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prefacio

La enseñanza de los procesos biotecnológicos constituye la 
fuerza motriz que impulsó la edición del presente libro. En 
particular, diseñar un proceso que involucra la producción de 
biofarmacéuticos de naturaleza glicoproteica constituye un 
eslabón fundamental en la preparación de un futuro biotec-
nólogo que aspire a alcanzar a través de su formación, un rol 
activo en la especialidad de los bioterapéuticos innovadores 
y biosimilares. 

Este libro propone como eje organizador el desarrollo de gli-
coproteínas 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 aplicación en salud humana. 

En una concisa descripción de su contenido, el libro se dia-
gramó con 4 capítulos iniciales que involucran aspectos 
introductorios y básicos de la glicobiología, la biosíntesis de 
glicanos, la diversidad estructural de las glicoproteínas (GP), 
su funcionalidad e importancia en salud humana. Continúa 
con un capítulo orientado al diseño de proteínas terapéuti-
cas mediante glicoingeniería que otorga un panorama de la 
generación de nuevas entidades biomejoradas. Luego, el pro-
ceso biotecnológico de obtención de las GP se hace presente 
en los siguientes capítulos relacionados con la expresión, 
producción y purificación a partir de huéspedes mamíferos 
(upstream y downstream). La evaluación de las mismas desde 
el punto de vista del análisis de la glicosilación (métodos 
cromatográficos, espectroscópicos y espectrométricos), el 
estudio de su potencia biológica in vitro e in vivo y la eva-
luación de su potencialidad inmunogénica conforman un 
conjunto de capítulos dedicados a la caracterización de las 
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GP, en los cuales se encuentra información de utilidad para 
aplicar tanto en la rutina de los procesos de producción de 
tales moléculas como en los procedimientos de investiga-
ción y desarrollo. Los subsiguientes 2 capítulos describen 
los métodos analíticos 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 
capítulo que describe a las GP en el contexto de los restantes 
tipos de bioterapéuticos existentes en el mercado y un capí-
tulo donde se ejemplifica con un caso de estudio el diseño, 
producción y análisis de la glicosilación de una nueva GP de 
interés terapéutico derivada del interferón–α2b.

Gran número de los temas aquí vertidos forman parte de 
3 asignaturas optativas de la currícula de las Carreras de 
Biotecnología y Bioquímica de la Facultad de Bioquímica y 
Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional del Litoral: 
«Cultivo de células animales», «Recuperación y purificación 
de proteínas» y «Bioingeniería 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 formación de grado del profesional que 
surja de tales carreras otorgándoles, además, un panorama 
que pueda incentivarlos en la especialización en un campo 
tan promisorio, novedoso y de gran actividad como el de los 
bioterapéuticos.

Los editores
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1.1. introducción

La glicobiología es el campo de la ciencia que comprende el estudio de la 
estructura, función y biología de los hidratos de carbono, también llamados 
glicanos, carbohidratos o cadenas de azúcares que están 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 energía o 
como materiales estructurales, aparentemente carentes de otras actividades 
biológicas. Su estudio quedó retrasado si lo comparamos con el avance del 
conocimiento de otras macromoléculas durante la revolución de la biología 
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 
secuencias y el hecho de que su biosíntesis no podía predecirse directamente 
a partir de una plantilla. 

El desarrollo de nuevas tecnologías para estudiar las estructuras y fun-
ciones de los glicanos ha abierto una nueva etapa de la biología molecular 
llamada «glicobiología», palabra acuñada a finales de la década de 1980 que 
reconoce la unión de las disciplinas tradicionales química de carbohidratos 
y la bioquímica. La glicobiología, que estudia la biología molecular (síntesis, 
regulación y función biológica) de glicoproteínas y glicolípidos, es ahora uno 
de los campos de más rápido crecimiento en las ciencias naturales, con amplia 
relevancia para muchas áreas de la investigación básica, la biomedicina y la 
biotecnología. El campo incluye la química de los carbohidratos, las enzimas 
glicosidasas y glicosiltransferasas que participan en la síntesis y degradación 
de glicanos, el reconocimiento de glicanos por proteínas específicas, los roles 
de los glicanos en sistemas biológicos y su análisis o manipulación mediante 
diversas técnicas. 

Las funciones biológicas de los carbohidratos son particularmente impor-
tantes en las interacciones que se establecen entre células y entre células y 
la matriz circundante. Los carbohidratos pueden encontrarse unidos covalen-
temente a las células y a las macromoléculas (glicoconjugados: glicoproteínas 
y glicolípidos) como unidades independientes (monosacáridos) o formando 
cadenas (glicanos) y son indispensables para el desarrollo de un organismo 
multicelular complejo. También pueden mediar en las interacciones entre 

Glicobiología
Raquel Montesino1
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organismos como, por ejemplo, entre el huésped y un agente patógeno. La 
investigación científica continúa mostrando evidencias del papel de los hidra-
tos de carbonos en las funciones celulares y demostrando que su variación o 
carencia está estrechamente relacionado con el desarrollo de enfermedades. 

La mayoría de las proteínas producidas en células eucariontes se modifica 
postraduccionalmente durante su paso por el retículo endoplásmico y el apa-
rato de Golgi (Figura 1.1). En estos compartimentos ocurren modificaciones de 
la cadena polipeptídica que permiten la conformación tridimensional reque-
rida para una adecuada actividad biológica de la proteína. Una modificación 
postraduccional, esencial para la viabilidad celular, es la unión de glicanos 
a la cadena polipeptídica. Los oligosacáridos se unen covalentemente a las 
proteínas mediante enlace N–glicosídico o enlace O–glicosídico. El primero 
ocurre entre la N–acetilglucosamina (GlcNAc) y el grupo amino del residuo 
asparagina en la proteína, 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 composición y estructura de 
los glicanos enlazados a las macromoléculas generalmente tienen un rol muy 
importante en las interacciones célula–célula, en la transducción de señales 

Figura 1.1. Modificación co/postraduccional de la cadena aminoacídica 
por la incorporación de glicanos al grupo amino del residuo asparagina 
(N–glicosilación) o al grupo hidroxilo de los residuos serina o treonina 
(O–glicosilación). La representación de las estructuras se realizó según 
Harvey (2011)
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y en el tiempo de vida media de la molécula. Siendo un proceso eminente-
mente enzimático las características estructurales y de composición de los 
glicoconjugados se define como un proceso célula–específico y su síntesis 
es muy sensible a cambios tanto genéticos como epigenéticos. 

1.2. monosacáridos que componen los glicanos

Los estudios previos revelan que los monosacáridos que más comúnmente 
forman parte de los glicanos son: D–galactosa, N–acetil–D–glucosamina, N–
acetil–D–galactosamina, Fucosa, ácido siálico, D–xylosa y D–glucosa (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Monosacáridos presentes en glicoconjugados  
sintetizados en células de organismos superiores

Tipo Monosacárido Abreviatura

Pentosas D-xylosa Xyl

Hexosas D-glucosa Glc

D-galactosa Gal

Hexosaminas N-acetil-D-glucosamina GlcNAc

N-acetil-D-galactosamina GalNAc

Deoxihexosa L-fucosa Fuc

Monosacáridos con  
9 átomos de carbono

ácido N-acetilneuroamínico Neu5Ac

ácido N-glicolilneuroamínico Neu5Gc

Los monosacáridos que forman las glicoproteínas no se encuentran como 
polímeros lineales, por el contrario, cada monosacárido puede generar teó-
ricamente un enlace α o β con otro monosacárido. Por lo tanto, tres mono-
sacáridos diferentes teóricamente podrían producir miles de trisacáridos 
únicos. Esta complejidad estructural aumenta a medida que aumenta el 
número de unidades de monosacáridos en el glicano. Afortunadamente, 
las macromoléculas biológicas, hasta hoy estudiadas, tienen relativamente 
pocas unidades de monosacáridos (Tabla 1.1), y su unión ocurre a través de 
un número limitado de enlaces, lo que ha posibilitado en cierta medida el 
estudio estructural de los glicoconjugados.
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1.3. glicoconjugados: proteoglicanos,  
glicolípidos y glicoproteínas

1.3.1. Proteoglicanos

Los proteoglicanos son glicoconjugados que se forman por un núcleo pro-
teico unido covalentemente a un tipo especial de polisacáridos denomina-
dos glicosaminoglicanos (GAG). Específicamente la unión ocurre entre el 
grupo hidroxilo de un residuo de serina y la xylosa del extremo reductor 
del polisacárido. Los glicosaminoglicanos son largos polímeros lineales de 
carbohidratos cargados negativamente, debido a la presencia de grupos 
sulfato y de grupos de ácido urónico. Los proteoglicanos son componente 
fundamental de la matriz extracelular de las células animales y actúan como 
moduladores de señales en los procesos de comunicación de las células 
con su entorno. Muchas enfermedades hereditarias, como el síndrome de 
Simpson–Golabi–Behmel y el síndrome de Ehlers–Danlos están asociadas a 
errores en la biosíntesis de proteoglicanos o de GAG.

1.3.2. Glicolípidos

La familia de los glicoconjugados también incluye los glicolípidos. Los glicolípi-
dos forman parte de las membranas celulares, y están compuestos por glicanos 
que se unen al grupo hidroxilo terminal primario del componente lipídico de la 
ceramida. En las células animales, los glicolípidos provienen de la esfingosina que 
posee el grupo amino esterificado con un ácido graso pero el sustituyente del 
alcohol primario de la esfingosina contiene una o varias unidades de azúcares. 
El glicolípido más simple es el cerebrósido, en el que el azúcar enlazado es una 
galactosa o una glucosa (Figura 1.2). Hay glicolípidos muy complejos como los 
gangliósidos que tienen una cadena ramificada de hasta siete monosacáridos. 
Los glicolípidos pueden ser neutros o aniónicos. Por ejemplo, el gangliósido es 
un glicolípido aniónico que contiene uno o más residuos de ácido siálico. 

 

Figura 1.2. Cerebrósido, glicolípido más pequeño formado por ceramida y 
una glucosa enlazada al grupo hidroxilo terminal de la esfingosina



15

1.3.3. Glicoproteínas

Las glicoproteínas 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–O (O–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 
polipeptídica, llamado sitio potencial de N–glicosilación. 

Figura 1.3. Posibles estructuras de glicanos N–enlazados a la cadena poli-
peptídica La incorporación de glicanos comienza en el retículo endoplás-
mico y continúa hasta Golgi. Estas estructuras son prevalentes en células 
de mamíferos, otros monosacáridos pueden estar presentes en glico-
proteínas de plantas e insectos

Los N–glicanos, además comparten una región común (núcleo) compuesta de 
cinco monosacáridos, dos N–acetilglucosaminas y tres manosas. Según la com-
posición del resto de la cadena, los N–glicanos se clasifican en: tipo oligoma-
nosídico, tipo complejo o híbrido. Otro aspecto que distingue esta modificación 
co–postraduccional es que la síntesis de la cadena polipeptídica y de la cadena 
de carbohidratos (oligosacárido precursor) ocurren de forma simultánea, pero 
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independiente. Una vez sintetizado el oligosacárido de 14 monosacáridos 
(Glc3Man9GlcNAc2) es transferido al sitio potencial de N–glicosilación mediante 
la enzima oligosacariltransferasa. El oligosacárido luego de enlazado a la Asn es 
modificado por enzimas exoglicosidasas y glicosiltransferasas, ubicadas en los 
compartimentos intracelulares retículo endoplásmico y aparato de golgi, hasta 
alcanzar la composición final que tendrá en la proteína biológicamente activa 
(Figura 1.3). Según la composición de la cadena de glicanos esta se denotará 
como del tipo oligomanosídica o compleja. En el primer caso solo se extenderá 
la cadena con manosas, sin embargo, en el tipo complejo pueden conformar 
la cadena de glicanos hexosaminas, hexosas y deoxihexosas. 

Figura 1.4. Diversidad estructural y de composición de monosacáridos 
dependientes de las células donde se expresen las glicoproteínas

Además, pueden ocurrir diferentes ramificaciones de la cadena enlazada en 
un mismo sitio de glicosilación. Las ramificaciones se denotan en la literatura 
como glicanos di– tri– y tetra–antenados. La prevalencia de un tipo u otro 
de ramificación depende en gran medida de las células donde se expresen 
las glicoproteínas, pero también influye la posición del sitio de glicosilación 
(sequon) en la secuencia aminoacídica. Como estos eventos ocurren cuando 
la proteína ya se ha sintetizado completamente y ha adquirido una conforma-
ción espacial, pueden ocurrir impedimentos estéricos que limiten la extensión 
de la cadena y por tanto la adición de monosacáridos. Otro evento que se 
describe para algunas células es la presencia de exoglicosidasas que provo-
can un acortamiento de la cadena luego de su síntesis. Este es el caso de las 
estructuras paucimanosídicas reportadas en células de plantas (Triguero et al., 
2005). Además, las glicoproteínas de plantas aisladas desde fuentes naturales 
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u obtenidas de forma artificial en cultivos celulares presentan Xylβ1,2 y Fucα1,3 
enlazados a los glicanos de tipo complejos (Strasser, 2014) (Figura 1.4). Estos 
monosacáridos no están presentes en células de mamíferos por lo que limita 
el uso de los cultivos celulares de plantas para la expresión recombinante de 
proteínas para uso en humanos. Las células de plantas no son las únicas que 
presentan un patrón de glicosilación diferente a las glicoproteínas 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 Fucα1,3, 
resultando potencialmente inmunogénicas en humanos. Luego, la utilización de 
células de insectos para la producción de proteínas con fines terapéuticos en 
humanos se ha condicionado a la «humanización» del patrón de glicosilación 
de estas células, efecto que se logra mediante la expresión de glicosiltransfe-
rasas que definen un patrón de glicosilación semejante al que se obtiene en 
células humanas (Harrison & Jarvis, 2006; Tomiya, Betenbaugh, & Lee, 2003).

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

En mamíferos la síntesis de las cadenas comienza con el enlace de un resi-
duo de GalNAc y es extendido por la adición de otros monosacáridos. El gli-
cano O–enlazado resultante puede contener N–acetilgalactosamina (GalNAc), 
Gal, GlcNAc, Fuc y ácido siálico (Neu5Ac). A diferencia de la N–glicosilación, 
los O–glicanos no tienen un núcleo o motivo conservado (Figura 1.5). Se ha 
documentado además la síntesis de otros tipos de O–glicanos: O–fucosa y O–
manosa que son añadidos en el retículo endoplásmico a residuos de cisteínas. 

Figura 1.5. Posibles estructuras de glicanos O–enlazados a glicoproteínas 
sintetizadas en células de mamíferos. La extensión de las cadenas puede 
incluir la adición de Fuc y NeuAc. C2GnT: Core 2 glicosiltransferasa; lGnT: 
lactosamina–glicosiltransferasa
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Actualmente existen estudios que describen que la O–glicosilación media 
las funciones moduladoras de muchas proteínas. Específicamente se conoce 
que la migración de las células del sistema inmune durante los procesos 
inflamatorios ocurre a través de la interacción de motivos glicosídicos, de 
proteínas de membrana de los linfocitos y proteínas tipo lectinas que se 
encuentran en las membranas del endotelio vascular (Schnaar, 2016). Además 
los O–glicanos presentes en las mucinas, glicoproteínas 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). Específicamente la O–fucosilación juega un papel muy importante en la 
modulación de la interacción proteína–proteína y la consecuente transducción 
de señales al interior de las células (Luther & Haltiwanger, 2009).

1.4. Estudio de la composición y estructura  
de las cadenas de hidratos de carbono

Las estructuras glicosídicas que componen los glicoconjugados son muy 
heterogéneas y su composición y estructura pueden variar en la misma molé-
cula, pues su síntesis no sigue un molde. Sin embargo, se conoce que existe 
cierta regularidad dependiendo de la célula donde ocurre la síntesis de las 
cadenas de glicanos (Raju, Briggs, Borge & Jones, 2000). La regularidad está 
determinada por los monosacáridos presentes y los tipos de enlaces entre 
estos. Por ejemplo, el disacárido Galβ1–4GlcNAcβ1–(N–acetil–lactosamina o 
LacNAc) se observa con mayor frecuencia en las glicoproteínas sintetizadas 
en células animales, que el disacárido GalNAcβ1–4GlcNAcβ1– (LacdiNAc). 
De la misma forma se ha documentado que las LacNAc terminales pueden 
modificarse por fucosilación y pueden presentar ácidos siálicos enlazados. 
Así mismo se conoce que la presencia de Xylβ1,2 y Fucα1,3 es frecuente en 
proteínas expresadas en células de plantas, no así en células de mamíferos. 
Lo anterior ha impulsado el desarrollo e implementación de métodos analí-
ticos ortogonales que permitan el análisis de la composición, secuencia y 
estructura de los glicanos.

El desarrollo de las metodologías analíticas para el estudio de las cade-
nas de azúcares se ha caracterizado por un aumento en la sensibilidad y 
precisión en los análisis, sin embargo, se ha demostrado que en muchos 
casos es necesaria la combinación de técnicas ortogonales para la caracte-
rización estructural de estas biomoléculas (Figura 1.6). Las estrategias son 
disímiles y dependen del nivel de caracterización que se desee obtener. 
Algunos laboratorios utilizan el glicoconjugado intacto para el análisis del 
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glicano y en otros laboratorios se realiza el estudio posterior a la separación 
de las cadenas de glicanos mediante métodos enzimáticos o químicos. Sin 
embargo, cualquiera sea la estrategia a seguir es crucial realizar el estudio 
a partir del glicoconjugado puro.

La metodología está 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 glicoproteína es producida artificialmente o aislada desde 
fuentes naturales por células de levaduras, se esperaría encontrar glicanos 
de tipo oligomanosídicos. El estudio de estos glicanos pudiera resultar más 
simple, por la presencia solamente de manosas enlazadas, sin embargo, se 
necesitan técnicas analíticas que permitan definir la presencia de sulfatos 
o fosfatos modificando las cadenas de azúcares (Bones et al., 2011; Hirose, 
Kameyama & Ohi, 2002). En general los procedimientos incluyen:
•	 Incubación con lectinas conjugadas, específicas a monosacáridos y enlaces 

que se establecen entre estos (western blot, a partir de la glicoproteína).
•	 Liberación enzimática y/o química de N–glicanos. 
•	 Derivatización con fluoróforos: 1) perfil de glicosilación, 2) cuantificación 

de monosacáridos.
•	 Separación en cromatografía líquida: de fase normal Amida–80, de inter-

cambio iónico y de fase reversa para análisis de monosacáridos.
•	 Reacción con exoglicosidasas específicas. Reacciones que permiten el 

análisis estructural de los glicanos. 
•	 Análisis por Espectrometría de Masas (ESI–MS, MALDI–MS, Ion mobility). 

Las herramientas para el análisis de las cadenas de carbohidratos que forman 
parte de los glicoconjugados cada día se perfeccionan con el objetivo de 
incrementar la sensibilidad, la resolución y la reproducibilidad en los análisis. 
Actualmente se comercializan enzimas obtenidas de forma recombinante 
para la liberación 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 diseñan matrices cromatográficas que logran 
mayor resolución 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 
o mayor resolución de las especies presentes en la mezcla. La espectrometría 
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 ionización dependiendo de la carga y pureza de 
los glicanos, para lograr la mayor información estructural (Harvey, 2005a, 
2005b, 2005c; Harvey et al., 2013).

La Figura 1.6 muestra una estrategia general que podría ser utilizada tanto 
para el estudio de oligosacáridos de tipo oligomanosídicos, complejos o 
híbridos. Sin embargo, su adecuación dependerá de las características de 
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Figura 1.6. Propuesta de estrategia a utilizar para el estudio de glicanos 
N–enlazados que no posean Fucα1,3 enlazada en la GlcNAc del extremo 
reductor de la cadena
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los oligosacáridos que se deseen analizar. Por ejemplo, para el análisis de 
oligosacáridos que posean Fucα1,3, en el núcleo del glicano, no es posible 
utilizar la enzima Péptido–N–Glicosidasa F (PNGasaF), en este caso se utiliza 
la enzima amidasa PNGasaA luego de digestión con peptidasas, para lograr 
mayor eficiencia en la liberación de las cadenas de oligosacáridos. Además, 
se describe en la literatura el uso de otros fluoróforos, como por ejemplo 
el ácido 2–aminobenzoico (2AA), 2–aminopiridina (2AP), y el ácido 4–ami-
nobenzoico (4ABA), todos con buena resolución en cromatografía líquida y 
alta sensibilidad (Higel, Demelbauer, Seidl, Friess, & Sorgel, 2013; Montesino 
et al., 2008; Ruhaak et al., 2010).

1.5. Glicoconjugados de interés biofarmacéutico

En la actualidad muchos fármacos para uso en humanos se obtienen por vía 
recombinante a partir de cultivos de células in vitro. La producción de estas 
moléculas se realiza siguiendo normas internacionales de buenas prácticas 
de manufactura, para obtener un producto con características físicoquímicas y 
actividad biológica similar de lote a lote de producción. Una de las exigencias 
que establece la liberación de los lotes de producción de los biofármacos 
es la identidad del patrón o perfil de glicosilación de los fármacos glicosi-
lados (Montesino et al., 2012; Zhang, Luo, & Zhang, 2016). Los laboratorios 
encargados de realizar los análisis de control de calidad deben establecer y 
validar las técnicas analíticas utilizadas para poder informar la identidad o 
variabilidad de los productos (P. Zhang et al., 2016). 

Estos análisis tienen relevante importancia cuando los sistemas artificiales 
de cultivo de células, para la producción de biofármacos, incorporan en sus 
glicanos monosacáridos y/o motivos glicosídicos no presentes en células 
humanas. En estos casos el incremento no deseado de estos motivos glicosí-
dicos podría causar una respuesta inmune no deseada en los pacientes, por 
tanto, se exige un análisis riguroso basado en métodos de alta sensibilidad 
y confiabilidad. 

Por otra parte, se conoce el impacto de la variación de la glicosilación 
durante el desarrollo de los procesos neoplásicos. Actualmente se considera 
que cambios en la glicosilación de las células neoplásicas está directamente 
relacionado por la progresión de la enfermedad, a través del crecimiento y 
sobrevida de las células tumorales, de la inmunomodulación inducida por el 
tumor y la metástasis (Stowell, Ju, & Cummings, 2015). Con estos antecedentes 
se refuerza la importancia del desarrollo de sistemas analíticos altamente 
sensibles y específicos para el estudio de los glicanos asociados a procesos 
neoplásicos, como potenciales marcadores tumorales. 
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1.6. Humanización de la glicosilación

La necesidad de incrementar la producción de moléculas para uso terapéu-
tico convocó a los científicos a modificar los sistemas de expresión, de altos 
rendimientos de proteínas heterólogas, para que fueran capaces de producir 
proteínas estructuralmente similares a las proteínas producidas por células 
de mamíferos. Para ello modificaron la vía de secreción de estos hospede-
ros (glicoingeniería), expresando o sobreexpresando glicosiltransferasas, 
teniendo como antecedentes la relación directa entre estructura–función de 
los glicanos enlazados a las macromoléculas.

La variabilidad estructural de los glicanos está determinada por la acción 
de glicosiltransferasas y glicosidasas, localizadas en las membranas del 
retículo endoplásmico y el aparato de Golgi, que participan en la biosíntesis 
de los glicanos. Este conocimiento se ha utilizado en la modificación de la 
glicosilación final de las glicoproteínas, a través de la manipulación genética 
de los genes que codifican para las enzimas en las células que constituyen 
sistemas de expresión de alto rendimiento de proteínas heterólogas. 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-
mación, aparentemente desventajosa, pues incrementa la heterogeneidad de 
los glicoconjugados, se ha utilizado para la modulación de la glicosilación, 
y paradójicamente alcanzar mayor homogeneidad y calidad en los procesos 
productivos artificiales de glicoproteínas. 

La levadura P. pastoris, con altos niveles de rendimientos productivos, mos-
traba un patrón de glicosilación de tipo oligomanosídico lo que dificultaba su 
uso para la expresión de fármacos de uso en humano, principalmente aso-
ciado a la posible inmunogenicidad y el tiempo de aclaramiento del fármaco 
en la circulación (Montesino, García, Quintero, & Cremata, 1998). Para lograr 
la expresión de proteínas con un patrón de glicosilación similar al humano, 
y garantizar la estructura y función adecuada se realizaron modificaciones 
de la vía de secreción mediante la adición de glicosiltransferasas (Jacobs, 
Geysens, Vervecken, Contreras, & Callewaert, 2009; Li et al., 2006). Con este 
objetivo se modificó genéticamente la levadura P. pastoris, para la produc-
ción de inmunoglobulinas con un patrón de glicosilación «humanizado», lo 
que convierte a la levadura en una plataforma relevante para la fabricación 
de anticuerpos. 

Actualmente hay líneas celulares de plantas y de insectos que también 
están modificadas genéticamente y que potencialmente podrían ser utili-
zadas para la producción de biofármacos. Las plantas como bioreactores se 
desarrollaron por tener menores costos asociados al proceso de expresión 
de las biomoléculas, sin embargo, la glicosilación característica de las células 
de plantas contiene glicanos truncados (pausimanosídicos) y monosacáridos 
no presentes en células de mamíferos (ver Figura 1.4). Entre las estrategias 
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desarrolladas para disminuir la población de oligosacáridos complejos que 
contienen β1-2Xyl y α1-3Fuc enlazados se reporta la adición, a la secuencia 
génica de interés, de secuencias de anclaje al retículo endoplásmico KDEL, 
(Lys–Asp–Glu–Leu). Con esta modificación las proteínas presentan patrones 
de glicosilación mayormente oligomanosídico, disminuyendo la posibilidad 
de generar respuesta inmune ocasionada por motivos glicosídicos no sinte-
tizados en células humanas (Triguero et al., 2011). Los esfuerzos para obtener 
una plataforma de producción de biofármacos recombinantes basado en 
plantas transgénicas ha conducido a la mutación de los genes involucra-
dos en la síntesis de estructuras paucimanosídicas y la expresión de otros 
genes que participan en la obtención de estructuras complejas biantenarias 
multisialiladas (Chen, 2016). Es importante considerar al momento de hacer 
glicoingeniería el papel que juegan los monosacáridos y las estructuras deri-
vadas de estos, en la potencia, inocuidad, estabilidad y actividad biológica de 
los biofármacos, pues no siempre la sobreexpresión de glicosiltransferasas 
conduce al incremento de la actividad biológica de los fármacos.
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2.1. introducción

En este capítulo abordaremos la biosíntesis de glicoproteínas, en particular, 
de uso terapéutico. Nos centraremos en la expresión de estas moléculas a 
partir de células eucariotas, ya que las mismas permiten obtener proteínas 
cuya glicosilación semeja a la de las proteínas humanas.

La glicosilación es una de las modificaciones postraduccionales más estu-
diadas. Resulta muy importante conocer sus mecanismos debido a su influen-
cia en la solubilidad, hidrofilicidad y carga neta negativa de las glicoproteínas, 
reduciendo las interacciones intermoleculares inespecíficas en espacios 
extracelulares y protegiéndolas contra la proteólisis (Imperiali & O’Connor, 
1999; Breitling & Aebi, 2013; García–Fruitós, 2014). 

2.2. diversidad de glicoproteínas

Los glicanos que conforman las glicoproteínas constituyen en sí mismos 
mecanismos de diversidad para este tipo de moléculas. Además de las dis-
tintas combinaciones de monosacáridos, podemos mencionar el tipo de 
unión entre estas unidades estructurales. Es así que se definen dos posibles 
estereoisómeros para el carbono anomérico de un azúcar (α o β), y se puede 
establecer lo propio para cada uno de los azúcares que conforman la mencio-
nada porción glucídica. Incluso, estos azúcares pueden sufrir modificaciones 
como sulfatación o acetilación. 

Por otro lado, el tipo de unión de los glicanos a la porción peptídica de las 
glicoproteínas constituye otro mecanismo de diversidad. De este modo, se 
definen N– u O–glicanos, dependiendo del átomo por medio del cual se unen 
a la porción peptídica. La N–glicosilación consiste en la unión de la cadena de 
oligosacáridos al átomo de nitrógeno (N) de una asparagina (Asn), mientras 
que la O–glicosilación consiste en la unión de la porción glucídica al oxígeno 
(O) de una serina (Ser) o treonina (Thr).

Los O–glicanos en general son cortos, a menudo contienen entre uno y 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 ácido siálico 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 síntesis de cada uno de ellos. Los O–
glicanos se añaden de a uno por vez a través de glicosiltransferasas diferentes. 
Mientras que la biosíntesis de los N–glicanos comienza con la adición de un 
oligosacárido preformado de 14 residuos, y la eliminación y adición posterior 
de otros residuos, de a uno por vez, en un orden definido y con la participación 
de una enzima diferente en cada paso (Springer & Gagneux, 2013).

2.3. organización celular de la glicosilación

Las proteínas de uso terapéutico producidas por células eucariotas son pro-
teínas de secreción. Por lo tanto, son incorporadas de manera cotraduccional 
al retículo endoplasmático (RE), y viajan a través del aparato de Golgi y las 
vesículas secretorias hasta llegar al exterior de la célula. 

La maquinaria de secreción que involucra la glicosilación no está localizada 
en una organela específica dentro de la célula. Involucra principalmente al 
aparato de Golgi, pero también otras organelas y compartimientos intrace-
lulares, tales como el núcleo (en la biosíntesis de ácido siálico), RE (pasos 
iniciales de la N–glicosilación), lisosomas (recirculación de monosacáridos) 
y citoplasma (biosíntesis de precursores). 

2.3.1. Traslocación al RE

La síntesis de las proteínas de secreción comienza en los ribosomas libres, 
localizados en el citosol. Luego de la expresión de un péptido señal de loca-
lización en el RE, de 16 a 30 residuos, la proteína de reconocimiento de señal 
(SRP, de su sigla en inglés signal recognition particle) interacciona con el 
complejo ARN–ribosoma–proteína, interrumpiendo la traducción. 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 translocación 
de la proteína naciente al interior del sistema de endomembranas a través 
de un conjunto de proteínas denominado translocón. Una vez en el lumen 
del RE, el péptido señal es clivado por la peptidasa señal presente en dicho 
compartimiento y la síntesis de la proteína continúa 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 maduración 
a través de diferentes modificaciones postraduccionales que tienen lugar a 
lo largo de la vía secretoria. En particular, nos focalizaremos en la adición y 
procesamiento de carbohidratos. Algunas reacciones de glicosilación 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. Traslocación al RE de la cadena naciente de una proteína de 
secreción. La SPR interacciona con el péptido señal, cuando éste emerge 
del ribosoma (1); el complejo SPR–proteína naciente y ribosoma, interac-
ciona con el receptor de SPR en la membrana del RE (2), lo que provoca 
la apertura del traslocón. Así, la SPR se libera y se reanuda la sínte-
sis de la proteína y a medida que se va sintetizando ingresa al lumen 
(3). Finalmente, la proteína naciente ingresa al lumen, el ribosoma 
se libera y se cierra el traslocón (4)

2.3.2. Precursores para la síntesis de oligosacáridos

Los monosacáridos que conformarán las glicoproteínas llegan al citosol de la 
célula mediante diferentes mecanismos. Pueden ingresar mediante transpor-
tadores específicos en forma dependiente o independiente de energía (por 
difusión facilitada), o ser rescatados de las vías de degradación dentro de la 
misma célula. Esta vía de salvataje de hexosas contempla la degradación, que 
tiene lugar en los lisosomas a pH bajo, y el rescate de los monosacáridos que 
son llevados fuera de los lisosomas a través de transportadores específicos. 

