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PREFACIO

La ensenanza de los procesos biotecnologicos constituye la
fuerza motriz que impulso la edicion del presente libro. En
particular, disenar un proceso que involucra la produccion de
biofarmacéuticos de naturaleza glicoproteica constituye un
eslabon fundamental en la preparacion de un futuro biotec-
no6logo que aspire a alcanzar a través de su formacion, un rol
activo en la especialidad de los bioterapéuticos innovadores
y biosimilares.

Este libro propone como eje organizador el desarrollo de gli-
coproteinas terapéuticas haciendo especial énfasis en aque-
llas producidas en células animales cuya maquinaria postra-
duccional les confiere particularidades que los presenta como
productos adecuados para su aplicacion en salud humana.

En una concisa descripcion de su contenido, el libro se dia-
gramo con 4 capitulos iniciales que involucran aspectos
introductorios y basicos de la glicobiologia, la biosintesis de
glicanos, la diversidad estructural de las glicoproteinas (GP),
su funcionalidad e importancia en salud humana. Continla
con un capitulo orientado al diseno de proteinas terapéuti-
cas mediante glicoingenieria que otorga un panorama de la
generacion de nuevas entidades biomejoradas. Luego, el pro-
ceso biotecnologico de obtencion de las GP se hace presente
en los siguientes capitulos relacionados con la expresion,
produccion y purificacion a partir de huéspedes mamiferos
(upstream y downstream). La evaluacion de las mismas desde
el punto de vista del analisis de la glicosilacion (métodos
cromatograficos, espectroscopicos y espectrométricos), el
estudio de su potencia bioldgica in vitro e in vivo y la eva-
luacion de su potencialidad inmunogénica conforman un
conjunto de capitulos dedicados a la caracterizacion de las



GP, en los cuales se encuentra informacion de utilidad para
aplicar tanto en la rutina de los procesos de produccion de
tales moléculas como en los procedimientos de investiga-
cion y desarrollo. Los subsiguientes 2 capitulos describen
los métodos analiticos utilizados para el control de calidad
de un producto medicinal basado en GP terapéuticas y los
aspectos regulatorios que se vinculan con la comparabilidad y
biosimilitud de los bioterapéuticos. Finalmente, se incluye un
capitulo que describe a las GP en el contexto de los restantes
tipos de bioterapéuticos existentes en el mercado y un capi-
tulo donde se ejemplifica con un caso de estudio el diseno,
produccion y analisis de la glicosilacion de una nueva Gp de
interés terapéutico derivada del interferon-a2b.

Gran nimero de los temas aqui vertidos forman parte de
3 asignaturas optativas de la curricula de las Carreras de
Biotecnologia y Bioquimica de la Facultad de Bioquimica y
Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Litoral:
«Cultivo de células animales», «Recuperacion y purificacion
de proteinas» y «Bioingenieria de células animales». Por tal
motivo, el presente libro contribuye aportando material de
estudio para comprender y profundizar los contenidos de
dichas asignaturas y permite al estudiante ingresar en el
camino de pensar, idear y reformular bioprocesos y biopro-
ductos con destino farmacéutico.

En definitiva, es interés de los editores contribuir en el terreno
de las incumbencias y formacion de grado del profesional que
surja de tales carreras otorgandoles, ademas, un panorama
que pueda incentivarlos en la especializacion en un campo
tan promisorio, novedoso y de gran actividad como el de los
bioterapéuticos.

Los editores
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1 Glicobiologia

RAQUEL MONTESINO

1.1. INTRODUCCION

La glicobiologia es el campo de la ciencia que comprende el estudio de la
estructura, funcion y biologia de los hidratos de carbono, también llamados
glicanos, carbohidratos o cadenas de azlcares que estan ampliamente dis-
tribuidos en la naturaleza.

El estudio de los carbohidratos tuvo sus inicios en los comienzos del
siglo xx, y fueron considerados principalmente como fuente de energia o
como materiales estructurales, aparentemente carentes de otras actividades
biologicas. Su estudio quedo retrasado si lo comparamos con el avance del
conocimiento de otras macromoléculas durante la revolucion de la biologia
molecular en la década de los setenta. Esto se justifica en parte a la comple-
jidad estructural inherente de los glicanos, la dificultad para determinar sus
secuenciasy el hecho de que su biosintesis no podia predecirse directamente
a partir de una plantilla.

El desarrollo de nuevas tecnologias para estudiar las estructuras y fun-
ciones de los glicanos ha abierto una nueva etapa de la biologia molecular
[lamada «glicobiologia», palabra acunada a finales de la década de 1980 que
reconoce la union de las disciplinas tradicionales quimica de carbohidratos
y la bioquimica. La glicobiologia, que estudia la biologia molecular (sintesis,
regulacion y funcion biologica) de glicoproteinas y glicolipidos, es ahora uno
de los campos de mas rapido crecimiento en las ciencias naturales, con amplia
relevancia para muchas areas de la investigacion basica, la biomedicinay la
biotecnologia. El campo incluye la quimica de los carbohidratos, las enzimas
glicosidasas y glicosiltransferasas que participan en la sintesis y degradacion
de glicanos, el reconocimiento de glicanos por proteinas especificas, los roles
de los glicanos en sistemas biologicos y su analisis o0 manipulacion mediante
diversas técnicas.

Las funciones biologicas de los carbohidratos son particularmente impor-
tantes en las interacciones que se establecen entre células y entre célulasy
la matriz circundante. Los carbohidratos pueden encontrarse unidos covalen-
temente a las células y a las macromoléculas (glicoconjugados: glicoproteinas
y glicolipidos) como unidades independientes (monosacaridos) o formando
cadenas (glicanos) y son indispensables para el desarrollo de un organismo
multicelular complejo. También pueden mediar en las interacciones entre
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organismos como, por ejemplo, entre el huésped y un agente patogeno. La
investigacion cientifica contina mostrando evidencias del papel de los hidra-
tos de carbonos en las funciones celulares y demostrando que su variacion o
carencia esta estrechamente relacionado con el desarrollo de enfermedades.
La mayoria de las proteinas producidas en células eucariontes se modifica
postraduccionalmente durante su paso por el reticulo endoplasmicoy el apa-
rato de Golgi (Figura 1.1). En estos compartimentos ocurren modificaciones de
la cadena polipeptidica que permiten la conformacion tridimensional reque-
rida para una adecuada actividad biologica de la proteina. Una modificacion
postraduccional, esencial para la viabilidad celular, es la union de glicanos
a la cadena polipeptidica. Los oligosacaridos se unen covalentemente a las
proteinas mediante enlace N-glicosidico o enlace O-glicosidico. El primero
ocurre entre la N-acetilglucosamina (GlcNAc) y el grupo amino del residuo
asparagina en la proteina, y el segundo entre N-acetilgalactosamina (GalNAc);
manosa (Man) o galactosa (Gal) y el grupo hidroxilo de serina o treonina.
El contenido de glicanos que forman una macromolécula puede variar signifi-
cativamente de una molécula a otra. En algunos casos los glicanos compren-
den una parte importante del peso molecular del glicoconjugado. Sin embargo,
no solo es importante la talla de los glicanos, la composicion y estructura de
los glicanos enlazados a las macromoléculas generalmente tienen un rol muy
importante en las interacciones célula—-célula, en la transduccion de sefnales

N-glicanos

O-glicanos
Fuc

NeuAc
Gal
Man

GalNAc

BOOORS

GIcNAC

FIGURA 1.1. MODIFICACION CO/POSTRADUCCIONAL DE LA CADENA AMINOACIDICA
POR LA INCORPORACION DE GLICANOS AL GRUPO AMINO DEL RESIDUO ASPARAGINA
(N=GLICOSILACION) O AL GRUPO HIDROXILO DE LOS RESIDUOS SERINA O TREONINA
(0O-GLICOSILACION). LA REPRESENTACION DE LAS ESTRUCTURAS SE REALIZO SEGUN
HARVEY (2011)



y en el tiempo de vida media de la molécula. Siendo un proceso eminente-
mente enzimatico las caracteristicas estructurales y de composicion de los
glicoconjugados se define como un proceso célula-especifico y su sintesis
es muy sensible a cambios tanto genéticos como epigenéticos.

1.2. MONOSACARIDOS QUE COMPONEN LOS GLICANOS

Los estudios previos revelan que los monosacaridos que mas cominmente
forman parte de los glicanos son: D-galactosa, N-acetil-D-glucosamina, N-
acetil-D-galactosamina, Fucosa, acido sialico, D-xylosa y D-glucosa (Tabla 1.1).

TABLA 1.1. MONOSACARIDOS PRESENTES EN GLICOCONJUGADOS
SINTETIZADOS EN CELULAS DE ORGANISMOS SUPERIORES

Tipo Monosacarido Abreviatura

Pentosas D-xylosa Xyl

Hexosas D-glucosa Glc
D-galactosa Gal

Hexosaminas N-acetil-D-glucosamina GlcNAC

N-acetil-D-galactosamina GalNAc

Deoxihexosa -fucosa Fuc

Monosacaridos con acido N-acetilneuroaminico | Neu5Ac
9 atomos de carbono

acido N-glicolilneuroaminico | Neu5Gc

Los monosacaridos que forman las glicoproteinas no se encuentran como
polimeros lineales, por el contrario, cada monosacarido puede generar teo-
ricamente un enlace o o B con otro monosacarido. Por lo tanto, tres mono-
sacaridos diferentes tedricamente podrian producir miles de trisacaridos
nicos. Esta complejidad estructural aumenta a medida que aumenta el
nimero de unidades de monosacaridos en el glicano. Afortunadamente,
las macromoléculas bioldgicas, hasta hoy estudiadas, tienen relativamente
pocas unidades de monosacaridos (Tabla 1.1), y su union ocurre a través de
un namero limitado de enlaces, lo que ha posibilitado en cierta medida el
estudio estructural de los glicoconjugados.
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1.3. GLICOCONJUGADOS: PROTEOGLICANOS,
GLICOLIPIDOS Y GLICOPROTEINAS

1.3.1. Proteoglicanos

Los proteoglicanos son glicoconjugados que se forman por un nicleo pro-
teico unido covalentemente a un tipo especial de polisacaridos denomina-
dos glicosaminoglicanos (GAG). Especificamente la union ocurre entre el
grupo hidroxilo de un residuo de serina y la xylosa del extremo reductor
del polisacarido. Los glicosaminoglicanos son largos polimeros lineales de
carbohidratos cargados negativamente, debido a la presencia de grupos
sulfato y de grupos de acido uroénico. Los proteoglicanos son componente
fundamental de la matriz extracelular de las células animales y actian como
moduladores de senales en los procesos de comunicacion de las células
con su entorno. Muchas enfermedades hereditarias, como el sindrome de
Simpson-Golabi-Behmel y el sindrome de Ehlers-Danlos estan asociadas a
errores en la biosintesis de proteoglicanos o de GAG.

1.3.2. Glicolipidos

La familia de los glicoconjugados también incluye los glicolipidos. Los glicolipi-
dos forman parte de las membranas celulares, y estan compuestos por glicanos
que se unen al grupo hidroxilo terminal primario del componente lipidico de la
ceramida. En las células animales, los glicolipidos provienen de la esfingosina que
posee el grupo amino esterificado con un acido graso pero el sustituyente del
alcohol primario de la esfingosina contiene una o varias unidades de azlcares.
El glicolipido mas simple es el cerebrosido, en el que el azlcar enlazado es una
galactosa o una glucosa (Figura 1.2). Hay glicolipidos muy complejos como los
gangliosidos que tienen una cadena ramificada de hasta siete monosacaridos.
Los glicolipidos pueden ser neutros o anionicos. Por ejemplo, el gangliosido es
un glicolipido anidnico que contiene uno o mas residuos de acido sialico.

o HNWW
T

HO
o] x
i X \)YW\/\/\/\/\/\/

glucosa p1

FIGURA 1.2. CEREBROSIDO, GLICOLIPIDO MAS PEQUENO FORMADO POR CERAMIDA Y
UNA GLUCOSA ENLAZADA AL GRUPO HIDROXILO TERMINAL DE LA ESFINGOSINA
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1.3.3. Glicoproteinas

Las glicoproteinas son glicoconjugados resultantes del enlace covalente de
una o varias cadenas de glicanos a un polipéptido. Este enlace puede ser
de tipo N- (N-enlazado) o de tipo-0 (0O-enlazado). El glicano N-enlazado se
refiere a una cadena de carbohidrato unida covalentemente a un residuo de
asparagina, que forma parte del tripéptido Asn-X-Ser/Thr, en una cadena
polipeptidica, llamado sitio potencial de N-glicosilacion.

Tipo-Oligomanésido Tipo-Complejo

Biantenario

Tipo-Hibrido

Triantenario
N-acetilglucosamina

Fucosa
Manosa
NeuAc
Gal

O*Ooon

Tetrantenario

FIGURA 1.3. POSIBLES ESTRUCTURAS DE GLICANOS N—ENLAZADOS A LA CADENA POLI-
PEPTIDICA LA INCORPORACION DE GLICANOS COMIENZA EN EL RETICULO ENDOPLAS-
MICO Y CONTINUA HASTA GOLGI. ESTAS ESTRUCTURAS SON PREVALENTES EN CELULAS
DE MAMIFEROS, OTROS MONOSACARIDOS PUEDEN ESTAR PRESENTES EN GLICO-
PROTEINAS DE PLANTAS E INSECTOS

Los N-glicanos, ademas comparten una region comin (nicleo) compuesta de
cinco monosacaridos, dos N-acetilglucosaminas y tres manosas. Segin la com-
posicion del resto de la cadena, los N-glicanos se clasifican en: tipo oligoma-
nosidico, tipo complejo o hibrido. Otro aspecto que distingue esta modificacion
co—postraduccional es que la sintesis de la cadena polipeptidicay de la cadena
de carbohidratos (oligosacarido precursor) ocurren de forma simultanea, pero
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independiente. Una vez sintetizado el oligosacarido de 14 monosacaridos
(Glc3aMan9GlcNAc2) es transferido al sitio potencial de N-glicosilacion mediante
la enzima oligosacariltransferasa. El oligosacarido luego de enlazado a la Asn es
modificado por enzimas exoglicosidasas y glicosiltransferasas, ubicadas en los
compartimentos intracelulares reticulo endoplasmico y aparato de golgi, hasta
alcanzar la composicion final que tendra en la proteina biologicamente activa
(Figura 1.3). Segiin la composicion de la cadena de glicanos esta se denotara
como del tipo oligomanosidica o compleja. En el primer caso solo se extendera
la cadena con manosas, sin embargo, en el tipo complejo pueden conformar
la cadena de glicanos hexosaminas, hexosas y deoxihexosas.
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FIGURA 1.4. DIVERSIDAD ESTRUCTURAL Y DE COMPOSICION DE MONOSACARIDOS
DEPENDIENTES DE LAS CELULAS DONDE SE EXPRESEN LAS GLICOPROTEINAS

Animales

=

Ademas, pueden ocurrir diferentes ramificaciones de la cadena enlazada en
un mismo sitio de glicosilacion. Las ramificaciones se denotan en la literatura
como glicanos di- tri- y tetra—antenados. La prevalencia de un tipo u otro
de ramificacion depende en gran medida de las células donde se expresen
las glicoproteinas, pero también influye la posicion del sitio de glicosilacion
(sequon) en la secuencia aminoacidica. Como estos eventos ocurren cuando
la proteina ya se ha sintetizado completamente y ha adquirido una conforma-
cion espacial, pueden ocurririmpedimentos estéricos que limiten la extension
de la cadena y por tanto la adicion de monosacaridos. Otro evento que se
describe para algunas células es la presencia de exoglicosidasas que provo-
can un acortamiento de la cadena luego de su sintesis. Este es el caso de las
estructuras paucimanosidicas reportadas en células de plantas (Triguero et al.,
2005). Ademas, las glicoproteinas de plantas aisladas desde fuentes naturales
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u obtenidas de forma artificial en cultivos celulares presentan Xylp1,2 y Fuca1,3
enlazados a los glicanos de tipo complejos (Strasser, 2014) (Figura 1.4). Estos
monosacaridos no estan presentes en células de mamiferos por lo que limita
el uso de los cultivos celulares de plantas para la expresion recombinante de
proteinas para uso en humanos. Las células de plantas no son las (nicas que
presentan un patron de glicosilacion diferente a las glicoproteinas expresa-
das en células humanas. En este caso se ha documentado que las células de
insectos también incorporan a sus cadenas de hidratos de carbonos Fuca1,3,
resultando potencialmente inmunogénicas en humanos. Luego, la utilizacion de
células de insectos para la produccion de proteinas con fines terapéuticos en
humanos se ha condicionado a la «humanizacion» del patron de glicosilacion
de estas células, efecto que se logra mediante la expresion de glicosiltransfe-
rasas que definen un patron de glicosilacion semejante al que se obtiene en
células humanas (Harrison & Jarvis, 2006; Tomiya, Betenbaugh, & Lee, 2003).

Otra forma de modificacion postraduccional que ocurre de forma muy fre-
cuente en proteinas expresadas en células eucariontes es la O-glicosilacion
(D'Onofrio et al., 1988; Hart, Haltiwanger, Holt, & Kelly, 1989; Starr & Hanover,
1990). Esta modificacion postraduccional, ocurre en el aparato del Golgi, por
la adicion secuencial de monosacaridos al polipéptido a través de un enlace
covalente con el grupo hidroxilo de residuos de serinas o treoninas.

En mamiferos la sintesis de las cadenas comienza con el enlace de un resi-
duo de GalNAc y es extendido por la adicion de otros monosacaridos. El gli-
cano O-enlazado resultante puede contener N-acetilgalactosamina (GalNAc),
Gal, GlcNAc, Fuc y acido sialico (NeusAc). A diferencia de la N-glicosilacion,
los O-glicanos no tienen un nicleo o motivo conservado (Figura 1.5). Se ha
documentado ademas la sintesis de otros tipos de O—glicanos: O—-fucosay O-
manosa que son anadidos en el reticulo endoplasmico a residuos de cisteinas.

Repeticiones
Core 1 Core 2 Core 3 Core &4 de latosaminas

CZ C2GnT2
C2GnT1
Ser/Thr e Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr 1GnT
C2GnT3
> Gal B GlcNAc [ GalNAc

FIGURA 1.5. POSIBLES ESTRUCTURAS DE GLICANOS O—ENLAZADOS A GLICOPROTEINAS
SINTETIZADAS EN CELULAS DE MAMIFEROS. LA EXTENSION DE LAS CADENAS PUEDE
INCLUIR LA ADICION DE Fuc y NeuAc. C2GnT: CORE 2 GLICOSILTRANSFERASA; |GNnT:
LACTOSAMINA—=GLICOSILTRANSFERASA
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Actualmente existen estudios que describen que la O-glicosilacion media
las funciones moduladoras de muchas proteinas. Especificamente se conoce
que la migracion de las células del sistema inmune durante los procesos
inflamatorios ocurre a través de la interaccion de motivos glicosidicos, de
proteinas de membrana de los linfocitos y proteinas tipo lectinas que se
encuentran en las membranas del endotelio vascular (Schnaar, 2016). Ademas
los O-glicanos presentes en las mucinas, glicoproteinas secretadas por las
células caliciformes e importante componente del mucus del tracto intestinal,
juegan un rol muy importante en mantener la homeostasis entre la microbiota
residente y las células del sistema inmune en el intestino (Bergstrom & Xia,
2013). Especificamente la O-fucosilacion juega un papel muy importante en la
modulacion de la interaccion proteina-proteinay la consecuente transduccion
de sefales al interior de las células (Luther & Haltiwanger, 2009).

1.4. ESTUDIO DE LA COMPOSICION Y ESTRUCTURA
DE LAS CADENAS DE HIDRATOS DE CARBONO

Las estructuras glicosidicas que componen los glicoconjugados son muy
heterogéneasy su composiciony estructura pueden variar en la misma molé-
cula, pues su sintesis no sigue un molde. Sin embargo, se conoce que existe
cierta regularidad dependiendo de la célula donde ocurre la sintesis de las
cadenas de glicanos (Raju, Briggs, Borge & Jones, 2000). La regularidad esta
determinada por los monosacaridos presentes y los tipos de enlaces entre
estos. Por ejemplo, el disacarido GalB1-4GlcNAcB1—-(N-acetil-lactosamina o
LacNAc) se observa con mayor frecuencia en las glicoproteinas sintetizadas
en células animales, que el disacarido GalNAcB1-4GlcNAcB1- (LacdiNAc).
De la misma forma se ha documentado que las LacNAc terminales pueden
modificarse por fucosilacion y pueden presentar acidos sialicos enlazados.
Asi mismo se conoce que la presencia de Xylp1,2 y Fuca1,3 es frecuente en
proteinas expresadas en células de plantas, no asi en células de mamiferos.
Lo anterior ha impulsado el desarrollo e implementacion de métodos anali-
ticos ortogonales que permitan el analisis de la composicion, secuencia y
estructura de los glicanos.

El desarrollo de las metodologias analiticas para el estudio de las cade-
nas de azlcares se ha caracterizado por un aumento en la sensibilidad y
precision en los analisis, sin embargo, se ha demostrado que en muchos
casos es necesaria la combinacion de técnicas ortogonales para la caracte-
rizacion estructural de estas biomoléculas (Figura 1.6). Las estrategias son
disimiles y dependen del nivel de caracterizacion que se desee obtener.
Algunos laboratorios utilizan el glicoconjugado intacto para el analisis del
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glicano y en otros laboratorios se realiza el estudio posterior a la separacion
de las cadenas de glicanos mediante métodos enzimaticos o quimicos. Sin
embargo, cualquiera sea la estrategia a seguir es crucial realizar el estudio
a partir del glicoconjugado puro.

La metodologia esta determinada en muchos casos por la experiencia pre-
via del laboratorio y la complejidad de los glicanos que se quieran estudiar.
Por ejemplo, si la glicoproteina es producida artificialmente o aislada desde
fuentes naturales por células de levaduras, se esperaria encontrar glicanos
de tipo oligomanosidicos. El estudio de estos glicanos pudiera resultar mas
simple, por la presencia solamente de manosas enlazadas, sin embargo, se
necesitan técnicas analiticas que permitan definir la presencia de sulfatos
o fosfatos modificando las cadenas de azlcares (Bones et al., 2011; Hirose,
Kameyama & Ohi, 2002). En general los procedimientos incluyen:

+ Incubacion con lectinas conjugadas, especificas a monosacaridos y enlaces
que se establecen entre estos (western blot, a partir de la glicoproteina).

+ Liberacion enzimatica y/o quimica de N-glicanos.

« Derivatizacion con fluordforos: 1) perfil de glicosilacion, 2) cuantificacion
de monosacaridos.

+ Separacion en cromatografia liquida: de fase normal Amida-80, de inter-
cambio idnico y de fase reversa para analisis de monosacaridos.

+ Reaccion con exoglicosidasas especificas. Reacciones que permiten el
analisis estructural de los glicanos.

« Analisis por Espectrometria de Masas (ESI-MS, MALDI-MS, lon mobility).

Las herramientas para el analisis de las cadenas de carbohidratos que forman
parte de los glicoconjugados cada dia se perfeccionan con el objetivo de
incrementar la sensibilidad, la resolucion y la reproducibilidad en los analisis.
Actualmente se comercializan enzimas obtenidas de forma recombinante
para la liberacion de los glicanos (glicosiladas o amidasas, https://www.neb.
com/products/) que permiten mayor eficiencia de corte en menor tiempo
(Su, Wang, Wang, & Qi, 2005). Se disefian matrices cromatograficas que logran
mayor resolucion en menor tiempo de corrida (https://www.ludger.com/docs/
products) y a la vez se comercializan sistemas de HPLC y UPLC que permiten
trabajar a mayores flujos acortando los tiempos de corrida, y mostrando igual
0 mayor resolucion de las especies presentes en la mezcla. La espectrometria
de masas también ha sido una herramienta muy importante en el estudio de
los glicanos. Existen estudios que demuestran la importancia de seleccionar
adecuadamente el tipo de ionizacion dependiendo de la carga y pureza de
los glicanos, para lograr la mayor informacion estructural (Harvey, 2005a,
2005b, 2005¢; Harvey et al., 2013).

La Figura 1.6 muestra una estrategia general que podria ser utilizada tanto
para el estudio de oligosacaridos de tipo oligomanosidicos, complejos o
hibridos. Sin embargo, su adecuacion dependera de las caracteristicas de
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Estrategia para el estudio de N-glicanos
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los oligosacaridos que se deseen analizar. Por ejemplo, para el analisis de
oligosacaridos que posean Fuca1,3, en el nicleo del glicano, no es posible
utilizar la enzima Péptido-N-Glicosidasa F (PNGasaF), en este caso se utiliza
la enzima amidasa PNGasaA luego de digestion con peptidasas, para lograr
mayor eficiencia en la liberacion de las cadenas de oligosacaridos. Ademas,
se describe en la literatura el uso de otros fluoroforos, como por ejemplo
el acido 2-aminobenzoico (2AA), 2-aminopiridina (2AP), y el acido 4-ami-
nobenzoico (4ABA), todos con buena resolucion en cromatografia liquida y
alta sensibilidad (Higel, Demelbauer, Seidl, Friess, & Sorgel, 2013; Montesino
et al., 2008; Ruhaak et al., 2010).

1.5. GLICOCON)JUGADOS DE INTERES BIOFARMACEUTICO

En la actualidad muchos farmacos para uso en humanos se obtienen por via
recombinante a partir de cultivos de células in vitro. La produccion de estas
moléculas se realiza siguiendo normas internacionales de buenas practicas
de manufactura, para obtener un producto con caracteristicas fisicoquimicasy
actividad biologica similar de lote a lote de produccion. Una de las exigencias
que establece la liberacion de los lotes de produccion de los biofarmacos
es la identidad del patron o perfil de glicosilacion de los farmacos glicosi-
lados (Montesino et al., 2012; Zhang, Luo, & Zhang, 2016). Los laboratorios
encargados de realizar los analisis de control de calidad deben establecery
validar las técnicas analiticas utilizadas para poder informar la identidad o
variabilidad de los productos (P. Zhang et al., 2016).

Estos analisis tienen relevante importancia cuando los sistemas artificiales
de cultivo de células, para la produccion de biofarmacos, incorporan en sus
glicanos monosacaridos y/o motivos glicosidicos no presentes en células
humanas. En estos casos el incremento no deseado de estos motivos glicosi-
dicos podria causar una respuesta inmune no deseada en los pacientes, por
tanto, se exige un analisis riguroso basado en métodos de alta sensibilidad
y confiabilidad.

Por otra parte, se conoce el impacto de la variacion de la glicosilacion
durante el desarrollo de los procesos neoplasicos. Actualmente se considera
que cambios en la glicosilacion de las células neoplasicas esta directamente
relacionado por la progresion de la enfermedad, a través del crecimiento y
sobrevida de las células tumorales, de la inmunomodulacion inducida por el
tumory la metastasis (Stowell, Ju, & Cummings, 2015). Con estos antecedentes
se refuerza la importancia del desarrollo de sistemas analiticos altamente
sensibles y especificos para el estudio de los glicanos asociados a procesos
neoplasicos, como potenciales marcadores tumorales.
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1.6. HUMANIZACION DE LA GLICOSILACION

La necesidad de incrementar la produccion de moléculas para uso terapéu-
tico convoco a los cientificos a modificar los sistemas de expresion, de altos
rendimientos de proteinas heterologas, para que fueran capaces de producir
proteinas estructuralmente similares a las proteinas producidas por células
de mamiferos. Para ello modificaron la via de secrecion de estos hospede-
ros (glicoingenieria), expresando o sobreexpresando glicosiltransferasas,
teniendo como antecedentes la relacion directa entre estructura-funcion de
los glicanos enlazados a las macromoléculas.

La variabilidad estructural de los glicanos esta determinada por la accion
de glicosiltransferasas y glicosidasas, localizadas en las membranas del
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, que participan en la biosintesis
de los glicanos. Este conocimiento se ha utilizado en la modificacion de la
glicosilacion final de las glicoproteinas, a través de la manipulacion genética
de los genes que codifican para las enzimas en las células que constituyen
sistemas de expresion de alto rendimiento de proteinas heterologas. Sin
embargo, se ha demostrado que cambios epigenéticos también modifican el
perfil de glicanos enlazados a los glicoconjugados (Gawlitzek, Estacio, Furch,
& Kiss, 2009; Nam, Zhang, Ermonval, Linhardt, & Sharfstein, 2008). Esta infor-
macion, aparentemente desventajosa, pues incrementa la heterogeneidad de
los glicoconjugados, se ha utilizado para la modulacion de la glicosilacion,
y paradodjicamente alcanzar mayor homogeneidad y calidad en los procesos
productivos artificiales de glicoproteinas.

La levadura P. pastoris, con altos niveles de rendimientos productivos, mos-
traba un patron de glicosilacion de tipo oligomanosidico lo que dificultaba su
uso para la expresion de farmacos de uso en humano, principalmente aso-
ciado a la posible inmunogenicidad y el tiempo de aclaramiento del farmaco
en la circulacion (Montesino, Garcia, Quintero, & Cremata, 1998). Para lograr
la expresion de proteinas con un patron de glicosilacion similar al humano,
y garantizar la estructura y funcion adecuada se realizaron modificaciones
de la via de secrecion mediante la adicion de glicosiltransferasas (Jacobs,
Geysens, Vervecken, Contreras, & Callewaert, 2009; Li et al., 2006). Con este
objetivo se modifico genéticamente la levadura P. pastoris, para la produc-
cion de inmunoglobulinas con un patron de glicosilacion «humanizado», lo
que convierte a la levadura en una plataforma relevante para la fabricacion
de anticuerpos.

Actualmente hay lineas celulares de plantas y de insectos que también
estan modificadas genéticamente y que potencialmente podrian ser utili-
zadas para la produccion de biofarmacos. Las plantas como bioreactores se
desarrollaron por tener menores costos asociados al proceso de expresion
de las biomoléculas, sin embargo, la glicosilacion caracteristica de las células
de plantas contiene glicanos truncados (pausimanosidicos) y monosacaridos
no presentes en células de mamiferos (ver Figura 1.4). Entre las estrategias
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desarrolladas para disminuir la poblacion de oligosacaridos complejos que
contienen B1-2Xyl y a1-3Fuc enlazados se reporta la adicion, a la secuencia
génica de interés, de secuencias de anclaje al reticulo endoplasmico KDEL,
(Lys-Asp-Glu-Leu). Con esta modificacion las proteinas presentan patrones
de glicosilacion mayormente oligomanosidico, disminuyendo la posibilidad
de generar respuesta inmune ocasionada por motivos glicosidicos no sinte-
tizados en células humanas (Triguero et al., 2011). Los esfuerzos para obtener
una plataforma de produccion de biofarmacos recombinantes basado en
plantas transgénicas ha conducido a la mutacion de los genes involucra-
dos en la sintesis de estructuras paucimanosidicas y la expresion de otros
genes que participan en la obtencion de estructuras complejas biantenarias
multisialiladas (Chen, 2016). Es importante considerar al momento de hacer
glicoingenieria el papel que juegan los monosacaridos y las estructuras deri-
vadas de estos, en la potencia, inocuidad, estabilidad y actividad biologica de
los biofarmacos, pues no siempre la sobreexpresion de glicosiltransferasas
conduce al incremento de la actividad biolégica de los farmacos.
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2 Glicosilacion de proteinas. Biosintesis

CAROLINA ATTALLAH Y MARIA CELESTE RODRIGUEZ

2.1. INTRODUCCION

En este capitulo abordaremos la biosintesis de glicoproteinas, en particular,
de uso terapéutico. Nos centraremos en la expresion de estas moléculas a
partir de células eucariotas, ya que las mismas permiten obtener proteinas
cuya glicosilacion semeja a la de las proteinas humanas.

La glicosilacion es una de las modificaciones postraduccionales mas estu-
diadas. Resulta muy importante conocer sus mecanismos debido a su influen-
cia en la solubilidad, hidrofilicidad y carga neta negativa de las glicoproteinas,
reduciendo las interacciones intermoleculares inespecificas en espacios
extracelulares y protegiéndolas contra la protedlisis (Imperiali & O'Connor,
1999; Breitling & Aebi, 2013; Garcia—Fruitos, 2014).

2.2. DIVERSIDAD DE GLICOPROTEINAS

Los glicanos que conforman las glicoproteinas constituyen en si mismos
mecanismos de diversidad para este tipo de moléculas. Ademas de las dis-
tintas combinaciones de monosacaridos, podemos mencionar el tipo de
union entre estas unidades estructurales. Es asi que se definen dos posibles
estereoisomeros para el carbono anomérico de un azicar (o o B), y se puede
establecer lo propio para cada uno de los aziicares que conforman la mencio-
nada porcion glucidica. Incluso, estos aziicares pueden sufrir modificaciones
como sulfatacion o acetilacion.

Por otro lado, el tipo de union de los glicanos a la porcion peptidica de las
glicoproteinas constituye otro mecanismo de diversidad. De este modo, se
definen N-u O-glicanos, dependiendo del atomo por medio del cual se unen
a la porcion peptidica. La N-glicosilacion consiste en la union de la cadena de
oligosacaridos al atomo de nitrogeno (N) de una asparagina (Asn), mientras
que la O-glicosilacion consiste en la union de la porcion glucidica al oxigeno
(0) de una serina (Ser) o treonina (Thr).

Los O-glicanos en general son cortos, a menudo contienen entre unoy cuatro
residuos de carbohidrato. En cambio, los N-glicanos siempre contienen manosa
(Man) y N-acetilglucosamina (GlcNAc), y suelen estar muy ramificados pudiendo
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presentar un residuo de acido sialico de carga negativa al final de cada una de
estas ramificaciones. Las diferencias estructurales entre los N- y O-glicanos
dependen, en gran medida, del proceso de sintesis de cada uno de ellos. Los O-
glicanos se anaden de a uno por vez a través de glicosiltransferasas diferentes.
Mientras que la biosintesis de los N-glicanos comienza con la adicion de un
oligosacarido preformado de 14 residuos, y la eliminacion y adicion posterior
de otros residuos, de a uno por vez, en un orden definido y con la participacion
de una enzima diferente en cada paso (Springer & Gagneux, 2013).

2.3. ORGANIZACION CELULAR DE LA GLICOSILACION

Las proteinas de uso terapéutico producidas por células eucariotas son pro-
teinas de secrecion. Por lo tanto, son incorporadas de manera cotraduccional
al reticulo endoplasmatico (RE), y viajan a través del aparato de Golgi y las
vesiculas secretorias hasta llegar al exterior de la célula.

La maquinaria de secrecion que involucra la glicosilacion no esta localizada
en una organela especifica dentro de la célula. Involucra principalmente al
aparato de Golgi, pero también otras organelas y compartimientos intrace-
lulares, tales como el nicleo (en la biosintesis de acido sialico), RE (pasos
iniciales de la N-glicosilacion), lisosomas (recirculacion de monosacaridos)
y citoplasma (biosintesis de precursores).

2.3.1. Traslocacion al RE

La sintesis de las proteinas de secrecion comienza en los ribosomas libres,
localizados en el citosol. Luego de la expresion de un péptido senal de loca-
lizacion en el RE, de 16 a 30 residuos, la proteina de reconocimiento de senal
(srp, de su sigla en inglés signal recognition particle) interacciona con el
complejo ARN-ribosoma—proteina, interrumpiendo la traduccion. De este
modo, todo el complejo es dirigido hacia el RE. La SRP interacciona con su
receptor, presente en la membrana del RE, desencadenando la translocacion
de la proteina naciente al interior del sistema de endomembranas a través
de un conjunto de proteinas denominado translocon. Una vez en el lumen
del RE, el péptido senal es clivado por la peptidasa senal presente en dicho
compartimiento y la sintesis de la proteina continlia su curso hacia el interior
del sistema de endomembranas (Siegel, 1995; Nilsson et al., 2015) (Figura 2.1).

Ya en el RE, los polipéptidos recién sintetizados comienzan su maduracion
a través de diferentes modificaciones postraduccionales que tienen lugar a
lo largo de la via secretoria. En particular, nos focalizaremos en la adicion y
procesamiento de carbohidratos. Algunas reacciones de glicosilacion se pro-
ducen en el lumen del RE, otras en las cisternas del cis—, medial- o trans-Golgi.
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FIGURA 2.1. TRASLOCACION AL RE DE LA CADENA NACIENTE DE UNA PROTEINA DE
SECRECION. LA SPR INTERACCIONA CON EL PEPTIDO SENAL, CUANDO ESTE EMERGE
DEL RIBOSOMA (1); EL COMPLEJO SPR-PROTEINA NACIENTE Y RIBOSOMA, INTERAC-
CIONA CON EL RECEPTOR DE SPR EN LA MEMBRANA DEL RE (2), LO QUE PROVOCA
LA APERTURA DEL TRASLOCON. ASi, LA SPR SE LIBERA Y SE REANUDA LA SiNTE-
SIS DE LA PROTEINA Y A MEDIDA QUE SE VA SINTETIZANDO INGRESA AL LUMEN
(3). FINALMENTE, LA PROTEINA NACIENTE INGRESA AL LUMEN, EL RIBOSOMA

SE LIBERA Y SE CIERRA EL TRASLOCON (4)

2.3.2. Precursores para la sintesis de oligosacaridos

Los monosacaridos que conformaran las glicoproteinas llegan al citosol de la
célula mediante diferentes mecanismos. Pueden ingresar mediante transpor-
tadores especificos en forma dependiente o independiente de energia (por
difusion facilitada), o ser rescatados de las vias de degradacion dentro de la
misma célula. Esta via de salvataje de hexosas contempla la degradacion, que
tiene lugar en los lisosomas a pH bajo, y el rescate de los monosacaridos que
son llevados fuera de los lisosomas a través de transportadores especificos.

Una vez en el citosol de la célula, los monosacaridos deben ser activados
para su empleo en la biosintesis de glicoproteinas. Dicha activacion consiste
en la conversion a nucledtidos—hexosa, lo cual ocurre principalmente en el
citosol, a excepcion de la sintesis de cMP-NeusAc (acido N-acetilneurami-
nico—citidil monofosfato), que se lleva a cabo en el niicleo. Para el proceso
de activacion de los monosacaridos se requieren nucleosidos trifosfato
y una hexosa con un fosfato en el carbono anomeérico. En la Tabla 21 se
muestran los azlcares, y los correspondientes nucleotidos, que conforman
las formas activadas que participan en la glicosilacion de las proteinas en
células animales.
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TABLA 2.1. HEXOSAS Y NUCLEOTIDOS DE LAS FORMAS ACTIVADAS QUE PARTICIPAN
EN LA GLICOSILACION DE LA MAYORIA DE LAS GLICOPROTEINAS DE ORIGEN ANIMAL

Hexosa Nucleétido
Glucosa (Glc) ubP
Galactosa (Gal) uDP
Manosa (Man) GDP
Fucosa (Fuc) GDP
N-acetilglucosamina (GlcNAC) uDP
N-acetilgalactosamina (GalNAc) | uDP
Xilosa (Xyl) UDP
Acido sialico (Neu5Ac o Neu5Gc) | cmp

Luego de ser activados, los nucledtidos—hexosa deben ingresar a la via secre-
toria. Para llevar a cabo esta tarea, existen antiportadores independientes
de energia que liberan los nucledtidos—-hexosa dentro del lumen del RE
o del aparato de Golgi, a cambio de la salida simultanea de nucledsidos
monofosfatos. La mayoria de estos antiportadores se han encontrado en
el Golgi, aunque algunos fueron identificados en el RE. Esta localizacion se
corresponde con las glicosiltransferasas necesarias para su incorporacion en
las cadenas de oligosacaridos en formacion. Es asi que la presencia de los
nucleotidos—-hexosa en el Golgi resulta uno de los mecanismos de regulacion
de la glicosilacion (Neufeld & Ginsburg, 1965).

2.4. N-GLICOSILACION
2.41. Membrana del RE

En las células eucariotas la biosintesis de los N-glicanos comienza a partir
de la formacion de oligosacaridos unidos a lipido (LLO, de su sigla en inglés
lipid-linked oligosaccharides). A través de la generacion del LLo, la célula
logra un proceso muy eficiente en el que se incrementa la concentracion
local de los sustratos necesarios para las enzimas involucradas. El dolicol
es un lipido presente en la membrana del RE que actlla como trasportador
de los oligosacaridos. Es un polimero de unidades de isopreno, cuyo niimero
varia dependiendo del organismo. En particular, en células de mamiferos se
han reportado de 18 a 21 unidades (Rip et al., 1985). La unidad de isopreno-a

30



saturada es fosforilada generando dolicol fosfato (Dol-P). El Dol-P puede ser
generado de novo por la via biosintética o por desfosforilacion del Dol-PP,
liberado en la reaccion de N-glicosilacion catalizada por una oligosacaril-
transferasa (0sT) (ver mas adelante). Esta Gltima es la encargada de transferir
el oligosacarido preformado al sustrato proteico.

Todas las enzimas biosintéticas involucradas en la formacion del LLO se
encuentran unidas o asociadas a la membrana del RE, e incluso algunas de
ellas estan organizadas en complejos para optimizar las reacciones que cata-
lizan. ELl LLO esta compuesto principalmente por tres tipos de monosacaridos:
2 unidades de GlcNAc, 9 de Man y 3 de Glc (Figura 2.2).

De esta manera, la sintesis del LLO se produce tras la adicion de residuos
de azlcares, lo que ocurre inicialmente en el citoplasma y luego continda en
el lumen del RE (Figura 2.3). Para la sintesis de UDP-Glc se necesita la forma-
cion de Glc-6-P como precursor, que luego es convertida a Glc—1-P (Daran
et al., 1995). Mientras que para la biosintesis de GbP-Man y uDP-GlcNAC se
emplea fructosa—6-P como precursor, la cual se genera a partir de Glc-6-P
por isomerizacion enzimatica (Dickinson, 1991).

La biosintesis del LLO es llevada a cabo por una serie de glicosiltrans-
ferasas codificadas por genes ALG (del inglés, asparagine-linked glycosy-
lation). Se inicia en la cara citoplasmatica de la membrana del RE a través
de la N-acetilglucosamina—fosfato transferasa codificada por el gen ALG7,
que cataliza la adicion de GlcNAc-P al Dol-P, a partir del nucléotido-hexosa
UDP-GIcNAc, generando Dol-PP-GlcNAc. El segundo residuo de GlcNAc se

D Glc
O Man

B Glenac

FIGURA 2.2. ESTRUCTURA DEL OLIGOSACARIDO PREFORMADO (LLO) UNIDO A LiPIDO
EN LA MEMBRANA DEL ER
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adiciona al Dol-PP-GlcNAc por la accion de un complejo proteico codificado
por ALG13 y ALG14 (Bickel et al., 2005)Luego, continda la elongacion del LLO
con la adicion de cinco residuos de Man, en forma consecutiva, empleando
GDP-Man como sustrato. La B—1,4 manosiltransferasa (codificada por ALG1)
agrega la primer Man al Dol-PP-GlcNAc,. La Alg2p adiciona dos residuos mas
de Man, primero la 0-1,3 y luego la a—1,6 Man, generando dos ramificaciones
(Kampf et al., 2009). La Alg11p agrega los otros dos residuos de Man unidos
de forma o—1,2 a la ramificacion a (Figura 2.2). Estas tres manosiltransferasas,
orientadas hacia el citoplasma, también pueden formar un complejo proteico
(Gao, Nishikawa & Dean, 2004,).

El Dol-PP-GlcNAc,Man, es el producto final de la biosintesis que ocurre
hacia el citosol, ya que posteriormente el complejo es translocado al lumen
del RE. Existen controversias sobre la participacion de Rft1p en dicha translo-
cacion (Helenius et al., 2002; Rush et al., 2009). Una vez en el lumen del ER,
se adicionan cuatro residuos mas de Man vy tres residuos de Glc a partir de
Dol-pP-Man y Dol-P-Glc, respectivamente. Estos (ltimos se generan a partir

uDpP-m
Pt

O Glc
OMan

Il GIcNAc

FIGURA 2.3. BIOSINTESIS DEL LLO CATALIZADA POR UNA SERIE DE GLICOSILTRANSFE-
RASAS CODIFICADAS POR GENES ALG
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de Dol-P, y DP—-Man o ubP-Glc, segiin corresponda, en la cara citoplasma-
tica de la membrana del RE (Figura 2.3). En mamiferos, la Dol-pP-Man sintasa,
constituida por bPM1, DPM2 y DPM3, es la enzima encargada de la sintesis
del Dol-P-Man (Maeda et al., 2000). El Dol-P-Glc se genera a través de la
sintasa codificada por el gen ALG5 a partir de ubpP-Glc (Heesen et al., 1994).
Estos sustratos, Dol-P-Glc y Dol-P-Man, son translocados desde la cara
citoplasmatica hacia el lumen del RE, aunque aln no se conoce la identidad
de las proteinas que participan en este mecanismo.

