UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
BIOQUIMICAS

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA MOLECULAR Y BIOPROCESOS

ESTUDIO TRANSCRIPCIONAL DE LAS VIAS DE
N-GLICOSILACION EN CELULAS DE OVARIO DE
HAMSTER CHINO (CHO) CULTIVADAS EN
CONDICIONES DE HIPOTERMIA MODERADA

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRO EN CIENCIAS

PR ESENT A
IBT. Martha Rosa Hidalgo Morales

DIRECTOR DE TESIS: Dr. Octavio T. Ramirez Reivich

Cuernavaca, Morelos Mayo, 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo fue realizado en el
Departamento de Medicina Molecular vy
Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Autonoma de Meéxico,
bajo la direccion del Dr. Octavio Tonatiuh
Ramirez Reivich.

Se agradece la asesoria de la Dra. Noemi Flores
durante el montaje y realizacion del qPCR, a la
M. en C. Vanessa Hernandez y al Dr. José
Antonio Serrato por su asesorfa en cuanto al
analisis de glicosilacion y cultivo celular, asf
como a la Dra. Adriana Valdez por el apoyo
durante la realizacion del proyecto.

Durante la realizacion de este trabajo se conto
con el apoyo economico del Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia (CONACYT)] a traves de
la beca 202706, del proyecto DGAPA/UNAM
IN-217007 y del proyecto CONACYT ciencia
basica 10495l.



[NDICE DE CONTENIDO

F N ) W) T U = T

RESUMEN

1.

2.

[1N]1:10)>] 8 [0/l (@) N PSRN
YN N1 0] 3 N 1 T

21. Las celulas de mamifero como sistema de expresion de proteinas
recOmMbINANtES. ..o

2.2. Estrategias para incrementar la productividad.................................
2.2.1. Efecto de la disminucion de la temperatura sobre la productividad

de proteinas recombiNantes. .......oovviiiieiiiiiii e

2.2.2.¢Por qué aumenta la productividad al disminuir la temperatura?.....
2.2.3.Respuesta al estrés por frio en celulas de mamifero.....................

2.3, GlCOSIACION. ...t
231 N-glicoSIaCION. ... v
232 Efecto de la hipotermia moderada sobre la glicosilacion de

Proteinas reCoOmMbINANTES. .. .vvvviiei i

2.4.Modelo de estudio: anticuerpo monoclonal contra interleucina 8 (AcMolL8)
24.1. Estructura y glicosilacion de inmunoglobulinas humanas...............

HIPOTESIS. . .. ettt et ettt et e e et et et e e et e e eaeanes

OBJETIVOS .....................................................................................
4. ODJetivo GENETAl. .. .uininieiie e
42.0DbjetiVOs €SPECITICOS. . v neint ittt e e

MATERIALES Y METODOS. . ... eveteteetet et ei et et eeie e et eae e eaeaneeeenes

5.1, Estrategia experimental..............ccoooviiriiiiiiiiii e

5.2. Cultivo celular
5.2.1. Cultivos adherentes y adaptacion a medio sin suero.....................
5.2.2. Cultivos escalonados a temperaturas subfisiologicas.....................

5.3. Determinacion de metabolitos, concentracion y viabilidad celular.............
5.3.1. Cuantificacion de la proteina recombinante..............cooovveviuvinninnen.

5.4. Andlisis transcripcional..............cooiiiiiiiii
5.4.1. Seleccion de los genes de interés, disefio de oligonucléeotidos.........
5.4.2.Extraccion, limpieza, cuantificacion e integridad de ARN total,

SINEESIS & ADNC...uiitiiiiii i

5.4.3.Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR]............
5.4.3.1. Estandarizacion y condiciones de reaccion............co.eeevenen..

5.4.3.2. Eficiencia de amplificacion, rango dinamico y validacion del
método de cuantificacion relativa...........cocoeveiieiiiiiiii e

vi

O 00 U1 S W

NN

21
23

26

26
26
26
27

27

28
29

30
30

3l
3l

33
35
35

37



5.4.3.3.Cuantificacion relativa, método del doble delta C.................
5.5. Actividad de exoglicosidasas extracelulares...............cccoovveveiiiiinninnn
5.6. Purificacion e identificacion del AcMo-IL8...........cccoeiiiiiiiiiiinii.

5.7. Analisis de glicosilacion..............cooiiiiiiiii

6. RESULTADOS Y DISCUSION. ... euuniteineneteteenetetieieie e ee et e eeneee e eneenene

6.1. Adaptacion de los cultivos a crecer en suspension y medio sin suero.....

6.2.Efecto de la disminucion de la temperatura sobre el metabolismo y
productividad de cultivos escalonados...............cccceeiiiiiiiiiiiiiin..

6.2.1. Tiempo optimo de cambio de temperatura...........ocevvvviiirininnnnn
6.2.2.Cultivos escalonados en suspension a 30 y 32°C: reduccion del
MELADOISIMO. . ettt
6.2.2.1. Incremento de la productividad especifica y volumeétrica al
disminuir 3 temMPeratura.......ooeveeiniiniieiiiii e,
6.2.2.2. El didmetro celular incrementa Gnicamente a 30°C...............
6.2.2.3. Reduccion del metabolismo e incremento de la
productividad: ¢como se genera energia a baja temperatura?............

6.3. Andlisis transcripcional: efecto de la disminucion de la temperatura sobre
la expresion de genes relacionados con las vias de N-glicosilacion

6.3.1. Seleccion de los genes de intereés, disefio de oligonucléotidos.........

6.3.2.Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR].........
6.3.2.1. Cuantificacion y calidad del ARN total.........ccccevviniiniinin.
6.3.2.2. Estandarizacion de las condiciones de reaccion..................
6.3.2.3. Eficiencia de amplificacion, intervalo dinamico y validacion
del método de cuantificacion relativa..........coooevviiiiiiiiiiiiinin.
6.3.24. Efecto de la disminucion de la temperatura sobre los niveles
de expresion de genes relacionados con las vias de N-glicosilacion....
6.3.2.5. Efecto de la disminucion de la temperatura sobre los niveles
de expresion de genes codificantes para: la proteina recombinante,
chaperonas del RE y proteinas de choque frio........cocoovviviinininn

6.4.Actividad de exoglicosidasas extracelulares................cccooviiiiiini

7. CONCLUSIONES. ......uueeeettiiiiiieeeeteiiiieeeeeeeetiieaeaeeaebti e eeeeesbonneestin e ees s
8. PERSPECTIVAS. ... ittt ettt et ettt e et
9. BIBLIOGRAFIA. ...ttt et e e e e e

ANEXO . Analisis del patron de glicosilacion............cooivviiiiiiiiiiiiiiiiins
APENDICE A. Métodos de CalCUIO. ....ovinininiiei e
APENDICE B. Comparacion del consumo y produccion de metabolitos, entre
CUItIVOS CON SUEIO Y SIN SUBTO. . uvineine et et et et e e
APENDICE C. El metabolismo de células animales: desperdicio de la fuente de
carbono mediante glutaminolisiS.......c.ovviniiiiiiii e

37

38
39

40

41
41

44
45

51

58
6l

64

67

67
68
68
69

75
79

87
95

103
105
106

114
120

122

123



Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.

Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.
Figura 10.
Figura I1.

Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.

Figura 15.
Figura 16.

Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.

Figura 20.

Figura 2.

Figura 22.
Figura 23.

Figura 24.

[NDICE DE FIGURAS

Esquema de un cultivo escalonado o bifasico de células animales..........

Modulacion de la transcripcion y traduccion por las proteinas de
ChOGUE fT0. et e

Via principal de N-glicosilacion en mamiferos.........c.ccoovviviieinnn...
Estructura general de una IgG humana y los N-glicanos asociados........
Esquema de la estrategia experimental...........ccooviiiiiiiiiiininnennn.

Esquema del experimento para la determinacion del tiempo optimo de
cambio de tEMPEratUra ...vevvineiriie it eaas

Morfologia de los cultivos de células CHO productoras de un AcMo-IL8
Cinéticas de crecimiento de células CHO-AcMolIL8 en medio con y sin

Cultivos escalonados de 37° a 32°C y de 37° (A) a 30°C (B]............
Efecto de la disminucion de la temperatura sobre el metabolismo.......

Cultivos escalonados de 37° a 32°C y de 37° (A) a 30°C (B) en
00 <] g1 () PR

Efecto de la temperatura sobre el metabolismo de cultivos a 30 vy
32°C en spinner flask.......ooveuiniiiii e

Efecto de la disminucion de la temperatura sobre la concentracion de
ACMO-ILB. e

Efecto de la disminucion de la temperatura sobre la productividad
especifica del ACMO-IL8. ... .ieeiiiii

Efecto de la disminucion de la temperatura sobre el tamafio celular....

Modelo del cambio de combustible metabolico durante la hibernacion
o (oI =Ta (o) = TR

Prueba de amplificacion de 0lig0S.......ovvieivriniiiiiiiiii e
Integridad y pureza del ARNiot....uvueiriiiiiiiiiiiiiiiiie e,
Optimizacion de la concentracion de oligonucleotidos............vuue....
Estabilidad de los genes de referencia........ccooveeveiiiiiiiiniiiiiiiiine.
Eficiencia de amplificacion de [os transcritos........cooevvivvivriniinninnenn..
Curvas tipicas para validar el método del Cq comparativo..................

Efecto de la disminucion de la temperatura sobre la expresion de
genes involucrados con la sintesis de precursores lipidicos (A) y
transportadores de azlicares activados (B).....c.covvvviiviiiiiiiiiiiiii,

Efecto de la disminucion de la temperatura sobre la expresion de
genes codificantes para glicosiltransferasas (A) y glicosidasas (B)..........

ifi

29
42

43
46
47

53

55

59

60
63

66
68
69
70
72
76
78

82

85



Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 3.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.
Figura 36.

Efecto de la disminucion de la temperatura sobre la expresion de genes
codificantes para la cadena pesada (HC) y ligera (LC) del AcMo-ILS......

Cociente de la expresion relativa HC/LC y produccion de cadena
pesada y ligera del AcMo-IL8

Efecto de la disminucion de la temperatura sobre la expresion de genes
codificantes para chaperonas del RE (A) y proteinas de choque frio (B)..

Actividad extracelular de exoglicosidasas en cultivos de células CHO
A 30, 32 Y B70C i

Actividad extracelular de exoglicosidasas en células CHO cultivadas a
baja temperatura

Actividad normalizada de las exoglicosidasas en los cultivos a 30 y 32°C

Relacion entre la expresion de ARNm y la actividad extracelular de
las exoglicosidasas

Cromatograma caracteristico obtenido durante la purificacion
Identificacion y pureza del AcMo-IL8 purificado
Patron de glicosilacion del AcMo-IL8 a 37°C
Perfiles de consumo y produccion de metabolitos.........................

Esquema de las vias metabolicas mas relevantes en células CHO.........

88

89

21

96

97
99

102
115
116
118
122
124



Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.
Tabla 4.

Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.

Tabla 11.

Tabla 12.

Tabla 13.

Tabla 14.

Tabla 15.

Tabla 16.

Tabla 17.

[NDICE DE TABLAS

Principales ventajas y desventajas de las células de mamifero como
sistema de produccion de proteinas recombinantes..............oooeu..

Efecto de la hipotermia moderada en la productividad de proteina
recombinante en diferentes lineas celulares de mamifero.................

Respuestas coordinadas al estrés por frio en células de mamifero......

Estudios que evaltan el efecto de la disminucion de la temperatura
sobre el patron de glicosilacion en cultivos de células CHO............

Anticuerpos monoclonales aprobados para uso terapéutico............
Oligonucleotidos disefiados para realizar el analisis transcripcional......

Matriz de primers empleada para optimizar la concentracion de
OligONUCIEOtIAOS. ... v

Parametros cinéticos y estequiométricos de la linea celular CHO-
AcMolL8 cultivada en adherencia y en suspension...............c........

Parametros cinéticos y estequiométricos determinados para los
cultivos escalonados y control a 37°, 32° y 30°C.....ccovvvvininiininnns

Parametros cinéticos y estequiométricos determinados para los
cultivos escalonados y control a 37°, 32° y 30°C en spinner flasks.....

Concentracion maxima, productividad especifica (qp) y volumétrica
(Pv) de AcMo-IL8 de los cultivos a baja temperatura.....................

Candidatos a genes de referencia evaluados y su estabilidad de
[0 ) 1= (o) 1 VT

Estadistica descriptiva para los 3 candidatos a genes de referencia
basados en el valor promedio de Ca.....c.oovvvniniiiiiiiiiiiiiiieans

Andlisis de correlacion de pares para los candidatos a genes de
PO O ENCIAL L.ttt ee e

Resultados del experimento de validacion del meétodo del Cq
o) 1110k =11 1Yo TSP

Estructuras propuestas del patron de glicosilacion para el AcMo-IL8
producido en cultivos en suspension a 37°C.......cocvviviiriiiinininnininn

Temperatura y pH optimos para enzimas clave de la glicolisis, TCA,
glutaminolisis, via de las pentosas, sintesis y degradacion de acidos
e o L T PPN

10

20
22

32

35

44

49

57

59

71

74

75

78

19

125



AcMo-IL8
ADN
ADNCc
ARN
ARNm
CDM4
CHO cells

CIRP

CMV
CSpP
DMEM

ELISA

Fc
GRP78
HC
ICV
IgG
LC
MTX

gPCR

PDI
Pv
H
sic
qsin
Jslu
qlac
dr

RBM3
RE

SBF
Sv40

ABREVIATURAS

Anticuerpo Monoclonal contra Interleucina 8
Acido Desoxirribonucléico

Acido Desoxirribonucléico complementario
Acido Ribonucléico

Acido Ribonucléico mensajero

Chemical Defined Medium 4

Chinese Hamster Ovary cells o Células de Ovario de Hamster Chino

Protefna de union a ARN inducida por frio (cold inducible RNA binding
protein)

Citomegalovirus
Cold shock proteins o proteinas de choque térmico frio
Dulbecco's Modified Eagle Medium

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay o Ensayo por inmunoadsorcion
ligado a enzimas

Fraccion cristalizable de una inmunoglobulina

Proteina regulada por glucosa de 78kDa (glucose-regulated protein)
Cadena pesada del AcMo-IL8 (Heavy Chain)

Integral de células viables

Inmunoglobulina G

Cadena ligera del AcMo-IL8 (Light Chain)

Metotrexato

Real Time -Polymerase Chain Reaction o Reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real

Proteina disulfuro isomerasa (protein disulfide isomerase)
Productividad volumeétrica

Velocidad especifica de crecimiento

Velocidad especifica de consumo de glucosa

Velocidad especifica de consumo de glutamina

Velocidad especifica de produccion de glutamato
Velocidad especifica de produccion de lactato

Productividad especifica

Proteina 3 de union al motivo de ARN: RRN,RNPI (RNA binding motif
protein 3)

Reticulo endoplasmico
Suero Bovino Fetal
virus vacuolado del simio 40

vi



Ta Temperatura de alineamiento (annealing)

TCA Ciclo de los acidos tricarboxilicos

Tm Temperatura de fusion (melting)

Yeiu/gin Rendimiento mol de glutamato por mol de glutamina
Yiac/gic Rendimiento mol de lactato por mol de glucosa

ENZIMAS RELACIONADAS CON LA N-GLICOSILACION

UGPase UDP-glucosa pirofosforilasa

DPMI Dolicol-fosfato manosiltransferasa subunidad |
DPM2 Dolicol-fosfato manosiltransferasa subunidad 2
DPAGTI UDP N-acetil glucosamina-l-fosfato transferasa
GDPFucT  Transportador de GDP-fucosa

UDPgalT Transportador de UDP-galactosa

CMPSAT  Transportador de CMP-acido sialico
GIcNAcG-TI  N-Acetil glucosaminiltransferasa |

4galT B-(1,4)-galactosiltransferasa

SialT IV o(1,3)-sialiltransferasa 1V

vii



RESUMEN

La disminucion de la temperatura de cultivo por debajo de 37°C ha sido considerada
como una estrategia eficiente para incrementar la productividad de glicoproteinas
recombinantes terapéuticas producidas en células de mamifero. La utilidad de tal
estrategia para optimizar procesos a gran escala dependera del entendimiento de las
respuestas moleculares involucradas para asegurar la productividad y calidad de la
proteina recombinante. En este trabajo el efecto de la hipotermia moderada sobre el
metabolismo, la productividad, la expresion de genes relacionados con las vias de N-
glicosilacion y genes codificantes para un anticuerpo monoclonal anti-interleucina 8
(AcMo-IL8), y sobre la actividad extracelular de exoglicosidasas, fue determinado para
células derivadas de ovario de hamster chino (CHO) cultivadas a 30 y 32°C en una
modalidad de cultivo escalonado.

En general, la disminucion de la temperatura retraso la caida de la viabilidad y
disminuyo la actividad metabolica. Sin embargo, solo en los cultivos escalonados con
cambio a las 72 h se observo menor desperdicio de las fuentes de carbono en forma de
lactato (Yic/gie<l.5) y un incremento de hasta 21% en la productividad especifica de
AcMo-IL8. El andlisis transcripcional sobre las vias de N-glicosilacion mostro una
disminucion en la expresion de los genes codificantes para enzimas localizadas en el
Golgi como la N-acetil glucosaminiltransferasa 1, pB(l,4)-galactosiltransferasa, a(2,3}-
sialiltransferasa 1V, transportador de UDP-galactosa, y sialidasa. Mientras que los genes
relacionados con la sintesis de oligosacaridos unidos a lipidos en el RE (UGPase, DPMI y
DPM2), fueron sobreexpresados en casi todas las condiciones evaluadas, con excepcion
del gen codificante para UDP-N-acetil glucosaminil-I-fosfato transferasa, cuya expresion
disminuyo hasta un 40% en los cultivos control a baja temperatura. La expresion de los
genes codificantes para los transportadores de CMP-sidlico y GDP-fucosa se mantuvo
constante a 30°C pero fue sumamente variable a 32°C. Unicamente en los cultivos
escalonados con cambio a las 72 h, la expresion de todos los genes relacionados con la

N-glicosilacion incremento o fue similar al control a 37°C.



Una sobreexpresion del gen codificante para la cadena pesada del AcMo pero no
para la cadena ligera fue observada al disminuir la temperatura. En contraste, los genes
codificantes para ambas chaperonas del reticulo endoplasmico (GRP78 y PDI) solo
fueron sobreexpresados en los cultivos escalonados a 30°C con cambio a las 72 h, en el
resto de los cultivos su expresion fue variable. La expresion de los genes codificantes
para las proteinas de choque frio RBM3 y CIRP, incrementd hasta 7 y 3 veces
respectivamente, en los cultivos control a 30 y 32°C, indicando la presencia del estres
ocasionado por la disminucion de la temperatura. Finalmente, la actividad extracelular y
produccion de la hexosaminidasa, manosidasa y galactosidasa disminuyeron en todos los
cultivos hipotérmicos, siendo la actividad y cantidad de la galactosidasa hasta 66 y 69%
menor respecto a 37°C. No se observo correlacion alguna entre la actividad extracelular
normalizada de la galactosidasa y manosidasa respecto a la expresion de los genes
codificantes correspondientes (G/b/ 'y Manea), sugiriendo una regulacion a nivel

postraduccional.



1. INTRODUCCION

Las células derivadas de ovario de hamster chino (CHO) se han convertido en el
sistema preferido para la produccion a gran escala de glicoproteinas recombinantes con
uso terapeutico, debido a su capacidad de realizar modificaciones post-traduccionales
similares a las encontradas en las proteinas humanas [20,33,54,62,63,134,139]. Sin
embargo, su principal desventaja sigue siendo la baja productividad obtenida en

comparacion con sistemas de expresion basados en procariotes [54,73,98,139].

En la actualidad, entre 30 y 50% de los biofarmacos aprobados por agencias
reguladoras internacionales son glicoproteinas recombinantes [57,134] y cerca del 70%
de ellas son producidas en células CHO [57]; de esta forma se ha estimado que para
este aho (2010) dichos productos constituiran el 57% del mercado farmacéutico
mundial [99]. Bajo este contexto, el mercado actual requiere procesos altamente
productivos para generar biofarmacos con calidad (patron de glicosilacion) y eficacia

reproducible y consistente [73,134].

Se ha demostrado que la disminucion de la temperatura entre los 22 y 36°C
(hipotermia moderada) incrementa la productividad de diversas proteinas
recombinantes [8,15,17,39,40,43,45,54,66,112,116,122,130,131,141-146], pero pocos trabajos
han evaluado el efecto que tiene este canlqbio sobre el patron de glicosilacion del
producto. La poca informacion disponible, ha demostrado que existe una gran
variabilidad entre las diferentes condiciones de cultivo y lineas celulares empleadas, por
lo que alin se desconoce si la disminucion de la temperatura modifica el patron de
glicosilacion de biofarmacos recombinantes [8,17,45,54,92,112,130,131,145,146]. Nuestra
propuesta es que la disminucion de la temperatura de cultivo afecta la calidad de la
glicoproteina recombinante, probablemente induciendo un cambio en la expresion y

actividad de las enzimas involucradas en las vias de N-glicosilacion.



Por lo tanto, en este proyecto se estudio por qPCR, el efecto de la hipotermia
moderada (30 y 32°C) sobre la expresion de 14 genes codificantes para enzimas
participantes en las vias de N-glicosilacion, y sobre la transcripcion de un anticuerpo
monoclonal anti-interleucina 8 [(AcMo-IL8) producido en células CHO, como
glicoproteina recombinante modelo. Tambien se determin6 la actividad de 3
exoglicosidasas para establecer el grado de degradacion extracelular de la glicoproteina.
Ambas aproximaciones permiten un mejor entendimiento de la respuesta al estrés por
frio que conducira a un control racional del cultivo a favor de una mayor produccion
con calidad consistente (perfil de glicosilacion homogéneo y deseado), con el objetivo
de ser implementada como una herramienta ttil y economica para la optimizacion de

procesos industriales.



2. ANTECEDENTES

2.1. LAS CELULAS DE MAMIFERO COMO SISTEMA DE EXPRESION DE
PROTEINAS RECOMBINANTES

Originalmente las células animales comenzaron a cultivarse en 1907 para mantener cortes
de tejidos y estudiar la fisiologia celular [52]; sin embargo, fue en los afios 50 cuando la
necesidad de producir vacunas virales acelero el disefio de bioprocesos a gran escala para
células de mamifero [37]. A partir de entonces, el progreso del cultivo celular continuo
y entre 1960 y 1980, se desarrollaron una gran variedad de lineas celulares para la
expresion y produccion industrial de proteinas recombinantes [72,88]. Hoy en dia, las
células de mamifero son el sistema dominante para producir biofarmacos recombinantes,
justamente por sus ventajas sobre otros sistemas de expresion, concretamente por su

capacidad de realizar modificaciones postraduccionales complejas (Tabla 1).

Tabla 1. Principales ventajas y desventajas de las células de mamifero como
sistema de produccion de proteinas recombinantes

Ventajas Desventajas

° Realizan modificaciones postraduccionales  ° El tiempo de establecimiento del cultivo
complejas (p.¢j. glicosilacion, tiosilacion, etc.) es mayor y mas costoso que el de células

° Tienen chaperonas que ayudan al correcto procariotas y eucariotes inferiores
plegamiento de la proteina recombinante ° Los cultivos crecen mas lento
° Secretan la proteina al medio de cultivo ° Baja productividad comparada con la de
facilitando su purificacion procariotes

Las células derivadas de ovario de hamster chino Cricetulus griseus (CHO) fueron
desarrolladas en 1957 por Puck et al. [I07], y se han convertido en el sistema preferido
para la produccion a gran escala de glicoproteinas recombinantes con uso terapéutico,
debido a que presentan un crecimiento rapido, tienen un bajo niimero de cromosomas,

presentan una mayor estabilidad genética con respecto al tiempo de cultivo [107], pueden-
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ser transfectadas con facilidad y realizan modificaciones post-traduccionales complejas
similares a las humanas, requeridas para la actividad biologica de las proteinas
[45,62,73,107148]. Ademas, esta linea junto con las de mieloma de raton NSO y SP2/0,
han sido clasificadas como nivel de bioseguridad 1 por autoridades federales suizas como
la Oficina Federal del Ambiente (FOEN por sus siglas en inglés), lo cual implica la
ausencia de riesgo o riesgo insignificante para la salud humana y el ambiente [68].

A pesar de la gran variedad de procesos industriales y miltiples productos
terapéuticos comercialmente exitosos desarrollados en células de mamifero, durante los
tltimos 10-20 ahos la tendencia a nivel industrial se ha enfocado principalmente en: el uso
de medios libres de cualquier derivado de origen animal (suero y/o proteinas), debido al
incremento en el costo del suero y a las estrictas normas de seguridad que exige la
Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en
inglés) para la aprobacion de biofarmacos [29,88]. Asi como a mejorar el rendimiento de
proteina recombinante manteniendo la calidad y eficacia del producto, pues la desventaja
mas importante del sistema es su baja productividad (Tabla 1), representando uno de los

puntos mas criticos de optimizacion [33,40,98,141].

2.2. ESTRATEGIAS PARA INCREMENTAR LA PRODUCTIVIDAD

Debido a que el rendimiento de proteina recombinante en células CHO esta directamente
relacionado con la concentracion celular y la longevidad del cultivo, las estrategias de
optimizacion estan encaminadas al control de la proliferacion, fisiologia y comportamiento
celular ante situaciones de estrés [14,73], asi como a mejorar funciones celulares al
expresar enzimas carentes en el sistema o con bajo nivel de expresion [88]. En este
sentido, las estrategias estudiadas para incrementar la productividad abarcan tres grandes
rubros: las técnicas de ingenierfa celular, el control de parametros de cultivo y la adicion
de compuestos quimicos o suplementos al medio de cultivo [20,73].

Los efectos de la manipulacion de diversos parametros de cultivo, entre ellos pH,
pO2, pCO2, osmolaridad, formulacion de medios de cultivo, etc,, han sido ampliamente
estudiados, arrojando resultados satisfactorios en cuanto a productividad pero variados

en cuanto a la calidad del producto [14,75,141,147]. Concretamente en los (iltimos afos, la -
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disminucion de la temperatura de cultivo ha tomado un interés particular, pues se ha
demostrado que esta estrategia mejora la productividad especifica de diversas lineas celulares
(tabla 2), ademas de regular la proliferacion celular de forma mas fiable y eficiente en
comparacion con los enfoques de ingenierfa celular y adicion de compuestos quimicos al
medio de cultivo, los cuales tienen resultados variables y en algunos casos ejercen
efectos adversos en el rendimiento de proteina recombinante [73]. Incluso, se ha
demostrado que en células modificadas por ingenierfa genética cultivadas a menos de
37°C, el efecto que predomina sobre la productividad es el de la temperatura [73]; por
ejemplo, Galbraith et al. (2006) reportaron un incremento de 3 veces en la
productividad de IgGs+ producida en celulas CHO transfectadas con polietilenimina
(expresion transitoria a gran escala) y cultivadas a 32°C [45]. De esta forma, la
manipulacion de la temperatura de cultivo se presenta como una opcion factible y

economica para aumentar la productividad de procesos a gran escala [3,30,54,137,147].

2.21.  Efecto de la dismmucion de la temperatura sobre la
productividad de proteinas recombinantes
Un numero considerable de estudios han demostrado que la disminucion de temperatura
entre los 22 y 36°C extiende la duracion de la fase de produccion en cultivos de células
animales [8,15,17,39,40,43,45,54,66,113,117,123,132,133,143-148], provocando un aumento de
entre 1.3 y hasta 47 veces en la productividad especifica de proteina recombinante, y un
incremento de 1.2 a 38 veces en la productividad volumétrica, respecto a las obtenidas a
37°C (Tabla 2). Dichos estudios han evaluado el comportamiento de una misma linea
celular sometida a varias temperaturas subfisiologicas y diferentes lineas celulares que
producen la misma proteina sometidas a una misma temperatura; tanto en cultivos
monotérmicos, con cambios escalonados de temperatura y combinando la modificacion de
alglin otro parametro de cultivo (como el pH) [29,54,84,97,113,130-133,143-148]. No
obstante, se ha demostrado que los resultados son variables entre las diferentes lineas
celulares, modalidades de cultivo, temperaturas y proteinas de interés; haciendo mas dificil
proponer una explicacion a dicho efecto y hasta no existir un entendimiento claro del

fenomeno se realizan analisis individuales para cada sistema [3,40].



Entre los principales inconvenientes de esta estrategia estan la reduccion de entre
30 y 50% en el rendimiento total de proteina recombinante y la duplicacion del tiempo
de cultivo necesario para producir la misma cantidad de proteina que a 37°C [39]. Para
solucionar esta problematica, se ha propuesto el uso de cambios escalonados en la
temperatura o procesos bifasicos (Figura 1), en los cuales las células inicialmente se
cultivan a 37°C hasta cierta concentracion celular (fase de proliferacion) y
posteriormente se disminuye la temperatura, prolongando el tiempo de cultivo vy
extendiendo la fase de produccion [17,40,113,132,133,145]. En la actualidad existen al
menos doce estudios de procesos escalonados para la produccion de diversas proteinas
recombinantes en células CHO; de ellos, al menos nueve reportan un aumento en la
productividad especifica y diez, un aumento en la productividad volumeétrica (Tabla 2,

filas sombreadas).
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Figura 1. Esquema de un cultivo escalonado o bifasico de células animales, en el cual las células
son cultivadas inicialmente a 37°C y a las 48 h (flecha punteada gris) se cultivan a una menor
temperatura (30°C) para prolongar el tiempo de cultivo y mejorar la productividad.



Tabla 2. Efecto de la hipotermia moderada en la productividad de proteina
recombinante en diferentes lineas celulares de mamifero

Linea Proteina Temperatura  Productividad Productividad .
. o . re e Referencia
celular recombinante (°Q) especifica volumétrica
., 292 10%] NR Swiderek, et
[{@]
NSO ¢G4 quimerico 24 6.4%1 NR al,, 2007
37-32 17%* 36%)
1eGs 37-27 66%| 90%| Marchant, et
g 3732 33%1 Sin cambio al, 2008
37-27 12%1 28%
37-32 4.2x1 37x1
EPO 37-30 5x1 3x1 Anh, et al,,
37-28 4x1 2.5x1 2008
37-25 3x1 1.4x1
SEAP 37.33 23x1 24x1 Moy oLl
37-33 21.5x1 Wulhfard. et
ulhfard, e
IgG*t 37-31 NR 2.4x1 al, 2008
37-29 13.9x1
35 Sin cambio
32 5.8x|
Hormona 30 7.5x| NR v al
estimuladora de 28 13x1 O%r(])’oe7 A
foliculos (FSH) 26 12x1
5.2x1
37-30* 1.85x71 1.3x71 Trummer, et
Er etina.F 37-33* 30%1 1.4x1 al,, 2006B
ritropoietina-Fc
(EPO-Fc) 30 L7x 1 131 Trummer, et
33 14 x1 L1.5x al, 200 6’ A
35 Sin cambio 110%
37-32¢ NR 1.8-1.4x1 Yoon, et al,,
EPO 1.5x1 1.2x1 2006b
32 1.5x1 114x Yoon, et al,,
FSH 2.6x1 2.7x1 2006a
Oguchi, et
hAcMo 37-31 2.3x1 2.5 a 15x1 aﬁugo‘og
Shi, et
Fv-Fc-IL2 30 2.8x1 NR 21,2005
EPO 325 X1 14x] Yoon et al,
Interferon vy 32 2x1 1.9 x1 Foé(oe(; 4a L




Tabla 2. Efecto de la hipotermia moderada en la productividad de proteina recombinante
en diferentes lineas celulares de mamifero (Continuacion)

Linea Proteina Temperatura Productividad Productividad R .
. o . e eferencia
celular recombinante (°Q) especifica volumeétrica
Bollati-Fogollin,
hGM-CSF 37-33 21x1 23x1 2004
37-35 1.3x1
. 777/ 37-34 17x1 Chen, et al.,
Pro-urocinasa 7,33 G NR 2004
37-3 13 x1
Yoon, et al,
EPO 32 1.8x1 NR 2004
. 30 Sin cambio 39x1 Yoon, et al,
Anti- 4 1-BB 33 Sin cambio Sin cambio 2003a
33 4x 1 0.86x| Yoon, et al,
CHO EPO 30 56 %1 25 x 1 2003b
., Schatz et
Fab quimérico 28 20 a 47x 1 14 a 38x 1 al,2003
Hendrick et
tPA 32 NR 17x1 21,2001
Kaufmann et
SEAP 30 1.7x 1 34x1 al, 1999
37-32 2.4x1 57x1 Furukawa y
C-terminal 37-34 1.6x1 1.6x1 Ohsuye, 1999
enzima a- 30 2.8x1 Furukawa y
amidante 32 4.1x1 NR
335 2.8x1 Ohsuye, 1998

Valores respecto al cultivo control a 37°C. x= nUmero de veces 1: aumenta, |: disminuye; SEAP: fosfatasa alcalina
humana, hGM.CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos macrofagos; IL 2: interleucina 2, tPA: activador de
plasminogeno tisular, EPO: eritropoietina, los renglones sombreados corresponden a cultivos escalonados. ¥ diferentes
tiempos de cambio, T expresion transitoria, £ combinan pH y temperatura para controlar el crecimiento, *respecto al
monotérmico a 28°C, NR= no reportado.