Una vez en el citosol de la célula, los monosacáridos deben ser activados 
para su empleo en la biosíntesis de glicoproteínas. Dicha activación consiste 
en la conversión a nucleótidos–hexosa, lo cual ocurre principalmente en el 
citosol, a excepción de la síntesis de CMP–Neu5Ac (ácido N–acetilneuramí-
nico–citidil monofosfato), que se lleva a cabo en el núcleo. Para el proceso 
de activación de los monosacáridos se requieren nucleósidos trifosfato 
y una hexosa con un fosfato en el carbono anomérico. En la Tabla 2.1 se 
muestran los azúcares, y los correspondientes nucleótidos, que conforman 
las formas activadas que participan en la glicosilación de las proteínas en 
células animales. 
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Tabla 2.1. Hexosas y nucleótidos de las formas activadas que participan  
en la glicosilación de la mayoría de las glicoproteínas de origen animal

Hexosa Nucleótido

Glucosa (Glc) UDP

Galactosa (Gal) UDP

Manosa (Man) GDP

Fucosa (Fuc) GDP

N–acetilglucosamina (GlcNAc) UDP

N–acetilgalactosamina (GalNAc) UDP

Xilosa (Xyl) UDP

Ácido siálico (Neu5Ac o Neu5Gc) CMP

Luego de ser activados, los nucleótidos–hexosa deben ingresar a la vía secre-
toria. Para llevar a cabo esta tarea, existen antiportadores independientes 
de energía que liberan los nucleótidos–hexosa dentro del lumen del RE 
o del aparato de Golgi, a cambio de la salida simultánea de nucleósidos 
monofosfatos. La mayoría de estos antiportadores se han encontrado en 
el Golgi, aunque algunos fueron identificados en el RE. Esta localización se 
corresponde con las glicosiltransferasas necesarias para su incorporación en 
las cadenas de oligosacáridos en formación. Es así que la presencia de los 
nucleótidos–hexosa en el Golgi resulta uno de los mecanismos de regulación 
de la glicosilación (Neufeld & Ginsburg, 1965). 

2.4. n–glicosilación

2.4.1. Membrana del RE

En las células eucariotas la biosíntesis de los N–glicanos comienza a partir 
de la formación de oligosacáridos unidos a lípido (LLO, de su sigla en inglés 
lipid–linked oligosaccharides). A través de la generación del LLO, la célula 
logra un proceso muy eficiente en el que se incrementa la concentración 
local de los sustratos necesarios para las enzimas involucradas. El dolicol 
es un lípido presente en la membrana del RE que actúa como trasportador 
de los oligosacáridos. Es un polímero de unidades de isopreno, cuyo número 
varía dependiendo del organismo. En particular, en células de mamíferos se 
han reportado de 18 a 21 unidades (Rip et al., 1985). La unidad de isopreno–α 
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saturada es fosforilada generando dolicol fosfato (Dol–P). El Dol–P puede ser 
generado de novo por la vía biosintética o por desfosforilación del Dol–PP, 
liberado en la reacción de N–glicosilación catalizada por una oligosacaril-
transferasa (OST) (ver más adelante). Esta última es la encargada de transferir 
el oligosacárido preformado al sustrato proteico. 

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

De esta manera, la síntesis del LLO se produce tras la adición de residuos 
de azúcares, lo que ocurre inicialmente en el citoplasma y luego continúa en 
el lumen del RE (Figura 2.3). Para la síntesis de UDP–Glc se necesita la forma-
ción de Glc–6–P como precursor, que luego es convertida a Glc–1–P (Daran 
et al., 1995). Mientras que para la biosíntesis de GDP–Man y UDP–GlcNAc se 
emplea fructosa–6–P como precursor, la cual se genera a partir de Glc–6–P 
por isomerización enzimática (Dickinson, 1991). 

La biosíntesis 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 citoplasmática de la membrana del RE a través 
de la N–acetilglucosamina–fosfato transferasa codificada por el gen ALG7, 
que cataliza la adición de GlcNAc–P al Dol–P, a partir del nucléotido–hexosa 
UDP–GlcNAc, generando Dol–PP–GlcNAc. El segundo residuo de GlcNAc se 

Figura 2.2. Estructura del oligosacárido preformado (LLO) unido a lípido 
en la membrana del ER
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adiciona al Dol–PP–GlcNAc por la acción de un complejo proteico codificado 
por ALG13 y ALG14 (Bickel et al., 2005)Luego, continúa la elongación del LLO 
con la adición de cinco residuos de Man, en forma consecutiva, empleando 
GDP–Man como sustrato. La β–1,4 manosiltransferasa (codificada por ALG1) 
agrega la primer Man al Dol–PP–GlcNAc2. La Alg2p adiciona dos residuos más 
de Man, primero la α–1,3 y luego la α–1,6 Man, generando dos ramificaciones 
(Kämpf et al., 2009). La Alg11p agrega los otros dos residuos de Man unidos 
de forma α–1,2 a la ramificación a (Figura 2.2). Estas tres manosiltransferasas, 
orientadas hacia el citoplasma, también pueden formar un complejo proteico 
(Gao, Nishikawa & Dean, 2004).

El Dol–PP–GlcNAc2Man5 es el producto final de la biosíntesis que ocurre 
hacia el citosol, ya que posteriormente el complejo es translocado al lumen 
del RE. Existen controversias sobre la participación de Rft1p en dicha translo-
cación (Helenius et al., 2002; Rush et al., 2009). Una vez en el lumen del ER, 
se adicionan cuatro residuos más de Man y tres residuos de Glc a partir de 
Dol–P–Man y Dol–P–Glc, respectivamente. Estos últimos se generan a partir 

Figura 2.3. Biosíntesis del LLO catalizada por una serie de glicosiltransfe-
rasas codificadas por genes ALG
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de Dol–P, y GDP–Man o UDP–Glc, según corresponda, en la cara citoplasmá-
tica de la membrana del RE (Figura 2.3). En mamíferos, la Dol–P–Man sintasa, 
constituida por DPM1, DPM2 y DPM3, es la enzima encargada de la síntesis 
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 UDP–Glc (Heesen et al., 1994). 
Estos sustratos, Dol–P–Glc y Dol–P–Man, son translocados desde la cara 
citoplasmática hacia el lumen del RE, aunque aún no se conoce la identidad 
de las proteínas que participan en este mecanismo. 

Cabe mencionar que el Dol–P–Man y Dol–P–Glc, además de actuar como 
sustratos para la N–glicosilación, actúan como sustratos para la O–manosi-
lación y la formación de moléculas de anclaje glicosilfosfatidolinositol (GPI) 
(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 citosólica, que emplean los nucleótidos–
hexosa. Las glicosiltransferasas que actúan en el lumen del RE se agrupan en 
la superfamilia GT–C según su secuencia primaria y el empleo de azúcares 
fosfato unidos a lípido como sustrato (Lairson et al., 2008). La α–1,3 mano-
siltransferasa está codificada por ALG3 y es la que inicia la elongación de la 
ramificación b (Figura 2.2). Luego, Alg9p cataliza la adición de una Man unida 
de forma α–1,2, completando la elongación de esta ramificación. La Alg12p 
genera la ramificación c por adición de una Man de forma α1,6. La elongación 
de esta rama, al igual que en la ramificación b, la realiza la Alg9p, agregando 
una Man unida de manera α–1,2 (Frank & Aebi, 2005). 

Por último, para completar la formación del precursor LLO, deben agregarse 
tres residuos de Glc a la α–1,2 Man de la ramificación a. La glicosiltransferasa 
codificada por ALG6 es la encargada de adicionar la primer Glc en unión α–1,3. 
Después, Alg8p agrega la segunda Glc de forma α–1,3 y Alg10p agrega la última 
Glc en unión α–1,2 (Burda & Aebi, 1999).

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

Una vez finalizada la síntesis del LLO se transfieren en bloque los 14 residuos 
de azúcares a un residuo Asn de un polipéptido naciente por la acción de una 
OST. Ya hemos descripto cómo ingresa el polipéptido naciente al lumen del 
RE, por lo que solo resta mencionar que simultáneamente ocurre la forma-
ción del precursor LLO y al identificar una Asn, en el marco de una secuencia 
consenso Asn–X–Ser/ Thr, donde X es cualquier aminoácido excepto prolina 
(Pro), la OST cumple su función. Se considera que el polipéptido naciente 
está en condiciones de ser glicosilado cuando presenta una longitud de 65 
aminoácidos desde el sitio P del ribosoma. En mamíferos se ha sugerido que 
la OST está asociada al translocón e interacciona con el ribosoma (Harada 
et al., 2009).
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La OST, dependiendo del organismo, está formada por un complejo de 
proteínas, pero las Stt3p constituyen el centro catalítico al que se agregan 
subunidades complementarias. La duplicación y diversificación de las unidades 
que conforman las OSTs representan estrategias para aumentar la posibilidad 
de glicosilación de las proteínas (Schwarz & Aebi, 2011). La OST tiene como 
sustratos tanto el LLO como la cadena polipeptídica naciente, lo que determina 
una interacción diferente con cada uno de ellos. La OST reconoce las GlcNAc2 
del LLO y la α–1,2 Glc terminal en la ramificación a. Los residuos de Man en las 
ramificaciones b y c no parecen tener la misma relevancia (Burda & Aebi, 1999). 
Además de interaccionar con los azúcares, la OST reconoce el trasportador 
lipídico. Se demostró que la enzima no puede utilizar transportadores forma-
dos por pocas unidades de isopreno (Fang et al., 1995). Por otro lado, como 
se mencionó anteriormente, la OST 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–glicosilación, 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 aminoácido consecutivo a la 
secuencia consenso condiciona la glicosilación de la Asn (Mellquist et al., 1998).

La conservación de la secuencia consenso no es absoluta. Se ha reportado 
hasta un 2 % de glicosilación 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–glicosilación ocurre cuando la proteína no está plegada. 
De esta manera, dado que la N–glicosilación es esencial para el correcto 
plegamiento de la proteína, se considera un mecanismo de control de dicho 
proceso (Schwarz & Aebi, 2011). 

Aún en el RE, y antes de pasar al Golgi, los oligosacáridos ahora unidos a 
la proteína, sufren la remoción secuencial de los tres residuos de Glc y una 
Man (Munro, 2001). La α–glucosidasa I actúa específicamente sobre la α–1,2 
Glc terminal y la α–glucosidasa II remueve secuencialmente los otros dos 
residuos α–1,3 Glc. La eliminación de estos residuos y la readición transito-
ria de la Glc contigua al residuo de Man de la ramificación a contribuyen al 
tiempo de retención en el RE de una glicoproteína dada durante el plega-
miento (Figura 2.4).

Antes de salir del RE muchas glicoproteínas sufren la remoción del residuo 
α–1,2 Man terminal de la ramificación b por la acción de una α–manosidasa 
I. Existe una segunda α–manosidasa I–like en el RE que no posee actividad 
manosidasa. Esta última se denomina EDEM (de su sigla en inglés RE degra-
dation–enhancing α–mannosidase I–like protein) y juega un papel importante 
en el reconocimiento de glicoproteínas mal plegadas, las que envía a una 
vía de degradación. 
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Luego, las proteínas son exportadas al lumen del Golgi. La maduración de 
los N–glicanos comienza en el cis–Golgi mediante la remoción de todos los 
residuos α–1,2 Man llevada a cabo por la manosidasa I del Golgi (Figura 2.4). 
De este modo se genera la estructura GlcNAc2Man5, la cual es un intermediario 
clave en la generación de los N–glicanos híbridos y complejos (ver Figura 1.3). 
En algunos casos, este intermediario escapa a nuevas modificaciones y la 
proteína que se secreta posee N–glicanos del tipo GlcNAc2Man5–9. En la mayoría 
de los casos, las proteínas 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 
azúcar. Estos N–glicanos de levadura son inmunogénicos en humanos, por lo 
que estos organismos no son de elección para la producción de glicoproteínas 
terapéuticas recombinantes, a menos que estén genéticamente modificados 
para generar N–glicanos semejantes a los de las células de mamíferos.

Figura 2.4. Procesamiento de los N–glicanos en el lumen del ER y en el 
cis–Golgi
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En el medial–Golgi se inicia la biosíntesis de los N–glicanos híbridos y com-
plejos. La N–acetilglicosaminiltransferasa I (GlcNAcT–I) cataliza la adición de 
un residuo de GlcNAc a la α–Man 1,3 en la ramificación a. Con posterioridad, 
la α–manosidasa II remueve la α–1,3 Man y α–1,6 Man de la ramificación b y c, 
respectivamente, para formar GlcNAc2Man3GlcNAc. La actividad de la α–mano-
sidasa II constituye un punto de control de este proceso ya que solo actúa 
en forma consecutiva a la GlcNAcT–I. Luego, una segunda GlcNAc se agrega 
a la α–1,6 Man por la acción de una GlcNAcT–II. De este modo, la actividad 
de esta última enzima gobierna la generación de los N–glicanos complejos 
(Figura 2.5). Los N–glicanos híbridos se generan si la α–manosidasa II no afecta 
la estructura GlcNAc2Man5GlcNAc. La acción incompleta de la α–manosidasa 
II puede resultar en GlcNAc2Man4GlcNAc híbridos (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 acción de las 
enzimas GlcNAcT–IV y GlcNAcT–V. Se pueden generar ramificaciones adicio-
nales tras la acción de enzimas como GlcNAcT–IX o GlcNAcT–Vb, o bien, por la 
acción de la GlcNAcT–VI. Los N–glicanos complejos e híbridos pueden llevar un 
residuo GlcNAc bisectante, que se une a la β–1,4 Man mediante la GlcNAcT–III. 
La presencia de la GlcNAc bisectante inhibe la acción de la α–manosidasa II y 
previene la acción de GlcNAcT–II, GlcNAcT–IV y GlcNAcT–V en ensayos in vitro. Sin 
embargo, si la GlcNAc–III actúa luego de la α–manosidasa II, se pueden sintetizar 
complejos bi–, tri– y tetraantenarios con una GlcNAc bisectante (Figura 2.6). 

Figura 2.5. Procesamiento y maduración de los N–glicanos  
en el medial– y Trans–Golgi
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Figura 2.6. Enzimas involucradas en la generación de estructuras bi–, tri–, 
tetraantenarias, y de la GlcNAc bisectante

Aun en el compartimento medial–Golgi, se puede añadir un residuo de 
fucosa (Fuc) en unión α–1,6 a la GlcNAc, unida covalentemente al residuo 
de Asn del polipéptido, por acción de la fucolsiltransferasa central. Sin 
embargo, las modificaciones terminales de los N–glicanos, incluida la adición 
de la α–1,6 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 ácido siálico se añaden secuencialmente a cada 
uno de los extremos no reductores de las antenas de los N–glicanos. La 
galactosilación de N–glicanos es catalizada principalmente por las β–1,4 y 
β–1,3 galactosiltransferasas (Wang et al., 2017). Los sistemas de expresión de 
mamíferos no humanos, tales como las células CHO y NS0, pueden agregar 
Neu5Gc (ácido N–glicolilneuramínico) y Neu5Ac (ácido N–acetilneuramínico), 
mientras que las células humanas solo producen glicoproteínas que contienen 
Neu5Ac, el cual se agrega al residuo Gal en un enlace α–2,3; α–2,6 o α–2,8. 
Dicho residuo terminal debe analizarse detalladamente ya que puede resultar 
inmunogénico en proteínas de uso terapéutico en humanos.

2.5. O–glicosilación

La O–glicosilación consiste en la adición de un residuo de azúcar a una Ser 
o Thr de una cadena polipeptídica. Los O–glicanos se encuentran menos 
ramificados que la mayoría de los N–glicanos y son comúnmente estructuras 
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biantenarias. La biosíntesis de los mismos no requiere un precursor de LLO 
para la transferencia al polipéptido. 

La O–glicosilación 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-
tídica. La más abundante es la O–glicosilación tipo mucina, que estudiaremos 
en detalle, y comienza con la unión de una GalNAc (O–GalNAc) a los residuos 
aminoacídicos mencionados, presente en secreciones mucosas y en proteínas 
de la membrana plasmática. Otros tipos de O–glicosilación incluyen la O–GlcNAc 
encontrada en proteínas nucleares y citoplasmáticas, O–Man en α–distroglicano, 
O–Fuc y O–Glc presentes en proteínas de membrana, O–Gal unida a 5–hidroxi-
lisina (5–Hyl) en el colágeno, O–Xyl en proteoglicanos, y O–GlcNAc en proteínas 
extracelulares (Götting et al., 2007; Hu et al., 2010; Sakaidani et al., 2010).

Como mencionamos, nos ocuparemos de las mucinas. La biosíntesis de las 
mismas comienza en el Golgi con la incorporación de una GalNAc en unión α 
al grupo hidroxilo de residuos de Ser o Thr, por la acción de una familia de 
polipéptido N–acetilgalactosamina transferasas (GalNAcTs o ppGalNAcT), que 
emplean UDP–GalNAc como sustrato. En mamíferos se han reportado más de 20 
miembros en la familia de las GalNAcTs que actúan de manera coordinada. Estas 
enzimas están presentes en el Golgi y actúan después de que se hayan producido 
la mayoría de los eventos de plegamiento de las proteínas. La gran cantidad de 
enzimas que controlan la etapa inicial de la O–glicosilación tipo mucina la hace 
diferente de otros tipos de glicosilación. Cada una de estas enzimas presenta 
diferente eficiencia para transferir el residuo GalNAc a un determinado aminoá-
cido o es más eficientes cuando otras ya transfirieron el residuo correspondiente 
a un sitio vecino, o bien el entorno de aminoácidos 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 distribución en la determinación 
del grado de O–glicosilación que presentará la proteína secretada. 

En contraste con la N–glicosilación, no se ha determinado una secuencia 
consenso para la adición de GalNAc a la porción peptídica, aunque existen 
algunos criterios y algoritmos predictivos (Gerken et al., 2008).

La agrupación de O–glicanos en mucinas se debe, en parte, a la presencia 
de un número variable de residuos de Ser y Thr en un contexto de aminoá-
cidos no cargados, a menudo ricos en Pro. Las mucinas pueden formar geles 
y, en el caso de las más pequeñas, son de tipo solubles. Algunas mucinas 
contienen un dominio transmembrana hidrofóbico que sirve para insertar la 
molécula en la membrana celular. Las mucinas secretadas tienen regiones 
ricas en cisteína y cistina que son responsables de su polimerización y la 
formación de moléculas extremadamente grandes.

Los O–glicanos se extienden en el Golgi, para formar glicanos O–GalNAc 
lineales o ramificados, mediante la adición de Gal, GlcNAc, ácido siálico, Fuc, 
GalNAc y sulfatos (Brockhausen et al., 2009). Muchas de las enzimas involucradas 
en estos procesos son las mismas que participan de la N–glicosilación, excepto 
las glicosidasas que no intervienen en la modificación de los O–glicanos. 
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Posteriormente a la unión de la O–GalNAc, se agregan diferentes azú-
cares que determinan las estructuras «core» de los O–glicanos (ver Figura 
1.3). Se han definido ocho de estas estructuras, las cuales además pueden 
ser modificadas por la adición de otros azúcares (ver Figura 5.2). Existen 
glicosiltransferasas implicadas únicamente con el ensamblado de gli-
canos de O–GalNAc, además de las que también están involucradas en 
la N–glicosilación. 

El primer azúcar (GalNAc) unido a la proteína crea el antígeno Tn (Ser/
Thr–GalNAc), el cual es poco común en mucinas normales, pero a menudo 
se encuentra en mucinas derivadas de tumores. Esto sugiere que, en células 
tumorales, se encuentra inhibida la extensión de la estructura de O–GalNAc. 
Otra estructura que comúnmente se asocia a cáncer es el antígeno Tn sia-
lidado que contiene un residuo de ácido siálico en unión α–2,6 al residuo 
GalNAc. Si el ácido siálico se encuentra O–acetilado, los anticuerpos anti–Tn 
sialidado no pueden reconocerlo.

La unión de una Gal a la GalNAc por la acción de una β–1,3 galactosiltransfe-
rasa o C1GalT1 determina la generación del core 1. Esta estructura se denomina 
antígeno T por lo que la enzima mencionada también se denomina T sintasa. 
Esta enzima depende de la proteína Cosmc que actúa como chaperona en el 
RE asegurando su presencia y funcionalidad en el Golgi. El antígeno T tam-
bién puede estar sialidado y ello previene otras modificaciones en el core 1. 
Generalmente no se encuentra el antígeno T expuesto.

Los O–glicanos de O–GalNAc core 2 son estructuras ramificadas generadas 
a partir del core 1. Las enzimas responsables de su formación pertenecen a 
la familia de las β–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 están involucradas en la síntesis 
del core 4 y otras ramificaciones unidas a GlcNAc en enlace β–1,6.

La enzima responsable de la síntesis de O–glicanos de O–GalNAc core 3 es 
la β–1,3 N–acetilglucosamina transferasa (β3GnT6).

La síntesis del core 4 depende de la actividad de la β–1,6 N–acetilglucosamina 
transferasa de tipo M (C2GnT2) y requiere la síntesis previa del core 3 O–GalNAc. 

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

La elongación del residuo de Gal de los glicanos O–GalNAc del core 1 y core 
2 está catalizada por una β–1,3 N–acetilglucosamina transferasa específica 
de los glicanos O–GalNAc. Estos O–glicanos también pueden ramificarse 
por N–acetilglucosamina transferasas y galactosiltransferasas para formar 
secuencias de β–1,3 GlcNAc β–1,4 Gal repetidas (poli–N–acetil–lactosamina) 
que representan el pequeño antígeno i. Las reacciones de elongación menos 
comunes son la formación de secuencias GlcNAc–β–1,4 GalNAc (LacdiNAc) y 
GlcNAc–β–1,3 Gal. Las unidades de poli–N–acetil–lactosamina pueden estar 
ramificadas por miembros de la familia β–1,6 N–acetilglucosamina transferasa, 
dando como resultado el antígeno I grande.
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Algunas de estas reacciones de ramificación son comunes a otros O– y 
N–glicanos, y glicolípidos. 

A diferencia de los N–glicanos, los glicanos O–GalNAc no tienen enlaces Gal–
α–2,6 NeuAc, aunque sí comparten estructuras GalNAc–α–2,6 Neu5Ac como en 
el antígeno Tn sialidado. Por lo tanto, en la mayoría de las células productoras 
de mucina de mamíferos, las α–2,6 sialiltransferasas actúan sobre la GalNAc y 
las α–2,3 sialiltransferasas actúan sobre la Gal. Algunas de los sialiltransferasas 
y sulfotransferasas prefieren los glicanos O–GalNAc como su sustrato, aunque 
muchas de ellas también actúan sobre las estructuras de N–glicanos.

Las modificaciones sobre O–glicanos de tipo mucinas incluyen O–acetilación 
de ácido siálico y O–sulfatación 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 mamíferos se presentan en un número restringido de 
proteínas, siendo característicos aquellos glicanos con secuencias de GalNAc 
sialidadas y fucosiladas, similares a las presentes en mucinas. En eucariotas 
la O–manosilación se inicia en el RE por la acción conjunta de dos proteínas O–
manosiltransferasas (POMT1 y 2), las cuales emplean Dol–P–Man como sustratos. 
La extensión de las cadenas se produce en el Golgi (Brockhausen et al.,2009).

2.6. Otros tipos de glicosilación

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

2.6.1. Biosíntesis del anclaje GPI

El GPI es una modificación postraduccional del extremo carboxilo terminal 
de las proteínas de membrana, que ocurre en el RE. 

La biosíntesis 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 unión del GPI al extremo carboxilo de una proteína, 
de manera postraduccional. Estos aminoácidos son hidrofóbicos, por lo 
que permanecen unidos a la membrana del RE para luego ser sustituidos 
por el anclaje GPI. En tercer lugar, la proteína con el anclaje GPI es remo-
delada en el RE y Golgi, y transportada hasta la membrana celular donde 
permanecerá de cara al medio extracelular (Figura 2.7). La estructura α–1,4 
Man α–1,6 GlcN mio–inositol–1–P–lípido es un sello distintivo de anclajes 
GPI y estructuras relacionadas.
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La biosíntesis de GPI involucra la transferencia de GlcNAc desde UDP–GlcNAc a 
fospatidilinositol (PI) para generar N–acetilglucosamidil–PI (GlcNAc–PI) mediante 
un complejo multiproteico unido a la membrana del RE. Este paso transcurre 
sobre la cara citoplasmática del RE, seguido de la N–acetilación del GlcNAc–PI 
para generar glucosamina–PI (GlcN–PI) y la posterior translocación al lumen 
del RE (Ferguson et al., 2017). Luego ocurre la acilación del inositol y continúa 
de síntesis de las moléculas de anclaje GPI como se muestra en la Figura 2.7.

Figura 2.7. Biosíntesis de estructuras de anclajes GPI en células 
de mamífero
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2.6.2. Glicoesfingolípidos

El primer glicoesfingolípido (GSL) que se caracterizó fue la galactosilceramida 
(GalCer), que consiste en un único residuo de galactosa unido a la ceramida. 
La ceramida se sintetiza en la cara citoplasmática del RE. La glucosilceramida 
(GlcCer) es sintetizada sobre la cara citoplasmática 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 sulfátidos.

Los patrones de expresión de GSL están determinados por la distribución 
intracelular de las enzimas requeridas para su biosíntesis. Los niveles de 
nucleótidos–hexosa utilizados por las glicosiltransferasas en la luz de Golgi 
(que incluyen UDP–Gal, UDP–Glc, UDP–GlcNAc, UDP–GalNAc y CMP–Neu5Ac) 
afectan a la estructura final de los glicanos y están regulados por enzimas 
presentes en el citoplasma o núcleo, y por la actividad de los transportadores 
de azúcar de nucleótidos en la membrana de Golgi. Los gangliósidos son GSL 
que contienen ácido siálico; en humanos poseen exclusivamente ácido siálico 
del tipo Neu5Ac, mientras que en otros mamíferos contienen tanto Neu5Ac 
como Neu5Gc. Los ácidos siálicos en gangliósidos pueden modificarse adi-
cionalmente mediante O–acetilación o eliminación 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 polisacáridos llamados glicosaminoglica-
nos (GAG), que se unen covalentemente a un core proteico. Estas moléculas 
poseen carga negativa y están constituidas por unidades repetidas de ácido 
urónico o Gal, y GlcNAc o GalNAc. Existen cuatro clases principales de GAG: 
heparina/heparán sulfato (HP/HS), condroitín sulfato (CS), queratán sulfato 
y ácido hialurónico, siendo este último el único no covalentemente unido 
al core proteico. Los GAG presentan una gran diversidad estructural debido 
a reacciones enzimáticas interrelacionadas, incluidas N– y O–sulfatación y 
epimerización (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 mayoría de los PG también contienen N– y O–glicanos. Los GAG están 
constituidos por cadenas mucho más largas que otros tipos de glicanos 
(Lindahl et al., 2017). 
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2.6.4. Glicosilación nucleoplasmática

Aunque los glicoconjugados predominan en la superficie celular, en las secre-
ciones celulares y en la matriz extracelular, dentro de la vía secretora y los 
lisosomas; también existen glicoproteínas estables en el citoplasma, el núcleo 
y los plástidos de las células eucariotas.

Las cadenas laterales hidroxilo de Thr, Ser, tirosina (Tyr), hidroxiprolina (Hyp) 
e Hyl constituyen sitios potenciales de unión de O–glicanos, y Asn y arginina 
(Arg) proporcionan sitios de unión para N–glicanos. Los aminoácidos Thr, Ser 
y Asn constituyen los sitios de unión predominantes en la vía de secreción 
pero, curiosamente, los ejemplos mejor caracterizados de O–glicosilación 
nucleocitoplasmática se producen en Tyr, Hyp y Arg. Algunos ejemplos de 
glicosilación nucleocitoplásmica involucran una reacción de glicosilación que 
se produce en el citoplasma o núcleo, y la proteína 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 glicoproteínas es un área compleja debido a la gran diver-
sidad de estas moléculas. Este capítulo ha tenido el propósito de brindar 
conocimiento acerca de las estructuras y mecanismos celulares que deter-
minan la naturaleza de las glicoproteínas, centrando especial atención en 
las proteínas de secreción. Además, debemos considerar que las condiciones 
intrínsecas o extrínsecas a la célula que las produce modulan la presencia de 
los glicanos y el grado de ocupación de los potenciales sitios de glicosilación. 
Esto último representa un área de creciente interés para la glicoingenieria, 
que busca mejorar las características de proteínas con fines terapéuticos.
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3.1. introducción

Existen muchas «teorías» acerca de la función de los oligosacáridos en las 
diferentes clases de glicoconjugados. Ajit Varki, un experto que se ha dedicado 
a estudiar la glicosilación desde los años 80, postula que en principio todas 
las teorías acerca del rol biológico de los glicanos serían correctas, y que la 
gran diversidad y complejidad de estas moléculas no se ha podido explicar 
aún con una única teoría en común. No obstante, es importante destacar que 
si bien la evidencia experimental obtenida indica que todas las teorías 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 biológica que permiten la existencia de los seres vivos. Así, del 
mismo modo que los ácidos nucleicos, proteínas y lípidos, los carbohidratos 
son esenciales para la vida y exhiben propiedades bioquímicas, estructurales 
y funcionales únicas que podrían conferir beneficios o, más aún, favorecer 
determinados eventos evolutivos. Tanto es así que Lauc et al. (2014) se han 
aventurado a proponer que la invención de los glicanos ha sido la «tercera 
revolución durante la evolución», luego de la aparición de los ácidos nuclei-
cos y las proteínas.

No obstante, contrariamente a lo que ocurre con las proteínas, 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 
glicosilación se encuentra en todos los niveles de organización biológica: 
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 composición y estructura de los 
glicanos dependerá de la expresión diferencial de las enzimas involucradas 
en los diferentes tejidos y tipos celulares, de la disponibilidad de sustrato y 
de condiciones ambientales, y podría cambiar a medida que la célula sufre 
procesos de desarrollo, activación, diferenciación, inflamación y cáncer (Lauc 
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et al., 2014; Krasnova & Wong, 2016). Esta batería de estructuras sería clave 
para permitir el desarrollo de nuevas funciones en organismos multicelulares.

Por otra parte, la conjugación de glicanos a otras moléculas, por ejemplo a 
proteínas, 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 evolución de proteínas que reconocen glicanos discretos, 
que, como se verá posteriormente, son denominadas proteínas de unión a 
glicanos (GBPs, del inglés glycan binding proteins), mediando así procesos 
fisiológicos o patológicos específicos (Cohen, 2015; Varki et al, 2009, cap. 26).