Cabe mencionar que el Dol-P-Man y Dol-P-Glc, ademas de actuar como
sustratos para la N-glicosilacion, actiian como sustratos para la 0o-manosi-
lacion y la formacion de moléculas de anclaje glicosilfosfatidolinositol (GP1)
(Welti, 2013).

Resulta interesante resaltar que las glicosiltransferasas que agregan Man
y Glc en el lumen del RE emplean Dol-P-hexosas como sustrato, a diferencia
de las enzimas presentes en la cara citosolica, que emplean los nucleotidos-
hexosa. Las glicosiltransferasas que actian en el lumen del RE se agrupan en
la superfamilia GT-c seglin su secuencia primaria y el empleo de aziicares
fosfato unidos a lipido como sustrato (Lairson et al., 2008). La a-1,3 mano-
siltransferasa esta codificada por ALG3 y es la que inicia la elongacion de la
ramificacion b (Figura 2.2). Luego, Algop cataliza la adicion de una Man unida
de forma a-1,2, completando la elongacion de esta ramificacion. La Algi2p
genera la ramificacion c por adicion de una Man de forma a1,6. La elongacion
de esta rama, al igual que en la ramificacion b, la realiza la Alggp, agregando
una Man unida de manera a-1,2 (Frank & Aebi, 2005).

Por Gltimo, para completar la formacion del precursor LLO, deben agregarse
tres residuos de Glc a la a—1,2 Man de la ramificacion a. La glicosiltransferasa
codificada por ALG6 es la encargada de adicionar la primer Glc en union a-1,3.
Después, Alg8p agrega la segunda Glc de forma a-1,3 y Alg1op agrega la dltima
Glc en union o-1,2 (Burda & Aebi, 1999).

Elensamblado de este precursor LLO es estrictamente ordenado y secuen-
cial. Es asi que cada paso ocurre al finalizar el anterior, e incluso es favorecido
con la culminacion del paso previo.

Una vez finalizada la sintesis del LLO se transfieren en bloque los 14 residuos
de azlcares a un residuo Asn de un polipéptido naciente por la accion de una
0ST. Ya hemos descripto como ingresa el polipéptido naciente al lumen del
RE, por lo que solo resta mencionar que simultaneamente ocurre la forma-
cion del precursor LLo y al identificar una Asn, en el marco de una secuencia
consenso Asn-X-Ser/ Thr, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina
(Pro), la osT cumple su funcion. Se considera que el polipéptido naciente
esta en condiciones de ser glicosilado cuando presenta una longitud de 65
aminoacidos desde el sitio P del ribosoma. En mamiferos se ha sugerido que
la 0ST esta asociada al translocon e interacciona con el ribosoma (Harada
et al., 2009).
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La osT, dependiendo del organismo, esta formada por un complejo de
proteinas, pero las Stt3p constituyen el centro catalitico al que se agregan
subunidades complementarias. La duplicaciony diversificacion de las unidades
que conforman las 0STs representan estrategias para aumentar la posibilidad
de glicosilacion de las proteinas (Schwarz & Aebi, 2011). La OST tiene como
sustratos tanto el LLO como la cadena polipeptidica naciente, lo que determina
una interaccion diferente con cada uno de ellos. La 0ST reconoce las GIcNAc,
delLLo y la a—1,2 Glc terminal en la ramificacion a. Los residuos de Man en las
ramificaciones by ¢ no parecen tener la misma relevancia (Burda & Aebi, 1999).
Ademas de interaccionar con los azlcares, la 0ST reconoce el trasportador
lipidico. Se demostro que la enzima no puede utilizar transportadores forma-
dos por pocas unidades de isopreno (Fang et al., 1995). Por otro lado, como
se menciono anteriormente, la 0ST reconoce residuos de Asn en el contexto
de la secuencia Asn-X-Ser/Thr. Sin embargo, se debe considerar que no todos
los residuos Asn presentes en la secuencia consenso se encuentran glicosi-
lados, lo que determina otro factor de diversidad y heterogeneidad. Existen
varios factores que influyen en la N-glicosilacion, como lo es la distancia a las
hélices transmembrana o la distancia hacia el carboxilo terminal (Nilsson & Von
Heijne, 1993,2000). Incluso, se ha reportado que el aminoacido consecutivo a la
secuencia consenso condiciona la glicosilacion de la Asn (Mellquist et al., 1998).

La conservacion de la secuencia consenso no es absoluta. Se ha reportado
hasta un 2 % de glicosilacion de la Asn en las secuencias Asn-X-Cys, Asn—
Gly-X y Asn-X-Val, en diferentes especies (Miletich & Borze Jr., 1990; Sato et
al., 2000; Matsui et al., 2011).

Ya que la osT transfiere el LLO en forma cotraduccional, se debe tener en
cuenta que la N-glicosilacion ocurre cuando la proteina no esta plegada.
De esta manera, dado que la N-glicosilacion es esencial para el correcto
plegamiento de la proteina, se considera un mecanismo de control de dicho
proceso (Schwarz & Aebi, 2011).

Aln en el RE, y antes de pasar al Golgi, los oligosacaridos ahora unidos a
la proteina, sufren la remocion secuencial de los tres residuos de Glc y una
Man (Munro, 2001). La o-glucosidasa | actia especificamente sobre la 0—1,2
Glc terminal y la a-glucosidasa 1l remueve secuencialmente los otros dos
residuos a-1,3 Glc. La eliminacion de estos residuos y la readicion transito-
ria de la Glc contigua al residuo de Man de la ramificacion a contribuyen al
tiempo de retencion en el RE de una glicoproteina dada durante el plega-
miento (Figura 2.4).

Antes de salir del RE muchas glicoproteinas sufren la remocion del residuo
0-1,2 Man terminal de la ramificacion b por la accion de una a-manosidasa
I. Existe una segunda a—manosidasa I-like en el RE que no posee actividad
manosidasa. Esta Gltima se denomina EDEM (de su sigla en inglés RE degra-
dation-enhancing o-mannosidase I-like protein) y juega un papel importante
en el reconocimiento de glicoproteinas mal plegadas, las que envia a una
via de degradacion.
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FIGURA 2.4. PROCESAMIENTO DE LOS N-GLICANOS EN EL LUMEN DEL ERY EN EL
CIS=GOLGI

Luego, las proteinas son exportadas al lumen del Golgi. La maduracion de
los N-glicanos comienza en el cis-Golgi mediante la remocion de todos los
residuos a-1,2 Man llevada a cabo por la manosidasa | del Golgi (Figura 2.4).
De este modo se genera la estructura GlcNAc,Man,, la cual es un intermediario
clave en la generacion de los N-glicanos hibridos y complejos (ver Figura 1.3).
En algunos casos, este intermediario escapa a nuevas modificaciones y la
proteina que se secreta posee N-glicanos del tipo GlcNAc Man,_.Enla mayoria
de los casos, las proteinas maduras que poseen estos N-Glicanos ricos en
manosa no son procesadas en su paso por el cis—Golgi. A diferencia de los
organismos multicelulares, las levaduras no truncan los residuos de Man en
el cis-Golgi. En cambio, agregan residuos de Man adicionales para producir
estructuras de alta manosa que contiene muchos residuos ramificados de este
azlcar. Estos N-glicanos de levadura son inmunogénicos en humanos, por lo
que estos organismos no son de eleccion para la produccion de glicoproteinas
terapéuticas recombinantes, a menos que estén genéticamente modificados
para generar N-glicanos semejantes a los de las células de mamiferos.
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En el medial-Golgi se inicia la biosintesis de los N-glicanos hibridos y com-
plejos. La N-acetilglicosaminiltransferasa | (GIcNACT-I) cataliza la adicion de
un residuo de GlcNAc a la a-Man 1,3 en la ramificacion a. Con posterioridad,
la ao-manosidasa Il remueve la a-1,3 Man y 0—1,6 Man de la ramificacion by c,
respectivamente, para formar GlcNAc,Man_GlcNAc. La actividad de la a-mano-
sidasa 11 constituye un punto de control de este proceso ya que solo actla
en forma consecutiva a la GIcNACT-I. Luego, una segunda GIlcNAc se agrega
a la 01,6 Man por la accion de una GlcNACT-II. De este modo, la actividad
de esta ltima enzima gobierna la generacion de los N-glicanos complejos
(Figura 2.5). Los N-glicanos hibridos se generan si la a-manosidasa 11 no afecta
la estructura GlcNAc,Man,GlcNAc. La accion incompleta de la a-manosidasa
Il puede resultar en GlcNAc,Man, GlcNAc hibridos (Péanne et al., 2013).

Las estructuras biantenarias generadas en el medial-Golgi funcionan como
punto de partida para las tri- y tetraantenarias obtenidas por la accion de las
enzimas GIcNACT-1V y GIcNACT-V. Se pueden generar ramificaciones adicio-
nales tras la accion de enzimas como GIcNACT-IX o GIcNACT-Vb, o bien, por la
accion de la GIcNACT-VI. Los N-glicanos complejos e hibridos pueden llevar un
residuo GlcNAc bisectante, que se une a la B—1,4 Man mediante la GIcNACT-III.
La presencia de la GIcNAc bisectante inhibe la accion de la o-manosidasa 11y
previene la accion de GICNACT-II, GIcNACT-IVy GIcNACT-V en ensayos in vitro. Sin
embargo, si la GIcNAc-IIl actlia luego de la a-manosidasa 11, se pueden sintetizar
complejos bi-, tri- y tetraantenarios con una GlcNAc bisectante (Figura 2.6).

medial-Golgi

trans-Golgi

O Glc
O Man

B GlcNAc

& Fuc

Secrecién O Gal
* Neu5Ac

FIGURA 2.5. PROCESAMIENTO Y MADURACION DE LOS N-GLICANOS
EN EL MEDIAL= Y TRANS=GOLGI
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FIGURA 2.6. ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA GENERACION DE ESTRUCTURAS BI-, TRI-,
TETRAANTENARIAS, Y DE LA GLCNAC BISECTANTE

Aun en el compartimento medial-Golgi, se puede afadir un residuo de
fucosa (Fuc) en unién a-1,6 a la GlcNAc, unida covalentemente al residuo
de Asn del polipéptido, por accion de la fucolsiltransferasa central. Sin
embargo, las modificaciones terminales de los N-glicanos, incluida la adicion
de la a—,6 Fuc, se producen principalmente en las cisternas del trans-Golgi
por diferentes fucosiltransferasas, galactosiltransferasas y sialiltransferasas
(Péanne et al., 2013).

Los residuos de Gal y acido sialico se anaden secuencialmente a cada
uno de los extremos no reductores de las antenas de los N-glicanos. La
galactosilacion de N-glicanos es catalizada principalmente por las B-1,4 y
B-1,3 galactosiltransferasas (Wang et al., 2017). Los sistemas de expresion de
mamiferos no humanos, tales como las células cHO y NSo, pueden agregar
NeusGc (acido N-glicolilneuraminico) y NeusAc (acido N-acetilneuraminico),
mientras que las células humanas solo producen glicoproteinas que contienen
NeusAc, el cual se agrega al residuo Gal en un enlace 0-2,3; 0-2,6 0 0-2,8.
Dicho residuo terminal debe analizarse detalladamente ya que puede resultar
inmunogénico en proteinas de uso terapéutico en humanos.

2.5. 0-GLICOSILACION
La O-glicosilacion consiste en la adicion de un residuo de azlicar a una Ser

o Thr de una cadena polipeptidica. Los O-glicanos se encuentran menos
ramificados que la mayoria de los N-glicanos y son cominmente estructuras
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biantenarias. La biosintesis de los mismos no requiere un precursor de LLO
para la transferencia al polipéptido.

La O-glicosilacion se inicia en diferentes sitios de la célula dependiendo de
la naturaleza de la hexosa unida al residuo de Ser o Thr de la cadena polipep-
tidica. La mas abundante es la O-glicosilacion tipo mucina, que estudiaremos
en detalle, y comienza con la union de una GalNAc (O-GalNAc) a los residuos
aminoacidicos mencionados, presente en secreciones mucosas y en proteinas
de la membrana plasmatica. Otros tipos de O-glicosilacion incluyen la O-GlcNAc
encontrada en proteinas nuclearesy citoplasmaticas, O-Man en oa—distroglicano,
0-Fuc y 0-Glc presentes en proteinas de membrana, O-Gal unida a 5-hidroxi-
lisina (5-Hyl) en el colageno, O-Xyl en proteoglicanos, y O-GlcNAc en proteinas
extracelulares (Gotting et al., 2007; Hu et al., 2010; Sakaidani et al., 2010).

Como mencionamos, nos ocuparemos de las mucinas. La biosintesis de las
mismas comienza en el Golgi con la incorporacion de una GalNAc en unién o
al grupo hidroxilo de residuos de Ser o Thr, por la accion de una familia de
polipéptido N-acetilgalactosamina transferasas (GalNACTs o ppGalNACT), que
emplean ubP-GalNAc como sustrato. En mamiferos se han reportado mas de 20
miembros en la familia de las GalNACcTs que actian de manera coordinada. Estas
enzimas estan presentes en el Golgiy act(lan después de que se hayan producido
la mayoria de los eventos de plegamiento de las proteinas. La gran cantidad de
enzimas que controlan la etapa inicial de la O—glicosilacion tipo mucina la hace
diferente de otros tipos de glicosilacion. Cada una de estas enzimas presenta
diferente eficiencia para transferir el residuo GalNAc a un determinado aminoa-
cido o es mas eficientes cuando otras ya transfirieron el residuo correspondiente
a un sitio vecino, o bien el entorno de aminoacidos incide en la actividad de cada
una de ellas (Brockhausen et al., 2009). Se han reportado GalNAcTs en distintos
compartimentos del Golgi, siendo relevante esta distribucion en la determinacion
del grado de O-glicosilacion que presentara la proteina secretada.

En contraste con la N-glicosilacion, no se ha determinado una secuencia
consenso para la adicion de GalNAc a la porcion peptidica, aunque existen
algunos criterios y algoritmos predictivos (Gerken et al., 2008).

La agrupacion de O-glicanos en mucinas se debe, en parte, a la presencia
de un ndmero variable de residuos de Sery Thr en un contexto de aminoa-
cidos no cargados, a menudo ricos en Pro. Las mucinas pueden formar geles
y, en el caso de las mas pequenas, son de tipo solubles. Algunas mucinas
contienen un dominio transmembrana hidrofébico que sirve para insertar la
molécula en la membrana celular. Las mucinas secretadas tienen regiones
ricas en cisteina y cistina que son responsables de su polimerizacion y la
formacion de moléculas extremadamente grandes.

Los O-glicanos se extienden en el Golgi, para formar glicanos O-GalNAc
lineales o ramificados, mediante la adicion de Gal, GlcNAc, acido sialico, Fuc,
GalNAcy sulfatos (Brockhausen et al., 2009). Muchas de las enzimas involucradas
en estos procesos son las mismas que participan de la N—glicosilacion, excepto
las glicosidasas que no intervienen en la modificacion de los O-glicanos.
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Posteriormente a la union de la O-GalNAc, se agregan diferentes azu-
cares que determinan las estructuras «core» de los O-glicanos (ver Figura
1.3). Se han definido ocho de estas estructuras, las cuales ademas pueden
ser modificadas por la adicion de otros aziicares (ver Figura 5.2). Existen
glicosiltransferasas implicadas Gnicamente con el ensamblado de gli-
canos de O-GalNAc, ademas de las que también estan involucradas en
la N-glicosilacion.

El primer azlcar (GalNAc) unido a la proteina crea el antigeno Tn (Ser/
Thr-GalNAc), el cual es poco comln en mucinas normales, pero a menudo
se encuentra en mucinas derivadas de tumores. Esto sugiere que, en células
tumorales, se encuentra inhibida la extension de la estructura de O-GalNAc.
Otra estructura que cominmente se asocia a cancer es el antigeno Tn sia-
lidado que contiene un residuo de acido sialico en union a-2,6 al residuo
GalNAc. Si el acido sialico se encuentra O-acetilado, los anticuerpos anti-Tn
sialidado no pueden reconocerlo.

La union de una Gal a la GalNAc por la accion de una B—1,3 galactosiltransfe-
rasa o C1GalT1 determina la generacion del core 1. Esta estructura se denomina
antigeno T por lo que la enzima mencionada también se denomina T sintasa.
Esta enzima depende de la proteina Cosmc que actlla como chaperona en el
RE asegurando su presencia y funcionalidad en el Golgi. El antigeno T tam-
bién puede estar sialidado y ello previene otras modificaciones en el core 1.
Generalmente no se encuentra el antigeno T expuesto.

Los O-glicanos de O—GalNAc core 2 son estructuras ramificadas generadas
a partir del core 1. Las enzimas responsables de su formacion pertenecen a
la familia de las B-1,6 N-acetilglucosamina transferasas o C2GnT1-3. Existen
dos principales tipos de C2GnTs, el tipo L (de leucocitos) que solo sintetizan el
core 2,y el tipo M (de mucina) que también estan involucradas en la sintesis
del core 4y otras ramificaciones unidas a GlcNAc en enlace f—1,6.

La enzima responsable de la sintesis de O-glicanos de O-GalNAc core 3 es
la B-1,3 N-acetilglucosamina transferasa (B3GnT6).

La sintesis del core 4 depende de la actividad de la B-1,6 N-acetilglucosamina
transferasa de tipo M (C2GnT2) y requiere la sintesis previa del core 3 0-GalNAc.

Las glicosiltransferasas que sintetizan los core 5 al 8 alin no han sido
caracterizadas.

La elongacion del residuo de Gal de los glicanos O-GalNAc del core 1y core
2 esta catalizada por una B—1,3 N-acetilglucosamina transferasa especifica
de los glicanos O-GalNAc. Estos O-glicanos también pueden ramificarse
por N-acetilglucosamina transferasas y galactosiltransferasas para formar
secuencias de B-1,3 GlcNAc B-1,4 Gal repetidas (poli-N-acetil-lactosamina)
que representan el pequefo antigeno i. Las reacciones de elongacion menos
comunes son la formacion de secuencias GlcNAc-B-1,4 GalNAc (LacdiNAc) y
GlcNAc-B—,3 Gal. Las unidades de poli-N-acetil-lactosamina pueden estar
ramificadas por miembros de la familia p—1,6 N-acetilglucosamina transferasa,
dando como resultado el antigeno | grande.
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Algunas de estas reacciones de ramificacion son comunes a otros O-y
N-glicanos, y glicolipidos.

Adiferencia de los N-glicanos, los glicanos O-GalNAc no tienen enlaces Gal-
0-2,6 NeuAc, aunque si comparten estructuras GalNAc-0-2,6 NeusAc como en
el antigeno Tn sialidado. Por lo tanto, en la mayoria de las células productoras
de mucina de mamiferos, las a-2,6 sialiltransferasas actlan sobre la GalNAcy
las 0—2,3 sialiltransferasas actan sobre la Gal. Algunas de los sialiltransferasas
y sulfotransferasas prefieren los glicanos O-GalNAc como su sustrato, aunque
muchas de ellas también actlan sobre las estructuras de N-glicanos.

Las modificaciones sobre O-glicanos de tipo mucinas incluyen O-acetilacion
de acido sialico y O-sulfatacion de galactosa y GlcNAc. Estos O-glicanos son
muy heterogéneos.

Los O-glicanos que presentan O-Man son abundantes en levaduras y hon-
gos, mientras que en mamiferos se presentan en un nimero restringido de
proteinas, siendo caracteristicos aquellos glicanos con secuencias de GalNAc
sialidadas y fucosiladas, similares a las presentes en mucinas. En eucariotas
la O-manosilacion se inicia en el RE por la accion conjunta de dos proteinas O-
manosiltransferasas (PomMT1y 2), las cuales emplean Dol-P-Man como sustratos.
La extension de las cadenas se produce en el Golgi (Brockhausen et al.,2009).

2.6. OTROS TIPOS DE GLICOSILACION

Las glicosilaciones mencionadas en este apartado ayudan a conocer la gran
diversidad de estructuras que pueden generar las células eucariotas. Esta
breve descripcion es solo introductoria ya que el detalle de la biosintesis de
estos tipos de glicosilacion escapa a los objetivos del presente libro.

2.6.1. Biosintesis del anclaje GP1

EL GPI es una modificacion postraduccional del extremo carboxilo terminal
de las proteinas de membrana, que ocurre en el RE.

La biosintesis del anclaje GPI involucra tres etapas. En primer lugar, se
produce el preensamblado del precursor GPI en la membrana del RE. En
segundo lugar, ocurre la union del GpI al extremo carboxilo de una proteina,
de manera postraduccional. Estos aminoacidos son hidrofobicos, por lo
gque permanecen unidos a la membrana del RE para luego ser sustituidos
por el anclaje GPI. En tercer lugar, la proteina con el anclaje GPI es remo-
delada en el RE y Golgi, y transportada hasta la membrana celular donde
permanecera de cara al medio extracelular (Figura 2.7). La estructura o—1,4
Man o-1,6 GlcN mio-inositol-1-P-lipido es un sello distintivo de anclajes
GPI y estructuras relacionadas.
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La biosintesis de GPI involucra la transferencia de GlcNAc desde ubP-GIlcNAc a
fospatidilinositol (P1) para generar N-acetilglucosamidil-p1 (GlcNAc-P1) mediante
un complejo multiproteico unido a la membrana del RE. Este paso transcurre
sobre la cara citoplasmatica del RE, seguido de la N-acetilacion del GIcNAc-PI
para generar glucosamina-pP1 (GlcN-P1) y la posterior translocacion al lumen
del RE (Ferguson et al., 2017). Luego ocurre la acilacion del inositol y continla
de sintesis de las moléculas de anclaje GP1 como se muestra en la Figura 2.7.
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ManManGlcN-aPl
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FIGURA 2.7. BIOSINTESIS DE ESTRUCTURAS DE ANCLAJES GPI EN CELULAS
DE MAMIFERO
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2.6.2. Glicoesfingolipidos

El primer glicoesfingolipido (GsL) que se caracterizo fue la galactosilceramida
(GalCer), que consiste en un Gnico residuo de galactosa unido a la ceramida.
La ceramida se sintetiza en la cara citoplasmatica del RE. La glucosilceramida
(GlcCer) es sintetizada sobre la cara citoplasmatica del RE y el Golgi, luego
se trasloca al Golgi, donde es elongada por una serie de glicosiltransferasas.
En contraste, la GalCer, se sintetiza en la cara luminal del RE y viaja al Golgi,
donde es sulfatada para formar sulfatidos.

Los patrones de expresion de GsL estan determinados por la distribucion
intracelular de las enzimas requeridas para su biosintesis. Los niveles de
nucledtidos-hexosa utilizados por las glicosiltransferasas en la luz de Golgi
(que incluyen ubp-Gal, ubpP-Glc, ubP-GlcNAc, UDP-GalNAC y cMP-Neu5Ac)
afectan a la estructura final de los glicanos y estan regulados por enzimas
presentes en el citoplasma o nicleo, y por la actividad de los transportadores
de azlcar de nucleotidos en la membrana de Golgi. Los gangliosidos son GsL
que contienen acido sialico; en humanos poseen exclusivamente acido sialico
del tipo NeusAc, mientras que en otros mamiferos contienen tanto NeusAc
como NeusGc. Los acidos sialicos en gangliosidos pueden modificarse adi-
cionalmente mediante O-acetilacion o eliminacion del grupo N-acilo, para
generar un grupo amino libre (Schnaar & Kinoshita, 2017).

2.6.3. Proteoglicanos y glicosaminoglicanos

Los proteoglicanos (PG) son un tipo de glicoconjugados compuestos por
largas cadenas no ramificadas de polisacaridos llamados glicosaminoglica-
nos (GAG), que se unen covalentemente a un core proteico. Estas moléculas
poseen carga negativa y estan constituidas por unidades repetidas de acido
urénico o Gal, y GlcNAc o GalNAc. Existen cuatro clases principales de GAG:
heparina/heparan sulfato (HP/Hs), condroitin sulfato (cs), queratan sulfato
y acido hialuronico, siendo este Gltimo el Gnico no covalentemente unido
al core proteico. Los GAG presentan una gran diversidad estructural debido
a reacciones enzimaticas interrelacionadas, incluidas N- y O-sulfatacion y
epimerizacion (Rajas et al., 2017)blocking the interaction between eukaryotic
receptors and bacterial ligands may enable the pathogenesis process to be
stopped. Cell surface glycosaminoglycans (GAGS).

La mayoria de los PG también contienen N-y O-glicanos. Los GAG estan
constituidos por cadenas mucho mas largas que otros tipos de glicanos
(Lindahl et al., 2017).
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2.6.4. Glicosilacion nucleoplasmatica

Aunque los glicoconjugados predominan en la superficie celular, en las secre-
ciones celulares y en la matriz extracelular, dentro de la via secretora y los
lisosomas; también existen glicoproteinas estables en el citoplasma, el niicleo
y los plastidos de las células eucariotas.

Las cadenas laterales hidroxilo de Thr, Ser, tirosina (Tyr), hidroxiprolina (Hyp)
e Hyl constituyen sitios potenciales de union de O-glicanos, y Asny arginina
(Arg) proporcionan sitios de union para N-glicanos. Los aminoacidos Thr, Ser
y Asn constituyen los sitios de union predominantes en la via de secrecion
pero, curiosamente, los ejemplos mejor caracterizados de O-glicosilacion
nucleocitoplasmatica se producen en Tyr, Hyp y Arg. Algunos ejemplos de
glicosilacion nucleocitoplasmica involucran una reaccion de glicosilacion que
se produce en el citoplasma o nlcleo, y la proteina glicosilada permanece y
funciona dentro de estos compartimentos. También existen glicosiltransfe-
rasas que modifican el ADN (West & Hart, 2017).

2.7. CONCLUSIONES

El estudio de las glicoproteinas es un area compleja debido a la gran diver-
sidad de estas moléculas. Este capitulo ha tenido el proposito de brindar
conocimiento acerca de las estructuras y mecanismos celulares que deter-
minan la naturaleza de las glicoproteinas, centrando especial atencion en
las proteinas de secrecion. Ademas, debemos considerar que las condiciones
intrinsecas o extrinsecas a la célula que las produce modulan la presencia de
los glicanos y el grado de ocupacion de los potenciales sitios de glicosilacion.
Esto Gltimo representa un area de creciente interés para la glicoingenieria,
que busca mejorar las caracteristicas de proteinas con fines terapéuticos.
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3 Rol biologico de los glicanos

NATALIA CEAGLIO

3.1. INTRODUCCION

Existen muchas «teorias» acerca de la funcion de los oligosacaridos en las
diferentes clases de glicoconjugados. Ajit Varki, un experto que se ha dedicado
a estudiar la glicosilacion desde los afios 80, postula que en principio todas
las teorias acerca del rol biologico de los glicanos serian correctas, y que la
gran diversidad y complejidad de estas moléculas no se ha podido explicar
aln con una (nica teoria en comin. No obstante, es importante destacar que
si bien la evidencia experimental obtenida indica que todas las teorias son
probables, también se pueden encontrar excepciones para cada caso (Varki,
1993; Varki, 2017).

Los glicanos se encuentran distribuidos de forma ubicua en todas las
células vivas y en el ambiente extracelular de los organismos multicelulares
(Cohen, 2015), representan uno de los cuatro grupos de macromoléculas con
relevancia biologica que permiten la existencia de los seres vivos. Asi, del
mismo modo que los acidos nucleicos, proteinas y lipidos, los carbohidratos
son esenciales para la vida y exhiben propiedades bioquimicas, estructurales
y funcionales Unicas que podrian conferir beneficios o, mas adn, favorecer
determinados eventos evolutivos. Tanto es asi que Lauc et al. (2014) se han
aventurado a proponer que la invencion de los glicanos ha sido la «tercera
revolucion durante la evolucion», luego de la aparicion de los acidos nuclei-
cos y las proteinas.

No obstante, contrariamente a lo que ocurre con las proteinas, que se
sintetizan de manera directa a partir de un molde de ADN, los glicanos son
un producto que surge a partir de un camino biosintético complejo, el cual
se halla afectado por miles de factores genéticos y ambientales, derivando
en una enorme complejidad y variedad de estructuras. La diversidad en la
glicosilacion se encuentra en todos los niveles de organizacion biologica:
entre especies, dentro de poblaciones de la misma especie y también den-
tro de diferentes moléculas y tipos celulares dentro del mismo organismo
(Kobata, 1992; Tsuji, 1996). De esta manera, la composiciony estructura de los
glicanos dependera de la expresion diferencial de las enzimas involucradas
en los diferentes tejidos y tipos celulares, de la disponibilidad de sustrato y
de condiciones ambientales, y podria cambiar a medida que la célula sufre
procesos de desarrollo, activacion, diferenciacion, inflamacion y cancer (Lauc
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et al., 2014; Krasnova & Wong, 2016). Esta bateria de estructuras seria clave
para permitir el desarrollo de nuevas funciones en organismos multicelulares.

Por otra parte, la conjugacion de glicanos a otras moléculas, por ejemplo a
proteinas, ha ampliado el espectro de funciones de las mismas en organismos
complejos (Elbein, 1991). Asimismo, la naturaleza parece haber aprovechado
de la amplia diversidad de glicanos que se expresan en dichos organismos
permitiendo la evolucion de proteinas que reconocen glicanos discretos,
que, como se vera posteriormente, son denominadas proteinas de unién a
glicanos (GBPs, del inglés glycan binding proteins), mediando asi procesos
fisiologicos o patologicos especificos (Cohen, 2015; Varki et al, 2009, cap. 26).

Elrol biologico de los oligosacaridos parece abarcar desde aquellas funcio-
nes que son triviales hasta aquellas cruciales para el desarrollo, crecimiento
o supervivencia de un organismo (Varki, 2017). Por otra parte, existen ain
muchos glicanos cuya funcion se desconoce completamente. La ausencia de
glicosilacion es embridnicamente letal (Marek et al., 1999) y las mutaciones
que obstruyen o impiden una adecuada glicosilacion causan enfermedades
debilitantes (Freeze, 2006). Desafortunadamente, gran parte del panorama
se pierde cuando se estudian las proteinas sin sus glicanos, o conjugadas
a glicanos de estructura inadecuada o diferente a la natural, como ocurre
durante la produccion de glicoproteinas recombinantes en otros organismos,
tipos celulares o ambientes no naturales (Lauc et al., 2014).

En el presente capitulo se brindara un panorama general de las funciones
de diferentes tipos de glicanos, intentando ilustrar una pequena fraccion de
la amplia variedad de roles que los mismos cumplen en numerosos procesos
biologicos con algunos ejemplos que, sin duda, resultaran limitados para tal
fin. Ademas, en virtud de la tematica del libro, se hara hincapié en la influencia
de los glicanos sobre la estructura y/o funcion de glicoproteinas terapéuticas,
incluyendo hormonas, citoquinas, enzimas y anticuerpos.

3.2. CONSIDERACIONES GENERALES Y CLASIFICACION
DEL ROL BIOLOGICO DE LOS GLICANOS

Existen determinados «principios generales» acerca del rol biologico de los

glicanos (Varki & Lowe, 2009, cap. 6; Varki, 2017):

+ Las consecuencias biologicas de alterar la glicosilacion en diferentes sis-
temas parece ser altamente variable e impredecible. A priori es dificil
predecir la funcion de un oligosacarido en un determinado glicoconjugado
y su importancia relativa dentro de un organismo. Existen diferentes estra-
tegias para evaluar la funcion de glicanos: evitar la glicosilacion, evitar la
elongacion de las cadenas, deglicosilacion enzimatica o quimica, muta-
cion genética de sitios de glicosilacion, estudio de mutantes naturales o
generacion de mutantes con defectos genéticos de las vias de glicosilacion
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(Olden et al., 1985; Elbein, 1991); interferencia de la interaccion glicano-GBP
mediante el uso de anticuerpos, entre otras (Smith & Cummings, 2013).
Las consecuencias de dicha interferencia varian desde ser esencialmente
indetectables hasta la pérdida completa de funciones particulares. También
dependeran del tipo de célula o si el estudio se realiza in vivo o in vitro.

+ La misma secuencia de glicanos puede mediar diferentes funciones en dife-
rentes tejidos dentro del mismo organismo o en diferentes estadios de su
desarrollo (funciones intrinsecas del organismo) o en diferentes contextos
ambientales (funciones extrinsecas del organismo). Por ejemplo, si bien
los glicanos conteniendo manosa-6-fosfato (M6P) estan involucrados en
el trafico hacia el lisosoma, se han encontrado también en otras proteinas
no relacionadas y podrian ejercer funciones propias de las mismas.

+ De forma muy general, se podria decir que las funciones mas especificas
y cruciales de los oligosacaridos son mediadas por 3 caracteristicas de los
glicanos: secuencias inusuales, secuencias terminales y modificaciones de
los glicanos (sulfatacion, fosforilacion, etc.). Dichas caracteristicas también
son probablemente los blancos para la interaccion con microorganismos
patogenos y toxinas. Quizas como una consecuencia, las variaciones de
la glicosilacion intra— e inter-especies son rasgos relativamente comunes
(Varki et al., 2009; cap. 19).

+ Finalmente, resulta sencillo obtener defectos genéticos de la glicosilacion
en células en cultivo para su estudio. Lamentablemente, las consecuen-
cias de dichas alteraciones suelen ser limitadas (Lowe & Marth, 2003).
No obstante, los mismos defectos en un organismo intacto pueden tener
consecuencias mas importantes y hasta catastroficas (loffe & Stanley, 1994).
Esto deja claro que las principales funciones de los glicanos son operativas
solo en organismos intactos, e indica la importancia de realizar estudios de
este tipo para dilucidar los roles alin desconocidos de los oligosacaridos.

Los roles de los glicanos son numerosos y pueden superponerse, por lo que
no resulta facil realizar una clasificacion general. Lowe y Marth (2003) los han
dividido de acuerdo con su estructura en:

+ Funciones de los glicanos del niicleo y proximales: los mismos son compar-
tidos dentro de las clases particulares de glicanos (N-glicanos, O-glicanos,
glicolipidos, glicosaminoglicanos, anclaje GPI y hialuranos) y, debido a su
posicion proximal durante la biosintesis, se encuentran presentes e inal-
terados a pesar de los subsiguientes pasos de sintesis o hidrolisis. Dado
que estos glicanos son conservados, es de esperar que cualquier alteracion
en su estructura afecte maltiples sistemas y tipos celulares, aunque la
existencia de isoenzimas ha demostrado algln tipo de especificidad entre
sistemas fisiologicos.

+ Funciones de los glicanos terminales y sus modificaciones: sialidacion,
fucosilacion, sulfatacion, fosforilacion, entre otros, los cuales pueden ser
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distinguidos de los glicanos del niicleo por su posicion distal durante la bio-
sintesis y porque en general son expresados de manera célula-especifica.

No obstante, teniendo en cuenta su funcion propiamente dichay no su estruc-
tura, Varki (1993, 2017) ha clasificado al rol de los glicanos en dos grandes
categorias, en las cuales nos basaremos en el resto del capitulo:
1. Funciones propias de los glicanos, no relacionadas a su interaccion con
otra molécula: existen diversas funciones que los glicidos cumplen
0 por si mismos o dentro de un glicoconjugado, basadas en efectos
estructurales, fisicos y moduladores (que pueden resumirse como
«funciones estructurales y moduladoras»).
2. Funciones que involucran el reconocimiento especifico de los glicanos por
otras moléculas, mas cominmente a proteinas de union a glicanos (GBPS).

Las proteinas de union a glicanos pueden dividirse a su vez en dos categorias:
GBPs intrinsecas, las cuales reconocen glicanos del mismo organismo que
generalmente median las interacciones célula-célula o reconocen moléculas
extracelulares; y GBPs extrinsecas, que reconocen glicanos de un organismo
diferente, mayormente provienen de patégenos microbianos, como adhesinas,
aglutininas y toxinas, pero que también pueden mediar relaciones simbioti-
cas, como la flora intestinal. Estos dos tipos de reconocimiento a través de
glicanos actiian como fuerzas opuestas que dirigen selectivamente el cambio
evolutivo, lo que parcialmente origina la enorme diversidad de estructuras
glicosidicas encontradas en la naturaleza (Gagneaux & Varki, 1999).

Un Gltimo aspecto que podria ser considerado un rol adicional de los
glicanos consiste en la mimetizacion de patégenos microbianos mediante
una «decoracion» con glicanos tipicos de su huésped, con el fin de evadir la
respuesta inmune.

En la siguiente seccion se describiran los roles mencionados haciendo uso
de diversos ejemplos.

3.3. FUNCIONES BIOLOGICAS DE LOS GLICANOS:

UNA PEQUENA COMPILACION DE EJEMPLOS PARA ILUSTRAR
LA AMPLITUD DE ROLES DE LOS OLIGOSACARIDOS

EN DIVERSOS PROCESOS BIOLOGICOS

3.34. Funciones etructurales moduladoras
Los glicanos pueden unirse a diferentes moléculas para dar lugar a glicocon-
jugados o pueden ser entidades moleculares por si mismas. Si bien se hara

mencion de las funciones de ciertos gliicidos que no se pueden pasar por
alto dada su importancia en la naturaleza, se describiran con mayor detalle
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las funciones biologicas de los glicanos sobre glicoproteinas terapéuticas,
que es sobre lo cual versa el presente libro.

3.3.2. Funciones estructurales «generales»

Dentro de las funciones estructurales «generales» de los glicanos, se pueden
mencionar las funciones que cumplen como «barrera» y, de esta manera,
«protectoras». El glicocalix endotelial (localizado entre la corriente sanguinea
y el endotelio) esta compuesto principalmente por proteoglicanos y glico-
proteinas y es un importante determinante de la permeabilidad vascular,
actuando como barrera permeable solo a determinadas moléculas (Varki &
Sharon, 2009; Stonebraker et al., 2004). Las cubiertas de polisacaridos que
exhiben diversos procariotas también representan una barrera fisica sus-
tancial, protegiéndolos de la fagocitosis y también otorgandole funciones
de adhesion que permiten, en ciertos casos, iniciar el proceso de infeccion
(Moran et al., 2011). Los O-glicanos de las mucinas que forman parte del gli-
cocalix del epitelio de la superficie ocular tienen una funcion muy importante
como barrera; los O-glicanos de las mucinas mantienen una conformacion
extendida y rigida, permitiendo que las mismas se extiendan 300 nm desde
la membrana apical de las células apicales de la superficie ocular, y cons-
tituyendo asi una barrera (mediada también por su interaccion con galec-
tina-3) que, por ejemplo, previene la adhesion de bacterias o de cualquier
elemento extrano. Por ejemplo, experimentos con colorantes indican que
la penetracion de los mismos se correlaciona con la sintesis de O-glicanos
(Guzman-Aranguez & Argiieso, 2010; Ablamowicz & Nichols, 2016).

Los glicanos también exhiben funciones «organizacionales» y «estabiliza-
doras». Por ejemplo, aquellos unidos a las moléculas de la matriz extracelular
(como los glucosaminoglucanos (GAG) de los proteoglicanos; estos iltimos
contienen 95 % de GAG y 5 % de proteina) son importantes para el manteni-
miento de la estructura, porosidad e integridad de los tejidos. El tipo de GAG
que se encuentra esta determinado por el tipo de tejido (por ejemplo, en
cartilago se encuentran como GAG predominantes el sulfato de coindroitina
y el sulfato de keratano) (Varki & Sharon, 2009; Couchman & Pataki, 2012).

La matriz extracelular consiste en una variedad de glicoconjugados; los dos
mas importantes son los proteoglicanos y las proteinas fibrosas con funcio-
nes estructurales (colageno, que otorga resistencia mecanica, y elastina, que
otorga elasticidad) y funciones adhesivas (fibronectina, laminina). Cada uno de
ellos demuestra sitios de union a diversos tipos de cadenas de azlicares que
ayudan a la organizacion general de la matriz. Para nombrar algunos ejemplos,
la fibronectina y el colageno contienen sitios de union a sulfato de heparina,
que permiten la organizacion de la membrana basal y la matriz extracelular. El
sulfato de condroitina y de keratano contribuye a la organizaciony la fuerza de
traccion del cartilago. Se ha demostrado que la cadena de sulfato de condroitina
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del proteoglicano decorina es requerida para la organizacion de la fibronectina
en la matriz extracelular de células cHO, dictando asi el fenotipo de las células
en cultivo. En otro caso, la funcion de union a beta—-galactosidos de una lectina
soluble parece estar involucrada en la organizacion de la elastina en la matriz
extracelular (Sarrazin et al., 2011; Seo et al., 2005).

3.3.3. Funciones estructurales y moduladoras particulares
de las glicoproteinas

Las funciones mencionadas anteriormente, que podrian considerarse como
«fisiologicas», se superponen con los efectos directos que ejercen los glica-
nos dentro de la estructura de las glicoproteinas. Los glicanos son moléculas
hidrofilicas de gran tamano que pueden modular el plegamiento y la estabi-
lidad de las proteinas que modifican. Dentro de las funciones estructurales
y moduladoras especificas de las glicoproteinas, en muchos casos se ha
demostrado que los oligosacaridos estan involucrados en la iniciacion del
plegamiento correcto del polipéptido en el RE rugoso y en el mantenimiento
subsecuente de la solubilidad y conformacion de la proteina. De esta manera,
aquellas proteinas que son incorrectamente glicosiladas no pueden ple-
garse correctamente, no egresan del RE y, en consecuencia, son degradadas.
Mediante una contribucion sustancial de la hidrofobicidad general del poli-
péptido, los glicanos inhiben la posible agregacion causada por la exposicion
inevitable de parches hidrofobicos en las cadenas polipeptidicas que aiin no
estan estructuradas (Ruddok & Molinari, 2006; Nagae & Yamaguchi, 2012).
ELRE es el lugar en donde se sintetizan las proteinas que ingresan a la via
secretoria. Previo a su salida, las proteinas adquieren su estructura terciariay,
de ser necesario, se ensamblan en oligdmeros funcionales. Para facilitar estos
procesos existen una gran variedad de chaperonas y enzimas facilitadoras
del plegamiento. Asimismo, el estado de plegamiento es monitoreado por
un sistema de control de calidad, el cual retiene en el RE a aquellas especies
que no han adquirido su conformacion nativa. Si una proteina es incapaz de
plegarse correctamente es retenida en el RE y eventualmente es retrotraslo-
cada al citosol para ser degradada por el proteasoma. En glicoproteinas, los
N-glicanos son utilizados también durante la maduracion como un sistema
que codifica informacion acerca de su estado conformacional, siendo un
elemento clave en varias instancias decisivas a lo largo de la via secretoria.
Es de conocimiento que un polipéptido naciente con un motivo N-X-S/T es
sustrato de la enzima oligosacariltransferasa (0sT), quien le transfiere en
bloque el oligosacarido GIcNAc2Man9Glc3. Posteriormente, la glicoproteina
naciente accede a un sistema de chaperonas calnexina/calreticulina; el acceso
a este complejo requiere la remocion de los dos residuos de glucosas por
las glucosidasas G1 y GlIl. La disociacion de la glicoproteina del complejo se
produce cuando se hidroliza la tercera glucosa, dando lugar asi a la secrecion
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de la proteina correctamente plegada. Si la proteina no esta correctamente
plegada, se producen una serie de ciclos de deglucosilacion/glucosilacion
para darle posibilidad a la misma para que se pliegue correctamente. No obs-
tante, aquellos polipéptidos que no han podido adquirir la estructura terciaria
correcta son reconocidos por un sistema que progresivamente desmantela
los N-glicanos mediante remocion secuencial de los residuos de manosa, que
son retrotraslocados al citosol y degradados en el proteosoma, proceso que
se conoce como ERAD (ER-associated degradation) (Helenius & Aebi, 2001;
Caramelo, 2009; Parodi, 2000).

No obstante, existen muchos ejemplos de proteinas cuya sintesis, plega-
miento y trafico no son afectados por alteracion de su glicosilacion, lo que se
incluye dentro de las «excepciones» que se mencionaron previamente (es decir,
mientras que puede encontrarse evidencia para muchas teorias que explican
el rol de los glicanos, también se encuentran excepciones para cada caso).