222. ¢Por qué aumenta la productividad al disminuir la temperatura?

Estudios recientes han demostrado que la reduccion de la temperatura invoca una
respuesta celular coordinada (Tabla 3) [2,12,40,30,43,42,54,73]; sin embargo, los
mecanismos moleculares mediante los cuales se presenta una mejora en la productividad,

son pobremente entendidos.

Hasta el momento, dos explicaciones se han propuesto para el aumento de la
productividad en células CHO cultivadas en condiciones de hipotermia moderada, la

primera propone que el arresto del ciclo celular en fase Gi provoca un retraso de los -
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procesos apoptoticos y por lo tanto la viabilidad y fase productiva del cultivo se
prolongan [44,73,90]. La segunda, atribuye el aumento en la productividad a un
incremento en la transcripcion de ARNm de proteinas recombinantes [3,40,125,147].

La primera propuesta parte de la observacion de que la produccion de proteina
recombinante es dependiente de la fase del ciclo celular y genes como los que participan
en la biogénesis del ribosoma y la traduccion de proteinas son sobreexpresados durante
la fase Gi. De esta forma, las células arrestadas en Gi son metabolicamente mas activas,
de mayor tamaho y no tienen que “gastar” recursos para generar biomasa, respecto
a aquellas células no arrestadas [17,44,66,90,146]. No obstante, la maxima velocidad de
expresion de proteina recombinante ha sido observada también en otras fases e incluso
se ha reportado que es independiente del ciclo celular [80]. Ademas, estudios previos
realizados en nuestro laboratorio con la linea celular TF70R, demostraron que a 30°C el
76% de las células se arrestan en fase G2/M mientras la productividad se incrementa un
30% [I5]; existiendo al menos otros dos estudios que reportan el mismo efecto
[123,130]. Por lo tanto, el arresto el ciclo celular parece ser un evento concomitante y no
la causa directa del incremento de la productividad.

Respecto a la segunda propuesta, algunos estudios han reportado un incremento
en los niveles de ARNm recombinante al disminuir la temperatura, ya sea debido a un
incremento en la expresion del gen recombinante o por un incremento en su estabilidad
[39,40,54,84,147]. Este argumento se apoya en el hecho de que dos de las proteinas de
choque térmico por frio (CIRP y RBM3) actlian como chaperonas de ARN, estabilizando
y modulando la transcripcion y traduccion selectiva de ciertos ARNm celulares
[2,3,27,36,106,138].

2.23. Respuesta al estrés por frio en células de mamifero
La mayoria de los organismos han desarrollado estrategias sofisticadas que les permiten
sobrevivir en un intervalo dinamico de temperaturas [41,106]. Dichas estrategias involucran
una reprogramacion genetica y metabolica, asi como la expresion de diversas proteinas
que ayudan a contrarrestar y aliviar el estrés producido [2,23,41,106]. La respuesta al
estrés por frio (cold shock) es poco conocida y se ha estudiado principalmente en
procariotes [2,106]. No obstante, se sabe que todos los organismos responden de manera-
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similar, mediante la sobreexpresion rapida de un grupo selecto de proteinas pequenas
denominadas proteinas de choque frio (CSP por sus siglas en inglés [2,23,41,106]. En
mamiferos, el conocimiento adquirido deriva principalmente de estudios sobre
termogeénesis adaptativa, tolerancia al frio, investigaciones clinicas sobre los efectos de
congelacion de organos para transplantes y disminucion de la temperatura en
bioprocesos para produccion de proteinas recombinantes [2,106]. Los datos recopilados,
sugieren que la respuesta involucra una serie de eventos moleculares y fisiologicos
coordinados (Tabla 3) que permiten a la célula adaptarse y sobrevivir a bajas
temperaturas. Los estados de hipotermia se pueden dividir en moderados, comprendidos
entre los 25 y 35°C, donde la célula puede adaptarse y continuar proliferando, y
extremos (O0-10°C), bajo los cuales la célula muere via necrosis debido a la formacion de
cristales de hielo que provocan dafilo de membranas. Los efectos comprendidos entre
estos dos intervalos de temperatura han sido poco estudiados y solo se reporta una

disminucion de la viabilidad celular [2].

Tabla 3. Respuestas coordinadas al estrés por frio en células de mamifero

Respuesta molecular Respuesta fisiologica
° Ate_nug,cibn de la transcripcion c_auf,:,ada por ° Reduccion del metabolismo, consumo de
fosforilacion de factores de transcripcion [125] olutamina, glucosa, ATP y actividad de
° Inhibicion de la traduccion (durante la iniciacion proteasas [13,30].
y elongacion] [2] ° Disminucion en la generacion de radicales
° Aumento de la transcripcion de genes libres y productos de desecho metabolico
especificos (transcripcion selectiva) [125] °[147]
° Inhibicion de la degradacion del ARN [2] ° Arresto del ciclo celular (principalmente
° Procesamiento alternativo del pre-ARNm, en fase G} y desens[a9n(1)l]ale del citoesqueleto

internalizacion de exones sin marcos de lectura
correctos [ll] ° Aumento de la viabilidad y disminucion de

° Traduccion selectiva de ARNm con secuencias apoptosis [43]

IRES (internal ribosome entry sites) [27] ° Reduccion de la velocidad especifica de

° Expresion de proteinas de choque térmico por crecimiento [[47]

frio (CSP) [41] ° Aumento de la resistencia al estrés

° La traduccion global de proteinas se reduce [106] hidrodinamico [79]




Actualmente, mas de 20 proteinas inducidas por frio han sido identificadas,
incluyendo la proteina disulfuro isomerasa (PDI), vimentina, NDK B, ERP57, fosfoglicerato
cinasa, HSP71, HSP?0-8, NSR-1 y EF2, entre otras [2,12,73,106,125]. Sin embargo, las CSP
mejor caracterizadas hasta el momento son la proteina de union a ARN inducible por frio
(CIRP) y la proteina con motivos de union a ARN (RBM3) [41,104].

CIRP es una proteina ubicua de 18 kDa con un dominio de union a ARN
conservado (CS-RBD] en el extremo amino terminal y un dominio rico en glicinas en el
extremo carboxilo terminal; se expresa de forma constitutiva o periodica seglin el tejido
en el que se encuentre; esta altamente conservada en raton, rata, humano y hamster.
CIRP es al menos uno de los componentes que inducen el arresto del ciclo celular a
baja temperatura, ademas de que se une a la region poliadenilada y a la no codificante
(UTR) en el extremo 3 de ARNm susceptibles a degradacion (Figura 2), protegiéndolos
y restaurando su conformacion nativa durante condiciones de estres [2,3,41,73,106,125].
Un incremento importante en la expresion de CIRP ha sido observado en células
expuestas a otros tipos de estrés, como por ejemplo radiacion ultravioleta e hipoxia,
pero no en celulas sometidas a estrés por calor [41,73,106]. Por su parte, RBM3 es
estructuralmente parecida a CIRP, se expresa en tejidos especificos y se caracteriza por
poseer en la region no codificante 5 de su ARNm una secuencia IRES (internal
ribosome entry sites) y otras secuencias especializadas, que le permiten ser reconocido
por el ribosoma independientemente de la estructura CAP, facilitando su transcripcion
a bajas temperaturas. Su expresion a baja temperatura resulta en un incremento en el
nivel relativo de monosomas y polisomas 80s, consistente con un incremento en la
asociacion de las subunidades del ribosoma durante los pasos de iniciacion de la sintesis
de proteinas [2,3,27,36,41,138].

RBM3 esta involucrada en diversas funciones celulares tales como: la proliferacion
dependiente de citocinas, replicacion de poxvirus, desarrollo de cancer; regula los
niveles de micro ARN (miRNA) que a su vez participan en el silenciamiento de genes,
regula la sintesis global de proteinas y la degradacion de su propio mensajero, previene
la apoptosis y funciona como chaperona de ciertos ARNm uniéndose a su extremo 5’
(Fig. 2) [3,27,36,41,70,73,125,147]. Se sabe que RBM3 al igual que CIRP, esta regulada por —
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cambios en los niveles de oxigeno, lo cual indicaria una conexion entre las respuestas a

choque por frio e hipoxia [138].

Esfriciura 2°
Recluvtamiente
o @ «:rD

§UTR Region Codificante FUTR & Poli A

Figura 2. Modulacion de la transcripcion y traduccion por las protefnas de choque frio. CIRP y RBM3
modulan la sintesis global de proteinas uniéndose a las regiones no codificantes (UTR, por sus siglas
en inglés) de ciertos ARNm (CIRP se une ala UTR 3’ y a la cola poliA, mientras que RBM3 a la UTR
5’), para estabilizarlos, protegerlos de la degradacion y promover su traduccion (RBM3 recluta al
ribosoma) en condiciones de hipotermia [Modificado de Al-Fageeh, et al., 2006].

Hasta este punto, la disminucion de la temperatura parece ser una estrategia
prometedora para mejorar la produccion comercial de proteinas recombinantes en células
CHO. Esto sera factible en la medida que el conocimiento generado sea consistente y
permita establecer una explicacion coherente que integre la respuesta celular con la
caracterizacion del sistema utilizado. No obstante, uno de los retos mas importantes
implica la produccion de proteinas con un patron de modificaciones co- y
postraduccionales predecible, reproducible y consistente. Entre ellas, la que destaca por su

estrecha relacion con la calidad del producto, es la glicosilacion.

2.3. Glicosilacion

La glicosilacion consiste en la adicion covalente de carbohidratos a secuencias consenso
dentro de las proteinas, en un proceso enzimatico complejo tipo célula, tejido y sitio
especifico. En principio, todos los organismos vivos son capaces de sintetizar enlaces
peptido-carbohidrato, existiendo una gran variedad de ellos distribuidos en todo el
espectro filogenético (desde eubacterias hasta animales) [126]. Sin embargo, Ia
complejidad de las estructuras formadas incrementa de manera proporcional a la del

organismo Y a sus necesidades particulares; por lo tanto, dependiendo de la maquinaria -
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enzimatica disponible y de la proteina en si, en una misma proteina de vertebrados se
pueden presentar 5 diferentes tipos de enlaces carbohidrato-péptido: C-manosilacion,
glipiacion, N-glicosilacion, O-glicosilacion y P-glicosilacion [19,126].

Considerando ademas, que los oligosacaridos pueden tener grupos fosfato, sulfato
o metilo unidos a su estructura y que estos pueden unirse entre si de manera lineal o
como cadenas ramificadas, se generan un gran nimero de cadenas estructuralmente
complejas, diferentes y de longitud variable [18]. Asi, dependiendo de la estructura del
oligosacarido y de la proteina a la cual esté unido, la glicosilacion participa en funciones
tales como: adhesion y reconocimiento celular, sehalizacion, ayuda al correcto plegamiento
de las proteinas, evita la desnaturalizacion y proteolisis, y participa en los procesos de

transporte a través de la via secretoria [18,60,62,53,55,126,136].

231.  N-ghcosilacion
De los tipos de glicosilacion, la mas estudiada e importante para glicoproteinas
recombinantes destinadas al uso terapéutico humano es la N-glicosilacion, porque
determina la actividad biologica de las proteinas y participa en el correcto plegamiento
de las mismas [19,55,62,100,126]. Por ello, para garantizar la estabilidad y eficacia del
producto, la industria biotecnologica tiene particular interés por mantener Ila
consistencia en el perfil de N-glicosilacion. Incluso, las tendencias actuales apuestan al
mejoramiento de la maquinaria enzimatica de ciertos organismos (particularmente
levaduras) con la finalidad de disefar la glicosilacion de las proteinas para mejorar sus
propiedades biologicas [18], aunque “como vehiculos de produccion comercial, dichos
sistemas estan todavia en su infancia” [33].

La N-glicosilacion es un proceso co-traduccional complejo y secuencial que
involucra una gran variedad de enzimas citoplasmicas y transmembranales localizadas a lo
largo de la via secretoria del reticulo endoplasmico (RE) y aparato de Golgi. Aunque la
maquinaria enzimatica esta determinada genéticamente, su desempeno dependera de la
disponibilidad de ribonucleotidos, oligosacaridos y lipidos precursores, permitiendo una

regulacion tejido-especifica sensible a cambios ambientales [19].



La via principal estad conservada en todos los eucariotes (también se ha observado
en arqueobacterias y eubacterias), mientras que el mayor grado de diversificacion
estructural de una glicoproteina, se alcanza en el aparato de Golgi [55]. El proceso
comienza en la cara citoplasmica del RE, donde se sintetiza la primera parte de un N-
oligosacarido conservado unido a dolicol fosfato formado por cinco manosas y dos N-
acetilglucosaminas: MansGIcNAc2. Posteriormente una flipasa internaliza dicho N-
oligosacarido, donde termina de formarse el niicleo presintetizado con la estructura
GlcsMansNAcGlce. En el lumen del RE, la oligosacariltransferasa (OST) transfiere el N-
oligosacarido conservado a la proteina recién sintetizada en un residuo de Asn, dentro
de la secuencia Asn-Xaa-Ser/ Thr, donde Xaa puede ser cualquier aminoacido excepto
prolina [19,55,100,126]. Dicho proceso ocurre mientras el péptido esta siendo sintetizado
y translocado a través de la membrana del RE por el canal Secél y es recibido por
proteina regulada por glucosa de 78 kDa (GRP78)--las proteinas estan en proximidad
[118]; inmediatamente después de Ila transferencia el precursor es procesado
secuencialmente por glucosidasas y manosidasas (asi se evita que sea reconocida
nuevamente por la OST), hasta sintetizar un glicano con estructura MansNAcGlc: que
sera exportado al aparato de Golgi, donde ocurre su ramificacion mediante la adicion de
diversos monosacaridos (N-acetilglucosamina, galactosa, fucosa, acido sialico). De aqui en
adelante la via se puede diversificar de acuerdo al organismo (Figura 3) [19].

Un amplio espectro de estructuras es posible, pero siempre van a compartir el
nticleo MansGIcNAc; dichas estructuras se clasifican en:

a) Alta manosa. Estructuras que contienen entre 5 y 9 unidades de manosa unidas
al nucleo principal.

b) Complejos. En los cuales, residuos de manosa unidos con enlaces al,3 y al,6 en
el nticleo son sustituidos por GIcNAc

c) Hibridos. En los cuales, solo las manosas unidas al niicleo por enlaces al,3 son
sustituidos por GIcNAc.

Los N-glicanos hibridos y complejos son sintetizados (inicamente por animales
con sistema circulatorio, pues los eucariotes inferiores carecen de las enzimas ramificantes

especificas. Las glicoproteinas humanas ademas presentan fucosa o acido sialico en los --
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extremos terminales de algunos N-oligosacaridos, siendo los procesos de

fucosilacion y sialilacion los que indican el termino de la extension de la cadena [18].

Considerando tal diversidad y que una misma proteina puede tener mas de
un sitio de N-glicosilacion, se definen dos parametros primordiales: la

macroheterogeneidad, o sitios potenciales de N-glicosilacion ocupados, y Ila

microheterogeneidad, referida a los motivos estructurales y composicion de

monosacaridos que conforman la propia glicosilacion. Aunque en general, las
glicoproteinas se producen como una poblacion heterogénea de glicoformas
(oligosacaridos diferentes unidos a la misma secuencia peptidica), una desviacion
considerable en dichos parametros puede tener efectos contraproducentes en su
actividad biologica [53,64].

En general, la modificacion de proteinas a través de la glicosilacion es un
evento que va mas alla del genoma; en el que la sintesis de oligosacaridos y los sitios
potenciales de N-glicosilacion dependen de la interaccion de diversos factores,
incluyendo [1,19,25, 53,55,126,136]:

i) La localizacion de las glicosiltransferasas a lo largo de la via secretoria [18,19].

ii) La disponibilidad de donadores y aceptores de azlicares [71,85], Ilas
glicosiltransferasas pueden competir por el sustrato y la accion de una depende de la
antecesora [19,76,128]

iii) El pH, ya que a lo largo de la via se acidifica influenciando la actividad relativa
de las diferentes enzimas (pH optimo) [51].

iv)] El nivel de expresion de las diferentes enzimas; algunas son expresadas
constitutivamente y otras son tejido especificas [19,126].

v] Tiempo de transito de una glicoproteina a travées de los diferentes
compartimentos. Aquellos glicoconjugados que transitan rapidamente por la via
secretoria limitan el tiempo disponible para que algunas reacciones ocurran [19,32,55].

vi) La presencia y actividad de diversas glicosidasas [56].

vii) El funcionamiento del sistema de control de calidad en el RE [55].
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A su vez, la regulacion de la expresion y actividad de las enzimas involucradas se
logra a traves de varios mecanismos [19,18,76,126,128]:

e Los genes de las glicosiltransferasas poseen miltiples promotores y sitios de inicio
de la transcripcion. Miltiples copias del mismo gen unidas a diferentes regiones
reguladoras [19].

e El splicing alternativo del ARNm resulta en isoformas de una enzima con
diferentes actividades [I8].

e El recambio y localizacion de las enzimas en las membranas esta controlado, su
actividad se regula por inhibicion por producto y/o competencia por sustrato [18,62].

e Organizacion de secuencias en familias de enzimas estrechamente relacionadas por
formar el mismo enlace glicosidico, pero presentando especificidad de afinidad por
distintas proteinas, por regiones del péptido, por el azlicar que le antecede o el anomero
del mismo [124]

e En el caso concreto de glicoproteinas recombinantes el proceso de purificacion
también puede determinar y seleccionar un subconjunto de glicoformas particulares
[57,62,63,100,136].

Por otro lado, en el lumen del RE residen una enorme variedad de
chaperonas y enzimas que asisten la maduracion conformacional de las proteinas
antes de ser transportadas al aparato de Golgi [1,55,94,122], conociéndose al menos
dos sistemas que verifican el plegamiento de casi todas las proteinas: el sistema
GRP78/GRP94 que recibe al péptido naciente y el sistema calnexina/calreticulina
(CNX/CRT) que monitorea los glicanos unidos a él [94].

La calnexina es una proteina de membrana (?0 kDa) y la calreticulina su
paraloga soluble (60 kDa) [94,55], ambas son lectinas dependientes de calcio que se
unen a oligosacaridos monoglucosilados (GlcMansNAcGlc2) presentes en proteinas
mal plegadas. Su funcion consiste en evitar la agregacion de proteinas mal plegadas e
incrementar la eficiencia de plegamiento, al retenerlas en el RE (disminuye Ila
velocidad del proceso) y reclutar otras chaperonas que ayuden a plegarla antes de

ser exportada al aparato de Golgi [1,94,55].
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La proteina regulada por glucosa de 78 kDa (GRP78 o BiP) y la proteina disulfuro
isomerasa (PDI), forman parte de un complejo multiprotéico que procesa y verifica el
plegamiento de proteinas de forma mas eficiente [94]. PDI es la encargada de formar los
puentes disulfuro (oxidacion de cisteinas), mientras que GRP78 reconoce y se une a
secuencias hidrofobicas de 7 residuos de aminoacidos evitando interacciones inespecificas
y por lo tanto su agregacion. Se ha reportado que GRP78 constituye el 5% del total de
chaperonas presentes en el RE [55,94], por lo que practicamente todas las proteinas
sintetizadas en el RE se unen a ella, ademas sirve como respaldo del sistema CNX/CRT
para retener péptidos mal plegados y es el regulador de la respuesta a proteinas mal
plegadas (UPR del inglés: unfolded protein response) [1,25,47,83,118,122], ejerciendo
propiedades de proteccion celular ante la presencia de estrés en RE [55].

Desde el punto de vista biotecnologico, los sistemas de control de plegamiento en
el RE son importantes, pues se ha reportado que la sobre-expresion de proteinas
recombinantes puede congestionar el RE con proteinas mal plegadas o sin plegar,
provocando estres celular [32,35,122]. De tal forma que la glicosilacion global exhibida por
una proteina recombinante a la salida del aparato de Golgi, refleja un delicado equilibrio
en la interaccion de varias vias biosintéticas (glicanos, nucleotidos, lipidos, péptidos, etc.) y

de control de calidad en el plegamiento, aumentando la complejidad del proceso [32,33].

23.2. Efecto de la hipotermia moderada sobre la glicosilacion de
proteinas recombinantes

En el contexto de glicoproteinas recombinantes, el repertorio de glicosilacion es
multifactorial y dificil de manipular, pues no solo se vera afectado por los mecanismos
geneéticos y moleculares intrinsecos de la célula huésped (los cuales son complejos y poco
entendidos), sino también por las condiciones de cultivo y el estado metabolico celular
[8,17,45,100,113,120,121]. Ademas, se sabe que la actividad de varias enzimas celulares es
extremadamente dependiente de las condiciones ambientales [19,53,126].

La mayoria de los reportes realizados hasta el momento, se han enfocado en el
efecto benéfico de la disminucion de la temperatura sobre la viabilidad y productividad de
proteinas recombinantes. Sin embargo, al comparar la cantidad total de reportes
realizados en cultivos de células CHO, contra aquéllos que han analizado el efecto sobre la
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glicosilacion, el porcentaje es significativamente bajo. Esto toma particular importancia al
considerar que autoridades reguladoras internacionales (como la FDA), estan
demandando andlisis de carbohidratos exhaustivos como parte de los procesos de
validacion de productos [63,57,136].

Como se puede observar en la Tabla 4 el cambio mas relevante al disminuir la
temperatura de cultivo, ocurre en los procesos de sialilacion, pero también se han
observado cambios sutiles en la proporcion de glicoformas y en los procesos de
galactosilacion y fucosilacion. Aln asi, 2 de los 9 reportes concluyen que el patron de

N-glicosilacion no es afectado significativamente por la temperatura [17,147-148].

La disminucion en la sialilacion provocada por la disminucion de la temperatura, es
equiparable a la observada como resultado de la acumulacion de amonio
[20,28,54,73,75,92], la cual inicialmente se atribuia a que el amonio alteraba la actividad de
diversas glicosiltransferasas, ya sea modificando el pH de la via endocitica o los reservorios
de azlicares activados [28]. No obstante, Chen y Harcum (2006) al evaluar el efecto de
una alta concentracion de amonio sobre los niveles de expresion de diversas enzimas de
la via de N-glicosilacion, encontraron que las etapas tempranas de la via son insensibles a
este tipo de estrés celular, y las enzimas principalmente afectadas son las que se localizan
en el aparato de Golgi [28]. Por lo que la inhibicion de la galactosilacion vy sialilacion,
como resultado del estrés por amonio, se atribuye a la baja expresion de la
galactosiltransferasa, la sialiltransferasa y el transportador de CMP-acido sialico, y no a
un incremento en la expresion y/o actividad de la sialidasa [28]. La importancia de este
trabajo radica en el hecho de ser el (inico estudio transcripcional especifico sobre las

vias de N-glicosilacion, hasta el momento.

La variedad de condiciones probadas en cada estudio como son: la proteina
recombinante modelo, linea celular, temperaturas empleadas, condiciones de cultivo, el
método de purificacion y de analisis de glicanos (tablas 2 y 4), dificulta la interpretacion
de los resultados para proponer una explicacion general. Ademas, los estudios se han
enfocado a un conjunto reducido de proteinas modelo y la pregunta solo se ha abordado
valuando el patron de N-glicosilacion final, olvidando por completo que los eventos

moleculares implicados podrian explicar estos cambios por sutiles que sean.
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Tabla 4. Estudios que evallian el efecto de la disminucion de la temperatura sobre el
patron de glicosilacion de glicoproteinas producidas en cultivos de céelulas CHO

Proteina  Cultivo * Analisis Efecto sobre el patron de glicosilacion Referencia
Mismas isoformas en diferente proporcion de
3752528, IEF, HPLC,  acuerdo a la temperatura. Aumentan las formas
EPO 30, 32°C MALDI- basicas a 25°C. Debajo de 32°C hay una 8]
(P,Br,SF) TOF reduccion de sialilacion y de estructuras tetra-
antenarias, incrementan estructuras ManéP.
MALDI- Disminucion de la fucosilacion en glicanos
SEAP 37°—33° TOF neutros e incremento en sialilacion, predominan 92]
(FB,M,Br,SF) estructuras biantenarias completamente
HPLC galactosiladas (51%) sin fucosa
, Determinacion solo de estructuras sialiladas
EPO-Fc 3%)'730%:), ezientqoé(tjigo Sialilacion reducida en un 40% a 30°Cy en un  [132, 133]
20% a 33°C respecto a 37°C
39°C . . .,
1sG MALDI-MS Cambios sutiles en la proporcion de las [45]
(P,Sp, SF) estructuras principales
Analizan por separado fracciones sialiladas,
79,370 HPAEC regi:s’tran .cambios? ligeroos en 'el cont'enido 'de la
hGM- - MALDI/ fraccion biantenaria a 33°C, diferencias sutiles en (7]
CSF (B,Sp,SB) TOE-MS acidos sialicos y predomina O-glicosilacion; pero
no los consideran significativos, en cuanto
actividad y concluyen que no hay efecto.
o
N 3750 7,)00 HpLC Perfil similar pero varia la proporcion de las [13]
Y B 7B ) estructuras, reduccion en sialilacion
,Sp/ Br,
30,33 y Reduccion de estructuras acidas a 30°C, posible
). . . IS TR P
EPO 27°C IEF seleccion de glicoformas en el andlisis; sin [147,148]
BETSB embargo concluye que no hay un efecto
(B,FT,5B) negativo.
37532, Lectinas Disminucion de la manosa terminal en tPA de
tPA 29°C L cadena sencilla a 32°C, cambios en la cantidad de [54]
d
(BSp,SF) ~ C'soxisenina ac. Sidlico a(2,3)

T Se indican las temperaturas empleadas y entre paréntesis la modalidad, el recipiente y el tipo de medio de cultivo
empleado (en ese orden). IEF: isoelectroenfoque, MALDI: espectrometria de masas, HPLC: cromatografia liquida de
alta precision de fase normal o reversa, HPAEC: cromatografia de intercambio anionico de pH alto, P: perfusion, B:

batch, FB: fed-batch, Br: biorreactor, Sp: spinner, SF: medio libre de suero, SB: suero bovino fetal, FT: frasco-T, M:
microacarreadores.
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Con todo lo anterior hoy en dia, la discusion gira en torno a si la disminucion de
la temperatura modifica o mantiene el patron de glicosilacion de biofarmacos
recombinantes producidos en tales condiciones [8,17,30,45,54,92,113,132,133,147,148]. Nuestra
propuesta es que, dada la complejidad de la N-glicosilacion, de sus mecanismos de
regulacion y a que es un proceso enzimatico, la disminucion de la temperatura de cultivo
afecta la calidad de la glicoproteina recombinante; probablemente induciendo un cambio
en la expresion y actividad de las enzimas clave de la via, en la disponibilidad de
precursores energéticos e incluso en el correcto plegamiento de la proteina recombinante,

reflejandose en el aumento en la heterogeneidad de glicoformas presentes [57,100,136].

2.4. Modelo de estudio: anticuerpo monoclonal contra Ila
interleucina 8 (AcMo-IL8)

Los anticuerpos monoclonales (AcMo) son inmunoglobulinas homogéneas secretadas
por un solo tipo de célula del sistema inmune, que tienen la misma afinidad y
especificidad contra un antigeno [1,7,63,78]. Los AcMo tienen aplicaciones diversas en
campos como la investigacion biomédica, diagnostico, catdlisis y produccion de
biosensores; sin embargo, su principal aplicacion esta en el tratamiento de cancer,
artritis, trastornos inflamatorios e inmunologicos (tabla 5) [82,110,116]. Actualmente,
mediante la tecnologia recombinante se ha logrado manipular la produccion y
estructura de las inmunoglobulinas casi de manera infinita, dotandolas de propiedades
efectoras y de reconocimiento diferentes a las originales, aumentando su eficiencia y
minimizando su inmunogenicidad [33,63,110,116]; de esta forma se han creado
anticuerpos humanizados los cuales solo contienen parte de la region variable murina
encargada de unir al antigeno (10%), mientras que el resto de la secuencia es de origen
humano (90%) [7,63,116].

El mercado de AcMo terapéuticos ha crecido de manera exponencial debido
al creciente niimero de pacientes, los tratamientos prolongados y la aplicacion de
dosis en el orden de gramos; por ello para la industria farmacéutica, los anticuerpos
monoclonales representan el area de crecimiento mas grande y vertiginoso del

mercado [82,116,121]. Simplemente en el 2008 generaron ventas globales de $33 mil-
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millones de USD, cuando se estimaba que estas ventas se alcanzarfan hasta el 2010

[82,110] y en el mismo aho ocho productos generaron ventas de $I000 millones de

USD o mas, siendo Remicade el lider del mercado con ventas de $6500 millones de

USD, seguido de Rituxan, Herceptin, Avastin y Humira (Tabla 5) [82,116].

Tabla 5. Anticuerpos monoclonales aprobados para uso terapéutico

. Ventas
Marca * . Tipo de Ac, , .
[Nombre genérico)  D1ANCO FDA Tratamiento Sist. produccion eeticsde millones USD
2006 2007 2008
Enfermedad de lsGi quimérico
Remicade Conbh, colitis . !
[Infliximab) TNFa 1998 ulcerante artritis Clélrt;:'l;g: 42 504 65
reumatoide, psoriasis P
Rituxan CDIO 1997 Leucemia, linfoma, IgGi %Lﬁlnéérico’ 47 501 56
[Rituximab) artritis reumatoide ., ) ’ ’
suspension
Herceptin ; lgG quimérico,
(Trostuomer)  FERZH 1998 Cancer mama - Cpo perfusion 314 44 48
. . , 18Gi
Avastin Cancer colon, -
(Bevacizumap)  YEGF 2004 imen y mama humanizado, 25 393 47
CHO
Humira Artritis reumatoide, 1¢G1 humano
(Bevacizimab) TNF a 2002 psoriasis, enfermedad ~ '© CHO T 204 306 44
de Conh
Erbitux Cancer de colon 1gGi quimeérico,
(Bevacizumab) EGFR 2004 cuello y cabeza SP2/0 I 062 12
Xolair IgE 2003 Asma alergi umeado, 052 064 085
[Omalizumab) g sma alérgico umanizado, . . .
CHO
Cimzia Fab c.{e 1sG
[Certolizumab) TNF a 2008 Enfermedad de Conh  humanizado, £ — — 0l
coli
1sGi
Stelara ILI2, o ;
. 2009 Psoriasis humanizado, -— — —
(Ustenkinumab)  1LI13 NSO

F: aflo de aprobacion por la FDA, IL: interleucina, HER2: factor de crecimiento epidérmico humano 2, VEGF:
factor de crecimiento endotelial vascular humano, TNF: factor de necrosis tumoral, EGFR: receptor del factor de
crecimiento epidermico, USD: dolares americanos. Adaptada de Maggon K. (2008)
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La gran mayoria de los AcMo terapéuticos aprobados actualmente por la FDA son
producidos en células de mamifero y consisten predominantemente en inmunoglobulinas
tipo Gi humanizadas (Tabla 5) [57,116]. Nuestro modelo de estudio, el anticuerpo
monoclonal contra la interleucina 8 (IL-8) es producido por celulas CHO deficientes en la
enzima dihidrofolato reductasa (d/Afr—) y también es un anticuerpo humanizado tipo 1gGi
de aproximadamente 150 kDa. Su funcion es neutralizar la actividad de la [L-8 humang;
uniéndose a ella y evitando que se una a su receptor, inhibiendo la respuesta inflamatoria
mediada por neutrofilos y la quimiotaxis de los mismos hacia el tejido afectado. Su
aplicacion terapeéutica esta enfocada al tratamiento de artritis reumatoide, psoriasis, fibrosis
cistica, mieloma multiple, bronquitis cronica, asma enfermedad inflamatoria de Bowel y en

terapia contra el cancer, por mencionar algunas [131].