El rol biológico de los oligosacáridos 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 aún 
muchos glicanos cuya función se desconoce completamente. La ausencia de 
glicosilación es embriónicamente letal (Marek et al., 1999) y las mutaciones 
que obstruyen o impiden una adecuada glicosilación causan enfermedades 
debilitantes (Freeze, 2006). Desafortunadamente, gran parte del panorama 
se pierde cuando se estudian las proteínas sin sus glicanos, o conjugadas 
a glicanos de estructura inadecuada o diferente a la natural, como ocurre 
durante la producción de glicoproteínas recombinantes en otros organismos, 
tipos celulares o ambientes no naturales (Lauc et al., 2014).

En el presente capítulo se brindará un panorama general de las funciones 
de diferentes tipos de glicanos, intentando ilustrar una pequeña fracción de 
la amplia variedad de roles que los mismos cumplen en numerosos procesos 
biológicos con algunos ejemplos que, sin duda, resultarán limitados para tal 
fin. Además, en virtud de la temática del libro, se hará hincapié en la influencia 
de los glicanos sobre la estructura y/o función de glicoproteínas terapéuticas, 
incluyendo hormonas, citoquinas, enzimas y anticuerpos.

3.2. Consideraciones generales y clasificación  
del rol biológico de los glicanos

Existen determinados «principios generales» acerca del rol biológico de los 
glicanos (Varki & Lowe, 2009, cap. 6; Varki, 2017):
•	 Las consecuencias biológicas de alterar la glicosilación en diferentes sis-

temas parece ser altamente variable e impredecible. A priori es difícil 
predecir la función de un oligosacárido en un determinado glicoconjugado 
y su importancia relativa dentro de un organismo. Existen diferentes estra-
tegias para evaluar la función de glicanos: evitar la glicosilación, evitar la 
elongación de las cadenas, deglicosilación enzimática o química, muta-
ción genética de sitios de glicosilación, estudio de mutantes naturales o 
generación de mutantes con defectos genéticos de las vías de glicosilación 
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(Olden et al., 1985; Elbein, 1991); interferencia de la interacción glicano–GBP 
mediante el uso de anticuerpos, entre otras (Smith & Cummings, 2013). 
Las consecuencias de dicha interferencia varían desde ser esencialmente 
indetectables hasta la pérdida completa de funciones particulares. También 
dependerán 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 estadíos de su 
desarrollo (funciones intrínsecas del organismo) o en diferentes contextos 
ambientales (funciones extrínsecas del organismo). Por ejemplo, si bien 
los glicanos conteniendo manosa–6–fosfato (M6P) están involucrados en 
el tráfico hacia el lisosoma, se han encontrado también en otras proteínas 
no relacionadas y podrían ejercer funciones propias de las mismas. 

•	 De forma muy general, se podría decir que las funciones más específicas 
y cruciales de los oligosacáridos son mediadas por 3 características de los 
glicanos: secuencias inusuales, secuencias terminales y modificaciones de 
los glicanos (sulfatación, fosforilación, etc.). Dichas características también 
son probablemente los blancos para la interacción con microorganismos 
patógenos y toxinas. Quizás como una consecuencia, las variaciones de 
la glicosilación intra– e inter–especies son rasgos relativamente comunes 
(Varki et al., 2009; cap. 19). 

•	 Finalmente, resulta sencillo obtener defectos genéticos de la glicosilación 
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 más importantes y hasta catastróficas (Ioffe & 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 aún desconocidos de los oligosacáridos.

Los roles de los glicanos son numerosos y pueden superponerse, por lo que 
no resulta fácil realizar una clasificación general. Lowe y Marth (2003) los han 
dividido de acuerdo con su estructura en:
•	 Funciones de los glicanos del núcleo y proximales: los mismos son compar-

tidos dentro de las clases particulares de glicanos (N–glicanos, O–glicanos, 
glicolípidos, glicosaminoglicanos, anclaje GPI y hialuranos) y, debido a su 
posición proximal durante la biosíntesis, se encuentran presentes e inal-
terados a pesar de los subsiguientes pasos de síntesis o hidrólisis. Dado 
que estos glicanos son conservados, es de esperar que cualquier alteración 
en su estructura afecte múltiples sistemas y tipos celulares, aunque la 
existencia de isoenzimas ha demostrado algún tipo de especificidad entre 
sistemas fisiológicos.

•	 Funciones de los glicanos terminales y sus modificaciones: sialidación, 
fucosilación, sulfatación, fosforilación, entre otros, los cuales pueden ser 
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distinguidos de los glicanos del núcleo por su posición distal durante la bio-
síntesis y porque en general son expresados de manera célula–específica.

No obstante, teniendo en cuenta su función propiamente dicha y no su estruc-
tura, Varki (1993, 2017) ha clasificado al rol de los glicanos en dos grandes 
categorías, en las cuales nos basaremos en el resto del capítulo:

1.	 Funciones propias de los glicanos, no relacionadas a su interacción con 
otra molécula: existen diversas funciones que los glúcidos cumplen 
o por sí mismos o dentro de un glicoconjugado, basadas en efectos 
estructurales, físicos y moduladores (que pueden resumirse como 
«funciones estructurales y moduladoras»). 

2.	 Funciones que involucran el reconocimiento específico de los glicanos por 
otras moléculas, más comúnmente a proteínas de unión a glicanos (GBPs).

Las proteínas de unión a glicanos pueden dividirse a su vez en dos categorías: 
GBPs intrínsecas, las cuales reconocen glicanos del mismo organismo que 
generalmente median las interacciones célula–célula o reconocen moléculas 
extracelulares; y GBPs extrínsecas, que reconocen glicanos de un organismo 
diferente, mayormente provienen de patógenos microbianos, como adhesinas, 
aglutininas y toxinas, pero que también pueden mediar relaciones simbióti-
cas, como la flora intestinal. Estos dos tipos de reconocimiento a través de 
glicanos actúan como fuerzas opuestas que dirigen selectivamente el cambio 
evolutivo, lo que parcialmente origina la enorme diversidad de estructuras 
glicosídicas encontradas en la naturaleza (Gagneaux & Varki, 1999). 

Un último aspecto que podría ser considerado un rol adicional de los 
glicanos consiste en la mimetización de patógenos microbianos mediante 
una «decoración» con glicanos típicos de su huésped, con el fin de evadir la 
respuesta inmune.

En la siguiente sección se describirán los roles mencionados haciendo uso 
de diversos ejemplos.

3.3. funciones biológicas de los glicanos:  
una pequeña compilación de ejemplos para ilustrar  
la amplitud de roles de los oligosacáridos  
en diversos procesos biológicos

3.3.1. Funciones etructurales moduladoras

Los glicanos pueden unirse a diferentes moléculas para dar lugar a glicocon-
jugados o pueden ser entidades moleculares por sí mismas. Si bien se hará 
mención de las funciones de ciertos glúcidos que no se pueden pasar por 
alto dada su importancia en la naturaleza, se describirán con mayor detalle 
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las funciones biológicas de los glicanos sobre glicoproteínas 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 glicocálix endotelial (localizado entre la corriente sanguínea 
y el endotelio) está compuesto principalmente por proteoglicanos y glico-
proteínas 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 polisacáridos que 
exhiben diversos procariotas también representan una barrera física sus-
tancial, protegiéndolos de la fagocitosis y también otorgándole funciones 
de adhesión que permiten, en ciertos casos, iniciar el proceso de infección 
(Moran et al., 2011). Los O–glicanos de las mucinas que forman parte del gli-
cocálix del epitelio de la superficie ocular tienen una función muy importante 
como barrera; los O–glicanos de las mucinas mantienen una conformación 
extendida y rígida, permitiendo que las mismas se extiendan 300 nm desde 
la membrana apical de las células apicales de la superficie ocular, y cons-
tituyendo así una barrera (mediada también por su interacción con galec-
tina–3) que, por ejemplo, previene la adhesión de bacterias o de cualquier 
elemento extraño. Por ejemplo, experimentos con colorantes indican que 
la penetración de los mismos se correlaciona con la síntesis de O–glicanos 
(Guzman–Aranguez & Argüeso, 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 últimos 
contienen 95 % de GAG y 5 % de proteína) son importantes para el manteni-
miento de la estructura, porosidad e integridad de los tejidos. El tipo de GAG 
que se encuentra está determinado por el tipo de tejido (por ejemplo, en 
cartílago 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 
más importantes son los proteoglicanos y las proteínas fibrosas con funcio-
nes estructurales (colágeno, que otorga resistencia mecánica, y elastina, que 
otorga elasticidad) y funciones adhesivas (fibronectina, laminina). Cada uno de 
ellos demuestra sitios de unión a diversos tipos de cadenas de azúcares que 
ayudan a la organización general de la matriz. Para nombrar algunos ejemplos, 
la fibronectina y el colágeno contienen sitios de unión a sulfato de heparina, 
que permiten la organización de la membrana basal y la matriz extracelular. El 
sulfato de condroitina y de keratano contribuye a la organización y la fuerza de 
tracción del cartílago. Se ha demostrado que la cadena de sulfato de condroitina 
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del proteoglicano decorina es requerida para la organización de la fibronectina 
en la matriz extracelular de células CHO, dictando así el fenotipo de las células 
en cultivo. En otro caso, la función de unión a beta–galactósidos de una lectina 
soluble parece estar involucrada en la organización 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 glicoproteínas

Las funciones mencionadas anteriormente, que podrían considerarse como 
«fisiológicas», se superponen con los efectos directos que ejercen los glica-
nos dentro de la estructura de las glicoproteínas. Los glicanos son moléculas 
hidrofílicas de gran tamaño que pueden modular el plegamiento y la estabi-
lidad de las proteínas que modifican. Dentro de las funciones estructurales 
y moduladoras específicas de las glicoproteínas, en muchos casos se ha 
demostrado que los oligosacáridos están involucrados en la iniciación del 
plegamiento correcto del polipéptido en el RE rugoso y en el mantenimiento 
subsecuente de la solubilidad y conformación de la proteína. De esta manera, 
aquellas proteínas que son incorrectamente glicosiladas no pueden ple-
garse correctamente, no egresan del RE y, en consecuencia, son degradadas. 
Mediante una contribución sustancial de la hidrofobicidad general del poli-
péptido, los glicanos inhiben la posible agregación causada por la exposición 
inevitable de parches hidrofóbicos en las cadenas polipeptídicas que aún no 
están estructuradas (Ruddok & Molinari, 2006; Nagae & Yamaguchi, 2012). 

El RE es el lugar en donde se sintetizan las proteínas que ingresan a la vía 
secretoria. Previo a su salida, las proteínas adquieren su estructura terciaria y, 
de ser necesario, se ensamblan en oligómeros 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 conformación nativa. Si una proteína es incapaz de 
plegarse correctamente es retenida en el RE y eventualmente es retrotraslo-
cada al citosol para ser degradada por el proteasoma. En glicoproteínas, los 
N–glicanos son utilizados también durante la maduración como un sistema 
que codifica información acerca de su estado conformacional, siendo un 
elemento clave en varias instancias decisivas a lo largo de la vía secretoria. 
Es de conocimiento que un polipéptido naciente con un motivo N–X–S/T es 
sustrato de la enzima oligosacariltransferasa (OST), quien le transfiere en 
bloque el oligosacárido GlcNAc2Man9Glc3. Posteriormente, la glicoproteína 
naciente accede a un sistema de chaperonas calnexina/calreticulina; el acceso 
a este complejo requiere la remoción de los dos residuos de glucosas por 
las glucosidasas GI y GII. La disociación de la glicoproteína del complejo se 
produce cuando se hidroliza la tercera glucosa, dando lugar así a la secreción 
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de la proteína correctamente plegada. Si la proteína no está correctamente 
plegada, se producen una serie de ciclos de deglucosilación/glucosilación 
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 remoción 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 proteínas cuya síntesis, plega-
miento y tráfico no son afectados por alteración de su glicosilación, lo que se 
incluye dentro de las «excepciones» que se mencionaron previamente (es decir, 
mientras que puede encontrarse evidencia para muchas teorías que explican 
el rol de los glicanos, también se encuentran excepciones para cada caso). 

En glicoproteínas, los oligosacáridos pueden proveer función protectora 
frente al reconocimiento del polipéptido por proteasas y anticuerpos; tam-
bién se han encontrado excepciones en las cuales la modificación de los 
glicanos no interfiere con la sensibilidad de la glicoproteína a la proteólisis 
o al reconocimiento inmune.

En muchos casos, la presencia de N–glicanos aumenta la estabilidad térmica 
de una proteína y disminuye su susceptibilidad a proteasas. Sin embargo, 
en otros tantos casos la estabilidad de una glicoproteína 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 desnaturalización. Esto puede adscribirse a un efecto de «protección 
hidrofílica», en donde el glicano cubre la superficie proteica previniendo las 
interacciones inespecíficas, comportándose como chaperonas químicas. A 
nivel de la estructura local, la presencia de un glicano favorece la formación 
de giros en la cadena polipeptídica, y muy comúnmente 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 
más 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 relación con las propiedades moduladoras, la glicosilación puede modu-
lar la interacción entre proteínas. Por ejemplo, algunos factores de crecimiento 
parecen adquirir su capacidad de unión dependiente de la glicosilación mien-
tras están en tránsito en el aparato de Golgi. Esto podría 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 glicosilación también puede mediar un efecto «on–off» en las funciones 
de proteínas: por ejemplo, cuando la gonadotrofina coriónica humana (hCG) 
se encuentra deglicosilada en la Asn52 aún puede unirse a su receptor con 
similar afinidad pero no puede estimular la adenilato ciclasa. En la mayoría 
de los casos, no existe un efecto «on–off» tan marcado, sino parcial, ya que 
los glicanos pueden modular la función hacia un lado u otro. Por ejemplo, 
la función de muchas hormonas y citoquinas puede ser modulada por su 
grado de glicosilación. Este concepto es muy importante para el desarrollo 
de un proceso biotecnológico, ya que permite determinar cuál 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 folículoestimulante 
(hFSH), hormona luteinizante (hLH) y hCG, las cuales poseen una subunidad 
alfa en común y difieren en su subunidad beta. Además, la glicosilación es 
diferente entre ellas y en diferentes estadíos del desarrollo. En mujeres jóve-
nes fértiles se ha encontrado FSH cuyas cadenas de N–glicanos se encuentran 
mayormente unidas a dos sitios, mientras que en mujeres menopáusicas la 
FSH se encuentra mayoritariamente glicosilada en sus cuatro sitios de N–gli-
cosilación. Esto indicaría una diferencia de función de acuerdo con la edad 
fértil (Matzuk et al, 1989; Bousfield & Dias, 2011; Choi & Smitz, 2014). 

De esta manera, la glicosilación 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 único genoma. Por 
supuesto, existen excepciones a estos conceptos, ya que muchas interacciones 
ligando–receptor son independientes de la glicosilación y por lo tanto no se 
ven afectadas por cambios en la misma. 

3.3.4. Funciones de reconocimiento intrínseco

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

3.3.4.1. Tráfico intracelular

El mejor ejemplo de esta función 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 distribución 
de más de 60 proteínas hacia el lisosoma mediante unión de los residuos 
M6P de sus N–glicanos. Existen dos tipos diferentes de MPRs, el dependiente 
de cationes de 46 kDa (CD–MPR) y el independiente de cationes de ~300 kDa 
(CI–MPR), los cuales son los únicos miembros de la familia de lectinas tipo 
P. Las proteínas 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 tardío donde el bajo pH 
induce su disociación. 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 plasmática para internalizar ligandos 
exógenos. La importancia de este sistema de reconocimiento en la biogénesis 
de los lisosomas se encuentra ilustrada por las más de 40 enfermedades liso-
somales de acumulación que se estima afectan entre 1 a 5000 nacidos vivos. 
Por ejemplo, los estados patológicos en los cuales la fosforilación es deficiente 
(como la pseudo–polidistrofia de Hurler) se caracterizan por una imposibilidad 
de dirigir las proteínas al lisosoma en diferentes tipos celulares. Sin embargo, 
también a esta función precisa y elegante se encuentran excepciones: la M6P 
no es absolutamente requerida para el tráfico lisosomal en algunos eucariotas 
inferiores, y también se han descripto otros receptores endocíticos que reco-
nocen secuencias de carbohidratos específicos, pero cuya función aún no se 
ha dilucidado (Kim et al., 2009).

3.3.4.2. Tráfico extracelular

Como ya se ha mencionado, la glicosilación posee un efecto sobre la estabili-
dad de las proteínas a la proteólisis, que presumiblemente afecta su degrada-
ción y vida media dentro de una única célula, aunque también puede ocurrir 
en espacios extracelulares como la circulación sanguínea. En organismos 
intactos o completos, el reconocimiento de secuencias de oligosacáridos por 
determinados receptores puede resultar en la remoción de los glicoconjuga-
dos o hasta de la célula completa que despliega ese glicano de la circulación. 
Existen diferentes receptores de carbohidratos de la superficie celular de tipo 
lectinas que están involucrados en el clearance de productos sanguíneos. 

Unos de los receptores más estudiados es el receptor hepático de asialo-
glicoproteínas (también conocido como receptor de Ashwell, por ser quien lo 
descubrió), que remueve aquellas proteínas glicosiladas que carecen de ácido 
siálico terminal (y, por ende, dejan expuestos residuos de Gal) de la circulación. 
Por lo tanto, el contenido de ácido siálico puede determinar la vida media 
en circulación de una glicoproteína. La rápida remoción de glicoproteínas de 
la circulación sanguínea luego de su desialidación y exposición del residuo 
Gal β–1,4 fue reportada por primera vez por Ashwell y Morell en los años 70, 
llevando al descubrimiento del receptor de asialoglicoproteínas (ASGP–R). No 
obstante, más recientemente, se ha descubierto que las glicoproteínas que 
contienen ácido siálico unido a la Gal mediante un enlace α–2,6 pueden ser 
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removidas del torrente sanguíneo por el ASGP–R. Contrariamente, aquellos 
residuos de ácido siálico unidos mediante enlace α–2,3 impiden la interacción 
con el ASGP–R y, por ende, incrementan la vida media de la glicoproteína. 
Diferentes estudios hipotetizan que el ASGP–R se uniría a los grupos hidroxilo 
unidos al C3 y C4 de la Gal. Mientras que el ácido siálico α–2,3 bloquearía el 
acceso a ambos hidroxilos mediante reemplazo del OH del C3 con un enlace 
glicosídico y potencial impedimento estérico sobre el OH del C4, el ácido siálico 
α–2,6 permitiría el acceso a los mismos. La regulación de la expresión de las 
α–2,3 y α–2,6 sialiltransferasas podría determinar que una proteína sea removida 
más o menos rápidamente de la circulación mediante este mecanismo (Morell 
et al., 1971; Ashwell y Morell, 1974; Park et al., 2005).

Un ejemplo de una glicoproteína cuya vida media en circulación es extre-
madamente rápida en ausencia de ácido siálico es la eritropoyetina, cuyas 
vías de eliminación principales son la filtración renal y clearance por ASGP–R 
(Imai et al., 1990). Otro ejemplo lo constituye la vía de eliminación del factor 
de von Willebrand cuando se encuentra desialilado, ya que de lo contrario 
la eliminación se produce a través de otros receptores no relacionados a la 
glicosilación (O’Sullivan et al., 2016). En relación con las células completas, 
el clearance de plaquetas por el hígado puede contrarrestar la coagulación 
peligrosa que puede ocurrir durante la sepsis. El mecanismo involucra el 
clearance a través del ASGP–R, que se une a las glicoproteínas 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 función, en este caso, la 
de participar en los procesos de tráfico tanto intracelular como extracelular. 
Como se mencionó (sección 2), uno de los principios que emergen de la gene-
ralización de las funciones de los glicanos es que aquellas más relevantes 
están ejercidas por tres características, siendo una de ellas el tipo de residuo 
terminal de la cadena de oligosacáridos.

3.3.4.3 Funciones hormonales

Actualmente se sabe que los oligosacáridos libres pueden tener efectos 
biológicos por sí 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 reparación de heridas (Kosir et al., 2000). 
También se han descrito las propiedades bioactivas de fragmentos de ácido 
hialurónico en sistemas de mamíferos. En células de cáncer, oligosacáridos 
de ácido hialurónico inducen apoptosis e inhiben el crecimiento tumoral 
in vivo (Safdar et al., 2017). No obstante, en la mayoría de los casos los 
receptores putativos de estas moléculas y sus mecanismos de acción aún 
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 
azúcares, es lógico pensar que los oligosacáridos deberían ser determinantes 
críticos en la interacción célula–célula, y así se ha demostrado. Uno de los 
ejemplos más caracterizados es el de la familia de moléculas de adhesión de 
las selectinas, que reconocen estructuras glicosídicas de sus ligandos y así 
median interacciones críticas entre células sanguíneas y 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 patológicas (Varki et al., 
2009, cap. 26; Dickramer & Taylor, 1993). Recientemente se ha observado que 
ciertos sitios críticos de reconocimiento son en realidad combinaciones de 
glicanos y proteínas. Por ejemplo, la P–selectina reconoce el ligando gené-
rico de selectinas sialil LewisX con alta afinidad solo en el contexto de los 13 
aminoácidos 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 específico en interacciones célula–célula y adhesión. Un ejemplo es 
la compactación del embrión murino en el estadío mórula (12–16 células), 
que se encuentra facilitada por interacciones LewisX–LewisX, las cuales no 
son fuertes de manera individual, pero si están en gran cantidad generan un 
efecto «velcro» (Fenderson et al., 1984).

3.3.5. Funciones de reconocimiento extrínseco

Como se mencionó anteriormente, muchos glicanos pueden actuar como 
sitios específicos de unión a una gran variedad de virus, bacterias y parásitos, 
y actuar como blancos de reconocimiento de muchas toxinas bacterianas y 
de plantas, cumpliendo así las denominadas funciones de reconocimiento 
extrínseco, es decir por GBPs de otros organismos. A continuación se des-
criben algunas de ellas.

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

La exquisita especificidad de reconocimiento de la secuencia de un oligosa-
cárido por virus, bacterias y parásitos es indiscutible. Un ejemplo destacado 
lo constituyen las hemaglutininas de muchos virus que reconocen específi-
camente el tipo de ácido siálico del huésped, sus modificaciones (el ácido 
siálico puede ser hidroxilado para formar el ácido glicolilneuramínico; también 
puede ser acetilado, metilado y sulfatado en sus grupos hidroxilo) y hasta el 



59

tipo de unión a la cadena de oligosacáridos (α–2,3, α–2,6). La hemaglutinina 
del virus de la influenza es una proteína transmembrana trimérica compuesta 
por un dominio globular HA1 y otro HA2. Cada dominio HA1 interacciona 
con ácido siálico. Los virus de la influenza aviar preferentemente se unen 
a los receptores celulares que contienen residuos de ácido siálico unidos 
mediante enlaces α–2,3, mientras que los virus de la influenza humana se 
unen a receptores que contienen ácido siálico unido por enlace α–2,6. La 
sustitución de muy pocos residuos en la hemaglutinina viral puede alterar la 
especificidad del receptor del virus de la influenza y también la transmisión 
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 cólera, que se 
une con gran especificidad al gangliósido GM1 (un oligosacárido que contiene 
ácido siálico unido a un lípido ceramida) pero no a otras estructuras relacio-
nadas. Así, puede entrar a la célula y, luego de eludir todos los mecanismos 
de degradación celular, logra intoxicarla mediante un desbalance osmótico 
(Fishman, 1982).

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

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

3.3.5.2. Protección frente a microorganismos y anticuerpos (función 
«enmascaradora» o «señuelo»)

Así como algunos oligosacáridos 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 sección anterior, la adición de un único O–acetil éster a la posición 9 del 
ácido siálico terminal del receptor del virus de la influenza A impide que los 
mismos se unan. La extensión de la cadena de oligosacáridos del gangliósido 
GM1 previene la unión de la toxina colérica. La adición de galactosa y ácido 
siálico al antígeno 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 «señuelos» para microorganismos y 
parásitos. De esta manera, un organismo patógeno o una toxina buscando 
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unirse a la membrana mucosa de una célula pueden encontrar antes su 
ligando glicosídico específico unido a una mucina soluble, que luego puede 
ser eliminada mediante acción ciliar, eliminando el daño potencial para las 
células adyacentes. También, el ácido siálico presente en la superficie de los 
glóbulos rojos, que constituyen células anucleadas, puede servir de señuelo 
para evitar la acción de virus que llegan a la circulación, 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 patógeno hacia su 
propia conveniencia.

3.3.5.3. Mimetismo molecular de agentes patógenos

En contraposición a la función «señuelo», algunos patógenos que invaden 
animales multicelulares a veces se «decoran» a sí 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 patógenos 
han desarrollado este mimetismo con el huésped probablemente mediante 
apropiación directa o indirecta de los glicanos del huésped, evolución hacia 
caminos biosintéticos similares o hasta transferencia génica lateral. En algu-
nas instancias, el impacto de este fenómeno se agrava por la generación de 
reacciones autoinmunes (Varki & Gagneaux, 2012).

3.3.5.4. Funciones «simbióticas»

Existen casos en los cuales las relaciones simbióticas entre animales o plantas 
y microorganismos parecen ser ayudadas por interacciones que involucran 
oligosacáridos específicos. Por ejemplo, ciertas bacterias comensales del 
intestino de animales y algunas bacterias formadoras de nódulos en raíces 
de plantas parecen mediar su unión a las superficies del huésped a través de 
secuencias específicas de oligosacáridos. En particular, las mucinas altamente 
O–glicosiladas son utilizadas para el crecimiento, adhesión y protección de 
los trillones de células microbianas presentes en el lumen del tracto gastroin-
testinal. Las bacterias simbióticas intestinales son muy importantes para los 
seres humanos ya que ayudan a la digestión de la comida, producen algunas 
vitaminas y proveen protección frente a bacterias patógenas. En devolución, 
las bacterias simbióticas pueden usar los glicoconjugados del huésped para 
colonizar el intestino y los glicanos del huésped y de la dieta como fuente 
de energía. En estos casos, el reconocimiento interespecie proporciona una 
función útil para ambos organismos involucrados (Hooper & Gordon, 2001; 
Linden et al., 2008).
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3.4. rol biológico de los glicanos 
en glicoproteínas terapéuticas

Gran parte de las proteínas terapéuticas, incluyendo citoquinas, hormo-
nas, enzimas y anticuerpos, se hallan glicosiladas. Los oligosacáridos 
poseen un marcado efecto sobre muchas propiedades biológicas de las 
glicoproteínas que los contienen, incluyendo su solubilidad, estabilidad 
(resistencia a proteasas y a degradación térmica), antigenicidad, inmuno-
genicidad, actividad biológica, farmacocinética y vida media en plasma. 
Esta modificación resulta clave tanto sobre sus propiedades fisicoquímicas 
y bioquímicas, como también sobre su eficacia terapéutica. Más aún, como 
se describe en el Capítulo 6, en las últimas décadas se han desarrollado 
numerosas estrategias que involucran la ingeniería de la glicosilación, o 
glicoingeniería, con el objetivo de mejorar la eficacia de glicoproteínas 
terapéuticas (Elliot et al., 2003; Solá & Griebenow, 2010). A continuación, 
se detallan los efectos de los diferentes tipos de glicosilación sobre las 
propiedades de glicoproteínas terapéuticas.

3.4.1. Efectos sobre la solubilidad y agregación

La presencia de oligosacáridos a menudo promueve la solubilidad y evita la 
agregación de proteínas. Los oligosacáridos podrían contribuir al aumento de la 
solubilidad de las glicoproteínas mediante el enmascarado de grupos hidrofóbi-
cos de su superficie. La N–glicosilación de la α–galactosidasa A (REPLAGAL1; Shire) 
en la Asn215 es requerida para evitar la exposición de un parche hidrofóbico que 
facilita la agregación de la proteína (Iaonnou et al., 1998). La α–galactosidasa A 
es una enzima lisosomal que degrada las uniones α galactosídicas de diversos 
glicoconjugados, y cuya deficiencia resulta en la acumulación de sus sustratos 
(especialmente globotriasilceramidas), causando una patología conocida como 
enfermedad de Fabry. La terapia de esta enfermedad se realiza por reemplazo, es 
decir, se basa en la administración de la enzima α–galactosidasa A recombinante 
activa. Por este motivo, es fundamental que la misma se encuentre en un estado 
conformacional óptimo para ejercer su acción catalítica, y se ha demostrado que 
la N–glicosilación es fundamental para cumplir dicho objetivo, determinando 
también el tipo de huésped adecuado para su producción (en este caso, células 
de mamífero) (Matsuura et al., 1998). Este ejemplo es uno de muchos que des-
criben el efecto de la N–glicosilación sobre la agregación proteica, pero existe 
una gran cantidad de ejemplos similares, que también involucran la acción de 
glicanos de tipo O–. Se ha observado que la remoción completa de los O–glica-
nos del factor estimulante de colonias de granulocitos humano (hG–CSF) resulta 
en un alto nivel de autoagregación, lo cual conduce a su inactivación biológica 
(Oh–Eda et al., 1990).
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La glicoingeniería, a través de la hiperglicosilación alcanzada mediante 
la adición de nuevos sitios potenciales de N–glicosilación a una proteína, 
también podría contribuir a evitar o disminuir la agregación de la misma. 
Por ejemplo, se ha logrado prevenir la agregación inducida por calenta-
miento a temperaturas superiores a 37 °C del interferón–alfa2b humano 
recombinante bacteriano (rhIFN–α) mediante la adición de sitios potenciales 
de N–glicosilación por mutagénesis sitio–dirigida y expresión en células 
de mamífero. Así, mientras que la incubación del rhIFN–α a temperaturas 
superiores a su Tm resultó en la aparición de multímeros de elevada masa 
molecular, no se observaron agregados luego del tratamiento térmico del 
IFN–4N, una variante hiper–N–glicosilada del hIFN–α que contiene 4 sitios 
potenciales de N–glicosilación (Ceaglio et al., 2010a) (Figura 3.1A). La elevada 
hidrofilicidad de los ácidos siálicos presentes en las estructuras de oligo-
sacáridos de tipo complejos que exhibe dicha muteína podría contribuir a 
bloquear la agregación mediante el enmascarado de residuos hidrofóbicos 
(Gooche et al., 1992).

3.4.2. Efectos sobre la estabilidad térmica

En muchos casos, la remoción total de oligosacáridos de las proteínas lleva 
a una disminución de su estabilidad térmica. Por ejemplo, la remoción enzi-
mática de los ácidos siálicos de la eritropoyetina humana (hEPO) aumenta 
su velocidad de desnaturalización a 70 °C (Goochee et al., 1992; Jenkins & 
Curling, 1994; Chamorey et al., 2002). De este modo, la resistencia de la hEPO 
a la inactivación térmica se debe en gran parte a la presencia de azúcares, 
y los ácidos siálicos terminales contribuyen notablemente a dicha estabi-
lidad. Otros experimentos de deglicosilación in vitro de distintas proteínas 
(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 proteínas altamente 
glicosiladas y sin diferencias significativas para glicoproteínas con un conte-
nido modesto de glicanos (menos del 10 %) (Wang et al., 1996). 