En glicoproteinas, los oligosacaridos pueden proveer funcion protectora
frente al reconocimiento del polipéptido por proteasas y anticuerpos; tam-
bién se han encontrado excepciones en las cuales la modificacion de los
glicanos no interfiere con la sensibilidad de la glicoproteina a la protedlisis
o al reconocimiento inmune.

En muchos casos, la presencia de N-glicanos aumenta la estabilidad térmica
de una proteina y disminuye su susceptibilidad a proteasas. Sin embargo,
en otros tantos casos la estabilidad de una glicoproteina no se ve afectada
luego de deglicosilarla.

Por otra parte, en general los glicanos disminuyen la tendencia a formar
agregados proteicos, aumentado marcadamente la reversibilidad de los pro-
cesos de desnaturalizacion. Esto puede adscribirse a un efecto de «proteccion
hidrofilica», en donde el glicano cubre la superficie proteica previniendo las
interacciones inespecificas, comportandose como chaperonas quimicas. A
nivel de la estructura local, la presencia de un glicano favorece la formacion
de giros en la cadena polipeptidica, y muy cominmente se los encuentra en
este tipo de estructuras (Fields et al., 1992; Schental-Bechor & Levy, 2010).

Es probable que las funciones estructurales, protectoras y estabilizantes
de los glicanos no hayan requerido la complejidad de estructuras que hoy
se encuentran en la naturaleza para ejercerse. En concordancia con esto,
los inhibidores que solo afectan los pasos de procesamiento de glicanos
mas avanzados en general no interfieren con este tipo de funciones. De esta
manera, estas funciones no son la causa, o mejor dicho, no explican la extensa
diversidad estructural que existe en la naturaleza.

En relacion con las propiedades moduladoras, la glicosilacion puede modu-
lar la interaccion entre proteinas. Por ejemplo, algunos factores de crecimiento
parecen adquirir su capacidad de union dependiente de la glicosilacion mien-
tras estan en transito en el aparato de Golgi. Esto podria limitar interacciones
tempranas no deseadas entre el receptor recién sintetizado y un factor de
crecimiento que es sintetizado por la misma célula (Varki & Lowe, 2009).
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La glicosilacion también puede mediar un efecto «on-off» en las funciones
de proteinas: por ejemplo, cuando la gonadotrofina corionica humana (hcg)
se encuentra deglicosilada en la Asn52 alin puede unirse a su receptor con
similar afinidad pero no puede estimular la adenilato ciclasa. En la mayoria
de los casos, no existe un efecto «on-off» tan marcado, sino parcial, ya que
los glicanos pueden modular la funcion hacia un lado u otro. Por ejemplo,
la funcion de muchas hormonas y citoquinas puede ser modulada por su
grado de glicosilacion. Este concepto es muy importante para el desarrollo
de un proceso biotecnologico, ya que permite determinar cual conjunto de
glicoformas producidas por células en cultivo son las necesarias para ejercer
la actividad deseada. Un ejemplo muy claro de estas funciones moduladoras
es el de las hormonas glicoproteicas humanas: hormona foliculoestimulante
(hFsH), hormona luteinizante (hLH) y hcg, las cuales poseen una subunidad
alfa en comin y difieren en su subunidad beta. Ademas, la glicosilacion es
diferente entre ellas y en diferentes estadios del desarrollo. En mujeres jove-
nes fértiles se ha encontrado FsH cuyas cadenas de N-glicanos se encuentran
mayormente unidas a dos sitios, mientras que en mujeres menopausicas la
FSH se encuentra mayoritariamente glicosilada en sus cuatro sitios de N-gli-
cosilacion. Esto indicaria una diferencia de funcion de acuerdo con la edad
fértil (Matzuk et al, 1989; Bousfield & Dias, 2011; Choi & Smitz, 2014).

De esta manera, la glicosilacion parece ser un mecanismo para generar
una marcada diversidad funcional a partir de un set limitado de interaccio-
nes ligando-receptor utilizando genes derivados de un (inico genoma. Por
supuesto, existen excepciones a estos conceptos, ya que muchas interacciones
ligando-receptor son independientes de la glicosilacion y por lo tanto no se
ven afectadas por cambios en la misma.

3.3.4. Funciones de reconocimiento intrinseco

El reconocimiento de glicanos por GBPs del mismo organismo permite que
estos ejerzan funciones de diversos tipos:

3.3.44. Trafico intracelular

El mejor ejemplo de esta funcion es el rol de los residuos de manosa—-6-fosfato
(M6P) para dirigir las enzimas lisosomales hacia su destino final, el lisosoma.
En células eucariotas, los receptores de M6P (MPRs) median la distribucion
de mas de 60 proteinas hacia el lisosoma mediante union de los residuos
M6P de sus N-glicanos. Existen dos tipos diferentes de MPRs, el dependiente
de cationes de 46 kDa (cb-MPR) y el independiente de cationes de ~300 kDa
(c1-mPR), los cuales son los (nicos miembros de la familia de lectinas tipo
P. Las proteinas lisosomales se distinguen de otras en el camino secretorio
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adquiriendo los residuos de M6P en dos pasos: 1) La fosfotransferasa de GlcNAC
transfiere una GlcNac1-P a uno o dos residuos de manosa de un N-glicano
para dar lugar a un intermediario fosfodiéster y 2) la N-acetilglucosaminidasa
remueve el residuo GlcNAc en la red trans-Golgi (TGN, Trans-Golgi Network)
para general el fosfomonoéster M6P. El complejo MPR/enzima lisosomal se
transporta a través de la TGN hacia el endosoma tardio donde el bajo pH
induce su disociacion. Las enzimas liberadas son empacadas en lisosomas
y los receptores pueden seguir dos caminos: retornar al Golgi para repetir el
proceso, o dirigirse hacia la membrana plasmatica para internalizar ligandos
exogenos. La importancia de este sistema de reconocimiento en la biogénesis
de los lisosomas se encuentra ilustrada por las mas de 40 enfermedades liso-
somales de acumulacion que se estima afectan entre 1a 5000 nacidos vivos.
Por ejemplo, los estados patologicos en los cuales la fosforilacion es deficiente
(como la pseudo-polidistrofia de Hurler) se caracterizan por una imposibilidad
de dirigir las proteinas al lisosoma en diferentes tipos celulares. Sin embargo,
también a esta funcion precisa y elegante se encuentran excepciones: la M6P
no es absolutamente requerida para el trafico lisosomal en algunos eucariotas
inferiores, y también se han descripto otros receptores endociticos que reco-
nocen secuencias de carbohidratos especificos, pero cuya funcion ain no se
ha dilucidado (Kim et al., 2009).

3.3.4.2. Trafico extracelular

Como ya se ha mencionado, la glicosilacion posee un efecto sobre la estabili-
dad de las proteinas a la protedlisis, que presumiblemente afecta su degrada-
cionyvida media dentro de una Gnica célula, aunque también puede ocurrir
en espacios extracelulares como la circulacion sanguinea. En organismos
intactos o completos, el reconocimiento de secuencias de oligosacaridos por
determinados receptores puede resultar en la remocion de los glicoconjuga-
dos o hasta de la célula completa que despliega ese glicano de la circulacion.
Existen diferentes receptores de carbohidratos de la superficie celular de tipo
lectinas que estan involucrados en el clearance de productos sanguineos.
Unos de los receptores mas estudiados es el receptor hepatico de asialo-
glicoproteinas (también conocido como receptor de Ashwell, por ser quien lo
descubrio), que remueve aquellas proteinas glicosiladas que carecen de acido
sialico terminal (y, por ende, dejan expuestos residuos de Gal) de la circulacion.
Por lo tanto, el contenido de acido sialico puede determinar la vida media
en circulacion de una glicoproteina. La rapida remocion de glicoproteinas de
la circulacion sanguinea luego de su desialidacion y exposicion del residuo
Gal B—1,4 fue reportada por primera vez por Ashwell y Morell en los anos 70,
llevando al descubrimiento del receptor de asialoglicoproteinas (AsGP-R). No
obstante, mas recientemente, se ha descubierto que las glicoproteinas que
contienen acido sialico unido a la Gal mediante un enlace 0—2,6 pueden ser
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removidas del torrente sanguineo por el ASGP-R. Contrariamente, aquellos
residuos de acido sialico unidos mediante enlace a-2,3 impiden la interaccion
con el AsGP-R y, por ende, incrementan la vida media de la glicoproteina.
Diferentes estudios hipotetizan que el ASGP-R se uniria a los grupos hidroxilo
unidos al C3 y C4 de la Gal. Mientras que el acido sialico a-2,3 bloquearia el
acceso a ambos hidroxilos mediante reemplazo del oH del C3 con un enlace
glicosidico y potencial impedimento estérico sobre el oH del Cs, el acido sialico
0-2,6 permitiria el acceso a los mismos. La regulacion de la expresion de las
0-2,3y 0-2,6 sialiltransferasas podria determinar que una proteina sea removida
mas o menos rapidamente de la circulacion mediante este mecanismo (Morell
et al., 1971; Ashwell y Morell, 1974; Park et al., 2005).

Un ejemplo de una glicoproteina cuya vida media en circulacion es extre-
madamente rapida en ausencia de acido sialico es la eritropoyetina, cuyas
vias de eliminacion principales son la filtracion renal y clearance por ASGP-R
(Imai et al., 1990). Otro ejemplo lo constituye la via de eliminacion del factor
de von Willebrand cuando se encuentra desialilado, ya que de lo contrario
la eliminacion se produce a través de otros receptores no relacionados a la
glicosilacion (O'Sullivan et al., 2016). En relacion con las células completas,
el clearance de plaquetas por el higado puede contrarrestar la coagulacion
peligrosa que puede ocurrir durante la sepsis. El mecanismo involucra el
clearance a través del ASGP-R, que se une a las glicoproteinas alteradas por
las bacterias causantes de la sepsis (Tao et al., 2017).

Es interesante destacar nuevamente la importancia de los residuos termi-
nales de los glicanos para ejercer una determinada funcion, en este caso, la
de participar en los procesos de trafico tanto intracelular como extracelular.
Como se menciond (seccion 2), uno de los principios que emergen de la gene-
ralizacion de las funciones de los glicanos es que aquellas mas relevantes
estan ejercidas por tres caracteristicas, siendo una de ellas el tipo de residuo
terminal de la cadena de oligosacaridos.

3.3.4.3 Funciones hormonales

Actualmente se sabe que los oligosacaridos libres pueden tener efectos
biologicos por si mismos en diferentes sistemas, actuando de esta manera
como hormonas. Un ejemplo son los fragmentos de heparan o dermatan
sulfato liberados por ciertos tipos celulares, que pueden tener efectos en
situaciones complejas como en la reparacion de heridas (Kosir et al., 2000).
También se han descrito las propiedades bioactivas de fragmentos de acido
hialurénico en sistemas de mamiferos. En células de cancer, oligosacaridos
de acido hialuronico inducen apoptosis e inhiben el crecimiento tumoral
in vivo (Safdar et al., 2017). No obstante, en la mayoria de los casos los
receptores putativos de estas moléculas y sus mecanismos de accion adn
no han sido caracterizados.
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3.3.4.4. Reconocimiento célula-célula y célula-matriz

Debido a que las células se encuentran recubiertas con una densa capa de
azicares, es logico pensar que los oligosacaridos deberian ser determinantes
criticos en la interaccion célula-célula, y asi se ha demostrado. Uno de los
ejemplos mas caracterizados es el de la familia de moléculas de adhesion de
las selectinas, que reconocen estructuras glicosidicas de sus ligandos y asi
median interacciones criticas entre células sanguineasy células vasculares (L-
selectina, leucocitos-células endoteliales; E-selectina, leucocitos-endotelio
estimulado o herido; P-selectina, plaquetas activadas o endotelio-leucocitos)
en una amplia variedad de condiciones normales y patoldgicas (Varki et al.,
2009, cap. 26; Dickramer & Taylor, 1993). Recientemente se ha observado que
ciertos sitios criticos de reconocimiento son en realidad combinaciones de
glicanos y proteinas. Por ejemplo, la P-selectina reconoce el ligando gené-
rico de selectinas sialil LewisX con alta afinidad solo en el contexto de los 13
aminoacidos amino-terminales del ligando glicoproteico de P-selectina-1
(psGL-1), que incluye ciertos residuos de tirosina sulfatados requeridos (Hirose
et al., 1998). Las interacciones entre carbohidratos también pueden tener
un rol especifico en interacciones célula-célula y adhesion. Un ejemplo es
la compactacion del embrion murino en el estadio morula (12-16 células),
que se encuentra facilitada por interacciones LewisX-LewisX, las cuales no
son fuertes de manera individual, pero si estan en gran cantidad generan un
efecto «velcro» (Fenderson et al., 1984).

3.3.5. Funciones de reconocimiento extrinseco

Como se menciond anteriormente, muchos glicanos pueden actuar como
sitios especificos de union a una gran variedad de virus, bacterias y parasitos,
y actuar como blancos de reconocimiento de muchas toxinas bacterianas y
de plantas, cumpliendo asi las denominadas funciones de reconocimiento
extrinseco, es decir por GBPs de otros organismos. A continuacion se des-
criben algunas de ellas.

3.3.5.1. Reconocimiento de agentes nocivos
(funcidon «traidora» o «traicionera»)

La exquisita especificidad de reconocimiento de la secuencia de un oligosa-
carido por virus, bacterias y parasitos es indiscutible. Un ejemplo destacado
lo constituyen las hemaglutininas de muchos virus que reconocen especifi-
camente el tipo de acido sialico del huésped, sus modificaciones (el acido
sialico puede ser hidroxilado para formar el acido glicolilneuraminico; también
puede ser acetilado, metilado y sulfatado en sus grupos hidroxilo) y hasta el
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tipo de union a la cadena de oligosacaridos (a-2,3, 0-2,6). La hemaglutinina
delvirus de la influenza es una proteina transmembrana trimérica compuesta
por un dominio globular HA1 y otro HA2. Cada dominio HA1 interacciona
con acido sialico. Los virus de la influenza aviar preferentemente se unen
a los receptores celulares que contienen residuos de acido sialico unidos
mediante enlaces 0-2,3, mientras que los virus de la influenza humana se
unen a receptores que contienen acido sialico unido por enlace a-2,6. La
sustitucion de muy pocos residuos en la hemaglutinina viral puede alterar la
especificidad del receptor del virus de la influenza y también la transmision
del virus (Imai & Kawaoka, 2012; Xiong et al., 2014; Stencel-Baerenwald et al.,
2014; Huang et al., 2014).

Otro ejemplo son las toxinas bacterianas, como la toxina del colera, que se
une con gran especificidad al gangliésido Gm1 (un oligosacarido que contiene
acido sialico unido a un lipido ceramida) pero no a otras estructuras relacio-
nadas. Asi, puede entrar a la célula y, luego de eludir todos los mecanismos
de degradacion celular, logra intoxicarla mediante un desbalance osmotico
(Fishman, 1982).

De la misma manera, los oligosacaridos sintetizados de manera incompleta
(o parcialmente degradados) como el antigeno Tn pueden comportarse como
autoantigenos en el hombre (Fu et al., 2016).

Esta especificidad es indudable y ha sido de gran utilidad para investigar
estas estructuras glicosididas o como herramientas biotecnologicas. No obs-
tante, para el organismo que los sintetiza, proveer estas senales para ayudar
al éxito del microorganismo patogénico o para permitir el auto-dano autoin-
mune no representa ninguna ventaja (Varki & Lowe, 2009, cap. 6).

3.3.5.2. Proteccion frente a microorganismos y anticuerpos (funcion
«enmascaradora» o «sefiuelo»)

Asi como algunos oligosacaridos pueden funcionar como sitios de reco-
nocimiento para el ataque microbiano o inmune, otros pueden servir para
anular estas reacciones perjudiciales. Algunos organismos han desarrollado
la habilidad de enmascarar o modificar glicanos reconocidos por microorga-
nismos, toxinas o anticuerpos autoinmunes. Continuando con los ejemplos
de la seccion anterior, la adicion de un Gnico O-acetil éster a la posicion 9 del
acido sialico terminal del receptor del virus de la influenza A impide que los
mismos se unan. La extension de la cadena de oligosacaridos del gangliosido
GM1 previene la union de la toxina colérica. La adicion de galactosa y acido
sialico al antigeno Tn impide su reactividad autoinmune (MacKenzie et al.,
1997; Varki &Gagneaux, 2012; Fu et al., 2016; Wasik et al., 2016).

Por otra parte, las secuencias de glicanos en glicoconjugados solubles
como las mucinas pueden actuar como «sefiuelos» para microorganismosy
parasitos. De esta manera, un organismo patdégeno o una toxina buscando
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unirse a la membrana mucosa de una célula pueden encontrar antes su
ligando glicosidico especifico unido a una mucina soluble, que luego puede
ser eliminada mediante accion ciliar, eliminando el dafo potencial para las
células adyacentes. También, el acido sialico presente en la superficie de los
globulos rojos, que constituyen células anucleadas, puede servir de senuelo
para evitar la accion de virus que llegan a la circulacion, ya que los mismos
no pueden replicarse (Varki & Gagneaux, 2012; Yu et al., 2014). En estos casos
el huésped puede dirigir la especificidad del receptor del patégeno hacia su
propia conveniencia.

3.3.5.3. Mimetismo molecular de agentes patogenos

En contraposicion a la funcion «senuelo», algunos patégenos que invaden
animales multicelulares a veces se «decoran» a si mismos con estructuras
de glicanos que parecen ser idénticas o casi idénticas a aquellas encontra-
das en la superficie celular de sus huéspedes. Estos glicanos forman una
capa gruesa en la superficie del microbio y de esta manera representan una
estrategia exitosa para evadir la respuesta inmune. Los agentes patogenos
han desarrollado este mimetismo con el huésped probablemente mediante
apropiacion directa o indirecta de los glicanos del huésped, evolucion hacia
caminos biosintéticos similares o hasta transferencia génica lateral. En algu-
nas instancias, el impacto de este fenomeno se agrava por la generacion de
reacciones autoinmunes (Varki & Gagneaux, 2012).

3.3.5.4. Funciones «simbioticas»

Existen casos en los cuales las relaciones simbidticas entre animales o plantas
y microorganismos parecen ser ayudadas por interacciones que involucran
oligosacaridos especificos. Por ejemplo, ciertas bacterias comensales del
intestino de animales y algunas bacterias formadoras de nodulos en raices
de plantas parecen mediar su union a las superficies del huésped a través de
secuencias especificas de oligosacaridos. En particular, las mucinas altamente
O-glicosiladas son utilizadas para el crecimiento, adhesion y proteccion de
los trillones de células microbianas presentes en el lumen del tracto gastroin-
testinal. Las bacterias simbioticas intestinales son muy importantes para los
seres humanos ya que ayudan a la digestion de la comida, producen algunas
vitaminas y proveen proteccion frente a bacterias patégenas. En devolucion,
las bacterias simbioticas pueden usar los glicoconjugados del huésped para
colonizar el intestino y los glicanos del huésped y de la dieta como fuente
de energia. En estos casos, el reconocimiento interespecie proporciona una
funcion Gtil para ambos organismos involucrados (Hooper & Gordon, 2007;
Linden et al., 2008).
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3.4. ROL BIOLOGICO DE LOS GLICANOS
EN GLICOPROTEINAS TERAPEUTICAS

Gran parte de las proteinas terapéuticas, incluyendo citoquinas, hormo-
nas, enzimas y anticuerpos, se hallan glicosiladas. Los oligosacaridos
poseen un marcado efecto sobre muchas propiedades biologicas de las
glicoproteinas que los contienen, incluyendo su solubilidad, estabilidad
(resistencia a proteasas y a degradacion térmica), antigenicidad, inmuno-
genicidad, actividad biologica, farmacocinética y vida media en plasma.
Esta modificacion resulta clave tanto sobre sus propiedades fisicoquimicas
y bioquimicas, como también sobre su eficacia terapéutica. Mas ain, como
se describe en el Capitulo 6, en las {ltimas décadas se han desarrollado
numerosas estrategias que involucran la ingenieria de la glicosilacion, o
glicoingenieria, con el objetivo de mejorar la eficacia de glicoproteinas
terapéuticas (Elliot et al., 2003; Sola & Griebenow, 2010). A continuacion,
se detallan los efectos de los diferentes tipos de glicosilacion sobre las
propiedades de glicoproteinas terapéuticas.

3.44. Efectos sobre la solubilidad y agregacion

La presencia de oligosacaridos a menudo promueve la solubilidad y evita la
agregacion de proteinas. Los oligosacaridos podrian contribuir al aumento de la
solubilidad de las glicoproteinas mediante el enmascarado de grupos hidrofobi-
cos de su superficie. La N—glicosilacion de la a—galactosidasa A (REPLAGALT; Shire)
en la Asn215 es requerida para evitar la exposicion de un parche hidrofobico que
facilita la agregacion de la proteina (laonnou et al., 1998). La a-galactosidasa A
es una enzima lisosomal que degrada las uniones o galactosidicas de diversos
glicoconjugados, y cuya deficiencia resulta en la acumulacion de sus sustratos
(especialmente globotriasilceramidas), causando una patologia conocida como
enfermedad de Fabry. La terapia de esta enfermedad se realiza por reemplazo, es
decir, se basa en la administracion de la enzima a-galactosidasa A recombinante
activa. Por este motivo, es fundamental que la misma se encuentre en un estado
conformacional 6ptimo para ejercer su accion catalitica, y se ha demostrado que
la N-glicosilacion es fundamental para cumplir dicho objetivo, determinando
también el tipo de huésped adecuado para su produccion (en este caso, células
de mamifero) (Matsuura et al., 1998). Este ejemplo es uno de muchos que des-
criben el efecto de la N-glicosilacion sobre la agregacion proteica, pero existe
una gran cantidad de ejemplos similares, que también involucran la accion de
glicanos de tipo O-. Se ha observado que la remocion completa de los O-glica-
nos del factor estimulante de colonias de granulocitos humano (hG-csF) resulta
en un alto nivel de autoagregacion, lo cual conduce a su inactivacion biologica
(Oh-Eda et al., 1990).
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La glicoingenieria, a través de la hiperglicosilacion alcanzada mediante
la adicion de nuevos sitios potenciales de N-glicosilacion a una proteina,
también podria contribuir a evitar o disminuir la agregacion de la misma.
Por ejemplo, se ha logrado prevenir la agregacion inducida por calenta-
miento a temperaturas superiores a 37 °C del interferon-alfazb humano
recombinante bacteriano (rhiFN-a) mediante la adicion de sitios potenciales
de N-glicosilacion por mutagénesis sitio-dirigida y expresion en células
de mamifero. Asi, mientras que la incubacion del rhiFN—a a temperaturas
superiores a su Tm resulto en la aparicion de multimeros de elevada masa
molecular, no se observaron agregados luego del tratamiento térmico del
IFN-4N, una variante hiper-N-glicosilada del hiIFN-a que contiene 4 sitios
potenciales de N-glicosilacion (Ceaglio et al., 2010a) (Figura 3.1A). La elevada
hidrofilicidad de los acidos sialicos presentes en las estructuras de oligo-
sacaridos de tipo complejos que exhibe dicha muteina podria contribuir a
bloquear la agregacion mediante el enmascarado de residuos hidrofobicos
(Gooche et al., 1992).

3.4.2. Efectos sobre la estabilidad térmica

En muchos casos, la remocion total de oligosacaridos de las proteinas lleva
a una disminucion de su estabilidad térmica. Por ejemplo, la remocion enzi-
matica de los acidos sialicos de la eritropoyetina humana (hEpo) aumenta
su velocidad de desnaturalizacion a 70 °C (Goochee et al., 1992; Jenkins &
Curling, 1994; Chamorey et al., 2002). De este modo, la resistencia de la hepo
a la inactivacion térmica se debe en gran parte a la presencia de azlcares,
y los acidos sialicos terminales contribuyen notablemente a dicha estabi-
lidad. Otros experimentos de deglicosilacion in vitro de distintas proteinas
(incluyendo la fetuina sérica bovina, glucoamilasa y ovotransferrina, entre
otras) también han demostrado que este comportamiento es dependiente del
contenido de carbohidratos, con efectos mayores para proteinas altamente
glicosiladas y sin diferencias significativas para glicoproteinas con un conte-
nido modesto de glicanos (menos del 10 %) (Wang et al., 1996).

De manera inversa, el agregado de sitios potenciales de N-glicosilacion al
hiFN-a bacteriano y al hiFN-a nativo producido en células cHo (que contiene
un bajo contenido de glicidos de tipo O-) resultd en un notable incremento
de su resistencia térmica. De esta manera, mientras que la incubacion a
temperaturas superiores a 70 °C durante 10 min de los IFNs no modificados
provoco la pérdida total de su actividad bioldgica in vitro, el IFN4N preservo
mas del 65 % de su bioactividad luego de la misma incubacion a 95 °C (Ceaglio
et al., 2010a) (Figura 3.1B).

Se han propuesto diferentes mecanismos para explicar el incremento de
estabilidad térmica mediado por glicanos. Por una parte, el incremento del
grado de glicosilacion estabilizaria el estado nativo de la proteina mediante
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el aumento de las fuerzas de union no covalentes internas, disminuyendo la
dinamica estructural y haciendo mas rigida la estructura proteica, llevando
asi a una mayor estabilidad conformacional. Por otra parte, los glicanos de
mayor tamano parecerian desestabilizar el estado desplegado de la proteina
(Sola & Griebenow, 2008; Schental-Bechor & Levy, 2008).

3.4.3. Efectos sobre la estabilidad frente a proteasas

La estabilidad de una glicoproteina in vivo generalmente es funcion de su
resistencia al ataque por proteasas. Los carbohidratos pueden ejercer un rol
en la proteccion al ataque de enzimas proteoliticas extracelulares, probable-
mente mediante el encubrimiento de sitios de clivaje. La presencia de acidos
sialicos terminales protege a la eritropoyetina (Ep0o) (Goldwasser et al., 1974),
al activador del plasmindgeno tisular (tPA) (Wittwer & Howard, 1990) y a los
IFNs (Cantell et al., 1992) del ataque proteolitico.

Asimismo, se ha demostrado una mayor estabilidad del IFN-4N en suero de
rata en relacion a la exhibida por la molécula no modificada por glicoingenie-
ria, lo que indicaria que la glicosilacion conferiria una mayor resistencia a la
inactivacion por proteasas séricas a temperatura fisiologica, probablemente
mediante el enmascarado de sitios e impedimento estérico para la accion
proteolitica (Figura 31C) (Ceaglio et al., 2010b).

Por otra parte, el IFN-4N demostrd una mayor resistencia a la elastasa
(Figura 34D) (Ceaglio et al., 2010b). Este comportamiento también ha sido
reportado para el IFN—y, para el cual se ha demostrado que los glicanos unidos
a la Asn2s son criticos para preservar su actividad frente al tratamiento con
elastasa, plasmina y catepsina G (Sareneva et al., 1995). Asimismo, el hG-CsF
es mas susceptible a la accion de elastasa humana comparado con su ana-
logo O-glicosilado (Carter et al., 2004). Se ha sugerido que determinadas
serina proteasas derivadas de neutrofilos, entre ellas la elastasa leucocitaria,
podrian poseer un importante rol en procesos proteoliticos extracelulares en
sitios de inflamacion, entre los que se destaca el control de la bioactividad
de citoquinas (Bank & Ansorge, 2001).

En general, la glicosilacion produce un incremento en la estabilidad de
las glicoproteinas frente a muchos factores que resultan relevantes para su
aplicacion en la industria farmacéutica, incluyendo oxidacion, cross-linking,
pH, agentes quimicos, calentamiento, congelamiento (desnaturalizacion),
precipitacion, inactivacion cinética y agregacion. Estos efectos estabilizantes
parecen ser generalizados, ya que ocurren en una variedad de proteinas no
relacionadas estructuralmente (Sola et al., 2008).
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3.4.4. Efectos sobre la farmacocinética y clearance in vivo

Los oligosacaridos poseen un rol significativo en la definicion de la velocidad

de depuracion (o clearance) de glicoproteinas in vivo, una propiedad critica

para la determinacion de la eficacia de una proteina terapéutica. La actividad
biologica especifica evaluada in vitro sera de poca importancia si la proteina
inyectada es eliminada rapidamente del sistema circulatorio.

Por ejemplo, la actividad in vitro de la EPO aumenta cuando la misma es
desialidada, pero la actividad in vivo disminuye considerablemente debido
a su rapido clearance plasmatico (Takeuchi et al., 1990).

Otro ejemplo notable es el de la gonadotrofina coridnica (ecG) y la hormona
luteinizante lutropina (eLH) equinas, las cuales son hormonas glicoproteicas
producidas por la placenta y la glandula pituitaria, respectivamente. Tanto
la subunidad alfa como la subunidad beta de ambas hormonas provienen
de un Gnico gen y tienen una secuencia aminoacidica idéntica. No obstante,
difieren en el tipo de glicosilacion unida a los sitios que contienen. Se ha
demostrado que la ecG exhibe N-glicanos complejos di- y tri-antenarios,
de los cuales un 80 % termina en acido sialico. En contraste, mas del 70 %
de los N-glicanos de la eLH contiene 1 0 2 ramificaciones que se encuentran
sulfatadas. Es probable que los sitios de produccion de ambas hormonas
difieran en la expresion de las correspondientes transferasas. La eLH, pero no
la ecG, se une al receptor hepatico especifico para la secuencia terminada en
SO4-GalNAcGlcNAc. Como consecuencia, la eLH es removida de la circulacion
5,7 veces mas rapido que la ecG. Dado que la mayor diferencia estructural
entre la ecG y la eLH es la glicosilacion terminal de sus glicanos de tipo N-,
es probable que la diferencia en su vida media plasmatica defina las diferen-
cias funcionales de ambas hormonas (Smith et al., 1993; Choi & Smith, 2014).

La farmacocinética es una de las propiedades fundamentales que se logra
mejorar cuando se desarrolla un biofarmacéutico de segunda generacion
mediante técnicas de glicoingenieria. Efectivamente, la adicion de 4 sitios
de N-glicosilacion al rhiFn-a produjo una mejora significativa de sus pro-
piedades farmacocinéticas, exhibiendo el IFN-4N una vida media plasmatica
25 veces superior y un clearance plasmatico 20 veces inferior luego de su
inoculacion subcutanea en ratas con respecto a la molécula no modificada
(Figura 34E) (Ceaglio et al., 2008).

La glicosilacion actiia mediante maltiples mecanismos para disminuir el
clearance de proteinas terapéuticas (Gooche et al., 1992; Morell et al., 1971;
Koury, 2003):

+ Las proteinas humanas que poseen masas moleculares inferiores a 70
kDa son continuamente removidas de la circulacion mediante filtracion
glomerular. La velocidad de filtracion a través de los tibulos renales es
sensible a la estructura terciaria de la proteina y a su masa molecular.
Ademas, la filtracion renal puede ser inhibida mediante repulsion de cargas,
ya que la barrera glomerular se encuentra cargada negativamente debido
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a la presencia de glicosaminoglicanos. De esta manera, en glicoproteinas
de bajo peso molecular, los oligosacaridos pueden prolongar la vida media
en circulacion a través del aumento del tamafo y de la carga superficial
que aportan los acidos sialicos.

+ Existen varios mecanismos de clearance circulatorio asociados con recep-
tores de alta afinidad que reconocen los monosacaridos terminales de los
carbohidratos de las glicoproteinas. Como se describid previamente (sec-
cion 3.2.2), el ASGP-R presente en hepatocitos se une a las glicoproteinas
que exhiben una Gal o una GalNAc terminal, incluyendo los oligosacaridos
complejos de tipo-N desialidados, produciendo su eliminacion de la cir-
culacion. Se piensa que este mecanismo es el principal responsable de la
rapida eliminacion de la EPo desialidada. También existen receptores de
Man que depuran proteinas con alto contenido de Man, como las producidas
por células de levadura (Cumming, 1991).

+ Como se mencionod en la seccion 3.3, la glicosilacion puede enmascarar
los sitios de reconocimiento y clivaje de proteasas, protegiendo a las
glicoproteinas de la degradacion por proteasas inespecificas. Este efecto
tendria un efecto positivo sobre la farmacocinética de la glicoproteina,
reduciendo la via de eliminacion de la circulacion mediante la inactivacion
por proteasas séricas.

+ La eliminacion de glicoproteinas mediada por sus receptores especificos
también puede ser un mecanismo importante de clearance de proteinas
terapéuticas. En este caso, la menor afinidad al receptor que suelen tener
las proteinas glicosiladas y altamente sialidadas en comparacion con sus
contrapartes no glicosiladas puede contribuir a reducir su velocidad de
depuracion.

3.4.5. Efectos sobre la actividad biologica in vitro e in vivo

El efecto preciso de los glicanos sobre la bioactividad de proteinas no puede
ser generalizado ni predicho. Existen ejemplos en los cuales la carencia de
azicares produce una disminucion de la actividad bioldgica in vitro (por
ejemplo, la remocion de acido sialico elimina la actividad coagulante del
Factor 1x) (Chavin & Weidner, 1984) 0, como ya se menciond, cuando la hca
se encuentra deglicosilada en la Asns2, alin puede unirse a su receptor con
similar afinidad, pero no puede estimular la adenilato ciclasa. En otros casos,
la ausencia de oligosacaridos produce un aumento de dicha actividad; por
ejemplo, la prolactina aglicosilada posee una mayor afinidad de union por
el receptor y una mayor capacidad de estimular la proliferacion celular que
su contraparte glicosilada (Markoff et al., 1988).

No obstante, existen numerosas evidencias que demuestran que los ensa-
yos in vitro no son de utilidad para predecir la actividad biologica in vivo ni
la eficacia terapéutica de una glicoproteina, ya que no tienen en cuenta sus
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caracteristicas farmacocinéticas, farmacodinamicas y metabolismo (Egrie
et al., 2003), factores que, como vimos, se encuentran influenciados por la
glicosilacion.

Un ejemplo clasico lo constituye la hEpo: a pesar de que la hormona desia-
lidada muestra un incremento de entre 2 y 2,5 veces en su actividad in vitro,
la misma exhibe una reduccion de 1000 veces en su actividad biologica in
vivo comparada con su forma nativa, lo que se atribuye a su rapido clearance
plasmatico (Goochee et al., 1992; Jenkins & Curling, 1994).

Este comportamiento también se ha manifestado en proteinas modificadas
mediante glicoingenieria: a pesar de que la actividad antiviral y antiprolifera-
tiva in vitro del IFN-4N se redujo notablemente con respecto a la correspon-
diente a la molécula nativa, la mejora de sus propiedades farmacocinéticas
causada por el efecto de los N-glicanos adicionados se tradujo en un incre-
mento de su actividad antitumoral in vivo en ratones inmunocomprometidos
(Figura 31) (Ceaglio et al., 2010b).

Una mencion aparte merece el efecto de la N-glicosilacion sobre anticuer-
pos monoclonales (mAbs) terapéuticos. La N-glicosilacion de la Asn297 del
dominio cH2 del Fc influencia las funciones efectoras de los mAbs. Luego
de la union al antigeno (Ag), los mAbs pueden ejercer sus funciones efec-
toras mediadas por su porcion Fc. Mediante su union a receptores de Fc o
a proteinas del complemento, los mAbs inducen apcc (citotoxicidad celular
mediada por anticuerpos, por su sigla en inglés, antibody-dependent cellular
cytotoxicity) o cbc (citotoxicidad dependiente de complemento, por su sigla
en inglés, complement-dependent cytotoxicity), respectivamente. La ADCC
se induce luego de la union a los receptores Fc-y (Fc-yR) a la porcion Fc. La
afinidad de union Fc-Fc-yR se encuentra influenciada por la glicosilacion del
dominio cH2. Los N-glicanos de la Asn297 son de tipo complejo biantenarios
compuestos por un nicleo de dos GIlcNAc y tres Man, al cual puede estar o
no unida una Fuc, una GlcNAc bisectante, Gal y acido sialico terminal. Se ha
demostrado que la ausencia de la Fuc-a1,6 unida al niicleo incrementa la
afinidad de union al Fc—yRI11 e incrementa la actividad Abcc. Es decir, la acti-
vidad ADCC se incrementa con un menor contenido de Fuc. La adicion de una
GlcNAc bisectante, que también resulta en la remocion de la Fuc del nicleo,
también incrementa la actividad Abcc significativamente. Ademas, las 1gGs
sialidadas demostraron una menor actividad Abcc que las I1gG no sialidadas.
La afinidad de union de la proteina del complemento C1q con el Fc también
se encuentra afectada por la N-glicosilacion de la Asn297: a mayor contenido
de Gal se obtiene una mayor actividad cpc. Adicionalmente, al influenciar
tanto la ADcC como la ¢bpc, dos funciones importantes de los anticuerpos
terapéuticos, la N-glicosilacion también podria tener un impacto sobre la
farmacocinética de los mAbs (Hayes et al., 2014).
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FIGURA 3.1. [PAG. ANTERIOR]. EFECTO DE LA N-GLICOSILACION SOBRE DIFE-

RENTES PROPIEDADES DE UNA MUTEINA HIPER-N-GLICOSILADA DEL HIFN-A.

A.'Y B.2 ESTABILIDAD TERMICA DEL IFN NO GLICOSILADO (IFN NG), IFN NATIVO

(IFN WT), IFN4N E IFN4N N-DEGLICOSILADO (IFN4NDG) A DIFERENTES TEMPERA-
TURAS. A. ANALISIS DE LA AGREGACION INDUCIDA POR CALOR MEDIANTE WESTERN
BLOT (CALLES 1, 6: 20°C; CALLES 2, 7: 37 °C; CALLES 3, 8: 65°C; CALLES 4, 9: 75°C;
CALLES 5, 10: 85°C); B. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA ANTIVIRAL RESI-
DUAL (%). C.3 ESTABILIDAD DEL IFN NG E IFN4N A 37 °C EN PLASMA DE RATA IN
VITRO. SE EVALUO LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL RESIDUAL (%) A DIFERENTES TIEMPOS.
D.* ESTABILIDAD DEL IFN NG E IFN4N FRENTE A LA ACCION DE LA ELASTASA IN VITRO
A 37 °C. SE EVALUO LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL IN VITRO REMANENTE A DISTINTOS
TIEMPOS. E.5 PERFILES FARMACOCINETICOS DE IFN NG, IFNWT E IFN4N LUEGO DE LA
INYECCION SUBCUTANEA DE UNA UNICA DOSIS DE 1.10° U EN RATAS. F.5 ACTIVIDAD
ANTITUMORAL IN VIVO DEL IFN NG E IFN4N EN RATONES NUDE ATIMICOS IMPLANTA-
DOS S.C. CON CELULAS DE CARCINOMA DE PROSTATA HUMANAS (PC-3) Y TRATADOS
CON UNA UNICA DOSIS SEMANAL DE 3.10° Ul DE CADA CITOQUINA. LUEGO DE 5 SEMA-
NAS, SE DETERMINO EL PESO PROMEDIO DEL TUMOR (N=7)

"2 ADAPTADA DE CEAGLIO ET AL, 2010A, CON PERMISO DE ELSEVIER. *“ADAPTADA DE
CEAGLIO ET AL, 2010B, CON PERMISO DE ELSEVIER. SADAPTADA DE CEAGLIO ET AL, 2008,
CON PERMISO DE ELSEVIER. ®ADAPTADA CON PERMISO DE: SPRINGER, PROCEEDINGS OF THE
21ST ANNUAL MEETING OF THE EUROPEAN SOCIETY FOR ANIMAL CELL TECHNOLOGY (ESACT)
DUBLIN, IRELAND, JUNE 7-10, 2009. ESACT PROCEEDINGS, VOL 5., SECOND-GENERATION
INTERFERONS: AN EFFECTIVE, LONG-LASTING HYPERGLYCOSYLATED IFN-ALPHA2, CEAGLIO N.,
ETCHEVERRIGARAY M., KRATJE R., CONRADT H.S., OGGERO M., COPYRIGHT (2012)

3.4.6. Efectos sobre la antigencidad e inmunogenicidad

La glicosilacion contribuye a las propiedades antigénicas de las proteinas
de diferentes maneras, ya sea inactivando el epitope peptidico (enmascara-
miento de sitios antigénicos) o formando parte de la estructura reconocida
por el anticuerpo. Algunas cadenas de oligosacaridos pueden ser antigénicas
por si mismas y generar anticuerpos anticarbohidratos, mientras que otras
necesitan del entorno proteico para ser reconocidas (Lisowska, 2002).

Los efectos de los aziicares sobre la inmunogenicidad de las proteinas,
es decir, sobre la capacidad de estimular una respuesta inmune, son menos
claros. No se han detectado anticuerpos anti-EPO en pacientes a los cuales
se les ha administrado dicha hormona producida en células cHo (Chinese
Hamster Ovary), cuya secuencia aminoacidica es idéntica a la de la proteina
nativa, pero posee caracteristicas distintivas en su porcion glicosidica. Por
otro lado, las proteinas que son normalmente glicosiladas pueden resultar
inmunogénicas si son administradas en su forma no glicosilada (Goochee
et al., 1992). De esta manera, se ha verificado la existencia de anticuerpos
inducidos durante el tratamiento de patologias empleando las formulacio-
nes no glicosiladas de I1L-2, IFN-y, GM-CSF y G-CSF (Revoltella et al., 1997;
Wadhwa et al., 2000). Muchos de estos anticuerpos resultaron neutralizantes
de la actividad bioldgica de las mencionadas citoquinas. En consecuencia, la
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seleccion de un huésped celular adecuado (como las células de mamifero)
para la produccion de citoquinas glicosiladas reduciria los riesgos del desa-
rrollo de respuesta inmune de tipo humoral durante el empleo terapéutico
de tales proteinas.

3.5. CONCLUSIONES

Hemos visto que no resulta sencillo realizar una generalizacion del rol bio-
logico de los glicanos. A medida que avanza el conocimiento, se proponen
nuevas funciones, todas ellas validas, pero probablemente ninguna de ellas
universal, es decir, sin excepciones. Mas alin, seguramente muchas quedaran
aln sin descubrir, y en algunas décadas al revisar este capitulo el mismo se
encuentre incompleto o hasta obsoleto. No obstante, no quedan dudas de
que los glicanos son moléculas indispensables para el desarrollo de la vida,
influenciando desde pequenas moléculas hasta organismos completos, y cuya
existencia ha tenido un rol protagonico durante la evolucion, permitiendo la
supervivencia de las especies que hoy conocemos.
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4 Los carbohidratos como
mediadores claves en procesos
fisiologicos y patologicos

KARINA V. MARINO Y ANABELA M. CUTINE

4.1. INTRODUCCION

El estudio funcional de los glicoconjugados (macromoléculas que contienen
hidratos de carbono en su estructura) permanecio historicamente relegado
frente al de los acidos nucleicos y las proteinas debido al concepto central
que establece que el flujo de informacion celular va desde el ADN al ARN
y luego a proteinas, relegando a los hidratos de carbono a funciones tra-
dicionalmente metabodlicas o de estabilidad biofisica. A esto se le suma la
alta complejidad estructural de los glicanos, directamente relacionada a su
biosintesis sin molde (su capacidad de ramificarse, su estereoquimica, su
natural variabilidad, la que hizo que el estudio analitico del glicoma (perfil
de glicanos presente en una célula o tejido) fuera encarado en profundidad
tan solo recientemente. Con el desarrollo de nuevas tecnologias nacio el area
denominada Glicomica Funcional, la que permite correlacionar la estructura
de los glicanos con su funcionalidad biologica.

El glicoma celular es mucho mas facilmente modulado que los genes o
el RNA, siendo influenciado por diversos factores tanto ambientales como
geneéticos, y haciendo que el perfil de glicanos expuesto por la célula funcione
como una carta de presentacion para interactuar dinamicamente con su
entorno. Esta comunicacion muchas veces es mediada por proteinas especifi-
camente evolucionadas para reconocer glicoepitopes particulares, denomina-
das lectinas, las que poseen un dominio de reconocimiento de carbohidratos
(DRC) con afinidad caracteristica y que marca la familia a la que pertenecen.
Estas proteinas estan ampliamente distribudas y conservadas en la naturaleza:
en mamiferos se han descripto mas de 80 lectinas divididas en 12 familias
diferentes, pero también se expresan en bacterias y microorganismos.

