrategias
viables para mejorar el procesamiento postraduccional en el sistema células de insecto-

baculovirus.
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A.1 Cailculo de la velocidad especifica de crecimiento e indice de crecimiento

La velocidad especifica de crecimiento aparente (i) de los cultivos fue calculada

durante la fase exponencial de crecimiento en la que:

dx
dt

donde x es la concentracion celular del cultivo al tiempo t. Al integrar la ecuacion Al se

= X (A1)

obtiene

Ln(x/x,) = ut (A2)
donde X, es la concentracion inicial de células viables. La ecuacién A2 representa el
crecimiento exponencial [65]. De esta manera, la | es la pendiente de la recta que
resulta al graficar Ln(x/x,) contra t. Utilizando la velocidad especifica de crecimiento ya
calculada, se puede obtener el tiempo de duplicaciéon del cultivo con la siguiente
expresion:

td = Ln2/p (A3)
A.2 Determinacion del indice de crecimiento

Debido a la infeccion por el baculovirus recombinante, la velocidad especifica de

crecimiento de células infectadas sufre una desaceleracion y no se mantiene constante
durante la fase de crecimiento. Por ésta razon, el crecimiento de células infectadas no
ocurre de forma exponencial, por lo que no puede ser descrito por la ecuacién A2. Con la
finalidad de poder caracterizar las cinéticas de crecimiento en cultivos infectados se
define el parametro “indice de crecimiento” (IC) que representa el nimero de veces que

crecio el cultivo y se define como:

IC = XynlXs (A4)
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en donde x,m es la concentraciéon celular méaxima alcanzada y X, es la concentracion
celular en el momento de la infeccion.
A.3 Cilculo de la velocidad especifica de produccion de proteina recombinante
Basandose en el modelo de Luedeking-Piret, que describe la velocidad de
produccion de un determinado producto en funcién de su asociacion con el crecimiento:
dP/dt = (o * pu + B) xy (AS)
donde dP/dt es la velocidad volumétrica de produccion de proteina recombinante
(mg/mL*h), o una constante estequiométrica y B una constante cinética. Como ya se
mencioné anteriormente, los cultivos infectados no siguen un modelo exponencial de
crecimiento y | es muy pequeiia, por lo que la ecuacién AS se reduce a la siguiente
expresion:
dP/dt= B xy (A6)
donde J es la constante del producto no asociado al crecimiento (proteina recombinante).
Integrando entre los limites 0 y t la ecuacion A6 resulta:
P=Py+B[x,dt (A7)
en donde Py es la concentracion de proteina recombinante al tiempo cero, considerandose
cero para el sistema utilizado. El término | x, dt se conoce como indice de viabilidad
(células*h/L) y representa el area bajo la curva de la concentracion celular viable
(células/L) contra tiempo (h). El indice de viabilidad puede ser calculado facilmente por
el método de los trapecios [66]. El cédlculo fue realizado de la siguiente manera,

utilizando el programa de hoja de cédlculo Excel®
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1.- Calcular el promedio de la concentracion celular viable a cada intervalo de tiempo:

tiempo CVIL CV/L promedio
(Hrs) (cel/L)
0 1637125452
24 | 2377170095 | 2007147774
48 | 2929057731 | 2653113913
72 1636060893 | 2282559312
96 564664699 | 1100362796
120 198866564 | 381765631.3

2.- Calcular la diferencia de los valores de tiempo a cada intervalo:

tiempo CVviL CVI/L promedio| Delta tiempo
(Hrs) (cellL) (h)
0 1637125452
24 | 2377170095 | 2007147774 24
48 2929057731 | 2653113913 24
72 | 1636060893 | 2282559312 24
96 564664699 | 1100362796 24
120 198866564 | 381765631.3 24

3.- Calcular el producto de concentracion celular promedio y delta tiempo:

tiempo CVIL CV/L promedio| Delta tiempo
(Hrs) (cel/l) (h) (CV*h/L)
0 1637125452
24 | 2377170095 | 2007147774 24 4.8172E+10
48 | 2929057731 | 2653113913 24 6.3675E+10
72 1636060893 | 2282559312 24 5.4781E+10
96 564664699 | 1100362796 24 2.6409E+10
120 198866564 | 381765631.3 24 9162375152