De manera inversa, el agregado de sitios potenciales de N–glicosilación al 
hIFN–α bacteriano y al hIFN–α nativo producido en células CHO (que contiene 
un bajo contenido de glúcidos de tipo O–) resultó en un notable incremento 
de su resistencia térmica. De esta manera, mientras que la incubación a 
temperaturas superiores a 70 °C durante 10 min de los IFNs no modificados 
provocó la pérdida total de su actividad biológica in vitro, el IFN4N preservó 
más del 65 % de su bioactividad luego de la misma incubación 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 glicosilación estabilizaría el estado nativo de la proteína mediante 
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el aumento de las fuerzas de unión no covalentes internas, disminuyendo la 
dinámica estructural y haciendo más rígida la estructura proteica, llevando 
así a una mayor estabilidad conformacional. Por otra parte, los glicanos de 
mayor tamaño parecerían desestabilizar el estado desplegado de la proteína 
(Solá & Griebenow, 2008; Schental–Bechor & Levy, 2008).

3.4.3. Efectos sobre la estabilidad frente a proteasas

La estabilidad de una glicoproteína in vivo generalmente es función de su 
resistencia al ataque por proteasas. Los carbohidratos pueden ejercer un rol 
en la protección al ataque de enzimas proteolíticas extracelulares, probable-
mente mediante el encubrimiento de sitios de clivaje. La presencia de ácidos 
siálicos terminales protege a la eritropoyetina (EPO) (Goldwasser et al., 1974), 
al activador del plasminógeno tisular (tPA) (Wittwer & Howard, 1990) y a los 
IFNs (Cantell et al., 1992) del ataque proteolítico.

Asimismo, se ha demostrado una mayor estabilidad del IFN–4N en suero de 
rata en relación a la exhibida por la molécula no modificada por glicoingenie-
ría, lo que indicaría que la glicosilación conferiría una mayor resistencia a la 
inactivación por proteasas séricas a temperatura fisiológica, probablemente 
mediante el enmascarado de sitios e impedimento estérico para la acción 
proteolítica (Figura 3.1C) (Ceaglio et al., 2010b). 

Por otra parte, el IFN–4N demostró una mayor resistencia a la elastasa 
(Figura 3.1D) (Ceaglio et al., 2010b). Este comportamiento también ha sido 
reportado para el IFN–γ, para el cual se ha demostrado que los glicanos unidos 
a la Asn25 son críticos para preservar su actividad frente al tratamiento con 
elastasa, plasmina y catepsina G (Sareneva et al., 1995). Asimismo, el hG–CSF 
es más susceptible a la acción de elastasa humana comparado con su aná-
logo O–glicosilado (Carter et al., 2004). Se ha sugerido que determinadas 
serina proteasas derivadas de neutrófilos, entre ellas la elastasa leucocitaria, 
podrían poseer un importante rol en procesos proteolíticos extracelulares en 
sitios de inflamación, entre los que se destaca el control de la bioactividad 
de citoquinas (Bank & Ansorge, 2001).

En general, la glicosilación produce un incremento en la estabilidad de 
las glicoproteínas frente a muchos factores que resultan relevantes para su 
aplicación en la industria farmacéutica, incluyendo oxidación, cross–linking, 
pH, agentes químicos, calentamiento, congelamiento (desnaturalización), 
precipitación, inactivación cinética y agregación. Estos efectos estabilizantes 
parecen ser generalizados, ya que ocurren en una variedad de proteínas no 
relacionadas estructuralmente (Solá et al., 2008).
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3.4.4. Efectos sobre la farmacocinética y clearance in vivo

Los oligosacáridos poseen un rol significativo en la definición de la velocidad 
de depuración (o clearance) de glicoproteínas in vivo, una propiedad crítica 
para la determinación de la eficacia de una proteína terapéutica. La actividad 
biológica específica evaluada in vitro será de poca importancia si la proteína 
inyectada es eliminada rápidamente 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 rápido clearance plasmático (Takeuchi et al., 1990). 

Otro ejemplo notable es el de la gonadotrofina coriónica (eCG) y la hormona 
luteinizante lutropina (eLH) equinas, las cuales son hormonas glicoproteicas 
producidas por la placenta y la glándula pituitaria, respectivamente. Tanto 
la subunidad alfa como la subunidad beta de ambas hormonas provienen 
de un único gen y tienen una secuencia aminoacídica idéntica. No obstante, 
difieren en el tipo de glicosilación 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 ácido siálico. En contraste, más del 70 % 
de los N–glicanos de la eLH contiene 1 o 2 ramificaciones que se encuentran 
sulfatadas. Es probable que los sitios de producción de ambas hormonas 
difieran en la expresión de las correspondientes transferasas. La eLH, pero no 
la eCG, se une al receptor hepático específico para la secuencia terminada en 
SO4–GalNAcGlcNAc. Como consecuencia, la eLH es removida de la circulación 
5,7 veces más rápido que la eCG. Dado que la mayor diferencia estructural 
entre la eCG y la eLH es la glicosilación terminal de sus glicanos de tipo N–, 
es probable que la diferencia en su vida media plasmática 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 generación 
mediante técnicas de glicoingeniería. Efectivamente, la adición de 4 sitios 
de N–glicosilación al rhIFN–α produjo una mejora significativa de sus pro-
piedades farmacocinéticas, exhibiendo el IFN–4N una vida media plasmática 
25 veces superior y un clearance plasmático 20 veces inferior luego de su 
inoculación subcutánea en ratas con respecto a la molécula no modificada 
(Figura 3.1E) (Ceaglio et al., 2008).

La glicosilación actúa mediante múltiples mecanismos para disminuir el 
clearance de proteínas terapéuticas (Gooche et al., 1992; Morell et al., 1971; 
Koury, 2003):
•	 Las proteínas humanas que poseen masas moleculares inferiores a 70 

kDa son continuamente removidas de la circulación mediante filtración 
glomerular. La velocidad de filtración a través de los túbulos renales es 
sensible a la estructura terciaria de la proteína y a su masa molecular. 
Además, la filtración renal puede ser inhibida mediante repulsión 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 glicoproteínas 
de bajo peso molecular, los oligosacáridos pueden prolongar la vida media 
en circulación a través del aumento del tamaño y de la carga superficial 
que aportan los ácidos siálicos.

•	 Existen varios mecanismos de clearance circulatorio asociados con recep-
tores de alta afinidad que reconocen los monosacáridos terminales de los 
carbohidratos de las glicoproteínas. Como se describió previamente (sec-
ción 3.2.2), el ASGP–R presente en hepatocitos se une a las glicoproteínas 
que exhiben una Gal o una GalNAc terminal, incluyendo los oligosacáridos 
complejos de tipo–N desialidados, produciendo su eliminación de la cir-
culación. Se piensa que este mecanismo es el principal responsable de la 
rápida eliminación de la EPO desialidada. También existen receptores de 
Man que depuran proteínas con alto contenido de Man, como las producidas 
por células de levadura (Cumming, 1991).

•	 Como se mencionó en la sección 3.3, la glicosilación puede enmascarar 
los sitios de reconocimiento y clivaje de proteasas, protegiendo a las 
glicoproteínas de la degradación por proteasas inespecíficas. Este efecto 
tendría un efecto positivo sobre la farmacocinética de la glicoproteína, 
reduciendo la vía de eliminación de la circulación mediante la inactivación 
por proteasas séricas.

•	 La eliminación de glicoproteínas mediada por sus receptores específicos 
también puede ser un mecanismo importante de clearance de proteínas 
terapéuticas. En este caso, la menor afinidad al receptor que suelen tener 
las proteínas glicosiladas y altamente sialidadas en comparación con sus 
contrapartes no glicosiladas puede contribuir a reducir su velocidad de 
depuración.

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

El efecto preciso de los glicanos sobre la bioactividad de proteínas no puede 
ser generalizado ni predicho. Existen ejemplos en los cuales la carencia de 
azúcares produce una disminución de la actividad biológica in vitro (por 
ejemplo, la remoción de ácido siálico elimina la actividad coagulante del 
Factor IX) (Chavin & Weidner, 1984) o, como ya se mencionó, cuando la hCG 
se encuentra deglicosilada en la Asn52, aún puede unirse a su receptor con 
similar afinidad, pero no puede estimular la adenilato ciclasa. En otros casos, 
la ausencia de oligosacáridos produce un aumento de dicha actividad; por 
ejemplo, la prolactina aglicosilada posee una mayor afinidad de unión por 
el receptor y una mayor capacidad de estimular la proliferación 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 biológica in vivo ni 
la eficacia terapéutica de una glicoproteína, ya que no tienen en cuenta sus 
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características farmacocinéticas, farmacodinámicas y metabolismo (Egrie 
et al., 2003), factores que, como vimos, se encuentran influenciados por la 
glicosilación.

Un ejemplo clásico 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 reducción de 1000 veces en su actividad biológica in 
vivo comparada con su forma nativa, lo que se atribuye a su rápido clearance 
plasmático (Goochee et al., 1992; Jenkins & Curling, 1994).

Este comportamiento también se ha manifestado en proteínas modificadas 
mediante glicoingeniería: 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 3.1) (Ceaglio et al., 2010b).

Una mención aparte merece el efecto de la N–glicosilación sobre anticuer-
pos monoclonales (mAbs) terapéuticos. La N–glicosilación de la Asn297 del 
dominio CH2 del Fc influencia las funciones efectoras de los mAbs. Luego 
de la unión al antígeno (Ag), los mAbs pueden ejercer sus funciones efec-
toras mediadas por su porción Fc. Mediante su unión a receptores de Fc o 
a proteínas del complemento, los mAbs inducen ADCC (citotoxicidad celular 
mediada por anticuerpos, por su sigla en inglés, antibody–dependent cellular 
cytotoxicity) o CDC (citotoxicidad dependiente de complemento, por su sigla 
en inglés, complement–dependent cytotoxicity), respectivamente. La ADCC 
se induce luego de la unión a los receptores Fc–γ (Fc–γR) a la porción Fc. La 
afinidad de unión Fc–Fc–γR se encuentra influenciada por la glicosilación del 
dominio CH2. Los N–glicanos de la Asn297 son de tipo complejo biantenarios 
compuestos por un núcleo de dos GlcNAc y tres Man, al cual puede estar o 
no unida una Fuc, una GlcNAc bisectante, Gal y ácido siálico terminal. Se ha 
demostrado que la ausencia de la Fuc–α1,6 unida al núcleo incrementa la 
afinidad de unión al Fc–γRIII e incrementa la actividad ADCC. Es decir, la acti-
vidad ADCC se incrementa con un menor contenido de Fuc. La adición de una 
GlcNAc bisectante, que también resulta en la remoción de la Fuc del núcleo, 
también incrementa la actividad ADCC significativamente. Además, las IgGs 
sialidadas demostraron una menor actividad ADCC que las IgG no sialidadas. 
La afinidad de unión de la proteína del complemento C1q con el Fc también 
se encuentra afectada por la N–glicosilación de la Asn297: a mayor contenido 
de Gal se obtiene una mayor actividad CDC. Adicionalmente, al influenciar 
tanto la ADCC como la CDC, dos funciones importantes de los anticuerpos 
terapéuticos, la N–glicosilación también podría tener un impacto sobre la 
farmacocinética de los mAbs (Hayes et al., 2014).
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3.4.6. Efectos sobre la antigencidad e inmunogenicidad

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

Los efectos de los azúcares sobre la inmunogenicidad de las proteínas, 
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 aminoacídica es idéntica a la de la proteína 
nativa, pero posee características distintivas en su porción glicosídica. Por 
otro lado, las proteínas 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 patologías empleando las formulacio-
nes no glicosiladas de IL–2, IFN–γ, GM–CSF y G–CSF (Revoltella et al., 1997; 
Wadhwa et al., 2000). Muchos de estos anticuerpos resultaron neutralizantes 
de la actividad biológica de las mencionadas citoquinas. En consecuencia, la 

Figura 3.1. [pág. anterior]. Efecto de la N-glicosilación sobre dife-
rentes propiedades de una muteína hiper-N-glicosilada del hIFN-α. 
A.1 y B.2 Estabilidad térmica del IFN no glicosilado (IFN NG), IFN nativo 
(IFN wt), IFN4N e IFN4N N-deglicosilado (IFN4NDG) a diferentes tempera-
turas. A. Análisis de la agregación 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. Análisis de la actividad biológica antiviral resi-
dual (%). C.3 Estabilidad del IFN NG e IFN4N a 37 °C en plasma de rata in 
vitro. Se evaluó la actividad antiviral residual (%) a diferentes tiempos. 
D.4 Estabilidad del IFN NG e IFN4N frente a la acción de la elastasa in vitro 
a 37 °C. Se evaluó la actividad antiviral in vitro remanente a distintos 
tiempos. E.5 Perfiles farmacocinéticos de IFN NG, IFNwt e IFN4N luego de la 
inyección subcutánea de una única dosis de 1.105 U en ratas. F.6 Actividad 
antitumoral in vivo del IFN NG e IFN4N en ratones nude atímicos implanta-
dos s.c. con células de carcinoma de próstata humanas (PC-3) y tratados 
con una única dosis semanal de 3.105 UI de cada citoquina. Luego de 5 sema-
nas, se determinó el peso promedio del tumor (n=7)
1, 2 Adaptada de Ceaglio et al, 2010a, con permiso de Elsevier. 3, 4 Adaptada de 
Ceaglio et al, 2010b, con permiso de Elsevier. 5 Adaptada de Ceaglio et al, 2008, 
con permiso de Elsevier. 6 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)
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selección de un huésped celular adecuado (como las células de mamífero) 
para la producción de citoquinas glicosiladas reduciría los riesgos del desa-
rrollo de respuesta inmune de tipo humoral durante el empleo terapéutico 
de tales proteínas.

3.5. Conclusiones

Hemos visto que no resulta sencillo realizar una generalización del rol bio-
lógico de los glicanos. A medida que avanza el conocimiento, se proponen 
nuevas funciones, todas ellas válidas, pero probablemente ninguna de ellas 
universal, es decir, sin excepciones. Más aún, seguramente muchas quedarán 
aún sin descubrir, y en algunas décadas al revisar este capítulo 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 pequeñas moléculas hasta organismos completos, y cuya 
existencia ha tenido un rol protagónico durante la evolución, permitiendo la 
supervivencia de las especies que hoy conocemos.
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4.1. introducción

El estudio funcional de los glicoconjugados (macromoléculas que contienen 
hidratos de carbono en su estructura) permaneció históricamente relegado 
frente al de los ácidos nucleicos y las proteínas debido al concepto central 
que establece que el flujo de información celular va desde el ADN al ARN 
y luego a proteínas, relegando a los hidratos de carbono a funciones tra-
dicionalmente metabólicas o de estabilidad biofísica. A esto se le suma la 
alta complejidad estructural de los glicanos, directamente relacionada a su 
biosíntesis sin molde (su capacidad de ramificarse, su estereoquímica, su 
natural variabilidad, la que hizo que el estudio analítico del glicoma (perfil 
de glicanos presente en una célula o tejido) fuera encarado en profundidad 
tan solo recientemente. Con el desarrollo de nuevas tecnologías nació el área 
denominada Glicómica Funcional, la que permite correlacionar la estructura 
de los glicanos con su funcionalidad biológica. 

El glicoma celular es mucho más fácilmente modulado que los genes o 
el RNA, siendo influenciado por diversos factores tanto ambientales como 
genéticos, y haciendo que el perfil de glicanos expuesto por la célula funcione 
como una carta de presentación para interactuar dinámicamente con su 
entorno. Esta comunicación muchas veces es mediada por proteínas específi-
camente evolucionadas para reconocer glicoepitopes particulares, denomina-
das lectinas, las que poseen un dominio de reconocimiento de carbohidratos 
(DRC) con afinidad característica y que marca la familia a la que pertenecen. 
Estas proteínas están ampliamente distribudas y conservadas en la naturaleza: 
en mamíferos se han descripto más de 80 lectinas divididas en 12 familias 
diferentes, pero también se expresan en bacterias y microorganismos. 

La función principal del sistema inmune es reconocer y 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 
a identificar lo propio (para así generar tolerancia y mantener la homeostasis), 
y a la vez educarse en el reconocimiento de aquellas señales que revelan 
lo «no propio» (por ejemplo, los patógenos), con el objeto de atacar y eli-
minar los peligros de manera eficiente. El equilibrio inmune es delicado, y 
la disrupción 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 reacción inmune no 
es debidamente controlada puede generarse un proceso inflamatorio crónico; 
cuando lo ajeno no es reconocido la respuesta inmune no se dispara, y no 
hay defensa frente a lo no propio o ajeno. 

Es así como los glicoconjugados están involucrados en todos estos procesos: 
muchas toxinas bacterianas son glicosidasas que degradan el glicoma de las 
células del huésped, y muchas proteínas mediadoras de la adhesión e invasión 
de patógenos son lectinas que reconocen glicanos específicos en las células 
del huésped. El glicoma de superficie es también esencial en el proceso de 
iniciación, desarrollo y resolución de la respuesta inmune: la funcionalidad de 
los glicanos en la inmunidad va más allá del reconocimiento y activación de la 
respuesta, incluyendo funciones importantes como la maduración y activación 
de diferentes tipos celulares, su tráfico celular y el control de su actividad.

Hoy en día podemos clasificar también a las células tumorales como per-
tenecientes a lo ajeno o no propio. Alteradas en su expresión génica, durante 
muchos años se creyó que la inmunidad no podía reconocer un tumor en 
desarrollo, pero hoy sabemos que sí 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 neoplásicas, el glicoma 
de superficie se ha demostrado alterado; este glicoma aberrante las dife-
rencia de las células normales, y asiste en procesos como la migración y la 
metástasis tumoral.

En este capítulo describiremos algunos ejemplos de cómo las interac-
ciones entre carbohidratos y lectinas influyen y modelan la respuesta inmune 
en contextos fisiológicos y patológicos, incluyendo interacciones huésped–
patógeno y enfermedades neoplásicas.

4.2. antígenos carbohidratos asociados a tumores 
(tacas): glicosilación aberrante como sello distintivo 
del proceso neoplásico

Más allá de la diversidad estructural que presenta el glicoma celular y su 
dinámica capacidad de adaptación frente al entorno, para cada tipo celular 
puede definirse una firma de glicanos o glicoma de manera reproducible en 
condiciones fisiológicas. Lo mismo puede ser dicho del glicoma de suero, el 
que se define en base a las glicoproteínas circulantes y el rango de glicoformas 
presentes para las mismas. Sin embargo, los procesos neoplásicos producen 
alteraciones en las estructuras de los glicanos tanto para glicoconjugados 
de membrana tumoral como para glicoproteínas de suero en pacientes con 
estas enfermedades. De hecho, y como se describirá más adelante, muchos 
de los biomarcadores utilizados hoy en la clínica para diferentes tipos de 
tumores son macromoléculas con glicosilación aberrante.



79

Es importante resaltar que, de todos los cambios estructurales posibles en 
glicosilación, solamente un grupo limitado se correlaciona con la transfor-
mación maligna de la célula y con la progresión del tumor, probablemente 
consecuencia de la selección hacia aquellas modificaciones útiles para la 
supervivencia de la célula neoplásica. Si bien las alteraciones en el perfil de 
glicosilación varían según el tipo de tumor, a partir de la caracterización estruc-
tural del perfil de glicanos se han podido definir los conocidos como «antígenos 
carbohidratos asociados a tumores» (en inglés, Tumor Associated Carbohydrate 
Antigens, TACAs), marcadores moleculares de células tumorales que implican 
tanto la sub– o sobreexpresión de ciertos glicoepitopes comunes a células no 
malignizadas, como la neoexpresión de estructuras específicas. Esta alteración 
del glicoma desencadena diferentes procesos biológicos, que repercuten en 
el propio tumor (su capacidad de desarrollo, migración y metástasis) y en 
procesos inmunológicos asociados (como programas de regulación celular y 
escape tumoral). Si bien el glicoma tumoral varía según 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 páncreas), los cambios más frecuentemente observados en 
los N–glicanos están asociados a una mayor ramificación y complejización. En 
este sentido, se observa un aumento en las estructuras multiantenarias, mayor 
cantidad de N–glicanos β(1,6)–ramificados y/o fucosilados, un aumento en la 
síntesis de cadenas de polilactosamina y en la sialilación y finalmente, mayor 
proporción de antígenos tipo Lewis (Lewis X o LeX, Lewis Y o LeY, sialil Lewis X o 
SLeX, sialil Lewis A o SLeA). En tanto, los O–glicanos se presentan truncados y con 
estructuras inmaduras como el antígeno Tn (GalNAc–α–O–Ser/Thr) o el antígeno 
T (también conocido como Core 1 O–glicano, Gal β(1,3)GalNAc–α–O–Ser/Thr). 
Estos TACAs incluyen también estructuras tipo sialilTn (STn), y entre los gli-
colípidos con glicosilación alterada, glicoesfingolípidos Globo H y gangliósidos 
GM2 y GD2/GD3 (Figura 4.1). Este O–glicoma aberrante asiste en la movilidad 
celular y adhesión contribuyendo a un fenotipo invasivo y consecuentemente, 
a la promoción de metástasis.

Muchos de los TACAs expresados diferencialmente en la célula tumoral se 
pueden detectar también a nivel sérico, como consecuencia de la sobreexpre-
sión de los glicoconjugados que los contienen. Un ejemplo clásico es MUC1, 
una mucina transmembrana altamente O–glicosilada detectable en suero 
de pacientes con neoplasia de origen epitelial, que asiste al crecimiento y 
desarrollo metastásico, así como a la resistencia a las terapias. Como conse-
cuencia de la transformación neoplásica y la pérdida de polaridad celular, 
MUC1 entra en circulación. Su O–glicosilación está alterada y su expresión 
correlaciona con invasión, metástasis y pobre sobrevida del paciente. Los 
cambios en el glicoma de suero también se producen como consecuencia de 
las alteraciones en glicoproteínas séricas de origen no tumoral; si bien los 
mecanismos moleculares asociados aún no han sido del todo elucidados, 
se ha propuesto que las glicoproteínas séricas con glicosilación aberrante 
podrían estar asociadas a la inflamación antitumoral. Este concepto surge 



80

Figura 4.1. Antígenos Carbohidratos Asociados a Tumor (TACAs). Las altera-
ciones en el perfil de glicosilación varían según el tipo de tumor. En el 
caso de los N–glicanos, éstas pueden incluir la sobreexpresión de com-
plejos multiantenarios, altamente fucosilados y/o sialilados y la expre-
sión diferencial de antígenos como Lewis X (LeX), Lewis Y (LeY), sialil Lewis 
X (SLeX), o sialil Lewis A (SLeA). En oposición, los O–glicanos se acortan, 
presentando estructuras como GalNAc (Tn), sialil Tn (STn), antígeno de 
Thomsen…Friedenreich (Tf). Finalmente, en el caso de glicolípidos, los 
TACAs mejor estudiados son Globo H, GM2, GD2 y GD3 (adaptado de Cagnoni 
et al, 2016)

de la observación de alteraciones similares en el suero de pacientes con 
enfermedades inflamatorias crónicas como la artritis reumatoidea. Hoy en 
día, buena parte de los biomarcadores utilizados para diagnosis y prognosis 
en enfermedades neoplásicas son glicoproteínas, y muchas de ellas con glico-
silación alterada (Tabla 4.1). A nivel sérico, entre los biomarcadores de origen 
tumoral en aplicación clínica se encuentra CA19–9, un nombre alternativo 
para el glicoepitope SLeA presente en glicoproteínas y glicolípidos circulantes 
cuyas altas concentraciones se han asociado con mala prognosis en cáncer 
gástrico y de colon. Este marcador serológico es utilizado en pacientes con 
diagnóstico de cáncer colorrectal, gástrico, pancreático o biliar, y es esencial 
para monitorear respuesta clínica a terapia. En tanto MUC1, antes mencio-
nada, se cuantifica en el ensayo conocido como determinación de CA15–3 en 
pacientes de cáncer 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 cáncer de mama con blanco en O–glicanos truncados como Tn, STn 
y antígeno T presentes en mucinas, para el tratamiento de melanoma utilizando 
GM2 y GD3, y finalmente para cáncer de próstata basadas en el glicoesfingolípido 
Globo H. Las alteraciones en glicosilación observadas en glicoproteínas de origen 
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Tabla 4.1. Lista de biomarcadores aprobados por la FDA usados actual-
mente en la práctica clínica

Marcador Nombre Tipo de 
cáncer

Tipo de 
detección

Aplicación 
clínica

Año de 
aprobación 
por la FDA

AFP α–Fetoproteína Hígado Concentración 
de proteínas 
y fucosilación 
del core  
(para AFP–L3)

Diagnóstico, 
estadi-
ficación, 
detección de 
recurrencia  
y monitoreo

1992/ 
2008

PSA, 
Pro2PSA

Antígeno  
prostático 
específico

Próstata Concentración 
de proteínas

Screening, 
discrimi-
nación de 
cáncer y 
enfermedad 
benigna

1986/ 
1994/ 
2012

CA125 
(MUC16)

Antígeno  
de cáncer

Ovario Concentración 
de proteínas

Detección de 
recurrencia  
y monitoreo

1997/ 
2011

HE4 
(FDC2)

Proteína epididi-
mal humana 4

Ovario Concentración 
de proteínas

Detección de 
recurrencia  
y monitoreo

2008

test OVA1 
(varias 
proteínas)

β–2 Microglobulina 
+ CA12511 (sube), 
apolipoproteína A1 
+ prealbúmina + 
transferrina (baja)

Ovario Concentración 
de proteínas

Predicción 2009

Test ROMA HE4 + CA125 Ovario Concentración 
de proteínas

Predicción 2011

CA15–3 
(MUC1)

Antígeno de cán-
cer 15–3

Mama Oligosacáridos 
sialilados de 
unión O en 
MUC1

Monitoreo 1997

CA27–29 Antígeno de cán-
cer 27–29

Mama Concentración 
de MUC1

Monitoreo 2002

CA19–9 Antígeno de car-
bohidratos 19–9 
o antígeno de 
cáncer 19–9

Páncreas, 
ovario

SLea en 
mucinas de 
glicoproteínas 
y gangliósidos

Monitoreo 2002

CEA Antígeno 
carcioembrionario

Colon, 
estómago, 
páncreas, 
pulmón  
y mama

Concentración 
de proteínas

Detección de 
recurrencia y 
monitoreo

1985

HER2/neu Receptor 2  
del factor de cre-
cimiento humano 
epidermal 

Mama Concentración 
de proteínas

Elección  
de la terapia

1998

Tg Tiroglobulina Tiroides Concentración 
de proteínas

Monitoreo 1997
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no tumoral también han resultado en biomarcadores útiles para la clínica: un 
ejemplo paradigmático es la detección del aumento en core α–1,6–fucosilación 
(1,6)–fucosilación sérica en pacientes con hepatocarcinoma celular, basada 
principalmente en el aumento de los N–glicanos core–fucosilados producido 
en –fetoproteína–L3 (AFP–L3). Esta glicoforma altamente (-1,6)–fucosilada está 
selectivamente asociada al tumor, y su detección por kit comercial en suero 
fue aprobado por la Food and Drug Administration de Estados Unidos para el 
diagnóstico de esta enfermedad neoplásica; su uso se expandió rápidamente 
como alternativa o complemento al diagnóstico por imágenes. 

Finalmente, diversos autores han postulado el uso de lectinas vegetales 
capaces de reconocer este glicoma aberrante para el diagnóstico temprano 
de neoplasia por imágenes, y posteriormente, para el delivery selectivo de 
terapias antitumorales. Un ejemplo es el uso de la lectina de Sambucus nigra 
inmovilizada en nanopartículas fluorescentes, ya que reconoce el siálico (-2,6) 
altamente expresado en células tumorales. Esta opción fue propuesta para 
cáncer de mama y para cáncer colorrectal.

4.3. El sistema intestinal como muestra  
de la importancia del eje glicanos–lectinas  
en la tolerancia inmunológica

El intestino es, sin duda, uno de los órganos con mayor complejidad a nivel 
glicobiológico. En el mismo encontramos no solo derivados de carbohidratos 
que provienen de nuestra dieta (polisacáridos como el almidón de origen 
vegetal, condroitín sulfato proveniente de la carne animal, y los oligosacáridos 
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 dinámico e intrincado, y su 
constante exposición a antígenos externos requiere que el sistema inmune 
asociado a mucosas esté finamente regulado. Por un lado, debe inducir 
tolerancia contra antígenos alimentarios inocuos y microbiota comensal, 
pero por el otro y simultáneamente, montar respuestas adecuadas contra 
posibles patógenos para evitar enfermedades. La gruesa capa de mucus que 
recubre el tracto intestinal está compuesta mayoritariamente por mucinas, 
glicoproteínas que están compuestas por carbohidratos en un 80 % de su 
peso. Estos O–glicanos, de estructura X–GalNAc–α–O–Ser/Thr (donde X pueden 
ser diversos monosacáridos que dan lugar a diferentes estructuras core (ver 
Capítulo 2 y 6) son tan abundantes en mucinas que, de hecho, la clasificación 
estructural de los mismos responde al nombre O–glicanos tipo mucina. Es tal 
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Figura 4.2. Glicobiología del colon, y su alteración durante el proceso 
de inflamación. A. Esquema del colon en homeostasis Las células epitelia-
les están recubiertas por mucus, principalmente compuesto por proteínas 
altamente O–glicosiladas (mucinas) que actúan no solo como barrera física 
de protección frente a bacterias sino como fuente de carbohidratos para 
aquellos microorganismos que pueden colonizarlas (óvalo rojo). Algunas 
bacterias (óvalo violeta) no pueden colonizar, y continúan por el tracto 
intestinal para luego ser eliminadas. SIgA, la inmunoglobulina predomi-
nante en mucosas reconoce tanto bacterias comensales como patogénicas, 
desatando una reacción inmune inflamatoria solo en el caso de las últimas. 
B.– Esquema representativo del Colon en proceso inflamatorio. La barrera 
física de mucus disminuye como consecuencia de la inflamación, permitiendo 
que ciertas bacterias lleguen a contactar con las células 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 glicosilación de mucinas. En el recuadro se observan 
bacterias uniendo los glicanos del huésped a través de lectinas y otras 
interactuando con SIgA a través de sus glicanos

la importancia de esta barrera biofísica de mucus que se ha propuesto el 
concepto de legislación por carbohidratos, donde las estructuras de glicanos 
presentes en las mucinas del intestino determinan la capacidad de coloniza-
ción de ciertas bacterias, y en consecuencia la composición de la microbiota 
intestinal. A su vez, los microorganismos también son parte de la renovación 
y degradación de esta barrera de mucus, ya que muchas bacterias poseen 
enzimas glicolíticas que degradan estos glicoconjugados en su beneficio.
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En enfermedades inflamatorias intestinales (EII), como la enfermedad de 
Crohn o la colitis ulcerosa, la función de las mucinas y su glicosilación ha 
sido ampliamente estudiada. Se ha demostrado que en mucinas intestinales 
de pacientes con colitis ulcerosa hay una expresión aumentada de O–glica-
nos inmaduros como STn, y que las formas de O–glicanos más extendidas, 
sulfatadas o sialiladas prácticamente desaparecen. Ya sea como causa o 
consecuencia de estas alteraciones estructurales en las mucinas, la micro-
biota de pacientes con EII 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 física que presenta el mucus es mucho más 
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 más 
abundante en el lumen intestinal y cuya función protectora se basa en el 
reconocimiento de patógenos entéricos y su discriminación de bacterias 
comensales. La SIgA es una macromolécula altamente glicosilada (Figura 4.3), 
y se ha postulado que mientras interacciona con microoganismos patógenos 
mediante su porción variable (Fab), la interacción con las comensales se daría 
mediante el reconocimiento de sus glicanos en la porción 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 educación del sistema inmune que se desarrolla en el neonato, asistiendo 
en el reconocimiento selectivo de los patógenos y favoreciendo la coloniza-
ción de los comensales beneficiosos para el huésped como Lactobacillus o 
Bifidobacterium. En neonatos donde el sistema inmune aún no está del todo 
desarrollado, la SIgA es proveída por la leche materna (Figura 4.3).