La funcion principal del sistema inmune es reconocery atacar aquello que
No nos es propio, COmo microorganismos invasores. En un proceso de apren-
dizaje esencial para el mantenimiento de la salud, este sistema debe aprender
aidentificar lo propio (para asi generar tolerancia y mantener la homeostasis),
y a la vez educarse en el reconocimiento de aquellas senales que revelan
lo «no propio» (por ejemplo, los patdgenos), con el objeto de atacar y eli-
minar los peligros de manera eficiente. El equilibrio inmune es delicado, y
la disrupcion del mismo puede provocar diversas enfermedades: cuando el
sistema inmune falla y reconoce algo propio como ajeno se producen las
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conocidas como enfermedades autoinmunes; cuando la reaccion inmune no
es debidamente controlada puede generarse un proceso inflamatorio cronico;
cuando lo ajeno no es reconocido la respuesta inmune no se dispara, y no
hay defensa frente a lo no propio o ajeno.

Es asi como los glicoconjugados estan involucrados en todos estos procesos:
muchas toxinas bacterianas son glicosidasas que degradan el glicoma de las
células del huésped, y muchas proteinas mediadoras de la adhesion e invasion
de patogenos son lectinas que reconocen glicanos especificos en las células
del huésped. El glicoma de superficie es también esencial en el proceso de
iniciacion, desarrollo y resolucion de la respuesta inmune: la funcionalidad de
los glicanos en la inmunidad va mas alla del reconocimiento y activacion de la
respuesta, incluyendo funciones importantes como la maduracion y activacion
de diferentes tipos celulares, su trafico celular y el control de su actividad.

Hoy en dia podemos clasificar también a las células tumorales como per-
tenecientes a lo ajeno o no propio. Alteradas en su expresion génica, durante
muchos anos se creyé que la inmunidad no podia reconocer un tumor en
desarrollo, pero hoy sabemos que si es capaz de hacerlo y que en muchos
casos el tumor regula o inhibe la respuesta inmune para sobrevivir y expan-
dirse. Entre las diferencias que presentan las células neoplasicas, el glicoma
de superficie se ha demostrado alterado; este glicoma aberrante las dife-
rencia de las células normales, y asiste en procesos como la migracion y la
metastasis tumoral.

En este capitulo describiremos algunos ejemplos de como las interac-
ciones entre carbohidratosy lectinas influyen y modelan la respuesta inmune
en contextos fisiologicos y patoldgicos, incluyendo interacciones huésped-
patogeno y enfermedades neoplasicas.

4.2. ANTIGENOS CARBOHIDRATOS ASOCIADOS A TUMORES
(TACAS): GLICOSILACION ABERRANTE COMO SELLO DISTINTIVO
DEL PROCESO NEOPLASICO

Mas alla de la diversidad estructural que presenta el glicoma celular y su
dinamica capacidad de adaptacion frente al entorno, para cada tipo celular
puede definirse una firma de glicanos o glicoma de manera reproducible en
condiciones fisiologicas. Lo mismo puede ser dicho del glicoma de suero, el
que se define en base a las glicoproteinas circulantes y el rango de glicoformas
presentes para las mismas. Sin embargo, los procesos neoplasicos producen
alteraciones en las estructuras de los glicanos tanto para glicoconjugados
de membrana tumoral como para glicoproteinas de suero en pacientes con
estas enfermedades. De hecho, y como se describira mas adelante, muchos
de los biomarcadores utilizados hoy en la clinica para diferentes tipos de
tumores son macromoléculas con glicosilacion aberrante.
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Es importante resaltar que, de todos los cambios estructurales posibles en
glicosilacion, solamente un grupo limitado se correlaciona con la transfor-
macion maligna de la célula y con la progresion del tumor, probablemente
consecuencia de la seleccion hacia aquellas modificaciones dtiles para la
supervivencia de la célula neoplasica. Si bien las alteraciones en el perfil de
glicosilacion varian segin el tipo de tumor, a partir de la caracterizacion estruc-
tural del perfil de glicanos se han podido definir los conocidos como «antigenos
carbohidratos asociados a tumores» (en inglés, Tumor Associated Carbohydrate
Antigens, TACAs), marcadores moleculares de células tumorales que implican
tanto la sub- o sobreexpresion de ciertos glicoepitopes comunes a células no
malignizadas, como la neoexpresion de estructuras especificas. Esta alteracion
del glicoma desencadena diferentes procesos biologicos, que repercuten en
el propio tumor (su capacidad de desarrollo, migracion y metastasis) y en
procesos inmunologicos asociados (como programas de regulacion celulary
escape tumoral). Si bien el glicoma tumoral varia segln el tipo de célula (por
ejemplo, no es lo mismo el glicoma de superficie de una célula tumoral de mama
que el de una de pancreas), los cambios mas frecuentemente observados en
los N—glicanos estan asociados a una mayor ramificacion y complejizacion. En
este sentido, se observa un aumento en las estructuras multiantenarias, mayor
cantidad de N-glicanos B(1,6)-ramificados y/o fucosilados, un aumento en la
sintesis de cadenas de polilactosaminay en la sialilacion y finalmente, mayor
proporcion de antigenos tipo Lewis (Lewis X o Le*, Lewis Y o Le", sialil Lewis X o
SLe¥, sialil Lewis A o SLe*). En tanto, los O-glicanos se presentan truncadosy con
estructuras inmaduras como el antigeno Tn (GalNAc-a-0-Ser/Thr) o el antigeno
T (también conocido como Core 1 O-glicano, Gal B(1,3)GalNAc-0-O-Ser/Thr).
Estos TACAs incluyen también estructuras tipo sialilTn (sTn), y entre los gli-
colipidos con glicosilacion alterada, glicoesfingolipidos Globo Hy gangliosidos
GM2 y GD2/GD3 (Figura 41). Este O-glicoma aberrante asiste en la movilidad
celulary adhesion contribuyendo a un fenotipo invasivo y consecuentemente,
a la promocion de metastasis.

Muchos de los TAcAs expresados diferencialmente en la célula tumoral se
pueden detectar también a nivel sérico, como consecuencia de la sobreexpre-
sion de los glicoconjugados que los contienen. Un ejemplo clasico es mucr,
una mucina transmembrana altamente O-glicosilada detectable en suero
de pacientes con neoplasia de origen epitelial, que asiste al crecimiento y
desarrollo metastasico, asi como a la resistencia a las terapias. Como conse-
cuencia de la transformacion neoplasica y la pérdida de polaridad celular,
MUC1 entra en circulacion. Su O-glicosilacion esta alterada y su expresion
correlaciona con invasion, metastasis y pobre sobrevida del paciente. Los
cambios en el glicoma de suero también se producen como consecuencia de
las alteraciones en glicoproteinas séricas de origen no tumoral; si bien los
mecanismos moleculares asociados alin no han sido del todo elucidados,
se ha propuesto que las glicoproteinas séricas con glicosilacion aberrante
podrian estar asociadas a la inflamacion antitumoral. Este concepto surge
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FIGURA 4.1. ANTIGENOS CARBOHIDRATOS ASOCIADOS A TUMOR (TACAS). LAS ALTERA-
CIONES EN EL PERFIL DE GLICOSILACION VARIAN SEGUN EL TIPO DE TUMOR. EN EL
CASO DE LOS N-GLICANOS, ESTAS PUEDEN INCLUIR LA SOBREEXPRESION DE COM-
PLEJOS MULTIANTENARIOS, ALTAMENTE FUCOSILADOS Y/O SIALILADOS Y LA EXPRE-
SION DIFERENCIAL DE ANTIGENOS COMO LEWIS X (LEX), LEWIS Y (LEY), SIALIL LEWIS
X (SLEX), O SIALIL LEWIS A (SLEA). EN OPOSICION, LOS O-GLICANOS SE ACORTAN,
PRESENTANDO ESTRUCTURAS COMO GALNAC (TN), SIALIL TN (STN), ANTIGENO DE
THOMSEN...FRIEDENREICH (TF). FINALMENTE, EN EL CASO DE GLICOLIPIDOS, LOS
TACAS MEJOR ESTUDIADOS SON GLOBO H, GM2, GD2 Y GD3 (ADAPTADO DE CAGNONI
ET AL, 2016)

de la observacion de alteraciones similares en el suero de pacientes con
enfermedades inflamatorias cronicas como la artritis reumatoidea. Hoy en
dia, buena parte de los biomarcadores utilizados para diagnosis y prognosis
en enfermedades neoplasicas son glicoproteinas, y muchas de ellas con glico-
silacion alterada (Tabla 4.1). A nivel sérico, entre los biomarcadores de origen
tumoral en aplicacion clinica se encuentra cA19-9, un nombre alternativo
para el glicoepitope SLe* presente en glicoproteinas y glicolipidos circulantes
cuyas altas concentraciones se han asociado con mala prognosis en cancer
gastrico y de colon. Este marcador serologico es utilizado en pacientes con
diagnostico de cancer colorrectal, gastrico, pancreatico o biliar, y es esencial
para monitorear respuesta clinica a terapia. En tanto muc1, antes mencio-
nada, se cuantifica en el ensayo conocido como determinacion de cA15-3 en
pacientes de cancer de mama para monitorear respuesta a terapia y también
detectar recurrencia de manera temprana.

Algunos de estos TACAs han sido utilizados en vacunas terapéuticas con el
objeto de despertar la respuesta inmune antitumoral. Entre ellas se incluyen
vacunas para cancer de mama con blanco en O-glicanos truncados como Tn, STn
y antigeno T presentes en mucinas, para el tratamiento de melanoma utilizando
GM2Yy GD3,y finalmente para cancer de prostata basadas en el glicoesfingolipido
Globo H. Las alteraciones en glicosilacion observadas en glicoproteinas de origen
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TABLA 4.1. LISTA DE BIOMARCADORES APROBADOS POR LA FDA USADOS ACTUAL-
MENTE EN LA PRACTICA CLINICA

Marcador Nombre Tipo de Tipo de Aplicacion Ano de
cancer deteccion clinica aprobacion
por la FDA
AFP a-Fetoproteina Higado Concentracion | Diagnostico, | 1992/
de proteinas | estadi- 2008
y fucosilacion | ficacion,
del core deteccion de
(para AFP-L3) | recurrencia
y monitoreo
PSA, Antigeno Prostata | Concentracion | Screening, 1986/
Pro2PSA | prostatico de proteinas | discrimi- 1994/
especifico nacion de 2012
cancery
enfermedad
benigna
CA125 Antigeno Ovario Concentracion | Deteccion de | 1997/
(MUC16) | de cancer de proteinas | recurrencia 2011
y monitoreo
HE4 Proteina epididi- | Ovario Concentracion | Deteccion de | 2008
(FDC2) mal humana & de proteinas | recurrencia
y monitoreo
test OVA1 | B-2 Microglobulina | Ovario Concentracion | Prediccion 2009
(varias + CA12511 (sube), de proteinas
proteinas) | apolipoproteina Al
+ prealbUmina +
transferrina (baja)
Test ROMA | HE4 + CA125 Ovario Concentracion | Prediccion 2011
de proteinas
CA15-3 Antigeno de can- | Mama Oligosacaridos | Monitoreo 1997
(MuC1) cer 15-3 sialilados de
union O en
MUC1
CA27-29 |Antigeno de can- | Mama Concentracion | Monitoreo 2002
cer 27-29 de MUC1
CA19-9 Antigeno de car- | Pancreas, |SLe*en Monitoreo 2002
bohidratos 19-9 ovario mucinas de
o0 antigeno de glicoproteinas
cancer 19-9 y gangliosidos
CEA Antigeno Colon, Concentracion | Deteccion de | 1985
carcioembrionario | estomago, | de proteinas | recurrenciay
pancreas, monitoreo
pulman
y mama
HER2/neu | Receptor 2 Mama Concentracion | Eleccion 1998
del factor de cre- de proteinas | de la terapia
cimiento humano
epidermal
Tg Tiroglobulina Tiroides Concentracion | Monitoreo 1997

de proteinas

81



no tumoral también han resultado en biomarcadores (tiles para la clinica: un
ejemplo paradigmatico es la deteccion del aumento en core a—1,6—fucosilacion
(1,6)-fucosilacion sérica en pacientes con hepatocarcinoma celular, basada
principalmente en el aumento de los N-glicanos core-fucosilados producido
en —fetoproteina-L3 (AFP-L3). Esta glicoforma altamente (-1,6)-fucosilada esta
selectivamente asociada al tumor, y su deteccion por kit comercial en suero
fue aprobado por la Food and Drug Administration de Estados Unidos para el
diagnostico de esta enfermedad neoplasica; su uso se expandio rapidamente
como alternativa o complemento al diagnostico por imagenes.

Finalmente, diversos autores han postulado el uso de lectinas vegetales
capaces de reconocer este glicoma aberrante para el diagnostico temprano
de neoplasia por imagenes, y posteriormente, para el delivery selectivo de
terapias antitumorales. Un ejemplo es el uso de la lectina de Sambucus nigra
inmovilizada en nanoparticulas fluorescentes, ya que reconoce el sialico (-2,6)
altamente expresado en células tumorales. Esta opcion fue propuesta para
cancer de mamay para cancer colorrectal.

4.3. EL SISTEMA INTESTINAL COMO MUESTRA
DE LA IMPORTANCIA DEL EJE GLICANOS—-LECTINAS
EN LA TOLERANCIA INMUNOLOGICA

El intestino es, sin duda, uno de los rganos con mayor complejidad a nivel
glicobiolagico. En el mismo encontramos no solo derivados de carbohidratos
que provienen de nuestra dieta (polisacaridos como el almidon de origen
vegetal, condroitin sulfato proveniente de la carne animal, y los oligosacaridos
libres de leche, para nombrar algunos), sino también glicanos propios de
las células intestinales, glicoconjugados que conforman el mucus que recu-
bre el lado luminal del intestino (mucinas, inmunoglobulina A secretoria,
etc.) y finalmente, aquellos glicoconjugados bacterianos que se exponen
en la superficie de la microbiota intestinal (ya sean bacterias comensales o
patogénicas, Figura 4.2). El sistema intestinal es dinamico e intrincado, y su
constante exposicion a antigenos externos requiere que el sistema inmune
asociado a mucosas esté finamente regulado. Por un lado, debe inducir
tolerancia contra antigenos alimentarios inocuos y microbiota comensal,
pero por el otro y simultaneamente, montar respuestas adecuadas contra
posibles patogenos para evitar enfermedades. La gruesa capa de mucus que
recubre el tracto intestinal esta compuesta mayoritariamente por mucinas,
glicoproteinas que estan compuestas por carbohidratos en un 80 % de su
peso. Estos O-glicanos, de estructura X-GalNAc-a-0-Ser/Thr (donde X pueden
ser diversos monosacaridos que dan lugar a diferentes estructuras core (ver
Capitulo 2y 6) son tan abundantes en mucinas que, de hecho, la clasificacion
estructural de los mismos responde al nombre O-glicanos tipo mucina. Es tal
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FIGURA 4.2. GLICOBIOLOGIA DEL COLON, Y SU ALTERACION DURANTE EL PROCESO

DE INFLAMACION. A. ESQUEMA DEL COLON EN HOMEOSTASIS LAS CELULAS EPITELIA-
LES ESTAN RECUBIERTAS POR MUCUS, PRINCIPALMENTE COMPUESTO POR PROTEINAS
ALTAMENTE O-GLICOSILADAS (MUCINAS) QUE ACTUAN NO SOLO COMO BARRERA FiSICA
DE PROTECCION FRENTE A BACTERIAS SINO COMO FUENTE DE CARBOHIDRATOS PARA
AQUELLOS MICROORGANISMOS QUE PUEDEN COLONIZARLAS (f)VALO ROJO). ALGUNAS
BACTERIAS (OVALO VIOLETA) NO PUEDEN COLONIZAR, Y CONTINUAN POR EL TRACTO
INTESTINAL PARA LUEGO SER ELIMINADAS. SIGA, LA INMUNOGLOBULINA PREDOMI-
NANTE EN MUCOSAS RECONOCE TANTO BACTERIAS COMENSALES COMO PATOGENICAS,
DESATANDO UNA REACCION INMUNE INFLAMATORIA SOLO EN EL CASO DE LAS ULTIMAS.
B.— ESQUEMA REPRESENTATIVO DEL COLON EN PROCESO INFLAMATORIO. LA BARRERA
FISICA DE MUCUS DISMINUYE COMO CONSECUENCIA DE LA INFL/—\MACION, PERMITIENDO
QUE CIERTAS BACTERIAS LLEGUEN A CONTACTAR CON LAS CELULAS EPITELIALES Y DES-
ATANDO EN CONSECUENCIA UNA RESPUESTA INMUNE. A SU VEZ, EL PROCESO INFLA-
MATORIO PUEDE MODIFICAR EL REPERTORIO DE MICROBIOTA INTESTINAL AL PRODUCIR
ALTERACIONES EN LA GLICOSILACION DE MUCINAS. EN EL RECUADRO SE OBSERVAN
BACTERIAS UNIENDO LOS GLICANOS DEL HUESPED A TRAVES DE LECTINAS Y OTRAS
INTERACTUANDO CON SIGA A TRAVES DE SUS GLICANOS

la importancia de esta barrera biofisica de mucus que se ha propuesto el
concepto de legislacion por carbohidratos, donde las estructuras de glicanos
presentes en las mucinas del intestino determinan la capacidad de coloniza-
cion de ciertas bacterias, y en consecuencia la composicion de la microbiota
intestinal. A su vez, los microorganismos también son parte de la renovacion
y degradacion de esta barrera de mucus, ya que muchas bacterias poseen
enzimas glicoliticas que degradan estos glicoconjugados en su beneficio.
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En enfermedades inflamatorias intestinales (EI1), como la enfermedad de
Crohn o la colitis ulcerosa, la funcion de las mucinas y su glicosilacion ha
sido ampliamente estudiada. Se ha demostrado que en mucinas intestinales
de pacientes con colitis ulcerosa hay una expresion aumentada de O-glica-
nos inmaduros como sTn, y que las formas de O-glicanos mas extendidas,
sulfatadas o sialiladas practicamente desaparecen. Ya sea como causa o
consecuencia de estas alteraciones estructurales en las mucinas, la micro-
biota de pacientes con Ell se ve profundamente modificada por el proceso
inflamatorio intestinal.

En estos pacientes no solo la estructura de los O-glicanos de mucinas se
encuentra modificada: la barrera fisica que presenta el mucus es mucho mas
fina, y consecuentemente menos eficaz en evitar el contacto con la microbiota,
la que puede entonces llegar hasta el epitelio y generar una respuesta inmune
no deseada (Figura 4.2B). Como componente central del sistema inmune en
mucosas se encuentra también la IgA secretoria (SIgA), el anticuerpo mas
abundante en el lumen intestinal y cuya funcion protectora se basa en el
reconocimiento de patogenos entéricos y su discriminacion de bacterias
comensales. La SIgA es una macromolécula altamente glicosilada (Figura 4.3),
y se ha postulado que mientras interacciona con microoganismos patégenos
mediante su porcion variable (Fab), la interaccion con las comensales se daria
mediante el reconocimiento de sus glicanos en la porcion constante (Fc) o
en el componente secretorio por lectinas de origen bacteriano. El recubri-
miento de microorganismos comensales por SIgA en el intestino es parte de
la educacion del sistema inmune que se desarrolla en el neonato, asistiendo
en el reconocimiento selectivo de los patogenos y favoreciendo la coloniza-
cion de los comensales beneficiosos para el huésped como Lactobacillus o
Bifidobacterium. En neonatos donde el sistema inmune alin no esta del todo
desarrollado, la SIgA es proveida por la leche materna (Figura 4.3).

4.34. Lectinas bacterianes: adhesinas como
factores clave en adhesion e invasion

La adherencia al mucus es una propiedad esencial para que las bacterias
comensales puedan colonizar el intestino, y también el primer paso en la
patogénesis de muchas enfermedades infecciosas. Para asegurar su super-
vivencia, la mayor parte de los microorganismos que colonizan el intestino
presentan varios mecanismos de adhesion mediados por factores bacterianos
denominados adhesinas, muchos de los cuales son lectinas que se unen a
glicoproteinas, glicolipidos o glicosaminoglicanos presentes en la superficie
celular del huésped. Los factores de adhesion bacteriana suelen ser parte
de los pili o fimbriae, finos apéndices similares a cabellos que recubren la
superficie de las bacterias. Normalmente se componen de una unidad proteica
repetitiva, y en su extremo mas alejado de la superficie celular presentan una
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FIGURA 4.3. ESTRUCTURA DE LAS DOS VARIANTES DE SIGA PRESENTES EN HUMANOS
AMBAS SON HOMODIMEROS, CON DOS CADENAS PESADAS (H) Y DOS CADENAS LIVIA-
NAS (L) UNIDAS POR UNA CADENA J Y UN COMPONENTE SECRETORIO. CONTIENEN
VARIOS SITIOS DE N—GLICOSILACION EN LA CADENA PESADA Y EL COMPONENTE
SECRETORIO. SIGAT ES MAYORITARIA EN LA LUZ INTESTINAL A NIVEL DEL COLON Y
POSEE UNA REGION BISAGRA ENTRE LA PORCION CONSTANTE (FC) Y LA PORCION
VARIABLE (FAB) MAS EXTENSA QUE SIGA2, PRESENTANDO ADEMAS 5 SITIOS POSIBLES
DE O-GLICOSILACION. SE POSTULA QUE MIENTRAS EL FAB ESTA DIRECTAMENTE RELA-
CIONADO CON LA INMUNIDAD ADAPTATIVA MEDIANTE EL RECONOCIMIENTO ESPECI-
FICO DE ANTIGENOS, LOS GLICANOS PRESENTES EN AMBAS ESTRUCTURAS ESTARIAN
INVOLUCRADOS EN LA INMUNIDAD INNATA POR EL RECONOCIMIENTO DE ESTOS A
TRAVES DE LECTINAS DE ORIGEN BACTERIANO

adhesina que media las interacciones con el huésped. Por ejemplo, ciertas
cepas patogénicas de Salmonella presentan pili que facilitan su adherencia
a la mucosa intestinal humana, causando diarrea infecciosa. Los ligandos
especificos a los que se unen las bacterias en las células animales se conocen
como receptores de adhesina y son bastante variables; de hecho, el tropismo
de ciertas bacterias por tejidos especificos (por ejemplo, sistema respiratorio
versus sistema gastrointestinal) se define por el repertorio de pares recep-
tor-adhesina expresados. En algunos casos, las bacterias expresan adhesinas
que unen mucinas o glicoproteinas de matriz extracelular como fibronectina.
En otros, la adhesion puede estar mediada por carbohidratos terminales o
motivos internos en la estructura glicosidica, que pueden ser expuestos a
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las adhesinas por la accion de glicosidasas especificas. También es posible
encontrar lectinas bacterianas ancladas a membrana, como es el caso de
S. enterica serovar Typhi, causante de la fiebre tifoidea en humanos: este
microorganismo comienza su proceso de infeccion por invasion intracelular
de células intestinales epiteliales, y el nicleo (core) externo del lipopolisa-
carido (LPs) de esta bacteria es esencial para el proceso de internalizacion
en células epiteliales. La eliminacion de carbohidratos clave en el nicleo
de LPs reduce marcadamente la eficiencia de la invasion. Otro ejemplo es
Helicobacter pylori, la causa de llceras gastricas mas comin en humanos:
su reconocimiento de glicoepitopes tipo Lewis B a través de la adhesina
BabA hizo que recientemente se postulase la utilizacion de nanoparticulas
decoradas con estas glicoestructuras como terapia para la eliminacion de
este patogeno.

La SIgA, mencionada anteriormente, también es capaz de prevenir la adhe-
sion de patogenos a las superficies epiteliales por competencia de interaccion
con sus propios glicanos, ya que en ambas isoformas humanas tanto la cadena
pesada de SIgA como el componente secretorio de la misma estan altamente
glicosilados (Figura 4.3). Como estos glicanos son similares estructuralmente
a aquellos en la cara luminal de las células epiteliales, se ha propuesto que
la SIgA tanto libre como unida a bacterias puede actuar como inhibidor com-
petitivo de la union bacteria-epitelio. Por ejemplo, SIgA en concentraciones
similares a las encontradas en leche materna humana inhibe la union de la
toxina A de Clostridium difficile a sus receptores epiteliales por interaccion
con los residuos de galactosa y acido sialico presentes en el componente
secretorio (Figura 4.3). Ademas, y si bien es logico pensar que la SIgA ha
evolucionado con la funcion de reconocer los microorganismos patogenos a
través de la region variable, en los dltimos anos se ha demostrado que mas
del 70 % de las bacterias comensales se encuentran recubiertas por SIgA,
pero su interaccion en muchos casos es via glicanos. En este sentido, se ha
propuesto que las interacciones entre los glicanos de SIgA y las bacterias
comensales son uno de los mecanismos por los que controla la homeostasis
intestinal (Figura 4.3).

4.3.2 Oligosacaridos libres en leche materna en la colonizacion intestinal
tempranay en el control del establecimiento de microbiota en neonatos

En el desarrollo neonatal de mamiferos, la madre provee una parte impor-
tante del estimulo ambiental en la forma de leche materna, uno de los flui-
dos biologicos mas complejos que provee nutrientes, compuestos protec-
tores y factores de desarrollo y crecimiento. El efecto protector de la leche
materna va mas alla del periodo de lactancia, por lo que se ha postulado que
modula las funciones de inmunidad y barrera de mucosas a largo plazo, pero
con un mecanismo ain en estudio. Claramente, la primera diferencia es el
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FIGURA 4.4. COMPARACION ESTRUCTURAL ENTRE LOS OLIGOSACARIDOS LIBRES

EN LECHE MATERNA Y LECHE BOVINA ESTRUCTURAS DE OLIGOSACARIDOS REPRESEN-
TATIVOS PRESENTES EN LECHE, INCLUYENDO LACTO-N-TETRAOSA Y LACTO-N—
NEOTETRAOSA (NEUTROS), 2 -FUCOSILLACTOSA (NEUTRO FUCOSILADO), SIALILLACTO-
N-TETRAOSA Y DISIALILLACTO-N-NEOTETRAOSA (SIALILADOS CON UNA O DOS
CARGAS NEGATIVAS, RESPECTIVAMENTE). B. CROMATOGRAMA OBTENIDO A PARTIR

DE LA EXTRACCION DE OLIGOSACARIDOS LIBRES EN LECHE BOVINA, DERIVATIZACION
CON 2-AMINOBENZAMIDA Y SEPARACION POR MATRIZ HIDROFILICA (HILIC-FLR).

SE IDENTIFICAN EN CADA PICO LAS ESTRUCTURAS MAYORITARIAS PRESENTES.

C. CROMATOGRAMA OBTENIDO A PARTIR DE LA EXTRACCION DE OLIGOSACARIDOS
LIBRES EN LECHE MATERNA, DERIVATIZACION CON 2-AMINOBENZAMIDA Y SEPARA-
CION POR MATRIZ HIDROFILICA (HILIC—FLR). SE SIMBOLIZAN SOLO ALGUNAS DE LAS
100 ESTRUCTURAS IDENTIFICADAS EN LECHE MATERNA. EN ESTE PANEL SE PUEDE
OBSERVAR COMO, COMPARADO AL CROMATOGRAMA B, LAS ESTRUCTURAS PRESENTES
EN LECHE MATERNA SON MUCHO MAS COMPLEJAS Y VARIADAS
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establecimiento de la microbiota intestinal, que se ha demostrado distinta
entre ninos alimentados con leche materna y con formulaciones artificiales
a partir de leche bovina comercial.

Dentro de la compleja composicion de la leche, una buena propor-
cién son los oligosacaridos libres en leche (oLL), donde cada especie de
mamifero a través de un proceso evolutivo ha seleccionado estructuras de
glicanos libres que resultan de la adaptacion a las necesidades de cada
animal. En leche materna humana, estos oligosacaridos se encuentran en
una concentracion aproximada de 10-15 g/L lo que, considerando su bajo
peso molecular, los hace extremadamente abundantes. Generalmente las
estructuras presentes son derivados del disacarido lactosa, con conside-
rable variacion estructural dependiente de la especie animal y particu-
larmente en el caso de la leche materna humana, con dependencia del
background genético y étnico, incluyendo la expresion de grupos san-
guineos. Los oligosacaridos se pueden clasificar en neutros no fucosilados,
neutros fucosilados y cargados sialilados, donde los Gltimos contienen
estructuras neutras y neutras fucosiladas decoradas con acido sialico en
diferentes proporciones (Figura 4.4A). En leche humana materna todos
estos grupos estan representados, mientras que la leche de animales
domeésticos (bovina, de cabra, de oveja) presenta estructuras mas simples
y menos fucosiladas (Figuras 4.4B y 4.4C).

Al ser carbohidratos, inicialmente se creyd que tenian propiedades nutri-
cionales, pero se ha demostrado que la mayoria de los mismos practica-
mente no se degradan en su pasaje por el tracto intestinal. El perfil de oLL
se demostro muy similar en leche materna y en heces de infantes, salvo
por pequenas diferencias en porcentaje de abundancia. Sin embargo, esto
parece depender de la estructura especifica de los oLL, ya que por ejemplo
la lacto-N-tetraosa disminuye considerablemente en heces, y 50 % de las
heces de infantes analizadas no presentan sialillacto-N-tetraosa o disialil-
lacto-N-neotetraosa (Figura 4.4A). Se ha postulado que del total de los oLL
ingeridos y no recuperados en heces, una buena parte es fermentada por
microbiota, mientras que otra parte pasaria a nivel sistémico via la barrera
epitelial y con una potencial funcion inmunomoduladora, pero los estudios a
este nivel son alin escasos. Hoy sabemos que los oLL son un factor clave de
proteccion innata. Los oLL controlan de manera indirecta el establecimiento
de la microbiota intestinal en el neonato, favoreciendo ciertas especies bac-
terianas comensales necesarias para degradar los alimentos en favor de la
nutricion del neonato. Un ejemplo es el género Bifidobacterium, ya que las
bacterias de este grupo fermentan estos oligosacaridos como parte de su
proceso metabolico natural. Estas bacterias lacticas son una de las primeras
en colonizar el tracto gastrointestinal humano, y su genoma contiene un arre-
glo de genes muy abundante para el metabolismo de carbohidratos. Es mas:
algunas especies muestran un genoma especializado para la degradacion de
oligosacaridos libres en leche. De hecho, los oLLs con N-acetilglucosamina en
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su estructura fueron inicialmente conocidos como «factor bifidus», un factor
clave para la colonizacion del tracto intestinal por Bifidobacteria. Estos datos
sugieren que los oLL promueven determinadas especies de Bifidobacterium
liberando N-acetilGlucosamina, acido sialico y fucosa, y que estos mono-
sacaridos no solo sirven al huésped como fuente de carbono sino también
a otras bacterias de la microbiota intestinal, ayudando a un balance en las
poblaciones que componen el microbioma del huésped.

Desde hace varias décadas estudios independientes demostraron una
fuerte asociacion entre el amamantamiento y la disminucion en los casos
de diarreay enfermedades respiratorias, hecho que puede ser parcialmente
atribuido a la potencial accion competitiva de los oLL. Estos glicanos libres,
cuyas estructuras se asemejan a aquellas con las que microorganismos
patdgenos interaccionan, compiten con los glicanos naturales del sistema
intestinal en los procesos de adhesion, colonizacion y/o invasion. Al ser
oligosacaridos solubles, los microorganismos no pueden adherirse a las
mucinas o a la superficie celular y son eliminados. Particularmente, las
estructuras derivadas de la 2'-fucosillactosa (Figura 4.4) han demostrado ser
un factor de proteccion innato transmitido al infante via la leche materna,
siendo eficaz en la disminucion de la invasion de células epiteliales huma-
nas por Campylobacter jejuni, agente causante de diarrea. Diversos OLL
fucosilados también disminuyen la adherencia de Escherichia coli ente-
ropatogénica (EPEC), uno de los microorganismos causantes de diarreas
severas en infantes. La lacto-N-neotetraosa (Figura 4.4A) demostrd poseer
una actividad biologica similar.

4.3.3. El otro lado de la moneda: las lectinas del huésped como factor
clave en la regulacion de la respuesta inmune

Las familias de lectinas en humanos se dividen en tres grandes grupos:
Lectinas de tipo C (debido a que son calciodependientes), Galectinas (lec-
tinas solubles con afinidad por derivados de lactosa, Gal(1,4)-Glc) y Siglecs
(del inglés, Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins, lectinas tipo
inmunoglobulina que unen acido sialico). Las familias de lectinas se clasifican
seglin la estructura primaria y secundaria del dominio de reconocimiento de
carbohidratos (DRC), aunque pueden variar en la estructura glicosidica por
la que presentan afinidad. Su funcionalidad también es muy variada, y en
esta seccion describiremos algunas de ellas focalizando en sus funciones en
el sistema inmune en respuesta a microorganismos intestinales (lectinas de
tipo C) y al desarrollo tumoral (Siglecs/Galectinas).
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4.3.4. Induccion de la respuesta inmune por Lectinas de tipo C:
;ataque o tolerancia?

Las lectinas tipo C poseen funciones muy relevantes a nivel inmune, actuando
como receptores de adhesion y sefializacion. bc-siGN (del inglés Dendritic
Cell-Specific Intercellular adhesion molecule —3- Grabbing Nonintegrin) es
una lectina presente en la superficie de células inmunes que reconoce gli-
canos de alta Man o fucosilados presentes en microorganismos patogenos
(por ejemplo, Enterobacter sakazakii, cuya presencia en formulas de leche
para neonatos es una de las causas mas frecuentes de meningitis y ente-
rocolitis necrotizante). Si bien se esperaria que el reconocimiento de estas
estructuras por DC-SIGN en las células dendriticas (células especializadas
en la captura, procesamiento y presentacion de antigeno a linfocitos T) pro-
voque la activacion de la respuesta inmunoldgica y la eliminacion de los
microorganismos patogenos, E. sakazakii es un ejemplo de como una bac-
teria puede tomar ventaja de la actividad inmunomoduladora de DC-SIGN
y utilizarla para su propio beneficio. Esta bacteria evita la presentacion de
antigenos a las células Ty de ese modo asegura su supervivencia dentro de
las células dendriticas, asegurando un nicho de reproduccion y la bacteremia
suficiente para luego cruzar la barrera hematocefalica, causando meningitis
(Figura 4.5A). Las interacciones de DC-SIGN no se limitan al reconocimiento
de microorganismos patogenos, sino que también involucra probioticos. Los
efectos beneficiosos de los probioticos incluyen el control de la inflamacion
intestinal, como la que se observa en enfermedades como Crohn o colitis
ulcerosa, pero los mecanismos no han sido del todo esclarecidos. En el caso
de Lactobacillus reuteriy Lactobacillus casei, dos probioticos de amplio uso,
se ha demostrado que los mismos inducen la produccion de linfocitos T regu-
latorios (una poblacion linfocitaria que controla la inflamacion) via union a
DC-SIGN, generando un estado de tolerancia e inmunomodulacion positiva.
Finalmente, bc-sIGN funciona como receptor clave de la SIgA, asistiendo a
la vigilancia inmunologica en mucosas.

Otro miembro de esta familia es Dectin—1, una lectina con afinidad por
B-glucanos producidos por hongos, por ejemplo, Candida albicans, un
hongo presente en el fungoma intestinal de manera corriente en humanos,
pero que frente a un estado de inmunosupresion como el que se presenta
en personas transplantadas o pacientes con cancer puede tornarse pato-
génico (Figura 4.5A). La union de esta lectina a su ligando en la superfi-
cie del patégeno provoca la fagocitosis de este, y se ha demostrado que
ratones deficientes en Dectin—1tienen menor sobrevida y mayor cantidad de
organos infectados después de ser inyectados con C. albicans, remarcando
su importancia. Ademas, se ha demostrado que Dectin-1 es un receptor
que reconoce los glicanos de la cadena pesada de SIgA para su transcitosis
reversa, un proceso por el cual este anticuerpo unido a bacterias es trans-
portado desde la luz intestinal a través del epitelio proveyendo informacion
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FIGURA 4.5. EJEMPLOS DE INTERACCIONES CLAVE PARA LECTINAS DE TIPO C, SIGLECS
Y GALECTINAS. A. LECTINAS TIPO C. DC-SIGN SE EXPRESA EN LA SUPERFICIE DE
CELULAS DENDRITICAS Y RECONOCE GLICOEPITOPES DE AGENTES INFECCIOSOS COMO
E. SAKAZAKII, EN ESTE CASO LA BACTERIA IMPIDE LA PRESENTACION ANTIGENICA POR
PARTE DE LA CELULA DENDRITICA. DECTIN-1 UNE ESPECIFICAMENTE B-GLUCANOS
PRESENTES EN LAS PAREDES CELULARES DE HONGOS COMO C. ALBICANS Y PRO-
MUEVE LA LA FAGOSITOSIS DE LOS MISMOS. MGL RECONOCE A C. JEJUNI A TRAVES

DE LAS TERMINALES N—ACETILGALACTOSAMINA DEL LPS FAVORECIENDO LA DIFE-
RENCIACION DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA HACIA UN PERFIL TOLEROGENICO.

B. GALECTINAS. GALT INDUCE LA APOPTOSIS SELECTIVA DE LINFOCITOS T EFECTORES
DE LAS SUBPOBLACIONES T 1Y T 17. GAL3 TAMBIEN CONTRIBUYE A FAVORECER UN
MICROAMBIENTE TUMORAL INMUNOTOLERANTE FAVORECIENDO LA ANERGIA DE LIN-
FOCITOS T CD8 QUE INFILTRAN TUMORES. C. SIGLECS. SIGLEC-7 EJERCE UN ROL CRU-
CIAL EN EL ESCAPE TUMORAL POR INHIBICION DE CELULAS NK. SIGLEC-9 GENERA LA
POLARIZACION DE MONOCITOS Y MACROFAGOS HACIA UN PERFIL INMUNOSUPRESOR
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a las células presentadoras de antigeno, que activan la respuesta inmune
en caso de ser necesario. De este modo, los glicanos de SIgA son clave en
el proceso de desencadenamiento de la respuesta inmune (en el caso de
patdgenos) o mantenimiento de la tolerancia (en el caso de comensales).
Finalmente, otra lectina que pertenece a esta familia es mGL (del inglés,
Macrophage Galactose-type C-type Lectin). Esta lectina presenta afinidad por
estructuras truncadas de O-glicanos, Tny sTn. La funcionalidad inmunologica
de mGL es muy diversa, e incluye el reconocimiento de microorganismos
patogenos como Campylobacter jejuni, pero en vez de desencadenar una
respuesta antimicroorganismo C. jejuni aprovecha la actividad inmunomo-
duladora de mGL, produciendo una respuesta inmunologica tolerogénica y
favoreciendo su supervivencia (Figura 4.5A).

4.3.5. Siglecs y Galectinas como agentes proescape tumoral

Las galectinas son proteinas capaces de reconocer residuos de N-acetil
acetillactosamina (Gal (1,4)GlcNAc, LacNAc) presentes en diferentes glico-
conjugados de la superficie celular. Si bien los miembros de esta familia
comparten propiedades estructurales y funcionales que los unen, entre los
mismos se han descripto sutiles preferencias de afinidad por diversos deri-
vados de LacNAc segln los mismos se encuentren decorados con fucosa
o sialico, entre otros. Las galectinas han demostrado un papel clave en la
modulacion del sistema inmune a distintos niveles, y particularmente en el
caso de enfermedades neoplasicas, su papel modulador en eventos como la
tumorigénesis y/o metastasis las han hecho atractivos blancos terapéuticos.
Por ejemplo, estas lectinas son capaces de inducir la apoptosis de linfocitos T
efectores, contribuyendo al ambiente tolerogénico y al escape tumoral. Entre
los miembros de esta familia, dos de los mas estudiados son Galectina—1
(Gal1) y Galectina—3 (Gal3).

Gal1 es una lectina con afinidad por unidades de LacNAc terminales que
no se encuentren (2,6)-sialiladas. Esta galectina se encuentra sobre-expre-
sada en casi todos los tipos tumorales y posee un papel clave en el escape
tumoral, ya que media la apoptosis de linfocitos T efectores T, 1y T,17 a partir
su union selectiva al glicoma de superficie de los mismos. De este modo,
Gal-1 promueve el desarrollo neoplasico, ya que al eliminar los linfocitos T
responsables de reconocer y atacar el tumor, esta lectina asiste al ambiente
de tolerancia requerido para su desarrollo (Figura 4.5B).

De manera similar a Gal1, Gal-3 favorece distintos aspectos de la biologia
tumoral como la adhesion celular, la migracion, e inclusive puede mediar la
resistencia a apoptosis tumoral inducida por agentes quimioterapéuticos.
Si bien posee afinidad por diversos glicoantigenos, Gal3 reconoce Galp(1,3)
GalNAca1-0-Ser/Thr (antigeno T, Figura 4.1) con alta afinidad, uno de los
TACAS con mas frecuencia de expresion en diversos tumores. Esta interaccion
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Gal3- antigeno T ejerce roles importantes en el proceso metastasico ya que
afecta los estadios iniciales de la adhesion endotelio-célula tumoral. Ademas,
Gal3 también puede contribuir a la tolerancia necesaria para el desarrollo del
tumor ya que modula la actividad inmune antitumoral mediante diversos meca-
nismos, entre ellos, el control de los linfocitos T cp8 antitumorales (Figura 4.5C).

Finalmente, el incremento de sialilacion se ha descripto como una carac-
teristica de la célula tumoral (ver seccion 2 de este capitulo). Las siglecs,
también conocidas como lectinas de tipo I, son proteinas de membrana
afines a acido sialico. Las Siglecs son capaces de inhibir la respuesta inmune
tanto por union a sialoglicoconjugados expresados en las mismas células
inmunes que las producen, como por respuesta a ligandos exdgenos. Con
funciones tanto en inmunidad innata como adaptativa, su interaccion con
glicanos sialilados en el microambiente tumoral ha sido solo parcialmente
estudiada, pero generalmente presentan un papel protumorigénico ya que
inhiben la respuesta antitumoral. A modo de ejemplo, Siglec-7 es capaz de
evitar el ataque de células asesinas naturales (Nk, del inglés natural Rillers)
al tumor, favoreciendo el desarrollo neoplasico. Finalmente, Siglec-9, una
lectina con afinidad preferencial por glicoepitopes de acido sialico con union
2,3) a Gal, puede interaccionar con muc1(una mucina de membrana altamente
O-glicosilada, sobreexpresada en tumoresy glicosilada de manera aberrante
en los mismos (ver seccion 2 de este capitulo) y de este modo, promover un
ambiente protumorigénico. Siglec-9 es expresada en monocitos y macrofagos,
y al interaccionar con las formas de muc1 altamente sialiladas producidas
por las células tumorales, educa a estas células en un perfilinmunosupresor
para asi inducir la inhibicion de la respuesta inmune y en consecuencia, el
desarrollo tumoral (Figura 4.5C).

En sintesis, y como se ha detallado mediante diversos ejemplos en este
capitulo, la glicobiologia es una disciplina cientifica transversal que puede
aportar no solo al conocimiento general, sino a la comprension de los meca-
nismos de modulacion de la respuesta inmune, las interacciones huésped-
patogeno y el desarrollo neoplasico. Su exploracion requiere de un abor-
daje multidisciplinario que involucra la utilizacion de las nuevas tecnologias
estructurales desarrolladas para la caracterizacion de glicoconjugados, y la
interpretacion funcional de esos datos en un contexto fisiopatologico. Sin
dudas, la glicobiologia como campo de estudio seguramente se expandiray
realizara grandes aportes al area clinica en los afnos venideros.

4.4. RESUMEN
La caracterizacion estructural y funcional de la glicosilacion como proceso

celular de modificacion postraduccional de proteinas ha surgido como area
de alto interés industrial, principalmente a partir del cambio de paradigma
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que se produjo con la produccion recombinante de bioterape(ticos. Sin
embargo, la funcionalidad biologica del glicoma (conjunto de glicoconju-
gados presentes en un determinado tipo celular, tejido u organismo) lleva
ya muchos anos en estudio, y ha demostrado ser clave en el contexto de
salud y enfermedad humana. La variabilidad estructural del glicoma es
controlada y exquisitamente regulada por factores genéticos y ambien-
tales y, en consecuencia, este funciona como una carta de presentacion
y comunicacion celular, donde las alteraciones del mismo (ya sean causa
o0 consecuencia de un proceso patologico) pueden desencadenar diversas
respuestas biologicas. La evolucion ha generado familias de proteinas con
dominios de reconocimiento de carbohidratos (lectinas) que se especializan
en la decodificacion de la informacion contenida en el glicoma, haciendo
que el eje lectinas-glicoma participe en una amplia variedad de procesos de
comunicacion célula—-célula. La doble via de comunicacion que se establece
como consecuencia del reconocimiento de glicanos es decisiva para el fun-
cionamiento del sistema inmune: en un modelo simplificado, la respuesta
inmunologica puede entenderse como el resultado del reconocimiento y
discriminacion de aquello que es propio y debe ser tolerado, en oposicion a
aquello que es ajenoy debe ser controlado o eliminado. El papel del glicoma
como mediador clave en procesos fisiologicos y patologicos es justamente
el centro de atencion de este capitulo.