241. Estructura y glicosilacion de mmunoglobulinas humanas

Una inmunoglobulina tipo G (Figura 4) estd formada por dos cadenas ligeras (LC) y dos
cadenas pesadas (HC) compuestas de motivos estructurales repetitivos de
aproximadamente 110 residuos de aminoacidos, cuya estructura terciaria define el
dominio inmunoglobulina [60,62,110,116]. La cadena ligera y pesada se unen en
asociaciones covalentes y no covalentes para formar 3 regiones independientes
conectadas mediante una region denominada “bisagra”; dos de estas regiones, conocidas
como regiones Fab, tienen una estructura idéntica entre si y cada una contiene sitios de
union a antigenos especificos. La tercera region o fraccion cristalizable (Fc) es la que
establece las interacciones con los receptores que activaran diversos mecanismos
celulares, como la citotoxicidad celular anticuerpo dependiente (ADCC) y de Ila
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) [60,62,63,114].

La region Fc es un homodimero formado por enlaces disulfuro entre 2 cadenas
pesadas, cuyos dominios CH2 contienen dos N-oligosacaridos biantenarios complejos
unidos a la asparagina 297 y se ha determinado que tanto la proteina como los glicanos,
gjercen una influencia reciproca en la conformacion molecular, asimismo la ADCC y la
CDC son extremadamente dependientes de la N-glicosilacion [60,62]. Al analizar los
oligosacaridos liberados de IgG policlonales humanas, se observaron al menos 12 estructuras

neutras de glicanos unidas a la molécula y una carencia de estructuras sialiladas (<10%), -
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entre las que predominan las estructuras sin galactosa (GO), con una galactosa (doblete
Gl) y totalmente galactosiladas (G2) (Figura 4) [45,60,62,63,110]. Por otra parte, se ha
establecido que entre el 20 y 30% de las IgG ademas del sitio de N-glicosilacion
conservado en la Asn297, contienen un sitio de glicosilacion en las regiones Fab, como
resultado de alguna mutacion somatica durante la seleccion positiva de union a
antigeno [60-63].

La influencia de la glicosilacion sobre la actividad del anticuerpo ha sido
evidenciada al observar que aquellas 1gG no galactosiladas son mas sensibles a
degradacion proteolitica y son incapaces de activar la via del complemento; mientras que
las estructuras sialiladas son mas resistentes a proteolisis pero reducen su afinidad por el
receptor FcyR y por tanto su citotoxicidad [63]). También se ha demostrado que la
ausencia de fucosa incrementa significativamente su union al receptor de las células NK
(natural killer) incrementando la ADCC [60]. Concretamente, en enfermedades como
artritis reumatoide, la ausencia de galactosas terminales favorece la formacion de

agregados insolubles que provocan inflamacion cronica [62].

Fab

Figura 4. Estructura general de una IgGi humana y los N-glicanos asociados. A la izquierda se
muestra la estructura general de un anticuerpo y las regiones en que se divide, especificamente una
IgG, del lado izquierdo se muestra la estructura de los glicanos unidos a cada dominio Ch2 de la
region Fc del anticuerpo, se puede observar que son N-glicanos de tipo complejo biantenarios.
GIcNACc (O), Man (O), GlcNAc en biseccion (@), Fuc (Y¢), Gal (W), acido sialico (A). Adaptado de
Satoh, et al. (2006) [116].
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Como se menciono anteriormente, estudios previos han demostrado un
incremento en la productividad de proteinas recombinantes producidas en células
CHO cultivadas en condiciones de hipotermia moderada (Tabla 2). Sin embargo, la
fabricacion de proteinas terapéuticas con un perfil de glicosilacion reproducible y
consistente sigue siendo un desafio considerable para la industria biofarmacéutica
[136]. Por lo tanto, en este proyecto se estudio mediante PCR en tiempo real, el
efecto de la hipotermia moderada (30 y 32°C) sobre la expresion de 14 genes
codificantes para enzimas de las vias de N-glicosilacion, empleando como proteina
modelo un anticuerpo monoclonal contra la interleucina 8 producido en ceélulas
CHO. Alternativamente, los cambios en el patron de glicosilacion podian atribuirse a
la accion de exoglicosidasas extracelulares, por lo cual la actividad de éstas también
fue determinada. Dichas aproximaciones brindaron un mejor entendimiento de la
relacion que existe entre el incremento de la productividad, los eventos moleculares
que se desatan como consecuencia de la respuesta celular al estrés por frio y la
calidad de la proteina recombinante; lo cual en conjunto proporciona informacion
util para un control racional del cultivo a favor de una mayor produccion de la
proteina de interés con calidad consistente, que a la larga podria ser implementada

en la optimizacion de procesos industriales.
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3. HIPOTESIS

El incremento en la productividad de células CHO cultivadas en condiciones de
hipotermia moderada es consecuencia de una mejora en la eficiencia metabolica y un
aumento en la expresion del gen recombinante. Asimismo la hipotermia moderada
provoca alteraciones en la expresion de los genes codificantes para enzimas de las vias de
N-glicosilacion y en la actividad de exoglicosidasas que podrian afectar el patron de

glicosilacion de la proteina recombinante.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
= Estudiar el efecto de la hipotermia moderada sobre el metabolismo de células CHO,
la produccion de AcMo-IL8 recombinante como glicoproteina modelo, y sobre los
niveles de transcripcion de genes codificantes para enzimas que participan en las vias de

N-glicosilacion.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Adaptar la linea celular CHO-CRLI2444 a crecer en suspension y medio libre de suero.

= Determinar los parametros cinéticos y estequiométricos de los principales
nutrimentos y desechos metabolicos de células CHO cultivadas a 37°C (control) y en
cultivos escalonados a 30° y 32°C.

= Determinar la productividad especifica y volumétrica de AcMo-IL8 en dichos cultivos.

= Medir los niveles de transcripcion de genes codificantes para diversas enzimas de las vias
de N-glicosilacion en los cultivos escalonados (30 y 32°C) y controles, asi como el nivel de
expresion de los genes codificantes para el AcMo-IL8, por gPCR.

= Medir la actividad de exoglicosidasas en el sobrenadante de los cultivos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El siguiente diagrama expone de manera breve y general el procedimiento

experimental desarrollado:

Determinacion de concentracion celular,

—> viabilidad, consumo y produccion de
metabolitos
Muestra
cada 24 Cuantificacion de AcMo-IL8
= > ‘ Cultivos control = .
05 . 37°,32%,30°C —> Determinacion de la actividad de
T2 exoglicosidasas en sobrenadante de cultivos
[
E > Spinner flask, 60
5 a2 r.p.m., 120 mL medio, BN N
:g ; 5% CO, 12 genes relacionados con
23 y ) + las vias de N-glicosilacion
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Figura 5. Esquema de la estrategia experimental. Una vez que la linea celular CRL-12444 fue adaptada a
crecer en medio sin suero y suspension, se realizaron cultivos escalonados y controles a 37, 32 y 30°C en
spinner flasks (120 mL de cultivo, 5% de CO2, 60r.p.m.). Cada 24 h se tomod muestra para caracterizar las
cineticas de crecimiento, determinar parametros cinéticos y productividades especificas, asi como medir la
actividad de exoglicosidasas en el sobrenadante. Para el estudio transcripcional, se tomo muestra 24 h
después del cambio de temperatura y a las 120 h se cosecharon 100 mL de sobrenadante de cada cultivo
para realizar el analisis de glicosilacion, sin embargo como se discute mas adelante esta parte quedo
inconclusa dada la baja productividad de la linea celular. El esquema sefiala los analisis realizados, los
tiempos de muestreo para cada caso y las condiciones de cultivo. CS=choque frio (cold shock), T°=

temperatura, SN=sobrenadante.
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5.2. CULTIVO CELULAR

521 Cultivos adherentes y adaptacion a medio sin suero

La Iinea celular recombinante CHO-CRL-12444, productora de un anticuerpo
monoclonal humanizado contra la interleucina 8 (AcMo-IL8) fue obtenida de la
American Type Cell Culture (ATCC) y cultivada en adherencia en frascos T-175, a
37°C y una atmosfera con 5% COq, utilizando medio DMEM (ATCC No. 30-2002)
suplementado con 10% suero bovino fetal (SFB), 200 nM de MTX (Sigma, St. Louis,
MO, USA No. M8407), 2 ug/mL de insulina (Elli Lilly) y una solucion de
estreptomicina (0. mg/mL), y penicilina (I00 U/mL) (Sigma, St. Louis, MO, USA
No. A5955) a una concentracion 1Ix. Las cinéticas de cultivos adherentes se realizaron
en multicamaras de & pozos, inoculando con 1.2x10° células/mL y una viabilidad
minima del 20%.

La adaptacion de la linea celular a crecer en medio libre de suero consistio en
cosechar un cultivo adherente en fase exponencial y resembrarlo a 37°C y una
atmosfera con 5% CO2, en medio CDM4-CHO (Hyclone) suplementado con 2.1 g/L
de bicarbonato de sodio, O.I g/L de Pluronic F-68, 2 ug/mL de insulina, 200 nM de
MTX, 6 mM de L-glutamina (Sigma, St. Louis, MO, USA No. GI517), estreptomicina
(0. mg/mL), y penicilina (I00 U/mL), a una concentracion de 4x10°> células/mL
(frascos T-25). Cada tercer dia se registro la viabilidad y concentracion celular,
manteniendo esta Ultima entre 2.5x10° y 4x10° células/mL. La adaptacion se considero
exitosa si el cultivo presentaba una viabilidad minima del 90% sostenida a lo largo de
3 semanas Yy ninglin signo de contaminacion. Los cultivos que cumplieron dichos
parametros fueron adaptados a crecer en suspension sembrandolos en spinner flask
a 60 r.p.m., bajo las mismas condiciones y criterios de seleccion. De este cultivo se
genero un banco celular de 38 viales a una concentracion de 7x10° células/mL y una
viabilidad promedio de 93% por vial, utilizando como medio de congelacion medio
gastado y medio fresco en una relacion 1:I con 10% de DMSO (Sigma, St. Louis,
MO, USA No. D2650).
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522. Cultivos escalonados a temperaturas subfisiologicas
Para estandarizar los cultivos escalonados de 37° a 32° y 30°C, asi como para determinar
el tiempo optimo de cambio de temperatura se realizo un barrido de tiempos de cambio
del primero al quinto dia de cultivo. A partir de un cultivo inico en suspension y fase
exponencial, se sembraron 7 frascos T-75 (por cada temperatura subfisiologica) con
2x10° células/mL en medio CDM4-CHO suplementado, al inocular (tiempo cero) uno de
ellos se incubo a 30 6 32°C y los otros 6 a 37°C, de tal forma que cada 24 horas se
cambio un solo frasco de 37°C a 30 (6 32°C), desde el primero hasta el quinto dia. Por
ejemplo, el cultivo con cambio a las 48 h corresponde a un frasco que pas6 48 h a
37°C, después de lo cual la temperatura se disminuyo a 30°C y se mantuvo asi hasta el

final del cultivo (Figura 6).

@ l s cctulasim - @ @@@ % @
& @ t, t, t, ts ...
@ @ Controles l l l
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@ @ & &
30°C oh 24 h 48h 72h

Escalonados

Figura 6. Esquema del experimento para la determinacion del tiempo o6ptimo de cambio de temperatura.
Los cultivos fueron realizados, por duplicado en frascos T-25, a una atmosfera de 5% de CO2 en medio
CDM4CHO suplementado.

A partir del experimento anterior y con base en la eficiencia del metabolismo
(Ylacreie, seccion 6.2.1) se determino que el tiempo optimo de cambio estaba entre las 48 y 72
h de cultivo. Por lo que se realizaron cultivos control (monotérmicos) a 37°, 32° y 30°C,
y cultivos escalonados de 37°C a 32° y/o 30°C con cambio a las 48 y 72 h, en spinner
flasks inoculados con 2x10° células/mL, una viabilidad promedio >90%, 60 r.p.m., una
atmosfera de 5% COg2, y 120 mL de medio CDM4-CHO suplementado como se expuso
en la seccion anterior. Cada 24 h a partir de la inoculacion (Figura 5) y hasta el final de los
cultivos (se decidio parar los cultivos al alcanzar una viabilidad > 40%) se tomaron 2

muestras de sobrenadante: 600 ulL para determinar viabilidad y concentracion celular, y ImL
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para determinacion de metabolitos y cuantificacion de producto. Esta tltima muestra fue
centrifugada a 600 r.p.m. por 10 min a 4°C y el sobrenadante recuperado se filtro por
0.22 pm, se adiciono inhibidor de proteasas, se realizaron alicuotas de 200 ulL y se
almacenaron a -70°C, para su analisis posterior. Todos los datos representan el

promedio y la desviacion estandar al menos de triplicados.

5.3. DETERMINACION DE METABOLITOS, CONCENTRACION Y
VIABILIDAD CELULAR

La concentracion celular se determino utilizando un Coulter Counter Multisizer Il
(Coulter Electronics, Hialeah, FL), la viabilidad celular se midio en un hematocitometro
mediante el método de exclusion con azul de tripano [l15]. Glucosa, lactato, glutamina y
glutamato, se determinaron empleando un analizador bioquimico YSI 2700 SELECT™
Biochemistry Analyzer (YSI Instruments, Yellow Springs, OH). La velocidad especifica de
crecimiento y de las velocidades de consumo y produccion de metabolitos fueron

determinadas con las ecuaciones descritas en el Apéndice A.

531.  Cuantificacion de la proteina recombinante
La concentracion del AcMo-IL8 en los sobrenadantes de cultivo se determind mediante
ensayos de ELISA sandwich en placas de 96 pozos. Como anticuerpo de captura se utilizo
un anticuerpo fosfatasa alcalina-anti FclgG humana hecho en cabra (Sigma, St. Louis, MO,
USA No. A92544) a una concentracion de 15 pg/mL, se bloqueo con 10 mg/mL de BSA y
para la deteccion se utilizo un conjugado peroxidasa-anti 1IgG humano hecho en cabra, que
reconoce a la molécula completa (Sigma, St. Louis, MO, USA No. A8667) a una dilucion
de 1:2500. Se revelo con 0.4 mg/mL de o-fenilendiamina (OPD) (Sigma, St. Louis, MO, USA
No. P9029) en buffer 0.1 M de fosfato dibasico de sodio pH 5 con 10 pL de peroxido de
hidrogeno; la reaccion se detuvo después de 10 min con 50 pL de H2504 IN. La curva de
calibracion se realizo con una IgG humana estandar (Sigma, St. Louis, MO, USA No. 14506)
en un intervalo lineal entre los 5 y 800 ng/mL. Los sobrenadantes se incubaron directos
para los primeros puntos de las cinéticas y diluidos 110 y 1:50 para los tiempos finales.
Entre cada paso se realizaron 3 lavados con PBS-tween al 0.05% (0O.14 mol/L NaCl, 0.003
mol/L KCI, 0.0015 mol/L KH2PO4 y 0.008 mol/L K2HPO4 en agua pura + 0.05% (v/v)
Tween-20), la incubacion con el anticuerpo de captura se realizo a 4°C por 16 a 18 h, el —
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resto de las incubaciones se realizaron por 2 horas a temperatura ambiente. La absorbancia
se determino a una longitud de onda de 490 nm, en un lector de placas ELx800 marca Bio
Teck (BIO TECK INSTRUMENTS INC. World Headquarters, Winooski, USA).

La productividad especifica de anticuerpo (qp) se determino a partir de la pendiente
de la curva de la concentracion de AcMo (mg/L) en funcion de la integral de células viables
en funcion del tiempo (células*dia/mL) [112], y la productividad volumeétrica (PV) se calculo
con el cociente de la concentracion acumulada de producto entre el tiempo de cultivo

correspondiente, tal como se detalla en el apéncice A.

5.4. ANALISIS TRANSCRIPCIONAL

54.1. Seleccion de los genes de mterés, diseno de ohgonucleétidos

Mediante la técnica de g-PCR se evaluo el efecto de la disminucion de la temperatura
sobre la expresion de 14 genes relacionados con las vias de N-glicosilacion, genes
codificantes para la cadena ligera y pesada del AcMo-IL8, dos genes que codifican
chaperonas del reticulo endoplasmico, dos genes codificantes para proteinas de choque
frio y 3 posibles genes de referencia (Tabla 6).

Los oligonucleotidos correspondientes fueron disehados sobre las secuencias de
ARNmM de Cricetulus griseus (CHO), obtenidas del GeneBank (National Center for
Biotechnology Information-NCBI) en una interseccion de splicing exon-exon hipoteética
propuesta a partir del alineamiento contra las secuencias de rata y raton (Clustal IW2©
European Bioinformatics Institute, Cambridge, UK). La longitud de los oligonucléotidos
fue entre 18 y 23 p.b. y generaron amplicones de entre 88 y 110 p.b. EIl disefio se realizo
con el programa Primer Express® [(Applied Biosystems, Foster City, CA) y sus
propiedades (Tm, %GC, longitud, formacion de horquillas, homo- y heterodimeros,
compatibilidad) fueron comprobadas con los programas en linea OligoAnalyzer 3.1
(Integrated DNA Technologies, Inc, US.A.) y Oligo Explorer 1.2 (Genelink Software
Hawthone, NY). Todos los oligonucleotidos disehados y empleados en el presente trabajo
fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. Una reaccion de PCR convencional y geles de agarosa al 2%

fueron utilizados para comprobar el diseho de los oligonucleotidos.
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Tabla 6. Oligonucleotidos disefiados para realizar el analisis transcripcional

Funcion Proteina Accesofa Secuencias oligonucleotidos (5™-3") %Ef
Genebank
. ATTGACATCCCCCCTGGAG
Sintesis de UGPase AFOO4368.1  p' GTATCCGGCAGCGCTTATCT 795
F. GGGACAAGAGAAGTTGCCGA
precursores DPMI AFI2I8951 R TTCCAAGGCCGAGCTTTTT 104
lipidicos FF AAGTGGTGGGATTTGGCCTC
DPM2 QIZIPI R TGGCTGTCAATGAAGGGCA 103
. TCTGCTTCATCCCTTTCCCC
UDP-NAGT U024531 R:  GCACCTATCAGGGCCACAAA 263
. GCATTTCCCCATCATTGTCAG
GlIcNACT | Us5791 R CCGGATGTGTGTGACTGCAC 7297
GIcNAC-T F: CACCAAACGCATCCTGGAC
\E: NM_008I05 gl 1GGACGTAGTGACCATGGCA NA
GIcNAC-T I F: CGATGAGCATTTCTGGGTGAC
V2 # NM_023887 gl AGCTCTGAGGTTACCCGTCCA NA
Glicosil-
] $ . CGAGGAATTGCACCGTATGG
transferasas ~ GICNAC-T ¥~ NM_028087 b\ 1GGTTTGAAGCAAACACCACC NA
Bl1,4-Gal F:' TGCGCTTTGATGGTTTGAAC
Fuc-6B F: TGTGGTTCAGCCTGGAGTCA
transferasa AEEDAAY R: GAGTCGCTGCGATAGGACATG NA
2,3 Sial F: GAACAGCCCATCTTCCTCCA
transferasa AY2666751 B CTTCACTCCCTTTGGTCCCA 94.9
. CTGCTGCTCAAACAGACCACTT
GDP-FucT AB222037 R GCTCCCTCTTGGTCTATACCCAG 95.3
. CACCGCAGCTGTCTTCTCG
Transportadores UDP-GalT AF299335.1 R AATTCCAGCAGCTACGAACCC 100.4
. . TCTGGTTTGTCATCTITCCTTGCT
CMP-SialT Y12074. R GCTGAGAAGCCTTTCATGATGTT 100
- . CAAGACGGATGAGCATGCAG
Stalidasa 061431 R CACCTCCTCAGCTTGCCACT 104
) F:  CACCTTTTACGTGGGCAACTTC
Galactosidasa® WNN%%%Q% Rm: CCTTGGACCACCCAGGAAA 95.5
Glicosidasas r. Rr: CCTTGGCCCATCCGGGAAA
. . TCTTTCAACGAGTGGCATGAAG
Manosidasa DQB25405 R ATGAGGCCGGTAATCCAGATATAC 100
. . TTGCCTACCCTACTTAATCCCAAA
a-glucosidasa | ABII5503 R CCAGGTGCCGCTCTGATG 981
Cadena ligera N/A F: TGCTTCTGTTGTGTGCCTGC 102
AMoLIL8 (LC) R GGAGTTACCCGATTGGAGGG
CIMlo-
Cadena pesada N/A F: CTACTCCCTCAGCAGCGTGG 100
(HC) R GGTGTTGCTGGGCTTGTGAT

N/A= No aplica, m: raton, r: rata, F diseho sobre secuencia de raton por no estar disponibles las de CHO,
*disefio sobre secuencias de rata y raton, mezcla de oligos antisentido; %Ef= eficiencia de amplificacion en la
gPCR. Los genes sombreados en la tabla corresponden a los genes que no se pudieron amplificar (ver texto).
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Tabla 6. Oligonucleotidos disefiados para realizar el analisis transcripcional (Continuacion)

Funcibn Proteina é‘:;:;:n&;( Secuencias oligonuclebtidos (5’-3) %Ef

Reticulo GRP78 Mi7169 E_ glc\gccggg:/%/\c&:g\régcﬁc CA 263

frdosinicoppy  apsey | GASOOcacaTae o
e CRP avemo [ ATGSOCTIOENC g
M3+ mosseo b AlGMCACGOCTIOMGE g

pacma o |, ASTISACASCGAMTICIESS g

Genes de GADPH XS2231 b aGGrccaccacicraricerar NA

referenci Btubulina  UOB3® i LT CGCACGGTGAGGGC ::

Ubiquicna doeom i SASIIECTIGEITOIAGGIG g

N/A= No aplica, # disefio sobre secuencia de raton por no estar disponibles las de CHO, %Ef= eficiencia
de amplificacion en la qPCR. Los genes sombreados en la tabla corresponden a los genes que no se
pudieron amplificar (ver texto), incluso modificando las condiciones de reaccion.

54.2. Extraccion, impieza, cuantificacion e itegridad de ARN total,
sintesis de ADNc
A las 72 y 96 h de cultivo, 2x10® células totales fueron colectadas tanto de los
cultivos escalonados como de los controles; a partir de estas muestras se extrajo el
ARN total utilizando el kit RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo al
protocolo del fabricante. La elucion del ARN de la columna se realizo en dos etapas
(primero con 20 pL de agua libre de RNAsas y después con 30 pL de agua + 10 pL
del primer eluido) y a cada muestra se le adicionoé O.I yL de inhibidor de RNasas.
Posteriormente las muestras fueron sometidas al tratamiento con DNasa-l usando el
kit Turbo-DNase™ free (DNase Treatment & Removal Reagents, Applied
Biosystems/ Ambion, Austin, TX) en reacciones de 57 pL con una concentracion
promedio de | pg/puL de ARN total, ajustando el volumen de los reactivos de la

siguiente forma:
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Volumen (pL) Reactivo
0.2 Inhibidor de RNasas
) (RiboLock™ Ribonluclease Inhibitor)
5.7 Buffer de la enzima 10x
50 ARN total
1.14 Turbo-DNasa [ ™ (2 U/pL)
57.04 Total

Las reacciones fueron incubadas a 37°C por 30 min, se adicionaron 0.2 vol{imenes
del reactivo DNase Inactivation Reagent (11.4 pL), se resuspendio 3 veces con vortex y se
incubo 2 min a temperatura ambiente. Finalmente se centrifugo a 12000 r.p.m. por 1.5 min
a 4°C y se recupero el sobrenadante (minimo 55 pL). Una vez “limpio” el ARN, se separo
una alicuota de 5 ulL que sirvio para comprobar la integridad del ARN vy cuantificarlo, el
resto se guardo a -7/0°C para sintetizar el ADNc a mas tardar 36 h después de la
extraccion para evitar su degradacion.

La concentracion del ARN total se determino por espectrofotometria midiendo la
absorbancia a 260 y 280 nm en un NanoDrop ND-I000 (Thermo Scientific, Whaltam,
MA] y confirmada usando el kit Quant-it RiboGreen® RNA reagent and assay kit
(Molecular Probes, Eugene, OR), siguiendo el protocolo para el ensayo de amplio rango
(reacciones de 2 mL). En la curva estandar se incluyeron 2 concentraciones intermedias
(300 y 750 ng/mL) conservando el intervalo lineal de 20 a 1000 ng/mL, las muestras de
ARN se diluyeron 1:4000. La fluorescencia se registro usando un espectrofluorimetro
Perkin Elmer LS 55 (Perkin Elmer Instruments, Fremont, CA) a una longitud de excitacion
de 480 nm y una de emision de 525 nm. La integridad y pureza del ARN se determin6 con
la relacion 260/280 y corriendo 5 pg de ARN en geles de agarosa al 1.5% (preparado con
agua libre de RNasas, buffer TBE Ix y I mg/mL de bromuro de etidio] a 100 V por 25 min.

El ADN complementario (ADNCc) fue sintetizado a partir de 5 pg de ARN total,
utilizando el Oligo (dT)s del kit RevertAid™ Minus H First Strand cDNA Synthesis kit
(Fermentas Life Science, Maryland, US) de acuerdo al protocolo del fabricante. Dicho kit
emplea una transcriptasa reversa modificada genéticamente de Moloney Murine Leukemia
Virus (RevertAid™ M-MuLV RT 200 U/pL, Fermentas) con baja actividad de RNasa H.
Se obtuvieron al menos 3 reacciones de 20 ulL por cada ARN total procesado, cada -
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alicuota fue cuantificada midiendo la absorbancia a 260-280 nm usando el NanoDropND-
1000 (Thermo Scientific, Whaltam, MA).

54.3. Reaccaién en Cadena de la Polimerasa en tiempo Real (QPCR)
543l Estandarizacion de las condiciones de reaccion

La concentracion de ADNCc en la mezcla maestra se definio realizando un ensayo de qPCR
a diferentes concentraciones: 10, 25, 50, 75, 100 ng/pL para cada temperatura control
(37, 32 y 30°C) y probando 3 de los genes de referencia propuestos. A partir de este
experimento cada muestra de ADNc fue diluida hasta 50 ng/pL y la concentracion
comprobada midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm en NanoDrop ND-I000. La
temperatura de alineamiento (Ta) se establecio en 64°C, pues se observo que las
temperaturas de fusion (Tm) de todos los oligos oscilaban entre los 64 y 70°C. Las
condiciones de reaccion anteriormente establecidas fueron comprobadas por PCR
convencional y geles de agarosa al 2% (presencia de amplicon).

Las concentraciones de oligonucléotidos fueron optimizadas mediante un ensayo
de gPCR denominado matriz de primers que consistio en combinar 3 concentraciones
distintas de oligonucleotido sentido y antisentido (Tabla 7) hasta encontrar una
combinacion que permitiera disminuir o incluso eliminar, la amplificacion de productos no
especificos durante la reaccion. Lo anterior se evallio analizando de la curva de disociacion
para cada caso y del control correspondiente sin templado de ADNc (NTC). La mayoria
de las mezclas de oligonucleotidos (200 pL) se prepararon en una proporcion equimolar
de 420 nM (F/R), Unicamente los genes codificantes para las siguientes proteinas, se
utilizaron en una proporcion 300/600 nM (F/R): B-actina, f-tubulina, ubiquitina, DPM2,
CMPSAT y GDPFucT.

Tabla 7. Matriz de primers empleada para optimizar la concentracion de oligonucléotidos

nM Sentido (F)

= | 200/900 | 600/900 | 300/900
o

% 900/600 | 600/600 | 300/600
(3]

E 9200/300 | 600/300 | 300/300
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Para determinar cual o cuales serian los genes de referencia a utilizar se realizaron
ensayos de estabilidad para cada gen; estos ensayos consistieron en observar como variaba
el valor del ciclo de cuantificacion (Cq) a través de los diferentes tiempos de toma de
muestra y condiciones de cultivo. El valor de Cq fue graficado en funcion de los
tratamientos, aquellos que tuvieron la menor variacion fueron elegidos como genes
potenciales de referencia. La variabilidad en la expresion de 3 genes propuestos fue
evaluada mediante los programas informaticos geNorm [135], NormFinder [6] y Bestkeeper
[105], utilizando los valores de Cq obtenidos en el ensayo de estabilidad antes descrito.
Con base en los resultados obtenidos se establecio que el mejor gen de referencia era el
gen codificante para B-actina (Actb).

Las reacciones de qPCR se llevaron a cabo en multicamaras de 96 pozos
(MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems, Foster City, CA), en
un termociclador ABI PRISM 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Cada reaccion utilizo 50 ng de ADNc como templado, 420 nM de
oligonucléotido sentido y antisentido (salvo los genes antes indicados) y 1x de la mezcla de
reaccion y del fluoroforo no especifico SYBR Green® PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA) en un volumen total de reaccion de 12 uL. Por cada gen
analizado se incluyo un control sin templado de ADNc (NTC). Las condiciones de
amplificacion consistieron en un paso inicial de 2 min a 50°C, el paso de desnaturalizacion
de 10 min a 95°C, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 s y 64°C por 1 min, y como paso
de disociacion al final de la gPCR, 15 s a 95°C, 1 min a 64°C, 15 s a 99°C y 15 s a 60°C. La
especificidad de las reacciones de amplificacion fue confirmada en linea, analizando la curva
de disociacion.

La adquisicion y el andlisis de datos se realizaron mediante el programa SDS
software (Applied Biosystems, Foster City, CA). La linea base y el umbral (Th) se ajustaron
individualmente para cada gen dentro de una region donde la amplificacion fue
exponencial; el ciclo de cuantificacion (Cq) fue determinado por el método del punto de
ajuste [I04]. Todos los ensayos de qPCR fueron realizados al menos por triplicado (en
replicas idénticas y en replicas experimentales), salvo aquellos casos en que se indique lo

contrario.
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54.3.2. Eficiencia de amplificacion, intervalo dinamico y validacion del
método de cuantificacion relativa

La eficiencia de amplificacion para cada gen fue determinada construyendo una curva
estandar a partir de diluciones seriales de una mezcla de ADNc (1:2 y 1:4), que comprendio
un intervalo de 0.09 a 100 ng; cada dilucion fue analizada por triplicado y se emplearon
las condiciones experimentales antes descritas. EI pool de ADNc se obtuvo mezclando
muestras provenientes de los diferentes cultivos, tiempos de colecta de muestra y
experimentos individuales, su concentracion fue determinada por espectrometria a 260 y
280 nm. Con los datos obtenidos se grafico el ciclo de cuantificacion (Cq) en funcion del
logaritmo de la concentracion de ADNc (ng) y la eficiencia de amplificacion (E) se calculo
realizando un ajuste de minimos cuadrados y usando la ecuacion descrita por Schwarz, et
al. (2004) (Apéndice A). Esta curva también permitio definir el intervalo dinamico de
concentraciones para cada gen, definido como la fase cuantitativa y detectable de la curva
en la que se conserva la linealidad. La concentracion intermedia para el intervalo dinamico
de todos los genes correspondio a 50 ng/ulL y confirmd que los genes de referencia
seleccionados con anterioridad tuvieran una eficiencia de amplificacion cercana a la de los
genes de estudio.