4.3.1. Lectinas bacterianes: adhesinas como  
factores clave en adhesión e invasión

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 adhesión mediados por factores bacterianos 
denominados adhesinas, muchos de los cuales son lectinas que se unen a 
glicoproteínas, glicolípidos o glicosaminoglicanos presentes en la superficie 
celular del huésped. Los factores de adhesión 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 más 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 homodímeros, 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–glicosilación en la cadena pesada y el componente 
secretorio. SIgA1 es mayoritaria en la luz intestinal a nivel del colon y 
posee una región bisagra entre la porción constante (Fc) y la porción 
variable (Fab) más extensa que SIgA2, presentando además 5 sitios posibles 
de O–glicosilación. Se postula que mientras el Fab está directamente rela-
cionado con la inmunidad adaptativa mediante el reconocimiento especí-
fico de antígenos, los glicanos presentes en ambas estructuras estarían 
involucrados en la inmunidad innata por el reconocimiento de estos a 
través 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 
específicos 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 específicos (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 glicoproteínas de matriz extracelular como fibronectina. 
En otros, la adhesión puede estar mediada por carbohidratos terminales o 
motivos internos en la estructura glicosídica, que pueden ser expuestos a 
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las adhesinas por la acción de glicosidasas específicas. 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 infección por invasión intracelular 
de células intestinales epiteliales, y el núcleo (core) externo del lipopolisa-
cárido (LPS) de esta bacteria es esencial para el proceso de internalización 
en células epiteliales. La eliminación de carbohidratos clave en el núcleo 
de LPS reduce marcadamente la eficiencia de la invasión. Otro ejemplo es 
Helicobacter pylori, la causa de úlceras gástricas más común en humanos: 
su reconocimiento de glicoepitopes tipo Lewis B a través de la adhesina 
BabA hizo que recientemente se postulase la utilización de nanopartículas 
decoradas con estas glicoestructuras como terapia para la eliminación de 
este patógeno. 

La SIgA, mencionada anteriormente, también es capaz de prevenir la adhe-
sión de patógenos a las superficies epiteliales por competencia de interacción 
con sus propios glicanos, ya que en ambas isoformas humanas tanto la cadena 
pesada de SIgA como el componente secretorio de la misma están 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 unión bacteria–epitelio. Por ejemplo, SIgA en concentraciones 
similares a las encontradas en leche materna humana inhibe la unión de la 
toxina A de Clostridium difficile a sus receptores epiteliales por interacción 
con los residuos de galactosa y ácido siálico presentes en el componente 
secretorio (Figura 4.3). Además, y si bien es lógico pensar que la SIgA ha 
evolucionado con la función de reconocer los microorganismos patógenos a 
través de la región variable, en los últimos años se ha demostrado que más 
del 70 % de las bacterias comensales se encuentran recubiertas por SIgA, 
pero su interacción en muchos casos es vía 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 Oligosacáridos libres en leche materna en la colonización intestinal 
temprana y en el control del establecimiento de microbiota en neonatos

En el desarrollo neonatal de mamíferos, la madre provee una parte impor-
tante del estímulo ambiental en la forma de leche materna, uno de los flui-
dos biológicos más complejos que provee nutrientes, compuestos protec-
tores y factores de desarrollo y crecimiento. El efecto protector de la leche 
materna va más allá del período 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 aún en estudio. Claramente, la primera diferencia es el 
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Figura 4.4. Comparación estructural entre los oligosacáridos libres 
en leche materna y leche bovina Estructuras de oligosacáridos 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 extracción de oligosacáridos libres en leche bovina, derivatización 
con 2–aminobenzamida y separación por matriz hidrofílica (HILIC–FLR). 
 Se identifican en cada pico las estructuras mayoritarias presentes. 
C. Cromatograma obtenido a partir de la extracción de oligosacáridos 
libres en leche materna, derivatización con 2–aminobenzamida y separa-
ción 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 más complejas y variadas
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establecimiento de la microbiota intestinal, que se ha demostrado distinta 
entre niños alimentados con leche materna y con formulaciones artificiales 
a partir de leche bovina comercial. 

Dentro de la compleja composición de la leche, una buena propor-
ción son los oligosacáridos libres en leche (OLL), donde cada especie de 
mamífero a través de un proceso evolutivo ha seleccionado estructuras de 
glicanos libres que resultan de la adaptación a las necesidades de cada 
animal. En leche materna humana, estos oligosacáridos se encuentran en 
una concentración aproximada de 10–15 g/L lo que, considerando su bajo 
peso molecular, los hace extremadamente abundantes. Generalmente las 
estructuras presentes son derivados del disacárido lactosa, con conside-
rable variación 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 expresión de grupos san-
guíneos. Los oligosacáridos se pueden clasificar en neutros no fucosilados, 
neutros fucosilados y cargados sialilados, donde los últimos contienen 
estructuras neutras y neutras fucosiladas decoradas con ácido siálico en 
diferentes proporciones (Figura 4.4A). En leche humana materna todos 
estos grupos están representados, mientras que la leche de animales 
domésticos (bovina, de cabra, de oveja) presenta estructuras más simples 
y menos fucosiladas (Figuras 4.4B y 4.4C).

Al ser carbohidratos, inicialmente se creyó que tenían propiedades nutri-
cionales, pero se ha demostrado que la mayoría de los mismos práctica-
mente no se degradan en su pasaje por el tracto intestinal. El perfil de OLL 
se demostró muy similar en leche materna y en heces de infantes, salvo 
por pequeñas diferencias en porcentaje de abundancia. Sin embargo, esto 
parece depender de la estructura específica 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 pasaría a nivel sistémico vía la barrera 
epitelial y con una potencial función inmunomoduladora, pero los estudios a 
este nivel son aún escasos. Hoy sabemos que los OLL son un factor clave de 
protección 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 
nutrición del neonato. Un ejemplo es el género Bifidobacterium, ya que las 
bacterias de este grupo fermentan estos oligosacáridos como parte de su 
proceso metabólico natural. Estas bacterias lácticas 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 más: 
algunas especies muestran un genoma especializado para la degradación de 
oligosacáridos 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 colonización del tracto intestinal por Bifidobacteria. Estos datos 
sugieren que los OLL promueven determinadas especies de Bifidobacterium 
liberando N–acetilGlucosamina, ácido siálico y fucosa, y que estos mono-
sacáridos 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 asociación entre el amamantamiento y la disminución en los casos 
de diarrea y enfermedades respiratorias, hecho que puede ser parcialmente 
atribuido a la potencial acción competitiva de los OLL. Estos glicanos libres, 
cuyas estructuras se asemejan a aquellas con las que microorganismos 
patógenos interaccionan, compiten con los glicanos naturales del sistema 
intestinal en los procesos de adhesión, colonización y/o invasión. Al ser 
oligosacáridos 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 protección innato transmitido al infante via la leche materna, 
siendo eficaz en la disminución de la invasión 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) demostró poseer 
una actividad biológica similar.

4.3.3. El otro lado de la moneda: las lectinas del huésped como factor 
clave en la regulación 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 ácido siálico). Las familias de lectinas se clasifican 
según la estructura primaria y secundaria del dominio de reconocimiento de 
carbohidratos (DRC), aunque pueden variar en la estructura glicosídica por 
la que presentan afinidad. Su funcionalidad también es muy variada, y en 
esta sección 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. Inducción 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 adhesión y señalización. DC–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 patógenos 
(por ejemplo, Enterobacter sakazakii, cuya presencia en fórmulas de leche 
para neonatos es una de las causas más frecuentes de meningitis y ente-
rocolitis necrotizante). Si bien se esperaría que el reconocimiento de estas 
estructuras por DC–SIGN en las células dendríticas (células especializadas 
en la captura, procesamiento y presentación de antígeno a linfocitos T) pro-
voque la activación de la respuesta inmunológica y la eliminación de los 
microorganismos patógenos, E. sakazakii es un ejemplo de cómo una bac-
teria puede tomar ventaja de la actividad inmunomoduladora de DC–SIGN 
y utilizarla para su propio beneficio. Esta bacteria evita la presentación de 
antígenos a las células T y de ese modo asegura su supervivencia dentro de 
las células dendríticas, asegurando un nicho de reproducción y la bacteremia 
suficiente para luego cruzar la barrera hematocefálica, causando meningitis 
(Figura 4.5A). Las interacciones de DC–SIGN no se limitan al reconocimiento 
de microorganismos patógenos, sino que también involucra probióticos. Los 
efectos beneficiosos de los probióticos incluyen el control de la inflamación 
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 reuteri y Lactobacillus casei, dos probióticos de amplio uso, 
se ha demostrado que los mismos inducen la producción de linfocitos T regu-
latorios (una población linfocitaria que controla la inflamación) vía unión a 
DC–SIGN, generando un estado de tolerancia e inmunomodulación positiva. 
Finalmente, DC–SIGN funciona como receptor clave de la SIgA, asistiendo a 
la vigilancia inmunológica en mucosas.

Otro miembro de esta familia es Dectin–1, una lectina con afinidad por 
β–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 inmunosupresión como el que se presenta 
en personas transplantadas o pacientes con cáncer puede tornarse pato-
génico (Figura 4.5A). La unión de esta lectina a su ligando en la superfi-
cie del patógeno provoca la fagocitosis de este, y se ha demostrado que 
ratones deficientes en Dectin–1 tienen menor sobrevida y mayor cantidad de 
órganos infectados después de ser inyectados con C. albicans, remarcando 
su importancia. Además, 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 información 
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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 
células dendríticas y reconoce glicoepitopes de agentes infecciosos como 
E. sakazakii, en este caso la bacteria impide la presentación antigénica por 
parte de la célula dendrítica. Dectin–1 une específicamente β–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 través 
de las terminales N–acetilgalactosamina del LPS favoreciendo la dife-
renciación de la respuesta inmunológica hacia un perfil tolerogénico. 
B. Galectinas. Gal1 induce la apoptosis selectiva de linfocitos T efectores 
de las subpoblaciones TH1 y TH17. Gal3 también 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 inhibición de células NK. Siglec–9 genera la 
polarización de monocitos y macrófagos hacia un perfil inmunosupresor
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a las células presentadoras de antígeno, 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 
patógenos) 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, Tn y STn. La funcionalidad inmunológica 
de MGL es muy diversa, e incluye el reconocimiento de microorganismos 
patógenos como Campylobacter jejuni, pero en vez de desencadenar una 
respuesta antimicroorganismo C. jejuni aprovecha la actividad inmunomo-
duladora de MGL, produciendo una respuesta inmunológica tolerogénica y 
favoreciendo su supervivencia (Figura 4.5A).

4.3.5. Siglecs y Galectinas como agentes proescape tumoral

Las galectinas son proteínas 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 según los mismos se encuentren decorados con fucosa 
o siálico, entre otros. Las galectinas han demostrado un papel clave en la 
modulación del sistema inmune a distintos niveles, y particularmente en el 
caso de enfermedades neoplásicas, su papel modulador en eventos como la 
tumorigénesis y/o metástasis 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 más 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 TH1 y TH17 a partir 
su unión selectiva al glicoma de superficie de los mismos. De este modo, 
Gal–1 promueve el desarrollo neoplásico, 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 biología 
tumoral como la adhesión celular, la migración, e inclusive puede mediar la 
resistencia a apoptosis tumoral inducida por agentes quimioterapéuticos. 
Si bien posee afinidad por diversos glicoantígenos, Gal3 reconoce Galβ(1,3)
GalNAcα1–O–Ser/Thr (antígeno T, Figura 4.1) con alta afinidad, uno de los 
TACAs con más frecuencia de expresión en diversos tumores. Esta interacción 
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Gal3– antígeno T ejerce roles importantes en el proceso metastásico ya que 
afecta los estadíos iniciales de la adhesión endotelio–célula tumoral. Además, 
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 CD8 antitumorales (Figura 4.5C).

Finalmente, el incremento de sialilación se ha descripto como una carac-
terística de la célula tumoral (ver sección 2 de este capítulo). Las siglecs, 
también conocidas como lectinas de tipo I, son proteínas de membrana 
afines a ácido siálico. Las Siglecs son capaces de inhibir la respuesta inmune 
tanto por unión a sialoglicoconjugados expresados en las mismas células 
inmunes que las producen, como por respuesta a ligandos exógenos. Con 
funciones tanto en inmunidad innata como adaptativa, su interacción 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 killers) 
al tumor, favoreciendo el desarrollo neoplásico. Finalmente, Siglec–9, una 
lectina con afinidad preferencial por glicoepitopes de ácido siálico con unión 
2,3) a Gal, puede interaccionar con MUC1 (una mucina de membrana altamente 
O–glicosilada, sobreexpresada en tumores y glicosilada de manera aberrante 
en los mismos (ver sección 2 de este capítulo) y de este modo, promover un 
ambiente protumorigénico. Siglec–9 es expresada en monocitos y macrófagos, 
y al interaccionar con las formas de MUC1 altamente sialiladas producidas 
por las células tumorales, educa a estas células en un perfil inmunosupresor 
para así inducir la inhibición de la respuesta inmune y en consecuencia, el 
desarrollo tumoral (Figura 4.5C).

En síntesis, y como se ha detallado mediante diversos ejemplos en este 
capítulo, la glicobiología es una disciplina científica transversal que puede 
aportar no solo al conocimiento general, sino a la comprensión de los meca-
nismos de modulación de la respuesta inmune, las interacciones huésped–
patógeno y el desarrollo neoplásico. Su exploración requiere de un abor-
daje multidisciplinario que involucra la utilización de las nuevas tecnologías 
estructurales desarrolladas para la caracterización de glicoconjugados, y la 
interpretación funcional de esos datos en un contexto fisiopatológico. Sin 
dudas, la glicobiología como campo de estudio seguramente se expandirá y 
realizará grandes aportes al área clínica en los años venideros.

4.4. Resumen

La caracterización estructural y funcional de la glicosilación como proceso 
celular de modificación postraduccional de proteínas ha surgido como área 
de alto interés industrial, principalmente a partir del cambio de paradigma 
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que se produjo con la producción recombinante de bioterapeúticos. Sin 
embargo, la funcionalidad biológica del glicoma (conjunto de glicoconju-
gados presentes en un determinado tipo celular, tejido u organismo) lleva 
ya muchos años 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 presentación 
y comunicación celular, donde las alteraciones del mismo (ya sean causa 
o consecuencia de un proceso patológico) pueden desencadenar diversas 
respuestas biológicas. La evolución ha generado familias de proteínas con 
dominios de reconocimiento de carbohidratos (lectinas) que se especializan 
en la decodificación de la información contenida en el glicoma, haciendo 
que el eje lectinas–glicoma participe en una amplia variedad de procesos de 
comunicación célula–célula. La doble vía de comunicación que se establece 
como consecuencia del reconocimiento de glicanos es decisiva para el fun-
cionamiento del sistema inmune: en un modelo simplificado, la respuesta 
inmunológica puede entenderse como el resultado del reconocimiento y 
discriminación de aquello que es propio y debe ser tolerado, en oposición a 
aquello que es ajeno y debe ser controlado o eliminado. El papel del glicoma 
como mediador clave en procesos fisiológicos y patológicos es justamente 
el centro de atención de este capítulo. 

Centralizaremos el análisis en dos áreas de estudio: en primer lugar, se dis-
cutirá la glicosilación aberrante como una característica distintiva de la célula 
tumoral, y se demostrará su asociación con diferentes procesos biológicos e 
inmunológicos que, en líneas generales, promueven el crecimiento y escape 
tumoral. En segundo lugar, se describirán ejemplos de cómo 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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5.1. introducción

La producción de proteínas recombinantes de interés terapéutico humano 
adquiere gran notoriedad a nivel de las células de mamífero debido a la 
capacidad de estas últimas de proporcionar modificaciones postraduccionales 
similares a las proteínas humanas.

La demanda en términos del tipo y la cantidad de proteínas terapéuti-
cas dependerá de los procedimientos aplicados al tratamiento de diversas 
patologías y para las cuales muchos de los bioterapéuticos se basan en 
glicoproteínas (GP).

Las GP naturales o recombinantes son entidades de origen proteínico que 
durante su síntesis reciben la decoración glicosídica 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, interacción con el receptor, activación 
celular, comunicación célula–célula, direccionamiento a determinados tejidos 
u organelas, entre otras (Sethuraman & Stadheim, 2006; Li & d’Anjou, 2009).

En virtud de esto, la optimización del contenido glicosídico constituye 
un aspecto relevante de la biotecnología orientada a la producción de gli-
coproteínas terapéuticas ya sea a partir de sus contrapartes naturalmente 
glicosiladas o de nuevas entidades que serán modificadas mediante diversos 
métodos de glicoingeniería.

Por lo tanto, la glicoingeniería surge como una estrategia basada en la 
modificación del contenido y/o la estructura de los glicanos de una proteína 
mediante la aplicación de modificaciones genéticas que dan lugar a protoco-
los para modificar proteínas y células. En un sentido amplio la glicoingeniería 
incluye la optimización y remodelación de glicanos que naturalmente se 
expresan en una dada proteína, la eliminación de los mismos o la incorpo-
ración 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 biológica y la disminución de 
los efectos adversos.

Ingeniería de proteínas terapéuticas 
mediante hiperglicosilación en células 
de mamíferos
Marcos Oggero y Natalia Ceaglio

5	
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Figura 5.1. Representación esquemática de los aspectos  
que involucra la glicoingeniería

5.2. modificación de glicanos

Desde el punto de vista de la optimización y remodelación de glicanos, el 
control o la modificación de diferentes caminos biosintéticos constituyen 
los mecanismos por los cuales la glicoingeniería busca, entre otros aspectos, 
evitar/reducir la macro/microheterogeneidad de glicoproteínas de manera 
que exhiban un contenido más definido de glicanos. Por ejemplo, en células 
eucariotas tales como levaduras, células de insectos, plantas y células de 
mamíferos, los trabajos se orientaron a incrementar el grado de ocupación 
aumentando la eficiencia de N–glicosilación (Cho et al., 2012), a conferir 
la capacidad de producir glicanos de tipo complejo y a evitar la síntesis 
de N–glicanos ausentes en humanos y potencialmente inmunogénicos, 
tales como el ácido N–glicolilneuramínico (Neu5Gc) y la hipermanosilación 
(Arico et al., 2013; Aumiller et al., 2012; Wang & Lomino 2012). Asimismo, la 
manipulación genética a nivel de la sialidación, fucosilación, galactosila-
ción y ramificación constituyen procedimientos para modificar la glicosi-
lación de proteínas en la búsqueda de modular determinadas funciones y 
propiedades de las mismas. Los mecanismos para lograr una glicosilación 
más definida se basan en aplicar mutagénesis para producir knockout de 
determinadas enzimas (Patnaik & Stanley, 2006), desarrollar interferencia 
mediante la utilización de inhibidores específicos de enzimas (Zhou et al., 
2008; Scanlan et al., 2007) o, finalmente en el otro extremo, incrementar la 
expresión 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 
que se mencionaron con anterioridad e introducen conceptos claros con 
respecto a la glicoingeniería a nivel celular empleando sistemas de expre-
sión mamíferos. Todo esto permitirá enriquecer un producto terapéutico 
con las glicoformas deseadas.

Asimismo, se debe considerar que los diferentes métodos de glicoinge-
niería han sido aplicados a la obtención de moléculas con un contenido 
glicosídicamente más definido empleando distintos tipos celulares. Es cono-
cido que las células CHO constituyen el huésped de elección para expresar 
glicoproteínas de interés terapéutico debido a su capacidad de expresar 
proteínas en condiciones de cultivos en adherencia o en suspensión y por 
representar un sistema bien caracterizado y para el cual la robustez inherente 
a su empleo y reproducibilidad es su principal distinción. Sin embargo, en 
los últimos años, han surgido las líneas celulares humanas como sistemas 
de expresión debido a su capacidad de producir proteínas que portan modi-
ficaciones postraduccionales consistentes con aquellas presentes en las 
proteínas producidas por el propio ser humano. De este modo, las células 
HEK son capaces de producir proteínas cuyos residuos glicosídicos pueden 
ser modificados por ácido siálico (AS) en unión α2–6, fucosa en enlace α1–3/4 
o GlcNAc bisectante (Gugliotta et al., 2017). Tales modificaciones son carac-
terísticas de las células humanas y no pueden ser realizadas por las células 
derivadas de hámsteres debido a la ausencia de determinadas enzimas 
(Dumont et al., 2015; Durocher & Butler, 2009).

Por otro lado, las células CHO producen glicanos antigénicos como Neu5Gc 
y α–Gal, ambos ausentes en proteínas de origen humano (Bosques et al., 2010; 
Dietmair et al., 2012; Ghaderi et al., 2012). Esto motivó el creciente interés de 
producción de proteínas recombinantes terapéuticas que requieren modi-
ficaciones postraduccionales específicas en huéspedes humanos y, así, que 
diferentes productos biofarmacéuticos derivados de células HEK hayan sido 
aprobados por la Administración 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-
coingeniería es necesario profundizar en los mecanismos o caminos que 
conducen a la glicosilación de proteínas para así, disponer la información 
necesaria para seleccionar el tipo de célula a emplear en la producción de 
una proteína recombinante de interés terapéutico.

Un caso emblemático de la glicoingeniería lo constituye la tecnología 
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–
glicosilación durante la producción de GP y a evitar la inmunogenicidad 
frecuentemente observada durante el uso de bioterapéuticos basados en 
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glicoproteínas recombinantes producidas en células vegetales (β–1,2–xilosa 
y α–1,3–fucosa constituyen residuos y enlaces altamente inmunogénicos). 
La tecnología consiste en una modificación de la maquinaria de glicosila-
ción mediante inactivación de la N–acetilglucosaminiltransferasa I (GnTI) y 
sobreexpresión de una enzima deglicosilante (endo–N–acetil–β–D–glucosa-
minidasa, endoT) a nivel del aparato de Golgi. Esta última enzima hidroliza 
los glicanos de tipo alta manosa (Figura 5.2) que se expresan en proteínas 
derivadas de células knockout para la enzima GnTI. Por lo tanto, dichas 
modificaciones rinden glicoproteínas que portan un residuo de N–acetil-
glucosamina (GlcNAc) en la Asn correspondiente. En huéspedes mamíferos 
el residuo GlcNAc puede ser posteriormente elongado mediante galac-
tosil– y sialiltransferasas que agregan galactosa (Gal) o AS para producir 
proteínas con el disacárido Gal–GlcNAc o su derivado α–2,3–sialilado (Meuris 
et al., 2014). En el caso de las células vegetales la estrategia de glicoinge-
niería mediante GlycoDelete® produce GP conteniendo N–glicanos que 
poseen un único residuo GlcNAc debido a que no se observan posteriores 
modificaciones para generar oligosacáridos de mayor tamaño a partir del 
mencionado monosacárido aminado (Piron et al., 2015). Esta tecnología 
se dirige fundamentalmente a producir proteínas recombinantes para las 
cuales sus funciones no se vean afectadas por la pérdida del N–glicano de 
tipo complejo (Figura 5.2). Además, simplifica el proceso de purificación y 
disminuye sus propiedades inmunogénicas.

En el sector izquierdo (A) se observan los N–glicanos con sus formas oli-
gosacarídicas típicas: alta manosa, híbrida y compleja. Los tres comparten el 
core pentasacarídico: Man3GlcNAc2. En el sector derecho (B) se ejemplifican 
los 8 cores oligosacarídicos correspondientes a los O–glicanos, señalándose 
los 4 cores predominantes.

Figura 5.2. Representación gráfica de la estructura de los oligosacáridos 
característicos producidos por células de mamífero 
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5.3. glicoingeniería mediante la adición de glicanos. 
hiperglicosilación de proteínas

La glicoingeniería no solo radica en un procedimiento para optimizar la glico-
silación de una proteína o remodelar la estructura de sus glicanos sino que 
puede ser además definida como un proceso útil para prolongar la duración 
de su accionar e incrementar la actividad in vivo de proteínas mediante 
la introducción de nuevos glicanos conteniendo AS terminal (Elliott et al., 
2003). En este sentido, Sinclair y Elliott, (2005) concluyeron que un aspecto 
de la glicoingeniería consiste en la introducción de secuencias consenso de 
N–glicosilación en posiciones deseadas del esqueleto peptídico de modo 
de generar proteínas con mayor vida media en plasma. La hiperglicosilación 
de proteínas mediante la introducción de novo de sitios de N–glicosilación 
fue descripta por diferentes autores. El caso más resonante lo constituye el 
bioterapéutico Aranesp® (darbepoetin alfa) utilizado para el tratamiento de 
anemia causada por la insuficiencia renal crónica o por la quimioterapia. Tal 
biofarmacéutico fue obtenido mediante hiperglicosilación de eritropoyetina 
humana (hEPO) (Egrie & Browne, 2001; Egrie et al., 2003). Asimismo, la N–gli-
coingeniería de proteínas ha sido exitosamente aplicada a otras entidades 
peptídicas conteniendo N–glicanos, como la hormona folículoestimulante 
humana, hFSH (Perlman et al., 2003), interferón–beta humano, hIFN–β (Song 
et al., 2014) o carentes de ellos como interferón–alfa humano, hIFN–α (Ceaglio 
et al., 2010a; Ceaglio et al., 2010b, 2008).

Por otro lado, la adición de glicanos de tipo O (tipo mucina) a proteínas 
también forma parte de la denominada glicoingeniería mediante adición 
de glicanos ya que se vincula con la introducción de nuevos carbohidratos 
conteniendo moléculas de ácido siálico. La hiperglicosilación de proteínas 
mediante la adición de novo de sitios de O–glicosilación ha sido aplicada exi-
tosamente para la generación de otro bioterapéutico existente en el mercado 
de biofarmacéuticos conocido con la denominación comercial de Elonva® 
(corifollitropin alfa) empleado para el tratamiento de infertilidad (Croxtall 
& McKeage, 2011). Su aplicación se ha extendido a proteínas para las cuales 
la N–glicoingeniería ha resultado igualmente exitosa en la obtención de 
derivados que exhiban mejoras en sus propiedades biológicas: hEPO (Fares 
et al., 2007), hFSH (Fares et al., 1992) e hIFN–α (Ceaglio et al., 2016; Ceaglio et 
al., 2010a). Sin embargo, no existe aún bibliografía que compare la capacidad 
de una u otra modificación para lograr efectos similares.

5.3.1. N–glicoingeniería de proteínas

El desarrollo de la N–glicoingeniería de proteínas se basa en la selección racio-
nal de posiciones adecuadas para incorporar residuos N–glicosídicos, conser-
vando la funcionalidad y propiedades estructurales de la proteína de interés. 
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Si bien la secuencia N–X–S/T es conocida como sitio potencial de N–gli-
cosilación, la presencia de secuencias de dicho tripéptido en la proteína no 
indica que invariablemente sean ocupadas por glicanos, a pesar de que todas 
son sometidas a la misma maquinaria de glicosilación. Se estima así que 
entre un 10 % y un 30 % de los sitios potenciales de glicosilación no están 
ocupados y que la eficiencia de glicosilación depende de la disponibilidad 
de precursores unidos al dolicol, de la actividad de la enzima oligosacaril–
transferasa (OST) y de la estructura de las proteínas en todos sus niveles 
(Kornfeld & Kornfeld, 1985).

La biosíntesis de modificaciones postraduccionales (PTM; del inglés, post-
translational modifications) como la N–glicosilación no constituye un proceso 
guiado por templados genéticos, lo cual da lugar a una gran diversidad de 
variantes de una misma glicoproteína. En las células eucariotas el procedi-
miento es ineficiente de manera tal que muchas de las reacciones biosinté-
ticas no llegan a completarse generando adición incompleta de glicanos a 
proteínas 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 subestequeométrica de glicanos a las proteínas 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 formación de glicoisoformas de una dada gli-
coproteína caracterizada por el mismo esqueleto peptídico pero diferente 
composición de glicanos.

Para poder cumplir con el procedimiento de N–glicoingeniería mediante la 
adicción de glicanos es necesario definir factores que afectan la eficiencia de 
N–glicosilación de manera de ser tenidos en cuenta al momento de realizar 
un diseño racional de nuevas glicoproteínas.

La eficiencia con la cual un oligosacárido es transferido al residuo de Asn 
dependerá de la accesibilidad del tripéptido susceptible de N–glicosilación 
al complejo de la OST (Jones et al., 2005).

La Figura 5.3 resume los factores que afectan la eficiencia de N–glicosila-
ción, considerando los tres primeros niveles de organización de las proteínas.

Teniendo en cuenta la estructura primaria, la ocupación de sitio es alta-
mente influenciada por ella, particularmente por aminoácidos que forman 
parte o se encuentran próximos al tripéptido N–X–S/T. El residuo central, 
denominado X, tiene un rol destacado en la eficiencia de glicosilación. Se ha 
demostrado que la existencia de Pro en dicha posición anula la ocupación del 
sitio independiente de la presencia de Ser o Thr. Además, se ha evidenciado 
que la existencia de Trp, Asp, Glu y Leu en posición central resulta en un bajo 
grado de ocupación generando un grado ineficiente de glicosilación cuando 
la tercera posición del tripéptido está ocupada por Ser (Shakin–Eshleman 
et al., 1996). Sin embargo, no sucede lo mismo cuando en el sitio consenso 
de cualquiera de los aminoácidos 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 
adición de glicanos en sitios consenso del tipo N–X–T con respecto a N–X–S 
demostrado por un grado de ocupación 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–glicosilación 
es la presencia de Pro en posición inmediata posterior a S/T en el sitio 
consenso (posición 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 posición -6, -3 y +4, posiblemente por el giro que imprimen en la 
cadena, lo que aumentaría la capacidad de reconocimiento de OST (Petrescu 
et al., 2004). Asimismo, estos autores demostraron que existe una clara pre-
ferencia por aminoácidos no polares en las posiciones -2 y +4 y, en particular, 
por residuos aromáticos en las posiciones -2 y -1, por aminoácidos no polares 
pequeños en posición +1 y por voluminosos residuos hidrofóbicos en las posi-
ciones +3 y +5. Además es notoria la baja incidencia de residuos acídicos en 
posición C–terminal de sitios fehacientemente N–glicosilados. Contrariamente, 
sitios consensos de N–glicosilación no ocupados en determinadas proteínas 
presentan un elevado contenido de tales residuos corriente arriba del sitio, 
indicando que la carga negativa resultaría desventajosa para la ocupación 
con N–glicanos. De esta primera parte es posible concluir que el grado de 
ocupación de los sitios susceptibles de N–glicosilación es regulada por la 
secuencia de aminoácidos ubicados localmente y no por los remotos a ellos.