4.- Calcular el indice de viabilidad, acumulando el producto del paso 3:

tiempo Cv/L CV/L promedio| Delta tiempo Indice de viabilidad
(Hrs) (cel/L) (h) (cV*hiL) (cV*hiL)
0 1637125452
24 | 2377170095 | 2007147774 24 4.8172E+10 | 48171546572
48 | 2929057731 | 2653113913 24 6.3675E+10 1.11846E+11
72 1636060893 | 2282559312 24 5.4781E+10 1.66628E+11
96 564664699 | 1100362796 24 2.6409E+10 1.93036E+11
120 | 198866564 | 381765631.3 24 9162375152 | 2.02199E+11
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A partir de la ecuacion A7 se puede determinar la velocidad especifica de
produccidn de proteina recombinante:

p-po= B Jxydt
N L S| S
y = m X

donde:
p = concentracion de proteina recombinante en el tiempo t
po = concentracion de proteina recombinante en el tiempo cero
B = velocidad especifica de produccién de proteina recombinante
[ x, dt = indice de viabilidad

Asi, B representa la pendiente de la recta que se obtiene al graficar la concentracion de

proteina recombinante contra el indice de viabilidad.

A.4 Cilculo de la velocidad especifica de consumo de glucosa y velocidad especifica
de generacion de lactato.
Las determinaciones de estos parametros se hicieron con la ecuacion propuesta
por Yamaji [67]:
so-s= B | x, dt
e
y=m X
s = concentracion de glucosa o lactato en el tiempo t
sp = concentracion de glucosa o lactato en el tiempo cero

B = velocidad especifica de consumo de glucosa o de generacion de lactato

[ x, dt = indice de viabilidad
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De igual manera que en el calculo de la velocidad especifica de produccioén de proteina,
el parametro [ representa la pendiente de la recta que se obtiene al graficar la

concentracion de glucosa (o lactato, seglin sea el caso) contra el indice de viabilidad.
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En este apéndice se muestran los electroferogramas corresponientes a las
digestiones con exoglicosidasas de las muestras analizadas. En la figura B.2 se muestran
varias escaleras de glucosa, como puede observarse, se tienen variaciones en el tiempo de
migracion de los picos correspondientes a las unidades de glucosa, entre una escalera y
otra. Segun lo indica la literatura consultada [48, 49, 59], estas variaciones pueden
explicarse en funcién del voltaje aplicado, la densidad y pH del buffer, asi como de la
temperatura en el capilar al momento de realizar la corrida. En nuestro caso, si bien
siempre se utilizé el mismo buffer de corrida proporcionado por Beckman, el hecho de
reutilizar varias veces el mismo vial de buffer y los cambios en la densidad del mismo
causado por la evaporacidon que ocurre al tenerlo almacenado, se vieron reflejados en el
desfase del tiempo de migracion para una misma muestra que fue analizada en dias
diferentes. Para evitar que esto nos afectara en la identificacion de las estructuras, se
corrid siempre una escalera de glucosa al comenzar el analisis de las muestras. De esta
manera, un mismo pico que se presenta con tiempos de migracion diferentes en dos
electroferogramas generados en dias diferentes, puede ser identificado ya que el valor de
las unidades de glucosa (UG) es siempre el mismo al extrapolar los tiempos de migracion
con las UG de la escalera de glucosa que le corresponde.

En la figura B.3a se muestra el electroferograma del fluor6foro utilizado (APTS)
al cual se le dio el mismo tratamiento que a las muestras de carbohidratos. Esto se hizo
con el objetivo de asegurarnos que tanto el exceso de APTS como de las sustancias
adicionadas al derivatizar los carbohidratos, no interfirieran con el analisis.

Asi mismo, se derivatizé y analiz6 un estandar proporcionado por Glyko®, el

electroferograma de este estandar se muestra en la figura B.2b y corresponde a una
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estructura con 6 manosas terminales, en la figura B.2c se muestra la digestion con

manosidasa de esta misma estructura.