Para validar el método de cuantificacion relativa de doble delta Cq se determino la
variacion de ACq respecto a la dilucion del templado. Con los datos de la curva estandar se
calculo ACq para cada gen problema y cada gen de referencia (Apéndice A) y se grafico
en funcion del logaritmo base diez de la cantidad de ADNc. Solo si la pendiente de la
curva era menor a O., se consideraba que la eficiencia del ambos amplicones era
aproximadamente igual, de lo contrario el método no podia ser aplicado para el par de

genes en cuestion.

5.4.323. Cuantificacion relativa: método del doble delta Cq
Los cambios en los niveles de expresion se evaluaron usando el método del doble delta Cq
descrito por Livak y Schmittgen (2001), con el cual se realizo una cuantificacion relativa al
gen codificante para B-actina, utilizando las formulas descritas en el Apéndice A. Los
niveles normalizados de transcripcion se expresaron como la relacion del aumento o

disminucion de los cultivos a baja temperatura (control y escalonados) respecto al control
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a 37°C (nivel de expresion asignado de 1). Una prueba-t de dos colas fue realizada para
determinar si los cambios en la expresion normalizada de los genes eran significativos,

estableciendo un valor minimo de cambio de 1.35 veces con un valor de significancia p<0.05.

5.5. ACTIVIDAD DE EXOGLICOSIDASAS EXTRACELULARES

Los siguientes sustratos (todos de Sigma, St. Louis, MO) fueron empleados para medir la
actividad de: sialidasa, 2'(4-metilumbiliferril}-a-D-acido N-acetilneuraminico (M8639); B-
galactosidasa, 4-metilumbiliferril-B-D-galactosido (MI1633); B-N-acetilhexosaminidasa, 4-
metilumbiliferril-B-D-N-acetilglucosaminido (M2133) y para la a-manosidasa, 4-
metilumbiliferril-a-D-manopiranosido (M3657). Todos los sustratos fueron resuspendidos
en dimetilformamida (Sigma, 270547) y diluidos en buffer de acetato de sodio/HCI 100
mM (pH 6.0).

La actividad extracelular de cuatro exoglicosidasas fue determinada cada 24 h
incubando por I h a la temperatura y forma en la que se realizo cada cultivo (37°, 32° 6
30°C), 10 uL de sobrenadante clarificado (diluido 10x) en 20 ulL del sustrato artificial
correspondiente (I.I mM); la reaccion se detuvo adicionando 200 pL de buffer 0.2 M de
glicina/NaOH (pH 10.5, filtrado por 0.22 pm). Los controles consistieron en
sobrenadante sin sustrato, sustratos sin sobrenadante y blancos de cada uno de los
buffers. La fluorescencia fue registrada usando un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 55
(Perkin Elmer Instruments, Fremont, CAJ a una longitud de excitacion de 362 nm y una
de emision de 450 nm, con la apertura de slit de 5 nm para ambos casos. La actividad
enzimatica fue calculada por interpolacion de la florescencia de las muestras en una curva
estandar de 4-metilumbiliferrona (4-MU]) en un intervalo de 10 a 100 nM, y se reporto en
Unidades/mL, donde 1 Unidad se definio como la cantidad de enzima requerida para
catalizar la liberacion de 1 pmol de 4-MU del respectivo sustrato por minuto a pH 4.0.

Para comparar la cantidad de exoglicosidasas producidas en los cultivos a baja
temperatura (controles y escalonados), las reacciones fueron incubadas a 37°C y la
actividad se expresd como el cociente de la actividad registrada en cada cultivo, respecto a
la actividad registrada en el cultivo a 37°C (actividad normalizada). Todos los datos

representan el promedio y la desviacion estandar de triplicados experimentales.
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5.6. PURIFICACION E IDENTIFICACION DEL ACMO-ILS

La identidad del anticuerpo en las muestras del cultivo y fracciones de purificacion fue
confirmada por SDS-PAGE en geles al 12% de acrilamida (duplicados), cargados con 10-12 ulL
de cada muestra y corridos a 20 mA contantes por 1.5 h. Uno de los geles fue transferido a
una membrana de nitrocelulosa (250 mA por 1.5 h) para detectar por Western Blot la
presencia del AcMo-IL8 producido; utilizando ya sea un conjugado fosfatasa alcalina-anti
FclgG humana (Sigma, St. Louis, MO, USA No. A%544) diluido 1:20 000 vy el kit de revelado
BCIP/NBT de Zymed Laboratories; o un conjugado peroxidasa-anti 1gG humana diluido
1:8000 y revelado con 1 mL de TMB (3,3,5,5-tetrametilbenzidina) Single Solution for
Immunoblotting (Zymed, Invitrogen, Carlsbad, USA). A manera de prueba rapida, la identidad
del AcMo en las fracciones de purificacion fue verificada mediante dot blot, utilizando los
mismos conjugados diluidos 1:10 000 y 1:8000, respectivamente. El otro gel fue teflido con
Azul de Coomassie o con sales de plata como lo describen Winkler et al., (2007) [139].

El tiempo de cosecha se establecid con base en la viabilidad (>80%), la concentracion
celular (IxI0¢ células/mL), la produccion de AcMo (>4mg/L) y la actividad de exoglicosidasas
extracelulares. A las 168 h, 100 mL de cultivo se centrifugaron a 4000 r.p.m por 15 min y 4°C
(sacrificando cultivos gemelos de las cinéticas realizadas para cada temperatura); el
sobrenadante fue recuperado, filtrado por 0.22 pm y guardado a -70°C. Las muestras fueron
concentradas por ultrafiltracion en centricones de 100 kDa de 20 mL (Centricon Plus-20,
Amicon Bioseparations) hasta | mL y se estabilizaron adicionando 4 mL de buffer de union (20
mM fosfato de sodio, 150 mM de NaCl, 0.05% azida de sodio pH 7.5).

La purificacion del AcMo-IL8, se realizo mediante cromatografia de afinidad cargando
5 mL de muestra en una columna de sefarosa-proteina A: HiTrap Protein A HP de 1 mL
(Amersham Pharmacia Biotech). La elusion se realizo en un solo paso a 0.5 mL/min bajo
condiciones acidicas (Buffer de elusion: 0.1 M glicina-HCl pH 2.7), utilizando un Aktaprime
plus (GE Healthcare Life Sciences). Las fracciones recuperadas fueron desaladas por filtracion
en centricones de 30 o 10 kDa (Centricon Plus-2, Amicon Bioseparations) y resuspendidas en
agua MilliQ esteril hasta 400 pL. La identidad y pureza del AcMo purificado se analizaron
mediante SDS-PAGE y Western blot, la concentracion fuer determinada midiendo Ia
absorbancia a 280 nm utilizando el NanoDrop ND-I000, usando un coeficiente de extincion

molar de 14, y confirmada por ELISA sandwich. Las muestras se guardaron a -70°C para realizar
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posteriormente el andlisis de glicosilacion.

5.7. ANALISIS DE GLICOSILACION

Cien microgramos del AcMo-IL8 purificado se secaron en un evaporador centrifugo SpeedVac
Plus SCIIO A SAVANT (Thermo Scientific, Whaltam, MA) y resuspendidos en 32 pL de agua
MilliQ. La muestra fue desnaturalizada en condiciones reductoras con 2% SDS y 1 M de B-
mercaptoetanol y los N-glicanos fueron liberados por la hidrolisis enzimatica con 1 U de PNGasa
F de Chryseobacterium meningosepticum (Calbiochem, San Diego, CA), incubando a 37°C por
18 h. Posteriormente las muestras se centrifugaron 2 min a 1000 rpm para precipitar la proteina,
se recupero el sobrenadante donde quedan los glicanos y se agregaron 5 nmoles de maltosa a
cada muestra como control interno.

Los oligosacaridos obtenidos se marcaron con 2-aminobenzamida (2AB) (Glyko, San
Leandro, CA] siguiendo el protocolo del fabricante y se separaron por HPLC con una
columna TSk-GEL Amido 80 (Tosoh Bioscience), utilizando un gradiente de acetonitrilo y 250
mM de formato de amonio pH 4.4 como se describe en Guile, et al. (1996). La deteccion de
los glicanos se llevo a cabo en un detector de fluorescencia Waters 2475 (Waters
Corporation, Milford, MA) con longitudes de onda de excitacion y emision de 330 y 420nm,
respectivamente. Las unidades de glucosa se asignaron a los tiempos de elusion, utilizando un
homopolimero estandar de glucosa (Glyko, San Leandro, CA), ajustando los datos del
cromatograma estandar a una ecuacion polinomial (Guile, et al., 1996). El cromatograma se
integro usando el programa Millenium 32 (Waters corporation). La cantidad de glicanos se
reporta como el porcentaje de la cantidad total detectada, excluyendo el area del pico de la
maltosa (estandar interno). Los glicanos obtenidos de 5 ug de anticuerpo purificado fueron
digeridos con diferentes exoglicosidasas por 18 h a 37°C. Las exoglicosidasas usadas fueron: la
o-manosidasa (1.2U), B-N-acetilhexosaminidasa (50 mU), B-galactosidasa (1.2 mU), fucosidasa
(20 mU) y sialidasa (12 mU) todas ellas de Prozyme (San Leandro, C.A.).

Las estructuras de glicanos fueron propuestas para cada pico con base en su tiempo
de migracion (convertido a unidades de glucosa) y a la susceptibilidad de digestion individual
con las diferentes exoglicosidasas, como describe Guille et al., (1996) Las unidades de glucosa y
estructuras propuestas fueron comparadas en diferentes bases de datos para glicanos

disponibles en linea (Apéndice D).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente seccion esta organizada en dos partes, la primera resume el comportamiento
cinético y metabolico de células CHO cultivadas a 2 temperaturas subfisiologicas (30 y
32°C). La segunda, muestra la cuantificacion de los niveles de expresion de genes
relacionados con la via de N-glicosilacion y la actividad de exoglicosidasas extracelulares;
en esta parte se incluye también la cuantificacion de los niveles de expresion de genes
codificantes para el AcMo-IL8, chaperonas del reticulo endoplasmico y proteinas de
choque frio. Cada seccion es discutida en detalle y al final integrando los resultados
obtenidos, se propuso una explicacion al incremento de la productividad y se trato de
entender como los cambios observados a nivel transcripcional en la via de N-

glicosilacion, podrian reflejarse en el patron de glicosilacion del AcMo.

6.1. ADAPTACION DE LOS CULTIVOS A CRECER EN SUSPENSION Y
MEDIO SIN SUERO

Como se menciono anteriormente, por razones de seguridad biologica, en los (ltimos
20 anos ha surgido un gran interés por desarrollar procesos libres de suero para células
de mamifero [88]. Sin embargo, otra de las ventajas de este tipo de procesos consiste en
la disminucion en las etapas de purificacion del producto, lo cual impacta directamente
en los costos de produccion. Asi, con la finalidad de acercar (en lo posible] nuestro
modelo experimental a las condiciones de un proceso productivo a gran escald, la linea
celular se adapto a crecer en suspension en medio libre de suero (seccion 5.2.1). En la
Figura 7 se muestra la morfologia celular para cada tipo de cultivo.

Como se puede observar, la morfologia de la linea celular cambio de

fibroblastos adherentes (medio con suero DMEM/SBF) a células linfoblastoides en -

! Cabe aclarar que a pesar del creciente interés por cultivos en suspension, en la industria farmacéutica existen
procesos altamente productivos que utilizan cultivos adherentes de células de mamifero y/o emplean medios con
suero.
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suspension (medio sin suero CDM4). Para este Ultimo caso se observaron grandes
agregados celulares y solo cuando el cultivo alcanzb una concentracion de 1x10°
células/mL, alrededor del 10% de la poblacion se adhirio a la superficie del frasco
formando pequenas colonias de fibroblastos que fueron disgregadas sin la necesidad de
tripsina. Se sabe que el suero provee una gran cantidad de cofactores que ayudan a las
células a formar una matriz extracelular rica a la cual adherirse [98,124] por lo que en su
ausencia la péerdida de la capacidad de adherencia ha sido documenta para diversas lineas
celulares [29,124].

U

Figura 7. Morfologia de los cultivos de células CHO productoras de un AcMo—IL8. Las células cultivadas
en adherencia y medio DMEM suplementado con 10% suero bovino fetal (SFB) (200 nM MTX y 2 ug/mL
de insulina) muestran una morfologia fibroblastoide (izq); sin embargo, las mismas células al ser cultivadas
en medio CDM4-CHO libre de suero, (200 nM MTX y 2 pug/insulina) cambian su morfologia a
linfoblastoide y crecen en suspension (derecha). Imagenes tomadas con un microscopio de contraste de fases.

Con la finalidad de observar si el metabolismo habia sido alterado después de
completar el proceso de adaptacion (retirar el suero y someter el cultivo a agitacion), el
comportamiento cinético de ambos cultivos fue evaluado a 37°C en medio con y sin
suero. Los perfiles de crecimiento y viabilidad de ambos cultivos se muestran en la
Figura 8. Como podemos observar, ambos cultivos tuvieron un comportamiento similar
en el que la fase de crecimiento exponencial duro aproximadamente 168 h, después de la
cual la viabilidad cay6o drasticamente.

En la Tabla 8 se observa que los parametros cinéticos y estequiomeétricos no
fueron afectados significativamente durante el proceso de adaptacion y las diferencias mas
relevantes correspondieron a una mayor acumulacion de lactato (hasta 48 mM) y un
aumento de 1.5 veces en la velocidad de produccion de lactato en el cultivo con suero.
Esto a su vez, pudo contribuir a la reduccion en la viabilidad y la menor concentracion-

celular en dicho cultivo, pues se ha reportado que alin en condiciones controladas --
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de pH, las concentraciones entre 40 y 60 mM de lactato son toxicas e inhiben el

crecimiento de células CHO cultivadas a 37°C [4,5].
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Figura 8. Cineéticas de crecimiento de células CHO-AcMolL8 en medio con suero y sin suero. Células
CHO-AcMoIL8 fueron cultivadas en adherencia en DMEM suplementado con suero bovino fetal, en
multicAmaras de é pozos (blanco) y en suspension en medio CDM4 en frascos T-25 (negro).
%V =Viabilidad (m), Nv= Concentracion celular viable (@), DMEM/SBF: medio suplementado con
suero, CDM4: medio libre de suero, SBF: suero bovino fetal.

A pesar de que la concentracion inicial de glutamina en ambos medios de
cultivo era la misma (4mM), la concentracion inicial glucosa fue 40% menor y la de
lactato 53% mayor en el cultivo en DMEM/SBF respecto al cultivo en CDM4;
sugiriendo que la composicion del medio fue modificada (p. ej. presencia de lactato y
sustratos alternativos). Por lo tanto, en el cultivo en DMEM/SBF la disminucion de la
viabilidad celular después de las 200 h, la acumulacion de lactato hasta niveles toxicos
(48 mM) y el cambio de pH (hasta 6.4) se atribuyen posiblemente a un efecto
combinado de limitacion de oxigeno y modificaciones en la composicion del medio
por la adicion de suero. Mientras que en el cultivo en CDM4, la disminucion de la
viabilidad estuvo estrechamente relacionada con el agotamiento de la glutamina
(Apéndice B), ademas de que la gen para este cultivo fue ligeramente superior respecto

al medio con suero.
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Tabla 8. Parametros cinéticos y estequiometricos de la linea celular CHO-AcMolL8
cultivada en adherencia y en suspension

Cultivo Con suero Sin suero
p (h) 0.021 0.022
tdup [h] 33 32
Xmsx (células/mL) 8.3x10° 1.5x10¢
Viabmax [%] 978 96.6
Yeergie (célula/nmol) 633 634
qeic (nmol/10%células*h) 335 359
Yiaciicet (Nnmol/ célula) 0.055 0.035
qudnmol/10°células*h) 1155 794
Yiac/gic [anl[ac/ anlg[c] 35 2.2
Ycelizgin [célula/ nmol] 459.8 477.2
qein (nmol/10%células*h) 42.6 479
Yegiuscen (pmol/ célula) 0.87 08
geiu(pmol/10°células*h) 19.2 18.4
Yglulgln [nmog[ul/nmolgm] 0.39 0.38

Estos resultados coinciden con lo observado por Serrato, et al. (2007) para
hibridomas cultivados en medio DMEM/SBF y en medio CDM, donde a pesar de que la
velocidad especifica de crecimiento es igual para ambos cultivos, la concentracion celular
viable es menor y la produccion de lactato mayor para el cultivo suplementado con suero.
Aunque los autores manejan que “las diferencias en los parametros cinéticos y
estequiometricos entre los tres medios de cultivo pueden no estar relacionados...con las
diferencias en la concentracion inicial de dichos nutrimentos” [120], nuestros resultados

sugieren que si existe una correlacion importante, particularmente en la produccion de lactato.

6.2. EFECTO DE LA DISMINUCION DE LA TEMPERATURA SOBRE EL
METABOLISMO Y PRODUCTIVIDAD DE CULTIVOS ESCALONADOS

Dentro del intervalo de temperaturas estudiadas para células CHO (26 a 36°C), la menor
temperatura a la que se ha reportado un incremento consistente en la productividad
(especifica, volumeétrica o en ambas) es a 30°C, pues entre los 22 y 27°C el efecto es
mas variable, produciendo una disminucion de hasta el 20% en el rendimiento de
producto (Tabla 2) [84]. Por otra parte, Furukawa, et al. (1998) y Anh, et al. (2008)
reportaron que células CHO cultivadas a 32°C presentan las mayores productividades

respecto a otras temperaturas subfisiologicas [8,43]. Por lo tanto para determinar si el
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comportamiento cinético en una misma linea celular y proteina recombinante variaba a

diferentes temperaturas subfisiologicas, se decidio trabajar con dos temperaturas 30 y 32°C.

6.21. Tiempo 6ptimo de cambio de temperatura
Mas de la mitad de los estudios que evalian el efecto de la temperatura sobre la
productividad (Tabla 2) emplea una modalidad de cultivo monotérmico, mientras los
estudios mas recientes manejan una modalidad de cultivo escalonado, asumiendo la fase
exponencial (entre las 48 y las 120 h) como la etapa mas adecuada para realizar el cambio
de temperatura [17,84,132,133]. Esta suposicion se basa en el hecho de que la mayoria de
los promotores empleados estan asociados al crecimiento (CMV y SV40) y que en esta
etapa del cultivo la viabilidad se mantiene arriba del 80%. No obstante, hasta el momento
ninglin reporte lo ha demostrado experimentalmente ni lo ha relacionado con la reduccion
del metabolismo. Por lo tanto, para determinar el tiempo optimo de cambio de temperatura
en los cultivos escalonados, se evaluaron diferentes cultivos con cambio desde el primero
hasta el quinto dfa en frascos T-75, tal como se detallo en la seccion 5.2.2 (Figura 6).

Los perfiles de crecimiento y viabilidad obtenidos se muestran en la Figura 9,
donde podemos observar que los cultivos a 37°C alcanzaron la mitad de la fase de
crecimiento exponencial a las 72 h y la maxima concentracion viable a las 168 h, después
de lo cual la viabilidad cayo drasticamente. EI comportamiento de los cultivos a 30°C fue
distinto respecto a los de 32°C; sin embargo para ambas temperaturas la caida de la
viabilidad (<30%) se retraso hasta por | semana y las densidades celulares maximas
alcanzadas fueron menores que en el control a 37°C (2.4 vy 2.1 veces). Por su parte, los
cultivos con cambio a las 24 h se comportaron casi igual que los cultivos control a baja
temperatura, mientras que el resto de los cultivos escalonados exhibieron dos etapas
(Figura 9 y Figura 10), la primera antes del cambio de temperatura donde presentaron
un comportamiento similar al control a 37°C, y la posterior al cambio, en la cual los
perfiles de concentracion celular, viabilidad, consumo y produccion de metabolitos
disminuyeron y se distribuyen entre el control a 37°C y el control a baja temperatura
correspondiente (30° 0 32°C).

Dentro de las particularidades de cada temperatura se observo que la caida de la
viabilidad se retraso por casi dos semanas en los cultivos a 30°C, y de 3 dias a | semana

en los cultivos a 32°C. Por ejemplo a las 432 h, el cultivo a 37°C presento una viabilidad -
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Figura 9. Cultivos escalonados de 37° a 32°C (A) y de 37° a 30°C (B). En la parte superior se
muestran los perfiles de crecimiento para los cultivos escalonados con cambio de temperatura del
primer al quinto dia y los respectivos controles a 37°, 32 y 30°C; en la parte inferior se muestran los
perfiles de viabilidad con respecto al tiempo. Los resultados son el promedio de dos experimentos
independientes y las barras representan el error estandar.

del 8%, mientras que los cultivos a 30°C y 32°C las viabilidades fueron de 64% y 57%,
respectivamente. Para los cultivos escalonados, la caida de la viabilidad se retrasa en
funcion de la temperatura y de manera inversamente proporcional al tiempo de cambio;
asi, el cultivo a 37°C alcanzo una viabilidad menor al 30% a las 384 h de cultivo,
mientras que los cultivos escalonados con cambio a las 120 h a 30°C y 32°C alcanzaron
dicha viabilidad después de 3 y 5 dias, respectivamente. Entre las 168 y las 300 h de
cultivo la viabilidad cayo por debajo del 80% para todos los casos y corresponde al
momento en que cada cultivo habia consumido mas del 80% de la glutamina, menos del
50% de la glucosa disponible y se habia producido alrededor del 85% del lactato final,
sugiriendo que el inicio de los eventos de muerte celular, tanto a baja temperatura

como a 37°C, estan estrechamente relacionados con el agotamiento de glutamina.
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En la Figura 10 (A y B) se muestran los perfiles de consumo de glucosa y
produccion de lactato para los cultivos a 30°C, como podemos observar hubo una
disminucion en la produccion y el consumo de metabolitos, siendo mas evidente en los
cultivos escalonados con cambio entre las cero y las 72 h, mientras que los cultivos con
cambio a las 26 y 120 h tuvieron un perfil de consumo/produccion muy similar al de
37°C. Este comportamiento fue igual para glutamina y glutamato y consistente con lo
observado para los cultivos a 32°C (datos no mostrados).
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Figura 10. Efecto de la disminucion de la temperatura sobre el metabolismo. En (A) se muestra el perfil
de consumo de glucosa y en (B) el perfil de produccion de lactato de los cultivos a 37°C y 30°C
(escalonados y controles). En (C) se comparan las maximas concentraciones de lactato obtenidas en los
cultivos escalonados y controles a 32°C (columnas rayadas) y 30°C (columnas blancas), respecto al cultivo
a 37°C (negro). Las barras de error representan el error estandar de dos experimentos independientes.

Las concentraciones maximas de lactato fueron 39% y 70% menores para los
controles a baja temperatura (a 30°C y 32°C respectivamente) e incrementaron
proporcionalmente al tiempo de cambio; por ejemplo, el cultivo a 30°C termin6 con 24.7

mM de lactato, el cultivo escalonado a 30°C con cambio a las 72 h con 355 mM vy el de
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las 120 h con 41.6 mM (Figura 10C). Aunque la tendencia fue similar para ambas
temperaturas, los cultivos a 30°C acumularon mas lactato (51%]) respecto a los de 32°C,
excepto para los cultivos escalonados a las 96 y 120 h, donde la concentracion maxima de
lactato fue similar e incluso mayor que el control a 37°C para ambas temperaturas. Cabe
resaltar que ninglin cultivo presento concentraciones mayores a 42mM que pudieran
resultar toxicas para las celulas [4,5].

En la Tabla 9 se resumen los parametros cinéticos y estequiomeétricos obtenidos
tanto para los cultivos control como para los cultivos escalonados. En ella se puede
observar que los cultivos control a 32°C y 30°C presentaron una disminucion de: 1.7 y 2.4
veces en la velocidad especifica, 1.4 y 1.5 veces en la velocidad de consumo de glucosa, 3.2
y 4 veces en la velocidad de produccion de lactato, de 1.7 en la velocidad de consumo de
glutamina para ambas temperaturas y de 3.4 y 1.6 veces en la velocidad de produccion de
glutamato, respecto al cultivo a 37°C. Por otra parte, en los cultivos escalonados a ambas
temperaturas la gec y la p disminuyeron de manera inversamente proporcional al tiempo
de cambio, alcanzando el menor valor en los cultivos con cambio a las 96 y 120h debido
principalmente a la senescencia y muerte del cultivo. También la gic y qein disminuyeron en
general, en funcion del tiempo de cambio de temperatura pero sin una tendencia clara.

Una clara excepcion fueron los cultivos con cambio a las 24 h, en los que la
velocidad especifica de crecimiento y las velocidades de consumo y produccion de
metabolitos son ligeramente mayores a la de los controles a baja temperatura, pero
siempre menores respecto a 37°C (Tabla 9). Por el contrario, la velocidad de produccion
de glutamato presento ligeras variaciones entre los cultivos control y escalonados, en
consecuencia el rendimiento Ygu/gn se incremento para todos los cultivos escalonados y
permanecio constante en los cultivos control.

Teoricamente un rendimiento de mol de lactato por mol de glucosa igual a 2
(Yicrgic) implica que mas del 20% de la glucosa consumida se desperdicia como lactato,
mientras que una pequefa proporcion entra al ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) [93].
Por lo cual, dicho parametro estequiomeétrico se consideré un indicador de la eficiencia
del metabolismo. En general, los cultivos a 32°C presentaron un rendimiento Yic/gic entre
35y 82% menor respecto al cultivo a 37°C, y los cultivos a 30°C entre 44 y 75% menor.

Unicamente los cultivos escalonados a 32°C con cambio a partir de las 48 h, y los cultivos
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a 30°C con cambio después de las 72 h, presentaron un rendimiento menor o igual a la
unidad (Tabla 9).

En conjunto nuestros resultados evidencian que tanto en la fase exponencial
temprana (0-24h) como en la tardia (96-168 h), el efecto de la temperatura sobre el
metabolismo fue mas bien adverso respecto al cultivo a 37°C. Probablemente debido a que
durante las primeras 24 h, cuando las concentraciones celulares son bajas, los factores de
crecimiento secretados por la poblacion celular no son suficientes para inducir o sostener
el crecimiento posterior al cambio, que podria resultar en un mal manejo de los recursos
metabolicos (mayores Yuc/ge y concentraciones de lactato respecto a los controles a baja
temperatura). Dicha suposicion se sustenta en el trabajo de Fox, et al. (2005), quienes al
estudiar el efecto de la adicion de diferentes mitogenos (bFGF, insulina y SBF) a células
CHO-IFNy, observaron que los cultivos “fueron capaces de mantener un crecimiento
activo a baja temperatura (32°C), resultando en una mayor concentracion celular, sin

sacrificar la productividad especifica” [39].

Por otra parte, entre las 96 y 120 h cuando las células dejan de crecer, los
eventos de muerte celular jugaron un papel mas importante en la disminucion del
metabolismo respecto a la temperatura; probablemente provocando un aumento en la
liberacion de compuestos toxicos al sobrenadante (proteasas, glicosidasas, lactato, restos
celulares, etc. Shi, et al. (2005) evaluaron el retraso de la apoptosis a 37 y 30°C en
cultivos de células CHO que producen una proteina de fusion Ac+IL2, y encontraron
que a 37°C el inicio de la apoptosis comienza al segundo dia de cultivo, mientras que
“las celulas cultivadas a 30°C no mostraron un incremento significativo en la muerte
celular por apoptosis” hasta después del sexto dia [123]. Por otra parte, Moore et al.
(1997) determinaron que en cultivos bifasicos a 30°C con cambio a las 48 h, el inicio de
la apoptosis se retrasaba aproximadamente 4 dias respecto a 37°C [90]. Es decir, entre
mas tiempo pasen las células a 37°C antes del cambio, el efecto positivo de la hipotermia

sera enmascarado por los procesos de senescencia y muerte celular [39].

Tomando como referencia los datos anteriores propusimos que el tiempo
optimo de cambio de temperatura tanto a 30° como a 32°C, estaba entre las 48 y 72 h,
debido a que la caida de la viabilidad por debajo del 30% se retraso entre 5 y 11 dias

respecto al cultivo a 37°C, las concentraciones celulares viables alcanzadas fueron superiores-
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a las alcanzadas en los cultivos control a baja temperatura (cercanas a Ix10¢ células/mL) y
el metabolismo celular en estos cultivos fue mas eficiente puesto que se desperdicio
menos fuente de carbono en forma de lactato (Yicgie<l.5) (Tabla 9); ademas de que las
velocidades de consumo/produccion de metabolitos se redujeron mas de la mitad

respecto al cultivo a 37°C (excepto la qgtu).

En conjunto, estos resultados confirmaron que la mitad de la fase exponencial es
el momento mas adecuado para disminuir la temperatura en los cultivos escalonados,
pues al parecer e/ desempeifio del cultivo al reducir la temperatura, depende de las
condiciones en las que se encontraba la poblacion celular en la etapa previa [5]. Sin
embargo, el parametro mas importante para optimizar un proceso es la productividad,
por lo cual el siguiente paso fue evaluar el efecto de ambas temperaturas sobre la

productividad especifica y volumeétrica, realizando inicamente cambios a las 48 y 72 h.

62.2. Cultivos escalonados en suspension a 30 y 32°C: reduccion del
metabolismo

En la Figura Il se muestran los perfiles de concentracion y viabilidad respecto al tiempo
para los cultivos realizados en spinner flask a 30 y 32°C. En general, el comportamiento
fue similar al observado en los frascos T: el cultivo a 37°C alcanzo la maxima
concentracion viable a las 168 h, los cultivos escalonados presentaron dos etapas, se
retraso la caida de la viabilidad, hubo una disminucion en los parametros cinéticos en
funcion del tiempo de cambio y temperatura empleada, y se confirmo que la caida de
viabilidad (%V <35%) corresponde con el momento en el que se agota la glutamina. No
obstante, las concentraciones celulares alcanzadas en los spinners fueron mayores
respecto a las alcanzadas en los cultivos en frascos—T; este cambio fue mas evidente
para los cultivos a 32°C en spinners, donde la concentracion celular maxima fue 20 a
37% mayor. Ademas, el cultivo a 37°C presento una fase estacionaria de crecimiento de
aproximadamente 3 dias, que no se presento en los cultivos en frasco.

Lo anterior se atribuyo a problemas de transferencia de masa, pues la agitacion
en el spinner probablemente mejoro la transferencia de oxigeno y de nutrimentos.
Aunque esto no fue estudiado metodologicamente, dicha mejora se reflejo en Ila

concentracion maxima viable de los cultivos a baja temperatura, en la que no hubo una -
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diferencia significativa respecto a 37°C, excepto para el control a 30°C donde la
concentracion fue 14% menor. Por otra parte, la mejoria en la transferencia de
nutrimentos solo se reflejo en los cultivos a 32°C, pues a 30°C (168 h) el consumo de
glucosa y glutamina solo aumentan un 10% vy la concentracion de lactato producido fue
35% mayor en los spinners respecto al cultivo en frasco-T.