La posición del sitio probable de N–glicosilación en la secuencia de la 
proteína también juega un rol importante como se indica en la Figura 5.3 
(Breitling & Aebi, 2013). Análisis estadísticos demostraron la frecuencia de 
tales sitios no glicosilados se incrementa hacia el extremo C de las proteínas 
(Gavel & Von Heijne, 1990); en efecto, esta particularidad fue posteriormente 
confirmada por estudios in vitro mediante los cuales se demostró que dicha 
eficiencia se reduce cuando los sitios se hallan aproximadamente a 60 resi-
duos del extremo C y por la presencia de secuencias hidrofóbicas de trans-
membrana ubicadas entre el sitio y el terminal carboxílico de la glicoproteína 
(Nilsson & von Heijne, 2000). Esta característica podría ser explicada por el 
incremento de la velocidad relativa de adquisición de la estructura nativa o 
de la de translocación 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–glicosilación 
se localizan en giros β, un 20 % en láminas β y un 10 % en hélices α (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 proteínas son 
zonas más favorables para la adición de N–glicanos pudiendo incrementar 
la estabilidad de la misma, en contraste con regiones más estructuradas y 
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menos flexibles. Un aspecto llamativo lo constituye la elevada probabilidad de 
que los sitios de N–glicosilación se encuentren en o justo después de puntos 
en la secuencia peptídica donde hay un cambio en la estructura secundaria. 
Esto plantea la posibilidad de que la glicosilación favorezca la reorientación 
de la cadena peptídica. Además de estabilizar un pliegue local particular, los 
glicanos pueden desempeñar un papel en la organización del proceso de 
plegamiento promoviendo cambios en la conformación de la cadena principal 
mediante la generación de productos intermediarios de plegamiento (Petrescu 
et al., 2004). El hallazgo de que los sitios ocupados por N–glicanos tiendan a 

Figura 5.3. Factores que afectan la eficiencia de N–glicosilación. Entre 
ellos, se indica los que afectan los niveles estructurales de las proteínas 
(primaria, secundaria y terciaria); incluso los efectos a nivel de los extre-
mos N– y C– de las mismas
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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–glicosilación se define como un proceso 
cotraduccional, la eficiencia de glicosilación resultará como consecuencia 
de una competencia entre la velocidad de plegamiento y la de adición del 
precursor lipídico (Jones et al., 2005; Shental–Bechor & Levy, 2009).

5.3.1.1. Estrategias para incorporar N–glicanos a proteínas

Los procedimientos para la incorporación de nuevos N–glicanos a proteínas 
se basan en la modificación de su estructura primaria mediante la aplicación 
de las siguientes modalidades:

a. Introducción de mutaciones puntales de determinados aminoácidos 
para originar sitios susceptibles de N–glicosilación, aprovechando 
la existencia de zonas de la proteína que presentan características 
apropiadas para el evento de incorporación de N–glicanos. 

b. Incorporación de péptidos en el extremo N de proteínas. Los péptidos 
portan sitios de incorporación de N–glicanos emulando aquellos deri-
vados de glicoproteínas conocidas o generados de novo.

a. Introducción de mutaciones puntales

La generación de un sitio potencial de N–glicosilación (N–X–T/S) puede ser 
llevada a cabo mediante mutagénesis sitio–dirigida del ADNc de la proteína 
de interés y su posterior expresión en células de mamífero. Con el objetivo 
anteriormente mencionado de aprovechar la existencia de regiones apro-
piadas de la proteína para que la misma sea modificada mediante N–glico-
silación, los aminoácidos a mutar deben ser cuidadosamente seleccionados. 
Para ello, se deber considerar que los sitios consenso deben exhibir una 
elevada probabilidad de glicosilación y no deben alterar en demasía la 
estructura 3D y estabilidad de la proteína en la búsqueda de preservar su 
actividad biológica.

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

Considerando el tripéptido consenso de N–glicosilación (N–X–T/S) se pue-
den seguir dos caminos:
•	 Identificación de cada residuo que se encuentre en posición -2 con respecto 

a residuos de Ser y de Thr de la secuencia proteica y su modificación por Asn.
•	 Identificación de cada residuo de Asn en la secuencia proteínica y muta-

ción del residuo en posición +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 ocupación 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 peptídica se procede a evaluar mediante herramientas de análisis 
teóricos las probabilidades de:
•	 Glicosilación.
•	 Preservación de la funcionalidad de la proteína de interés.

A partir de los conceptos teóricos antes enunciados con respecto a la pro-
babilidad de glicosilación y siguiendo el análisis de las diferentes muteínas 
propuestas, se realiza el descarte de aquellas modificaciones que disminuyen 
o anulan la potencialidad de N–glicosilación mediante un escaneo «macro», 
es decir sin tener un dato matemático otorgado por algoritmos de evaluación 
de probabilidad de N–glicosilación. Así, todas las posibles muteínas suge-
ridas que contienen sitios próximos al extremo C de la proteína de interés 
no deberían ser consideradas candidatos apropiados; incluso, se predice 
que aquellas conteniendo el aminoácido Pro en la posición central del sitio 
consenso de N–glicosilación o inmediatamente después del mismo estarán 
desprovistas de N–glicanos y, por lo tanto, deberían descartarse. Del mismo 
modo, aquellas que contienen residuos de Leu, Glu, Asp y Trp en el aminoácido 
central del tripéptido generan, debido a su tamaño e hidrofobicidad, altera-
ciones estructurales que no son compatibles con la inserción de los glicanos.

Una vez finalizado este primer cribado, la probabilidad de glicosilación 
puede ser analizada utilizando predictores online de N–glicosilación 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 más utilizado.

Desde otro punto de vista, las mutaciones realizadas no deberían causar 
distorsión significativa de la estructura terciaria o cuaternaria de la proteína 
que conduzca a la disminución o pérdida de su actividad biológica. Por este 
motivo se sugiere que el primer aminoácido del tripéptido consenso (Asn o 
el aminoácido que será modificado por Asn) exhiba elevada accesibilidad al 
solvente. Este parámetro puede ser calculado a partir de algoritmos online 
tales como ASAview (Ahmad et al., 2004) o NetSurfP v1.1 (Petersen et al., 
2009), los cuales aportarán información con respecto a grado de exposición 
al solvente del residuo que unirá el glicano.

De lo contrario si el residuo que deberá recibir el glicano se encuentra inmerso u 
oculto en la estructura de la proteína, es altamente probable que su mutación por 
Asn o la adición de la cadena oligosacarídica altere la adquisición de su estruc-
tura nativa y conduzca a su baja expresión o pérdida de la actividad biológica.

Esta metodología fue aplicada a diversas proteínas como se mencio-
nara anteriormente, entre las cuales se encuentran experimentalmente 
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documentadas variantes de hEPO (Egrie et al., 2003), hIFN–α (Ceaglio et 
al., 2008) e hIFN–β (Song et al., 2014; Samoudi et al., 2017) y solo in silico 
documentadas tales como otras variantes de hIFN–β (Samoudi et al., 2015) y 
variantes del factor de coagulación IX (Ghasemi et al., 2016).

b. Fusión a péptidos conteniendo sitios potenciales de N–glicosilación

En este caso, la incorporación de nuevos sitios de N–glicosilación no se lleva 
a cabo mediante mutaciones puntuales de la secuencia natural de la pro-
teína de interés sino que consiste en la fusión de una secuencia peptídica 
conteniendo sitios potenciales de N–glicosilación ya sea generados de novo 
o derivados de glicoproteínas conocidas.

El extremo N de las glicoproteínas es frecuentemente seleccionado para el 
agregado de tales péptidos debido que el terminal C exhibe menor frecuencia 
de N–glicosilación. 

Tal procedimiento tiene la ventaja de minimizar la distorsión de la estruc-
tura 3D de la proteína y, a la vez, introducir un mayor número de sitios de 
N–glicosilación a través de un único cambio: la elongación del extremo N de la 
misma. Sin embargo, una desventaja del método radica en que, si el terminal 
N de la proteína se encuentra involucrado en la unión al receptor, la fusión 
de una estructura peptídica altamente voluminosa por la incorporación de 
glicanos podría afectar en gran medida su actividad biológica.

No existen muchos ejemplos en la literatura de la utilización de esta meto-
dología. El ejemplo característico es el correspondiente a la fusión de los 
péptidos ANIT, ANITV and ANITVNITV a hFSH, los cuales contienen uno o dos 
sitios potenciales de N–glicosilación.

5.3.2. O–glicoingeniería de proteínas

La O–glicosilación de tipo mucina junto a la N–glicosilación constituyen las 
modificaciones postraduccionales glicosídicas más frecuentes de las proteínas 
secretadas. Dada la mayor frecuencia de O–glicosilaciones de tipo mucina 
con respecto a aquellas de tipo no mucina, nos referiremos a O–glicosilación 
como la modificación de naturaleza mucínica. La misma consiste en la unión 
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–glicosilación es que en la O–
glicosilación no se conoce con precisión una secuencia consenso para adición 
de glicanos, sino que existen evidencias de la preferencia de dominios ricos 
en los residuos de Ser/Thr/Pro para el cual el aminoácido Thr constituye el 
residuo de mayor probabilidad de adquisición de glicanos con respecto a 
su aminoácido relacionado Ser (Van den Steen et al., 1998). La presencia de 
Pro en la cercanía del aminoácido aceptor del glicano le confiere, debido a 



108

su conformación de giro β, una exposición apropiada que conduciría a una 
O–glicosilación más eficiente.

En mamíferos, la O–glicosilación se inicia en el cis–Golgi por la acción de 
unas 20 transferasas (Ts) para dar lugar a la síntesis del antígeno Tn. Tales 
transferasas constituyen una familia de isoenzimas denominadas UDP–N–ace-
tilgalactosamina: polipéptido acetilgalactosaminiltransferasas (ppGaNTasas, 
EC 2.4.1.41) que transfieren GalNAc desde el azúcar donante UDP–GalNAc a 
residuos de Ser o Thr para formar la unión alfa anomérica GalNAcα1–O–Ser/
Thr en la cadena polipeptídica recientemente sintetizada, es decir después 
que han ocurrido los eventos de plegamiento (Bennett et al., 2012).

Las mencionadas isoenzimas se expresan en forma tejido–específica en 
mamíferos 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 mayoría de las líneas celulares, mientras que las restantes parecerían 
tener una menor contribución con funciones solapadas (Kong et al., 2015).

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

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

Los glicanos de tipo mucina existen en la forma de 8 estructuras diferentes 
en las cuales el núcleo de todas ellas es el residuo GalNAc. En humanos, la 
mayoría de los O–glicanos constituyen las estructuras o cores de tipo 1 (Galβ1–
3GalNAc) representado glicanos pequeños y de tipo 2 (Galβ1–3(GlcNAcβ1–6)
GalNAc) que tienden a ser glicanos de mayor tamaño; todos ellos finalizados 
con una 1 o 2 moléculas de AS (Jensen et al., 2009; Mrazek et al., 2013).

5.3.2.1. Estrategias para incorporar O–glicanos a proteínas

Tanto la ausencia de secuencias consenso de O–glicosilación como las carac-
terísticas estructurales o de su entorno que incrementan las posibilidades de 
tal modificación, orientan hacia procedimientos de O–glicoingeniería basados 
en la búsqueda de dominios peptídicos a partir de proteínas naturales que 
contengan una elevada densidad de O–glicanos o bien mediante el diseño 
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de novo de secuencias probables de O–glicosilación. La fusión de péptidos, 
conteniendo sitios consenso de O–glicosilación, en los extremos N– y/o C– de 
las proteínas a modificar, representan un procedimiento útil de O–glicoinge-
niería por hiperglicosilación. De este modo, se evitan las extensas perturba-
ciones a nivel del esqueleto peptídico que conllevan a cambios de naturaleza 
estructural es decir a mayores niveles de organización de la proteína (Ceaglio 
et al., 2016). Un péptido que reúne tales características y fuese ampliamente 
utilizado con fines de hiper–O–glicosilación es el denominado CTP, del inglés 
carboxyl–terminal peptide, que deriva del extremo C de la subunidad β de la 
gonadotrofina coriónica humana, hCG (Pierce & Parsons, 1981). Más adelante 
se ejemplificará su empleo.

La bioinformática aporta elementos de interés para analizar las probabi-
lidades de O–glicosilación una vez que se ha seleccionado una secuencia 
naturalmente O–glicosilada o luego de diseñar una nueva secuencia pep-
tídica conteniendo dominios enriquecidos en Ser/Thr/Pro. Existen diver-
sos predictores de O–glicosilación, todos ellos basados en la evaluación 
de la probabilidad de adición de O–glicanos de tipo mucina a proteínas 
producidas por mamíferos (Mazola et al., 2011). Ejemplos de los mismos 
son: NetOglyc (Julenius et al., 2005), CKSAAP_OGlySite (Chen et al., 2008) e 
ISOGlyP (Leung et al., 2014).

La O–glicosilación de tipo mucina resulta más compleja con respecto a los 
mecanismos que gobiernan la N–glicosilación considerando el gran número 
y las diferentes propiedades de las isoenzimas ppGalNAc transferasas que 
participan en su síntesis (Leung et al., 2014). En función de lo anteriormente 
mencionado, la mayoría de los predictores de O–glicosilación no tienen en 
cuenta los siguientes aspectos:

•	 El amplio rango de combinaciones de residuos de Ser/Thr/Pro en el con-
texto de otros aminoácidos para generar un sitio potencial de adición de 
O–glicanos.

•	 La especificidad de sustratos peptídicos de las diferentes isoformas de 
ppGalNAc transferasas.

El predictor ISOGlyP es, en este sentido, altamente recomendable debido 
a su capacidad de desarrollar la evaluación de sitios potenciales de O–gli-
cosilación en términos de la especificidad de isoenzimas transferasas de 
GalNAc. Además, dicho predictor genera la posibilidad de diferenciar cuan-
titativamente las preferencias de residuos aminoacídicos (denominado valor 
de incremento, EVP) por los dominios catalíticos de las diversas ppGalNAc–
transferasas. De este modo, valores de EVP superiores a la unidad indican una 
preferencia de glicosilación por un dado sitio mientras que valores inferiores 
a 1, sugieren una actividad de glicosilación disminuida (Leung et al., 2014).

Como se mencionó con anterioridad, el péptido CTP (rico en Ser y Pro) 
constituye la extensión C–terminal de la hCG que le confieren especificidad 
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biológica e inmunológica a la hormona (de Medeiros & Norman, 2009). La 
hCG junto con las gonadotrofinas producidas por la glándula pituitaria, hLH 
y hFSH (hormonas luteinizante y folículoestimulante humanas) y la hormona 
estimulante de la glándula tiroidea humana (hTSH), constituyen una familia 
de hormonas glicoproteicas heterodiméricas que contienen una subunidad 
idéntica o común (subunidad α) covalentemente ligada con la subunidad 
β; esta última es responsable de conferir la especificidad biológica a cada 
proteína (Grossmann et al., 1997; Pierce & Parsons, 1981).

La subunidad β de la hCG se diferencia no solo en la secuencia aminoací-
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–glicosídicos (Cole & Khanlian, 2007). El rol de tal extensión probablemente 
radique en mantener un tiempo de vida media en plasma más prolongado de 
la hCG comparado con las otras hormonas glicoproteicas (Matzuk et al., 1990).

Se ha utilizado la tecnología de fusionar una o más unidades de CTP a los 
extremos N y/o C de diversas proteínas con el fin de mejorar sus propiedades 
terapéuticas. Las siguientes proteínas fueron modificadas mediante la adi-
ción del péptido CTP: subunidad β de la hFSH (Trousdale et al., 2009) y hTSH 
(Joshi et al., 1995), subunidad α de la hCG (Furuhashi et al., 1995), hormona 
de crecimiento humana (hGH) (Fares et al., 2010), eritropoyetina humana 
(hEPO) (Fares et al., 2011) e interferón–α2b humano (hIFN–α2b) (Ceaglio et 
al., 2016). La utilización del péptido CTP demostró no afectar el ensamblaje, 
la secreción, la afinidad por el receptor y la actividad in vitro de muchas de 
las proteínas fusionadas al mismo y, en particular, mejoró las propiedades 
farmacocinéticas de otra de ellas como hIFN–α2b (Ceaglio et al., 2016).

5.4. Bioterapéuticos obtenidos mediante 
glicoingeniería por hiperglicosilación

A continuación, se expondrán brevemente dos ejemplos de generación de 
bioterapéuticos obtenidos mediante glicoingeniería por hiper–N–glicosilación 
e hiper– O–glicosilación, respectivamente:

Darbepoetina alfa (Aranesp®)

Biofarmacéutico de segunda generación de denominación 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 crónica, cáncer y SIDA, naturalmente presenta 
tres sitios de N–glicosilación (Asn24, Asn38 y Asn83) y un sitio de O–glicosilación 
(Ser126) distribuidos en una secuencia peptídica de 165 residuos aminoacídicos 
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(Egrie & Browne, 2001; Egrie et al., 2003). El empleo de hEPO recombinante 
(rhEPO), es decir, como bioterapéutico de primera generación presenta la des-
ventaja de la elevada frecuencia de dosificación al paciente para lograr el efecto 
clínico deseado (3 dosis semanales por vía subcutánea o intravenosa). 

La secuencia de aminoácidos de Aranesp® difiere de hEPO en 5 residuos 
(Ala30Asn, His32Thr, Pro87Val, Trp88Asn, and Pro90Thr) de manera de contener 
dos nuevos sitios de N–glicosilación capaces de recibir oligosacáridos en los 
residuos Asn30 y 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 pI de 3,3. En contraposición, 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 número de moléculas de AS disminuye la 
afinidad por el receptor de hEPO y, en consecuencia, la actividad biológica in 
vitro, dicho aumento representa una característica crucial para la actividad in 
vivo de la nueva proteína. Así, las isoformas con mayor contenido en tal residuo 
ácido han mejorado las propiedades farmacocinéticas de hEPO, ejemplificadas 
por una superior vida media y una inferior velocidad de depuración plasmática. 
La inoculación de 100 U/kg de rhEPO o de una cantidad equimolar de la versión 
hiperglicosilada a pacientes sometidos a diálisis peritoneal, permitió concluir 
con respecto a tales parámetros en humanos (Macdougall et al., 1999), obser-
vándose un incremento de 3 veces en la vida media terminal de esta última 
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 concentración sérica de cada molécula 
en función del tiempo, se obtuvo un área bajo la curva (AUC) significativamente 
superior para la variante hiperglicosilada (291 ± 7,6 ng×ml-1×h vs. 131,9 ± 8,3 
ng×ml-1×h) y una correspondiente velocidad de depuración plasmática inferior 
(1,6 ± 0,3 ml×h-1 vs 4 ± 0,3 ml×h-1) en comparación con la rhEPO.

Desde el punto de vista farmacológico, ambas proteínas se unen al receptor 
de células progenitoras eritroides. Tal interacción estimula la diferenciación 
a eritrocitos e inhibe procesos apoptóticos (Powell & Gurk–Turner, 2002). La 
versión hiperglicosilada presenta una actividad biológica 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 rhEPO, 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 peptídica que porta diferente grado de glicosilación (Ceaglio 
et al., 2010a; Mattio et al., 2011). Por lo tanto, el descenso de la afinidad por 
el receptor debido a la mayor glicosilación 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 biológica in 
vivo y los efectos terapéuticos de una molécula (Egrie et al., 2003).
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Biofarmacéutico de segunda generación obtenido mediante tecnología de 
hiper–O–glicosilación por adición del péptido C terminal de la subunidad β 
de la hCG a la subunidad β de la hFSH como se indicara con anterioridad. 
El bioterapéutico es utilizado en clínica, bajo la denominación comercial de 
Elonva (de propiedad de MSD, Alemania), por su capacidad de sostener la 
estimulación del folículo ovárico al imitar la actividad de la hormona hFSH 
pero con acción prolongada debido a la notable mejora de sus propiedades 
farmacocinéticas. De tal modo, la hormona hiperglicosilada es eliminada 
más 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 eliminación confirma el éxito obtenido durante el 
ciclo de tratamiento de estimulación ovárica controlada antes de realizar 
procedimientos de fertilización in vitro o inyección intracitoplasmática de 
espermatozoides por el cual una sola inyección subcutánea de la hormona 
hiperglicosilada es útil para iniciar y sostener durante una semana el creci-
miento de múltiples folículos y, así, reemplazar las siete inyecciones diarias 
de rhFSH (Fauser et al., 2009).

5.5. conclusión

La generación de nuevas variedades de proteínas humanas, basada en la 
aplicación de técnicas de glicoingeniería en general y mediante la técnica 
de hiperglicosilación, en particular, ha permitido avanzar en el desarrollo 
de nuevos bioterapéuticos de segunda generación que aportaron ventajas 
estructurales y funcionales a sus contrapartes no glicosiladas. La existencia 
de proteínas hiper–N–glicosiladas e hiper–O–glicosiladas en el mercado bio-
farmacéutico pone de relevancia la capacidad de la industria para afrontar 
tales desafíos en el vasto campo de la producción de proteínas recombi-
nantes expresadas en células de mamífero. De este modo, la necesidad de 
encontrar soluciones a distintas patologías dirigidas hacia la mejora en la 
eficacia, estabilidad, farmacocinética y farmacodinámica de los bioterapéu-
ticos, genera el motor para que las propuestas en glicoingeniería sigan un 
curso de crecimiento e innovación.
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6.1. introducción

La importancia de las glicoproteínas terapéuticas ha crecido rápidamente 
desde la aparición de la industria biotecnológica. Inicialmente, las mismas 
derivaban de fuentes naturales tales como sangre humana (factores de 
coagulación de la sangre y albúmina sérica), páncreas (insulina) y placenta 
(glucocerebrosidasa). Sin embargo, las preocupaciones sobre la pureza y 
consistencia del producto como así también el potencial de contamina-
ción viral, resultaban un inconveniente difícil de resolver. Luego de 30 
años de desarrollo, la bioingeniería molecular y celular permiten resolver 
esos inconvenientes mediante la producción de proteínas terapéuticas en 
forma recombinante.

Las modificaciones postraduccionales y, en particular, la glicosilación, 
juegan un papel decisivo en asegurar la función adecuada de las proteínas. 
Se sabe que la glicosilación tiene lugar en una gran variedad de clases de 
proteínas, incluyendo, pero sin limitarse a: anticuerpos, hormonas proteicas, 
factores de crecimiento, enzimas, citoquinas y antígenos vacunales. Mientras 
que los anticuerpos de la clase IgG poseen un único sitio de glicosilación en el 
fragmento Fc, y en algunos casos un segundo sitio de glicosilación en el frag-
mento Fab, otras proteínas llevan una abundancia de sitios de glicosilación, 
protegiendo virtualmente la estructura peptídica del entorno extracelular. 
En este sentido, el entendimiento de los mecanismos de glicosilación ha 
adquirido un papel cada vez más importante en el desarrollo tanto de nuevos 
biológicos como de biosimilares. La glicosilación tiene una gran influencia 
en las características funcionales de una proteína. La activación 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 glicosilación. 
La glicosilación es un proceso altamente complejo, que implica una red de 
varios cientos de enzimas y transportadores intracelulares, y —en contraste 
con la secuencia de aminoácidos codificada genéticamente de la proteína— 
varía con las capacidades de la línea celular e incluso del clon celular utilizado 
para la producción. El diseño del proceso de producción y purificación de 
glicoporteínas terapéuticas es clave para obtener un bioproducto consistente, 
lo que supone un desafío importante para los productores de glicoproteínas. 

Expresión de glicoproteínas 
recombinantes en diferentes sistemas
Claudio Prieto

6	
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El rápido crecimiento del mercado biofarmacéutico mundial en los últimos 
años ha sido un buen indicador de la importancia de las glicoproteínas en 
la industria biotecnológica. 

6.2. Glicoproteínas recombinantes  
como productos biológicos

La mayoría de los productos biológicos aprobados por la FDA son glicoproteínas 
recombinantes. Estas proteínas han sido utilizadas para el tratamiento de nume-
rosas enfermedades siendo que algunos de ellas aún están en fase de aprobación. 
La elección del sistema de expresión es un paso clave en la planificación de la 
producción de la proteína funcional ya que la glicosilación influirá en el rendi-
miento, la farmacocinética, la actividad biológica y la inmunogenicidad. Hasta el 
momento, la mayoría de las proteínas recombinantes son producidas utilizando 
sistemas de expresión tales como bacterias, levaduras, células de insectos y célu-
las de mamíferos. Cada uno de estos sistemas presenta significativas diferencias, 
principalmente todo lo relacionado con las modificaciones postraduccionales. La 
glicosilación es la modificación postraduccional más frecuente de las proteínwas 
recombinantes y probablemente sea la que más impacte en la actividad biológica 
de las mismas. El 70 % de las proteínas terapéuticas están glicosiladas (Ghaderi 
et al., 2012). En la Tabla 6.1 se describen algunas de las glicoproteínas terapéu-
ticas recientemente aprobadas y la plataforma de producción. Para una mejor 
revisión se sugiere leer el Capítulo 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 glicoproteínas recombinantes tera-
péuticas comprenden varias clases y son utilizadas para un amplio rango de 
enfermedades, entre ellas podemos citar desórdenes metabólicos, enferme-
dades autoinmunes, cáncer, etc. La clasificación puede realizarse de acuerdo 
con su función o aplicación. Se definen cuatro grupos:
•	 Grupo I: proteínas con actividad enzimática.
•	 Grupo II: proteínas con actividad target u orientadas.
•	 Grupo III: proteínas como vacunas.
•	 Grupo IV: proteínas para diagnóstico.

De manera comparativa con las drogas sintéticas, las proteínas recombinantes 
terapéuticas presentan algunas ventajas: alta especificidad y complejidad, 
mejor tolerancia y menor inmunogenicidad y, regulatoriamente, son más rápi-
das de aprobar que otras drogas. Comparativamente con proteínas derivadas 
de fuentes biológicas, como, por ejemplo, insulina (páncreas) y albúmina 
(plasma), las proteínas recombinantes permiten asegurar reproducibilidad, 
pureza, y bioseguridad induciendo a las compañías biofarmacéuticas a la 
producción de las mismas (Sethuraman & Stadheim, 2006).
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En 1996, el término «especie proteica» fue introducido por Jungblut (Jungblut 
et al., 1996) y cerró una brecha entre la función de una proteína y su estructura 
química como un enfoque necesario para expandir el dogma central de la 
biología molecular. Mientras que una proteína se refiere al gen que la codifica, 
una especie de proteína se define por su composición química y se considera 
la unidad más pequeña del proteoma. A partir del producto de la síntesis 
primaria postraducción del ARNm, todos los cambios estructurales debidos a 
modificaciones postraduccionales, degradación, transporte o procesamiento 
intracelular, así como cualquier combinación de estas modificaciones quími-
cas, conducen a nuevas especies de una misma proteína.

La glicosilación es la unión covalente de restos de carbohidratos (glicanos) 
a aminoácidos seleccionados de la cadena de polipéptidos y es conocida por 
ser una de las modificaciones postraduccionales más comunes, complejas y 
versátiles. La glicosilación de proteínas es específica del tipo de célula, tejido 
y especie. A diferencia de otros procesos celulares, como la transcripción o la 
traducción, la biosíntesis de glicanos no está dirigida por un «molde» y, sin 
embargo, se realiza por la interacción secuencial de enzimas (glicosiltrans-
ferasas y glicosidasas). Además, las glicoproteínas generalmente exhiben 
macro y microheterogeneidad aumentando la diversidad del proteoma a 
un nivel incomparable con cualquier otra modificación postraduccional. La 

Tabla 6.1. Ejemplos de algunas glicoproteínas terapéuticas recombinantes 
aprobadas en los últimos años

Año Producto Compañía Uso clínico Plataforma 
celular

2016 Zinplava© (bezlotoxumab) Sharp & Dohme Limited Clostridium 
difficile

CHO

Taltz© (ixekizumab) Eli Lilly Nederland B. V. Psoriasis CHO

Anthim© (obiltoxaximab) Elusys Therapeutics, Inc. Antrax NS0

2015 Darzalex© (daratumumab) Janssen Biotech, Inc. Mieloma 
múltiple

CHO

Nuwiq© (Antihemophilic 
rFactor VIII)

Octapharma AB Hemofilia A HEK293F

Repatha© (evolocumab) Amgen Europe B. V. Hipercoles-
terolemia

CHO

2014 Eloctate© (Antihemophilic 
rFactor VIII, FcFusion 
Protein)

Biogen Idec, Inc Hemofilia A HEK293

Alprolix© (rFactor IX fused 
to a human IgG1 Fc domain)

Biogen Idec, Inc Hemofilia B HEK293

Pelegridy© (peginterferon 
beta 1-a)

Biogen Idec, Inc Esclerosis 
múltiple

CHO
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macroheterogeneidad, también denominada ocupación variable «del sitio 
de glicosilación», describe que la glicosilación no es obligatoria en todos los 
sitios potenciales de glicosilación. Esto puede depender de la conformación 
de la proteína y la disponibilidad del sitio, la cinética enzimática, así como 
la célula huésped y su estado fisiológico. Grandes variaciones con respecto 
a la composición de monosacáridos, el enlace glicosídico o la ramificación 
de glicano pueden surgir adicionalmente de la microheterogeneidad que se 
refiere a la diversidad estructural de oligosacáridos en un sitio de glicosilación 
particular (Rosenlöcher et al., 2016).

En 1988, el término «glicoformas» fue definido por Rademacher y cola-
boradores (Rademacher et al., 1988) como subconjuntos discretos de una 
glicoproteína que comparte un esqueleto de polipéptidos idénticos pero 
difieren con respecto a la glicosilación. Las glicoformas tienen diferentes 
características físicas y bioquímicas que pueden conducir a la heterogeneidad 
funcional y también son dependientes de la plataforma celular. Por ejemplo, 
los monosacáridos terminales de glicanos, fucosas y ácidos siálicos tienen 
importantes impactos estructurales y funcionales relacionados con la vida 
media y actividad biológica de las glicoproteínas.

La formación de glicoformas también ocurre durante la producción de pro-
teínas recombinantes. Esto es de particular interés en el campo de la salud ya 
que se usa una gran cantidad de glicoproteínas recombinantes como produc-
tos biofarmacéuticos. El mercado de las glicoproteínas terapéuticas, incluidos 
los anticuerpos, los factores de coagulación, las citocinas y las hormonas, 
es muy rentable y crece rápidamente cada año. El proceo de glicosilación 
se ve afectado directamente por el entorno intracelular y el cultivo celular. 
Esta variabilidad compleja que presentan las glicoproteínas representa un 
desafío 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 disminución drástica de 
la actividad in vivo para las glicoformas no sialiladas en comparación con las 
variantes sialiladas (Fukuda & Lopez, 1989). 