Centralizaremos el analisis en dos areas de estudio: en primer lugar, se dis-
cutira la glicosilacion aberrante como una caracteristica distintiva de la célula
tumoral, y se demostrara su asociacion con diferentes procesos biologicos e
inmunologicos que, en lineas generales, promueven el crecimiento y escape
tumoral. En segundo lugar, se describiran ejemplos de como funciona el eje
lectinas-glicoma en el sistema intestinal, y su influencia sobre el estableci-
miento de la microbiota y la homeostasis inmune.
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5 Ingenieria de proteinas terapéuticas
mediante hiperglicosilacion en células
de mamiferos

MARCOS OGGERO Y NATALIA CEAGLIO

5.1. INTRODUCCION

La produccion de proteinas recombinantes de interés terapéutico humano
adquiere gran notoriedad a nivel de las células de mamifero debido a la
capacidad de estas Gltimas de proporcionar modificaciones postraduccionales
similares a las proteinas humanas.

La demanda en términos del tipo y la cantidad de proteinas terapéuti-
cas dependera de los procedimientos aplicados al tratamiento de diversas
patologias y para las cuales muchos de los bioterapéuticos se basan en
glicoproteinas (GP).

Las GP naturales o recombinantes son entidades de origen proteinico que
durante su sintesis reciben la decoracion glicosidica en forma co/postra-
duccional. La masa de glicanos incorporados a la macromolécula le confiere
diferentes propiedades que se manifiestan generando cambios a nivel de la
farmacocinética, inmunogenicidad, interaccion con el receptor, activacion
celular, comunicacion célula-célula, direccionamiento a determinados tejidos
u organelas, entre otras (Sethuraman & Stadheim, 2006; Li & d’Anjou, 2009).

En virtud de esto, la optimizacion del contenido glicosidico constituye
un aspecto relevante de la biotecnologia orientada a la produccion de gli-
coproteinas terapéuticas ya sea a partir de sus contrapartes naturalmente
glicosiladas o de nuevas entidades que seran modificadas mediante diversos
métodos de glicoingenieria.

Por lo tanto, la glicoingenieria surge como una estrategia basada en la
modificacion del contenido y/o la estructura de los glicanos de una proteina
mediante la aplicacion de modificaciones genéticas que dan lugar a protoco-
los para modificar proteinasy células. En un sentido amplio la glicoingenieria
incluye la optimizacion y remodelacion de glicanos que naturalmente se
expresan en una dada proteina, la eliminacion de los mismos o la incorpo-
racion de nuevos (Figura 5.1), todo ello con el objetivo de generar entidades
con propiedades novedosas o mejoradas, que en el caso de bioterapéuticos
se traduzca en el incremento de la potencia biologica y la disminucion de
los efectos adversos.
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FIGURA 5.1. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS ASPECTOS
QUE INVOLUCRA LA GLICOINGENIERIA

5.2. MODIFICACION DE GLICANOS

Desde el punto de vista de la optimizacion y remodelacion de glicanos, el
control o la modificacion de diferentes caminos biosintéticos constituyen
los mecanismos por los cuales la glicoingenieria busca, entre otros aspectos,
evitar/reducir la macro/microheterogeneidad de glicoproteinas de manera
que exhiban un contenido mas definido de glicanos. Por ejemplo, en células
eucariotas tales como levaduras, células de insectos, plantas y células de
mamiferos, los trabajos se orientaron a incrementar el grado de ocupacion
aumentando la eficiencia de N-glicosilacion (Cho et al., 2012), a conferir
la capacidad de producir glicanos de tipo complejo y a evitar la sintesis
de N-glicanos ausentes en humanos y potencialmente inmunogénicos,
tales como el acido N-glicolilneuraminico (NeusGc) y la hipermanosilacion
(Arico et al., 2013; Aumiller et al., 2012; Wang & Lomino 2012). Asimismo, la
manipulacion genética a nivel de la sialidacion, fucosilacion, galactosila-
cion y ramificacion constituyen procedimientos para modificar la glicosi-
lacion de proteinas en la busqueda de modular determinadas funciones y
propiedades de las mismas. Los mecanismos para lograr una glicosilacion
mas definida se basan en aplicar mutagénesis para producir knockout de
determinadas enzimas (Patnaik & Stanley, 2006), desarrollar interferencia
mediante la utilizacion de inhibidores especificos de enzimas (Zhou et al.,
2008; Scanlan et al., 2007) o, finalmente en el otro extremo, incrementar la
expresion de enzimas glicomodificadoras (Fukuta et al., 2000; Jeong et al.,
2008; Castilho et al., 2011). Los trabajos de Heffner et al., (2018) y de Tejwani
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et al., (2018) constituyen dos interesantes revisiones de modificaciones de
glicanos que exploran detalladamente los mecanismos y procedimientos
gue se mencionaron con anterioridad e introducen conceptos claros con
respecto a la glicoingenieria a nivel celular empleando sistemas de expre-
sion mamiferos. Todo esto permitira enriquecer un producto terapéutico
con las glicoformas deseadas.

Asimismo, se debe considerar que los diferentes métodos de glicoinge-
nieria han sido aplicados a la obtencion de moléculas con un contenido
glicosidicamente mas definido empleando distintos tipos celulares. Es cono-
cido que las células CHO constituyen el huésped de eleccion para expresar
glicoproteinas de interés terapéutico debido a su capacidad de expresar
proteinas en condiciones de cultivos en adherencia o en suspension y por
representar un sistema bien caracterizado y para el cual la robustez inherente
a su empleo y reproducibilidad es su principal distincion. Sin embargo, en
los Gltimos anos, han surgido las lineas celulares humanas como sistemas
de expresion debido a su capacidad de producir proteinas que portan modi-
ficaciones postraduccionales consistentes con aquellas presentes en las
proteinas producidas por el propio ser humano. De este modo, las células
HEK son capaces de producir proteinas cuyos residuos glicosidicos pueden
ser modificados por acido sialico (AS) en union 02-6, fucosa en enlace a1-3/4
0 GlcNAc bisectante (Gugliotta et al., 2017). Tales modificaciones son carac-
teristicas de las células humanas y no pueden ser realizadas por las células
derivadas de hamsteres debido a la ausencia de determinadas enzimas
(Dumont et al., 2015; Durocher & Butler, 2009).

Por otro lado, las células CHO producen glicanos antigénicos como NeusGc
y a—-Gal, ambos ausentes en proteinas de origen humano (Bosques et al., 2010;
Dietmair et al., 2012; Ghaderi et al., 2012). Esto motivo el creciente interés de
produccion de proteinas recombinantes terapéuticas que requieren modi-
ficaciones postraduccionales especificas en huéspedes humanos vy, asi, que
diferentes productos biofarmacéuticos derivados de células HEK hayan sido
aprobados por la Administracion de drogas y alimentos (FDA) y la Agencia de
medicinas europea (EMA) y que tres de ellos se encuentren en el mercado
(Gugliotta et al., 2017).

Es importante considerar entonces, que en todo procedimiento de gli-
coingenieria es necesario profundizar en los mecanismos o caminos que
conducen a la glicosilacion de proteinas para asi, disponer la informacion
necesaria para seleccionar el tipo de célula a emplear en la produccion de
una proteina recombinante de interés terapéutico.

Un caso emblematico de la glicoingenieria lo constituye la tecnologia
GlycoDelete®, que fue primariamente desarrollada en células humanas
HEK293 (Meuris et al., 2014) y luego aplicada en células vegetales (Piron
et al., 2015). El sistema tiende a reducir la heterogeneidad debida a la N-
glicosilacion durante la produccion de GP y a evitar la inmunogenicidad
frecuentemente observada durante el uso de bioterapéuticos basados en
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glicoproteinas recombinantes producidas en células vegetales (B-1,2-xilosa
y a-1,3-fucosa constituyen residuos y enlaces altamente inmunogénicos).
La tecnologia consiste en una modificacion de la maquinaria de glicosila-
cion mediante inactivacion de la N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnTl) y
sobreexpresion de una enzima deglicosilante (endo-N-acetil-B-D-glucosa-
minidasa, endoT) a nivel del aparato de Golgi. Esta Gltima enzima hidroliza
los glicanos de tipo alta manosa (Figura 5.2) que se expresan en proteinas
derivadas de células knockout para la enzima GnTI. Por lo tanto, dichas
modificaciones rinden glicoproteinas que portan un residuo de N-acetil-
glucosamina (GlcNAc) en la Asn correspondiente. En huéspedes mamiferos
el residuo GlcNAc puede ser posteriormente elongado mediante galac-
tosil- y sialiltransferasas que agregan galactosa (Gal) o AS para producir
proteinas con el disacarido Gal-GlcNAc o su derivado a-2,3-sialilado (Meuris
et al., 2014). En el caso de las células vegetales la estrategia de glicoinge-
nieria mediante GlycoDelete® produce GP conteniendo N-glicanos que
poseen un Gnico residuo GlcNAc debido a que no se observan posteriores
modificaciones para generar oligosacaridos de mayor tamano a partir del
mencionado monosacarido aminado (Piron et al., 2015). Esta tecnologia
se dirige fundamentalmente a producir proteinas recombinantes para las
cuales sus funciones no se vean afectadas por la pérdida del N-glicano de
tipo complejo (Figura 5.2). Ademas, simplifica el proceso de purificacion y
disminuye sus propiedades inmunogénicas.

En el sector izquierdo (A) se observan los N-glicanos con sus formas oli-
gosacaridicas tipicas: alta manosa, hibrida y compleja. Los tres comparten el
core pentasacaridico: Man3GlcNAc2. En el sector derecho (B) se ejemplifican
los 8 cores oligosacaridicos correspondientes a los O-glicanos, senalandose
los 4 cores predominantes.

A 9 Man
Alta P . GlcNAC
i Y Hibrido complejo ;9 ;uc .
euSAc
6 0 0 <0>GalNAc
Gal
Q
T A , B
Q. ( Q
Cores mas comunes
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FIGURA 5.2. REPRESENTACION GRAFICA DE LA ESTRUCTURA DE LOS OLIGOSACARIDOS
CARACTERISTICOS PRODUCIDOS POR CELULAS DE MAMIFERO
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5.3. GLICOINGENIERIA MEDIANTE LA ADICION DE GLICANOS.
HIPERGLICOSILACION DE PROTEINAS

La glicoingenieria no solo radica en un procedimiento para optimizar la glico-
silacion de una proteina o remodelar la estructura de sus glicanos sino que
puede ser ademas definida como un proceso (til para prolongar la duracion
de su accionar e incrementar la actividad in vivo de proteinas mediante
la introduccion de nuevos glicanos conteniendo AS terminal (Elliott et al.,
2003). En este sentido, Sinclair y Elliott, (2005) concluyeron que un aspecto
de la glicoingenieria consiste en la introduccion de secuencias consenso de
N-glicosilacion en posiciones deseadas del esqueleto peptidico de modo
de generar proteinas con mayor vida media en plasma. La hiperglicosilacion
de proteinas mediante la introduccion de novo de sitios de N-glicosilacion
fue descripta por diferentes autores. El caso mas resonante lo constituye el
bioterapéutico Aranesp® (darbepoetin alfa) utilizado para el tratamiento de
anemia causada por la insuficiencia renal cronica o por la quimioterapia. Tal
biofarmacéutico fue obtenido mediante hiperglicosilacion de eritropoyetina
humana (hEPO) (Egrie & Browne, 2001; Egrie et al., 2003). Asimismo, la N-gli-
coingenieria de proteinas ha sido exitosamente aplicada a otras entidades
peptidicas conteniendo N-glicanos, como la hormona foliculoestimulante
humana, hFSH (Perlman et al., 2003), interferon-beta humano, hIFN-B (Song
et al., 2014) o carentes de ellos como interferon-alfa humano, hIFN-a (Ceaglio
et al., 2010a; Ceaglio et al., 2010b, 2008).

Por otro lado, la adicién de glicanos de tipo O (tipo mucina) a proteinas
también forma parte de la denominada glicoingenieria mediante adicion
de glicanos ya que se vincula con la introduccion de nuevos carbohidratos
conteniendo moléculas de acido sialico. La hiperglicosilacion de proteinas
mediante la adicion de novo de sitios de O-glicosilacion ha sido aplicada exi-
tosamente para la generacion de otro bioterapéutico existente en el mercado
de biofarmacéuticos conocido con la denominacion comercial de Elonva®
(corifollitropin alfa) empleado para el tratamiento de infertilidad (Croxtall
& McKeage, 2011). Su aplicacion se ha extendido a proteinas para las cuales
la N-glicoingenieria ha resultado igualmente exitosa en la obtencion de
derivados que exhiban mejoras en sus propiedades bioldgicas: hEPO (Fares
et al., 2007), hFSH (Fares et al., 1992) e hIFN-a (Ceaglio et al., 2016; Ceaglio et
al., 2010a). Sin embargo, no existe alin bibliografia que compare la capacidad
de una u otra modificacion para lograr efectos similares.

5.3.1. N-glicoingenieria de proteinas
El desarrollo de la N-glicoingenieria de proteinas se basa en la seleccion racio-

nal de posiciones adecuadas para incorporar residuos N—glicosidicos, conser-
vando la funcionalidad y propiedades estructurales de la proteina de interés.
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Si bien la secuencia N-X-S/T es conocida como sitio potencial de N-gli-
cosilacion, la presencia de secuencias de dicho tripéptido en la proteina no
indica que invariablemente sean ocupadas por glicanos, a pesar de que todas
son sometidas a la misma maquinaria de glicosilacion. Se estima asi que
entre un 10 % y un 30 % de los sitios potenciales de glicosilacion no estan
ocupados y que la eficiencia de glicosilacion depende de la disponibilidad
de precursores unidos al dolicol, de la actividad de la enzima oligosacaril-
transferasa (OST) y de la estructura de las proteinas en todos sus niveles
(Kornfeld & Kornfeld, 1985).

La biosintesis de modificaciones postraduccionales (PTM; del inglés, post-
translational modifications) como la N-glicosilacion no constituye un proceso
guiado por templados genéticos, lo cual da lugar a una gran diversidad de
variantes de una misma glicoproteina. En las células eucariotas el procedi-
miento es ineficiente de manera tal que muchas de las reacciones biosinté-
ticas no llegan a completarse generando adicion incompleta de glicanos a
proteinas o el subsecuente procesamiento incompleto de los glicanos recien-
temente incorporados a las mismas (Zacchi & Schulz, 2016). Considerando
lo definido por estos autores, la heterogeneidad generada por la transfe-
rencia subestequeomeétrica de glicanos a las proteinas recibe el nombre de
macroheterogeneidad mientras que la diversidad producto del procesamiento
subestequeométrico de glicanos se denomina microheterogeneidad. Todos
estos procesos dan lugar a la formacion de glicoisoformas de una dada gli-
coproteina caracterizada por el mismo esqueleto peptidico pero diferente
composicion de glicanos.

Para poder cumplir con el procedimiento de N—glicoingenieria mediante la
adiccion de glicanos es necesario definir factores que afectan la eficiencia de
N-glicosilacion de manera de ser tenidos en cuenta al momento de realizar
un diseno racional de nuevas glicoproteinas.

La eficiencia con la cual un oligosacarido es transferido al residuo de Asn
dependera de la accesibilidad del tripéptido susceptible de N-glicosilacion
al complejo de la OST (Jones et al., 2005).

La Figura 5.3 resume los factores que afectan la eficiencia de N—glicosila-
cion, considerando los tres primeros niveles de organizacion de las proteinas.

Teniendo en cuenta la estructura primaria, la ocupacion de sitio es alta-
mente influenciada por ella, particularmente por aminoacidos que forman
parte o se encuentran proximos al tripéptido N-X-S/T. El residuo central,
denominado X, tiene un rol destacado en la eficiencia de glicosilacion. Se ha
demostrado que la existencia de Pro en dicha posicion anula la ocupacion del
sitio independiente de la presencia de Ser o Thr. Ademas, se ha evidenciado
que la existencia de Trp, Asp, Glu y Leu en posicion central resulta en un bajo
grado de ocupacion generando un grado ineficiente de glicosilacion cuando
la tercera posicion del tripéptido esta ocupada por Ser (Shakin-Eshleman
et al., 1996). Sin embargo, no sucede lo mismo cuando en el sitio consenso
de cualquiera de los aminoacidos centrales, anteriormente mencionados
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(Trp, Asp, Glu y Leu), se encuentran en el contexto de Asn y Thr, es decir,
N-X-T (Kasturi et al., 1997). Asimismo, se ha reportado una preferencia en la
adicion de glicanos en sitios consenso del tipo N-X-T con respecto a N-X-S
demostrado por un grado de ocupacion de 7/3, respectivamente (Petrescu et
al., 2004) y consistente con una mayor especificidad por OST (Kasturi et al.,
1995; Breitling & Aebi, 2013).

Otro factor que disminuye notoriamente la eficiencia de N-glicosilacion
es la presencia de Pro en posicion inmediata posterior a S/T en el sitio
consenso (posicion Y o +3 de la secuencia N-X-S/T-Y) (Mellquist et al., 1998).
Sin embargo, en secuencias conteniendo Ser, existe un aumento del contenido
de Pro en posicion -6, -3 y +4, posiblemente por el giro que imprimen en la
cadena, lo que aumentaria la capacidad de reconocimiento de OST (Petrescu
et al., 2004). Asimismo, estos autores demostraron que existe una clara pre-
ferencia por aminoacidos no polares en las posiciones -2y +4 Y, en particular,
por residuos aromaticos en las posiciones -2 y -1, por aminoacidos no polares
pequenos en posicion +1y por voluminosos residuos hidrofébicos en las posi-
ciones +3y +5. Ademas es notoria la baja incidencia de residuos acidicos en
posicion C-terminal de sitios fehacientemente N-glicosilados. Contrariamente,
sitios consensos de N-glicosilacion no ocupados en determinadas proteinas
presentan un elevado contenido de tales residuos corriente arriba del sitio,
indicando que la carga negativa resultaria desventajosa para la ocupacion
con N-glicanos. De esta primera parte es posible concluir que el grado de
ocupacion de los sitios susceptibles de N-glicosilacion es regulada por la
secuencia de aminoacidos ubicados localmente y no por los remotos a ellos.

La posicion del sitio probable de N-glicosilacion en la secuencia de la
proteina también juega un rol importante como se indica en la Figura 5.3
(Breitling & Aebi, 2013). Analisis estadisticos demostraron la frecuencia de
tales sitios no glicosilados se incrementa hacia el extremo C de las proteinas
(Gavel & Von Heijne, 1990); en efecto, esta particularidad fue posteriormente
confirmada por estudios in vitro mediante los cuales se demostré que dicha
eficiencia se reduce cuando los sitios se hallan aproximadamente a 60 resi-
duos del extremo Cy por la presencia de secuencias hidrofobicas de trans-
membrana ubicadas entre el sitio y el terminal carboxilico de la glicoproteina
(Nilsson & von Heijne, 2000). Esta caracteristica podria ser explicada por el
incremento de la velocidad relativa de adquisicion de la estructura nativa o
de la de translocacion hacia el extremo (Schulz, 2012).

Con respecto a la estructura secundaria (Figura 5.3), se ha determinado que
aproximadamente un 70 % de las secuencias consenso de N-glicosilacion
se localizan en giros B, un 20 % en laminas B y un 10 % en hélices a (Rudd
& Dwek, 1997; Imberty & Perez, 1995). Es decir, puede darse en todo tipo de
estructura secundaria, pero con preponderancia hacia los denominados turns
y bends. Por lo general las regiones «desordenadas» de las proteinas son
zonas mas favorables para la adicion de N-glicanos pudiendo incrementar
la estabilidad de la misma, en contraste con regiones mas estructuradas y
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Factores que afectan la eficiencia de N-glicosilacion
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FIGURA 5.3. FACTORES QUE AFECTAN LA EFICIENCIA DE N—GLICOSILACION. ENTRE
ELLOS, SE INDICA LOS QUE AFECTAN LOS NIVELES ESTRUCTURALES DE LAS PROTEINAS
(PRIMARIA, SECUNDARIA'Y TERCIARIA); INCLUSO LOS EFECTOS A NIVEL DE LOS EXTRE-
MOS N— Y C— DE LAS MISMAS

menos flexibles. Un aspecto llamativo lo constituye la elevada probabilidad de
que los sitios de N-glicosilacion se encuentren en o justo después de puntos
en la secuencia peptidica donde hay un cambio en la estructura secundaria.
Esto plantea la posibilidad de que la glicosilacion favorezca la reorientacion
de la cadena peptidica. Ademas de estabilizar un pliegue local particular, los
glicanos pueden desempenar un papel en la organizacion del proceso de
plegamiento promoviendo cambios en la conformacion de la cadena principal
mediante la generacion de productos intermediarios de plegamiento (Petrescu
et al., 2004). El hallazgo de que los sitios ocupados por N-glicanos tiendan a
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estar ubicados en regiones de mayor flexibilidad contribuye a explicar el rol
estabilizante de los mismos (Jones et al., 2005).

Por otro lado, debido a que la N-glicosilacion se define como un proceso
cotraduccional, la eficiencia de glicosilacion resultara como consecuencia
de una competencia entre la velocidad de plegamiento y la de adicion del
precursor lipidico (Jones et al., 2005; Shental-Bechor & Levy, 2009).

5.3.1.. Estrategias para incorporar N-glicanos a proteinas

Los procedimientos para la incorporacion de nuevos N-glicanos a proteinas
se basan en la modificacion de su estructura primaria mediante la aplicacion
de las siguientes modalidades:

a. Introduccion de mutaciones puntales de determinados aminoacidos
para originar sitios susceptibles de N-glicosilacion, aprovechando
la existencia de zonas de la proteina que presentan caracteristicas
apropiadas para el evento de incorporacion de N-glicanos.

b. Incorporacion de péptidos en el extremo N de proteinas. Los péptidos
portan sitios de incorporacion de N-glicanos emulando aquellos deri-
vados de glicoproteinas conocidas o generados de novo.

a. Introduccion de mutaciones puntales

La generacion de un sitio potencial de N-glicosilacion (N-X-T/S) puede ser
[levada a cabo mediante mutagénesis sitio-dirigida del ADNc de la proteina
de interés y su posterior expresion en células de mamifero. Con el objetivo
anteriormente mencionado de aprovechar la existencia de regiones apro-
piadas de la proteina para que la misma sea modificada mediante N-glico-
silacion, los aminoacidos a mutar deben ser cuidadosamente seleccionados.
Para ello, se deber considerar que los sitios consenso deben exhibir una
elevada probabilidad de glicosilacion y no deben alterar en demasia la
estructura 3D y estabilidad de la proteina en la blsqueda de preservar su
actividad biologica.

Considerando la estructura primaria, diversos son los aminoacidos que
pueden ser mutados con el objetivo de generar un sitio del tipo N-X-T/S.
Sin embargo, se opta por el camino mas conservativo, es decir, aquel que
signifique la modificacion del menor niimero de residuos posibles (Ceaglio
et al., 2008; Samoudi et al., 2015; Samoudi et al., 2017).

Considerando el tripéptido consenso de N-glicosilacion (N-X-T/S) se pue-
den seguir dos caminos:

+ ldentificacion de cada residuo que se encuentre en posicion -2 con respecto
aresiduos de Sery de Thr de la secuencia proteica y su modificacion por Asn.
+ ldentificacion de cada residuo de Asn en la secuencia proteinica y muta-
cion del residuo en posicion +2 por Thr, dado que como se ha mencionado
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anteriormente, la presencia de Thr en el sitio consenso es capaz de confe-
rir un grado de ocupacion superior con respecto a su par hidroxilado Ser
(Petrescu et al., 2004).

Luego de identificar todas las posibles modificaciones a realizar a nivel de la
secuencia peptidica se procede a evaluar mediante herramientas de analisis
teoricos las probabilidades de:

+ Glicosilacion.

+ Preservacion de la funcionalidad de la proteina de interés.

A partir de los conceptos teoricos antes enunciados con respecto a la pro-
babilidad de glicosilacion y siguiendo el analisis de las diferentes muteinas
propuestas, se realiza el descarte de aquellas modificaciones que disminuyen
o anulan la potencialidad de N-glicosilacion mediante un escaneo «macro»,
es decir sin tener un dato matematico otorgado por algoritmos de evaluacion
de probabilidad de N-glicosilacion. Asi, todas las posibles muteinas suge-
ridas que contienen sitios proximos al extremo C de la proteina de interés
no deberian ser consideradas candidatos apropiados; incluso, se predice
que aquellas conteniendo el aminoacido Pro en la posicion central del sitio
consenso de N-glicosilacion o inmediatamente después del mismo estaran
desprovistas de N-glicanos y, por lo tanto, deberian descartarse. Del mismo
modo, aquellas que contienen residuos de Leu, Glu, Asp y Trp en el aminoacido
central del tripéptido generan, debido a su tamano e hidrofobicidad, altera-
ciones estructurales que no son compatibles con la insercion de los glicanos.

Una vez finalizado este primer cribado, la probabilidad de glicosilacion
puede ser analizada utilizando predictores online de N-glicosilacion mediante
el empleo de servidores tales como NetNGlyc 1.0 Server (Gupta & Brunak,
2002), GlycoEP Server (Chauhan et al., 2013) and NGlycPred (Chuang et al.,
2012), siendo el primero el mas utilizado.

Desde otro punto de vista, las mutaciones realizadas no deberian causar
distorsion significativa de la estructura terciaria o cuaternaria de la proteina
que conduzca a la disminucion o pérdida de su actividad biologica. Por este
motivo se sugiere que el primer aminoacido del tripéptido consenso (Asn o
el aminoacido que sera modificado por Asn) exhiba elevada accesibilidad al
solvente. Este parametro puede ser calculado a partir de algoritmos online
tales como ASAview (Ahmad et al., 2004) o NetSurfP vi1 (Petersen et al.,
2009), los cuales aportaran informacion con respecto a grado de exposicion
al solvente del residuo que unira el glicano.

De lo contrario si el residuo que debera recibir el glicano se encuentra inmerso u
oculto en la estructura de la proteing, es altamente probable que su mutacion por
Asn o la adicion de la cadena oligosacaridica altere la adquisicion de su estruc-
tura nativa y conduzca a su baja expresion o pérdida de la actividad biologica.

Esta metodologia fue aplicada a diversas proteinas como se mencio-
nara anteriormente, entre las cuales se encuentran experimentalmente

106



documentadas variantes de hEPO (Egrie et al., 2003), hIFN-a (Ceaglio et
al., 2008) e hIFN-B (Song et al., 2014; Samoudi et al., 2017) y solo in silico
documentadas tales como otras variantes de hIFN-B (Samoudi et al., 2015) y
variantes del factor de coagulacion IX (Ghasemi et al., 2016).

b. Fusion a péptidos conteniendo sitios potenciales de N-glicosilacion

En este caso, la incorporacion de nuevos sitios de N-glicosilacion no se lleva
a cabo mediante mutaciones puntuales de la secuencia natural de la pro-
teina de interés sino que consiste en la fusion de una secuencia peptidica
conteniendo sitios potenciales de N-glicosilacion ya sea generados de novo
o derivados de glicoproteinas conocidas.

El extremo N de las glicoproteinas es frecuentemente seleccionado para el
agregado de tales péptidos debido que el terminal C exhibe menor frecuencia
de N-glicosilacion.

Tal procedimiento tiene la ventaja de minimizar la distorsion de la estruc-
tura 3D de la proteina y, a la vez, introducir un mayor nimero de sitios de
N-glicosilacion a través de un Gnico cambio: la elongacion del extremo N de la
misma. Sin embargo, una desventaja del método radica en que, si el terminal
N de la proteina se encuentra involucrado en la union al receptor, la fusion
de una estructura peptidica altamente voluminosa por la incorporacion de
glicanos podria afectar en gran medida su actividad biologica.

No existen muchos ejemplos en la literatura de la utilizacion de esta meto-
dologia. El ejemplo caracteristico es el correspondiente a la fusion de los
péptidos ANIT, ANITV and ANITVNITV a hFSH, los cuales contienen uno o dos
sitios potenciales de N-glicosilacion.

5.3.2. 0-glicoingenieria de proteinas

La O-glicosilacion de tipo mucina junto a la N-glicosilacion constituyen las
modificaciones postraduccionales glicosidicas mas frecuentes de las proteinas
secretadas. Dada la mayor frecuencia de O-glicosilaciones de tipo mucina
con respecto a aquellas de tipo no mucina, nos referiremos a O-glicosilacion
como la modificacion de naturaleza mucinica. La misma consiste en la union
covalente de un residuo de N-acetilgalactosamina (GalNAc) a residuos de Ser
o Thr (Van den Steen et al., 1998).

Un aspecto que diverge con respecto a la N-glicosilacion es que en la O-
glicosilacion no se conoce con precision una secuencia consenso para adicion
de glicanos, sino que existen evidencias de la preferencia de dominios ricos
en los residuos de Ser/Thr/Pro para el cual el aminoacido Thr constituye el
residuo de mayor probabilidad de adquisicion de glicanos con respecto a
su aminoacido relacionado Ser (Van den Steen et al., 1998). La presencia de
Pro en la cercania del aminoacido aceptor del glicano le confiere, debido a

107



su conformacion de giro B, una exposicion apropiada que conduciria a una
O-glicosilacion mas eficiente.

En mamiferos, la O-glicosilacion se inicia en el cis-Golgi por la accion de
unas 20 transferasas (Ts) para dar lugar a la sintesis del antigeno Tn. Tales
transferasas constituyen una familia de isoenzimas denominadas UDP-N-ace-
tilgalactosamina: polipéptido acetilgalactosaminiltransferasas (ppGaNTasas,
EC 2.41.41) que transfieren GalNAc desde el azlicar donante UDP-GalNAc a
residuos de Ser o Thr para formar la union alfa anomérica GalNAca1-O-Ser/
Thr en la cadena polipeptidica recientemente sintetizada, es decir después
que han ocurrido los eventos de plegamiento (Bennett et al., 2012).

Las mencionadas isoenzimas se expresan en forma tejido-especifica en
mamiferos adultos y muestran especificidad de sustrato (Yang et al., 2014;
Steentoft et al., 2013). Asimismo, se ha sugerido que las isoenzimas T1-T3 son
las principales isoenzimas que contribuyen a generar el O-glicoproteoma
en la mayoria de las lineas celulares, mientras que las restantes parecerian
tener una menor contribucién con funciones solapadas (Kong et al., 2015).

Luego de la transferencia de los residuos GalNAc, estos son procesados
mediante la accion de mas de 30 glicosiltransferasas que adicionan diferentes
monosacaridos (Gal, GlcNAc, AS y fucosa) para formar O-glicanos lineales o
ramificados. En especifico, el antigeno Tn (GalNAc-a-0-Ser/Thr) es sialilado
o elongado para dar lugar a 8 cores que pueden ser posteriormente exten-
didos. Cuatro de esos cores son los mas cominmente observados (Figura 5.2).
A diferencia de los N-glicanos, los O-glicanos son mas cortos mientras que
los primeros con diversas ramificaciones o antenas son los responsables de
la elevada heterogeneidad de las glicoproteinas.

Existen claras evidencias de la localizacion de los O-glicanos en regiones
desordenadas con preferencia en estructuras de tipo coil, turns, regiones de
conexion de dominios o cercanas a los terminales N-y/o C- de las proteinas
(Julenius et al., 2005).

Los glicanos de tipo mucina existen en la forma de 8 estructuras diferentes
en las cuales el nicleo de todas ellas es el residuo GalNAc. En humanos, la
mayoria de los O-glicanos constituyen las estructuras o cores de tipo 1 (Galp1-
3GalNAc) representado glicanos pequefios y de tipo 2 (GalB1-3(GlcNAcB1-6)
GalNAc) que tienden a ser glicanos de mayor tamafo; todos ellos finalizados
con una 102 moléculas de AS (Jensen et al., 2009; Mrazek et al., 2013).

5.3.2.1. Estrategias para incorporar O-glicanos a proteinas

Tanto la ausencia de secuencias consenso de O-glicosilacion como las carac-
teristicas estructurales o de su entorno que incrementan las posibilidades de
tal modificacion, orientan hacia procedimientos de O-glicoingenieria basados
en la bisqueda de dominios peptidicos a partir de proteinas naturales que
contengan una elevada densidad de O-glicanos o bien mediante el disefo
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de novo de secuencias probables de O-glicosilacion. La fusion de péptidos,
conteniendo sitios consenso de O-glicosilacion, en los extremos N-y/o C- de
las proteinas a modificar, representan un procedimiento Gtil de O-glicoinge-
nieria por hiperglicosilacion. De este modo, se evitan las extensas perturba-
ciones a nivel del esqueleto peptidico que conllevan a cambios de naturaleza
estructural es decir a mayores niveles de organizacion de la proteina (Ceaglio
et al., 2016). Un péptido que reline tales caracteristicas y fuese ampliamente
utilizado con fines de hiper-O-glicosilacion es el denominado CTP, del inglés
carboxyl-terminal peptide, que deriva del extremo C de la subunidad B de la
gonadotrofina coridnica humana, hCG (Pierce & Parsons, 1981). Mas adelante
se ejemplificara su empleo.

La bioinformatica aporta elementos de interés para analizar las probabi-
lidades de O-glicosilacion una vez que se ha seleccionado una secuencia
naturalmente O-glicosilada o luego de disenar una nueva secuencia pep-
tidica conteniendo dominios enriquecidos en Ser/Thr/Pro. Existen diver-
sos predictores de O-glicosilacion, todos ellos basados en la evaluacion
de la probabilidad de adicion de O-glicanos de tipo mucina a proteinas
producidas por mamiferos (Mazola et al., 2011). Ejemplos de los mismos
son: NetOglyc (Julenius et al., 2005), CKSAAP_OGlySite (Chen et al., 2008) e
ISOGLlyP (Leung et al., 2014).

La O-glicosilacion de tipo mucina resulta mas compleja con respecto a los
mecanismos que gobiernan la N-glicosilacion considerando el gran nimero
y las diferentes propiedades de las isoenzimas ppGalNAc transferasas que
participan en su sintesis (Leung et al., 2014). En funcion de lo anteriormente
mencionado, la mayoria de los predictores de O-glicosilacion no tienen en
cuenta los siguientes aspectos:

-+ El amplio rango de combinaciones de residuos de Ser/Thr/Pro en el con-
texto de otros aminoacidos para generar un sitio potencial de adicion de
O-glicanos.

+ La especificidad de sustratos peptidicos de las diferentes isoformas de
ppGalNAc transferasas.

El predictor ISOGIyP es, en este sentido, altamente recomendable debido
a su capacidad de desarrollar la evaluacion de sitios potenciales de O-gli-
cosilacion en términos de la especificidad de isoenzimas transferasas de
GalNAc. Ademas, dicho predictor genera la posibilidad de diferenciar cuan-
titativamente las preferencias de residuos aminoacidicos (denominado valor
de incremento, EVP) por los dominios cataliticos de las diversas ppGalNAc—
transferasas. De este modo, valores de EVP superiores a la unidad indican una
preferencia de glicosilacion por un dado sitio mientras que valores inferiores
a 1, sugieren una actividad de glicosilacion disminuida (Leung et al., 2014).
Como se menciond con anterioridad, el péptido CTP (rico en Ser y Pro)
constituye la extension C-terminal de la hCG que le confieren especificidad
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biologica e inmunolodgica a la hormona (de Medeiros & Norman, 2009). La
hCG junto con las gonadotrofinas producidas por la glandula pituitaria, hLH
y hFSH (hormonas luteinizante y foliculoestimulante humanas) y la hormona
estimulante de la glandula tiroidea humana (hTSH), constituyen una familia
de hormonas glicoproteicas heterodiméricas que contienen una subunidad
idéntica o comin (subunidad a) covalentemente ligada con la subunidad
B; esta dltima es responsable de conferir la especificidad biologica a cada
proteina (Grossmann et al., 1997; Pierce & Parsons, 1981).

La subunidad B de la hCG se diferencia no solo en la secuencia aminoaci-
dica sino también en la presencia del péptido CTP que se caracteriza por la
existencia de 4 residuos de Ser responsables de la existencia de residuos
O-glicosidicos (Cole & Khanlian, 2007). El rol de tal extension probablemente
radique en mantener un tiempo de vida media en plasma mas prolongado de
la hCG comparado con las otras hormonas glicoproteicas (Matzuk et al., 1990).

Se ha utilizado la tecnologia de fusionar una o mas unidades de CTP a los
extremos N y/o C de diversas proteinas con el fin de mejorar sus propiedades
terapéuticas. Las siguientes proteinas fueron modificadas mediante la adi-
cion del péptido CTP: subunidad B de la hFSH (Trousdale et al., 2009) y hTSH
(Joshi et al., 1995), subunidad a de la hCG (Furuhashi et al., 1995), hormona
de crecimiento humana (hGH) (Fares et al., 2010), eritropoyetina humana
(hEPO) (Fares et al., 2011) e interferon-a2b humano (hIFN-a2b) (Ceaglio et
al., 2016). La utilizacion del péptido CTP demostrd no afectar el ensamblaje,
la secrecion, la afinidad por el receptor y la actividad in vitro de muchas de
las proteinas fusionadas al mismo vy, en particular, mejoro las propiedades
farmacocinéticas de otra de ellas como hIFN-o2b (Ceaglio et al., 2016).

5.4. BIOTERAPEUTICOS OBTENIDOS MEDIANTE
GLICOINGENIERIA POR HIPERGLICOSILACION

A continuacion, se expondran brevemente dos ejemplos de generacion de
bioterapéuticos obtenidos mediante glicoingenieria por hiper-N-glicosilacion
e hiper- O-glicosilacion, respectivamente:

Darbepoetina alfa (Aranesp®)

Biofarmacéutico de segunda generacion de denominacion comercial Aranesp® de
propiedad de Amgen, Estados Unidos. El mismo fue obtenido mediante mutagé-
nesis sitio—dirigida de hEPO. La rhEPO es utilizada para el tratamiento de anemia
asociada con insuficiencia renal cronica, cancer y SIDA, naturalmente presenta
tres sitios de N-glicosilacion (Asn24, Asn38 y Asn83) y un sitio de O-glicosilacion
(Ser126) distribuidos en una secuencia peptidica de 165 residuos aminoacidicos
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(Egrie & Browne, 2001; Egrie et al., 2003). El empleo de hEPO recombinante
(rhEPO), es decir, como bioterapéutico de primera generacion presenta la des-
ventaja de la elevada frecuencia de dosificacion al paciente para lograr el efecto
clinico deseado (3 dosis semanales por via subcutanea o intravenosa).

La secuencia de aminoacidos de Aranesp® difiere de hEPO en 5 residuos
(Ala3oAsn, His32Thr, Pro87Val, Trp88Asn, and ProooThr) de manera de contener
dos nuevos sitios de N-glicosilacion capaces de recibir oligosacaridos en los
residuos Asn30y Asn88. Esta molécula de hEPO hiperglicosilada presenta una
masa molecular media de 37100 Da, un contenido de carbohidratos de 51 %
y hasta 22 moléculas de AS que le confiere un pl de 3,3. En contraposicion, la
rhEPO exhibe una masa molecular de 30400 Da, un contenido de carbohidra-
tos de 40 % y hasta 14 moléculas de AS (Egrie & Browne, 2001). Si bien se ha
demostrado que el incremento en el nimero de moléculas de AS disminuye la
afinidad por el receptor de hEPO vy, en consecuencia, la actividad biologica in
vitro, dicho aumento representa una caracteristica crucial para la actividad in
vivo de la nueva proteina. Asi, las isoformas con mayor contenido en tal residuo
acido han mejorado las propiedades farmacocinéticas de hEPO, ejemplificadas
por una superior vida media y una inferior velocidad de depuracion plasmatica.
Lainoculacion de 100 U/kg de rhEPO o de una cantidad equimolar de la version
hiperglicosilada a pacientes sometidos a dialisis peritoneal, permitié concluir
con respecto a tales parametros en humanos (Macdougall et al., 1999), obser-
vandose un incremento de 3 veces en la vida media terminal de esta Gltima
molécula con respecto a rhEPO (25,3 h vs. 8,5 h; es decir, una diferencia de 16,8 h).
En este mismo trabajo, considerando la concentracion sérica de cada molécula
en funcion del tiempo, se obtuvo un area bajo la curva (AUC) significativamente
superior para la variante hiperglicosilada (291 + 7,6 ngxml-1xh vs. 1319 * 8,3
ngxml-1xh) y una correspondiente velocidad de depuracion plasmatica inferior
(1,6 £ 0,3 mlxh-1vs 4 £ 0,3 mlxh-1) en comparacion con la rhEPO.

Desde el punto de vista farmacologico, ambas proteinas se unen al receptor
de células progenitoras eritroides. Tal interaccion estimula la diferenciacion
a eritrocitos e inhibe procesos apoptoticos (Powell & Gurk-Turner, 2002). La
version hiperglicosilada presenta una actividad biologica in vivo 13 veces
superior con respecto a rhEPO determinada como la habilidad para incremen-
tar el hematocrito de ratones sanos. Es importante destacar que la afinidad de
darbepoetina por el receptor de hEPO es inferior que la correspondiente afini-
dad de la rhEPOQ, sin que se traduzca en un descenso de la potencia evaluada
in vivo. En tal sentido, se ha observado igual comportamiento al estudiar una
misma entidad peptidica que porta diferente grado de glicosilacion (Ceaglio
et al.,, 2010a; Mattio et al., 2011). Por lo tanto, el descenso de la afinidad por
el receptor debido a la mayor glicosilacion no significa un impedimento para
que las moléculas con superior contenido de glicanos sean empleadas como
agentes terapéuticos, ya que numerosas evidencias demuestran el error que
implica confiar en los ensayos in vitro para predecir la actividad biologica in
vivo y los efectos terapéuticos de una molécula (Egrie et al., 2003).
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Corifolitropina alfa (Elonva®)

Biofarmacéutico de segunda generacion obtenido mediante tecnologia de
hiper-O-glicosilacion por adicion del péptido C terminal de la subunidad B
de la hCG a la subunidad B de la hFSH como se indicara con anterioridad.
El bioterapéutico es utilizado en clinica, bajo la denominacion comercial de
Elonva (de propiedad de MSD, Alemania), por su capacidad de sostener la
estimulacion del foliculo ovarico al imitar la actividad de la hormona hFSH
pero con accion prolongada debido a la notable mejora de sus propiedades
farmacocinéticas. De tal modo, la hormona hiperglicosilada es eliminada
mas lentamente respecto a la rhFSH, extendiéndose la vida media desde
27-41 h (rhFSH) hasta 59-82 h (corifollitropin) (Zandvliet et al., 2015). Esta
superior vida media de eliminacion confirma el éxito obtenido durante el
ciclo de tratamiento de estimulacion ovarica controlada antes de realizar
procedimientos de fertilizacion in vitro o inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides por el cual una sola inyeccion subcutanea de la hormona
hiperglicosilada es @til para iniciar y sostener durante una semana el creci-
miento de multiples foliculos y, asi, reemplazar las siete inyecciones diarias
de rhFSH (Fauser et al., 2009).