Enfocandonos en los cultivos en spinner observamos que la caida de la viabilidad
a 32°C y 30°C se retrasa por 1.5 y 4 dias, siendo al final del cultivo 2 veces menor
respecto a 37°C. En general la mayor actividad metabolica (mayores velocidades de
consumo/produccion) para todos los cultivos se registro durante la etapa de
crecimiento exponencial, después de la cual el metabolismo se vuelve mas lento; por
ejemplo, a 37°C después de las 120 h, la disminucion en los perfiles de
consumo/ produccion coincide con el inicio de la fase estacionaria (Figura 12, zona
sombreada).

Observando la Figura 12 (B y F), resulta evidente que durante las primeras 168 h
hubo una caida vertiginosa en el perfil de concentracion de glutamina; mientras que la
caida de la concentracion de glucosa fue mucho mas lenta y al final solo se consumio
entre el 40 y el 50% de la glucosa disponible (Figura 12A y E). Ademas, el momento en el
que comienzan a morir los cultivos coincide exactamente con el tiempo en el que
practicamente toda la glutamina fue consumida (<0.5 mM); por ejemplo, a 37°C la
viabilidad cae a las 168 h cuando se ha consumido el 50% de la glucosa y el 88% de
glutamina, mientras que para 30°C la viabilidad cae a las 300 h cuando se ha consumido
el 85% de la glutamina y solo el 38% de la glucosa. En términos de velocidades especificas
de consumo, las ggic fueron 7 veces menores a 37°C, 6 a 7 veces menores en los cultivos a
32°C y 5 a 6 veces menores en los cultivos a 30°C respecto a las velocidades de
consumo de glutamina. Lo anterior re-afirma que la glutamina es el sustrato limitante.

Respecto a los metabolitos de desecho, las concentraciones maximas de lactato
fueron 23% vy 15% menores a 30°C y 32°C comparados con el control a 37°C; mientras
que para los cultivos escalonados permanecieron alrededor de 35 mM (12% menor),
excepto el cultivo a 32°C con cambio a las 72h que alcanzo una concentracion similar al
control a 37°C (Figura 12C y G). No obstante, ninglin cultivo alcanzoO concentraciones
toxicas de lactato (mayores a 42 mM). Por otra parte, todos los cultivos acumularon

glutamato hasta una concentracion maxima de 1.2 mM, después de lo cual fue re-asimilado
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(justo cuando se ha consumido alrededor del 70% de la glutamina) hasta alcanzar la
concentracion inicial del medio de cultivo (0.74 mM), permaneciendo alrededor de dicho
valor hasta el final (Figura 12 D y H).

Las células CHO son capaces de consumir glutamato del medio de cultivo,
debido a la actividad del gen de la glutamino sintetasa?, enzima encargada de sintetizar
glutamina a partir de glutamato (Apéndice C, Figura 36), lo cual favorece la eficiencia
del metabolismo y reduce la produccion de amonio® [4,5]. Tal es el caso de nuestra
[inea celular y por ello el glutamato fue re- asimilado, hecho que coincidio con un ligero
incremento en la concentracion de glutamina en el sobrenadante de los cultivos a 30°C
después de las 200 h (no apreciable en la figura).

Analizando detalladamente la Figura 12, se observa que para todos los cultivos el
consumo de glucosa no se detuvo por completo al terminarse la glutamina, sino que la
pendiente de las curvas cambio poco antes de que el glutamato empezara a ser
consumido; esta caida en la concentracion de glucosa fue mas sutil que durante la fase
exponencial pero se mantuvo hasta que la viabilidad fue menor al 40%. Lo anterior nos
permite proponer que la reasimilacion de glutamato al término de la fase exponencial
(por accion de la glutamino sintetasa), juega un papel importante en la generacion de
energia (posiblemente a través de su oxidacion completa en TCA, Apéndice C) y en el
mantenimiento de la viabilidad después de las 200 h, al menos en los cultivos a 30°C,
pues se ha reportado que:

A) La ganancia neta de energia de glucosa hasta lactato es de 2 ATP, mientras que de
glutamina hasta aspartato se producen 12 ATP.

B) Al limitar la concentracion de una o ambas fuentes de carbono (glucosa y/o
glutamina) el flujo metabolico es dirigido de forma mas eficiente hacia el TCA [4,5,89,93].

C) Hibridomas transfectados con el gen de glutamino sintetasa al ser cultivados en medio

suplementado con glutamato en lugar de glutamina, consumen glucosa 50% mas lento [4,5].

% Con la finalidad de tener un marcador de seleccibn-amplificacion alternativo a la DHFR, a algunas clonas de células
CHO se les ha deletado el gen de la glutamino sintetasa [87] y estas también son empleadas a nivel industrial.

3 La produccion de amonio a lo largo del cultivo no fue determinada y no se sabe si la acumulacion de dicho
metabolito haya tenido repercusiones importantes en el comportamiento cinético; por ello seria importante
determinar este parametro y sus implicaciones en el metabolismo a baja temperatura.
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Figura 12. Efecto de la temperatura sobre el metabolismo de cultivos a 32 (A-D) y 30°C (E-H) en
spinner flask. Se muestran los perfiles de consumo de glucosa (A,E) y de glutamina (B,F), asi como
los de produccion de lactato (C,G) y de glutamato (D,H) para los cultivos escalonados y controles a
32° y 30°C. Las barras de error representan desviacion estandar de al menos tres experimentos
independientes y la zona sombreada indica el intervalo de tiempo en el que comienza a caer la
viabilidad de los cultivos.
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Un fenomeno similar pudo haberse suscitado de manera indirecta en los cultivos a
baja temperatura, ya que a partir de las 144 h cuando se alcanzaron concentraciones
[imitantes de glutamina (<1 mM), las (nicas fuentes de carbono que quedaron disponibles
en el medio fueron la glucosa (mas del 50% de la concentracion inicial) y el glutamato
que produjeron las mismas células. Desafortunadamente la eficiencia del metabolismo en
esta etapa del cultivo no pudo ser registrada, debido a que ya se habfan alcanzado las
maximas concentraciones de lactato, enmascarando el efecto en caso de haberse
producido.

En la Tabla 10 se resumen los parametros cinéticos y estequiomeétricos obtenidos,
los cuales disminuyeron en funcion del tiempo de cambio y temperatura de cultivo; por
ejemplo, en los cultivos control a 32 y 30°C los parametros cinéticos fueron entre 30 y
60% menores respecto al cultivo control a 37°C, mientras que para los cultivos
escalonados a ambas temperaturas la qgg, la gy la ga fueron 60, 50 y hasta 80%
menores respecto a 37°C.

La eficiencia del metabolismo se determino con base en los rendimientos Yiac/ec y
Yeusen, bajo la consideracion de que la produccion de lactato y glutamato reflejan de
manera indirecta la cantidad de glucosa y glutamina que no fueron oxidadas hasta CO:
(Apéndice C) [5]. Asl, el rendimiento Yeu/en en los cultivos control a baja temperatura y
en los cultivos con cambio a las 72 h fue entre 15 y 23% menor respecto a 37°C, mientras
en los cultivos escalonados con cambio a las 48 h éste parametro fue hasta 53% menor.
Por otra parte, el rendimiento Yicec fue entre 31 y 49% menor en los cultivos a baja
temperatura respecto a 37°C, pero siempre mayor a la unidad (Tabla 10).

En particular los cultivos control a 37°C tuvieron un rendimiento Yic/ge 15%
mayor a 2 moliac/ molgi; este exceso de lactato ya habia sido observado en las primeras
cinéticas con suero (43% mayor) y habia sido atribuido al aprovechamiento de fuentes de
energia alternas. Sin embargo, se ha reportado que en cultivos sin suero las tasas a las que
se realizan la glicolisis y la glutaminolisis son excesivamente superiores a lo requerido por
los procesos biosintéticos, provocando su uso ineficiente y la acumulacion de piruvato,
el cual es rapidamente metabolizado a lactato con la finalidad de regenerar NAD*
(Apeéendice C), pues se ha propuesto que en el citoplasma de células animales cultivadas

In vitro prevalece una relacion alta de NADH/NAD* [16,93]. También se ha especulado -
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que la presencia de insulina y/o transferrina en los medios sin suero (como en nuestro
caso) pueden ser responsables de una mayor actividad de las enzimas implicadas en la
glicolisis (principalmente de la fructocinasa) y en la produccion de lactato [89,91].

Por consiguiente, tanto la glicolisis como la glutaminolisis contribuyen a Ila
sobreproduccion de lactato y al incremento en el rendimiento Yucgc en el cultivo a
37°C donde el metabolismo no ha sido sometido a estreés, y en el cultivo control a 30°C
donde el rendimiento fue 20% mayor respecto a 32°C. Si consideramos que la
produccion de lactato es resultado de ambas vias metabolicas, entonces el rendimiento
Yuerge refleja mejor la eficiencia de oxidacion de las 2 fuentes de carbono y podemos
concluir que los cultivos escalonados con cambio a las 72 h, presentaron el metabolismo

mas eficiente respecto al resto de los cultivos.

62.2.1. Incremento de la productividad especifica y volumétrica al
disminuir la temperatura

La cuantificacion del AcMo-IL8 se realizo mediante ELISA sandwich tal como se describe
en la seccion 5.3.1. Como se puede observar en la Tabla 1l en general, la reduccion de la
temperatura provoco un incremento en la produccion de AcMo, de tal forma que la
IgGmax en los cultivos a 32°C fue entre 56 y 69% mayor respecto al cultivo a 37°C, y en
los cultivos a 30°C entre 22 y 47% mayor. No obstante, la evolucion de la concentracion
del AcMo-IL8 a lo largo del tiempo fue distinta para cada cultivo. Por ejemplo, la
produccion de proteina recombinante a 37°C y en los cultivos escalonados a 30°C, esta
asociada al crecimiento (Figura 13B), mientras que en los cultivos a 32°C (control y
escalonados) y en el control a 30°C, la produccion se vuelve independiente pues las
células continuaron produciendo anticuerpo incluso después de las 250 h, cuando los
cultivos ya habian dejaron de crecer (Figura 11 y Figura 13).

Dado que la productividad especifica (qp) esta determinada por la concentracion
celular, el incremento observado en la gp estuvo en funcion del tiempo de cambio y la
temperatura; de tal forma que los cultivos escalonados con cambio a las 72 h presentaron
la mayor qp respecto al resto de los cultivos (19-21 % mayor respecto a 37°C), mientras los
controles a 32 y 30°C presentaron una gp 1% y 32% menor (Tabla 11}, debido a que la

maxima concentracion celular viable alcanzada fue 9 y 14% menor respecto a 37°C.
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Figura 13. Efecto de la disminucion de la temperatura de cultivo en la concentracion de AcMo-IL8. La
concentracion de anticuerpo en el sobrenadante de las cinéticas control y escalonados a 32° (A) y 30°C (B)
fue determinada por ELISA sandwich y la productividad especifica se obtuvo a partir de la pendiente de las
graficas de la concentracion de AcMo en funcion de la integral de células viables (ICV). Los datos fueron
obtenidos de 2 determinaciones independientes de muestras provenientes de una misma cinética, por ello
no se presentan barras de error.

Tabla 1. Concentracion maxima, productividad especifica (qp) y
volumétrica (Pv) de AcMo-IL8 de los cultivos a baja temperatura

q l Gméx PV
Cultivo (0 Ahifand) (el (ug/Lh)
37°C 0613 472 158
32°C 0547 797 12.55
48 h 0662 747 18.3]
72 0744 736 2044
30°C 0.414 574 276
48 h 0637 6,03 1453
72 h 073l 695 1613

El incremento en la productividad volumeétrica (Pv) fue similar al observado para la
productividad especifica siendo proporcional al tiempo de cambio (Tabla 11). Asi los
cultivos escalonados con cambio a las 72 h (ambas temperaturas) presentaron las mayores
productividades volumeétricas respecto al resto de los cultivos, mientras que los cultivos
escalonados a 32°C presentan mayor productividad volumeétrica respecto a sus
contrapartes a 30°C. Cabe resaltar que el incremento en la Pv de los cultivos control a

baja temperatura fue solo del 8 al 10% respecto a 37°C. Un caso particular lo representa -
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el control a 32°C, que alin teniendo una qgp 11% y una Pv 8% menores respecto al cultivo
a 37°C, fue el cultivo que exhibio la mayor concentracion de IgG (7.97 mg/L), incluso en
comparacion con los cultivos escalonados.

Analizando la qgp de cada cultivo en funcion del tiempo (Figura 14), observamos
que durante la fase exponencial temprana (O-72 h) casi todos los cultivos presentan
productividades similares o ligeramente superiores al control a 37°C excepto el cultivo
control a 30°C, que presentdO una qpmix €n esta etapa para después disminuir
drasticamente hasta niveles similares a los alcanzados a 37°C. El resto de los cultivos
exhibieron una gpmix a la mitad de la fase exponencial (72-144 h), siendo los cultivos
escalonados a 32°C con cambio a las 48 h y el escalonado a 30°C con cambio a las 72 h,
los que presentaron la mayor qp (=1 pg/célula-d). En la fase exponencial tardia (144-264
h) y en la fase de muerte (264-456 h) la productividad de todos los cultivos disminuyo;
sin embargo, para los cultivos escalonados a 32°C con cambio a las 72 h, la caida de la
gr €s menor indicando que las células producen AcMo por mas tiempo y esto se

reflejo en un aumento en la qgp.
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Figura 14. Efecto de la disminucion de la temperatura de cultivo sobre la productividad especifica del
AcMo-IL8. Se muestra la evolucion de la productividad especifica respecto al tiempo de cultivo para los
cultivos a baja temperatura y control a 37°C. Los datos provienen de muestras de una misma cinética,
por ello no se presentan barras de error.
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Al analizar esta Ultima grafica resaltan dos cuestiones importantes, la primera es
que en todas las etapas analizadas, los cultivos a baja temperatura siempre presentaron
una gp igual o mayor a la del cultivo 37°C. La segunda es que la caida de la gp a partir de
las 144 h corresponde con el agotamiento de glutamina, la reasimilacion de glutamato y
las maximas concentraciones de lactato, sugiriendo que a baja temperatura los recursos
energeticos se distribuyen a favor de una mayor produccion de proteina recombinante,
tal como ha sido reportado previamente [17,40,84,113,147].

En general una linea de celulas CHO medianamente productora genera entre 10
y 30 pgproteinarec/ célula-d, rindiendo titulos de 1 g/L [73]. Como se puede observar,
nuestra linea celular presento productividades y titulos de AcMo menores y por lo
tanto es mala productora. Sin embargo, si podemos afirmar que como modelo de
estudio nuestros resultados corresponden con lo reportado para diversas proteinas
recombinantes producidas en céelulas CHO (Tabla 2), en el sentido de que la modalidad
de cultivo escalonado permitio extender la fase productiva y alcanzar mayores
productividades volumeétricas respecto a 37°C [17,40,113,125,147]. Por el contrario, el
efecto de la temperatura sobre en la productividad de los cultivos monotérmicos fue
mas bien adverso.

Con todo lo anterior, se puede afirmar que los cultivos con cambio a las 72 h a
ambas temperaturas subfisiologicas, tuvieron el metabolismo mas eficiente al alcanzar
concentraciones celulares muy similares a las del cultivo a 37°C, desperdiciar menos fuente
de carbono en forma de lactato y ademas incrementaron su productividad especifica y
volumeétrica hasta un 21 y 77% respecto a 37°C. Por lo tanto, se concluyo que el tiempo

optimo de cambio, en esta linea celular, para ambas temperaturas era al tercer dia.

62.2.2. El didametro celular incrementa (inicamente a 30°C

La evolucion del diametro y volumen celular respecto al tiempo, fueron determinados para
los cultivos control y escalonados a 30 y 32°C, debido a que algunos autores han
reportado un incremento en el tamaho celular en cultivos monotérmicos a baja
temperatura, como consecuencia del arresto del ciclo celular en fase Go/Gi y como

indicativo de un cultivo celular mas productivo [40,20,140]. Como se observa en la Figura 15
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tanto el diametro como el volumen celular, presentaron una tendencia similar para todos
los cultivos: permanecieron relativamente constantes durante las primeras 200 h para
después disminuir drasticamente en correlacion perfecta con la caida de la viabilidad y el
agotamiento de glutamina (Figuras 11 y 12).

En los cultivos a 32°C (control y escalonados) el diametro celular promedio
durante las primeras 200 h fue de 155 + 0.8 um y el volumen celular de 2000 + 310
pm?, permaneciendo relativamente constante hasta después de las 300 h, cuando el
diametro fue 10-14% vy el volumen 18-30% mayor en el cultivo control a 32°C y
escalonado con cambio a las 48 h, respecto a 37°C; mientras que el cultivo escalonado
con cambio a las 72 h se comporto casi igual que a 37°C (Figura 15A). Por su parte, los
cultivos escalonados a 30°C hasta las 144 h tuvieron un diametro y volumen muy similares
a los de 37°C (15.5 + 0.4 pm y 2000 + 300 pm?), después de lo cual dichos parametros
se incrementaron de manera inversa al tiempo de cambio; por ejemplo, el cultivo con
cambio a las 48 h al final, presentdo un diametro 12% mayor y el de las 72 h 8% mayor
respecto a 37°C. Como caso particular, el cultivo control a 30°C presentd un incremento
en el diametro y volumen celular desde las 48 h (Figura 15B) que se mantuvo y se agudizo al

final del cultivo, donde el diametro fue 17% mayor y el volumen 46% mayor respecto a 37°C.

Analizando los histogramas de la distribucion de diametros (datos no mostrados),
se observo que al final del cultivo (400 h) a 37°C y en los escalonados con cambio a las
72 h, la poblacion fue mas heterogénea (diametro promedio de 128 + 0.6 pm) y se
observo la aparicion de una poblacion con didmetro menor a 8 pm, atribuida a la
acumulacion de restos celulares. Mientras tanto en los cultivos control y escalonado con
cambio a las 48 h, la poblacion permanecio homogénea (alrededor de 15 um a 30°C y de
13.5 um a 32°C] atin cuando la viabilidad cayo por debajo del 40% y no se observaron
poblaciones con diametros menores.

Pese a la relacion establecida entre el tamaho celular, el arresto del ciclo celular y la
productividad en cultivos a baja temperatura establecida por algunos autores [40,20,140],
Lloyd, et al. (2000) demostraron que es el tamaho celular y no la fase del ciclo el principal
determinante de la productividad especifica [80]; estableciendo la posibilidad de que “el

ambiente particular a la mitad de la fase exponencial de los cultivos, favorece la aparicion -
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Figura 15. Efecto de la disminucion de la temperatura sobre el tamafio celular. El didmetro (paneles
superiores) y volumen celular (paneles inferiores) fueron registrados a lo largo del tiempo para los
cultivos control y escalonados a 32°C (A) y 30°C (B). Las barras de error representan la desviacion
estandar de al menos tres experimentos independientes.

de celulas mas grandes y mas productivas simplemente debido a su tamafo e
independientemente de la fase del ciclo celular” [80]. Por otra parte, Ramirez vy
Mutharasan (1990) demostraron que hibridomas en fase Gi secretaban AcMo a
velocidades superiores respecto a otras fases del ciclo celular [109].

Considerando lo anterior, el hecho de que las células cultivadas a 30°C fueran
mas grandes explicaria por qué produjeron mas AcMo respecto a aquellas cultivadas a
37°C. En el caso del control a 30°C, el hecho de que la gpmsx se alcanzara entre las O y
72 h tiene sentido, pues justamente en esta etapa es cuando la células son mas grandes. No
obstante, al parecer este efecto no es generalizado para todas las temperaturas
subfisiologicas, pues a 32°C no se observo un incremento importante en el tamaho de
las células y alin asi presentaron productividades superiores incluso que los cultivos a
30°C. Estas observaciones corresponden con lo reportado por Swiderek y Al-Rubeai

(2007) quienes verificaron un incremento de hasta 1.4 veces en el tamafio y granularidad

63



de células NSO cultivadas 22°C y un arresto del ciclo celular en fase G2/M. Sin
embargo, las mismas células cultivadas a 34°C no presentaron un cambio significativo de
tamano y se arrestan en fase Go/Gi [130]. Esto parece indicar que ni el arresto del ciclo
celular en una fase determinada, ni el incremento del tamano celular son las causas
directas del incremento de la productividad a baja temperatura, mas bien parecen ser

eventos que co-existen durante el choque frio.

622.3. Reduccion del metabolismo e incremento de la productividad:
¢COmMo se genera energia a baja temperatura?

Considerando que la glutamina fue la principal fuente de energia para esta linea celular
y que a baja temperatura: los consumos de glutamina y glucosa se reducen entre 3l y
60%, y los de produccion de lactato hasta 80% respecto a 37°C, la caida de la
viabilidad se retrasa hasta por 4 dias sin afectar significativamente la concentracion
celular y que hubo un incremento en la productividad especifica hasta del 21% y del
77% en la productividad volumeétrica de los cultivos escalonados con cambio a las 72
h; entonces las preguntas que surgen son: ¢de donde obtiene energia la célula si casi
no consume sustratos? y ¢porqué se vuelve mas eficiente el metabolismo al disminuir
la temperatura?

Se ha demostrado que la contribucion energetica de diversos sustratos al
metabolismo de células animales no es equitativo [4,5,93,101,102,127,150]; por ejemplo
Stanisz, et al. (1983) demostraron que en celulas HelLa el 50% de la energia proviene
de la glutamina, 35-45% de glucosa y 5-10% de la oxidacion de acidos grasos [127].
En este sentido, Pecqueur, et al. (2008) plantean que dependiendo de los requisitos
energeéticos de la celula sera la fuente de carbono utilizada, asi células altamente
proliferativas usan glucosa como sustrato principal para satisfacer su creciente
demanda energética, mientras que células quiescentes catabolizan el piruvato
derivado tanto de glicolisis, como de la oxidacion de acidos grasos [I01]. Asimismo,
resulta relevante que las enzimas del metabolismo central (Apéndice C) que
presentan actividades optimas entre los 25 y 30°C, son precisamente aquellas para

las que se ha reportado una baja actividad a 37°C y corresponden a fugas energéticas
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en el metabolismo [?3]. Dentro de este grupo de “enzimas hipotérmicas” se
encuentran casi todas las enzimas reguladoras del metabolismo de lipidos (sintesis y
degradacion), sugiriendo que estos estan implicados en la generacion de energia a baja
temperatura.

Estudios hechos en mamiferos que hibernan (concretamente ardillas) han
demostrado que cuando la temperatura corporal disminuye, ocurre un cambio de
combustible metabolico, dando preferencia a la oxidacion de acidos grasos frente a la
oxidacion de carbohidratos (Figura 16) [I01,134]. Suponiendo que este programa de
adaptacion permanece en células individuales, se plantea la posibilidad de que los
cultivos escalonados metabolizaran acidos grasos como fuentes de energia alterna para
contender con el choque frio, proveyendo precursores al TCA, inhibiendo la glicolisis
y favoreciendo el uso eficiente de la glutamina, ya sea a traves de su oxidacion y/o
aprovechamiento en la sintesis de acidos nucleicos y de proteinas (i.e. AcMo).

Al asi, en el cultivo control a 30°C la utilizacion de lipidos como fuente de
energia pudo haber favorecido la sobreproduccion de lactato; implicando que hay un
“punto critico” en el que la célula no puede revertir o contender con el estrés.
Quedando abierta la posibilidad de estudiar de qué depende ese punto: ¢de Ila
temperatura utilizada, del tiempo que pase en ella, de la linea celular o de las
condiciones de cultivo?

Aunque los datos presentados no son suficientes para determinar el
mecanismo exacto por el cual el metabolismo se torna mas eficiente, proponemos que
el ajuste metabolico en pro de la productividad al disminuir la temperatura, puede ser
resultado del consumo limitado de las fuentes de carbono, en combinacion con un
probable incremento en la expresion y/o actividad de ciertas enzimas reguladoras del
metabolismo (p.ej. piruvato deshidrogenasa, enzima malica, fosfoenolpiruvato
carboxicinasa) y el uso de lipidos como fuente de energia alterna. Ademas la energia
generada en lugar de ser ocupada para el rapido crecimiento poblacional (disminucion
de la velocidad especifica de crecimiento), seria empleada para aumentar el volumen

celular individual y proveer mas precursores para la sintesis de acidos nucleicos, lipidos
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y proteinas; lo cual en parte explicaria por qué se produce mas AcMo respecto a 37°C.
Por lo tanto con la finalidad de entender mejor como se esta regulando el metabolismo
en condiciones de hipotermia, se necesitarfa determinar la produccion de alanina,
aspartato y amonio (para completar el balance de materia), asi como estudiar la

actividad y/o expresion de algunas de las enzimas antes mencionadas.
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Figura 16. Modelo del cambio de combustible metabolico durante la hibernacion de roedores. Los cambios
en el metabolismo durante la hibernacion estan regulados en parte por una expresion génica diferencial y por
modificaciones en la actividad de ciertas enzimas; de esta forma la expresion y actividad de la acetil-CoA
carboxilasa (ACC) se reduce, mientras los de la piruvato deshidrogenasa cinasa (PDHC) y de lipasa pancréatica
(PL) se incrementan. El incremento en la actividad de la PDHC inhibe la glicOlisis y reduce la acumulacion de
piruvato, mientras que la actividad empobrecida de la ACC resulta en una produccion limitada a nula de
malonil-CoA; en consecuencia la canitoil palmitoil transferasa | (CPT-l), entrega los acidos grados liberados
por la PL a la mitocondria para su oxidacion y provee Aceti -CoA al TCA [101,134]. Flechas punteadas indican
una baja actividad, flechas gruesas indican actividad favorecida; la disminucion o incremento en la expresion de
un gen se indica con flechas dentro de circulos. Adaptado de Pequeur, et al. (2008)
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6.3. ANALISIS TRANSCRIPCIONAL: EFECTO DE LA DISMINUCION DE LA
TEMPERATURA SOBRE LA EXPRESION DE GENES RELACIONADOS
CON LA ViA DE N-GLICOSILACION

631.  Seleccion de los genes de mterés, disenio de ohgonucléotidos

De las 476 secuencias de ARNm reportadas en el GeneBank (NCBI) para hamster solo el
8%corresponde a genes involucrados con la glicosilacion. De estas 40 secuencias
Uinicamente 28 estan directamente relacionadas con la sintesis de N-glicanos, una minoria
pertenece a O-glicosilacion y el resto son secuencias de los mismos genes para
diferentes clonas. Estas 28 secuencias “Unicas” estan distribuidas heterogéneamente de
acuerdo a la funcion de las enzimas para las que codifican en glicosidasas,
glicosiltransferasas, enzimas que sintetizan precursores lipidicos y transportadores de
azlicares activados, siendo este ltimo grupo en el cual los 5 azlicares principales (fucosa,

manosa, N-acetil glucosamina, galactosa y acido sialico) estan representados.

Asi, la seleccion de los genes estudiados se baso en la disponibilidad de las
secuencias nucleotidicas del ARNm para C griseus en el GeneBank, la funcion de las
proteinas que codifican y sus implicaciones sobre la via de N-glicosilacion. Ademas, para
evitar que el ADN genomico fuera amplificado en la reaccion de gPCR* el disefio de los
oligonucléotidos debia realizarse sobre una interseccion de splicing exon-exon. Dado que
para CHO solo una secuencia intronica en el gen del transportador de acido sialico ha
sido reportada, el disefio de oligonucléotidos se realizo proponiendo intersecciones
hipotéticas usando las secuencias intronicas de rata y raton que estuvieran dentro de las
regiones codificantes. La alta homologia entre especies (90-97%) también permitio
disehar oligonucléotidos para aquellos genes no reportados para CHO (Tabla 6). Una PCR
convencional y el andlisis de los productos por electroforesis fue empleada para
determinar qué oligos no amplificaban y que aquellos que lo hacian generaran un (nico

amplicon de 91 p.b. (Figura 17).

* Se ha reportado que atin los ARN comerciales o una muestra tratada con DNasa contienen residuos
de ADN genomico y esto afecta la eficiencia de amplificacion [104]
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En total se seleccionaron 28 genes clasificados seglin su funcion celular (Tabla 6);
sin embargo, no todos pudieron ser amplificados, por ejemplo, los oligonucléotidos
disehados para los genes codificantes de: N-Acetil glucosaminil transferasa (GIcNAc-T)
Il variante 1y 2, fucosiltransferasa 6 (FucéB), N-Acetil glucosaminil transferasa Ill y la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH), no amplificaron alin probando
diversas condiciones de reaccion, probablemente debido a una baja expresion, a la
presencia de isoformas con baja homologia entre las distintas especies (GIcNAc T 1)
y/o la ausencia de dicha secuencia en las células CHO (GIcNAc-T IlI). De esta forma,
Unicamente la expresion de 14 genes relacionados con la via de N-glicosilacion, genes
codificantes para la cadena pesada y cadena ligera del AcMo-IL8 (2), para chaperonas del
RE (2), para proteinas de choque frio (2) y 3 genes de referencia, fue evaluada por
gPCR (Tabla 6) y los re.

Figura 17. Prueba de amplificacion de
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632. Reacci6n en cadena de la pohimerasa en tiempo real (QPCR)
6.3.2.. Cuantificacion y calidad del ARNtot

Al determinar la concentracion del ARN total extraido observamos que siempre el mayor
rendimiento lo presentaron los cultivos a 30°C con alrededor de 54 pg totales, y el
menor rendimiento los cultivos a 37°C con ~36 pg totales de ARN (33% menor). Esto
fue consistente para la variedad de muestras analizadas, sugiriendo que a 37°C hay menos
ARNrwot/ célula respecto a 30°C.

68



La determinacion de la integridad y pureza de la muestra de ARN es critica para
los andlisis de expresion génica y un factor importante a considerar durante Ila
estandarizacion, debido a que el poder de amplificacion de la qPCR es tal, que la minima
cantidad de ADN puede ser amplificada afectando la eficiencia de reaccion y generando
cuantificaciones erroneas y poco confiables [9,10,104]. En este sentido, la calidad,
integridad y pureza del ARNwt se confirmo mediante electroforesis en geles de agarosa. La
presencia de dos bandas bien definidas correspondientes al ARNr de 28s y 18s, sin barrido
entre ellas y en una proporcion 2:1 (28s:18s), revelo la ausencia de degradacion en todas las
muestras de ARN (buena integridad y calidad) y la pureza se confirmo por la ausencia de
ADN genomico sobre la banda correspondiente al ARNr 28s, en la mayoria de las
muestras (Figura 18). Usualmente las bandas correspondientes al ARNr 28s y 18s son
empleadas como referencia para determinar integridad, debido a que éste representa del
70 al 20% del ARN celular total [86,26].
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6.3.2.2. Estandarizacion de las condiciones de reaccion

Los dimeros de primers son productos del alineamiento y amplificacion no especificos
entre los oligonucleotidos sentido y antisentido, que compiten con la formacion del
producto especifico de PCR. Esto provoca bajas eficiencias de amplificacion que resultan a
su vez en una cuantificacion erronea de los niveles de expresion [9,10,103,104]. Por ello
parte importante de la estandarizacion de un ensayo de qPCR consiste en optimizar las

concentraciones de oligonucléotidos empleados.
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La concentracion optima para cada par de oligonucléotidos se definio analizando
las curvas de disociacion de la qPCR correspondiente a la matriz de primers (seccion
5.4.3.1), escogiendo aquellas combinaciones de oligo sentido y antisentido en las que no
se presentaba dimero de primer. Por ejemplo, al utilizar concentraciones equimolares de
oligonucléotidos (420 nM) para el gen codificante de B-actina (Actb) se observaron 2
picos en la curva de disociacion, el primero corresponde a la amplificacion inespecifica
de un dimero de oligonucleotidos (Tm=73.5°C), que se observa tanto en las muestras
como en el control sin templado de ADNc (NTC), y el segundo corresponde al
amplicon (Tm=80.6°C). Después de que las concentraciones fueran optimizadas, el
dimero desaparece tanto en las muestras como en el NTC y se observa un pico Unico
correspondiente al amplicon (Figura 19). Para los genes codificantes para tubulina y
ubiquitina, los dimeros no pudieron ser eliminados mediante esta optimizacion y

siguieron interfiriendo con la amplificacion como se discute mas adelante.