6.3. plataformas de producción  
de glicoproteínas terapéuticas

La elección del modelo celular para producir glicoproteínas recombinantes 
es clave para obtener un sistema de producción funcional exitoso. Varios 
aspectos deben ser considerados, entre ellos: características de la célula 
productora, costos de producción, capacidad de producir y traducir trans-
criptos de ARN, seguridad, eficacia, estabilidad cromosomal, estabilidad de 
producto, entorno bioquímico, etc.
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Tabla 6.2. Características de las diferentes plataformas de producción

Células Bacterias Levaduras Plantas Insectos Mamíferos
No humanos Humanos

Crecimiento 
celular

Muy 
rápido

Rápido Moderado Moderado Lento

Requerimiento 
de cultivo

Mínimo
Barato

Mínimo
Barato

Mínimo
Barato

Complejo
Caro

Complejo
Caro

Riesgo de 
contami-
nación del 
producto

Elevado
(endoto-
xinas)

Bajo Bajo Elevado
(virus)

Elevado
(virus)

Transgénesis Fácil
Estable

Fácil
Estable

Fácil a 
moderada

Moderada Moderada
Estable

Productividad Alta Alta Baja a 
moderada

Alta Moderada  
a alta

Modificaciones 
postraduccio-
nales

Limitada Glicosilación
Hiperma-
nosilación

Glicosilación
(glicoformas 
específicas 
de plantas)
No realizan 
sialilación

Glicosilación 
(glicoformas 
específicas 
de insectos)
Presencia 
de residuos 
de alta 
manosa  
o pausima-
nosa
No realizan 
sialilación

Glicosilación 
similar a  
la humana
Presencia 
de epitopes 
inmuno-
génicos no 
humanos

Perfil  
de glico-
silación 
humano

6.3.1. Bacterias

El primer producto biofarmacéutico aprobado (1982), insulina recombinante 
(Humulin® de Eli Lilly & Co.), se produjo en sistemas de expresión bacterianos 
(E. coli). Desde entonces, las bacterias se han utilizado para producir numerosas 
proteínas terapéuticas no glicosiladas aprobadas comercialmente, como enzimas, 
citoquinas y anticuerpos monoclonales bajo la forma de fragmentos Fv de cadena 
única scFv (del inglés, single chain Fv fragments). Esta plataforma celular presenta 
varias limitaciones para la producción de glicoproteínas recombinantes debido 
a la falta de maquinaria enzimática requerida para la glicosilación de proteínas. 
Por esta razón, los sistemas de expresión bacterianos tradicionalmente no son 
considerados para la producción de proteínas glicosiladas y complejas. Este 
escenario podría cambiar en los próximos años debido al descubrimiento de una 
maquinaria de N–glicosilación de proteínas en Campylobacter jejuni y su exitosa 
transferencia funcional a E. coli (Schwarz et al., 2010). Si bien el progreso realizado 
en los últimos años con respecto a la glicoingeniería de E. coli es significativo, 
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todavía se necesitan mejoras para establecer un proceso de producción rentable, 
ya que los rendimientos actualmente alcanzados son insuficientes para fines 
comerciales (Pandhal & Wright, 2010).

6.3.2. Levaduras

Los sistemas de expresión basados en levaduras son considerados muy 
atractivos y se han usado ampliamente para la producción de proteínas 
recombinantes. Las levaduras se pueden cultivar en medios químicamente 
definidos, crecer rápidamente y alcanzar densidades muy altas en un corto 
período de tiempo, presentan una expresión robusta, se puede aumentar el 
volumen de fermentación a escala industrial y principalmente cuentan con 
mecanismos de glicosilación bien caracterizados (N–glicosilación). 

Alrededor del 20 % de los productos biofarmacéuticos se produce en 
S. cerevisiae, incluida la insulina, algunas vacunas contra la hepatitis y la 
albúmina sérica humana. Su uso intensivo también está relacionado con el 
plegamiento adecuado de muchas proteínas humanas y la relativa facilidad 
de purificación ya que las proteínas producidas pueden ser secretadas al 
medio extracelular. Otro sistema basado en levaduras muy utilizado es Pichia 
pastoris. Este es considerado un sistema de expresión heterólogo exitoso 
con varias proteínas recombinantes en ensayos clínicos (Razaghi et al., 2017)
produced commercially in Escherichia coli. Efficient expression of hIFNg has 
been reported once for Pichia pastoris (Wang et al., 2014. Glicoproteínas 
recombinantes expresadas en levadura con aprobación de comercializa-
ción incluyen: una vacuna a subunidad de hepatitis B que usa antígeno de 
superficie de hepatitis B (Engerix B, GSK); factor estimulante de colonias de 
granulocitos y macrófagos humano recombinante (Leuquina®, Sanofi); factor 
de crecimiento recombinante derivado de plaquetas humanas (Regranex®, OMJ 
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 más de 100 residuos de 
manosa adicionales, afectan negativamente la vida media de las proteínas 
tras la administración de la misma pudiendo provocar reacciones inmunes 
adversas en los seres humanos. Se han realizado esfuerzos para modifi-
car genéticamente las levaduras mediante la eliminación de los glicanos 
hipermanosilados endógenos, seguido de la introducción 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 OCH1 
(gen responsable del desencadenamiento de hipermanosilación), resultó en 
una reducción en el número de manosas en glicanos en comparación con 
una cepa de tipo salvaje (Hamilton y Gerngross, 2007; Meehl and Stadheim, 
2014). En 2006, Merck adquirió GlycoFi (Pichia pastoris glicoingenierizada 
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para N–glicosilación) para sinergizar su producción biofarmacéutica en 
Saccharomyces cerevisiae (Gardasil®) con el fin de producir productos 
mejorados con costos inferiores a los obtenidos con líneas celulares de 
mamíferos (Beck & Reichert, 2012).

6.3.3. Células de plantas

Las células de plantas se proponen como una plataforma de producción alter-
nativa para proteínas terapéuticas bioactivas ya que tienen varias ventajas, 
como la facilidad de ampliación o escalado para la producción industrial a 
un costo comparativamente bajo. Sin embargo, la N–glicosilación 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 GlcNAc, los residuos β1–4–Gal, los AS y los 
residuos de α1–6–Fucosa. Además, los N–glicanos de plantas pueden llevar 
residuos de β1–2–Xylosa y α1–3–Fucosa que están ausentes en humanos y por 
lo tanto son inmunogénicos. Además, mientras que los N–glicanos humanos 
de tipo complejo frecuentemente consisten en estructuras multiantenarias 
con más 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 clínicos tales como la transferrina o la 
lisozima humanas todavía contienen glicosilación de plantas. Sin embargo, 
productos como la lisozima están diseñados para su administración en forma 
oral, lo que sugiere que las estructuras de glicanos vegetales no siempre son 
inmunogénicas y no obstaculizarán la aprobación y comercialización de la FDA 
(Boothe et al., 2010). En los últimos años se logró un progreso significativo 
en plantas transgénicas modificadas genéticamente equipadas con diferen-
tes componentes de la maquinaria de glicosilación de mamíferos, incluso 
permitiendo N–glicosilación multiantenaria y α-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 
producción confiable para glicoproteínas que llevan a cabo una glicosilación 
humanizada homogénea (Boothe et al., 2010).

La producción de proteínas recombinantes terapéuticas utilizando plantas 
como plataforma es un enfoque relativamente nuevo en donde se plan-
tea una reducción mayor al 50 % de la inversión de capital y el costo de 
los bienes en comparación con los sistemas de expresión de células de 
mamíferos (Nandi et al., 2016). Las especies solanáceas dentro del género 
Nicotiana, específicamente Nicotiana tabacum (tabaco) y Nicotiana ben-
thamiana (variedad australiana), se consideran en la actualidad las pla-
taformas más apropiadas en la agricultura molecular. Las características 
ventajosas incluyen i) facilidad de cultivo y alta biomasa; ii) disponibilidad 
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de herramientas genéticas para la manipulación de rasgos y iii) aptitud para 
nuevas técnicas de fitomejoramiento (CRISPR / Cas9). N. benthamiana es 
en especial adecuada para producir proteínas recombinantes, y un aspecto 
significativo es que contiene una inserción 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 característica permite la utilización 
eficiente de vectores de expresión transitorios y una producción rápida (4–10 
días) de proteínas de alto valor (hormonas, enzimas, anticuerpos) mediante 
transfección transitoria mediante agroinfiltración.

De manera reciente, un caso para destacar es el éxito de ZMapp, un cóctel 
de anticuerpos utilizado durante el brote de Ébola 2014–2015 (Qiu et al., 2014), 
y la producción 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 producción industrial resultando en hasta 5 g de proteína 
recombinante / kg de biomasa y 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 mamíferos, manteniendo 
sus importantes ventajas de bioprocesamiento. Esto facilita la expresión 
de proteínas humanas complejas (por ejemplo, anticuerpos) con comple-
jas modificaciones postraduccionales (por ejemplo, N– y O–glicosilación). 
Esta revisión se concentra en la capacidad de las plantas para producir 
proteínas con perfiles de glicosilación específicos. Un interés especial es la 
generación de glicoformas humanas con mayor homogeneidad, ya que esto 
difícilmente puede ser logrado por los huéspedes de expresión de mamífe-
ros debido a su compleja maquinaria de glicosilación endógena. Esto es de 
especial interés para la industria biofarmacéutica, ya que la mayoría de las 
proteínas terapéuticas está glicosilada y es bien sabido que los perfiles de 
glicanos tienen un impacto significativo en la estabilidad y funcionalidad 
de las proteínas. De hecho, se ha demostrado que ciertas funcionalidades 
de proteínas se pueden revertir, dependiendo del perfil de glicosilación. 
Ejemplos característicos son los anticuerpos IgG que exhiben actividades pro 
o antiinflamatorias, dependiendo de su perfil de glicosilación (Nimmerjahn 
& Ravetch, 2010).

El cultivo de células vegetales es una opción de producción interesante 
para productos biofarmacéuticos. Las células vegetales pueden realizar 
complejas modificaciones postraduccionales, y los sistemas se conside-
ran seguros ya que no albergan ningún patógeno humano conocido ni 
endotoxinas bacterianas. Los productos recombinantes se acumulan prin-
cipalmente en la vacuola de la planta, pero las proteínas más pequeñas 
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 tamaño de una célula vegetal puede ser de hasta 
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100 μm de diámetro, que es muchas veces más grande que las bacterias 
y las células animales. A modo de comparación, el diámetro de E. coli es 
de 2 μm, y el diámetro de las células de mamíferos de aproximadamente 
10 a 15 μm. Muchas células vegetales crecen muy lentamente, y el tiempo 
de duplicación para las células vegetales puede ser de varios días. Los 
medios de cultivo de células vegetales generalmente incluyen una fuente 
de carbono, suplementos orgánicos e inorgánicos, 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 pequeña escala, las células vegetales se pueden cultivar en 
matraces de agitación convencionales, y en mayor escala se han empleado 
varios diseños de biorreactores. Los ejemplos incluyen modificaciones de 
tanques agitados convencionales, biorreactores de un solo uso y biorreac-
tores desechables diseñados 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 revisión ver «Advanced 
Plant–Based Glycan Engineering» (Montero–Morales & Steinkellner, 2018) 
y «Plant protein glycosylation» (Strasser, 2016). 

Las células eucariotas comparten la capacidad de modificar proteínas 
por N–glicosilación. Se muestran ejemplos de estructuras de N–glicanos 
que se generan en diferentes plataformas de producción de glucoproteínas 
bioterapéuticas. Entre las células eucariotas, los primeros pasos de la N–
glicosilación se producen en el RE. La maquinaria de glicosilación del RE 
está altamente conservada entre todas las especies y da como resultado 
la biosíntesis de Man3GlcNAc2 como estructura core. Todas las modifica-
ciones adicionales del núcleo de N–glicano tiene lugar en el aparato de 
Golgi, con lo cual el repertorio de glicosilación varía 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 mayoría de los N–glicanos que se 
encuentran en las proteínas 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 
porción 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 ácidos siálicos en las posiciones más externas de las cadenas de 
glicanos. Pero los humanos han perdido la capacidad de sintetizar dos de 
los principales epítopes de glicanos de mamíferos, Galα1–3Gal (alfa–Gal) y 
ácido N–glicolilneuramínico (Neu5Gc). 
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6.3.4. Células de insectos

Los sistemas de expresión que utilizan células de insectos representan 
una adecuada alternativa a los sistemas bacterianos y de mamíferos. En 
células de insectos, los péptidos señales se clivan como en las células de 
mamíferos, los puentes disulfuro se forman en el retículo endoplásmico y 
las enzimas necesarias para el procesamiento proteolítico están disponi-
bles. Además, líneas celulares de insectos establecidas y utilizadas para la 
producción de proteínas recombinantes pueden crecer hasta densidades 
más altas que las células de mamíferos, con lo cual menor será el volumen 
de cultivo necesario para la producción de la glicoproteína. Como ventaja 
las células de insectos son menos exigentes que las células de mamíferos 
y se pueden utilizar bajo condicones estándar de cultivo y sin atmósfera 
de CO2 (Vilcinskas & Kollewe, 2013).

Si bien la glicosilación de proteínas tiene lugar en todos los organismos 
eucariotas, los patrones de glicosilación difieren entre las especies. Estas 
diferencias son más prominentes entre eucariotas inferiores y superiores, 
pero también están presentes entre diferentes líneas celulares de mamíferos 
pudiendo influir en la solubilidad, vida media, actividad e interacciones con 
otras moléculas (ver Capítulo 2). La glicosilación en células de insectos es 
similar pero no idéntica a las células de mamíferos. Las líneas celulares de 
insectos más ampliamente utilizadas para la producción de proteínas recom-
binantes son las células Schneider 2 (S2) de las últimas etapas embrionarias 
de Drosophila melanogaster (Schneider, 1972) y células Sf–9 del tejido ovárico 
pupal del gusano cogollero Spodoptera frugiperda (Vaughn et al., 1977). 

Debido al tipo de glicosilación de alta manosa y paucimannosa que se 
obtiene en las células de insecto, pocas proteínas terapéuticas se producen 
en este sistema, ya que esto compromete la bioactividad in vivo y podría 
inducir reacciones alergénicas. La ingeniería de esas células con glicosil-
transferasas permite la producción de proteínas con azúcares similares a las 
células de mamífero. Las células de insectos también ofrecen una plataforma 
interesante para producir antígenos de vacunas o partículas similares a virus, 
mientras que los baculovirus diseñados que contienen promotores de mamí-
feros (bacmam) muestran un gran potencial como vectores genéticos para la 
transducción de células de mamíferos. Una vacuna contra el VPH (Virus del 
Papiloma Humano) autorizada se compone de una forma truncada de las 
principales proteínas de la cápside L1 de los tipos 16 y 18 del VPH expresadas 
en células High FiveTM (Cervarix1) y muchas más (por ejemplo, Provenge®, 
Flublok®, Chimigen®) están en desarrollo o en fase clínica.

Un sistema muy conocido de producción de proteínas recombinantes en células 
de insectos es el sistema de células de insecto–baculovirus. Sin embargo, está 
claro que las capacidades de glicosilación de proteínas de las células de insecto 
infectadas con baculovirus no son equivalentes a las de los eucariotas supe-
riores. Mientras que las glicoproteínas de mamíferos nativos a menudo tienen 
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N–glicanos de tipo complejo con ácidos siálicos terminales, las glicoproteínas 
recombinantes derivadas de células de insectos generalmente tienen cadenas 
laterales mucho más simples, conocidas como N–glicanos paucimannosídicos, 
en sitios normalmente ocupados por estructuras complejas, sialiladas terminal-
mente. Además, los N–glicanos derivados de insectos pueden contener residuos 
de fucosa en uniones α1,3 que se sabe que son alergénicos. Estas diferencias 
estructurales entre los principales N–glicanos sintetizados por las células de 
insectos y mamíferos son serios problemas que han dificultado el uso del sis-
tema de expresión de células de insecto–baculovirus para la producción de 
glicoproteínas recombinantes para al menos algunas aplicaciones farmacéuticas 
(Vilcinskas & Kollewe, 2013).

Un inconveniente serio es la falta de glicanos de tipo complejo con áci-
dos siálicos terminales en células de insectos. Por ejemplo, mientras que la 
transferrina humana tiene principalmente estructuras N–glicosídicas de tipo 
α2,6–diantenarias y trisialil–triantenarias, la transferrina humana recombinante 
expresada en células de insectos contiene glicoformas de bajo peso molecular 
principalmente del tipo paucimannosídicas, con una falta completa de galactosa 
y ácidos siálicos (Ghaderi et al., 2012). En consecuencia, las glicoproteínas huma-
nas recombinantes expresadas en sistemas de células de insectos actualmente 
no son adecuadas para fines terapéuticos. Estas limitaciones principales pueden 
ser superadas por glicoingeniería de forma tal de permitir un procesamiento 
«mejorado» de N–glicanos y generar una glicosilación 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 ácidos siálicos 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 podrían 
apoyar la producción de glicoproteínas recombinantes con N–glicanos más 
«auténticos», similares a los de los mamíferos, por líneas celulares de insectos 
que ya se utilizan como «huéspedes» para los vectores de baculovirus. Otro 
ha implicado la identificación de combinaciones alternativas de baculovi-
rus–huésped naturales que podrían producir glicoproteínas recombinantes 
con N–glicanos más «humanizados». Otro enfoque más ha sido diseñar gené-
ticamente vectores de baculovirus o sus huéspedes para codificar y expresar 
genes de mamíferos involucrados en los últimos pasos del procesamiento 
del N–glicano. Este enfoque ha producido nuevos sistemas de células de 
insecto–baculovirus que pueden producir glicoproteínas recombinantes más 
«humanizadas» (Shi and Jarvis, 2007).

6.3.5. Células de mamíferos

En la última década, más de cien nuevos productos biofarmacéuticos han 
sido aprobados y comercializados en los Estados Unidos y la Unión Europea. 
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El valor de mercado para estos productos biológicos se estimó recientemente 
en $ 140 mil millones de dólares estadounidenses, con un total de más de 
doscientos productos terapéuticos. Una parte importante de estos productos 
son proteínas recombinantes, con un aumento constante en el número de 
ellas producidas en plataformas de expresión de líneas celulares de mamí-
feros. Esta tendencia se debe principalmente a la mayor atención dirigida 
a las modificaciones postraduccionales de estos productos biológicos, en 
particular hacia su estado de glicosilación. De hecho, se han realizado varios 
esfuerzos en los últimos años para comprender cómo la glicosilación puede 
influir en la actividad biológica de la proteína terapéutica. Los estudios han 
demostrado que los perfiles adecuados de glicosilación pueden mejorar las 
propiedades de las proteínas recombinantes, como aumentar su estabilidad 
y vida media en la circulación sanguínea y disminuir su inmunogenicidad 
(Lalonde and Durocher, 2017). Entre los sistemas de expresión basados en 
células de mamíferos, las células CHO son la línea celular más comúnmente 
utilizada para la producción de más del 70 % de proteínas biofarmacéuticas 
recombinantes, la mayoría de las cuales son anticuerpos monoclonales (mAb) 
(Durocher and Butler, 2009a).

En este contexto, el desarrollo de líneas celulares más eficientes producto-
ras de proteínas recombinantes que cumplan con los requisitos industriales 
es de suma importancia. Como la eficacia y la inmunogenicidad de las pro-
teínas recombinantes se correlacionan directamente con sus modificaciones 
postraduccionales, las líneas celulares de mamíferos representan la opción 
preferida como sistema de expresión 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 expresión de mamíferos aún 
exhiben cuellos de botella en comparación con los sistemas de producción 
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 mamíferos sigue siendo un 
desafío clave para satisfacer la creciente demanda de proteínas terapéuticas. 
Además, los sistemas de salud ya enfrentan enormes costos asociados con 
la creciente demanda de proteínas terapéuticas para satisfacer necesidades 
médicas no satisfechas. Los procesos de fabricación industrial de productos 
biofarmacéuticos dependen en gran medida de plataformas de producción 
basadas en células no caras y de alto rendimiento para maximizar los ren-
dimientos de producción, pero también para reducir los costos asociados. 
Por lo tanto, se deben desarrollar e implementar nuevas estrategias para 
permitir procesos de producción basados en células de mamíferos de alto 
rendimiento rentables y eficientes. En general, existen diferentes oportuni-
dades para contrarrestar las limitaciones de las células de mamíferos. Las 
características crecientes de crecimiento que conducen a una proliferación 
celular acelerada y/o una densidad celular máxima viable (VCD) se pueden 
lograr mediante optimizaciones de bioprocesos y medios (Yusufi et al., 2017).
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Así, el mejoramiento del rendimiento de las líneas celulares productoras, 
principalmente en células CHO, se ha logrado mediante la implementación 
de técnicas de ingeniería genética. Estos enfoques comprendían clásicamente 
la sobreexpresión de genes beneficiosos o la represión de productos génicos 
desventajosos por desactivación genómica o desactivación mediada por 
siRNA, etc. En particular, los ARN no codificantes evolucionaron recientemente 
como una novedosa herramienta de ingeniería celular de vanguardia que 
exhibe un alto potencial para revolucionar el desarrollo de la línea celular 
CHO. Estos esfuerzos pueden producir derivados de células CHO que superan 
a sus líneas celulares parentales en cuanto a crecimiento, resistencia a la 
apoptosis, metabolismo, productividad o la capacidad de expresar proteínas 
recombinantes con un perfil de glicosilación a medida.

Por lo tanto, la ingeniería de célula «huésped» representa una técnica 
poderosa para aumentar significativamente la eficiencia de los procesos de 
producción basados en CHO. Los siguientes tres temas proporcionan una 
visión general completa de los enfoques genómicos funcionales realizados 
con éxito para la ingeniería de células CHO en las últimas tres décadas. 
También presentaremos tecnologías novedosas e innovadoras que podrían 
contribuir a mejorar el rendimiento de las células CHO para establecer pro-
cesos de producción superiores de alto rendimiento en el futuro.

6.3.5.1. Líneas celulares de mamíferos no humanas

CHO (Chinese Hamster Ovary)

Las células CHO son ampliamente utilizadas para la producción de glicopro-
teínas debido a sus numerosas ventajas. Estas células pueden alcanzar una 
tasa de producción importante, son adecuadas para el cultivo industrial en 
suspensión a gran escala y pueden adaptarse para crecer en diversos medios 
de cultivo sin suero y químicamente definidos. Como las células CHO produ-
cen glicoproteínas recombinantes con glicanos similares a los humanos, los 
productos generados son más compatibles y bioactivos en los huéspedes 
humanos. Además, estas células son refractarias a la infección por virus 
humanos como los adenovirus, el herpes, la hepatitis, el VIH, el sarampión 
y la influenza, lo que incrementa la bioseguridad con fines de producción 
comercial. Esta disminuida susceptibilidad podría atribuirse al hecho de que 
muchos genes virales no se expresan en células CHO (Xu et al., 2011).

Con el propósito de aumentar los rendimientos y las productividades espe-
cíficas de los bioprocesos mediados por células CHO se han desarrollado y 
utilizado diferentes sistemas de amplificación génica (Durocher & Butler, 2009; 
Kim et al., 2011; Lai et al., 2013). Una de las características más importantes 
del sistema celular CHO es la facilidad de generar clones celulares diseñados 
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 inserción de genes 
específicos en el genoma de la célula mediante la integración específica del 
sitio o la integración aleatoria seguida de la amplificación de genes utilizando 
los sistemas de dihidrofolato reductasa (DHFR) o glutamina sintetasa (GS). 

Todo el «sistema de células CHO» abarca una variedad de diferentes líneas 
celulares que probablemente derivaron de una célula de ovario de hámster 
chino clonal e inmortalizada en forma espontánea, originalmente aislada en 
1956 por Theodore Puck (Puck et al., 1958). El hecho de que la primera línea 
celular CHO y todas las líneas celulares derivadas subsecuentemente sean 
deficientes en la síntesis de Pro apoya fuertemente la noción de un origen 
clonal común (Wurm y Hacker, 2011). Hoy en día, tres diferentes líneas celulares 
CHO se usan comúnmente para la fabricación de biofarmacéuticos: i) la línea 
celular CHO–K1, ii) la línea CHO–DXB11 con un knockout DHFR monoalélico y iii) 
la línea CHO–DG44 en la que ambos alelos DHFR fueron eliminados físicamente 
(Urlaub et al., 1983; Wurm y Hacker, 2011)Davidson, and Siminovitch (1976.

CHO–K1: la línea celular CHO–K1 representa una de las líneas celulares 
clonales establecidas más tempranamente. En 2000, Lonza adaptó la línea 
celular original CHO–K1 para crecer en cultivo en suspensión y en medio sin 
suero, y más tarde desarrolló una sublínea denominada CHO–K1 SV (Wurm, 
2013). La línea celular CHO–K1SV se utiliza principalmente en combinación 
con el exclusivo sistema de selección 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:RPMI1640 (2:1:1. Las 
células estables se seleccionan en medio libre de Gln, que también se puede 
complementar con el inhibidor específico de GS, metionina sulfomixina (MSX) 
para aumentar la rigurosidad de la selección y elevar la productividad. Sin 
embargo, la inestabilidad clonal puede ser un problema en los clones de 
producción amplificados por MSX debido a reordenamientos cromosómi-
cos. Esta observación también se ha realizado con frecuencia en las líneas 
celulares de producción 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 notó que las sub-
poblaciones de células CHO podían crecer como un cultivo en suspensión no 
adherente. Aproximadamente diez años después, Larry Thompson y Raymond 
Baker mencionaron y describieron por primera vez el cultivo en suspensión 
de la línea celular CHO–S (Thompson & Baker, 1973). Es digno de mención que 
la adaptación de las células CHO para crecer en cultivo en suspensión marcó 
un cambio de paradigma en la tecnología de cultivo de células animales y 
finalmente allanó el camino para la fabricación a gran escala de proteínas 
terapéuticas recombinantes hasta una escala de 20 000 l utilizando biorre-
actores de tanque agitado. Hoy en día, las células CHO–S para producción en 
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suspensión pueden obtenerse comercialmente a partir de bancos cGMP. Sin 
embargo, una de las principales desventajas de las células CHO–S es que la 
línea celular tiende a formar grandes agregados en el cultivo en suspensión 
(Lindskog et al., 2018).

CHO–DXB11: las células CHO deficientes en DHFR son auxótrofas triples para 
glicina, hipoxantina y timidina, y por lo tanto requieren la adición de estos 
nutrientes al medio de cultivo. Para obtener esta línea celular, que más tarde 
se denominó CHO–DXB11, las células CHO–K1 se mutagenizaron por irradiación 
gamma, creando una línea 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 eliminación física 
de un locus DHFR, mientras que el otro alelo lleva una mutación errónea del 
gen DHFR. La falta de actividad de DHFR hace que las células CHO–DXB11 sean 
altamente adecuadas para la transfección estable con vectores de adminis-
tración de genes que además albergan un transgén en combinación 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 expresión de DHFR hace que las células sean capaces de sintetizar ADN 
en ausencia de los desoxirribonucleonucleidos mencionados anteriormente. 
CHO–DXB11 también fue la línea celular utilizada para la producción comercial 
del primer activador tisular del plasminógeno humano como proteína recom-
binante aprobada (tPA; comercializado bajo el nombre comercial Activase), 
por Genentech (Lindskog et al., 2018). 

CHO–DG44: con el propósito de obtener células CHO knockout en forma bialé-
lica del gen DHFR, Urlaub y Chasin (1983) decidieron realizar rondas adicionales 
de mutagénesis utilizando la línea celular CHO original (Xu et al., 2011). Así, 
estos esfuerzos finalmente llevaron al establecimiento de otra línea celular 
CHO deficiente en DHFR denominada CHO–DG44, donde ambos loci de genes 
DHFR fueron eliminados físicamente. Desde entonces, las células CHO–DG44 
se han convertido en la línea celular huésped derivada de CHO más frecuente-
mente empleada para la producción 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 análogo 
de folato (MTX). MTX inhibe la actividad de DHFR al unir competitivamente el 
sitio catalítico de la enzima DHFR evitando la conversión de dihidrofolato en 
tetrahidrofolato activo que se requiere para la síntesis de ADN. Un aumento 
gradual en la concentración 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, así como DHFR, agrega más presión de selección 
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a las células. En consecuencia, esto conduce a la amplificación genómica de 
DHFR y del gen de interés, lo que resulta en un número elevado de copias de 
transgenes y, por lo tanto, los grupos de células supervivientes generalmente 
exhiben una mayor productividad celular de la proteína recombinante (Wirth 
et al., 1988). Sin embargo, la amplificación de genes mediada por MTX con un 
aumento concomitante en la producción de proteínas inevitablemente viene 
junto con importantes reordenamientos genómicos, y muy probablemente 
también con cambios en la expresión génica. Además, entre otros factores, 
se supone que las aberraciones genómicas 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 líneas celulares derivadas de 
CHO–DG44 todavía se usan con frecuencia en una gran cantidad de compañías 
farmacéuticas en todo el mundo.

En 2011 fue secuenciado el primer genoma CHO por Xu y sus colaboradores 
acelerando significativamente los esfuerzos en investigación y desarrollo 
para aplicaciones biotecnológicas (Xu et al., 2011). Sin embargo, dado que las 
células CHO son inherentemente propensas a reordenamientos genómicos, 
fueron necesarios más esfuerzos de secuenciación, incluida la clasificación 
de cromosomas de antemano, para obtener una visión más detallada de las 
regiones genómicas (Lewis et al., 2013). Además de la información del genoma, 
los datos de transcriptoma, miARNoma y proteoma estuvieron disponibles 
recientemente (Becker et al., 2011). Más recientemente, los sitios de inicio 
de la transcripción se desentrañaron en el año 2014 (Jakobi et al., 2014), lo 
que da lugar a análisis bioinformáticos detallados una vez que estos sitios 
de inicio finalmente se han introducido en la base de datos del genoma CHO 
disponible públicamente (www.Chogenome.org). En conjunto, todas estas 
valiosas contribuciones ayudaron significativamente a caracterizar mejor 
esta herramienta de trabajo biotecnológico y respaldaron sustancialmente 
los esfuerzos de investigación en ingeniería celular. 

Para tener una idea más abarcativa del complejo mundo de las células CHO 
y su pontencial biotecnológico 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 glicoproteínas 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®), así como otras proteínas como el activador del plasmi-
nógeno 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, más de la mitad de los productos biológicos aproba-
dos son proteínas recombinantes producidas en células CHO. Entre estos 
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productos, cuatro mAbs, Daratumumab (DARZALEX®), Mepolizumab (NUCALA®) 
y Evolocumab / Alirocumab (REPATHA® / PRALUENT®) se usan para tratar el 
mieloma múltiple, el asma y la hipercolesterolemia, respectivamente (Health 
and Innovation, 2018). Aunque las células CHO poseen muchas ventajas para la 
producción de glicoproteínas, no pueden producir algunos tipos o patrones de 
glicosilación humana, tales como la α–2,6–sialilación y la α–1,3/4–fucosilación. 
Asimismo, las células CHO producen glicanos que no se producen en las 
células humanas, a saber, ácido N–glicolilneuramínico (Neu5Gc) y galactosa–
α1,3–galactosa (α–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 podrían contribuir a la inmunogenicidad 
y neutralización de los bioterapéuticos correspondientes. Las células CHO 
también tienen una capacidad limitada para producir proteínas recombinan-
tes gamma–carboxiladas, como los factores de coagulación, aunque se han 
logrado algunas mejoras mediante el trabajo de ingeniería metabólica. Las 
proteínas que requieren un procesamiento proteolítico para la maduración 
pueden no estar completamente segmentadas y activas cuando se expresan 
en CHO. Por ejemplo, se demostró que la coexpresión de furina permite la 
producción de factor de Von Willebrand totalmente escindido y activo en un 
sistema de perfusión CHO a escala industrial y del dominio B del factor VIII 
de coagulación (Lalonde and Durocher, 2017).