5.5. CONCLUSION

La generacion de nuevas variedades de proteinas humanas, basada en la
aplicacion de técnicas de glicoingenieria en general y mediante la técnica
de hiperglicosilacion, en particular, ha permitido avanzar en el desarrollo
de nuevos bioterapéuticos de segunda generacion que aportaron ventajas
estructurales y funcionales a sus contrapartes no glicosiladas. La existencia
de proteinas hiper-N-glicosiladas e hiper-O-glicosiladas en el mercado bio-
farmacéutico pone de relevancia la capacidad de la industria para afrontar
tales desafios en el vasto campo de la produccion de proteinas recombi-
nantes expresadas en células de mamifero. De este modo, la necesidad de
encontrar soluciones a distintas patologias dirigidas hacia la mejora en la
eficacia, estabilidad, farmacocinética y farmacodinamica de los bioterapéu-
ticos, genera el motor para que las propuestas en glicoingenieria sigan un
curso de crecimiento e innovacion.
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6 Expresion de glicoproteinas
recombinantes en diferentes sistemas

CLAUDIO PRIETO

6.1. INTRODUCCION

La importancia de las glicoproteinas terapéuticas ha crecido rapidamente
desde la aparicion de la industria biotecnologica. Inicialmente, las mismas
derivaban de fuentes naturales tales como sangre humana (factores de
coagulacion de la sangre y albimina sérica), pancreas (insulina) y placenta
(glucocerebrosidasa). Sin embargo, las preocupaciones sobre la purezay
consistencia del producto como asi también el potencial de contamina-
cion viral, resultaban un inconveniente dificil de resolver. Luego de 30
anos de desarrollo, la bioingenieria molecular y celular permiten resolver
esos inconvenientes mediante la produccion de proteinas terapéuticas en
forma recombinante.

Las modificaciones postraduccionales y, en particular, la glicosilacion,
juegan un papel decisivo en asegurar la funcion adecuada de las proteinas.
Se sabe que la glicosilacion tiene lugar en una gran variedad de clases de
proteinas, incluyendo, pero sin limitarse a: anticuerpos, hormonas proteicas,
factores de crecimiento, enzimas, citoquinas y antigenos vacunales. Mientras
que los anticuerpos de la clase IgG poseen un (nico sitio de glicosilacion en el
fragmento Fc, y en algunos casos un segundo sitio de glicosilacion en el frag-
mento Fab, otras proteinas llevan una abundancia de sitios de glicosilacion,
protegiendo virtualmente la estructura peptidica del entorno extracelular.
En este sentido, el entendimiento de los mecanismos de glicosilacion ha
adquirido un papel cada vez mas importante en el desarrollo tanto de nuevos
biologicos como de biosimilares. La glicosilacion tiene una gran influencia
en las caracteristicas funcionales de una proteina. La activacion completa de
una célula por factores de crecimiento, citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos, vida media, estabilidad y plegado, por nombrar algunos, se ha
encontrado que dependen en gran medida de los patrones de glicosilacion.
La glicosilacion es un proceso altamente complejo, que implica una red de
varios cientos de enzimas y transportadores intracelulares, y —en contraste
con la secuencia de aminoacidos codificada genéticamente de la proteina—
varia con las capacidades de la linea celular e incluso del clon celular utilizado
para la produccion. El diseno del proceso de produccion y purificacion de
glicoporteinas terapéuticas es clave para obtener un bioproducto consistente,
lo que supone un desafio importante para los productores de glicoproteinas.
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El rapido crecimiento del mercado biofarmacéutico mundial en los Gltimos
anos ha sido un buen indicador de la importancia de las glicoproteinas en
la industria biotecnologica.

6.2. GLICOPROTEINAS RECOMBINANTES
COMO PRODUCTOS BIOLOGICOS

La mayoria de los productos biolégicos aprobados por la FDA son glicoproteinas
recombinantes. Estas proteinas han sido utilizadas para el tratamiento de nume-
rosas enfermedades siendo que algunos de ellas alin estan en fase de aprobacion.
La eleccion del sistema de expresion es un paso clave en la planificacion de la
produccion de la proteina funcional ya que la glicosilacion influira en el rendi-
miento, la farmacocinética, la actividad biologica y la inmunogenicidad. Hasta el
momento, la mayoria de las proteinas recombinantes son producidas utilizando
sistemas de expresion tales como bacterias, levaduras, células de insectosy célu-
las de mamiferos. Cada uno de estos sistemas presenta significativas diferencias,
principalmente todo lo relacionado con las modificaciones postraduccionales. La
glicosilacion es la modificacion postraduccional mas frecuente de las proteinwas
recombinantesy probablemente sea la que mas impacte en la actividad biologica
de las mismas. EL 70 % de las proteinas terapéuticas estan glicosiladas (Ghaderi
et al., 2012). En la Tabla 62 se describen algunas de las glicoproteinas terapéu-
ticas recientemente aprobadas y la plataforma de produccion. Para una mejor
revision se sugiere leer el Capitulo 1 del libro Methods and Protocols, Methods
in Molecular Biology, vol. 1674 de Mizukami et al., 2018 (Swiech, 2018).

Tal como lo describe la Tabla 6. 1, las glicoproteinas recombinantes tera-
péuticas comprenden varias clases y son utilizadas para un amplio rango de
enfermedades, entre ellas podemos citar desordenes metabolicos, enferme-
dades autoinmunes, cancer, etc. La clasificacion puede realizarse de acuerdo
con su funcion o aplicacion. Se definen cuatro grupos:

+ Grupo I: proteinas con actividad enzimatica.

+ Grupo 1I: proteinas con actividad target u orientadas.
+ Grupo I11: proteinas como vacunas.

+ Grupo Iv: proteinas para diagnostico.

De manera comparativa con las drogas sintéticas, las proteinas recombinantes
terapéuticas presentan algunas ventajas: alta especificidad y complejidad,
mejor toleranciay menor inmunogenicidad y, regulatoriamente, son mas rapi-
das de aprobar que otras drogas. Comparativamente con proteinas derivadas
de fuentes bioldgicas, como, por ejemplo, insulina (pancreas) y alblimina
(plasma), las proteinas recombinantes permiten asegurar reproducibilidad,
pureza, y bioseguridad induciendo a las companias biofarmacéuticas a la
produccion de las mismas (Sethuraman & Stadheim, 2006).
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TABLA 6.1. EJEMPLOS DE ALGUNAS GLICOPROTEINAS TERAPEUTICAS RECOMBINANTES
APROBADAS EN LOS ULTIMOS ANOS

Afo | Producto Compaiiia Uso clinico | Plataforma
celular
2016 | Zinplava®© (bezlotoxumab) | Sharp & Dohme Limited | Clostridium | CHO
difficile
Taltz© (ixekizumab) Eli Lilly Nederland B.V. | Psoriasis CHO
Anthim© (obiltoxaximab) Elusys Therapeutics, Inc. | Antrax NSO
2015 | Darzalex© (daratumumab) | Janssen Biotech, Inc. Mieloma CHO
multiple
Nuwiq®© (Antihemophilic Octapharma AB Hemofilia A | HEK293F
rFactor VIII)
Repatha®© (evolocumab) Amgen Europe B. V. Hipercoles- | CHO
terolemia
2014 | Eloctate© (Antihemophilic Biogen Idec, Inc Hemofilia A | HEK293
rFactor VIII, FcFusion
Protein)
Alprolix®© (rFactor IX fused Biogen Idec, Inc Hemofilia B | HEK293
to a human IgG1 Fc domain)
Pelegridy© (peginterferon Biogen Idec, Inc Esclerosis CHO
beta 1-a) maltiple

En 1996, el término «especie proteica» fue introducido por Jungblut (Jungblut
etal.,1996)y cerrd una brecha entre la funcion de una proteinay su estructura
quimica como un enfoque necesario para expandir el dogma central de la
biologia molecular. Mientras que una proteina se refiere al gen que la codifica,
una especie de proteina se define por su composicion quimicay se considera
la unidad mas pequena del proteoma. A partir del producto de la sintesis
primaria postraduccion del ARNm, todos los cambios estructurales debidos a
modificaciones postraduccionales, degradacion, transporte o procesamiento
intracelular, asi como cualquier combinacion de estas modificaciones quimi-
cas, conducen a nuevas especies de una misma proteina.

La glicosilacion es la union covalente de restos de carbohidratos (glicanos)
a aminoacidos seleccionados de la cadena de polipéptidosy es conocida por
ser una de las modificaciones postraduccionales mas comunes, complejas y
versatiles. La glicosilacion de proteinas es especifica del tipo de célula, tejido
y especie. A diferencia de otros procesos celulares, como la transcripcion o la
traduccion, la biosintesis de glicanos no esta dirigida por un «molde» y, sin
embargo, se realiza por la interaccion secuencial de enzimas (glicosiltrans-
ferasas y glicosidasas). Ademas, las glicoproteinas generalmente exhiben
macro y microheterogeneidad aumentando la diversidad del proteoma a
un nivel incomparable con cualquier otra modificacion postraduccional. La

123



macroheterogeneidad, también denominada ocupacion variable «del sitio
de glicosilacion», describe que la glicosilacion no es obligatoria en todos los
sitios potenciales de glicosilacion. Esto puede depender de la conformacion
de la proteina y la disponibilidad del sitio, la cinética enzimatica, asi como
la célula huésped y su estado fisiologico. Grandes variaciones con respecto
a la composicion de monosacaridos, el enlace glicosidico o la ramificacion
de glicano pueden surgir adicionalmente de la microheterogeneidad que se
refiere a la diversidad estructural de oligosacaridos en un sitio de glicosilacion
particular (Rosenlécher et al., 2016).

En 1988, el término «glicoformas» fue definido por Rademacher y cola-
boradores (Rademacher et al., 1988) como subconjuntos discretos de una
glicoproteina que comparte un esqueleto de polipéptidos idénticos pero
difieren con respecto a la glicosilacion. Las glicoformas tienen diferentes
caracteristicas fisicas y bioquimicas que pueden conducir a la heterogeneidad
funcional y también son dependientes de la plataforma celular. Por ejemplo,
los monosacaridos terminales de glicanos, fucosas y acidos sialicos tienen
importantes impactos estructurales y funcionales relacionados con la vida
media y actividad bioldgica de las glicoproteinas.

La formacion de glicoformas también ocurre durante la produccion de pro-
teinas recombinantes. Esto es de particular interés en el campo de la salud ya
que se usa una gran cantidad de glicoproteinas recombinantes como produc-
tos biofarmacéuticos. El mercado de las glicoproteinas terapéuticas, incluidos
los anticuerpos, los factores de coagulacion, las citocinas y las hormonas,
es muy rentable y crece rapidamente cada ano. El proceo de glicosilacion
se ve afectado directamente por el entorno intracelular y el cultivo celular.
Esta variabilidad compleja que presentan las glicoproteinas representa un
desafio importante con respecto al desarrollo de productos biofarmacéuticos
glicosilados con propiedades consistentes, ya que diferentes glicoformas
pueden ser importantes para su funcionalidad terapéutica. Por ejemplo, para
la hormona eritropoyetina, se puede demostrar una disminucion drastica de
la actividad in vivo para las glicoformas no sialiladas en comparacion con las
variantes sialiladas (Fukuda & Lopez, 1989).

6.3. PLATAFORMAS DE PRODUCCION
DE GLICOPROTEINAS TERAPEUTICAS

La eleccion del modelo celular para producir glicoproteinas recombinantes
es clave para obtener un sistema de produccion funcional exitoso. Varios
aspectos deben ser considerados, entre ellos: caracteristicas de la célula
productora, costos de produccion, capacidad de producir y traducir trans-
criptos de ARN, seguridad, eficacia, estabilidad cromosomal, estabilidad de
producto, entorno bioquimico, etc.
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TABLA 6.2. CARACTERISTICAS DE LAS DIFERENTES PLATAFORMAS DE PRODUCCION

Células Bacterias | Levaduras | Plantas Insectos Mamiferos
No humanos Humanos

Crecimiento Muy Rapido Moderado Moderado Lento

celular rapido

Requerimiento | Minimo Minimo Minimo Complejo Complejo

de cultivo Barato Barato Barato Caro Caro

Riesgo de Elevado Bajo Bajo Elevado Elevado

contami- (endoto- (virus) (virus)

nacion del xinas)

producto

Transgénesis | Facil Facil Facil a Moderada Moderada
Estable Estable moderada Estable

Productividad | Alta Alta Baja a Alta Moderada

moderada aalta

Modificaciones | Limitada | Glicosilacion | Glicosilacion | Glicosilacion | Glicosilacion | Perfil

postraduccio- Hiperma- (glicoformas | (glicoformas | similar a de glico-
nales nosilacion especificas | especificas | la humana silacion
de plantas) | deinsectos) | Presencia humano

No realizan | Presencia de epitopes
sialilacion de residuos | inmuno-
de alta génicos no
manosa humanos

0 pausima-
nosa

No realizan
sialilacion

6.3.1. Bacterias

El primer producto biofarmacéutico aprobado (1982), insulina recombinante
(Humulin® de Eli Lilly & Co.), se produjo en sistemas de expresion bacterianos
(E. coli). Desde entonces, las bacterias se han utilizado para producir numerosas
proteinas terapéuticas no glicosiladas aprobadas comercialmente, como enzimas,
citoquinasy anticuerpos monoclonales bajo la forma de fragmentos Fv de cadena
(nica scFv (del inglés, single chain Fv fragments). Esta plataforma celular presenta
varias limitaciones para la produccion de glicoproteinas recombinantes debido
a la falta de maquinaria enzimatica requerida para la glicosilacion de proteinas.
Por esta razon, los sistemas de expresion bacterianos tradicionalmente no son
considerados para la produccion de proteinas glicosiladas y complejas. Este
escenario podria cambiar en los proximos anos debido al descubrimiento de una
maquinaria de N—-glicosilacion de proteinas en Campylobacter jejuniy su exitosa
transferencia funcional a E. coli (Schwarz et al., 2010). Si bien el progreso realizado
en los Gltimos anos con respecto a la glicoingenieria de E. coli es significativo,
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todavia se necesitan mejoras para establecer un proceso de produccion rentable,
ya que los rendimientos actualmente alcanzados son insuficientes para fines
comerciales (Pandhal & Wright, 2010).

6.3.2. Levaduras

Los sistemas de expresion basados en levaduras son considerados muy
atractivos y se han usado ampliamente para la produccion de proteinas
recombinantes. Las levaduras se pueden cultivar en medios quimicamente
definidos, crecer rapidamente y alcanzar densidades muy altas en un corto
periodo de tiempo, presentan una expresion robusta, se puede aumentar el
volumen de fermentacion a escala industrial y principalmente cuentan con
mecanismos de glicosilacion bien caracterizados (N-glicosilacion).

Alrededor del 20 % de los productos biofarmacéuticos se produce en
S. cerevisiae, incluida la insulina, algunas vacunas contra la hepatitis y la
albimina sérica humana. Su uso intensivo también esta relacionado con el
plegamiento adecuado de muchas proteinas humanasy la relativa facilidad
de purificacion ya que las proteinas producidas pueden ser secretadas al
medio extracelular. Otro sistema basado en levaduras muy utilizado es Pichia
pastoris. Este es considerado un sistema de expresion heterologo exitoso
con varias proteinas recombinantes en ensayos clinicos (Razaghi et al., 2017)
produced commercially in Escherichia coli. Efficient expression of hiFNg has
been reported once for Pichia pastoris (Wang et al., 2014. Glicoproteinas
recombinantes expresadas en levadura con aprobacion de comercializa-
cion incluyen: una vacuna a subunidad de hepatitis B que usa antigeno de
superficie de hepatitis B (Engerix B, GsK); factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos humano recombinante (Leuquina®, Sanofi); factor
de crecimiento recombinante derivado de plaquetas humanas (Regranex®, om)
Pharmaceuticals, Inc.) y vacuna a subunidad del virus del papiloma humano
(Gardasil® msD); (Meehl & Stadheim, 2014).

Si bien las levaduras tienen el potencial de realizar glicosilaciones (ver
Figura 1.4), los N-glicanos hipermanosilados, con mas de 100 residuos de
manosa adicionales, afectan negativamente la vida media de las proteinas
tras la administracion de la misma pudiendo provocar reacciones inmunes
adversas en los seres humanos. Se han realizado esfuerzos para modifi-
car genéticamente las levaduras mediante la eliminacion de los glicanos
hipermanosilados endogenos, seguido de la introduccion de los elementos
necesarios para generar glicanos complejos sialilados similares a los huma-
nos. El desarrollo de cepas «knockout» de Pichia pastoris en el gen 0CH1
(gen responsable del desencadenamiento de hipermanosilacion), resultd en
una reduccion en el nimero de manosas en glicanos en comparacion con
una cepa de tipo salvaje (Hamilton y Gerngross, 2007; Meehl and Stadheim,
2014). En 2006, Merck adquirié GlycoFi (Pichia pastoris glicoingenierizada
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para N-glicosilacion) para sinergizar su produccion biofarmacéutica en
Saccharomyces cerevisiae (Gardasil®) con el fin de producir productos
mejorados con costos inferiores a los obtenidos con lineas celulares de
mamiferos (Beck & Reichert, 2012).

6.3.3. Células de plantas

Las células de plantas se proponen como una plataforma de produccion alter-
nativa para proteinas terapéuticas bioactivas ya que tienen varias ventajas,
como la facilidad de ampliacion o escalado para la produccion industrial a
un costo comparativamente bajo. Sin embargo, la N-glicosilacion compa-
rativamente con las células de humanos es distinta dando como resultado
diferencias estructurales significativas del entorno de N-glicanos. Las plantas
carecen del residuo bisectante GlcNACc, los residuos P1-4-Gal, los AS y los
residuos de a1-6-Fucosa. Ademas, los N-glicanos de plantas pueden llevar
residuos de B1—2-Xylosa y a1-3-Fucosa que estan ausentes en humanosy por
lo tanto son inmunogénicos. Ademas, mientras que los N-glicanos humanos
de tipo complejo frecuentemente consisten en estructuras multiantenarias
con mas de dos ramas terminales, los N-glicanos en plantas normalmente
solo tienen dos antenas (Gomord et al., 2010; Varki et al., 2009; ver Figura
1.4). Los productos bioterapéuticos glicosilados derivados de plantas que se
encuentran actualmente en ensayos clinicos tales como la transferrina o la
lisozima humanas todavia contienen glicosilacion de plantas. Sin embargo,
productos como la lisozima estan disenados para su administracion en forma
oral, lo que sugiere que las estructuras de glicanos vegetales no siempre son
inmunogénicas y no obstaculizaran la aprobacion y comercializacion de la FDA
(Boothe et al., 2010). En los Gltimos afios se logré un progreso significativo
en plantas transgénicas modificadas genéticamente equipadas con diferen-
tes componentes de la maquinaria de glicosilacion de mamiferos, incluso
permitiendo N-glicosilacion multiantenaria y a-2,6 sialilada hasta cierto
punto (Castilho et al., 2011; Gomord et al., 2010). Pero se necesitan mejoras
adicionales para establecer plantas transgénicas, como una plataforma de
produccion confiable para glicoproteinas que llevan a cabo una glicosilacion
humanizada homogénea (Boothe et al., 2010).

La produccion de proteinas recombinantes terapéuticas utilizando plantas
como plataforma es un enfoque relativamente nuevo en donde se plan-
tea una reduccion mayor al 50 % de la inversion de capital y el costo de
los bienes en comparacion con los sistemas de expresion de células de
mamiferos (Nandi et al., 2016). Las especies solanaceas dentro del género
Nicotiana, especificamente Nicotiana tabacum (tabaco) y Nicotiana ben-
thamiana (variedad australiana), se consideran en la actualidad las pla-
taformas mas apropiadas en la agricultura molecular. Las caracteristicas
ventajosas incluyen i) facilidad de cultivo y alta biomasa; ii) disponibilidad
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de herramientas genéticas para la manipulacion de rasgos y iii) aptitud para
nuevas técnicas de fitomejoramiento (CrRISPR / Cas9). N. benthamiana es
en especial adecuada para producir proteinas recombinantes, y un aspecto
significativo es que contiene una insercion natural en el gen de ARN poli-
merasa 1 dependiente de ARN (Bally et al., 2015), lo que conduce a un nivel
reducido de silenciamiento génico. Esta caracteristica permite la utilizacion
eficiente de vectores de expresion transitorios y una produccion rapida (4-10
dias) de proteinas de alto valor (hormonas, enzimas, anticuerpos) mediante
transfeccion transitoria mediante agroinfiltracion.

De manera reciente, un caso para destacar es el éxito de zmapp, un coctel
de anticuerpos utilizado durante el brote de Ebola 2014-2015 (Qiu et al., 2014),
y la produccion eficiente de vacunas contra la gripe estacional (D’Aoust et
al., 2010). Los rendimientos obtenidos y la escalabilidad del sistema la hacen
adecuada para la produccion industrial resultando en hasta 5 g de proteina
recombinante / kg de biomasay 10 millones de dosis de una vacuna por mes
(Bendandi et al., 2010).

En particular, las plantas como organismos eucariotas pueden ser incorpo-
radas con muchos de los rasgos deseables de los mamiferos, manteniendo
sus importantes ventajas de bioprocesamiento. Esto facilita la expresion
de proteinas humanas complejas (por ejemplo, anticuerpos) con comple-
jas modificaciones postraduccionales (por ejemplo, N- y O-glicosilacion).
Esta revision se concentra en la capacidad de las plantas para producir
proteinas con perfiles de glicosilacion especificos. Un interés especial es la
generacion de glicoformas humanas con mayor homogeneidad, ya que esto
dificilmente puede ser logrado por los huéspedes de expresion de mamife-
ros debido a su compleja maquinaria de glicosilacion endégena. Esto es de
especial interés para la industria biofarmacéutica, ya que la mayoria de las
proteinas terapéuticas esta glicosilada y es bien sabido que los perfiles de
glicanos tienen un impacto significativo en la estabilidad y funcionalidad
de las proteinas. De hecho, se ha demostrado que ciertas funcionalidades
de proteinas se pueden revertir, dependiendo del perfil de glicosilacion.
Ejemplos caracteristicos son los anticuerpos 1gG que exhiben actividades pro
o antiinflamatorias, dependiendo de su perfil de glicosilacion (Nimmerjahn
& Ravetch, 2010).

El cultivo de células vegetales es una opcion de produccion interesante
para productos biofarmacéuticos. Las células vegetales pueden realizar
complejas modificaciones postraduccionales, y los sistemas se conside-
ran seguros ya que no albergan ningln patéogeno humano conocido ni
endotoxinas bacterianas. Los productos recombinantes se acumulan prin-
cipalmente en la vacuola de la planta, pero las proteinas mas pequenas
pueden pasar a través de la pared celular hacia el entorno extracelular.
Las células vegetales son totipotentes, lo que significa que cada célula
tiene el potencial de formar una nueva planta completa y/o formar todos
los tipos de células. El tamano de una célula vegetal puede ser de hasta
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100 pm de diametro, que es muchas veces mas grande que las bacterias
y las células animales. A modo de comparacion, el diametro de E. coli es
de 2 um, y el diametro de las células de mamiferos de aproximadamente
10 a 15 pm. Muchas células vegetales crecen muy lentamente, y el tiempo
de duplicacion para las células vegetales puede ser de varios dias. Los
medios de cultivo de células vegetales generalmente incluyen una fuente
de carbono, suplementos organicos e inorganicos, fitohormonas y una
matriz de soporte, si es necesario. No se incluyen componentes de medios
sensibles a la luz, a diferencia de muchos medios de cultivo de células
animales. En pequena escala, las células vegetales se pueden cultivar en
matraces de agitacion convencionales, y en mayor escala se han empleado
varios disenos de biorreactores. Los ejemplos incluyen modificaciones de
tanques agitados convencionales, biorreactores de un solo uso y biorreac-
tores desechables disenados a medida. El primer producto producido en
cultivo vegetal Elelyso® (taliglucerasa alfa, Protalix BioTherapeutics) fue
aprobado por la FDA en mayo de 2012. Elelyso® es una enzima producida en
células de zanahoria genéticamente modificadas, para tratar la enfermedad
de Gaucher tipo 1 (Lindskog et al., 2018). Para una revision ver «Advanced
Plant-Based Glycan Engineering» (Montero—Morales & Steinkellner, 2018)
y «Plant protein glycosylation» (Strasser, 2016).

Las células eucariotas comparten la capacidad de modificar proteinas
por N-glicosilacion. Se muestran ejemplos de estructuras de N-glicanos
que se generan en diferentes plataformas de produccion de glucoproteinas
bioterapéuticas. Entre las células eucariotas, los primeros pasos de la N-
glicosilacion se producen en el RE. La maquinaria de glicosilacion del RE
esta altamente conservada entre todas las especies y da como resultado
la biosintesis de Man3GlcNAc2 como estructura core. Todas las modifica-
ciones adicionales del nlcleo de N-glicano tiene lugar en el aparato de
Golgi, con lo cual el repertorio de glicosilacion varia mucho de una especie
a otra. Por ejemplo, la levadura expresa principalmente estructuras de
glicanos de alta manosa que albergan hasta 100 residuos de manosa en
diferentes enlaces. Por el contrario, la mayoria de los N-glicanos que se
encuentran en las proteinas de las células de insectos pertenece al tipo
paucimannosa que representa la estructura central, pero en menor medida
se han encontrado modificaciones adicionales por residuos adicionales de
manosa, fucosa y galactosa. Las plantas superiores incluso sintetizan una
porcion significativa de glicanos de tipo complejo con dos antenas. Sin
embargo, se adicionan con una elevada frecuencia residuos de xilosa que
son altamente inmunogénicos en humanos. Por el contrario, los animales
expresan principalmente N-glicanos de tipo complejo multiantenario y
adicionan acidos sialicos en las posiciones mas externas de las cadenas de
glicanos. Pero los humanos han perdido la capacidad de sintetizar dos de
los principales epitopes de glicanos de mamiferos, Gala1-3Gal (alfa-Gal) y
acido N-glicolilneuraminico (NeusGc).
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6.3.4. Células de insectos

Los sistemas de expresion que utilizan células de insectos representan
una adecuada alternativa a los sistemas bacterianos y de mamiferos. En
células de insectos, los péptidos senales se clivan como en las células de
mamiferos, los puentes disulfuro se forman en el reticulo endoplasmicoy
las enzimas necesarias para el procesamiento proteolitico estan disponi-
bles. Ademas, lineas celulares de insectos establecidas y utilizadas para la
produccion de proteinas recombinantes pueden crecer hasta densidades
mas altas que las células de mamiferos, con lo cual menor sera el volumen
de cultivo necesario para la produccion de la glicoproteina. Como ventaja
las células de insectos son menos exigentes que las células de mamiferos
y se pueden utilizar bajo condicones estandar de cultivo y sin atmosfera
de co2 (Vilcinskas & Kollewe, 2013).

Si bien la glicosilacion de proteinas tiene lugar en todos los organismos
eucariotas, los patrones de glicosilacion difieren entre las especies. Estas
diferencias son mas prominentes entre eucariotas inferiores y superiores,
pero también estan presentes entre diferentes lineas celulares de mamiferos
pudiendo influir en la solubilidad, vida media, actividad e interacciones con
otras moléculas (ver Capitulo 2). La glicosilacion en células de insectos es
similar pero no idéntica a las células de mamiferos. Las lineas celulares de
insectos mas ampliamente utilizadas para la produccion de proteinas recom-
binantes son las células Schneider 2 (S2) de las Gltimas etapas embrionarias
de Drosophila melanogaster (Schneider, 1972) y células Sf-9 del tejido ovarico
pupal del gusano cogollero Spodoptera frugiperda (Vaughn et al., 1977).

Debido al tipo de glicosilacion de alta manosa y paucimannosa que se
obtiene en las células de insecto, pocas proteinas terapéuticas se producen
en este sistema, ya que esto compromete la bioactividad in vivo y podria
inducir reacciones alergénicas. La ingenieria de esas células con glicosil-
transferasas permite la produccion de proteinas con azlicares similares a las
células de mamifero. Las células de insectos también ofrecen una plataforma
interesante para producir antigenos de vacunas o particulas similares a virus,
mientras que los baculovirus disefiados que contienen promotores de mami-
feros (bacmam) muestran un gran potencial como vectores genéticos para la
transduccion de células de mamiferos. Una vacuna contra el vPH (Virus del
Papiloma Humano) autorizada se compone de una forma truncada de las
principales proteinas de la capside L1 de los tipos 16 y 18 del VPH expresadas
en células High Five™ (Cervarix1) y muchas mas (por ejemplo, Provenge®,
Flublok®, Chimigen®) estan en desarrollo o en fase clinica.

Un sistema muy conocido de produccion de proteinas recombinantes en células
de insectos es el sistema de células de insecto-baculovirus. Sin embargo, esta
claro que las capacidades de glicosilacion de proteinas de las células de insecto
infectadas con baculovirus no son equivalentes a las de los eucariotas supe-
riores. Mientras que las glicoproteinas de mamiferos nativos a menudo tienen
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N-glicanos de tipo complejo con acidos sialicos terminales, las glicoproteinas
recombinantes derivadas de células de insectos generalmente tienen cadenas
laterales mucho mas simples, conocidas como N-glicanos paucimannosidicos,
en sitios normalmente ocupados por estructuras complejas, sialiladas terminal-
mente. Ademas, los N-glicanos derivados de insectos pueden contener residuos
de fucosa en uniones a1,3 que se sabe que son alergénicos. Estas diferencias
estructurales entre los principales N-glicanos sintetizados por las células de
insectos y mamiferos son serios problemas que han dificultado el uso del sis-
tema de expresion de células de insecto-baculovirus para la produccion de
glicoproteinas recombinantes para al menos algunas aplicaciones farmacéuticas
(Vilcinskas & Kollewe, 2013).

Un inconveniente serio es la falta de glicanos de tipo complejo con aci-
dos sialicos terminales en células de insectos. Por ejemplo, mientras que la
transferrina humana tiene principalmente estructuras N-glicosidicas de tipo
o2,6-diantenarias y trisialil-triantenarias, la transferrina humana recombinante
expresada en células de insectos contiene glicoformas de bajo peso molecular
principalmente del tipo paucimannosidicas, con una falta completa de galactosa
y acidos sialicos (Ghaderi et al.,2012). En consecuencia, las glicoproteinas huma-
nas recombinantes expresadas en sistemas de células de insectos actualmente
no son adecuadas para fines terapéuticos. Estas limitaciones principales pueden
ser superadas por glicoingenieria de forma tal de permitir un procesamiento
«mejorado» de N-glicanos y generar una glicosilacion compleja como es la
humana. Como ejemplo se puede describir el caso de las células de insectos
Schneider-2 que producen N-glicanos de tipo completamente complejo, que
carecen solo de acidos sialicos terminales (Kim et al., 2011).

Se han emprendido varios enfoques para comenzar a abordar estos proble-
mas. Uno ha involucrado el desarrollo de condiciones de cultivo que podrian
apoyar la produccion de glicoproteinas recombinantes con N-glicanos mas
«auténticos», similares a los de los mamiferos, por lineas celulares de insectos
que ya se utilizan como «huéspedes» para los vectores de baculovirus. Otro
ha implicado la identificacion de combinaciones alternativas de baculovi-
rus-huésped naturales que podrian producir glicoproteinas recombinantes
con N-glicanos mas «humanizados». Otro enfoque mas ha sido disefar gené-
ticamente vectores de baculovirus o sus huéspedes para codificar y expresar
genes de mamiferos involucrados en los dltimos pasos del procesamiento
del N-glicano. Este enfoque ha producido nuevos sistemas de células de
insecto—baculovirus que pueden producir glicoproteinas recombinantes mas
«humanizadas» (Shi and Jarvis, 2007).

6.3.5. Células de mamiferos
En la Gltima década, mas de cien nuevos productos biofarmacéuticos han

sido aprobados y comercializados en los Estados Unidos y la Unién Europea.
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El valor de mercado para estos productos biologicos se estimo recientemente
en $ 140 mil millones de dodlares estadounidenses, con un total de mas de
doscientos productos terapéuticos. Una parte importante de estos productos
son proteinas recombinantes, con un aumento constante en el nimero de
ellas producidas en plataformas de expresion de lineas celulares de mami-
feros. Esta tendencia se debe principalmente a la mayor atencion dirigida
a las modificaciones postraduccionales de estos productos biologicos, en
particular hacia su estado de glicosilacion. De hecho, se han realizado varios
esfuerzos en los Gltimos anos para comprender como la glicosilacion puede
influir en la actividad biologica de la proteina terapéutica. Los estudios han
demostrado que los perfiles adecuados de glicosilacion pueden mejorar las
propiedades de las proteinas recombinantes, como aumentar su estabilidad
y vida media en la circulacion sanguinea y disminuir su inmunogenicidad
(Lalonde and Durocher, 2017). Entre los sistemas de expresion basados en
células de mamiferos, las células cHO son la linea celular mas cominmente
utilizada para la produccion de mas del 70 % de proteinas biofarmacéuticas
recombinantes, la mayoria de las cuales son anticuerpos monoclonales (mAb)
(Durocher and Butler, 2009a).

En este contexto, el desarrollo de lineas celulares mas eficientes producto-
ras de proteinas recombinantes que cumplan con los requisitos industriales
es de suma importancia. Como la eficacia y la inmunogenicidad de las pro-
teinas recombinantes se correlacionan directamente con sus modificaciones
postraduccionales, las lineas celulares de mamiferos representan la opcion
preferida como sistema de expresion y 60-70 % de todos los productos bio-
farmacéuticos se basan actualmente en procesos de cultivo de estas células
(Yusufi et al., 2017). Sin embargo, los sistemas de expresion de mamiferos alin
exhiben cuellos de botella en comparacion con los sistemas de produccion
bacterianos o basados en levaduras con respecto a la capacidad de creci-
miento, el tiempo de cultivo y el rendimiento del producto (Schmidt, 2004).

El mejoramiento constante de las células de mamiferos sigue siendo un
desafio clave para satisfacer la creciente demanda de proteinas terapéuticas.
Ademas, los sistemas de salud ya enfrentan enormes costos asociados con
la creciente demanda de proteinas terapéuticas para satisfacer necesidades
médicas no satisfechas. Los procesos de fabricacion industrial de productos
biofarmacéuticos dependen en gran medida de plataformas de produccion
basadas en células no caras y de alto rendimiento para maximizar los ren-
dimientos de produccion, pero también para reducir los costos asociados.
Por lo tanto, se deben desarrollar e implementar nuevas estrategias para
permitir procesos de produccion basados en células de mamiferos de alto
rendimiento rentables y eficientes. En general, existen diferentes oportuni-
dades para contrarrestar las limitaciones de las células de mamiferos. Las
caracteristicas crecientes de crecimiento que conducen a una proliferacion
celular acelerada y/o una densidad celular maxima viable (vcp) se pueden
lograr mediante optimizaciones de bioprocesos y medios (Yusufi et al., 2017).
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Asi, el mejoramiento del rendimiento de las lineas celulares productoras,
principalmente en células cHO, se ha logrado mediante la implementacion
de técnicas de ingenieria genética. Estos enfoques comprendian clasicamente
la sobreexpresion de genes beneficiosos o la represion de productos génicos
desventajosos por desactivacion genomica o desactivacion mediada por
SiRNA, etc. En particular, los ARN no codificantes evolucionaron recientemente
como una novedosa herramienta de ingenieria celular de vanguardia que
exhibe un alto potencial para revolucionar el desarrollo de la linea celular
CHO. Estos esfuerzos pueden producir derivados de células CHO que superan
a sus lineas celulares parentales en cuanto a crecimiento, resistencia a la
apoptosis, metabolismo, productividad o la capacidad de expresar proteinas
recombinantes con un perfil de glicosilacion a medida.

Por lo tanto, la ingenieria de célula «huésped» representa una técnica
poderosa para aumentar significativamente la eficiencia de los procesos de
produccion basados en cHO. Los siguientes tres temas proporcionan una
vision general completa de los enfoques gendmicos funcionales realizados
con éxito para la ingenieria de células cHO en las Gltimas tres décadas.
También presentaremos tecnologias novedosas e innovadoras que podrian
contribuir a mejorar el rendimiento de las células CHO para establecer pro-
cesos de produccion superiores de alto rendimiento en el futuro.

6.3.5.1. Lineas celulares de mamiferos no humanas
cHo (Chinese Hamster Ovary)

Las células cHO son ampliamente utilizadas para la produccion de glicopro-
teinas debido a sus numerosas ventajas. Estas células pueden alcanzar una
tasa de produccion importante, son adecuadas para el cultivo industrial en
suspension a gran escalay pueden adaptarse para crecer en diversos medios
de cultivo sin suero y quimicamente definidos. Como las células cHo produ-
cen glicoproteinas recombinantes con glicanos similares a los humanos, los
productos generados son mas compatibles y bioactivos en los huéspedes
humanos. Ademas, estas células son refractarias a la infeccion por virus
humanos como los adenovirus, el herpes, la hepatitis, el viH, el sarampion
y la influenza, lo que incrementa la bioseguridad con fines de produccion
comercial. Esta disminuida susceptibilidad podria atribuirse al hecho de que
muchos genes virales no se expresan en células cHo (Xu et al., 2011).

Con el proposito de aumentar los rendimientos y las productividades espe-
cificas de los bioprocesos mediados por células cHO se han desarrollado y
utilizado diferentes sistemas de amplificacion génica (Durocher & Butler, 2009;
Kim et al., 2011; Lai et al., 2013). Una de las caracteristicas mas importantes
del sistema celular cHO es la facilidad de generar clones celulares disenados
para que sean capaces de expresar de manera estable un gen de interés con
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rendimientos suficientes y una calidad aceptable para el uso en la industria
biofarmacéutica humana. Esto se puede lograr luego de la insercion de genes
especificos en el genoma de la célula mediante la integracion especifica del
sitio o la integracion aleatoria seguida de la amplificacion de genes utilizando
los sistemas de dihidrofolato reductasa (DHFR) o glutamina sintetasa (GS).
Todo el «sistema de células cHo» abarca una variedad de diferentes lineas
celulares que probablemente derivaron de una célula de ovario de hamster
chino clonal e inmortalizada en forma espontanea, originalmente aislada en
1956 por Theodore Puck (Puck et al., 1958). El hecho de que la primera linea
celular cHo y todas las lineas celulares derivadas subsecuentemente sean
deficientes en la sintesis de Pro apoya fuertemente la nocion de un origen
clonal comian (Wurmy Hacker, 2011). Hoy en dia, tres diferentes lineas celulares
CHO se usan cominmente para la fabricacion de biofarmacéuticos: i) la linea
celular cHo-K1, ii) la linea cHO-DXB11 con un knockout DHFR monoalélico v iii)
la linea CHO-DG44 en la que ambos alelos DHFR fueron eliminados fisicamente
(Urlaub et al., 1983; Wurm y Hacker, 2011)Davidson, and Siminovitch (1976.

CHO-K1: la linea celular cHo-K1 representa una de las lineas celulares
clonales establecidas mas tempranamente. En 2000, Lonza adapto la linea
celular original cHO-K1 para crecer en cultivo en suspension y en medio sin
suero, y mas tarde desarrollé una sublinea denominada cHo-K1 sv (Wurm,
2013). La linea celular cHo-K1sv se utiliza principalmente en combinacion
con el exclusivo sistema de seleccion de Gs donde el gen de interés se
aporta a las células junto con una copia del gen Gs (Zhang et al., 2013)a
basal medium was prepared by supplementing DMEM:F12:RPMI11640 (2:1:1. Las
células estables se seleccionan en medio libre de Gln, que también se puede
complementar con el inhibidor especifico de Gs, metionina sulfomixina (Msx)
para aumentar la rigurosidad de la seleccion y elevar la productividad. Sin
embargo, la inestabilidad clonal puede ser un problema en los clones de
produccion amplificados por msx debido a reordenamientos cromosomi-
cos. Esta observacion también se ha realizado con frecuencia en las lineas
celulares de produccion de cHO-DG44 con deficiencia de dihidrofolato
amplificado con metotrexato (MTx) (Lindskog et al., 2018) .

CHO-S: a principios de la década de 1960, Theodore Puck noto6 que las sub-
poblaciones de células cHo podian crecer como un cultivo en suspension no
adherente. Aproximadamente diez anos después, Larry Thompson y Raymond
Baker mencionaron y describieron por primera vez el cultivo en suspension
de la linea celular cHo-S (Thompson & Baker, 1973). Es digno de mencion que
la adaptacion de las células cHO para crecer en cultivo en suspension marco
un cambio de paradigma en la tecnologia de cultivo de células animales y
finalmente allano el camino para la fabricacion a gran escala de proteinas
terapéuticas recombinantes hasta una escala de 20 000 | utilizando biorre-
actores de tanque agitado. Hoy en dia, las células cHO-S para produccion en

134



suspension pueden obtenerse comercialmente a partir de bancos cGMP. Sin
embargo, una de las principales desventajas de las células cHO-S es que la
linea celular tiende a formar grandes agregados en el cultivo en suspension
(Lindskog et al., 2018).

CHO-DXB11: las células cHO deficientes en DHFR son auxotrofas triples para
glicina, hipoxantina y timidina, y por lo tanto requieren la adicion de estos
nutrientes al medio de cultivo. Para obtener esta linea celular, que mas tarde
se denomind CHO-DXBM1, las células CHO-K1 se mutagenizaron por irradiacion
gamma, creando una linea celular mutante que carece de actividad DHFR
(Wurm, 2013)however, immortalized cells, characterized by a high degree of
genetic and phenotypic diversity. As is known for any biological system, this
diversity is enhanced by selective forces when laboratories (no sharing of
gene pools. En particular, las células cHO-DXB11 tienen una eliminacion fisica
de un locus DHFR, mientras que el otro alelo lleva una mutacion erronea del
gen DHFR. La falta de actividad de DHFR hace que las células CHO-DxB11 sean
altamente adecuadas para la transfeccion estable con vectores de adminis-
tracion de genes que ademas albergan un transgén en combinacion con una
copia funcional del gen DHFR. Las células transfectadas pueden seleccionarse
de manera estable en medio de cultivo sin hipoxantina y timidina (HT), ya
que la expresion de DHFR hace que las células sean capaces de sintetizar ADN
en ausencia de los desoxirribonucleonucleidos mencionados anteriormente.
CHO-DXB11 también fue la linea celular utilizada para la produccion comercial
del primer activador tisular del plasminégeno humano como proteina recom-
binante aprobada (tpa; comercializado bajo el nombre comercial Activase),
por Genentech (Lindskog et al., 2018).

CHO-DG44: con el proposito de obtener células cHo knockout en forma bialé-
lica del gen DHFR, Urlauby Chasin (1983) decidieron realizar rondas adicionales
de mutagénesis utilizando la linea celular cHo original (Xu et al., 2011). Asi,
estos esfuerzos finalmente llevaron al establecimiento de otra linea celular
CHoO deficiente en DHFR denominada CHO-DG44, donde ambos loci de genes
DHFR fueron eliminados fisicamente. Desde entonces, las células CHO-DG44
se han convertido en la linea celular huésped derivada de cHo mas frecuente-
mente empleada para la produccion industrial de productos biofarmacéuticos
en todo el mundo. Una ventaja importante de las células cHo deficientes en
DHFR que contribuyeron a su éxito es su capacidad para amplificar un trans-
gén cuando las células transfectadas se tratan con el metotrexato analogo
de folato (MTX). MTX inhibe la actividad de bHFR al unir competitivamente el
sitio catalitico de la enzima DHFR evitando la conversion de dihidrofolato en
tetrahidrofolato activo que se requiere para la sintesis de ADN. Un aumento
gradual en la concentracion de mTx en el medio de cultivo de células cHO
deficientes en DHFR transfectadas de manera estable con un vector, que
codifica un gen de interés, asi como DHFR, agrega mas presion de seleccion
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a las células. En consecuencia, esto conduce a la amplificacion genémica de
DHFR Yy del gen de interés, lo que resulta en un nimero elevado de copias de
transgenesy, por lo tanto, los grupos de células supervivientes generalmente
exhiben una mayor productividad celular de la proteina recombinante (Wirth
et al., 1988). Sin embargo, la amplificacion de genes mediada por MTX con un
aumento concomitante en la produccion de proteinas inevitablemente viene
junto con importantes reordenamientos gendmicos, y muy probablemente
también con cambios en la expresion génica. Ademas, entre otros factores,
se supone que las aberraciones genoémicas inducidas por mTx son una de las
fuerzas impulsoras de la inestabilidad clonal, que presenta un problema grave
en esta plataforma celular. Sin embargo, las lineas celulares derivadas de
CHO-DG44 todavia se usan con frecuencia en una gran cantidad de companias
farmacéuticas en todo el mundo.