Figura 19. Optimizacion de la concentracion de oligonucleotidos. Se muestran las curvas de disociacion
para el gen codificante de B—actina usando concentraciones equimolares de oligos (420 nM) (izq.) y
usando la concentracion optimizada de 300/600 nM (F/R) (derecha), en este (iltimo caso el dimero de
primer desaparece incluso en el control sin templado (NTC). Derivative= primera derivada negativa de la
fluorescencia, Tm dimero = 73.5°C, Tm aplicon= 80.6°C.

Un gen de normalizacion adecuado, es aquel cuya expresion no varia o presenta
una variacion minima a través del conjunto de muestras y condiciones investigadas;

permitiendo compensar las variaciones intra- e inter-ensayo debidas a las diferencias en -
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la cantidad y calidad de muestra, pues tanto el gen de referencia como el de estudio
seran sometidos al mismo procesamiento [6,%,10, 105,135].

Los genes de referencia comunmente utilizados son aquellos presentes en todos
los tipos celulares y necesarios para la supervivencia basica de la célula, como por
ejemplo Gadph, albuminas, actinas, tubulinas ciclofilinas, ARNr 18s o 28s,
microglobulinas [2,04]. Sin embargo, debido a la presencia de pseudogenes y a la
compleja regulacion a la que estan sujetos, su variabilidad a lo largo de miltiples
condiciones experimentales ha sido ampliamente documentada. A pesar de esto,
inmunerables trabajos publicados han usado un gen particular para la normalizacion sin
haber validado su estabilidad, de tal suerte que la seleccion de los genes de referencia no
es trivial, pues de ello depende la correcta cuantificacion de los niveles de expresion [104].

Con la finalidad de seleccionar el o los genes de referencia mas adecuados para la
normalizacion y estandarizacion de la técnica de qPCR, la estabilidad de 3 genes (Tabla 12)
fue evaluada bajo las diferentes condiciones experimentales de estudio, esto es: tiempo de
toma de muestra (tercer y cuarto dia), tipo (monotérmico o escalonado) y temperatura de
cultivo (37, 32 6 30°C).

Tabla 12. Candidatos a genes de referencia evaluados y su estabilidad de expresion

Gen Proteina Funcion principal Pseudo- M E
genes
. Proteina estructural del citoesqueleto ,
Actb B-actina involucrada en varios tipos de mobilidad S 1098 0224
Tubbl  B-tubulina Proteina estructural del citoesqueleto SI 1387 1175
Ubb Ubiquitina Degradacion de proteinas Si 1173  0.224

M= media geométrica de la estabilidad de expresion calculado mediante el programa geNorm, E= valor de
estabilidad calculado con el programa NormFinder.

En la Figura 20 se muestran los perfiles de transcripcion obtenidos. Se puede
observar que el gen codificante para B-actina tuvo el nivel de expresion mas alto (Ca=17),
mientras que el de ubiquitina y tubulina tienen un nivel de expresion similar (Cq=21).
Ademas, independientemente del tiempo y tipo de cultivo, la expresion aumento en

los cultivos a 30°C (Cq bajo) y disminuyo en la misma proporcion a 32°C (Cq alto).
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Aunque esta variacion fue consistente para los 3 genes, el gen mas estable fue Actb

sugiriendo que éste podia ser el gen mas adecuado para llevar a cabo la normalizacion.
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Figura 20. Estabilidad de los genes de referencia. La expresion de 3 posibles genes de referencia (actina,
tubulina y ubiquitina) se presentan como el valor promedio del ciclo de cuantificacion (Cq) en funcion
de las diferentes condiciones de estudio: temperaturas (37,32 y 30°C), cultivos escalonados (48 y 72 h),
asi como tiempos de cosecha al tercer (t3) y cuarto dia (t4). Las barras de error representan la
desviacion estandar de 3 experimentos independientes.

Utilizando los valores de Cq obtenidos en el ensayo de estabilidad, la variabilidad
en la expresion de los 3 genes propuestos también fue evaluada medante 3 programas
informaticos (geNorm [135], NormFinder [6] y Bestkeeper [105].

geNorm es un programa desarrollado por Vandesompele, et al. (2002), quienes
definieron dos parametros para cuantificar la estabilidad de los genes de referencia: el
parametro M que representa la media geométrica de la estabilidad de expresion, y V que
representa la variacion entre pares de genes [I35]. Este programa cataloga a los genes de
acuerdo a la similitud de los patrones de expresion por lo que no puede discernir entre
genes co-regulados. Para solucionar este problema Lindbjerg, et al. (2004) desarrollaron
NormFinder, el cual calcula el valor de estabilidad (E) de cada gen y los cataloga con base
en la variacion intra e intergrupal de los perfiles de expresion, es decir, la medida en que

es afectado por las condiciones experimentales [6].
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Finalmente BestKeeper, desarrollado por Pfaffl, et al. (2004), calcula la media
geométrica de la estabilidad de expresion considerando las eficiencias de amplificacion de
cada gen, tanto para los genes de referencia como para 10 genes de estudio. De esta
forma, el programa determina que tan estable es su expresion y calcula los parametros
de un gen de referencia ideal para ese grupo (bestkeeper index o indice); posteriormente
mediante un analisis de correlacion de Pearson se estima la relacion entre los posibles
genes control y el indice para determinar cual seria el gen de referencia mas adecuado
[105]. En la Tabla 12 se enlistan los valores de estabilidad (M y E) obtenidos mediante el
analisis con geNorm y NormFinder, mientras los resultados de Bestkeeper se muestran
en la Tabla 13 y Tabla 14.

Los analisis indicaron que el el gen mas estable de los tres fue Acthy el menos
estable fue 7ubbl La estabilidad media calculada por geNorm y Normfinder para los
genes codificantes de actina y ubiquita fueron similares (M=0.887, E=0.224), indicando
que cualquiera de los dos o ambos podian ser utilizados como genes de referencia. Sin
embargo, debido a que la variacion intergrupal de la ubiquitina fue mayor, (Figura 20)
Normfinder seleccion6o al gen codificante para B-actina como el gen de referencia mas
apropiado. Esto concuerda con Nicot, et al. (2005) quienes demostraron que no existe
una diferencia significativa al normalizar la expresion usando el gen mas estable
(detectado mediante geNorm) o una combinacion de éste y alglin(os) otro(s) de los
genes calificados como estables [95].

El analisis con Bestkeeper mostro una fuerte correlacion (0.882< r <0.919) entre
los 3 genes y el indice de referencia (Figura 20 y Tabla 14). A pesar de esto, el gen
codificante para B-actina fue seleccionado como el mas estable y el mas adecuado para
normalizar la gran mayoria de los genes problema evaluados (Tabla 13) al presentar un
coeficiente de varianza (CV) similar y una variacion (SD =0.76 ciclos) menor a la del
indice de referencia (0.85 ciclos).

La consistencia del indice fue probada determinando la relacion entre él y los 3
genes de referencia propuestos; en ambas pruebas (con y sin tubulina) se observo una
buena correlacion con un alto nivel de significancia (p<0.001). Sin embargo al eliminar

a la tubulina del analisis, la relacion entre actina/ubiquitina con el indice aumento --
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Tabla 13. Estadistica descriptiva para los 3 candidatos a genes de referencia basados
en el valor promedio de Cq. En las Gltimas dos columnas se muestran los parametros
para el indice de referencia calculado para 3 (act, tub, ubq) y 2 genes (act y ubq)

Candidatos a genes de referencia [n=3)

[ndice

Factor Act Ubq Tub = (n=2)
N 14 14 14 14 14
MG 17.13 20.36 21.82 19.67 18.68
MA 17.15 20.41 21.92 19.71 18.70
Min 16.28 18.69 18.82 17.54 16.93
Max 18.36 2305  26.08 22.04 20.26
SD (+Cr) 076 111 1.72 1.08 0.85
CV (%Cr) 44 5.46 7.83 5.49 455
Min (x-veces) -3.61 -3.00 -6.66 4.09 3.25
Max (x-veces) 2.34 5.86 14.60 4.78 2.91
SD (+x-veces) 1.69 216 3.29 2.05 1.78

N: ntimero de muestras; MG: media geométrica del Cry MA: media aritmética del Ciy Min y Max: valores
extremos del Ciy SD [+Cij: desviacion estandar del Ci; CV [%Ci]: coeficiente de varianza expresado como
porcentaje del nivel de Ci; Min [x-fold] and Max [x-veces]: valores extremos de expresion, proferido como
el cambio absoluto en el coeficiente de sobreexpresion o subexpresion; SD [+ x-veces]: desviacion estandar
de los coeficientes absolutos de regulacion. Las 14 muestras usadas en el andlisis corresponden a las mismas
muestras analizadas en el ensayo de estabilidad, la tabla esti ordenada de izq. a derecha en funcion de la
variabilidad en la expresion, celdas sombreadas indican los datos mds parecidos al indice de referencia
alculado por el programa.

aproximadamente 4% sin modificar el nivel de significancia (act r=0.953 y ubq r= 2.21).
Multiples estudios realizados en celulas CHO en condiciones de hipotermia
emplean el gen codificante para B-actina como gen de referencia en sus ensayos de
gPCR alin cuando no se menciona si su estabilidad fue validada [39,148]. En contraste,
Pfaffl, et al. (2004) afirman que tanto B-actina como GADPH son genes de referencia
inadecuados al no reflejar correctamente la cantidad de ARNrwor adicionada en la reaccion
de transcripcion reversa [104]. Por lo que hasta el momento, el inico estudio exhaustivo
que confirma la estabilidad del gen codificante para B-actina ante el estrés por frio fue
realizado por Nicot, et al. (2005), quienes comparan la estabilidad de 7 genes de
referencia comunes ante 3 tipos de estrés en plantas: osmolaridad, por frio y por
ataquede plaga [95]. Considerando lo anterior y el hecho de que la ubiquitina participa
en varias vias de sehalizacion que culminan con la degradacion de proteinas, se decidio

utilizar el gen codificante para B-actina (Actb) para la normalizacion de la qPCR.
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Tabla 14. Andlisis de correlacion de pares para los candidatos a genes de referencia.
Los genes son correlacionados en pares uno con otro y posteriormente con el
indice de referencia

A) Correlacion Pearson (n=3)

Vs HKG1 HKG 2 HKG 3
) Act Tub Ubq
HKG 2 0.706 -— -—
pvalue 0.005 — —
HKG 3 0.759 0.675 —
pvalue 0.002 0.008 —
BestKeeper vs. Act Tub Ubq
coeff. of corr. [r] 09192 0.882 0.886
pvalue 0.001 0.001 0.001

Regresion lineal HKG vs Bestkeeper index
BestKeeper vs. Act Tub Ubq

coeff. of corr. [r] 0912 0.882 0.886
coeff. of det. [r"2] 0.845 0.778 0.785
p-value 0.001 0.001 0.001

HKG: gen de referencia o housekeeping, los coeficientes de correlacion se incrementan 3.5% para
actina y 4% para ubiquitina al realizar la comparacion solo entre estos dos genes; siendo siempre
actina el que correlaciona mejor con el indice bestkeeper. Celdas sombreadas corresponden a las
mejores correlaciones

6.3.2.3. Eficiencia de amplificacion, intervalo dinamico y validacion del

método de cuantificacion relativa
Se ha reportado que la eficiencia de amplificacion es afectada por factores como la
preparacion de la reaccion, la calidad del templado, la presencia de inhibidores, el disefio
de oligonucleotidos, las condiciones de reaccion, la concentracion de reactivos, el tamafio
del amplicon y el contexto de la secuencia a amplificar. Por ello, la evaluacion de la
eficiencia de amplificacion es un punto esencial en la optimizacion de la gPCR, pues de ella
depende la precision de la expresion calculada. [6,9,10,104,108].

Las eficiencias de amplificacion para cada gen fueron determinadas a partir de la
pendiente de la curva del ciclo de cuantificacion (Cq) en funcion del logaritmo de la
concentracion de ADNc (ng). En la Figura 21 se muestran curvas tipicas para algunos
de los genes analizados. En general, una pendiente cercana a -3.32 implica una eficiencia del

100%, lo que significa que la cantidad de amplicon se duplica cada ciclo y se usa la

ecuacion caracteristica de amplificacion 2". Por el contrario, si la eficiencia de amplificacion
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es del 80% la cantidad de amplicon se duplica aproximadamente cada 1.25 ciclos,
implicando que el niimero de copias depende directamente de la eficiencia y la ecuacion
que describe la amplificacion debe considerar este hecho. Se ha reportado que
pendientes entre -3.1 y -3.7 son aceptables y una eficiencia de amplificacion menor al

85% no es confiable para realizar una correcta cuantificacion [103].
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Figura 21. Eficiencia de amplificacion de los transcritos. Se muestra el ajuste de minimos cuadrados realizado
para calcular la eficiencia de amplificacion de tres genes diferentes, del lado derecho se muestran las
ecuaciones obtenidas. La intercepcion en el eje de las ordenadas corresponde al niimero de ciclos de PCR (Cq)
antes de que se detecte la sefial de 1 ng del ADNc problema; dpagt/ gen codificante para UDP N-acetil
glucosamina-I-fosfato transferasa, Actf P-actina, {/bb. ubiquitina. Las barras de error representan Ila
desviacion estandar de triplicados idénticos, pero quedan cubiertas por los datos, un coeficiente de
correlacion de hasta 0.97 se considero aceptable [9]

En la Tabla 6 se muestran las eficiencias de amplificacion para cada gen. Como se
puede observar las eficiencias de amplificacion oscilaron entre el 88 y el 105%, siendo
los genes codificantes para tubulina y ubiquitina los que presentaron las eficiencias de
amplificacion mas bajas (88 y 92.8% respectivamente), mientras los genes codificantes para
DPMI, DPM2 vy sialidasa presentaron una eficiencia de 105%. Por su parte, el gen
codificante para B-actina tuvo una eficiencia cercana al 100% vy similar a la mayoria de
los genes de estudio. Esto toma particular importancia si consideramos que “para
realizar una estimacion confiable de la expresion relativa de un gen, es imperativo que la

eficiencia de amplificacion del gen problema y del de referencia sean aproximadamente -
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iguales”. Ademas el método de cuantificacion relativa de doble delta Cq, solo es valido
cuando se cumple esta condicion [9,105].

El intervalo dinamico de concentraciones o de amplificacion exponencial debe
ser determinado para cada transcrito, pues cada muestra genera un perfil de
fluorescencia diferente e individual [103,104]. Asi, definir el intervalo dinamico de cada
gen garantiza que la cuantificacion se realiza siempre en la region lineal de la curva y no
en la fase de saturacion donde existe una limitacion de reactivos [103,104].

Los resultados del experimento anterior sugieren que la minima cantidad de
ADNCc que puede ser amplificada esta en el orden de 0.4 ng, por debajo de la cual la
mayoria de los genes presenta amplificaciones inespecificas después del ciclo 35 y una
falta de reproducibilidad. Solo el gen Acth fue amplificado con O.1 ng de ADNc antes
del ciclo 30. Algunos genes al ser de baja expresion (p.ej. aquellos codificantes para
GIcNACT | vy sialidasa) presentaron un intervalo dindmico menor (de 1.5 a 100 ng),
mientras que en el caso de la ubiquitina y tubulina, la pérdida de la linealidad de la curva
por debajo de los 1.5 ng (Figura 21) se atribuye a que la cantidad de copias generadas
por el dimero fue incluso mayor que la del amplicon, generando un error considerable
al calcular la eficiencia que no pudo ser corregida.

Para determinar si dos reacciones de gPCR tenfan la misma eficiencia de
amplificacion y para definir el intervalo de confianza dentro del cual el método de
cuantificacion relativa podia ser empleado, la variacion del ACq en funcion del logaritmo
de la concentracion fue analizado mediante un ajuste de minimos cuadrados (Figura 22)
[10,104]. Idealmente el valor absoluto de la pendiente de esta curva debe ser menor a O.1
(horizontal casi perfecta) implicando eficiencias de amplificacion similares [103,104].

A partir de este experimento determinamos que el (nico gen que cumple la
condicion de validacion para casi todos los genes es Actb (B-actina) y que usando entre
25 y 100 ng de ADNc la cuantificacion mediante el método de Cq comparativo es valido y
confiable, incluso para cuantificar genes con baja expresion como los genes codificantes
para la sialidasa (Neu) y GIcINACT | (Mgat)) (Figura 22, zona sombreada). Cabe resaltar que
justo a la mitad del intervalo antes mencionado se encuentran la concentracion que se habia

planteado con anterioridad como ideal para los ensayos (50 ng). Por su parte, los genes —
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codificantes para tubulina y ubiquitina so6lo cumplen con la condicion de validacion para
una minoria de genes (Tabla 15) cuyo intervalo de confianza queda comprendido entre
1.5 y 100 ng.

Tabla 15. Resultados del experimento de validacion del método del Cq comparativo,
pendiente de algunas curvas de ACq en funcion del logaritmo de la concentracion de ADNc

Vs Pendiente

Actb Ubb Tubbl
St3gal4 0.007 0.007 0.132
Neu 0.038 0.287 0.210
dpagt! 0.084 0.199 0.099
Mgat / 0.026 0.236 0.137
B4galt] 0.040 0.169 0.069
UDPgalT 0.129 0.360 0.499
Rbm3 0.079 0.197 0.009
Ugp 0.032 0.058 0.153

Las combinaciones gen problema-gen de referencia que cumplen la
condicion de m<0.0l se muestran en negritas
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Figura 22. Curvas tipicas para validar el método del Cq comparativo. El ACq para 63 combinaciones de gen
de referencia-gen problema se grafico en funcion del logaritmo de la concentracion de ADNc. Una
pendiente menor a O.l fue el criterio para considerar valido el método de cuantificacion. Se muestran las
curvas y pendientes calculadas solo para 7 genes distintos y la zona sombreada define el intervalo de
confianza para la aplicacion del método de cuantificacion. Ugp: gen codificante para UDP-glucosa
pirofosforilasa, S3galt4: o(2,3) sialiltransferasa 1V, Neu: sialidasa, Mgatl: GIcNAc-transferasa |, B4galtl: B(1,4)
galactosiltransferasa.
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6.3.2.4. Efecto de la disminucion de la temperatura sobre los niveles de
expresion de genes relacionados con las vias de N-glicosilacion

Actualmente los reportes que estudian el efecto de la temperatura sobre la calidad de
glicoproteinas recombinantes producidas en células de mamifero, se enfocan
principalmente en la consistencia del patron de glicosilacion de una variedad limitada de
proteinas (Tabla 4). No obstante, hasta el momento en el que se escribe el presente
trabajo, ninglin otro reporte ha evaluado a nivel molecular, el efecto de la temperatura
sobre las vias de N-glicosilacion. Por ello, el impacto de la temperatura sobre la expresion
de 14 enzimas representativas de las vias de N-glicosilacion fue cuantificado mediante PCR
en tiempo real.

En general, los cambios observados en la expresion de los genes estuvieron en
funcion de la temperatura, del tiempo de cambio y del gen en particular; por lo que para
facilitar su comprension, los genes fueron clasificados seglin su funcion en 3 grupos: i)
sintesis de oligosacaridos unidos a lipidos, ii) transportadores de azlicares activados, iii)
glicosiltransferasas y glicosidasas. Los resultados se presentan y analizan agrupandolos de

la misma forma.

[] Sintesis de oligosacdridos unidos a ljpidos
Diversas enzimas estan involucradas en la sintesis del N-oligosacarido conservado
(GlesMansGIcNAc2) que sera transferido a los péptidos, entre ellas se encuentran la UDP-
glucosa pirofosforilasa (UGPase) localizada en el citoplasma, la dolicol-fosfato
manosiltransferasa (DPM) y la UDP N-acetil glucosamina-l-fosfato transferasa (DPAGTI),
estas dos Ultimas localizadas en el reticulo endoplasmico (RE) [19].

Especificamente, la UGPase cataliza la produccion reversible de UDP-glucosa y
pirofosfato (PPi), a partir de glucosa-l-fosfato y UTP [87]. La DPAGTI cataliza la formacion
de N-acetilglucosamina dolicilfosfato (NAcGIlc-PP-Dol) a partir de NAcGlc-I-P y Dol-P,
iniciando la sintesis del oligosacarido GlcsMansGIcNAcz-P-P-Dol, y por lo tanto la via de
N-glicosilacion [46]. Por otro lado, DPMI y DPM2, corresponden a la subunidad catalitica
y reguladora (respectivamente) de la enzima trimérica DPM sintasa, encargada de sintetizar
dolicilfosfo-p-manosa (Dol-P-Man) a partir de dolicolfosfato (Dol-P) y GDP-manosa en el

RE [81]. Se ha demostrado que en levaduras, Dpmlp interacciona directamente con la -
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fosfatasa lipidica, regulando los depositos de fosfatidilinositol-4- fosfato, asi como el
trafico vesicular entre el RE y el aparato de Golgi [38].

La Figura 23A muestra el efecto de la temperatura sobre los genes codificantes
para la UGPase (Ugp), DPMI (dpmi), DPM2 (dpm2 y DPAGTI (dpagtl). Como se puede
observar, la expresion de Ugp fue altamente dependiente de la temperatura, permaneciendo
relativamente constante en los cultivos a 30°C, mientras que en los cultivos a 32°C su
expresion incremento proporcionalmente al tiempo de cambio entre 1.5 y 2 veces respecto
a 37°C. En concordancia, se ha reportado que condiciones de estrés tales como cultivar
hibridomas a 33°C por 16 horas, la hiperacumulacion de glicogeno en musculo esquelético
o la exposicion de plantas a 4°C, causan una sobreexpresion del gen Ugp, resultando en
un incremento de la actividad enzimatica [87,142]; mientras que el estrés por acumulacion de
amonio en cultivos de células CHO disminuye su expresion [51].

Se sabe que la localizacion subcelular de la UGPase esta regulada por la proteina
serin/treonin cinasa (PASK), que es un integrador sensorial que coordina el destino de
la glucosa dependiendo de la demanda metabolica [50,87]. Por lo que la sobreexpresion
del gen Upg en los cultivos a 32°C, sugiere un incremento en la actividad enzimatica, que
puede estar relacionado con el aumento observado en la productividad y el supuesto
cambio de combustible metabolico (Figura 16). En el caso de los cultivos a 30°C Ia
expresion constante del gen podria indicar el mantenimiento de la homeostasis energetica.

En la Figura 23A, se observa que al disminuir la temperatura (30 y 32°C) apml/ se
sobreexpresa proporcionalmente al tiempo de cambio, mostrando el mayor incremento en
el cultivo escalonado a 30°C con cambio a las 72 h (1.95 veces) y permaneciendo
constante en el cultivo control a 32°C. Por otro lado, el gen dpm.2 solo se sobreexpreso
en los cultivos escalonados a 30°C y en el cultivo a 32°C con cambio a las 72 h,
incrementando 1.8 veces en el escalonado a 30°C con cambio a las 72 h.

Por su parte, la expresion de dapgat/ fue 1.7 y 2 veces menor en los cultivos
control a 30 y 32°C (respectivamente) y 1.5 veces menor en el escalonado a 30°C con
cambio a las 48 h, respecto a 37°C. Mientras que en los escalonados a 32°C la expresion
de dpgat/ permanecio relativamente constante. Por el contrario en el escalonado a 30°C

con cambio a las 72 h, se observo una sobreexpresion de 1.5 veces respecto a 37°C que —
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podria estar favoreciendo la actividad enzimatica, y por tanto la sintesis del N-glicano
conservado; pues se ha demostrado que la actividad de DPAGTI esta regulada a nivel
transcripcional. Por ejemplo, se sabe que el silenciamiento del gen dpagt/ es letal en
levaduras y células de raton, mientras que su sobreexpresion impide la sintesis del N-
glicano conservado e induce la acumulacion de MansGIcNAc-P-P-Dol, ya sea
incrementando la actividad de la DPAGTI (agotamiento de los depositos de DPM) o
inhibiendo proteinas involucradas en la manosilacion [464].

Los datos obtenidos sugieren que el incremento en la expresion de apagtl, dpml'y
dpmZ en los cultivos escalonados con cambio a las 72 h (particularmente a 30°C), pudo
haber favorecido la sintesis oligosacaridos unidos a lipidos (p.ej.DPM) promoviendo el
trafico vesicular y la sintesis del N-glicano conservado. No obstante, en los controles a
baja temperatura parece que esto no se cumple, pues la expresion de dpagt/ disminuyo
significativamente y la de dpm/ incremento, sugiriendo la existencia de un desbalance de

oligosacaridos unidos a lipidos que podria afectar el ensamble del N-glicano conservado.

if] Transportadores de azicares activados

Los transportadores de azlicares activados (NTS) estan localizados principalmente
en el aparato de Golgi y su funcion consiste en translocar azlicares-nucleotido
(producidos en el citoplasma) al interior de este organelo, donde sirven como sustrato
para la elongacion de las cadenas de oligosacaridos; por lo que son indispensables para la
sintesis de glicoconjugados y constituyen un punto de regulacion importante en las vias
de N-glicosilacion [67]. En particular, se ha reportado que “el transporte de azlicares-
nucleotido del citosol al RE y aparato de Golgi es altamente dependiente de la
temperatura y la concentracion de sustratos” [85].

En la Figura 23B se muestra el efecto de la temperatura sobre la expresion de los
genes codificantes para los trasportadores de GDP-fucosa (GDPFucT), UDP-galactosa
(UDPgalT) y CMP-4cido sialico (CMPSAT). Como se puede observar el gen codificante
para GDPFucT (S/c35¢) permanecio relativamente constante en los cultivos a 30°C
independientemente del tiempo de cambio, mientras que a 32°C la expresion del gen fue
variable, siendo hasta 2 veces menor en el cultivo control e incrementando 1.8 veces en el

escalonado con cambio a las 72 h, respecto a 37°C. La expresion del gen codificante para -
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UDPgalT (S/c35a2) permanecio relativamente constante en los cultivos escalonados pero
fue 1.4 y 2 veces menor en los cultivos control a 32 y 30°C, respecto a 37°C.

Por su parte, la expresion del gen codificante para CMPSAT (S/c35al) permanecio
relativamente constante para los cultivos control y escalonado con cambio a las 48 h a
30°C (diferencia no significativa y menor a 1.35 veces), mientras que en el control a
32°C la expresion disminuyo ligeramente (33%) pero no se considero significativo. En el
resto de los cultivos (i.e. escalonados a 32°C y escalonado a 30°C con cambio a las 72 h)

la expresion del gen aumento entre 1.4 y 1.8 veces (p<0.05).
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Figura 23. Efecto de la disminucion de la temperatura sobre la expresion de genes involucrados en la sintesis
de oligosacaridos unidos a lipidos (A) y transportadores de azlicares activados (B). La expresion de los genes
codificantes para: la UDP-glucosa pirofosforilasa (UGPase), dolicol-fosfato manosiltransferasa subunidad 1y 2
(DPMI y DPM2), UDPN-acetil glucosamina-I-fosfato transferasa (DPAGTI), transportador de UDP-galactosa
(UDPgalT), CMP-acido sialico (CMPsial) y transportador de GDP-fucosa (GDPFuc), fue determinada a las 72 y
96 h de cultivo y se representa como el cociente normalizado respecto al gen Actb y al cultivo control a
37°C (nivel relativo de expresion). Los datos representan la media y le desviacion estandar de triplicados
(30°C) y duplicados (32°C) experimentales. Un nivel relativo de expresion de 0.5 implica una disminucion de
2 veces en la expresion de un gen.

82



Usualmente se asume que el incremento en la expresion del transportador de
azlicar activado implica por ende un incremento en la actividad de la glicosiltransferasa
asociada [28]. Asi, el incremento observado en la expresion del transportador de GDP-
fucosa en los cultivos escalonados con cambio a las 72 h, sugiere un incremento en los
procesos de fucosilacion. Sin embargo, se requiere analizar la expresion del gen
codificante para fucosiltransferasa y determinar el patron de glicosilacion para concluir
al respecto. En particular, la expresion de los genes codificantes para UDPgalT y
CMPSAT, no corresponde por completo con la expresion de las transferasas asociadas,
tal como se discute mas adelante.

A pesar de lo anterior, se puede observar que la expresion de los genes
codificantes para GDPFucT y CMPSAT (en funcion de los diferentes tipos de cultivos) es
relativamente similar, sugiriendo una regulacion transcripcional coordinada comparable a la
observada por Huopaniemi, et al. (2004) en casos de inflamacion aguda provocada por
aloinjertos de corazon vy rifion [58].

En conjunto nuestros resultados sugieren que la elongacion del N-glicano podria
estar afectada a baja temperatura, probablemente debido a una limitacion en el
transporte de azlicares activados (UDPgal) y/o sintesis de oligosacaridos unidos a
lipidos (GIcNAc-PP-Dol) especificamente en el caso de los cultivos control a 30°C, en
los cuales la expresion de los genes codificantes para UDPgalT y DPAGT! disminuye

significativamente.
ifi] Gilicosiltransferasas y glicosidasas

La elongacion y remodelacion del N-glicano unido al péptido depende de la actividad de
gran variedad de glicosiltransferasas y glicosidasas localizadas a lo largo de la via secretoria
(RE-Golgi) [19,56,126]. Estas enzimas estan finamente reguladas, son expresadas
diferencialmente y altamente dependientes de las condiciones de cultivo [8,31,63,128]

El efecto de la disminucion de la temperatura sobre la expresion de los genes
codificantes para la N-acetil glucosaminiltransferasa | (GIcNAc-TI), p(l,4)-galactosa
transferasa (B4galT) y a(2,3)-sialiltransferasa 1V (SialT IV) se muestra en la Figura 24A.

Concretamente la expresion del gen codificante para GIcNAc-TI (Mgat]) disminuyo entre-
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1.6 'y 3.5 veces (respecto a 37°C) en los cultivos control y escalonados con cambio a las
48h, tanto a 30 como a 32°C; mientras que en los escalonados con cambio a las 72 h la
expresion de gen incremento entre 1.5 y 2 veces respecto a 37°C. La expresion del gen
codificante para B4galT (B4galt]) fue hasta 1.8 veces menor en los cultivos a 30°C,
permanece relativamente constante en el control a 32°C y se incrementa entre 1.4 y 1.9
veces en los escalonados a 32°C. Por otro lado, la expresion del gen codificante para SialT
IV (St3ga4) a 30°C fue 14 y 1.7 veces menor (respecto a 37°C), para el control y
escalonado con cambio a las 48 h, permanecio relativamente constante en el control y
escalonado con cambio a las 48 h a 32°C y en el escalonado a 30°C con cambio a las 72
h. Unicamente el escalonado a 32°C con cambio a las 72 h presentd una ligera
sobreexpresion (1.5 veces) del gen St3ga/4 (p<0.005).

Considerando que los cambios observados en la expresion de los genes
codificantes para las glicosiltransferasas son atribuidos (inicamente a la disminucion de la
temperatura, que dichos cambios pueden reflejarse en la actividad enzimatica en el aparato
de Golgi, asi como el hecho de que la extension de la cadena de N-glicanos es secuencial,
entonces la disminucion observada en la expresion de Mgat/ y B4galt (Figura 24A) sugiere
una alteracion importante (i.e. disminucion) en la galactosilacion de proteinas en los
cultivos a 30°C (excepto para el escalonado con cambio a las 72 h). Posiblemente la mayor
afectacion se presentaria en el cultivo control, debido a una limitacion en el transporte de
UDP-galatactosa hacia de Golgi provocada por la disminucion en la expresion del
transportador (Figura 23B).