60 KDa

Figura B.1. Gel de acrilamida en el que se observa la migracion de varias muestras de SeAP
purificada de diferentes cultivos y sometida a digestion con PNG-asa-F para separar los
carbohidratos asociados a la proteina. En el marcador de peso molecular se indica la banda que
corresponde a 60 KDa, los carriles 1, 3, 5 y 7 corresponden a muestras de SeAP sin PNG-asa-F
y los carriles 4, 6 y 8 a muestras de SeAP digeridas. Notese el cambio en la migracion en estas
tres ultimas muestras debido a la pérdida de los N-glicanos. En el carril 2 no se cargd ninguna
muestra.
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Figura B.2 Electroferogramas de escaleras de glucosa corridas en diferentes ocasiones, en
todos los casos se trata del mismo estandar de glucosa proporcionado por Beckman. Se indican
con un numero las unidades de glucosa que corresponden para cada pico.
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Figura B.3 Electroferograma del APTS (a) , y del estandar de manosa 6 (b) , asi como de la
digestion del estandar con manosidasa (c).
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Figura B.4 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con citidina a

48 HPI después de ser sometidas a digestion con manosidasa.
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Figura B.5 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con citidina a

120 HPI después de ser sometidas a digestion con manosidasa.
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Figura B.6 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con citidina a

48 HPI después de ser sometidas a digestion con [3-N-acetilglucosaminidasa. Las letras sobre los
picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.7 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con citidina a
120 HPI después de ser sometidas a digestién con [-N-acetilglucosaminidasa. Las letras sobre los
picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.8 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con citidina a
48 HPI después de ser sometidas a digestion con -galactosidasa. Las letras sobre los picos indican

las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.9 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con citidina a
120 HPI después de ser sometidas a digestion con P-galactosidasa. Las letras sobre los picos
indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.10 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con citidina a
120 HPI después de ser sometidas a digestion con sialidasa. Las letras sobre los picos indican las

estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.11 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con N-
acetilmanosamina a 48 HPI después de ser sometidas a digestién con manosidasa.

107



| 0 mM ManNAc

12 13 14 15 16 17 18 19

5 mM ManNAc

12 13 14 15 16 17 18 19

Fluorescencia

10 mM ManNAc

12 13 14 15 16 17 18 19
20 mM ManNAc
L
L\ K
_,.A_I'J A —— = J\ 4 h,
12 13 14 15 16 17 18 19
minutos

Figura B.12 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con N-
acetilmanosamina a 120 HPI después de ser sometidas a digestion con manosidasa. Las letras sobre
los picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.13 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con N-
acetilmanosamina a 48 HPI después de ser sometidas a digestion con -N-acetilglucosaminidasa.
Las letras sobre los picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.14 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con N-
acetilmanosamina a 120 HPI después de ser sometidas a digestion con B-N-acetilglucosaminidasa.
Las letras sobre los picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.15 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con N-
acetilmanosamina a 48 HPI después de ser sometidas a digestion con [-galactosidasa. Las letras
sobre los picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.16 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con N-
acetilmanosamina a 120 HPI después de ser sometidas a digestién con B-galactosidasa. Las letras
sobre los picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.17 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con N-
acetilmanosamina a 120 HPI después de ser sometidas a digestién con sialidasa. Las letras sobre
los picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.18 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con
manosamina a 48 HPI después de ser sometidas a digestion con manosidasa. Las letras sobre los
picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.19 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con
manosamina a 120 HPI después de ser sometidas a digestion con manosidasa. Las letras sobre los

picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.20 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con
manosamina a 48 HPI después de ser sometidas a digestién con [3-N-acetilglucosaminidasa. Las
letras sobre los picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.21 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con
manosamina a 120 HPI después de ser sometidas a digestion con (-N-acetilglucosaminidasa. Las
letras sobre los picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.22 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con
manosamina a 48 HPI después de ser sometidas a digestion con [3-galactosidasa. Las letras sobre
los picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.23 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con
manosamina a 120 HPI después de ser sometidas a digestion con B-galactosidasa. Las letras sobre
los picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.24 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con
manosamina a 48 HPI después de ser sometidas a digestion con sialidasa. Las letras sobre los picos
indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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Figura B.25 Electroferogramas de las muestras analizadas de los cultivos adicionados con
manosamina a 120 HPI después de ser sometidas a digestion con sialidasa. Las letras sobre los
picos indican las estructuras identificadas que no fueron digeridas (fig. 5.6).
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