En 2011 fue secuenciado el primer genoma CHO por Xu y sus colaboradores
acelerando significativamente los esfuerzos en investigacion y desarrollo
para aplicaciones biotecnoldgicas (Xu et al., 2011). Sin embargo, dado que las
células cHO son inherentemente propensas a reordenamientos genomicos,
fueron necesarios mas esfuerzos de secuenciacion, incluida la clasificacion
de cromosomas de antemano, para obtener una vision mas detallada de las
regiones genodmicas (Lewis et al., 2013). Ademas de la informacion del genoma,
los datos de transcriptoma, miARNoma y proteoma estuvieron disponibles
recientemente (Becker et al., 2011). Mas recientemente, los sitios de inicio
de la transcripcion se desentrafiaron en el afio 2014 (Jakobi et al., 2014), lo
que da lugar a analisis bioinformaticos detallados una vez que estos sitios
de inicio finalmente se han introducido en la base de datos del genoma cHO
disponible piablicamente (www.Chogenome.org). En conjunto, todas estas
valiosas contribuciones ayudaron significativamente a caracterizar mejor
esta herramienta de trabajo biotecnologico y respaldaron sustancialmente
los esfuerzos de investigacion en ingenieria celular.

Para tener una idea mas abarcativa del complejo mundo de las células cHO
y su pontencial biotecnologico se sugiere ver el trabajo de los investigadores
Fisher, Handrick & Otte «The art of cHO cell engineering: A comprehensive
retrospect and future perspectives» (Fischer et al., 2015).

Existen muchos ejemplos de glicoproteinas bioterapéuticas aprobadas por
la Agencia de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos (FDA) y la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA) que actualmente son producidas en estas
células. Varios mAbs como Siltuximab (SYLVANT®), Pertuzumab (PERJETA®) y
Rituximab (RITUXAN®), asi como otras proteinas como el activador del plasmi-
nogeno tisular (tPA, ACTILYSE®, ACTIVASE®) y la DNASa humana (PULMOZYME®)
son solo algunos de los muchos ejemplos de bioterapéuticos generados en
células cHo (para una lista actualizada, véase el trabajo de Dumont y cola-
boradores (Dumont et al., 2016).

En la actualidad, mas de la mitad de los productos biolégicos aproba-
dos son proteinas recombinantes producidas en células cHo. Entre estos

136



productos, cuatro mAbs, Daratumumab (DARZALEX®), Mepolizumab (NUCALA®)
y Evolocumab / Alirocumab (REPATHA® / PRALUENT®) se usan para tratar el
mieloma miltiple, el asmay la hipercolesterolemia, respectivamente (Health
and Innovation, 2018). Aunque las células cHo poseen muchas ventajas para la
produccion de glicoproteinas, no pueden producir algunos tipos o patrones de
glicosilacion humana, tales como la 0—2,6-sialilacion y la a-1,3/4-fucosilacion.
Asimismo, las células cHO producen glicanos que no se producen en las
células humanas, a saber, acido N-glicolilneuraminico (NeusGc) y galactosa—
a1,3-galactosa (a-gal), aunque estos se producen a niveles muy bajos (<2 %
y <0,2 %, respectivamente). El sistema inmune humano puede producir anti-
cuerpos contra estos glicanos que podrian contribuir a la inmunogenicidad
y neutralizacion de los bioterapéuticos correspondientes. Las células cHO
también tienen una capacidad limitada para producir proteinas recombinan-
tes gamma-carboxiladas, como los factores de coagulacion, aunque se han
logrado algunas mejoras mediante el trabajo de ingenieria metabolica. Las
proteinas que requieren un procesamiento proteolitico para la maduracion
pueden no estar completamente segmentadas y activas cuando se expresan
en cHo. Por ejemplo, se demostro que la coexpresion de furina permite la
produccion de factor de Von Willebrand totalmente escindido y activo en un
sistema de perfusion cHO a escala industrial y del dominio B del factor viii
de coagulacion (Lalonde and Durocher, 2017).

BHK (Baby Hamster Kidney)

Las células de rindon de hamster bebé (BHK) son uno de los muchos tipos
diferentes de células de vertebrados utilizados para la propagacion de virus
por infeccion y transfeccion. Las células BHK, como muchas otras, estan
disponibles en el banco celular ATcc (American Type Culture Collection), y
muchos laboratorios mantienen sus propias lineas celulares individuales.
BHK es una de las pocas lineas celulares de mamiferos que se puede cultivar
facilmente tanto de forma adherente como en suspension. El crecimiento es
modesto en comparacion con otras lineas celulares de mamiferos utilizadas
en procesos industriales. La linea celular BHK—21 se establecio en 1961 a
partir de los rifiones de 5 hamsteres sirios de la camada nimero 21 (Stoker &
Macpherson, 1964). Desde este momento, esta linea celular ha sido un estan-
dar de laboratorio para el crecimiento de innumerables virus y el estudio de
muchos procesos biologicos.

Las lineas celulares BHK-21 se utilizan en la produccion de los factores de
coagulacion sanguinea NovoSeven® (Factor viia) de Novo Nordisk, Helixate®
(Factor vi11) de Aventis Behring y los productos de Factor vill Kogenate® y
Kovaltry® de Bayer. Todas estas glicoproteinas abundantemente glicosiladas
y sulfatadas son factores de coagulacion en humanos muy dificiles de pro-
ducir y utilizadas para el tratamiento de pacientes hemofilicos (Dumont et
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al., 2016). Las proteinas Kogenate® y Kovaltry® tienen la misma secuencia de
aminoacidos, pero los procesosy las lineas celulares de produccion en BHK-21
difieren. En el proceso de Kovaltry®, la célula BHK—21 original utilizada en la
fabricacion de Kogenate® se ha modificado al introducir el gen de la proteina
70 de choque térmico humana (HSP70). HSP70 es una chaperona que se cree
que aumenta la expresion de Fviil al facilitar el plegamiento adecuado de
proteinas y mejorar la supervivencia celular al inhibir la apoptosis. Tanto
Kogenate® como Kovaltry® se producen en procesos de perfusion utilizando
voliimenes de biorreactor de hasta 500 L (Ishaque et al., 2007). La mayoria
de los procesos BHK-21 se aprobaron antes o alrededor del ano 2000, con la
excepcion de Kovaltry, que se aprobo en 2016.

También las células BHK son muy utilizadas para la produccion de vacu-
nas virales como rabia y aftosa (Fernandez Nifez et al., 2016)by means of a
combination of static and agitated culture systems. Critical parameters for
static (liquid column height: 5, 10, 15 mm.

6.3.5.2. Lineas celulares de mamiferos humanas

La demanda de proteinas terapéuticas recombinantes aumenta significativa-
mente ano tras ano. Existe una necesidad constante de mejorar los sistemas
de expresion existentes y también desarrollar enfoques novedosos para
enfrentar esta demanda. Las lineas celulares humanas han surgido como una
alternativa nueva y poderosa para la produccion de proteinas terapéuticas
humanas porque se espera que este sistema de expresion produzca protei-
nas recombinantes con modificaciones postraduccionales mas similares a su
contraparte natural y reduzca las posibles reacciones inmunogénicas. Con
el correr de los anos la informacion disponible sobre el cultivo de células
humanas para la produccion de productos biofarmacéuticos es cada vez
mayor. Estas células han demostrado una produccion eficiente a escala de
laboratorio y representan una herramienta muy valiosa para la industria
farmaceéutica siendo cada vez mas utilizadas.

HEK (Human Embryonic Kidney)

La linea celular HEK293, derivada de rindn embrionario humano, son células
que fueron transformadas con fragmentos de ADN de adenovirus tipo 5y
establecidas como linea celular estable hace mas de 40 afos (Graham et al.,
1977), sin embargo, solo en los iltimos afios ha sido ampliamente utilizada en
la produccion de proteinas recombinantes y vectores virales. Esta linea celu-
lar es probablemente la linea celular mas utilizada para expresar proteinas
recombinantes en estadios de investigacion y desarrollo; no obstante, en 2014
se aprobo una gran cantidad de proteinas terapéuticas producidas en lineas
celulares humanas HEK293, con cuatro nuevas glicoproteinas autorizadas por
la FDA y EMA. rrVIIIFC (ALPROLIX®) y rFIXFc (ELOCTATE®) son dos proteinas
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utilizadas para la prevencion de episodios hemorragicos en personas con
hemofilia Ay B. Consisten en dominios de proteinas Fviil y Fix fusionadas a
la porcion Fc de la inmunoglobulina G1(IgG1). revITIFc tiene seis sitios de sul-
fatacion de tirosina que son esenciales para su funcionalidad. Ademas, rFixFc
tiene y—carboxilacion en sus primeros doce residuos de acido glutamico, muy
importante para su actividad. La expresion de estas glicoproteinas en HEK293
dio como resultado una mayor sulfatacion de tirosinas y y—carboxilacion de
Glu en comparacion con las células cHO excluyendo cualquier a—gal y NeusGc
de los productos manufacturados. Dulaglutida (TRULICITY®), otra proteina
de fusion a Fc utilizada para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, se
produce en células HEK293-EBNA1 y se aprobo en 2014. EL rhFviil humano
(NUWIQ®), un factor de coagulacion de reemplazo para la hemofilia aprobado
por EMA desde 2014y por la FDA desde 2015 (Dumont et al., 2016), se produce
en la linea celular HEK293-F y ha mostrado un perfil de glicosilacion similar
al factor viii derivado del plasma, también sin residuos de a—gal y NeusGc.

En otro sentido, las células HEK293 también han sido ampliamente utiliza-
das para la produccion de vectores virales (adenovirus, lentivirus, retrovirus
y virus adeno-asociados) con fines terapéuticos. Muchos de estos vectores
producidos usando esta linea celular se encuentran actualmente en fase 11
y fase 111 de ensayos clinicos (Blessing et al., 2019).

293E: células HEK293 recombinantes que expresan constitutivamente el anti-
geno nuclear del virus del Epstein Barr (EBNA) es actualmente la linea celular
mas ampliamente utilizada para la expresion en forma transiente de genes de
interés en gran escala principalmente debido a su mayor productividad. A pesar
de eso, las células HEK293 también expresan de manera estable la proteina de
adenovirus 13 S E1a que se ha demostrado mejora significativamente la trans-
cripcion de promotores tales como citomegalovirus (cmv) (Gorman et al., 1989).
Otra razon muy importante para su amplia aplicacion es el hecho de que estas
células crecen facilmente en cultivos en suspension sin suero fetal bovino y
existen varios clones adaptados al crecimiento en suspension y cultivos libres de
suero disponibles comercialmente para ser mejorados tanto en el campo de la
investigacion como en la industria. Debido a su facil crecimiento y a procedimien-
tos de transfeccion transitoria rapidos y de facil implementacion, estas células
también son potencialmente adecuadas para su uso en plataformas de tipo
HTRGE (high-throughput recombinant gene expression) (Chapple et al., 2006).

PER.C6: esta plataforma celular de expresion de proteinas recombinantes se
establecio a partir de retinoblastos embrionarios humanos (PER.C6) trans-
formados con secuencias codificantes de las proteinas E1a y E1b de Ads
(Gallimore et al., 1986). Esta linea celular se desarroll inicialmente para la
produccion segura de vectores adenovirales humanos recombinantes con
fines terapéuticos. Tales vectores actualmente se usan como vacunas y en
protocolos de terapias génicas. También, esta linea celular fue explotada
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para la fabricacion de vacunas clasicas, incluidas el virus influenza y virus
West Nile y recientemente, las células PER.C6 han sido evaluadas para la
produccion de proteinas terapéuticas. Estas células crecen facilmente en
cultivo adherente y en suspension alcanzandose densidades celulares del
orden de 107 cel/ml en medios libre de suero fetal bovino y de componentes
animales. Se ha demostrado que no se requiere amplificacion de los genes
insertados para obtener altos niveles de expresion y produccion de proteinas
recombinante, lo que ahorra tiempo en el desarrollo de las lineas celulares
estables y proporciona una mayor estabilidad en ausencia de presion de
seleccion (Yallop et al., 2008)

Esta linea celular ha sido documentada y los bancos celulares cumplen
con todos los requisitos reglamentarios pertinentes de Estados Unidos y la
Comunicad Europea (Yallop et al., 2008). Estas caracteristicas hacen que las
células PER.C6 sean una de las alternativas mas avanzadas de lineas celula-
res humanas a las células cHo para la produccion de proteinas terapéuticas
recombinantes. Probablemente, las células PER.C6 se convertiran en una
plataforma importante para la fabricacion de mAb recombinante. Muchas
compainias ya han licenciado PER.C6 para uso a gran escalay para la produc-
cion interna de candidatos terapéuticos. Ctorce productos basados en PER.C6
estan en ensayos clinicos de fases 1 y 11 (Durocher & Butler, 2009).

CAP: la empresa biofarmacedtica cevec (Colonia, Alemania) ha desarrollado
y patentado un nuevo sistema de expresion de proteinas con fines biofarma-
céuticos basados en una plataforma celular de amniocitos humanos derivados
de células de liquido amnidtico obtenidas por amniocentesis. Los amniocitos
humanos primarios fueron inmortalizados con los genes adenovirales E1
/ pix y seleccionados de acuerdo con su alta expresion de proteinas. Las
lineas celulares cAP contienen la secuencia de nucledtidos 505-4079 del
adenovirus tipo 5 que incluye los genes E1y toda la secuencia pix. Las célu-
las cAP estan optimizadas para crecer en una variedad de formatos desde
erlenmeyers hasta biorreactores en gran escala y pueden transfectarse de
manera muy eficiente con reactivos de transfeccion disponibles comercial-
mente. Ademas, se establecio y certifico un banco maestro de células (McB)
de células caP que crecen en suspension de acuerdo con las pautas de ICH
(deliinglés, International Council for Harmonisation of Technical Requirements
for Pharmaceuticals for Human Use) y la Farmacopea Europea, haciendo que
estas células estén disponibles para la produccion biofarmacéutica comercial.

La compania destaca las siguientes ventajas de este sistema de expresion:
produccion de proteinas con modificaciones postraduccionales humanas;
elevada actividad especifica, reduciendo asi las dosis de proteinas necesarias;
ausencia de residuos inmunogénicos de carbohidratos no humanos; sialila-
cion humana para una vida media mejorada; altos rendimientos de produc-
cion de proteinas complejas, reduciendo asi los costos del procesamiento
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downstream; cultivo en suspension libre de suero y adecuado para la expre-
sion de proteinas transitorias y estables.

Esta plataforma de expresion ya ha atraido el interés de la comunidad
cientifica y el sector privado. CEVEC tiene un acuerdo de licencia mundial
coexclusivo con Life Technologies Corporation, en el que ambas companias
cooperaran para ofrecer kits de expresion optimizados basados en las células
CAP patentadas por CEVEC.

Finalmente, la glicosilacion de proteinas es fundamental para una terapia
eficaz mediada por glicoproteinas. El conocimiento sobre las estructuras pre-
cisas de carbohidratos presentes en las proteinas recombinantes ha revelado
la importancia de las modificaciones postraduccionales para la funcionalidad
de las proteinas terapéuticas. Estos bioterapéuticos glicosilados (anticuerpos,
factores de crecimiento, citoquinas, hormonas y factores de coagulacion) a
menudo deben producirse en sistemas de expresion de mamiferos, porque
la ubicacion, el nimero vy la estructura de los glicanos pueden influir en el
rendimiento, la bioactividad, solubilidad, estabilidad frente a protedlisis,
inmunogenicidad y tasa de depuracion.

6.3.6. Ingenieria de vectores

Uno de los inconvenientes mas comunes en la produccion de glicoproteinas
en células de mamiferos es la alta variabilidad entre diferentes clones. Si
bien, inicialmente los niveles de produccion de proteinas recombinantes
son relativamente altos, la reduccion de la expresion se observa con mucha
frecuencia durante el cultivo celular prolongado. En consecuencia, mantener
un alto nivel de expresion génica es un factor critico en la expresion de genes
heterologos en células de mamiferos Lograr clones con buena productivi-
dad y durante tiempos prolongados de cultivo es el principal desafio de la
bioingenieria de células animales. Por lo tanto, una buena construccion del
vector de expresion mediante ingenieria de vectores permitira generar clones
productores con mayor eficiencia.

La gran variabilidad y pérdida de estabilidad en los clones recombinantes es
consecuencia del procedimiento de desarrollo de la linea celular. Esto puede
ocurrir por la eliminacion del transgén del genoma de la célula huésped que
en su mayoria se somete a una amplificacion del gen o bien por silenciamiento
debido a heterocromatinizacion. El uso frecuente de un agente de seleccion
mutagénico destinado a amplificar copias de transgenes puede conducir a
rupturas cromosomicasy a la pérdida de copias transgénicas, que a menudo
causa inestabilidad genética y expresion inestable. Por otro lado, en muchos
casos la presion de seleccion debe mantenerse en el medio de cultivo, a pesar
de sus desventajas, ya que la eliminacion del agente de seleccion puede dar
como resultado una disminucion de la productividad de hasta el 80 %.
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Cabe senalar que, como los vectores de expresion a menudo se introducen
en el genoma de una célula huésped por integracion aleatoria, el nivel de
expresion transgénica depende del sitio de integracion en el cromosoma.
Con la debida atencion al hecho de que la mayoria de los sitios gendmicos
son transcripcionalmente represivos o no activos, no es sorprendente que
muchos clones sean incapaces de expresar altos niveles del transgén. El efecto
represivo puede causar el silenciamiento epigenético de genes adyacentes
por la desacetilacion de histonasy la metilacion del promotor del ADN trans-
fectado. Para evitar esto frecuentemente se suelen aplicar dos estrategias
para preservar el ADN de la represion dependiente de la integracion o los
efectos de posicion negativos. Una estrategia se basa en la incorporacion
de elementos de apertura de ADN encontrados en las regiones de borde de
cromatina de un vector de expresion para proteger el gen de las influencias
de cromatina circundantes. Otro método se basa en la integracion o recombi-
nacion especifica del sitio para conducir el transgén a un locus previamente
especificado que es transcripcionalmente activo.

6.3.7. Elementos de apertura del ADN

Hay varios elementos de ADN cominmente utilizados para superar el silen-
ciamiento, conocidos como insulators o aisladores, regiones de control de
locus (LCR, del inglés Locus Control Region), regiones nucleares de union de
matriz (S/MAR, del inglés Scaffolds Matrix Attachment Regions), elementos
estabilizadores antirrepresores (STAR, del inglés Stabilizing anti-repressor
elements), elementos de apertura de region de cromatina ubicua (UcoE, del
inglés Ubiquitous Chromatin-openning Elements) y los elementos centrales
o islas CpG (IE, del inglés Island Elements). Flanquear un transgén con estos
elementos puede disminuir la variabilidad de la expresion clonal y conducir
a una identificacion mas facil de clones productores aceptables.

6.3.7.1. MAR Y S/MAR

Entre los diferentes elementos abridores de la cromatina, los S/MAR son uno
de los mas utilizados. Se postula que estos elementos facilitan la union de
bucles de cromatina al armazon o matriz nuclear. Los s/MAR varian desde
300 pares de bases hasta varios pares de kilobases y alrededor del 70 % de
su secuencia se compone de AT. Estos elementos pueden contener posibles
origenes de replicacion (orl), secuencias de estructura de triple hélice o H-
DNA, puntos calientes de insercion de elementos retrovirales o hot-spots, etc.

Una estrategia simple para aumentar la expresion de proteina recombi-
nante, es aprovechar la actividad de los elemetos aislantes o separadores
(insulators) e incorporarlos en cis a un vector de expresion en el sentido
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ascendente del promotor/potenciador (Secuencia Enhancer) o en el sentido
descendente de la poliadenilacion (poliA) o ambos. Algunos estudios han
demostrado la relacion de la expresion de proteinas con la orientacion y el
nimero de copias de insulators o S/MAR. También hay un beneficio adicional
del uso de s/MAR en ambos extremos de un gen reporter. Ademas, la adi-
cion del elemento MAR en un plasmido distinto (trans), junto con el vector
de expresion, también puede aumentar la expresion génica recombinante
hasta 10 veces mas que el grupo de control. Por ejemplo, el uso de construc-
ciones con dos copias de S/MAR en cis puede aumentar excepcionalmente
el nimero de clones de alta expresion. Sin embargo, el uso de tres copias
de s/MAR en cis no exhibio clones de mayor expresion o mejor estabilidad
en comparacion con el uso de dos copias. Entre los diferentes elementos
MAR, la lisozima MAR (cMAR) del polloy el interferon B-mAR humano (iMAR)
revelaron un impacto mas efectivo para aumentar la expresion del gen de
interés en células transfectadas estables (Lai et al., 2013)an average of 15
novel recombinant protein therapeutics have been approved by us Food
and Drug Administration (FDA.

6.3.7.2. UCOE

Un elemento cromosomico de uso frecuente con islas CpG sin metilacion son
las regiones UCOES. Estas normalmente se ubican cerca del sitio de inicio
de la transcripcion de genes que se expresan en forma ubicua. Los UCOES
proporcionan un alto nivel de expresion de los transgenes en células CHO y
BHK-21y mantienen la estabilidad de expresion durante mas de 100 genera-
ciones. Se evaluo el efecto estabilizante de estas regionesy la productividad
de la expresion de proteinas recombinantes en el sistema de amplificacion
mTX dentro de la linea celular CHO DGus. Se observo que las lineas celulares
que contienen UCOE tienen caracteristicas de crecimiento superiores, una
mayor actividad transcripcional por copia de genes y una menor variacion de
clones en comparacion con lineas celulares sin las secuencias UCOE (Betts et
al., 2015). Lo cual lo hace un elemento muy atractivo para su utilizacion en la
expresion de transgenes. Una de sus desventajas lo representa el tamano de
estas secuencias ya que cuanto mayor es, mas complejo resulta transfectar
el plasmido o secuencia de interés. Sin embargo, con el tiempo se ha logrado
reducir el tamano de estas secuencias significativamente permitiendo de esta
manera construir vectores mas pequefos (Harraghy et al., 2015).

6.3.7.3. Sistema DHFR -/+
Desde su descubrimiento en 1980, las células cHo deficientes en la enzima

DHFR, (dihidrofolato reductasa) y por lo tanto incapaces de crecer en
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medios carentes de purina y nucleotidos de timidina, se han usado para
expresary seleccionar una amplia gama de proteinas terapéuticas y anti-
cuerpos. Las células cHo deficientes en DHFR han sido durante anos las
mas comunes y exitosas para producir glicoproteinas terapéuticas en
la industria biofarmacéutica. Para mejorar aiin mas la restriccion de la
seleccion, se agrega un farmaco, metotrexato (MTx), que inhibe la enzima
DHFR, a concentraciones crecientes con el fin de abolir cualquier activi-
dad de DHFR nativa restante y seleccionar solo transfectantes que hayan
«amplificado» el gen en nimero de copias y por lo tanto la expresion de
DHFR. Si bien se trata de un sistema muy eficiente, este sistema de selec-
cion tiene una serie de inconvenientes que los cientificos han intentado
superar en los Gltimos anos. La seleccion de DHFR requiere un largo tiempo
de desarrollo, ya que el proceso iterativo de aumento de las concentra-
ciones de mTx y subclonacion requiere hasta seis meses para generar una
linea celular que exprese el transgén en un nivel deseable, lo que limita
la capacidad de evaluar rapidamente y traer al mercado un nuevo can-
didato a farmaco. La estabilidad del gen amplificado también puede ser
un problema, ya que se sabe que los genes amplificados no siempre son
establesy pueden perderse con los sucesivos pasajes o generaciones. De
la misma manera que con la seleccion de antibioticos, la presion selectiva
durante la amplificacion génica no depende de la expresion del transgén,
sino de la DHFR y, por lo tanto, puede tener pérdidas, lo que permite
que las células sobrevivan y pierdan o silencien el gen de interés, pero
continGien expresando DHFR. Otro problema potencial con el sistema de
seleccion DHFR es que puede crear mutaciones inesperadas en la célula
anfitriona; por lo tanto, los aumentos en la expresion pueden deberse a
mecanismos completamente desconocidos (Priola et al., 2016). Asimismo,
se ha informado que diferentes células cHO deficientes en DHFR (CHO-
DG44 Y CHO-DuxB11) muestran un crecimiento pobre en cultivos fed-batch
incluso en medio suplementado con HT. Esto puede estar asociado con
una consecuencia directa de la deficiencia de bHFR (Florin et al., 2011).

6.3.8. Recombinacion sitio especifica

Si bien las estrategias tradicionales de transfeccion estable tipicamente impli-
can la integracion aleatoria del transgén en los cromosomas, la recombinacion
especifica de sitio ofrece una estrategia alternativa para desarrollar clones
establesy de alta produccion de una manera reproducible y predecible. Esto es
posible mediante el uso de recombinasas que mejoran en gran medida la efica-
cia de recombinacion en lineas celulares de mamiferos, en contraste con la baja
eficacia de la recombinacion homologa tradicional. Este método, comiinmente
llamado recombinacion especifica de sitio, requiere la generacion inicial de una
linea celular huésped marcada, antes de la introduccion del gen de interés y
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la recombinasa para la integracion dirigida en el sitio genomico marcado de
la linea celular huésped. Para generar la linea celular huésped marcada, un
casete indicador flanqueado por secuencias diana cortas de ADN que actlan
en cis reconocidas por recombinasas especificas se integran aleatoriamente
en diferentes locus en el genoma mediante transfeccion estable. Con poste-
rioridad, los clones de células transfectadas se analizan para detectar una alta
expresion del gen indicador y, preferiblemente, una integracion de copia Gnica.
Efectivamente, esto seleccionara clones que tengan el gen reportero integrado
en regiones gendémicas que promuevan una alta tasa de transcripcion del gen
reportero. La posibilidad de que el gen reportero se integre en estas regiones
gendmicas (también conocidos como puntos calientes gendmicos o hot-spots)
es baja ya que solo el 0,1 % del ADN genomico contiene secuencias transcrip-
cionalmente activas. No obstante, una vez identificadas las lineas celulares
que son muy buenas productoras del gen reportero, un vector que contiene el
gen de interés y las mismas secuencias diana de ADN o correspondientes, y un
vector de expresion separado para la recombinasa, se cotransfectan en la célula.
Esto conduce a una recombinacion de cadenas de ADN entre las secuencias
reporteras integradas y la del gen de interés, mejorando asi las probabilidades
de que el gen de interés se integre en un punto caliente genémico en la linea
celular. Uno de los sistemas mas utilizados con este fin es el Flip-In™ System
de Themo Fisher Scientific.

Mediante esta tecnologia es posible contar con diferentes clones potencial-
mente productores de glicoproteinas recombinantes. Una vez caracterizados
en forma genética y bioquimica sera mas sencillo establecer una plataforma
de clones productores (Priola et al., 2016).
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7 Produccion a gran escala
de glicoproteinas terapeéuticas:
Upstream processing

DIEGO FONTANA Y RICARDO KRATJE

71. INTRODUCCION

Un biofarmaco es —en general— una proteina, empleada con fines terapéu-
ticos o de diagnostico in vivo, y producido por células modificadas genéti-
camente (células recombinantes); es decir, un biofarmaco no se obtiene tan
solo mediante su extraccion directa a partir de una fuente biologica nativa.

Los primeros productos —aprobados a comienzos de la década de 1980—
se obtuvieron a partir de microorganismos recombinantes, principalmente
Escherichia coli (E. coli), tales como la insulina y la hormona de crecimiento
humanas. La primera glicoproteina recombinante aprobada para terapia
humana fue el activador tisular del plasminogeno (Activase®; Genentech Inc!,
San Francisco, California, Estados Unidos.; actualmente perteneciente a Roche;
Basilea, Suiza), obtenido a partir de células del ovario de un hamster chino
adulto (CHO, segln su sigla en inglés derivada de chinese hamster ovary) en
1986. Desde comienzos de 2000 se hizo evidente el aumento constante en
la aprobacion de biofarmacos producidos en sistemas de expresion basados
en células de mamifero (cultivos celulares). Esta tendencia coincide con el
aumento continuo de la proporcion de moléculas que presentan modifica-
ciones postraduccionales, en particular la glicosilacion. Actualmente, hay
mas de 300 productos innovadores aprobados en todo el mundo para uso
terapéutico humano, y aproximadamente 2400 productos innovadores y 188
biosimilares en diferentes etapas de desarrollo (Walsh, 2018).

Los productos biofarmacéuticos se han convertido rapidamente en la prin-
cipal fuente de ingresos de muchas companias farmacéuticas con ventas
anuales de alrededor de 188 000 millones de ddlares estadounidenses (USD),
monto que equivale al mercado mundial de petroleo (Christel, 2017). Cabe
destacar que el segmento de productos que experimenté la mayor tasa de
crecimiento de ingresos anuales es el de los anticuerpos (que incluyen anti-
cuerpos monoclonales desnudos, proteinas de fusion con fragmentos Fc de
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, anticuerpos biespecificos, conjuga-
dos de anticuerpos y otros productos relacionados a anticuerpos). Asi, el 30
% de los ingresos totales por la comercializacion de biofarmacos —USD 50
000 millones— corresponde a los seis productos de mayor venta, que son
todos anticuerpos recombinantes producidos en cultivos celulares, tales
como Humira® (AbbVie Inc.; North Chicago, Illinois, USA), Remicade® (Johnson
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& Johnson; New Brunswick, New Jersey, Estados Unidos), Enbrel® (Amgen;
Thousands Oaks, California, Estados Unidos, y licenciado también a Pfizer Inc,;
New York, New York, Estados Unidos), Rituxan®, Avastin® y Herceptin® (Roche).

La produccion de glicoproteinas recombinantes terapéuticas fue de alrede-
dor de 13 toneladas de ingrediente farmacéutico activo (IFA) en 2014, estiman-
dose que este valor se duplico para cubrir la demanda comercial en 2018
(Seymour & Ecker, 2017). Estos mismos autores informan que la capacidad
mundial instalada en la actualidad —alrededor de 4,6 millones de litros de
cultivos celulares en biorreactores— es suficiente para satisfacer la demanda
anual. Ademas, consignan que la misma esta concentrada en diez empresas,
que en conjunto retinen el 67 % de la capacidad mundial de cultivo de células
animales, siendo lider la empresa Roche con 673 000 litros (con biorreactores
de hasta 15 000 ). A su vez, la empresa Amgen —que se ubica en el ranking N°
6 con un volumen total de 204 000 litros, posee los biorreactores de mayor
volumen de capacidad (20 000 |).

La productividad de las lineas celulares recombinantes ha aumentado en
forma rotunda en las Gltimas tres décadas. En 1986, la maxima concentracion
celular alcanzada en un cultivo batch de 7 dias en un biorreactor tipo tanque
agitado era 2x10° cél/mly la productividad cercana a 10 pg/cél/dia, siendo el
titulo de la glicoproteina recombinante alrededor de 50 mg/l (Wurm, 2004). En
la actualidad, en cambio, se pueden alcanzar concentraciones celulares supe-
riores a 1x107 cél/ml, con productividades especificas cercanas a 70 pg/cél/dia
y titulos en el rango de 313 g/l en dos semanas de cultivo (Goldstein et al.,
2017; Huang et al., 2010). Este incremento del titulo de 60-250 veces se debid
a diferentes motivos, entre los cuales se destacan: los aumentos sustantivos
en los niveles de expresion de las células recombinantes logrados mediante
técnicas de biologia molecular, la optimizacion de los medios de cultivo, la
mejora continua de los sistemas de cultivo en biorreactores y de su modo
de operacion. La combinacion de estos logros permitio tanto la extension
del tiempo de cultivo como la mejora en la viabilidad y productividad celular.

7.2. CONSIDERACIONES GENERALES DE LOS CULTIVOS
CELULARES EN BIORREACTORES

En el cultivo celular se debe tener en cuenta las principales propiedades
biologicas de la célula animal, cuya forma y funcion, han sido «disefadas»
durante millones de anos de evolucion. Las células animales poseen una
fragil membrana, un alto grado de diferenciacion, un entorno natural que
les permite alcanzar una elevada densidad celular (hasta 5x108 células por
centimetro clbico de tejido), un complejo sistema circulatorio para el aporte
de nutrientes y para la remocion de productos del metabolismo. Requieren
un efectivo control de las condiciones fisicas del entorno (temperatura, pH,
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etc.) y sistemas para la regulacion externa mediante hormonas y factores de
crecimiento. En consecuencia, un sofisticado sistema de cultivo in vitro debera
satisfacer los siguientes requerimientos (Leist et al., 1990), a saber: i) Seleccion
de una estrategia adecuada para el sistema de cultivo; ii) Disefio de un sis-
tema de mezclado de las células; iii) Operacion aséptica; iv) Identificacion
y cuantificacion de los parametros fisicos (temperatura, viscosidad, fuerza
de rozamiento) y quimicos (pH, potencial redox, concentracion de oxigeno
disuelto y de productos metabélicos intermediarios y finales) del cultivo, y v)
Profundo conocimiento del crecimiento celular y su regulacion.

7.241. Tipo de crecimiento celular

El disefio de bioreactores para el cultivo de células animales depende fun-
damentalmente del tipo de crecimiento celular. Debe satisfacer los requeri-
mientos de las dos formas principales de crecimiento, a saber: células que
crecen en suspension (cultivo en suspension) o células cuyo crecimiento
esta supeditado a la adhesion previa a una superficie determinada (cultivo
dependiente de superficie).

En el cultivo de células en suspension, las células crecen libremente suspen-
didas en un medio liquido que carece de otros solidos. Solo las células deri-
vadas del sistema circulatorio (globulos rojos, globulos blancos y plaquetas)
cumplen espontaneamente este comportamiento cuando se cultivan in vitro.
No obstante, muchas de las lineas celulares adherentes de interés industrial,
tales como células CHO, células derivadas de rindn de hamster bebé (BHK,
seglin su sigla en inglés derivada de baby hamster kidney) y células derivadas
de rifidn de embrion humano (HEK, segin su sigla en inglés derivada de
human embryonic Ridney) pueden ser adaptadas al crecimiento en suspension
(Beccaria et al., 2000; Sinacore et al., 2000).

Las células adherentes, en cambio, son células cuyo crecimiento esta supe-
ditado a la adhesion previa a una superficie determinada (cultivo dependiente
de superficie o sustrato). La mayoria de las células animales son de este tipo,
ya que en los tejidos del organismo ocurre la adherencia de las células a la
matriz extracelular o a otras células vecinas, mediante un complejo entramado
de moléculas —sobre todo proteinas y carbohidratos— que se disponen en el
espacio intercelular. Estas proteinas, que son sintetizadas y secretadas por
las propias células, comprenden a las integrinas, cadherinas y selectinas,
entre otras. Su mision no implica Unicamente consecuencias mecanicas para
las células (como sujecion o resistencia a fuerzas de compresion o de esti-
ramientos), sino que también actan como mecano-transductores. Cuando
se unen a sus «ligandos» extracelulares, los dominios citosolicos de las
proteinas de adhesion pueden desencadenar procesos internos que afectan
a la fisiologia celular. Asi, pueden interactuar con ciertas vias de senalizacion
interna, afectar a la movilidad celular, provocar cambios en la expresion de
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genes, alterar el ciclo celular, incluso pueden determinar la supervivencia de
la propia célula (Pugacheva et al., 2006; Ladoux & Mége, 2017). Por ello que es
tan relevante el tipo de sustrato que se brinda a las células en los cultivos,
en cuanto a la naturaleza quimica del material que esta en contacto directo
con las células, y —en algunos casos— este material debe estar recubierto
con componentes de la matriz extracelular como, por ejemplo, el colageno,
para lograr una correcta adhesion. Para cada linea celular debe evaluarse el
material que sea adecuado.

Ahora bien, de estos dos métodos de cultivo, Gnicamente el cultivo de
células en suspension brinda cultivos homogéneos. Sus principales ventajas
son, por un lado, que la accesibilidad analitica durante todo el proceso es
simple (posibilitando asi el continuo monitoreo y control del entorno fisico-
quimico en el cual las células se encuentran suspendidas) y, por otro lado,
la facil y directa obtencion de muestras de la suspension celular permite
su adecuado seguimiento durante el cultivo y simplifica enormemente su
escalado (Leist et al., 1990). Es por ello que tanto el sector industrial como
las autoridades sanitarias priorizan siempre el uso de cultivos en suspen-
sion, siendo en la actualidad el método mas cominmente empleado para
la produccion de biofarmacos.

7.2.2. Medios de cultivo

Para el crecimiento y mantenimiento de las células en cultivo se utilizan
diferentes medios de acuerdo con los requerimientos nutricionales de las
mismas. El disefio de un medio de cultivo especifico para el clon recombi-
nante productor de la glicoproteina de interés, que maximice su crecimiento,
optimice sus flujos metabdlicos, aumente la productividad especifica de
la proteina y permita obtener una molécula con las modificaciones co-y
postraduccionales adecuadas, es un imperativo durante la optimizacion del
proceso productivo (Didier et al., 2007; Didier et al., 2009). La composicion del
medio asi como las condiciones de cultivo (temperatura, pH, concentracion
de oxigeno disuelto, etc.) empleadas en la preparacion del indculo (medio de
crecimiento) pueden diferir de las utilizadas en la etapa final de elaboracion
del biofarmaco (medio de produccion).

Los componentes de las distintas formulaciones de los medios de cul-
tivo incluyen una mezcla compleja de carbohidratos, aminoacidos, sales,
vitaminas, hormonas y factores de crecimiento (Altamirano et al., 2015). La
concentracion salina del medio es isotonica (alrededor de 300 mOsm) y a
menudo contiene bicarbonato, que actlia como sistema buffer en conjunto con
el entorno de didxido de carbono (5-10 %) en el cual se cultivan las células.

En general, el principal carbohidrato es glucosa, pero las células también
pueden metabolizar Gal, Man y Fru. Sin embargo, el metabolismo de estas tres
Gltimas fuentes de carbono/energia rinden mas lentamente los precursores
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necesarios para la via de las pentosas fosfato; y es por ello que se dificulta el
mantenimiento de un crecimiento exponencial de un cultivo suplementado
exclusivamente con estas fuentes de energia.

Por otro lado, es conocido desde hace muchos anos que la glutamina
(y no la glucosa) es la mayor fuente de energia para las lineas celulares
establecidas empleadas para la produccion de biofarmacos. Esto se debe al
desacople resultante de la falta de actividad de las enzimas que conectan la
glicolisis y el ciclo de Krebs (piruvato deshidrogenasa, piruvato carboxilasa
y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa). Asi, el piruvato y la forma reducida de
la nicotina-adenina—dinucledtico (NADH) producidos durante la glicolisis
se acumulan en altas concentraciones en el citoplasma, generandose —por
accion de la enzima lactato deshidrogenasa— acido lactico y la forma oxidada
de la nicotina-adenina-dinucleotico (NAD*). No obstante, para un crecimiento
eficiente se requiere que el ciclo de Krebs esté activo, ya que es la Gnica via
que aporta suficientes equivalentes reducidos y moléculas de adenosin trifos-
fato (ATP). Esto se logra al catabolizarse la glutamina en la matriz mitocondrial
en una reaccion catalizada por la glutaminasa, con la remocion inicial del
grupo amido para dar amonio y glutamato. Este nuevo aminoacido formado
puede ser sustrato de tres enzimas: la glutamico-deshidrogenasa, la ala-
nina-aminotransferasay la aspartato-aminotransferasa. En los tres casos se
produce a-cetoglutarato, que es un intermediario del ciclo de Krebsy que se
oxida completamente formando CO,y H,O con la consecuente generacion de
energia. Cuando el glutamato es sustrato de la enzima glutamico-deshidroge-
nasa, se libera amonio directamente al medio de cultivo; cuando es sustrato
de las transaminasas, el grupo amino se transfiere al piruvato (rindiendo
alanina) o al oxalacetato (rindiendo aspartato).

En resumen, como consecuencia del desacople entre la glucolisis y el ciclo
de Krebs se acumulan acido lactico (con efectos deletéreos de acidificacion y
aumento de la osmolalidad del medio) y amonio (que produce glicosilaciones
aberrantes con disminucion del contenido de acido sialico de todas las glico-
proteinas producidasy, ademas, altera el crecimiento celular). El efecto dele-
téreo del amonio en la glicosilacion ocurre a menores concentraciones que
las necesarias para afectar el crecimiento celular. Es por ello que, en general,
un punto critico definido en el control del cultivo es el nivel de amonio, de
manera de asegurarse que no afecte la glicosilacion del biofarmaco de interés.

Muchos cultivos deben ser suplementados con una concentracion de suero
para mantener el crecimiento celular. Uno de los suplementos mas efectivos
es el suero fetal bovino (SFB) debido a su elevado contenido en factores de
crecimiento. Sin embargo, la inclusion de suero tiene muchas desventajas:
elevado costo, posible fuente de contaminacion, composicion variable por
ser una mezcla quimicamente indefinida y dificultad en la purificacion del
producto por el agregado de proteinas, principalmente albimina. Por estas
razones, el uso de medios libres de suero y de otros componentes animales
se ha convertido, desde hace varios anos, en un procedimiento estandar
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para el cultivo de la mayoria de las lineas celulares animales empleadas
para la produccion de biofarmacos (Jdger et al., 1991). En algunos casos, los
medios de cultivo se suplementan con extractos vegetales para favorecer
el crecimiento celular (Kim & Lee, 2009), pero ello genera el inconveniente
de la variabilidad asociada a medios quimicamente indefinidos. En el caso
de emplear proteinas puras como aditivos en la formulacion de medios,
tales como factores de crecimiento, transferrina e insulina recombinantes,
junto con otros componentes inorganicos y organicos, el medio de cultivo
se clasifica como quimicamente definido. Si ademas, el medio carece de
proteinas agregadas, entonces se lo define como medio libre de proteinas.
Estos Gltimos medios poseen una composicion y calidad que son conocidas
y constantes. Ello permite una elevada reproducibilidad de los procesos,
facilita el down-stream processing, y en algunos casos, reduce los costos de
produccion (Schroder et al., 2004). Sin embargo, la adaptacion de las lineas
celulares a medios quimicamente definidos no es siempre exitosa, y su uso
puede afectar entonces en forma negativa el rendimiento global del proceso.

7.2.3. Modos de operacion de los biorreatores

Se pueden aplicar dos modos diferentes de operacion, y la maxima densidad
celular que se alcanza —para un mismo clon en igual medio y en un dado
biorreactor— dependera de esa seleccion (Figura 7.1): modos discontinuos (lote
o batch, lote repetido y lote alimentado o fed-batch) y modos continuos (sin
retencion celular o quimiostato, o con retencion celular, también conocido
como perfusion) (Ceaglio et al; 2015).

Tyo y Spier (1987) acufiaron el término de «cultivos densos» para referirse
especificamente a los cultivos en perfusion, en los cuales la densidad celular
alcanzada puede ser proxima al de células totalmente empaquetadas, como
las presentes en un tejido.

A. Para cultivos batch: 2-4x10¢ cél/ml, cultivos fed-batch: 6-8x106 cél/ml,
cultivos en suspension con retencion celular (perfusion): 20-50x106 cél/
ml, cultivo de células entrampadas y confinadas: 200-400%106 cél/ml. B.
Esquemas descriptivos de los modos de operacion de los biorreactores.
C. Curva tipica de crecimiento y viabilidad celular para un cultivo batch y
fed-batch.

7.2.4. Modo discontinuo: cultivo por lote o batch
El cultivo batch es un modo de operacion discontinuo (Figura 741 B, superior
izquierda), y el crecimiento celular ocurre sin ninglin suplemento adicional

de nutrientes después de la inoculacion de las células, salvo el agregado de
oxigeno (para evitar su limitacion) y la concomitente remocién de CO,. Por ello,
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la definicion de cultivo por lotes como un «sistema cerrado» es erronea. El oxi-
geno es un nutriente muy importante debido a su participacion como aceptor
final de electrones en la cadena respiratoria que se realiza en las mitocondrias
de la célula animal. Dado que su solubilidad en soluciones acuosas es muy baja
(es liposoluble), es generalmente el primer compuesto limitante. Su solubilidad
en agua es alrededor de 6,8 mg/l para 37°Cy 1atmosfera (equivalente a 0,21
mM). En caso de poder controlar la concentracion de oxigeno disuelto (DO)
—en general, para biorreactores mas sofisticados—, se elige cominmente una
DO =40 % de saturacion con aire, que es aproximadamente la tension de DO
media en los tejidos del organismo vivo. Mientras se metabolizan los sustratos,
aumenta la poblacion de células, formando el producto y otros metabolitos.
El volumen se mantiene constante durante todo el proceso.