Dada la secuencialidad de las reacciones de N-glicosilacion, lo anterior también
podria sugerir una reduccion en los procesos de sialilacion (no habria residuos de
galactosa unidos al N-glicano precursor] que corresponderia con la disminucion
observada en la expresion del gen St3gal4 (al menos en el control a 30°C y escalonado
con cambio a las 48 h), alin cuando la expresion del gen codificante para CMPSAT
[8/c35al) se mantiene constante.

En contraste, la sobreexpresion de B4galt a 32°C en el control y escalonado con
cambio a las 48 h, no corresponde con la disminucion en la expresion del gen codificante

para GIcNAc-T 1, ni con la expresion constante de los genes codificantes para UDPgalT y-
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SialT 1V, y la sobreexpresion del gen codificante para CMPSAT. Suponiendo que la sintesis
del N-glicano conservado no fue afectada (la expresion de los genes involucrados fue
constante o aumento, Figura 23), la sobreexpresion de los genes codificantes para B4galT
y CMPSAT posiblemente se deba a un aumento en la demanda de glicoproteinas por
procesar en el aparato de Golgi (incremento en la IgGmi). No obstante, los datos
presentados son insuficientes para determinar en que grado la disminucion de la expresion

de Mgat/ afectaria los procesos de galactosilacion vy sialilacion a esta temperatura.
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Figura 24. Efecto de la disminucion de la temperatura sobre la expresion de genes codificantes para
glicosiltransferasas (A) y glicosidasas (B). La expresion de la N-acetil glucosaminiltransferasa | (GIctNAc-TI),
B(l,4)-galactosiltransferasa (4galT), a(2,3)-sialiltransferasa 1V (SialT 1V), endomanosidasa, a-glucosidasa I, B-
galactosidasa | y sialidasa fue determinada a las 72 y 96 h de cultivo y se representa como el cociente
normalizado respecto al gen Actby al cultivo a 37°C (nivel relativo de expresion). Los datos representan la
media y le desviacion estandar de triplicados (30°C) y duplicados (32°C) experimentales. Un nivel relativo de
expresion de 0.5 implica una disminucion de 2 veces en la expresion de un gen.
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En la Figura 24B se muestra el efecto de la disminucion de la temperatura sobre
la expresion de los genes codificantes para la manosidasa (Manea), a-glucosidasa | (Gaa),
B-galactosidasa 1 (G/b)) y sialidasa (Veuw). Se observa que la expresion del gen Manea se
incrementa entre 1.4 y 1.6 veces independientemente de la temperatura, presentando los
mayores incrementos en los escalonados con cambio a las 72 h para ambas
temperaturas. La expresion de Gaa se redujo entre 16 y 52% para todos los cultivos y la
expresion de G/b/ se mantuvo relativamente constante independientemente de la
temperatura y tiempo de cambio. Por otro lado, la expresion de ANeu disminuyo para
todos los cultivos a 30°C, siendo entre 26 y 64% menor respecto a 37°C; mientras que
en los cultivos a 32°C su expresion permanecio relativamente constante (Figura 24B).
Mas adelante estos resultados se correlacionaron con la actividad extracelular de algunas
de estas enzimas.

En conjunto, una mayor susceptibilidad a la temperatura fue observada en la
expresion de los genes codificantes para enzimas localizadas en el aparato de Golgi
respecto a aquellas localizadas en el RE. De manera general y ubicando las observaciones
anteriores como parte de un proceso Unico, resulta evidente que a baja temperatura se
podria producir un desequilibrio entre los primeros pasos que consisten en la sintesis del
N-glicano conservado, y los pasos de ramificacion del mismo al final de la via (adicion de
NACcGlc, galactosa y acidos sialico), pudiendo generar una mayor microheterogeneidad del
N-glicano unido al AcMo.

Un caso particular lo representan los cultivos escalonados con cambio a las 72 h
a ambas temperaturas, donde la expresion de la gran mayoria de genes analizados se
incremento, sugiriendo que en estos cultivos la via de N-glicosilacion es mas activa
respecto a 37°C y planteando la posibilidad de que en estos cultivos, el patron de
glicosilacion pueda mantenerse consiste respecto al de 37°C, pero con una mayor
productividad. No obstante, todas las suposiciones anteriores deben ser confirmadas
analizando el patron de glicosilacion y observando si los cambios en la expresion de la

enzimas se reflejan en el patron de glicosilacion final del AcMo-IL8.
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6.3.2.5. Efecto de la disminucion de la temperatura sobre la expresion de
los genes codificantes para: la proteina recombinante, chaperonas del RE
y proteinas de choque térmico por frio

El incremento en el nivel relativo de ARNm de diversas proteinas recombinantes
producidas en condiciones de hipotermia moderada, ha sido reportado y se ha propuesto
como una explicacion al incremento observado en la productividad [3,40,84,147]. Por ello,
para determinar si el incremento de la productividad a baja temperatura correspondia con
un incremento en la transcripcion del AcMo-IL8, la expresion de los genes codificantes

para la cadena ligera (LC) y pesada (HC) fue cuantificada por qPCR.

Como se puede observar en la Figura 25, a 30°C la expresion del gen codificante
para la cadena pesada (/d aumenta de manera inversamente proporcional al tiempo de
cambio, presentando una sobreexpresion de hasta 2.9 veces en el control y de 1.8 veces
en el escalonado con cambio a las 72 h. Mientras tanto, la expresion de /Acen el control
a 32°C aumento 4.2 veces respecto a 37°C y se mantuvo relativamente constante en

ambos cultivos escalonados.

Por otro lado, la expresion del gen codificante para la cadena ligera del AcMo-
IL8 (/g fue mas homogeénea (Figura 25), incrementando aproximadamente 1.5 veces en
los cultivos a 30°C y 1.7 veces en el control a 32°C, en el cultivo escalonado a 32°C con
cambio a las 48 h la expresion de /c disminuyo 1.7 veces y en el escalonado con cambio
a las 72 h no hubo un cambio significativo respecto a 37°C (disminuyo 1.26+0.22 veces,

cuando se establecio un cambio minimo de 1.35).

El comportamiento observado en la expresion de los genes codificantes para el
AcMo-IL8 es consistente con lo reportado por diversos autores; por ejemplo, Jiang y
Sharfstein (2008) observaron una respuesta diferente en la trascripcion de la HC y LC
de un AcMo al adicionar butirato de sodio, donde la expresion de /¢ incremento
entre 1.1 y 4 veces respecto al control, mientras que “los cambios en el ARNm de LC
mostraron mayores fluctuaciones, desde una disminucion del 20% hasta un incremento
de 5 veces” [65]. Asimismo, Marchant, et al. (2008) reportaron un incremento en la
expresion de gen codificante para la cadena ligera de una IgGs quimeérica producida en
cultivos escalonados de células CHO a 27 y 32°C [84].
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Figura 25. Efecto de la disminucion de la temperatura sobre la expresion de los genes codificantes para la
cadena pesada (HC) y ligera (LC) del AcMo-IL8. La expresion de la cadena pesa (HC) y ligera (LC) del
AcMo, fue determinada a las 72 y 96 h de cultivo y se representa como el cociente normalizado respecto al
gen Actb y al cultivo a 37°C (nivel relativo de expresion). Los datos representan la media y le desviacion
estandar de triplicados (30°C) y duplicados (32°C) experimentales.

Jiang y Sharfstein (2008) encontraron que con una relacion (a nivel ARNm)
HC.LC cercana a 1.5 se obtiene la maxima productividad de AcMo producido en
células CHO [65,84,148], mientras que cocientes menores mejoran la utilizacion de la
cadena pesada; es decir, se generan mayores rendimientos de AcMo por copia de

ARNm de HC [65].

El cociente de los niveles de expresion (HC/LC) calculado para todos los
cultivos se muestra en la Figura 26A. Se puede observar que los cultivos que
presentaron un cociente menor a 1.5 (escalonados con cambio a las 72 h para ambas
temperaturas) son justamente aquellos que presentaron el metabolismo mas eficiente y
las mayores productividades especificas y volumeétricas. Por el contrario, en los
cultivos control a 30 y 32°C donde la g» fue menor respecto a 37°C, el cociente de
expresion HC/LC fue de 2.5 y 2.3 respectivamente. Sugiriendo que es la expresion del
gen codificante para la cadena ligera, la que condiciona la produccion y ensamble del

AcMo-IL8, esto coincide con lo reportado por diversos autores [84,148].
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Al analizar los sobrenadantes de cada cultivo mediante SDS-PAGE, se determino
que el incremento en los niveles de expresion no se reflejaron a nivel proteina
(particularmente de HC), pues se observo una mayor proporcion de cadena ligera respecto
a la cadena pesada (Figura 26B), posiblemente debido a una limitacion en la traduccion y/o

secrecion del AcMo.
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Figura 26. Cociente de la expresion relativa HC/LC y produccion de cadena pesada y ligera del AcMo-IL8
a baja temperatura. En (A) se muestra el cociente de la expresion relativa del gen codificante para la cadena
pesada (HC) respecto a la expresion relativa del gen codificante para la cadena ligera (LC) en los cultivos a
32°C (barras rayadas), 30°C (barras blancas) y 37°C (barra negra); la linea punteada indica un cociente
HC/LC=L5, al cual se ha reportado la maxima productividad de AcMo producido en células CHO [65]. En
(B) Se muestra un gel desnaturalizante al 12% teflido con sales de plata en el que se cargaron 10 pg de
proteina total del sobrenadante de cada cultivo colectado a las 120 h. MW: marcador de peso molecular,
48 y 72 h tiempo de cambio de los cultivos escalonados; 1gG 0.5 y I ug de IgG humana estandar.
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Se ha reportado que en linfocitos, la produccion de AcMo esta limitada a nivel
post-transcripcional y depende de una coordinacion entre la expresion, plegamiento y
ensamble de ambas cadenas [33]. Teoricamente las cadenas pesadas que no se unen a
cadenas ligeras no pueden dejar el RE al ser retenidas por GRP78, provocando que se
acumulen y eventualmente sean degradadas; mientras que la tasa de plegamiento de
cadenas ligeras es mayor, pudiendo ser secretadas como dimeros o monomeros sin
haberse unido a la cadena pesada [33]. Este mecanismo de retencion de HC parece ser
generalizado para diversas lineas celulares. Se ha reportado para células CHO, que la
sobreexpresion de LC minimiza la acumulacion de HC mal plegadas, incrementando la tasa
de plegamiento y ensamble del AcMo y reduciendo por ende el estrés en RE [65,84,116].

Para determinar si la disminucion de la temperatura limitaba la secrecion del
AcMo-IL8, la expresion de los genes codificantes para la proteina de 78 kDa regulada por
glucosa (GRP78) y para la proteina disulfuro isomerasa (PDI), fue evaluada por gPCR.
Ambas chaperonas estan localizadas en el RE y participan en el plegamiento y en la
respuesta protefnas mal plegadas en el RE (UPR); siendo GRP78 el regulador maestro de
dicha via [118].

En la Figura 27A se muestran los niveles relativos de expresion de los genes
codificantes para GRP78 (Hspa5) y PDI (P4hB). Como se puede observar, la expresion de
Hspas fue entre 1.6 y 2.9 veces menor para los cultivos control y escalonados con cambio
a las 48 h a ambas temperaturas, respecto a 37°C. Mientras que en los escalonados con
cambio a las 72 h la expresion permanecio constante (30°C) o se incremento 1.5 veces
(32°C). Por otro lado, la expresion de P448 fue altamente dependiente de la temperatura y
del tiempo de cambio; por ejemplo, en los escalonados a 30°C su transcripcion aumenta
entre 1.4 y 1.9 veces proporcionalmente al tiempo de cambio, permanece relativamente
constante en los cultivos monotérmicos y disminuye en los escalonados a 32°C, siendo el
cultivo escalonado a 32°C con cambio a las 72 h, el que tuvo la menor expresion (2.2
veces menor respecto a 37°C).

Se ha planteado que el aumento en la expresion de AHspas, es indicativo de una
mayor traduccion de GRP78 y de la activacion de UPR como parte importante de los

mecanismos que controlan el daho asociado al estrés en el RE [1,25,47,83,118,122]. Mientras

20



que la expresion y traduccion de PDI no solo son inducidas al activarse la UPR, sino
también durante el choque frio y como resultado de adiccion de butirato de sodio al
medio de cultivo [73,118]; de tal forma que se ha demostrado que la sobreexpresion de

PDI en células CHO incrementa un 40% la productividad especifica de AcMo [12,73].
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Figura 27. Efecto de la disminucion de la temperatura sobre la expresion de los genes codificantes para
chaperonas del RE (A) y proteinas de choque frio (B). La expresion de la proteina regulada por glucosa de 78
kDa (GRP78), la proteina disulfuro isomerasa (PDI), la proteina con motivos de union a ARN (RBM3) y la
proteina de union a ARN inducible por frio (CIRP), fue determinada a las 72 y 96 h de cultivo y se
representa como el cociente normalizado respecto al gen Acth y al cultivo a 37°C (nivel relativo de
expresion). Los datos representan la media y le desviacion estandar de triplicados (30°C) y duplicados (32°C)
experimentales.

Considerando lo anterior, la disminucion de la expresion de Hspa5 en los cultivos
monotérmicos y escalonados con cambio a las 48 h, puede deberse a la represion génica
global que se desata como parte de la respuesta al choque frio [2], limitando la capacidad

de contender con el estrés que resulta del incremento en la carga de proteina recombinante
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a procesar. En respuesta, la induccion de la expresion de otras chaperonas como PDI,
podria sustituir la funcion de adaptacion de GRP78, esto corresponde con la
sobreexpresion de P45, al menos en el escalonado a 30°C con cambio a las 48 h. Esta
tltima propuesta concuerda con las observaciones de Suzuki, et al. (2007), quienes
demostraron que el silenciamiento de Hspa5 en celulas Hela activa la via IREIp-XBP1 de
la UPR, provocando la sobreexpresion de los genes codificantes para CHOP (30 veces),
GRP%24 (6 veces) ERdj4 (8 veces) y PDI (2 a 10 veces) e induce apoptosis, sin registrarse
una activacion de la via mediada por PERK [129].

En particular en el escalonado a 30°C con cambio a las 72, donde la expresion de
Hspa5 permanece constante, la capacidad de plegamiento en el RE posiblemente fue
acelerada por la sobreexpresion de P44B y se haya reflejado en el incremento de la
productividad. No obstante, la razon por la cual a 32°C no so6lo no se induce la
expresion de P448, sino que ademas se abate (escalonados) se desconoce.

En general, los cambios observados en la expresion de GRP78 y PDI al disminuir
la temperatura, sugieren una alteracion en la via de secrecion RE-Golgi-membrana y en
los procesos asociados como la N-glicosilacion. Sin embargo, nuestros resultados son
insuficientes para definir si la UPR fue activada, por lo que seria interesante estudiar la
expresion de algunos de los principales reguladores de la UPR, concretamente los 3
transductores principales (PERK, IREl y ATF), ademas de XBP1 y CHOP.

Finalmente, como indicadores de la respuesta molecular al estrés por frio, la
expresion de los genes codificantes para la proteina con motivos de union a ARN
(RBM3) y la proteina de union a ARN inducible por frio (CIRP), fue determinada.
Como se habia comentado anteriormente CIRP y RBM3 son chaperonas encargadas de
proteger y favorecer la traduccion y estabilidad de ciertos ARNm; siendo sefaladas
como las principales moduladoras de la expresion genética en condiciones de hipotermia
moderada, y de incrementar la tolerancia celular a condiciones de estrés por frio [2,36].

Como se puede observar en la Figura 27B, el gen codificante para RBM3 (RbmJ3)
se sobreexpreso entre 2.8 y 7.5 veces de manera inversa al tiempo de cambio para ambas
temperaturas, siendo los cultivos control los que presentaron los mayores incrementos

(6 veces a 30°C y 7.5 veces a 32°C). Por otra parte, el gen codificante para CIRP (Cirpb)
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se sobreexpreso aproximadamente 3 veces en los cultivos a 30°C independientemente
del tiempo de cambio, mientras que a 32°C Cirpb se sobreexpreso 3.6 veces en el
cultivo control, 3.3 veces en el escalonado con cambio a las 48 h y solo 2.8 veces en

el escalonado con cambio a las 72 h.

El comportamiento en funcion del tiempo de cambio de temperatura en la
expresion de Rbm3, pudo ser resultado ya sea de una induccion de novo en su
transcripcion y/o de la acumulacion debida a la estabilizacion de su propio mensajero
[2,36]. Por otra parte, se sabe que Cirpb se expresa constitutivamente a 37°C y que su
ARNmM no es estabilizado al reducir la temperatura, por lo que el incremento en su
transcripcion es transitoria y altamente dependiente del choque frio; ademas se ha
demostrado que su expresion solo se induce en condiciones de hipotermia moderada
pero no en condiciones de frio severo (menos de 15°C) [2,36]. Esto Ultimo explicaria
por qué a 32°C la expresion de Cirpb fue ligeramente mayor respecto a los cultivos a
30°C, confirmando que hay una relacion inversa entre la disminucion de Ila
temperatura y la funcion de dicha proteina. Curiosamente la relacion temperatura-
expresion de Rbm3 fue similar a la de Cirpb, sugiriendo que la respuesta al choque

frio no fue la misma a pesar de ser solo 2 grados de diferencia.

En general, el hecho de que la mayor expresion de ambos genes ocurriera en
los cultivos control sugiere que en ellos se monta una respuesta de estrés mas severa
y prolongada respecto a los escalonados, entrando en juego una vez mas el contexto
en el que se encontraban las células antes de la disminucion de la temperatura. Cabe
resaltar que la proporcion que guardaron la expresion de estas proteinas entre las 2
temperaturas analizadas es aproximadamente similar a la observada en el incremento en
la expresion del gen codificante para HC. Asli, es probable que el incremento en la
transcripcion de HC se deba a la acumulacion y estabilizacion del ARNm a travées de
su union a RBM3 y/o CIRP. No obstante, los datos presentados son insuficientes para
afirmar o refutar la propuesta anterior, quedando como una perspectiva interesante

analizar sf hay una interaccion fisica entre estas chaperonas y el ARNm del AcMo-IL8.
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Nuestros resultados sugieren que en los cultivos control a baja temperatura el
estado de estrés celular causado por el choque frio es mayor respecto a los
escalonados, situacion que provoca la sobreexpresion del gen codificante para la HC
del AcMo, la disminucion en la expresion de GRP78 y de otras enzimas relacionadas
con las vias de N-glicosilacion. En conjunto esto pudo haber provocado una
acumulacion de HC mal plegada (y de otras proteinas) aumentando el estrés celular y
repercutiendo negativamente en la productividad. Por otra parte, considerando que
el aumento en la transcripcion de GRP78 y PDI ayuda a la supervivencia celular,
entonces en los cultivos escalonados con cambio a las 72 h es probable que el
plegamiento y N-glicosilacion del AcMo hayan sido favorecidos, dado que en
general se observo un incremento en la expresion de los genes codificantes

correspondientes.

Se ha establecido que distintos tipos celulares presentan capacidades
diferentes para manejar y lidiar con el estrés celular [33], en nuestro caso al parecer
el contexto ambiental en el que se encuentra la célula tambien influye en su
capacidad de respuesta, y por ello solo los escalonados con cambio a las 72 h, con
un metabolismo mas eficiente fueron capaces de lidiar con la demanda impuesta por

la sobreexpresion del AcMo, reflejandose en el incremento de la productividad.

En particular la posible activacion de la via mediada por IREI-XBPI como parte
de la UPR en los cultivos a 30°C, podria explicar el aumento del diametro celular,
pues XBPI es considerada la proteina encargada de remodelar la estructura celular a
favor de la sintesis de proteinas, promoviendo la expansion fisica del RE,
incrementando la masa y funcion de la mitocondria, el nlimero de ribosomas y el
tamano celular [33,47,83]. De esta forma, resulta de suma importancia estudiar si la
UPR es activada y si existe un didlogo con los efectores del choque frio que pudiera

explicar el incremento de la productividad.
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6.4. ACTIVIDAD DE EXOGLICOSIDASAS EXTRACELULARES

La heterogeneidad de las glicoproteinas producidas en cultivos celulares ha sido
atribuida principalmente a la gran cantidad de factores y pasos involucrados en la
biosintesis de oligosacaridos [48,49], la disponibilidad de los azlicares-nucleotido, asi
como a la variabilidad en las condiciones de bioproceso [18,48,49,63,62,121,126]. Sin
embargo, se ha demostrado que la degradacion extracelular por glicosidasas también
puede contribuir a dicha heterogeneidad [48,49], existiendo la posibilidad de que una
vez producida la glicoproteina recombinante, su patron de glicosilacion sea modificado
extracelularmente a causa de la liberacion de glicosidasas al medio de cultivo [49]. Asi,
para evaluar el potencial de degradacion extracelular de los glicanos unidos al AcMo, la
actividad extracelular de la manosidasa, hexosaminidasa, sialidasa y galactosidasa fue

determinada mediante un método fluorométrico (seccion 5.5), para todos los cultivos.

En la Figura 28, se muestra el perfil de actividad de las 4 enzimas estudiadas para
los cultivos control a 37, 32 y 30°C. Como se puede observar, la actividad enzimatica de
la hexosaminidasa, manosidasa y galactosidasa incrementa de manera proporcional al
tiempo de cultivo, presentando los mayores incrementos a partir de las 168 h en
correspondencia con el momento en que las células comienzan a morir (Figura 28, lineas
punteadas). Esto sugiere que el aumento de la actividad extracelular de estas 3
exoglicosidasas podria deberse a la pérdida de la integridad de la membrana (menor
viabilidad y tamaho celular, respecto a 37°C) provocando su liberacion y acumulacion en
el sobrenadante.

La actividad de las enzimas presentd una “jerarquia”, siendo la B-galactosidasa la
que presentO la actividad mas baja, la a-manosidasa una actividad intermedia y la -
hexosaminidasa la mayor actividad (Figura 28). Esta “jerarquia” coincide con los datos
reportados por Gramer, et. Al (1993 y 1994) para células CHO e hibridomas [49], fue
consistente para todas las condiciones de cultivo estudiadas y se mantuvo a lo largo del
tiempo de cultivo (Figura 29). Cabe resaltar que en ninguna de las condiciones evaluadas

(escalonados y controles) se registro actividad alguna de sialidasa (Figura 28).
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El efecto de la disminucion de la temperatura sobre la actividad de Ila
hexosaminidasa, galactosidasa y manosidasa en los cultivos control y escalonados se
muestra en la Figura 29, resultando evidente que dicho efecto parece depender del
tiempo de cambio, de la temperatura y de la enzima en cuestion. En general, se observa
una disminucion significativa en la actividad de las 3 glicosidasas en los cultivos a 30°C
(control y escalonados), mientras que a 32°C solo la actividad de la hexosaminidasa y de
la galactosidasa fueron afectadas. La actividad de la galactosidasa fue la mas afectada por

la disminucion de la temperatura.
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Figura 29. Actividad extracelular de exoglicosidasas en células CHO cultivadas a baja temperatura. Se
muestra la actividad extracelular de la hexosaminidasa (A), manosidasa (B) y galactosidasa (C) en
funcion del tiempo, para los cultivos control y escalonados a 32° (izq.) y 30°C (derecha). Las barras
de error representan la desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
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Especificamente, la actividad de la hexosaminidasa a las 300 h y 30°C fue 48%,
30% vy 15% menor para los cultivos control y escalonados con cambio a las 48 y 72 h
respecto a 37°C, mientras que a 32°C la actividad solo se redujo entre 31% (control a
32°C)y 9% (cambio a las 72h), respecto a 37°C (Figura 29). Tomando como referencia
las 300 h vy el cultivo a 37°C, la actividad de la galactosidasa fue 66% y 37% menor en los
controles, 19 y 41% menor en los escalonados con cambio a las 48 h, 9 y 24% en los
escalonados con cambio a las 72, a 30 y 32°C respectivamente (Figura 29). La actividad de
la manosidasa en los cultivos a 32°C no disminuyo significativamente respecto a 37°C
(Figura 29), mientras que para los cultivos a 30°C durante las primeras 168 h la actividad
de la manosidasa fue similar incluso al cultivo a 37°C, después de lo cual la actividad
aumenta de manera proporcional al tiempo de cambio (Figura 29). Por ejemplo, a las 300
h la actividad de la manosidasa en el sobrenadante del cultivo a 30°C fue 48% menor
respecto a la observada a 37°C, mientras que en el escalonado con cambio a las 72 h, la
actividad de la manosidasa fue inicamente 12% menor respecto a 37°C.

La actividad de cada exoglicosidasa fue evaluada a una temperatura optima de
reaccion de 37°C (seccion 5.5) para determinar si a baja temperatura se estaba produciendo
menor cantidad de exoglicosidasas o solo la actividad de las mismas fue afectada. En Ia
Figura 30 se muestra la actividad normalizada de las 3 exoglicosidasas respecto al cultivo
control a 37°C. Como se puede observar en la Figura 30A, a las 168 h cuando la viabilidad
era superior al 85%, todos los cultivos hipotérmicos presentaron una disminucion en la
cantidad de exoglicosidasas liberadas al sobrenadante, proporcional al tiempo de cambio de
temperatura. Por ejemplo, la cantidad de galactosidasa fue entre 23 y 39% menor en los
escalonados con cambio a las 72 h, 39 y 55% en los escalonados con cambio a las 48 h y
hasta de 69% en los cultivos control a 32 y 30°C, respectivamente. La cantidad de
manosidasa fue entre 32 y 64% menor en los cultivos a 30°C, a 32°C solo disminuyo 39%
en el control y 21% en el escalonado con cambio a las 48 h, mientras que en el escalonado
con cambio a las 72 h se registro una cantidad de manosidasa similar a la del cultivo a 37°C.
Por su parte, las cantidades de hexosaminidasa presentes en los cultivos a baja temperatura
fueron (nicamente 13-35% menores, excepto en el cultivo escalonado a 32°C con cambio a

las 72 h donde solo se observo una disminucion del 5% en la actividad normalizada.
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Todos los cultivos hipotérmicos produjeron la misma cantidad de
hexosaminidasa; sin embargo, los cultivos a 32°C produjeron entre 17 y 26% mas
galactosidasa y alrededor de 30 a 40% mas manosidasa respecto a los cultivos a 30°C.
Lo anterior sugiere que alin cuando la actividad de manosidasa pudo haber sido afectada a
32°C durante las primeras 168 h de cultivo (Figura 29B), el efecto pudo haber sido
atenuado ante una mayor concentracion de enzima en el sobrenadante (Figura 30A).

En la Figura 30B se puede observar que al final de los cultivos cuando Ila
viabilidad es menor al 45%, las cantidades de galactosidasa y manosidasa fueron 18-55%

y 22-42% (respectivamente] menores en comparacion con las registradas en el cultivo a-
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Figura 30. Actividad normalizada de las exoglicosidasas en los cultivos a 30 y 32°C. La actividad
normalizada (respecto al cultivo control a 37°C) de la manosidasa, hexosaminidasa y galactosidasa fue
registrada a las 168 h, cuando todos los cultivos presentaban una viabilidad superior al 85% (A) y al
final de los cultivos cuando la viabilidad era menor o igual al 45% (B). Las barras de error representan
la desviacion estandar de 3 experimentos independientes.
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37°C, pero no hubo una diferencia clara entre las cantidades de manosidasa producidas
entre los cultivos control y escalonados. En los cultivos a 30°C control y escalonado
con cambio a las 48 h, la actividad normalizada de hexosaminidasa fue 14% mayor,
mientras que para el resto de los cultivos la actividad fue muy similar respecto a 37°C.
En particular, las cantidades de las 3 enzimas en los cultivos escalonados con cambio a la
72 h (ambas temperaturas) fueron similares, siendo de particular importancia el
incremento en la cantidad de galactosidasa.

Dado que la sintesis de las exoglicosidasas ocurre en el citoplasma celular y que
al parecer su liberacion al sobrenadante esta relacionada con la pérdida de la integridad
de la membrana (Figura 28), las diferencias observadas en la actividad normalizada a baja
temperatura, pueden ser atribuidas tanto a una represion en la sintesis de las enzimas
(represion global de la traduccion como resultado del choque frio) como al retraso de la
caida de la viabilidad. Por lo cual, los resultados anteriores sugieren que tanto la
actividad como la produccion y/o liberacion de las exoglicosidasas disminuyeron en
funcion de la temperatura y tiempo de cambio.

Para determinar si los cambios observados en la expresion de los genes
codificantes para la manosidasa (Manea) y B-galactosidasa 1 (G/b/) correspondian con la
actividad de exoglicosidasas en el sobrenadante, la actividad normalizada (respecto al
cultivo a 37°C) fue comparada con el nivel relativo de expresion (Figura 3l). La
comparacion se realizo en este punto, considerando que la expresion los genes es estable
durante la fase de crecimiento exponencial y que la acumulacion de las glicosidasas
debido a Ia lisis celular no es representativa durante esta etapa, dado que la viabilidad se
encuentra alrededor del 90% en todos los cultivos.

Como se puede observar en la Figura 31A, la sobreexpresion del gen Manea en
los cultivos control a 30°C y 32°C, asi como en los escalonados con cambio a las 48 h,
no corresponde con la disminucion en la actividad de la manosidasa (Figura 3IB), pero sf
estan relacionados en los cultivos con cambio a las 72 h a ambas temperaturas. De tal
forma que en los escalonados con cambio a las 72 h donde la expresion del gen Manea
incrementa 1.6-1.7 veces, la actividad enzimatica de la manosidasa fue similar a la del

cultivo a 37°C para ambas temperaturas. Esto concuerda con el incremento observado en-
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la cantidad de manosidasa detectada a 32°C (Figura 30), sugiriendo que antes de las 168
h la actividad de la manosidasa podria estar relacionada con el incremento en la
expresion del gen codificante, tal vez mediante una regulacion a nivel transcripcional.
Después de ese periodo de tiempo, la disminucion en la actividad de manosidasa parece
estar mas relacionada con el retraso de la muerte celular a baja temperatura [44,20],
limitando su liberacion al sobrenadante.

Por otro lado, en los cultivos escalonados con cambio a las 72 h la actividad de
la galactosidasa incremento en promedio 1.4 veces respecto a 37°C y es justamente en
estos cultivos donde la expresion del gen G/b/ permanece relativamente constante,
mientras que en los controles y escalonados con cambio a las 48 h donde la expresion
de GI/b/ fue alrededor de 10% menor respecto a 37°C (cambio que no fue considerado
significativo), la actividad de la galactosidasa fue entre 37 y 80% menor respecto a 37°C
(Figura 3IB). Esto sugiere que la regulacion de la galactosidasa a baja temperatura ocurre
preferentemente a nivel enzimatico, habra que definir si la disminucion en la actividad es
resultado de una menor traduccion del gen, una afectacion en la actividad de hidrolasa o
debido a una carencia de sustrato.

Para que la degradacion extracelular de una glicoproteina por accion de una o
varias exoglicosidasas sea significativa, éstas deben “ser sintetizadas por la célula huésped
y liberadas al sobrenadante, donde las enzimas deben ser estables y activas bajo las
condiciones del bioproceso” [48,49]. Dado que la actividad de las 3 glicosidasas
estudiadas disminuye a baja temperatura, ya sea limitando su produccion/liberacion al
sobrenadante o regulando su actividad, el riesgo potencial de degradacion del N-glicano
unido al AcMo disminuye.

Considerando el patron de glicosilacion caracteristico reportado para una IgG
[69,116], y que la actividad de las exoglicosidasas también es secuencial, podemos
argumentar que la actividad mas importante a considerar es la de la galactosidasa, pues
su acumulacion en el sobrenadante podria incrementar la proporcion de glicoformas GO

de AcMo y disminuiria la eficacia del biofarmaco [60,69].
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La determinacion del patron de glicosilacion del AcMo producido a baja
temperatura se planted como parte importante del presente trabajo. Sin embargo, durante
el avance de esta investigacion, nos topamos con problemas metodologicos importantes
que impidieron realizar el analisis del patron de glicosilacion en cultivos hipotérmicos. La
estrategia experimental abordada para solucionar esta problematica y los resultados
obtenidos se discuten en detalle en el Anexo I, en donde también se muestra el patron
de glicosilacion para el AcMo producido en un cultivo a 37°C.

Por todo lo anterior, queda como perspectiva de primera prioridad comprobar si
el efecto de la temperatura sobre la expresion de los genes involucrados en las vias de
N-glicosilacion y sobre la actividad de las exoglicosidasas estudiadas, se reflejaran en el

patron de glicosilacion del AcMo-IL8 producido a baja temperatura.
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7. CONCLUSIONES

¢ Independientemente de las condiciones de cultivo, el sustrato limitante y principal
fuente de energia para esta linea celular fue la glutamina, con una velocidad de consumo 7
veces mayor respecto a la de glucosa.

e A baja temperatura:

°Llas velocidades de crecimiento, consumo y produccion de metabolitos se
redujeron hasta 65% vy la caida de la viabilidad se retraso entre 3 dias y | semana,
respecto a 37°C.

° La productividad especifica y volumeétrica incrementaron hasta 21% en los cultivos
escalonados.

° El desperdicio de las fuentes de carbono en forma de lactato disminuyo, reflejandose
en un menor rendimiento Yec/gic en los cultivos escalonados respecto a 37°C.

e En términos de la eficiencia del metabolismo y el incremento observado en la
productividad, el tiempo optimo de cambio para ambas temperatura fue al tercer dia,
justo a la mitad de la fase exponencial.

e El analisis transcripcional sobre las vias de N-glicosilacion, mostro que al disminuir la
temperatura de cultivo:

° La expresion de los genes codificantes para enzimas localizadas en el aparato de
Golgi tales como la B(I,4)-galactosiltransferasa, a(2,3)-sialiltransferasa 1V, transportador
de UDP-galactosa y sialidasa disminuyo para la mayoria de las condiciones evaluadas,
en comparacion con el cultivo a 37°C, presentando la expresion mas baja en los
cultivos monotérmicos.

°Los genes relacionados con la sintesis de precursores lipidicos en el RE (Ugp,
Dpml y DpmZ2) fueron sobreexpresados en casi todas las condiciones evaluadas. Con

excepcion del gen Dpagt], cuya expresion disminuyo en los cultivos monotérmicos.
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°Hubo un incremento importante en la expresion de los genes codificantes para el
transportador de GDP-Fucosa y CMP-acido sialico en los cultivos escalonados a
ambas temperaturas con cambio a las 72 h.

° Unicamente en los cultivos escalonados con cambio a las 72 h, la expresion de los
genes relacionados con la N-glicosilacion incremento o fue similar al control a 37°C.

°La expresion de los genes Rbm3y Cirpb incremento hasta 7 y 3 veces en los
cultivos a baja temperatura, indicando la presencia y severidad del estrés por frio.

°La expresion del ARNm de la cadena pesada del AcMo-IL8 incremento hasta 4
veces, presentando su maxima expresion en los cultivos control a 32°C.

°La expresion del gen codificante para la cadena ligera del AcMo no fue afectada
significativamente

e El mayor incremento en la actividad extracelular de las 3 exoglicosidasas estudiadas,
correspondio con el momento en que los cultivos comienzan a morir, independientemente
de la temperatura.

e Tanto la actividad como la produccion/liberacion de exoglicosidasas al sobrenadante
disminuyo en funcion de la temperatura y tiempo de cambio.

e la actividad de la galactosidasa fue la mas afectada por la disminucion de la
temperatura, siendo hasta 66% menor respecto a 37°C, mientras que la actividad de la
manosidasa y hexosaminidasa se redujeron hasta un 48%.

e La produccion de galactosidasa se redujo entre 23 y 69%, la de manosidasa 21 a
64% y de hexosaminidasa entre 5-35% respecto al cultivo a 37°C, a la mitad de la fase
exponencial (168 h).

e La produccion de galactosidasa y manosidasa fueron hasta 55 y 42% menores
respecto a 37°C, mientras que la produccion de hexosaminidasa se mantuvo constante o
aumento 14% a 30°C, al final de los cultivos.

e La sobreexpresion del gen Manea solo estuvo relacionada con el mantenimiento de
la actividad normalizada de la manosidasa en los cultivos escalonados con cambio a las 72
h. No se observo relacion alguna entre la actividad de la galactosidasa y la expresion del

gen codificante correspondiente (G/b))
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8. PERSPECTIVAS

A lo largo de la realizacion del presente trabajo y las conclusiones que de ellas derivan,
diversas propuestas surgieron y otras quedaron pendientes, por lo que para entender
mejor el comportamiento de células de mamifero cultivadas en condiciones de hipotermia

moderada seria conveniente:

. Determinar la concentracion de amonio, aspartato y alanina en los sobrenadantes
de cultivo, para saber si a baja temperatura se aprovecha mejor la glutamina y como se esta
distribuyendo a traves del metabolismo.

. Analizar por gPCR, la expresion de los genes codificantes para: Acetil-CoA
carboxilasa, piruvato deshidrogenasa, carnitoil palmitoil transferasa I, glutaminasa y lactato
deshidrogenasa. Esto permitirla comprender mejor como se genera energla a baja
temperatura, por qué el metabolismo se vuelve mas eficiente y el papel que desempenan los
lipidos en estos procesos.

. De cumplirse el modelo propuesto para la generacion de energia a partir de
lipidos, una opcion alternativa para mejorar la productividad consistiria en adicionar lipidos
al medio, en cultivos escalonados a baja temperatura.

. Determinar la actividad intracelular de exoglicosidasas permitiria relacionar mejor
los niveles de expresion de los genes con la actividad enzimatica, para estimar el potencial de
degradacion extracelular de la glicoproteina.

. Determinar el patron de glicosilacion del AcMo producido a baja temperatura,
permitirfa saber si las alteraciones observadas en los niveles de expresion y/o actividad de
exoglicosidasas se refleja en la calidad final del AcMo.

. Estudiar la expresion de los genes codificantes para los 3 transductores principales
de la UPR: PERK, Irel y ATF6, ademas de XBPl y CHOP, para concluir si a baja temperatura
esta respuesta se enciende.

. Realizar ensayos de interaccion de RBM3 y CIRP con el ARNm de enzimas
involucradas en la N- glicosilacion y del AcMo, permitiria establecer si las estas chaperonas
estan involucradas directamente en el incremento de la productividad.
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ANEXO 1

ANALISIS DEL PATRON DE GLICOSILACION

A) Purificacién y caracterizacion del AcMo-IL8
El tiempo de cosecha para la purificacion del AcMo se establecio a las 168 h para todos los
cultivos, debido a que en ese momento casi todos habian alcanzado las concentraciones celulares
y de AcMo méximas (excepto controles a baja temperatura); ademas, una viabilidad superior al
80% vy una baja actividad de exoglicosidasas en el sobrenadante, permitieron asegurar que los
eventos de muerte celular no afectaran significativamente la calidad del producto.

La purificacion se realizo tal como se describe en la seccion 5.6. En la Figura 32 se
muestra un cromatograma caracteristico obtenido durante el proceso de purificacion con
proteina A; en el cual se observaron 2 componentes en el primero (componente 1) eluyeron
las impurezas de la muestra al lavar la columna con el buffer de union y en el componente 2
eluyo el anticuerpo de interés en el momento en el que ocurre el cambio de fuerza ionica y
pH. Este componente fue recuperado, desalado y concentrado hasta 400 pl. Todas las
fracciones recolectadas durante el procesamiento de la muestra se analizaron en geles
desnaturalizantes al 12% y Western blot (WB), con lo cual se confirmo la presencia del AcMo
(datos no mostrados). El perfil cromatografico fue similar en todas las muestra analizadas, salvo
por la proporcion del sesundo componente que fue mayor para los cultivos a 30°C.

La concentracion final del anticuerpo purificado del cultivo a 37°C fue de 0428 g/L;
de acuerdo al factor de concentracion de la muestra purificada, se estimo que en el
sobrenadante habria 34 mg/L de AcMo-IL8; esta estimacion estda 75% debajo de la teorica
reportada por la ATCC (150 mg/L) para la misma linea celular cultivada en medio con suero.
Ahora, si retomamos los resultados obtenidos de la cuantificacion mediante ELISA (4.7 mg/L),
notaremos que la linea produce 85% menos de lo esperado, es decir, 97% menos de lo
reportado por la ATCC y esta al menos 3 ordenes de magnitud debajo de los titulos de AcMo
obtenidos a nivel comercial (5 g/L) [73] lo cual tuvo repercusiones importantes para el
analisis de glicosilacion como se discute mas adelante.

Esta disminucion en los titulos de AcMo, también fue observada por Kim, et al.
(2009) al cultivar la linea celular CRL-12445 en medio sin suero, la cual es una “clona
hermana” de la linea celular utilizada en el presente trabajo, es decir, fueron transfectadas -—
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con el mismo vector y también produce un AcMo-IL8 [69].

Figura 32. Cromatograma caracteristico obtenido
durante la purificacion del AcMo. En el grafico se
observan 2 componentes (linea azul), el primero
corresponde a todas las impurezas presentes la
muestra y el segundo (definido y pequefio)
corresponde al anticuerpo purificado. La linea roja
representa la evolucion del pH durante Ila
purificacion. El perfil cromatografico para todas las
muestras fue similar independientemente de las
condiciones de cultivo.

La identificacion y pureza del AcMo se confirmo por Western Blot y geles
desnaturalizantes al 12% tefidos con sales de plata. De acuerdo a la literatura, una I1gGi humana
tiene un peso molecular de 150 kDa, su cadena pesada es de aproximadamente 50 kDa y entre
el 2y 3% del peso corresponde N-glicanos unidos a su estructura [7,19]. Por lo tanto en
condiciones desnaturalizantes se generan dos bandas, una correspondiente a las cadenas pesadas
aprox. en 50 kDa, y otra a las cadenas ligeras del anticuerpo, alrededor de 25 kDa.

En la Figura 33, se muestra un gel caracteristico que sirvio para la identificacion del
anticuerpo, tanto en el sobrenadante de los cultivos como en la muestra purificada. Para todos
los casos se observan principalmente dos bandas una a los 50 kDa y otra aproximadamente a
los 25 kDa. Claramente en la muestra purificada (carril 2) dichas bandas estan bien definidas y
son las (inicas presentes, indicando una pureza >90%,; ademas al realizar el WB confirmamos que
después de la purificacion obtuvimos una muestra concentrada y pura respecto al sobrenadante
de cultivo del cual partimos (carril 3). Cabe resaltar que en los sobrenadantes, sin importar

la suplementacion del medio de cultivo, ni la temperatura, la proporcion de la banda —_
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correspondiente a la cadena ligera fue mayor respecto a la de la cadena pesada; mientras que en

la muestra purificada la proporcion entre las 2 bandas es similar.

wa ' 2 M 34 5 6 7 12 M 3 4 5 6 7 kb
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Figura 33. Identificacion y pureza del AcMo purificado. Gel desnaturalizante al 12% tehido con sales de plata
(izq.) y el Western blot correspondiente (derecha). M: marcador de peso molecular, 1. CDM#4 fresco, 2. AcMo-
IL8 purificado, 3. sobrenadante de un cultivo en suspension a 37°C CON insulina, 4. sobrenadante de un cultivo
en suspension a 37°C SIN insulina, 5. sobrenadante de un cultivo en suspension a 30°C CON insulina, é.
Sobrenadante de un cultivo adherente a 37°C con insulina y SBF, 7. IgG humana estandar (8 ug).

Un cambio significativo en el peso molecular solo de la cadena pesada fue observado

después de digerir el AcMo purificado con PNGasa F, sugiriendo que solo esta parte de la
molécula esta glicosilada (datos no mostrados).
En el mismo experimento observamos que al retirar la insulina (carril 4), la cantidad de
proteina recombinante es menor e incluso casi imperceptible (tanto en el gel como en el
WB) en comparacion con los cultivos que si fueron suplementados con ella. Por otra parte,
para el sobrenadante proveniente del cultivo con suero, se observaron gran cantidad de
proteinas contaminantes (gel) y solo una pequefia proporcion correspondia al AcMo (WB,
carril 6), lo cual sugiere que incluso al suplementar el medio con suero, la linea celular
produce poco AcMo. Comparando de manera cualitativa los cultivos con insulina, se
observa que la cantidad de proteina en el sobrenadante a 30°C es ligeramente mayor que la
de 37°C, aun siendo el mismo tiempo de cosecha (carriles 3 y 5), esto corresponde con el
incremento en la concentracion maxima de 1gG a 30°C.

El mismo procedimiento de cosecha y purificacion se realizo en sobrenadantes
provenientes de los cultivos control y escalonados a baja temperatura; sin embargo, en este

punto nos topamos con un problema metodologico que nos impidio la determinacion del -
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patron de glicosilacion: la productividad de AcMo. Por lo que al término de la purificacion,
la cantidad de AcMo fue insuficiente para realizar el analisis de glicosilacion.

Para favorecer la produccion de anticuerpo, la concentracion de metrotrexato fue
incrementada desde 200 nM hasta 1.5uM para seleccionar aquellas clonas que tuvieran la
mayor productividad; sin embargo, las concentraciones de AcMo alcanzadas siempre fueron
de alrededor de 5 mg/L (a 37°C), independientemente de la concentracion de MTX, lo cual
sugiere que la expresion del AcMo estad condicionada desde la construccion a favorecer la
produccion de la cadena ligera sobre la pesada, entrando en juego los procesos de secrecion
y ensamble propios de la I1gG. De esta forma (inicamente se pudo determinar el patron de
glicosilacion del cultivo realizado en frascos-T75 a 37°C de las primeras cinéticas realizadas

para determinar el tiempo de cambio.
B) Determinacion del patron de glicosilacion

El patron de glicosilacion del AcMo producido en el cultivo a 37°C se muestra en la
Figura 34; en ella se observan al menos 19 picos correspondientes a oligosacaridos
unidos a la cadena pesa del AcMo-IL8. Las estructuras fueron propuestas realizando
digestiones consecutivas con diferentes exoglicosidasas como se describe en la seccion 5.7
y comparando su migracion (en unidades de glucosa) en diferentes bases de datos; esto
permitio la identificacion de 14 estructuras que se enlistan en la Tabla 16. Como se puede
observar cerca del 73% de las estructuras correspondieron a N-glicanos biantenarios
complejos fucosilados y no bisectados, 16% a glicanos altos en manosa y paucimanosa, y 8%
a estructuras no determinadas. De las estructuras predominantes el 50.6% estuvieron
conformadas por glicanos no galactosilados (GO), el 15.6% por glicanos monogalactosilados
-Gl (1,3) y Gl (1,6)- y el 6% por glicanos digalactosilados (G2). En conjunto, las estructuras
principales (GO, Gl y G2) constituyeron el 72% del total de los oligosacaridos en la
muestra, en correspondencia con lo reportado por Kim, et al. (2009), para la linea celular
CRL-12445 [69].

Del total de glicoformas el 6% estuvieron sialidadas, el 81% fucosiladas y el 25.5%
estuvieron galactosiladas en una o en ambas antenas. Solo el 6% de las glicoformas
contenian N-glicanos biantenarios completamente galactosilados, en contraste con el 20%
de estos glicanos contenidos en una IgG purificada de suero humano [69]. Una estructura

particular que contenia lactosamina (Galpl,4GIcNAc) fue observada al final del pefil (1.57 UG).
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Figura 34. Patron de glicosilacion del AcMo-IL8 a 37°C. Se muestra el cromatograma de los N-glicanos del
AcMo producido a 37°C. Los picos mas representativos y algunas otras estructuras propuestas listadas en
la tabla 16, se identifican en el cromatograma.

Se sabe que las secuencias de lactosamina son componentes importantes en los ligandos
tipo carbohidrato que coordinan el reconocimiento celular (p. ej. durante la fertilizacion)
y el trafico de linfocitos [19,63]. No obstante en este caso su presencia no fue significativa y
se desconoce el efecto que tendria al ser parte de un biofarmaco.

En correspondencia con nuestros resultados, estudios realizados en diversas
mutantes de células CHO han evidenciado que:

a) Son incapaces de generar glicanos bisectados debido a que carecen de la enzima N-
acetilglucosaminil transferasa Ill, salvo por algunas mutantes a las que se les ha introducido
el gen [24, 114]

b) Unen acido sialico exclusivamente con un enlace a (2-3), debido a que carecen de la
a (2-6)-sialiltransferasa; mientras que las glicoproteinas humanas presentan acido sialico en
enlace a (2-6) y a (2-3) [76]. No obstante, se ha observado que esta diferencia en el tipo de
enlace no alerta el sistema inmune del ser humano [6l, 76].

¢) Galactosilan en mayor proporcion en la posicion a (1,3) respecto a a (1,6), y dichas
estructuras se remueven mas rapido del torrente sanguineo.

d) Presentan una alta proporcion de N-glicanos fucosilados (entre el 80 y 90%) con

enlace a (1,6).
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Considerando que la ausencia de galactosas terminales provoca la formacion de
agregados insolubles que pueden causar inflamacion y una mayor sensibilidad a Ila
degradacion proteolitica [19,63,64]; desde el punto de vista terapéutico la produccion de
AcMo en esta linea celular a 37°C no es la mas idonea debido que produce una gran
cantidad de glicoformas agalactosiladas (GO). Lo anterior resalta la importancia de mejorar la
galactosilacion ya sea mediante ingenieria metabolica o modificando las condiciones de
cultivo; por lo cual serfa trascendental evaluar si las glicoformas Gl, G2 vy sialiladas se ven
favorecidas al disminuir la temperatura durante los cultivos bifasico favoreciendo asi la
calidad del producto.

Tabla 16. Estructuras propuestas del patron de glicosilacion para el AcMo-IL8
producido en cultivos en suspension a 37°C.

TR (min) (25ch>S1M] rea %A | UG (25mM) ijtgsgtegtr:
29.512 1.80 maltosa NA 1.98 maltosa
51.075 315 586612 5.10 3.29 M2N2F
55.217 342 798469 6.94 354 M3N2
66413 4.21 257103 2.24 4.25 ND
75.622 4.94 188435 1.64 4.90 ND
80.688 5.39 128816 112 5.30 ND
82.565 5.56 97299 0.85 546 ND
83.474 5.65 296791 2.58 5.53 A2GO
87.558 6.05 5519748 47.99 5.89 A2GOF
89.827 6.29 380404 3.3 6.1 M4FN
94.633 6.82 1346639 .71 659 A2GI(1,3)F
95.554 6.93 443828 386 6.68 A2GI(1,6)F
97.568 717 112165 0.98 6.90 Mé
101.851 7.70 299504 2.60 739 A2G2F

104.464 8.05 92120 0.80 771 A2G2S2
107.163 8.43 272757 2.37 8.06 A2FG2SI
111.669 9210 210362 1.83 8.68 ND
118.462 10.23 1092211 0.95 972 A4FG3
126.599 11.77 170498 148 1115 A3FG3FS3
128.775 12.22 120027 1.65 11.57 A3FG3LACS2
Total 11500788 100

NA: no aplica; ND: No determinado; %A: porcentaje de area con respecto al total
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APENDICE A

METODOS DE CALCULO

Calculos cinéticos y estequiométricos

La velocidad especifica de crecimiento se calculo graficando el logaritmo de la concentracion
de células viables durante la fase exponencial en funcion del tiempo, utilizando la siguiente
ecuacion:

1, (dX
H = — —
dt
Las velocidades de consumo y de produccion de metabolitos fueron calculadas de acuerdo a

la siguiente ecuacion:

dsSi /
- t | %
ql ax H
dt
donde: S es la concentracion del metabolito (i)
X es la concentracion de células viables

t es el tiempo de cultivo
u es la velocidad especifica de crecimiento

La productividad volumeétrica (PV) se calculo con el cociente de la concentracion acumulada

de producto entre el tiempo de cultivo correspondiente:

py=tazh
tn - tO
donde: Pn  es la concentracion de AcMo al tiempo n

PO es la concentracion de AcMo al inicio del cultivo (to)

Los calculos consideraron los datos obtenidos durante la fase de crecimiento exponencial;
para los cultivos escalonados tinicamente se consideraron los datos a partir del momento del

cambio de temperatura hasta el final de la fase exponencial.

Calculos del analisis transcripcional
La eficiencia de amplificacion (E) se calculo realizando un ajuste de minimos
cuadrados y usando la pendiente (S) de la siguiente ecuacion:

E =104 (Schwarz, et al. 2004)
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Los cambios en los niveles de expresion (r) se evaluaron usando el método de comparacion
de Cq 0 método del doble delta Cq, con el cual se realizd una cuantificacion relativa al gen
Actb (B-actina) y al control a 37°C. En dicho método, la cantidad de ARN de una muestra,

normalizada respecto a una referencia endogena, esta dado por:

~AAC,

r=2
Cq esta dad :
AA esta aado por AACq _ Acq,cp —AC

q,cc

cp es la condicion problema (cultivos a baja temperatura) y cc es la condicion control
(cultivos a 37°C)

A su vez dichas diferencias (ACq) estan dadas por :

donde:
Cai es el ciclo umbral para la amplificacion cada gen problema
Cohk  es el ciclo umbral para la amplificacion del gen de referencia
ACqx  es la diferencia de Cq para x condicion (problema o control)

Para aquellos genes problema cuya eficiencia de amplificacion fue +5% distinta de la
eficiencia del gen codificante para B-actina, el nivel relativo de expresion (r) se calculo

utilizando el modelo desarrollado por Pfaffl, et Al (2001) [103], que estda dado por la

E ACu

l

AC
E’ q,hk
donde: hk

ACq, es la diferencia de Cq entre la condicion control y la condicion problema para
el gen problema

ACaqnk  es la diferencia de Cqentre la condicion control vy la condicion problema para
el gen de referencia

siguiente ecuacion:

=

Interpretacion de resultados

Cuando 2%%¢; =1, el nivel de expresion no cambio respecto a 37°C; 2°4C>1, el nivel de
expresion de la condicion X fue mayor respecto a 37°C; 22C<l, el nivel de expresion de la
condicion X fue menor respecto a 37°C. En este (ltimo caso, debido a la base del exponente (2)
un nivel de expresion de O.5 implica una disminucion de 2 veces en la expresion del gen

problema, uno de 0.25 una disminucion de 4 veces y asi sucesivamente.
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APENDICE B

COMPARACION DEL CONSUMO Y PRODUCCION DE METABOLITOS,
ENTRE CULTIVOS CON SUERO Y SIN SUERO

Durante el proceso de adaptacion de la linea celular a crecer en medio libre de suero, no se
observo un cambio significativo en el comportamiento cinético, salvo por la concentracion
celular maxima alcanzada y la produccion de lactato. Analizando detalladamente los perfiles de
consumo Yy produccion de metabolitos, observamos que aunque ambos cultivos metabolizaron
mas rapido la glutamina que la glucosa (Figura 35), la glutamina resulto ser el nutriente
limitante para el crecimiento del cultivo sin suero; pues el momento en el que la glutamina
esta por terminarse (0.07 mM) coincide exactamente con el momento en el que disminuye la
viabilidad y se alcanza la maxima concentracion de lactato (37.5 mM). Al final del cultivo, s6lo
la mitad de la glucosa disponible fue consumida y los valores de lactato permanecieron por
debajo de los valores de toxicidad reportados. Por su parte, en el cultivo con suero las células
dejaron de crecer cuando alrededor del 60% de la glucosa inicial ya habia sido metabolizada,

justo entonces se alcanzo la maxima concentracion de lactato y éste se acumulo hasta 47.9 mM.
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cultivo con suero en frascos T-25
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APENDICE C

EL METABOLISMO DE CELULAS ANIMALES: DESPERDICIO DE CARBONO
MEDIANTE GLUTAMINOLISIS

Se sabe que a diferencia del tejido del que provienen, las células animales cultivadas in vitro,
muestran un metabolismo altamente desregulado y consumen las principales fuentes de energia
(glucosa y glutamina) a velocidades muy por encima (>400 veces) de las requeridas para soportar
el metabolismo celular [4,5,16,28,93,110,150]. Provocando su rapido agotamiento del medio de
cultivo y una utilizacion ineficiente de ambos sustratos, que deriva en la acumulacion de lactato y
amonio los cuales a su vez, modifican el pH y generan un ambiente toxico para la célula
(5,21,74,89,93,102,150].

El metabolismo de glucosa puede proveer energia mediante la glicolisis, el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA) o la via de las pentosas. Sin embargo se ha demostrado que existe un
acoplamiento ineficiente entre glicolisis y TCA, de tal forma que del 95% de la glucosa
metabolizada (glicolisis) el 4.6% entra a via de las pentosas, 18% va a otras vias como metabolismo
de lipidos y glicosilacion de proteinas, solo el 0.6% entra a TCA y la gran mayoria se dirije a la
formacion de lactato [34,102]. Por su parte, la glutamina puede sufir una oxidacion completa hasta
CO:2 a traves del TCA (entra como a-cetoglutarato), o una oxidacion parcial a través de un
proceso conocido como gfutamindlisis, que comprende al menos 8 vias individuales durante las que
se sintetizan compuestos de 3 o 4 carbonos como lactato, alanina y aspartato, liberando amonio y
COx, (Figura 36) [89,93,102,111,150].

Se ha demostrado para distintos cultivos celulares, que la glutamina consumida se
distribuye de la siguiente forma: 35-60% para la formacion de COy, 15-25% macromoléculas, 14-
18% glutamato y 10-20% lactato, incluso en presencia de altas concentraciones de glucosa
[16,89,111,150]. No obstante, la contribucion energética de cada sustrato de manera individual ha
sido dificil de delimitar, pues se sabe que ambas vias estan estrechamente relacionadas entre si por
un equilibrio metabolico interactivo; de tal forma que la glucosa induce la utilizacion de glutamina
y la glutamina a su vez estimula la utilizacion de la glucosa a través de la glicolisis y la via de las
pentosas, pero inhibe su oxidacion a través del TCA [93]. Un estudio interesante realizado por
Petch, et. al. (1994) evidencio que en hibridomas cultivados a 37°C en agitacion y medio con suero,
el 59% del ATP generado por la célula provenia de glucosa y el 41% de la glutamina; ademas, la
contribucion energética se distribuia entre las distintas vias metabolicas de la siguiente forma: 3%

del ATP provenia de via de las pentosas, 5% de TCA, 51% de glicolisis, 34% de la formacion de -
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Figura 36. Esquema de las vias metabolicas mas relevantes en células CHO. La generacion de energia en células
animales cultivadas in vitro se lleva a cabo principalmente por glicolisis, ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA),
via de las pentosas y glutaminolisis. Esta ltima via comprende al menos 8 vias individuales durante las cuales la
glutamina sufre una desaminacion (glutaminasa) para sintetizar glutamato y a partir del él se puede sintetizar a-
cetoglutarato (glutamato deshidrogenasa) que puede ser oxidado hasta CO: o salir de la mitocondria como
malato, el cual es convertido a alanina, lactato o aspartato en el citoplasma. Esto incrementa el radio
NADH/NAD vy favorece la produccion de lactato. Las lineas punteadas indican que una actividad enzimatica baja
y las lineas gruesas las enzimas mas activas.

alanina, 2% de la formacion de aspartato y 5% de la formacion de lactato [I02]. De esta forma,
ambos sustratos aportan energia a la célula aproxidamente en la misma proporcion, siendo la
glicolisis y la formacion de alanina, las vias metabolicas mas activas (Figura 36) [102].

Por otro lado, Neermann, et. al. (1996) demostraron que las actividades enzimaticas son las
que realmente condicionan el desempefio del metabolismo, existiendo reacciones limitantes que
corresponden a puntos de regulacion [93]. Asi, la acumulacion de glucosa en el citoplasma es
resultado de un alto consumo y de la incapacidad de metabolizarla a la misma velocidad, pues la
primera enzima de la glicolisis (hexocinasa) presenta una baja actividad, mientras que las enzimas

mas activas corresponden a los pasos finales (lactato deshidrogenasa y piruvato cinasa). Aunado a
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esto, el complejo piruvato deshidrogenasa presenta una actividad casi nula, generando un “sumidero
metabolico” [93] que provoca el acoplamiento ineficiente glicolisis-TCA y la acumulacion de lactato
[4,5,93,102]. Esta ineficiencia se agudiza por que la alta tasa a la que se realiza la glutaminolisis,
provoca que el flujo de a-cetoglutarato a oxaloacetato sea mucho mayor que el flujo de acetil-CoA
hacia a-cetoglutarato; ademas la mayor parte del citrato producido en el ciclo es transferido fuera de
la mitocondria con fines biosintéticos [16,5,93]. En la Tabla 17 se muestran las temperaturas y pH
optimos para enzimas clave del metabolismo energético de mamiferos; considerando que Ila
temperatura disminuye de manera general la actividad enzimatica, entonces ambos sustratos seguirian

siendo oxidados parcialmente, pues la incapacidad de metabolizarlos se agravaria.

Tabla 17. Temperatura y pH optimos para enzimas clave de la glicolisis, TCA, glutaminolisis, via de las
pentosas, sintesis y degradacion de acidos grasos

Enzima pHeptimo ~ Temperatura optima  E.C.
Hexocinasa 74 37,30°C* 2711
Fosfofructocinasa 7 27-28°C* 2.7.1.11
Piruvato cinasa 6.5-7.0* 37°CH 2.7.140
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 8’ 28-32°C% 1.2.112
Lactato deshidrogenasa 74 25°C* 1.1.1.27
Piruvato deshidrogenasa (El) 74-7.6% 30°C* 1.2.4.1
Dihidrolipoamida S-acetiltransferasa (E2) 7.4 37°CY 23112
Dihidrolipoamida deshidrogenasa (E3) 8’ 37°C* 1.8.1.4
Citrato sintasa 8* 30°C° 2331
Isocitrato deshidrogenasa 7.2° 25°C” 1.1.1.42
a-cetoglutarato deshidrogenasa (El) 74 37°C 124.2
Dihidrolipoil succiniltransferasa (E2) 72% 30°C¥ 2.3.1.61
Dihidrolipoil deshidrogenasa (E3) 8° 37°C° 1.8.1.4
Malato deshidrogenasa 7.2-7.8* NRM 1.1.1.37
Enzima malica 74° 30°C° 1.1.1.39
Piruvato carboxilasa 7.6* NRM 6411
Fosfoenolpiruvato carboxicinasa 7.5% 37,25°C* 41132
Alanina aminotransferasa 8.5% 37°C* 2.6.1.2
Aspartato aminotransferasa 8 37°C* 2.6.1
Glutaminasa 7485 37°C 3512
Glutamino sintetasa 7.2% 37°C° 6312
Glutamato deshidrogenasa 8-9* NRM 14.1.3
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 7.2-8.* 37-38°C* 1.1.1.49
Acetil-CoA carboxilasa 7.4-7.65% NRM 6412
Acido graso sintasa 6.8* 25°C* 23185
Triacilglicerol lipasa 7-8.6* 23°C* 3113
Carnitil palmitoil transferasa 748" 30°C* 23121

Los datos se obtuvieron de la base de datos BRaunschweig ENzyme DAtabase (BRENDA) para rata (1), raton (*), humano (¢) y
otros mamiferos (), en ese orden de preferencia NRM=no reportado para mamiferos; EI,E2 y E3: son las enzimas que
conforman parte de los complejos piruvato deshidrogenasa y cetoglutarato deshidrogenasa (orden descendente), (°) dato para
hibridomas Las filas sombreadas corresponden a puntos de regulacion del metabolismo, en negritas se muestran aquellas
enzimas cuya actividad y/o expresion han incrementado en el metabolismo de mamiferos hibernantes [134].
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