En la Figura 7.1 C se muestra el perfil de evolucion de la concentracion
celular con el tiempo de cultivo. Después de la siembra, puede presentarse
una fase lag, cuya duracion depende de la edad del inoculo y de la velocidad
de adaptacion de las células al nuevo entorno. Posteriormente, las células
entran en una fase de crecimiento exponencial, en la que muestran la tasa
de crecimiento mas alta; en general, entre 0,02 h"'y 0,04 h™, que corresponde
a tiempos de duplicacion de 35 h a 17 h, respectivamente. Durante esta fase
—que puede durar hasta 5-6 dias en un medio adecuado—, la concentracion
de nutrientes disminuye gradualmente, mientras que los metabolitos toxicos
se acumulan, por lo que el crecimiento celular puede inhibirse eventualmente,
ya sea por la limitacion de nutrientes (por ejemplo, glucosa, glutamina) y/o
por la toxicidad de productos (por ejemplo, amoniaco, lactato) y, para el cul-
tivo de células adherentes, también por falta de superficie disponible para
adherirse. La sensibilidad de las células a estos factores define la densidad
celular maxima que es posible alcanzar en un cultivo batch, que generalmente
esta en el rango de 2-4x10° cél/ml. La densidad celular maxima se mantiene
durante una fase estacionaria corta, que se extiende durante horas o un
par de dias, después de lo cual el cultivo entra en la fase de muerte celular
principalmente por agotamiento de la glucosa y/o glutamina, y la viabilidad
se reduce drasticamente a valores por debajo del 50 %.

El cultivo batch es el modo de operacion mas simple en términos de equi-
pamiento y operacion. Se considera un proceso confiable con bajo riesgo de
contaminacion o falla mecanica debido a la minima perturbacion desde el
exterior en comparacion con otros métodos de cultivo. Por estas razones se
aplica a escala de laboratorio en frascos estaticos o agitados para caracterizar
la cinética del crecimiento celular, la formacion del producto y el consumo
de sustrato y para evaluar la composicion y el medio 6ptimos del cultivo en
etapas tempranas en el desarrollo del proceso de produccion del biofarmaco.
Ademas, el cultivo batch es el método de eleccion para la preparacion del
inoculo para biorreactores de escala pequena e intermedia. Algunas indus-
trias todavia emplean este modo de operacion en escalas de produccion de
hasta 20000 L.
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Sin embargo, la principal limitacion del cultivo por lotes es el bajo rendimiento
celular que se puede alcanzar y, en consecuencia, la baja concentracion del
producto al final del proceso. Ello se debe al hecho de que las concentraciones
iniciales de sustratos deben ser relativamente bajas por su solubilidad, osmola-
lidad y toxicidad, lo que da como resultado un rapido agotamiento de nutrientes
e inhibicion de la proliferacion. Ademas, un cultivo batch se ejecuta a una alta
productividad especifica solo durante un corto periodo de tiempo, ya sea que el
producto esté asociado o no al crecimiento. En el primer caso, la productividad
especifica aumenta junto con la tasa de crecimiento y la produccion disminuye
o finaliza cuando el cultivo entra en la fase estacionaria, que es el momento
en que se produce la cosecha. En el segundo caso, la formacion del producto
aumenta cuando disminuye la tasa de crecimiento y la productividad maxima
se alcanza durante la fase estacionaria, que solo dura un corto periodo en un
cultivo discontinuo. Ademas, la calidad del producto deseado debe analizarse
para definir el momento de la cosecha, porque las células estan sometidas a
condiciones ambientales que cambian continuamente durante todo el proceso
y que pueden afectar la calidad del producto generado. Por otro lado, el rendi-
miento y la calidad del producto de interés pueden variar entre los diferentes
lotes (falta de consistencia), que pueden acarrear problemas regulatorios.

7.2.41. Modo discontinuo: cultivo batch repetido

El enfoque mas simple para mejorar la productividad de un proceso por lotes
es llevar a cabo una variante conocida como lotes repetidos o reelaboracion
por lotes. Este modo de operacion consiste en realizar un cultivo batch tradi-
cional hasta el momento de la cosecha del producto, pero —en esta etapa del
proceso— solamente se recoge una parte de la suspension celular. La parte
restante se deja en el biorreactory funciona como inéculo para un nuevo ciclo
de lotes, que se inicia volviendo a llenar el recipiente de cultivo con medio
nuevo. Este procedimiento puede repetirse varias veces, pero muchas veces
la densidad maxima de células suele ser menor en los sucesivos lotes y se
suele observar una disminucion en el crecimiento celular o la acumulacion de
productos. El punto critico en esta operacion es garantizar una alta viabilidad
de la suspension celular restante en el momento 6ptimo de la recoleccion. La
productividad total de los ciclos de lotes repetidos se incrementa al reducir
el tiempo y el costo de limpieza y esterilizacion del sistema de cultivo entre
cada lote, acortando el tiempo en que el biorreactor no es productivo.

7.2.4.2. Modo discontinuo: cultivo por lote alimentado o fed-batch
La diferencia de este modo de operacion en comparacion con el lote es

que uno o mas nutrientes se anaden durante el cultivo, para reemplazar los
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consumidos por las células. En el cultivo por lote alimentado (Figura 71 B,
superior derecha), el recipiente de cultivo o biorreactor se llena con un volu-
men de medio de cultivo inferior al volumen maximo de trabajo y se inicia
como lote. A medida que se consumen los sustratos, el cultivo se alimenta en
forma continua o intermitente con medio fresco o con una solucion concen-
trada que contiene los nutrientes claves, con un aumento correspondiente
en el volumen del cultivo. Esta alimentacion controlada tiene como objetivo
cumplir con los requisitos nutricionales de las células con el fin de permitirles
crecer durante un periodo prolongado de tiempo y, por lo tanto, lograr una
mayor concentracion del producto deseado. Dado que los nutrientes no se
suministran por completo al comienzo del cultivo, no se encuentran proble-
mas de osmolalidad o toxicidad, por lo que la alimentacion permite que las
células metabolicen mas sustratos y aumenta la biomasa y el rendimiento
del producto.

Comparado con los cultivos batch, el cultivo por lote alimentado se caracte-
riza por una fase de crecimiento mas larga (que es particularmente importante
en la produccion de productos asociados al crecimiento), una mayor densidad
de células viables (6-8x10° cél/ml), una fase estacionaria mas larga (lo que
aumenta considerablemente la productividad de los productos no asociados
al crecimiento) y una mayor concentracion de producto (Figura 71C). La com-
binacion de una densidad celular mas alta durante un periodo de tiempo
mas prolongado da como resultado un aumento de la integral de densidad
de células viables (parametro conocido como IVCD, seglin su sigla en inglés
derivada de integral of viable cell concentration) con un rendimiento del
producto global mas alto. Sin embargo, al igual que en el cultivo discontinuo,
el medio usado no se retira del sistema, de modo que los metabolitos resi-
duales toxicos (principalmente lactato y amonio) se acumulan y, finalmente,
el ambiente de cultivo se vuelve perjudicial para el crecimiento celular.

Disenar la formulacion adecuada de nutrientes y la estrategia de alimen-
tacion representa el desafio principal de un cultivo fed-batch con el objetivo
de alcanzar altos titulos del producto de interés. Se deben indentificar los
sustratos limitantes para ser suministrados en los niveles correctos en las
etapas criticas del cultivo. Usualmente, las principales fuentes de carbonoy
energia, glucosa y glutamina, estan incluidas en esta alimentacion. Ademas,
es posible que haya que restaurar otros componentes como lipidos, fosfa-
tos o aminoacidos en el biorreactor. Si los sustratos limitantes del medio
no pueden identificarse, como ocurre cuando se usan medios comerciales
que incluyen hidrolizados, la alimentacion puede ser simplemente el medio
basal concentrado, excluyendo la mayoria de las sales para evitar proble-
mas osmoticos. No obstante, siempre debe evitarse la acumulacion de los
principales productos toxicos de desecho. Asi, se han reportado diferentes
estrategias que disminuyen exitosamente el nivel de lactato y amoniaco en
cultivos celulares, como la optimizacion cuidadosa de la relacion entre el
nivel de glucosa y glutamina, la aplicacion de un régimen optimizado para
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mantener niveles bajos de glucosa/glutamina asi como su sustitucion total o
parcial con sustratos metabolizados lentamente (Altamirano, 2004). Por otro
lado, el analisis de flujos metabolicos también se ha empleado para identifi-
car enzimas clave en la via de utilizacion de glucosa/glutamina con el fin de
disenar enfoques de ingenieria genética para producir cantidades mas bajas
de metabolitos toxicos (Dean & Reddy, 2012). Por ejemplo, la introduccion del
gen de la enzima piruvato carboxilasa presente en el citosol de la levadura
Saccharomyces cerevisiae en células CHO, BHK y HEK ha demostrado mejorar
la utilizacion de glucosa y limitar la produccion de lactato y amoniaco, aun-
que estos cambios metabolicos arrojaron resultados mixtos con respecto al
crecimiento celular y/o productividad (Irani et al., 1999; Irani et al., 2002; Elias
et al., 2003; Bollati-Fogolin et al., 2004; Henry & Durocher, 2011).

La alimentacion de nutrientes se puede realizar a través de diferentes
estrategias, ya sea en forma de pulsos o en forma escalonada, a una tasa de
flujo constante o, en forma mas compleja pero precisa, como es el acopla-
miento del flujo de la alimentacion con el crecimiento exponencial. El objetivo
principal de la estrategia de alimentacion es garantizar el suministro correcto
de nutrientes esenciales, evitando la acumulacion de subproductosy la alta
osmolalidad, en el momento adecuado y con la velocidad de alimentacion
de los nutrientes previamente optimizada.

La principal ventaja del cultivo en lotes alimentados es su capacidad para
permitir la acumulacion de productos en una alta concentracion y su pro-
ductividad volumeétrica es relativamente alta. Con la optimizacion cuidadosa
de la formulacion y estrategia del alimento, la duracion del cultivo puede
extenderse hasta aproximadamente tres semanasy, comparado con un cultivo
batch, la concentracion del producto final puede aumentar hasta diez veces.
Ademas, cuando se compara con el cultivo en perfusion, las ejecuciones son
considerablemente mas cortas y, por ello, la validacion del proceso es mas
sencillay se completa en menor tiempo. Aunque la operacion fed-batch no se
puede considerar tan simple como la de batch, su complejidad y los riesgos
de contaminacion son todavia moderados. Ademas, la fiabilidad y escalabi-
lidad de este modo de cultivo es comparable a la del cultivo por lotes, con
aplicaciones en escalas industriales de hasta 20 000 L. Se requiere de una
menor inversion de capital y de experiencia técnica en comparacion con el
cultivo en perfusion. Una caracteristica Unica del modo fed-batch es su flexi-
bilidad, que refleja su facilidad para adaptarse a diferentes lineas celularesy
productos, y es una de las razones por las que las empresas productoras de
biofarmacos eligen preferentemente este modo para la fabricacion comercial
a gran escala.

La principal desventaja del proceso de alimentacion por lotes es el largo
tiempo de residencia del producto en el biorreactor, lo que compromete su
estabilidad y calidad. Como las moléculas sintetizadas al inicio del cultivo
no se cosechan hasta el final del proceso, estan continuamente expuestas
a los cambios ocurridos en el cultivo, que pueden afectar adversamente la
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consistencia del producto. Para la produccion de glicoproteinas terapéuticas
es esencial garantizar que se mantenga una calidad constante del producto
entre lotes, ya que la glicosilacion puede influir significativamente en la
seguridad y eficacia clinica, la vida media plasmatica y la respuesta inmune
de muchas enzimas, hormonas y anticuerpos (Senger & Karim, 2007). Durante
el cultivo en lote alimentado, el producto de interés, que generalmente
es una proteina o una glicoproteina, se expone a proteasas y glicosidasas
que pueden conducir a su degradacion o inactivacion con la consiguiente
pérdida de actividad. Por esta razon, el lote alimentado se considera un
proceso prohibido para la produccion de proteinas que son inestables a la
temperatura del cultivo o susceptibles a la accion de enzimas liberadas por
las células muertas.

7.2.4.3. Modo continuo: cultivo sin retencion celular o quimiostato

En un quimiostato (Figura 7B, inferior izquierda), la alimentacion de medio
fresco se anade a una tasa constante al biorreactor que contiene las células,
y las células junto con el medio agotado se separan del cultivo a la misma
velocidad, de modo que el volumen del cultivo se mantiene constante, y se
alcanza un estado estacionario. El cultivo se inicia en modo batch y cuando
los nutrientes estan por debajo de los valores criticos, se inicia la alimen-
tacion de medio fresco y se recolectan las células y el medio consumido.
El crecimiento se controla mediante la velocidad de flujo del suministro y
cosecha del medio, conocida como tasa de dilucion, que es la tasa de flujo
del medio dividida por el volumen del cultivo. Cuando la tasa de crecimiento
celular es igual a la tasa de dilucion, se alcanza un estado estacionario y las
concentraciones de células, nutrientes y productos permanecen constantes.
Las condiciones de estado estacionario siempre se restauran si se produce
un cambio, debido a la autorregulacion del sistema de quimiostato. Asi, por
ejemplo, una disminucion temporal en la concentracion celular causara un
aumento correspondiente en la tasa de crecimiento.

El cultivo tipo quimiostato es un sistema abierto en el que los nutrientes
y el oxigeno disuelto se suministran constantemente y los productos del
metabolismo y las células se eliminan continuamente, de modo que no hay
inhibicion del crecimiento celular y el cultivo se puede mantener durante un
periodo de tiempo prolongado. Sin embargo, dado que las células que proli-
feran abandonan continuamente el sistema, solo se alcanzan concentraciones
celulares relativamente bajas (hasta 2x10° cél/ml), con el correspondiente
bajo rendimiento del producto de interés (Aehle et al., 2011). Por esta razon,
el cultivo continuo sin retencion celular no se aplica en la industria, y de
hecho, esta practicamente restringido para fines de investigacion y desarrollo
en pequena escala.
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7.2.4.4. Modo continuo: cultivo con retencion celular o cultivo en perfusion

Como el quimiostato, la perfusion también es un sistema abierto con una
alimentacion continua de medio nuevo y una cosecha que se realiza a la
misma velocidad, de manera que el volumen del biorreactor se mantiene
constante. Sin embargo, a diferencia del quimiostato, las células no salen del
sistema en la cosecha, sino que se retienen dentro del biorreactor por medio
de un dispositivo especial de retencion celular (Figura 71B, inferior derecha).

La perfusion intenta superar la principal limitacion del quimiostato, referida
al bajo rendimiento del producto alcanzado debido a las bajas densidades
celulares logradas, ocasionados tanto por la pérdida de células en la corriente
de salida como por el rango operativo limitado de la tasa de dilucion para
evitar el lavado del biorreactor. En el modo de perfusion, como las células
se mantienen dentro del recipiente de cultivo, se pueden aplicar tasas de
dilucion significativamente mayores dando como resultado una mayor dispo-
nibilidad de nutrientes, de modo que se alcanzan mayores concentraciones
de células (hasta 5x107 cél/ml en cultivos en suspension), con un significativo
aumento en el rendimiento del producto de interés (Hernandez et al., 2009).
Si las condiciones de cultivo se mantienen en forma adecuada, el proceso
de perfusion puede continuar durante un largo periodo de tiempo (sema-
nas o meses) con cosechas continuas de medio gastado que contiene altas
concentraciones de la proteina de interés. En nuestro laboratorio hemos
aplicado con éxito el cultivo en perfusion para la produccion de un biosimi-
lar de eritropoyetina humana recombinante durante tres meses de cultivo
(Beccaria et al., 1999).

Se disponen de diferentes dispositivos de retencion celular (Woodside et
al., 1998; Voisard et al., 2003; Castilho & Medronho, 2002, 2008), que pueden
ser ubicados en el interior o preferentemente en el exterior del biorreactor,
tales como spin-filter, filtro tipo cross—flow, sedimentador oblicuo o vertical,
hidrociclon, centrifuga continua, separador ultrasénico o un novedoso sis-
tema externo consistente en un cartucho a base de fibra hueca operado con
un flujo tangencial (TFF, segln su sigla en inglés derivada de tangential flow
filtration). A diferencia de la filtracion de flujo normal, donde el medio se
bombea a través de un filtro de membrana, en este caso se usa una bomba
peristaltica para recircular el sobrenadante del cultivo celular sobre la super-
ficie de la membrana permeable. Este modo de operacion reduce el riesgo
de taponamiento (fouling) del filtro. En TFF, el liquido y los compuestos con
pesos moleculares inferiores al limite o cut-off de la membrana semiper-
meable pueden pasar a través de la misma (permeado), mientras que las
moléculas mas grandes se retienen (retenido). La filtracion de flujo tangencial
alternante (ATF, segiin su sigla en inglés derivada de alternating tangential
flow filtration) utiliza la técnica TFF, pero una bomba de diafragma alterna la
direccion del flujo sobre la superficie de la membrana. Esta tecnologia fue des-
arrollada por la empresa Refine Technology (Pine Brook, New Jersey, Estados
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Unidos; adquirida en 2014 por la empresa Repligen Corporation (Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos). Dada su elevada performance, los sistemas
ATF® son actualmente los de mayor uso en cultivos en perfusion, aplicables
tanto en baja, media como alta escala. En baja escala, se emplea el ATF 2®
en biorreactores de hasta 4 | para cultivos en suspensiony de hasta 10 | para
cultivos de células adheridas a carriers. Para la alta escala, se dispone del
ATF 10® aplicado para biorreactores de hasta 1000 | en cultivos en suspension
y de hasta 5 000 litros para cultivos adherentes. En la Figura 7.2 se muestra el
modulo ATF 6@ acoplado a un biorreactor de 150 litros de capacidad.

En el cultivo en perfusion se puede lograr la mas elevada densidad celular,
la mayor productividad volumétrica y la duracion de cultivo mas larga con
respecto a todos los demas modos de cultivo. Al igual que en el lote alimen-
tado, se evita la limitacion de nutrientes mediante el suministro continuo
de medio. Pero, a diferencia del lote alimentado, los desechos celulares y
los productos toxicos se eliminan del sistema, lo que aumenta la longevidad
del cultivo alcanzandose mayores concentraciones de células. Las protea-
sas y las glicosidasas liberadas al medio de cultivo por las células muertas
también se retiran, por lo que se minimiza la inactivacion, degradacion y/o
de-glicosilacion de las glicoproteinas. Ademas, como el tiempo de residencia
del producto secretado es muy corto (en el orden de las horas), el tiempo
de exposicion a condiciones operativas adversas (pH, temperatura y enzimas

FIGURA 7.2. CULTIVO EN PERFUSION CON UN DISPOSITIVO DE RETENCION CELULAR
EXTERNO. MODULO ATF 6@ (REPLIGEN CORPORATION) ACOPLADO A UN BIORREACTOR

TIPO TANQUE AGITADO DE 150 LITROS DE CAPACIDAD.
FUENTE: FOTOGRAFIA OBTENIDA POR SOFIA GIORGETTI, BECARIA DOCTORAL DE
CONICET EN EL CENTRO BIOTECNOLOGICO DEL LITORAL (FBCB-UNL) HASTA 05/2020,
Y CEDIDA GENTILMENTE PARA LA ILUSTRACION DE ESTE CAPITULO. REPRODUCIDA CON
EL PERMISO DE ZELLTEK SA
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liberadas) es minimo, lo que beneficia la purezay calidad del producto. Es por
ello que la perfusion es el modo de operacion obligado para la produccion de
grandes cantidades de productos proteicos labiles o inestables. La empresa
Bayer (Leverkusen, Alemania) ha aplicado con éxito la tecnologia de perfu-
sién para la produccion de factor VIl de coagulacion (Boedeker, 2013). Otra
ventaja de los sistemas de perfusion es que, debido a su alta productividad,
el biorreactor puede ser hasta diez veces mas pequefo para la produccion de
la misma cantidad de producto, por lo que en general se aplica en procesos
industriales a escalas de hasta 2 000 litros.

Las principales desventajas del modo de perfusion son la mayor compleji-
dad operativa, el tiempo prolongado de desarrollo y validacion del proceso
y el mayor riesgo de contaminacion. El aspecto mas complejo comparado
con el lote alimentado es la introduccion de dispositivos para la retencion
de células, especialmente a gran escala, que exigen un diseno de biorreactor
mas sofisticado por lo que el costo del equipamiento total es mas caro. Sin
embargo, las productividades mas altas de los cultivos en perfusion per-
miten el uso de biorreactores mucho mas compactos, con la consecuente
disminucion en el costo, y por lo cual se compensa parcialmente la situacion
adversa mencionada. Ademas, el riesgo de falla del equipo es alto debido
a la posible obstruccion del dispositivo de retencion. Finalmente, si bien
hace unos anos el riesgo de contaminacion se consideraba alto debido al
hecho de que la perfusion es un sistema abierto que opera continuamente
durante largos periodos de tiempo, actualmente esta desventaja esta supe-
rada debido a los sofisticados métodos con que se cuenta para establecer
y controlar la esterilidad.

7.3. ESCALAMIENTO DE LOS CULTIVOS EN BIORREACTORES

Con respecto al escalamiento del proceso, Spier (1985) ha dividido los méto-
dos de cultivo en dos grupos: aquellos en los cuales el scale-up se realiza
mediante un aumento en el nimero de unidades (proceso mdaltiple) y, por
otro lado, aquellos en los cuales se logra mediante la construccion de una
unidad mas grande (proceso (nico). Estos ltimos ofrecen grandes ventajas,
en cuanto a la reduccion de personal y espacio fisico; al mejor monitoreo
y control de proceso, y al control mas facil de la contaminacion, ya que se
requieren menor nimero de operaciones.

El escalado del cultivo de células en suspension es relativamente sencillo,
y consiste en el pasaje de la suspension celular a un biorreactor de mayor
volumen, realizando la dilucion simplemente con el agregado de medio de
cultivo fresco. Se emplean generalmente biorreactores tipo tanque agitado
o tipo air-lift (Chico Véliz et al., 2008).
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En cambio, para el escalado de células adherentes se debe aportar jus-
tamente una mayor «superficie» que sea disponible para las células en el
biorreactor al cual se escala el cultivo. Para ello se han desarrollado dife-
rentes métodos que tratan de reproducir lo que ocurre en los organismos
vivos, donde las células se encuentran en altas densidades inmovilizadas en
organos vy tejidos. Basicamente, existen dos técnicas para la inmovilizacion
celular: cultivos de células confinadas (immurement culture) y de células
entrampadas (entrapment culture). Los primeros implican la microencap-
sulacion de células dentro de geles (Hiibner, 2007) o el crecimiento de
células dentro de compartimentos estancos, como es el caso del cultivo
de células en cartuchos de fibra hueca (Davis, 2007). Para ambos casos
también se pueden inmovilizar células de crecimiento en suspension. Se
deben operar en modo de perfusion, alcanzando las densidades celulares
mas altas que se registran en cultivos (2-4x108 cél/ml; Figura 7.1A.). En los
cultivos entrampados las células se retienen dentro de una matriz abierta
a través de la cual el medio es capaz de fluir, como es el caso de células
adheridas a la superficie de un soporte sélido (particula o carrier s6lido) o
en los intersticios de un carrier macroporoso (Bliml, 2007; GE Healthcare
Bio-Sciences, 2013). Dependiendo de la densidad del material que consti-
tuye los carriers, se emplean biorreactores tipo tanque agitado o sistemas
lecho fijo o fluidizado (Pértner & Platas Barradas, 2007; Kratje & Wagner,
1992; Kratje et al., 1994). Cabe destacar que —aunque se logre una distri-
bucion uniforme de los carriers en el biorreactor— estos cultivos no son
considerados estrictamente homogéneos dado que hacia el interior de
los carriers porosos se genera siempre un gradiente de concentracion de
nutrientes y productos.

La empresa Baxter BioScience (Viena, Austria) alcanzo el mayor escalado del
cultivo de células inmobilizadas a nivel industrial aplicada a la fabricacion de
vacunas contra la influenza basada en el cultivo de células Vero adherentes,
empleando carriers porosos Cytodex—1® (GE Healthcare Bio-Sciences; Uppsala,
Suecia) en un biorreactor tipo tanque agitado de 6 000 | (Chen & Chen, 2009).

7.31. Proceso de produccion de un biofarmaco

Cabe destacar que la «fabrica» de la glicoproteina es la célula recombinante,
y es por ello que el cultivo celular ocupa un rol central en la fabricacion
del biofarmaco. En la Figura 7.3 se muestra un esquema del proceso global
de produccion, que incluye el proceso biotecnologico de produccion de la
proteina humana recombinante o IFA y la etapa galénica de formulacion
del medicamento. Estos procesos deben llevarse a cabo bajo un estricto
sistema de calidad conocido como normas de Buena Practica de Manufactura
(GMP, seglin su sigla en inglés derivada de Good Manufacturing Practices),
que son obligatorias y definidas por la autoridad sanitaria de cada pais.
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FIGURA 7.3. DIAGRAMA DE UN PROCESO DE PRODUCCION DE UN BIOFARMACO

En Argentina rige la disposicion ANMAT N° 2819/04 y modificaciones subsi-
guientes (norma N° 3602/2018) sobre Buenas Practicas de Fabricacion para
Elaboradores, Importadores/Exportadores de Medicamentos. Con referencia
al proceso biotecnologico, el mismo se divide en dos etapas: el proceso
que ocurre «aguas arriba» del cultivo en el biorreactor (en inglés: upstream
processing) y el proceso de purificacion o downstream processing (que se
abordara en el proximo capitulo).

Para el upstream processing se indican las subetapas referidas a la gene-
racion de los bancos del clon productor, la preparacion del inoculo, acondi-
cionamiento del biorreactor, la preparacion del medio y suplementos del
cultivo, el control del cultivo y el cultivo en el biorreactor. En este apartado
nos enfocaremos en diferentes aspectos de los cultivos celulares, conside-
rando —separadamente cada uno de los pasos mencionados del upstream
processing— como eje de conduccion de la descripcion.
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El proceso global se encuentra enmarcado en un sistema de gestion de
calidad obligatorio (Normas de Buenas Practicas de Manufactura, GMP), que
incluye el proceso biotecnolégico de produccion de la proteina humana
recombinante o ingrediente farmacéutico activo (IFA) y la etapa galénica de
formulacion del medicamento.

7.3.2. Bancos celulares

Es probable que una o mas propiedades de una linea celular cambien
durante un periodo prolongado de pasajes (o subcultivos) continuos. Para
garantizar la consistencia de las propiedades de una linea celular o de un
producto derivado de ella, es necesario —por lo tanto— preservar (en general,
por criopreservacion) y caracterizar un stock de células como referencia. Este
stock o banco celular consiste en una coleccion de recipientes apropiados
(ampollas o criotubos), que contienen un nimero conocido de células prove-
nientes de un Gnico pool homogéneo de células preparadas en condiciones
definidas, supendidas en un medio de criopreservacion adecuado y sometidas
a pruebas de caracterizacion. Estos recipientes pueden almacenarse durante
anos bajo condiciones definidas, tales como la fase de vapor o en la fase
liquida a -196 °C en nitrogeno liquido (Figura 7.4A). Posteriormente, a lo largo
del programa de investigacion, desarrollo o fabricacion, los cultivos celulares
siempre se descartan después de un niimero de pasajes definido y el material
crioconservado se utiliza como semilla para reiniciar cultivos nuevos.

Aunque un nimero reducido de ampollas o criotubos de un solo banco
celular puede ser suficiente para un pequeno programa de investigacion, para
garantizar la continuidad de una linea celular durante la fabricacion de un
producto biofarmacéutico, es recomendable preparar un sistema de banco
de células en dos niveles. Este consiste en un banco de células maestro (MCB,
segln su sigla en inglés derivada de master cell bank) con un nimero definido
de ampollas y bancos de células de trabajo (WCB, segiin su sigla en inglés
derivada de working cell bank), cada uno derivado de forma idéntica de un
{nico criotubo del MCB (Stacey, 2004; Bakhach, 2009; He, 2011).

En el caso de un proceso de produccion como el esquematizado en la Figura
7.3, cada lote de produccion se inicia con el descongelamiento de las células
contenidas en un criotubo del WCB, que usualmente contiene 10 a 20 mil-
lones de células suspendidas en un volumen de 1a 5 ml. Este paso requiere
de experienciay debe llevarse a cabo con sumo cuidado, para evitar que se
genere un elevado nivel de muerte celular. Después de eliminar el criopro-
tector (generalmente dimetil-sulfoxido, DMSO), las células se suspenden en
el medio de cultivo de crecimiento para iniciar asi la expansion del cultivo
celular para la preparacion del indculo.

168



7.3.3. Expansion celular - Preparacion del inoculo

El objetivo principal de la expansion celular es alcanzar el nimero necesario
de células viables para inocular el biorreactor de produccion en el menor
tiempo posible. Se utiliza un medio de cultivo que fue optimizado para la
lograr la maxima reduccion del tiempo de duplicacion celular que rinda una
poblacion de células con elevada viabilidad (medio de crecimiento) y, en
general, se lleva a cabo a temperaturas cercanas a 37°C, que es la temperatura
optima de crecimiento de las células animales.

Esta expansion celular se realiza en forma gradual, mediante sucesivos
cultivos, que se prolongan Gnicamente hasta alcanzar la fase exponencial
de crecimiento del cultivo en modo batch: primero en dispositivos de bajo
volumen y luego en biorreactores de volumen de trabajo crecientes hasta
llegar a la escala del biorreactor de produccion (Figura 7.4). Para evitar la
generacion de una fase lag, cada cultivo se inicia con una concentracion
inicial de células viables adecuada, que en general esta en el rango de
1-3 x 105 células por ml, dependiendo de la linea celular y del medio. Por
la misma razon, las células se cosechan cuando se encuentran en la fase
exponencial (antes de la fase de deceleracion, ver Figura 7.1C) para iniciar
el siguiente cultivo. Usualmente se emplean diferentes frascos de cultivo y
biorreactores de escala intermedia para la propagacion celular, con voliime-
nes de trabajo incrementados sucesivamente en un factor de alrededor de
10, de manera que toda la masa celular de la fase exponencial de un cultivo
batch de un determinado paso sea suficiente como inoculo del biorreactor
del siguiente paso. EL nimero de los pasos de la amplificacion depende de
la escala final del biorreactor de produccion.
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FIGURA 7.4. ESQUEMA DE LA EXPANSION CELULAR GRADUAL PARA LA PREPARACION
DEL INOCULO
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Para la preparacion del inoculo del biorreactor de produccion se deben reali-
zar varios pasos de expansion celular, cuyo nimero depende de la escala de
produccion, y comenzando siempre con el descongelamiento de las células
contenidas en un criotubo del WCB. Se emplean diferentes tipos de frascos de
cultivo y de biorreactores de escala intermedia para la propagacion celular,
dependiendo del tipo de crecimiento celular: cultivo dependiente de super-
ficie (nivel superior del esquema) y cultivos en suspension (nivel inferior del
esquema).

Cabe aclarar en este punto que la definicion de la escala de cultivo es
relativa, ya que cada empresa define el volumen maximo del biorreactor
de produccion de su planta, de acuerdo con las expectativas de venta del
biofarmaco a producir y del rendimiento global del proceso de fabricacion.
Asi, por ejemplo, para la empresa Amgen (2005) que ha instalado la planta
BioNext (West Greenwich, Rhode Island, Estados Unidos) para la produccion
de etanercept (Enbrel®, producto innovador de Amgen) dotada con nueve
biorreactores, cada uno con un volumen de 20 000 |, cuenta seguramente
con un mayor niimero de pasos para la expansion celular que el nimero que
requiere la empresa Zelltek (perteneciente al holding Mega Pharma —actual-
mente Mega Labs— de Montevideo (Uruguay), http://www.amegabiotech.com),
también para la produccion de etanercept (Enerceptan®, producto biosimilar
desarrollado por el Consorcio Plblico Privado constituido por el Laboratorio
de Cultivos Celulares de la Facultad de Bioquimicay Ciencias Bioldgicas (FBCB)
de la Universidad Nacional del Litoral (UNL) y las empresas Gemabiotech SA
y Zelltek S.A.) que cuenta en su planta ubicada en el Parque Tecnoldgico del
Litoral Centro (PTLC, Santa Fe, Prov. de Santa Fe, Argentina) con biorreactores
de volumen de trabajo menor a 1 000 L.

7.3.4. Sistemas de cultivo de baja escala

La suspension celular que resulta después del paso de recuperacion de las
células contenidas en un criotubo del WCB se dispensan usualmente en
pequenos biorreactores, conocidos simplemente como frascos o botellas
(Figura 7.5). En general son descartables y carecen de sistemas de monitoreo
y control. El material plastico mas empleado para estos contenedores es el
poliestireno (como es hidrofobico, debe ser sometido a un tratamiento qui-
mico o por radiacion y para generar una superficie cargada para el anclaje
celular), pero existen otros materiales tratados, que son aptos para el cultivo
celular, como cloruro de polivinilo (PVC), policarbonato y politetrafluoroeti-
leno (PTFE). A su vez, estos materiales pueden estar cubiertos con sustancias
que favorecen la adherencia celular, como poli-D-lisina, colageno u otros.
Dada la gran diversidad y calidad de materiales disponibles se debe evaluar
en cada caso la eficiencia de plaqueo y velocidad de crecimiento para la linea
celular de nuestro interés (Freshney, 1994).
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FIGURA 7.5. CRIOPRESERVACION Y SISTEMAS DE CULTIVO EN BAJA ESCALA.

A. TANQUE CON NITROGENO LiQUIDO PARA LA CRIOPRESERVACION CELULAR, PRO-
VISTO DE CANASTAS CON CANAS (FOTO IZQUIERDA), EN LAS CUALES SE ALOJAN LOS
CRIOTUBOS (FOTO DERECHA). B. DISTINTOS DISPOSITIVOS PARA EL CULTIVO ESTA-
TICO EN ESCALA DE LABORATORIO (PLACAS MULTI-WELL Y FRASCOS T). C. FRASCOS
ROLLER PARA EL CULTIVO DE CELULAS ADHERENTES COLOCADOS SOBRE RODILLOS
(EN LA FOTO SE OBSERVA COMO CILINDROS NEGROS), QUE PERMITEN EL GIRO CONTI-
NUO DE LAS BOTELLAS Y ASi ASEGURAR QUE LAS CELULAS PUEDAN CUBRIR TODA LA
SUPERFICIE INTERNA DE LA MISMA. D. FRASCOS TIPO ERLENMEYER UBICADOS SOBRE
UN AGITADOR ORBITAL. E. FRASCO TIPO SPINNER PROVISTO DE UN AGITADOR COL-
GANTE FORMADO POR UNA ESFERA DE VIDRIO QUE CONTIENE UN IMAN. EL FRASCO
SE COLOCA SOBRE UN AGITADOR MAGNETICO, QUE PERMITE EL MOVIMIENTO CIRCU-
LAR DEL AGITADOR COLGANTE. F. BIORREACTOR TIPO TANQUE AGITADO DE 5 LITROS
PROVISTO DE UN SISTEMA DE PERFUSION INTERNO TIPO SPIN-FILTER.

FUENTE: FOTOGRAFIAS FUERON OBTENIDAS POR ILEANA DEL ROSARIO TOSSOLINI,
BECARIA DOCTORAL DE CONICET EN EL CENTRO BIOTECNOLOGICO DEL LITORAL
(FBCB-UNL) HASTA 03/2019, Y CEDIDAS GENTILMENTE PARA LA ILUSTRACION

DE ESTE CAPITULO. REPRODUCIDAS CON EL PERMISO DEL CENTRO BIOTECNOLOGICO
DEL LITORAL (FBCB-UNL)

En esta escala, la manipulacion de los cultivos se realiza en cabinas de flujo
laminar para mantener la asepsia y los frascos/botellas se mantienen en
estufas para regular y mantener constante la temperatura del cultivo. El
sistema que se emplea depende del tipo de crecimiento celular. Asi, para
células adherentes se usan los frascos Ty frascos roller, mientras que para los
cultivos en suspension se emplean preferentemente los frascos tipo spinner
y frascos tipo Erlenmeyer. En estos sistemas de baja escala, la transferencia
de oxigeno esta limitada por la reducida interfase aire-liquido. Por ello, el
volumen de medio que se emplea para cada uno de estos frascos debe ser
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apropiado, para asegurar que la transferencia de oxigeno al medio de cultivo
sea adecuada (en general, la altura de medio varia entre 0,3 cmy 0,4 cm).

Con el proposito de aumentar la superficie disponible para el cultivo de célu-
las adherentes se han desarollado frascos T triples, frascos roller y sistemas
multibandeja. Los frascos T triples tienen tres capas que le proporcionan un
area de 500 cm?, pero con el formato de los frascos T de 175 cm? para optimizar
el espacio de las estufas. El uso de los frascos roller esta disenado de forma
tal que las células puedan cubrir toda la superficie interna de la botella, con
rodillos que —al hacer girar las botellas— aseguran que el medio de cultivo
bane a todas las células, aportandoles nutrientes y retirando desechos. El
mas conocido de los sistemas multibandeja es el llamado Cell Factory® de
la empresa Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Se
disponen de dispositivos con 1 a 52 bandejas de poliestireno, con una super-
ficie de 632 cm? por bandeja. Se proveen en forma estéril y con diferentes
accesorios para facilitar su manipulacion. Estos sistemas son una interesante
alternativa para el escalado relativamente simple de cultivos celulares, ya que
la eficacia de la adherencia es idéntica a la de los frascos de menor escala.
En nuestro laboratorio hemos aplicado con éxito el cultivo de células CHO
adherentes productoras de eritropoyetina humana recombinante en sistemas
Cell Factory® provistas de 10 bandejas, efectuando dos recambios completos
de medio de cultivo por semana, y manteniendo la monocapa de células pro-
ductoras durante 120 dias consecutivos de cultivo (Pereira Bacci et al., 1999).

A pesar de que en los cultivos en frascos el rendimiento de producto es
mucho mas bajo que el alcanzado en cultivos optimizados en biorreactores,
todavia hoy en dia existen aplicaciones industriales que emplean esta meto-
dologia para la produccion de biofarmacos. En efecto, la empresa Amgen
emplea ain la tecnologia original de la década de 1980 basada en el cultivo
de células CHO recombinantes en frascos roller para la produccion de eritro-
poyetina (Epogen®, producto innovador de Amgen). El escalado del proceso
es muy simple (escalado miltiple), en el cual el nimero de frascos roller
manipulados en forma paralela es el que determina la escala. Actualmente
la produccion de Epogen® es esencialmente un proceso robotizado en el cual
todos los pasos criticos de manejo del cultivo —incluyendo la siembra de
células, el llenado de las botellas con medio y la cosecha del sobrenadante
de cultivo— son ejecutados sin intervencion humana en ambientes estériles
con aire filtrado (De Jesus & Wurm, 2011).

7.3.5. Sistemas de cultivo de mediana y alta escala
El volumen de trabajo de los reactores de mediana y alta escala depende
de la definicion de la escala de produccion. En general, el dltimo paso de

la amplificacion celular se realiza en un reactor con un volumen de trabajo
equivalente a alrededor del 10 % del de produccion. Para los sucesivos pasos
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de este escalado se pueden emplear biorreactores de agitacion tipo tanque
agitado (de acero inoxidable o descartables de un Gnico uso), con volimenes
crecientes (1a 21,10 a 20 |, 100 a 200 | y 1000 a 2000 |). Alternativamente,
se pueden usar otros disenos de biorreactores descartables, como los de
tipo wave-mixed bioreactor u orbitally shaken bioreactor. Dado la creciente
importancia que ha adquirido el uso de los reactores de un solo uso o single-
use bioreactors en la industria, los mismos se describiran separadamente en
el siguiente apartado.

Como se mencionara ut supra, actualmente la produccion de las glico-
proteinas de los biofarmacos es preferentemente llevada a cabo mediante el
cultivo en suspension de las células recombinantes, empleando biorreactores
homogéneos tipo tanque agitado, operados en modo fed-batch o en forma
continua en perfusion.

Las condiciones del cultivo en la etapa productiva pueden diferir de las
usadas durante la expansion celular. Asi, el medio de cultivo debe ser optimi-
zado para favorecer la produccion de la proteina de interés y para mantener
la viabilidad celular durante largos periodos. Por otro lado, se ha reconocido
que la temperatura es una variable ambiental clave en la optimizacion del
proceso (Chuppa et al., 1997). Mientras que la alta viabilidad a baja tempe-
ratura parece ser un fenémeno general, el efecto de la disminucion de la
temperatura en la productividad especifica es claramente dependiente de
la linea celular y de la proteina (Yoon et al., 20033, b). En nuestro laborato-
rio hemos observado para células CHO productoras del factor estimulante
de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) humano recombinante
que un descenso de la temperatura a 33°C permite reducir la velocidad de
crecimiento, aumentar la viabilidad celular, mejorar la productividad celular
y disminuir el metabolismo celular, sin afectar la calidad de la glicoproteina
generada (Bollati-Fogolin et al., 2004, 2005).

7.3.6. Biorreactores descartables

Durante el proceso de produccion de un lote de un biofarmaco los costos
mas significativos estan conformados por la calificacion y validacion tanto de
los equipos como de los pasos claves del bioproceso, siendo generalmente
estos costos mas elevados que la materia prima misma. Ademas, el tiempo
invertido en estos requerimientos normativos es grande, lo cual también
representa dinero. En este contexto es que durante las Gltimas décadas
varias empresas han desarrollado sistemas de biorreactores de un solo uso
(SUBSs, seglin su sigla en inglés derivada de single-use bioreactors) o descar-
tables, los cuales ya estan previamente esterilizados, validados y calificados,
cumpliendo las regulaciones requeridas y reduciendo significativamente los
tiempos necesarios para la puesta en marcha del bioproceso (Trujillo-Roldan
& Valdez-Cruz, 2009). Otra ventaja que esta asociada con esta tecnologia
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es que las instalaciones necesarias en una planta de produccion (lo que se
conoce en inglés como footprint) para la utilizacion de un sistema descartable
son mas sencillas que las requeridas para la instalacion de un biorreactor
de acero inoxidable, ya que no se requiere sistema de generacion de vapor
para esterilizacion in situ, como asi también todo lo asociado a la limpieza
del mismo. Las empresas que comercializan esta tecnologia declaran que
la instalacion de sistemas SUBs en lugar de biorreactores de acero inoxi-
dable puede reducir la inversion inicial entre un 50 % y 70 % cuando se esta
construyendo una planta.

Un biorreactor descartable consiste es una bolsa de plastico polimérico
de miltiples capas (usualmente policarbonato, poliestireno, polietileno,
polipropileno o etilvinilacetato), instalada sobre una estructura asociada
a un sistema de control donde se puede monitorear la temperatura y otros
parametros fisicoquimicos, de la misma manera que es llevado a cabo en un
tanque de acero inoxidable. Esta claro entonces que la utilizacion de un SUB
requiere una gasto extra en cada lote de produccion asociada al consumible,
lo cual debe tenerse en cuenta a la hora de evaluar los costos del bioproceso
(Eisenkraetzer, 2014; Pollard & Kistler, 2017). Otro aspecto crucial a tener en
cuenta es que una vez que se toma la decision de adquirir un SUB de una
marca determinada, luego sera necesario comprar la bolsa siempre a ese
mismo proveedor, ya que no es compatible la utilizacion de consumibles de
otras marcas con un biorreactor determinado.

7.3.6.1. Biorreactores tipo tanque agitado descartables

El sistema de cultivo mayormente utilizado en la industria biofarmacéutica es
el de tanque agitado vy, para el caso de los biorreactores de un solo uso, las
consideraciones generales para el control de parametros de cultivo, a excep-
cion de la transferencia de calor, se llevan a cabo de una forma muy similar
que en los sistemas de acero. El mezclado se lleva a cabo con hélices plasticas
(cada marca tiene su disefo particular) que forma parte de la estructura de
la bolsa. Con respecto a las sondas de pH, oxigeno disuelto, temperatura y
biomasa, los sistemas SUB estan adaptados para utilizar las mismas sondas
reutilizables que se utilizan en sistemas de acero inoxidable, aunque algu-
nas marcas ofrecen bolsas que tienen sondas opticas descartables, con un
nlimero limitado de lecturas para pH y oxigeno disuelto, haciendo alin mas
sencillo y rapido su instalacion (Wilde et al., 2009).

Existen varias empresas que ofrecen biorreactores tipo tanque agitado
desechables. Entre las principales se encuentran: Hyclone (actualmente
pertenece a Thermo Scientific), lider en el mercado actual y que dispone