BHK (Baby Hamster Kidney)

Las células de riñón de hámster bebé (BHK) son uno de los muchos tipos 
diferentes de células de vertebrados utilizados para la propagación de virus 
por infección y transfección. Las células BHK, como muchas otras, están 
disponibles en el banco celular ATCC (American Type Culture Collection), y 
muchos laboratorios mantienen sus propias líneas celulares individuales. 
BHK es una de las pocas líneas celulares de mamíferos que se puede cultivar 
fácilmente tanto de forma adherente como en suspensión. El crecimiento es 
modesto en comparación con otras líneas celulares de mamíferos utilizadas 
en procesos industriales. La línea celular BHK–21 se estableció en 1961 a 
partir de los riñones de 5 hámsteres sirios de la camada número 21 (Stoker & 
Macpherson, 1964). Desde este momento, esta línea celular ha sido un están-
dar de laboratorio para el crecimiento de innumerables virus y el estudio de 
muchos procesos biológicos.

Las líneas celulares BHK–21 se utilizan en la producción de los factores de 
coagulación sanguínea NovoSeven® (Factor VIIa) de Novo Nordisk, Helixate® 
(Factor VIII) de Aventis Behring y los productos de Factor VIII Kogenate® y 
Kovaltry® de Bayer. Todas estas glicoproteínas abundantemente glicosiladas 
y sulfatadas son factores de coagulación en humanos muy difíciles de pro-
ducir y utilizadas para el tratamiento de pacientes hemofílicos (Dumont et 
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al., 2016). Las proteínas Kogenate® y Kovaltry® tienen la misma secuencia de 
aminoácidos, pero los procesos y las líneas celulares de producción en BHK–21 
difieren. En el proceso de Kovaltry®, la célula BHK–21 original utilizada en la 
fabricación de Kogenate® se ha modificado al introducir el gen de la proteína 
70 de choque térmico humana (HSP70). HSP70 es una chaperona que se cree 
que aumenta la expresión de FVIII al facilitar el plegamiento adecuado de 
proteínas y mejorar la supervivencia celular al inhibir la apoptosis. Tanto 
Kogenate® como Kovaltry® se producen en procesos de perfusión utilizando 
volúmenes de biorreactor de hasta 500 L (Ishaque et al., 2007). La mayoría 
de los procesos BHK–21 se aprobaron antes o alrededor del año 2000, con la 
excepción de Kovaltry, que se aprobó en 2016. 

También las células BHK son muy utilizadas para la producción de vacu-
nas virales como rabia y aftosa (Fernández Núñez 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. Líneas celulares de mamíferos humanas 

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

HEK (Human Embryonic Kidney)
La línea celular HEK293, derivada de riñón embrionario humano, son células 
que fueron transformadas con fragmentos de ADN de adenovirus tipo 5 y 
establecidas como línea celular estable hace más de 40 años (Graham et al., 
1977), sin embargo, solo en los últimos años ha sido ampliamente utilizada en 
la producción de proteinas recombinantes y vectores virales. Esta línea celu-
lar es probablemente la línea celular más utilizada para expresar proteínas 
recombinantes en estadios de investigación y desarrollo; no obstante, en 2014 
se aprobó una gran cantidad de proteínas terapéuticas producidas en líneas 
celulares humanas HEK293, con cuatro nuevas glicoproteínas autorizadas por 
la FDA y EMA. rFVIIIFc (ALPROLIX®) y rFIXFc (ELOCTATE®) son dos proteínas 
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utilizadas para la prevención de episodios hemorrágicos en personas con 
hemofilia A y B. Consisten en dominios de proteínas FVIII y FIX fusionadas a 
la porción Fc de la inmunoglobulina G1 (IgG1). rFVIIIFc tiene seis sitios de sul-
fatación de tirosina que son esenciales para su funcionalidad. Además, rFIXFc 
tiene γ–carboxilación en sus primeros doce residuos de ácido glutámico, muy 
importante para su actividad. La expresión de estas glicoproteínas en HEK293 
dio como resultado una mayor sulfatación de tirosinas y γ–carboxilación de 
Glu en comparación con las células CHO excluyendo cualquier α–gal y Neu5Gc 
de los productos manufacturados. Dulaglutida (TRULICITY®), otra proteína 
de fusión a Fc utilizada para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, se 
produce en células HEK293–EBNA1 y se aprobó en 2014. El rhFVIII humano 
(NUWIQ®), un factor de coagulación de reemplazo para la hemofilia aprobado 
por EMA desde 2014 y por la FDA desde 2015 (Dumont et al., 2016), se produce 
en la línea celular HEK293–F y ha mostrado un perfil de glicosilación similar 
al factor VIII derivado del plasma, también sin residuos de α–gal y Neu5Gc.

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

293E: células HEK293 recombinantes que expresan constitutivamente el antí-
geno nuclear del virus del Epstein Barr (EBNA) es actualmente la línea celular 
más ampliamente utilizada para la expresión 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 proteína de 
adenovirus 13 S E1a que se ha demostrado mejora significativamente la trans-
cripción de promotores tales como citomegalovirus (CMV) (Gorman et al., 1989). 
Otra razón muy importante para su amplia aplicación es el hecho de que estas 
células crecen fácilmente en cultivos en suspensión sin suero fetal bovino y 
existen varios clones adaptados al crecimiento en suspensión y cultivos libres de 
suero disponibles comercialmente para ser mejorados tanto en el campo de la 
investigación como en la industria. Debido a su fácil crecimiento y a procedimien-
tos de transfección transitoria rápidos y de fácil implementación, 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 expresión de proteínas recombinantes se 
estableció a partir de retinoblastos embrionarios humanos (PER.C6) trans-
formados con secuencias codificantes de las proteínas E1a y E1b de Ad5 
(Gallimore et al., 1986). Esta línea celular se desarrolló inicialmente para la 
producción segura de vectores adenovirales humanos recombinantes con 
fines terapéuticos. Tales vectores actualmente se usan como vacunas y en 
protocolos de terapias génicas. También, esta línea celular fue explotada 
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para la fabricación de vacunas clásicas, incluidas el virus influenza y virus 
West Nile y recientemente, las células PER.C6 han sido evaluadas para la 
producción de proteínas terapéuticas. Estas células crecen fácilmente en 
cultivo adherente y en suspensión alcanzándose densidades celulares del 
órden de 107 cel/ml en medios libre de suero fetal bovino y de componentes 
animales. Se ha demostrado que no se requiere amplificación de los genes 
insertados para obtener altos niveles de expresión y producción de proteínas 
recombinante, lo que ahorra tiempo en el desarrollo de las líneas celulares 
estables y proporciona una mayor estabilidad en ausencia de presión de 
selección (Yallop et al., 2008)

Esta línea 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 características hacen que las 
células PER.C6 sean una de las alternativas más avanzadas de líneas celula-
res humanas a las células CHO para la producción de proteínas terapéuticas 
recombinantes. Probablemente, las células PER.C6 se convertirán en una 
plataforma importante para la fabricación de mAb recombinante. Muchas 
compañías ya han licenciado PER.C6 para uso a gran escala y para la produc-
ción interna de candidatos terapéuticos. Ctorce productos basados en PER.C6 
están en ensayos clínicos de fases I y II (Durocher & Butler, 2009).

CAP: la empresa biofarmaceútica CEVEC (Colonia, Alemania) ha desarrollado 
y patentado un nuevo sistema de expresión de proteínas con fines biofarma-
céuticos basados en una plataforma celular de amniocitos humanos derivados 
de células de líquido amniótico obtenidas por amniocentesis. Los amniocitos 
humanos primarios fueron inmortalizados con los genes adenovirales E1 
/ pIX y seleccionados de acuerdo con su alta expresión de proteínas. Las 
líneas celulares CAP contienen la secuencia de nucleótidos 505–4079 del 
adenovirus tipo 5 que incluye los genes E1 y toda la secuencia pIX. Las célu-
las CAP están 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 transfección disponibles comercial-
mente. Además, se estableció y certificó un banco maestro de células (MCB) 
de células CAP que crecen en suspensión de acuerdo con las pautas de ICH 
(del inglés, International Council for Harmonisation of Technical Requirements 
for Pharmaceuticals for Human Use) y la Farmacopea Europea, haciendo que 
estas células estén disponibles para la producción biofarmacéutica comercial.

La compañía destaca las siguientes ventajas de este sistema de expresión: 
producción de proteínas con modificaciones postraduccionales humanas; 
elevada actividad específica, reduciendo así las dosis de proteínas necesarias; 
ausencia de residuos inmunogénicos de carbohidratos no humanos; sialila-
ción humana para una vida media mejorada; altos rendimientos de produc-
ción de proteínas complejas, reduciendo así los costos del procesamiento 
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downstream; cultivo en suspensión libre de suero y adecuado para la expre-
sión de proteínas transitorias y estables. 

Esta plataforma de expresión ya ha atraído el interés de la comunidad 
científica y el sector privado. CEVEC tiene un acuerdo de licencia mundial 
coexclusivo con Life Technologies Corporation, en el que ambas compañías 
cooperarán para ofrecer kits de expresión optimizados basados en las células 
CAP patentadas por CEVEC. 

Finalmente, la glicosilación de proteínas es fundamental para una terapia 
eficaz mediada por glicoproteínas. El conocimiento sobre las estructuras pre-
cisas de carbohidratos presentes en las proteínas recombinantes ha revelado 
la importancia de las modificaciones postraduccionales para la funcionalidad 
de las proteínas terapéuticas. Estos bioterapéuticos glicosilados (anticuerpos, 
factores de crecimiento, citoquinas, hormonas y factores de coagulación) a 
menudo deben producirse en sistemas de expresión de mamíferos, porque 
la ubicación, el número y la estructura de los glicanos pueden influir en el 
rendimiento, la bioactividad, solubilidad, estabilidad frente a proteólisis, 
inmunogenicidad y tasa de depuración. 

6.3.6. Ingeniería de vectores

Uno de los inconvenientes más comunes en la producción de glicoproteínas 
en células de mamíferos es la alta variabilidad entre diferentes clones. Si 
bien, inicialmente los niveles de producción de proteínas recombinantes 
son relativamente altos, la reducción de la expresión se observa con mucha 
frecuencia durante el cultivo celular prolongado. En consecuencia, mantener 
un alto nivel de expresión génica es un factor crítico en la expresión de genes 
heterólogos en células de mamíferos Lograr clones con buena productivi-
dad y durante tiempos prolongados de cultivo es el principal desafío de la 
bioingeniería de células animales. Por lo tanto, una buena construcción del 
vector de expresión mediante ingeniería de vectores permitirá 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 línea celular. Esto puede 
ocurrir por la eliminación del transgén del genoma de la célula huésped que 
en su mayoría se somete a una amplificación del gen o bien por silenciamiento 
debido a heterocromatinización. El uso frecuente de un agente de selección 
mutagénico destinado a amplificar copias de transgenes puede conducir a 
rupturas cromosómicas y a la pérdida de copias transgénicas, que a menudo 
causa inestabilidad genética y expresión inestable. Por otro lado, en muchos 
casos la presión de selección debe mantenerse en el medio de cultivo, a pesar 
de sus desventajas, ya que la eliminación del agente de selección puede dar 
como resultado una disminución de la productividad de hasta el 80 %.
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Cabe señalar que, como los vectores de expresión a menudo se introducen 
en el genoma de una célula huésped por integración aleatoria, el nivel de 
expresión transgénica depende del sitio de integración en el cromosoma. 
Con la debida atención al hecho de que la mayoría de los sitios genómicos 
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 desacetilación de histonas y la metilación del promotor del ADN trans-
fectado. Para evitar esto frecuentemente se suelen aplicar dos estrategias 
para preservar el ADN de la represión dependiente de la integración o los 
efectos de posición negativos. Una estrategia se basa en la incorporación 
de elementos de apertura de ADN encontrados en las regiones de borde de 
cromatina de un vector de expresión para proteger el gen de las influencias 
de cromatina circundantes. Otro método se basa en la integración o recombi-
nación específica 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 comúnmente 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 unión de 
matriz (S/MAR, del inglés Scaffolds Matrix Attachment Regions), elementos 
estabilizadores antirrepresores (STAR, del inglés Stabilizing anti–repressor 
elements), elementos de apertura de región 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 expresión clonal y conducir 
a una identificación más fácil 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 más utilizados. Se postula que estos elementos facilitan la unión de 
bucles de cromatina al armazón o matriz nuclear. Los S/MAR varían 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 
orígenes de replicación (ORI), secuencias de estructura de triple hélice o H–
DNA, puntos calientes de inserción de elementos retrovirales o hot–spots, etc. 

Una estrategia simple para aumentar la expresión de proteína recombi-
nante, es aprovechar la actividad de los elemetos aislantes o separadores 
(insulators) e incorporárlos en cis a un vector de expresión en el sentido 
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ascendente del promotor/potenciador (Secuencia Enhancer) o en el sentido 
descendente de la poliadenilación (poliA) o ambos. Algunos estudios han 
demostrado la relación de la expresión de proteínas con la orientación y el 
número de copias de insulators o S/MAR. También hay un beneficio adicional 
del uso de S/MAR en ambos extremos de un gen reporter. Además, la adi-
ción del elemento MAR en un plásmido distinto (trans), junto con el vector 
de expresión, también puede aumentar la expresión génica recombinante 
hasta 10 veces más que el grupo de control. Por ejemplo, el uso de construc-
ciones con dos copias de S/MAR en cis puede aumentar excepcionalmente 
el número de clones de alta expresión. Sin embargo, el uso de tres copias 
de S/MAR en cis no exhibió clones de mayor expresión o mejor estabilidad 
en comparación con el uso de dos copias. Entre los diferentes elementos 
MAR, la lisozima MAR (cMAR) del pollo y el interferón β–MAR humano (iMAR) 
revelaron un impacto más efectivo para aumentar la expresión 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 cromosómico de uso frecuente con islas CpG sin metilación son 
las regiones UCOEs. Estas normalmente se ubican cerca del sitio de inicio 
de la transcripción de genes que se expresan en forma ubicua. Los UCOEs 
proporcionan un alto nivel de expresión de los transgenes en células CHO y 
BHK–21 y mantienen la estabilidad de expresión durante más de 100 genera-
ciones. Se evaluó el efecto estabilizante de estas regiones y la productividad 
de la expresión de proteínas recombinantes en el sistema de amplificación 
MTX dentro de la línea celular CHO DG44. Se observó que las líneas celulares 
que contienen UCOE tienen características de crecimiento superiores, una 
mayor actividad transcripcional por copia de genes y una menor variación de 
clones en comparación con líneas celulares sin las secuencias UCOE (Betts et 
al., 2015). Lo cual lo hace un elemento muy atractivo para su utilización en la 
expresión de transgenes. Una de sus desventajas lo representa el tamaño de 
estas secuencias ya que cuanto mayor es, más complejo resulta transfectar 
el plásmido o secuencia de interés. Sin embargo, con el tiempo se ha logrado 
reducir el tamaño de estas secuencias significativamente permitiendo de esta 
manera construir vectores más pequeños (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 nucleótidos de timidina, se han usado para 
expresar y seleccionar una amplia gama de proteínas terapéuticas y anti-
cuerpos. Las células CHO deficientes en DHFR han sido durante años las 
más comunes y exitosas para producir glicoproteínas terapéuticas en 
la industria biofarmacéutica. Para mejorar aún más la restricción de la 
selección, se agrega un fármaco, 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 número de copias y por lo tanto la expresión de 
DHFR. Si bien se trata de un sistema muy eficiente, este sistema de selec-
ción tiene una serie de inconvenientes que los científicos han intentado 
superar en los últimos años. La selección de DHFR requiere un largo tiempo 
de desarrollo, ya que el proceso iterativo de aumento de las concentra-
ciones de MTX y subclonación requiere hasta seis meses para generar una 
línea celular que exprese el transgén en un nivel deseable, lo que limita 
la capacidad de evaluar rápidamente y traer al mercado un nuevo can-
didato a fármaco. La estabilidad del gen amplificado también puede ser 
un problema, ya que se sabe que los genes amplificados no siempre son 
estables y pueden perderse con los sucesivos pasajes o generaciones. De 
la misma manera que con la selección de antibióticos, la presión selectiva 
durante la amplificación génica no depende de la expresión 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 
continúen expresando DHFR. Otro problema potencial con el sistema de 
selección DHFR es que puede crear mutaciones inesperadas en la célula 
anfitriona; por lo tanto, los aumentos en la expresión 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 DHFR (Florin et al., 2011).

6.3.8. Recombinación sitio específica

Si bien las estrategias tradicionales de transfección estable típicamente impli-
can la integración aleatoria del transgén en los cromosomas, la recombinación 
específica de sitio ofrece una estrategia alternativa para desarrollar clones 
estables y de alta producción de una manera reproducible y predecible. Esto es 
posible mediante el uso de recombinasas que mejoran en gran medida la efica-
cia de recombinación en líneas celulares de mamíferos, en contraste con la baja 
eficacia de la recombinación homóloga tradicional. Este método, comúnmente 
llamado recombinación específica de sitio, requiere la generación inicial de una 
línea celular huésped marcada, antes de la introducción del gen de interés y 
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la recombinasa para la integración dirigida en el sitio genómico marcado de 
la línea celular huésped. Para generar la línea celular huésped marcada, un 
casete indicador flanqueado por secuencias diana cortas de ADN que actúan 
en cis reconocidas por recombinasas específicas se integran aleatoriamente 
en diferentes locus en el genoma mediante transfección estable. Con poste-
rioridad, los clones de células transfectadas se analizan para detectar una alta 
expresión del gen indicador y, preferiblemente, una integración de copia única. 
Efectivamente, esto seleccionará clones que tengan el gen reportero integrado 
en regiones genómicas que promuevan una alta tasa de transcripción del gen 
reportero. La posibilidad de que el gen reportero se integre en estas regiones 
genómicas (también conocidos como puntos calientes genómicos o hot–spots) 
es baja ya que solo el 0,1 % del ADN genómico contiene secuencias transcrip-
cionalmente activas. No obstante, una vez identificadas las líneas 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 expresión separado para la recombinasa, se cotransfectan en la célula. 
Esto conduce a una recombinación de cadenas de ADN entre las secuencias 
reporteras integradas y la del gen de interés, mejorando así las probabilidades 
de que el gen de interés se integre en un punto caliente genómico en la línea 
celular. Uno de los sistemas más utilizados con este fin es el Flip–InTM System 
de Themo Fisher Scientific. 

Mediante esta tecnología es posible contar con diferentes clones potencial-
mente productores de glicoproteínas recombinantes. Una vez caracterizados 
en forma genética y bioquímica será más sencillo establecer una plataforma 
de clones productores (Priola et al., 2016).
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7.1. Introducción

Un biofármaco es —en general— una proteína, empleada con fines terapéu-
ticos o de diagnóstico in vivo, y producido por células modificadas genéti-
camente (células recombinantes); es decir, un biofármaco no se obtiene tan 
solo mediante su extracción directa a partir de una fuente biológica 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 glicoproteína recombinante aprobada para terapia 
humana fue el activador tisular del plasminógeno (Activase®; Genentech Inc.1, 
San Francisco, California, Estados Unidos.; actualmente perteneciente a Roche; 
Basilea, Suiza), obtenido a partir de células del ovario de un hámster chino 
adulto (CHO, según su sigla en inglés derivada de chinese hamster ovary) en 
1986. Desde comienzos de 2000 se hizo evidente el aumento constante en 
la aprobación de biofármacos producidos en sistemas de expresión basados 
en células de mamífero (cultivos celulares). Esta tendencia coincide con el 
aumento continuo de la proporción de moléculas que presentan modifica-
ciones postraduccionales, en particular la glicosilación. Actualmente, hay 
más 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 rápidamente en la prin-
cipal fuente de ingresos de muchas compañías farmacéuticas con ventas 
anuales de alrededor de 188 000 millones de dólares estadounidenses (USD), 
monto que equivale al mercado mundial de petróleo (Christel, 2017). Cabe 
destacar que el segmento de productos que experimentó la mayor tasa de 
crecimiento de ingresos anuales es el de los anticuerpos (que incluyen anti-
cuerpos monoclonales desnudos, proteínas de fusión con fragmentos Fc de 
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, anticuerpos biespecíficos, conjuga-
dos de anticuerpos y otros productos relacionados a anticuerpos). Así, el 30 
% de los ingresos totales por la comercialización de biofármacos —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 producción de glicoproteínas recombinantes terapéuticas fue de alrede-
dor de 13 toneladas de ingrediente farmacéutico activo (IFA) en 2014, estimán-
dose que este valor se duplicó 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. Además, consignan que la misma está concentrada en diez empresas, 
que en conjunto reúnen el 67 % de la capacidad mundial de cultivo de células 
animales, siendo líder la empresa Roche con 673 000 litros (con biorreactores 
de hasta 15 000 l). 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 l).

La productividad de las líneas celulares recombinantes ha aumentado en 
forma rotunda en las últimas tres décadas. En 1986, la máxima concentración 
celular alcanzada en un cultivo batch de 7 días en un biorreactor tipo tanque 
agitado era 2×106 cél/ml y la productividad cercana a 10 pg/cél/día, siendo el 
título de la glicoproteína recombinante alrededor de 50 mg/l (Wurm, 2004). En 
la actualidad, en cambio, se pueden alcanzar concentraciones celulares supe-
riores a 1×107 cél/ml, con productividades específicas cercanas a 70 μg/cél/día 
y títulos en el rango de 3–13 g/l en dos semanas de cultivo (Goldstein et al., 
2017; Huang et al., 2010). Este incremento del título de 60–250 veces se debió 
a diferentes motivos, entre los cuales se destacan: los aumentos sustantivos 
en los niveles de expresión de las células recombinantes logrados mediante 
técnicas de biología molecular, la optimización de los medios de cultivo, la 
mejora continua de los sistemas de cultivo en biorreactores y de su modo 
de operación. La combinación de estos logros permitió tanto la extensión 
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 
biológicas de la célula animal, cuya forma y función, han sido «diseñadas» 
durante millones de años de evolución. Las células animales poseen una 
frágil membrana, un alto grado de diferenciación, un entorno natural que 
les permite alcanzar una elevada densidad celular (hasta 5×108 células por 
centímetro cúbico de tejido), un complejo sistema circulatorio para el aporte 
de nutrientes y para la remoción de productos del metabolismo. Requieren 
un efectivo control de las condiciones físicas del entorno (temperatura, pH, 
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etc.) y sistemas para la regulación externa mediante hormonas y factores de 
crecimiento. En consecuencia, un sofisticado sistema de cultivo in vitro deberá 
satisfacer los siguientes requerimientos (Leist et al., 1990), a saber: i) Selección 
de una estrategia adecuada para el sistema de cultivo; ii) Diseño de un sis-
tema de mezclado de las células; iii) Operación aséptica; iv) Identificación 
y cuantificación de los parámetros físicos (temperatura, viscosidad, fuerza 
de rozamiento) y químicos (pH, potencial redox, concentración de oxígeno 
disuelto y de productos metabólicos intermediarios y finales) del cultivo, y v) 
Profundo conocimiento del crecimiento celular y su regulación.

7.2.1. Tipo de crecimiento celular

El diseño 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 suspensión (cultivo en suspensión) o células cuyo crecimiento 
está supeditado a la adhesión previa a una superficie determinada (cultivo 
dependiente de superficie).

En el cultivo de células en suspensión, las células crecen libremente suspen-
didas en un medio líquido que carece de otros sólidos. Solo las células deri-
vadas del sistema circulatorio (glóbulos rojos, glóbulos blancos y plaquetas) 
cumplen espontáneamente este comportamiento cuando se cultivan in vitro. 
No obstante, muchas de las líneas celulares adherentes de interés industrial, 
tales como células CHO, células derivadas de riñón de hámster bebé (BHK, 
según su sigla en inglés derivada de baby hamster kidney) y células derivadas 
de riñón de embrión humano (HEK, según su sigla en inglés derivada de 
human embryonic kidney) pueden ser adaptadas al crecimiento en suspensión 
(Beccaria et al., 2000; Sinacore et al., 2000).

Las células adherentes, en cambio, son células cuyo crecimiento está supe-
ditado a la adhesión previa a una superficie determinada (cultivo dependiente 
de superficie o sustrato). La mayoría 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 proteínas y carbohidratos— que se disponen en el 
espacio intercelular. Estas proteínas, que son sintetizadas y secretadas por 
las propias células, comprenden a las integrinas, cadherinas y selectinas, 
entre otras. Su misión no implica únicamente consecuencias mecánicas para 
las células (como sujeción o resistencia a fuerzas de compresión o de esti-
ramientos), sino que también actúan como mecano–transductores. Cuando 
se unen a sus «ligandos» extracelulares, los dominios citosólicos de las 
proteínas de adhesión pueden desencadenar procesos internos que afectan 
a la fisiología celular. Así, pueden interactuar con ciertas vías de señalización 
interna, afectar a la movilidad celular, provocar cambios en la expresión de 
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genes, alterar el ciclo celular, incluso pueden determinar la supervivencia de 
la propia célula (Pugacheva et al., 2006; Ladoux & Mège, 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 química del material que está 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 colágeno, 
para lograr una correcta adhesión. Para cada línea celular debe evaluarse el 
material que sea adecuado.

Ahora bien, de estos dos métodos de cultivo, únicamente el cultivo de 
células en suspensión brinda cultivos homogéneos. Sus principales ventajas 
son, por un lado, que la accesibilidad analítica durante todo el proceso es 
simple (posibilitando así el continuo monitoreo y control del entorno fisico-
químico en el cual las células se encuentran suspendidas) y, por otro lado, 
la fácil y directa obtención de muestras de la suspensión 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-
sión, siendo en la actualidad el método más comúnmente empleado para 
la producción de biofármacos.

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 diseño de un medio de cultivo específico para el clon recombi-
nante productor de la glicoproteína de interés, que maximice su crecimiento, 
optimice sus flujos metabólicos, aumente la productividad específica de 
la proteína y permita obtener una molécula con las modificaciones co– y 
postraduccionales adecuadas, es un imperativo durante la optimización del 
proceso productivo (Didier et al., 2007; Didier et al., 2009). La composición del 
medio así como las condiciones de cultivo (temperatura, pH, concentración 
de oxígeno disuelto, etc.) empleadas en la preparación del inóculo (medio de 
crecimiento) pueden diferir de las utilizadas en la etapa final de elaboración 
del biofármaco (medio de producción).

Los componentes de las distintas formulaciones de los medios de cul-
tivo incluyen una mezcla compleja de carbohidratos, aminoácidos, sales, 
vitaminas, hormonas y factores de crecimiento (Altamirano et al., 2015). La 
concentración salina del medio es isotónica (alrededor de 300 mOsm) y a 
menudo contiene bicarbonato, que actúa como sistema buffer en conjunto con 
el entorno de dióxido 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 
últimas fuentes de carbono/energía rinden más lentamente los precursores 
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necesarios para la vía 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 energía.

Por otro lado, es conocido desde hace muchos años que la glutamina 
(y no la glucosa) es la mayor fuente de energía para las líneas celulares 
establecidas empleadas para la producción de biofármacos. Esto se debe al 
desacople resultante de la falta de actividad de las enzimas que conectan la 
glicólisis y el ciclo de Krebs (piruvato deshidrogenasa, piruvato carboxilasa 
y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa). Así, el piruvato y la forma reducida de 
la nicotina–adenina–dinucleótico (NADH) producidos durante la glicólisis 
se acumulan en altas concentraciones en el citoplasma, generándose —por 
acción de la enzima lactato deshidrogenasa— ácido láctico y la forma oxidada 
de la nicotina–adenina–dinucleótico (NAD+). No obstante, para un crecimiento 
eficiente se requiere que el ciclo de Krebs esté activo, ya que es la única vía 
que aporta suficientes equivalentes reducidos y moléculas de adenosín trifos-
fato (ATP). Esto se logra al catabolizarse la glutamina en la matriz mitocondrial 
en una reacción catalizada por la glutaminasa, con la remoción inicial del 
grupo amido para dar amonio y glutamato. Este nuevo aminoácido formado 
puede ser sustrato de tres enzimas: la glutámico–deshidrogenasa, la ala-
nina–aminotransferasa y la aspartato–aminotransferasa. En los tres casos se 
produce α–cetoglutarato, que es un intermediario del ciclo de Krebs y que se 
oxida completamente formando CO2 y H2O con la consecuente generación de 
energía. Cuando el glutamato es sustrato de la enzima glutámico–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 glucólisis y el ciclo 
de Krebs se acumulan ácido láctico (con efectos deletéreos de acidificación y 
aumento de la osmolalidad del medio) y amonio (que produce glicosilaciones 
aberrantes con disminución del contenido de ácido siálico de todas las glico-
proteínas producidas y, además, altera el crecimiento celular). El efecto dele-
téreo del amonio en la glicosilación ocurre a menores concentraciones que 
las necesarias para afectar el crecimiento celular. Es por ello que, en general, 
un punto crítico definido en el control del cultivo es el nivel de amonio, de 
manera de asegurarse que no afecte la glicosilación del biofármaco de interés.

Muchos cultivos deben ser suplementados con una concentración de suero 
para mantener el crecimiento celular. Uno de los suplementos más efectivos 
es el suero fetal bovino (SFB) debido a su elevado contenido en factores de 
crecimiento. Sin embargo, la inclusión de suero tiene muchas desventajas: 
elevado costo, posible fuente de contaminación, composición variable por 
ser una mezcla químicamente indefinida y dificultad en la purificación del 
producto por el agregado de proteínas, principalmente albúmina. Por estas 
razones, el uso de medios libres de suero y de otros componentes animales 
se ha convertido, desde hace varios años, en un procedimiento estándar 
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para el cultivo de la mayoría de las líneas celulares animales empleadas 
para la producción de biofármacos (Jäger 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 químicamente indefinidos. En el caso 
de emplear proteínas puras como aditivos en la formulación de medios, 
tales como factores de crecimiento, transferrina e insulina recombinantes, 
junto con otros componentes inorgánicos y orgánicos, el medio de cultivo 
se clasifica como químicamente definido. Si además, el medio carece de 
proteínas agregadas, entonces se lo define como medio libre de proteínas. 
Estos últimos medios poseen una composición 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 
producción (Schröder et al., 2004). Sin embargo, la adaptación de las líneas 
celulares a medios químicamente definidos no es siempre exitosa, y su uso 
puede afectar entonces en forma negativa el rendimiento global del proceso.

7.2.3. Modos de operación de los biorreatores

Se pueden aplicar dos modos diferentes de operación, y la máxima densidad 
celular que se alcanza —para un mismo clon en igual medio y en un dado 
biorreactor— dependerá de esa selección (Figura 7.1): modos discontinuos (lote 
o batch, lote repetido y lote alimentado o fed–batch) y modos continuos (sin 
retención celular o quimiostato, o con retención celular, también conocido 
como perfusión) (Ceaglio et al.; 2015).

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

A. Para cultivos batch: 2–4×106 cél/ml, cultivos fed–batch: 6–8×106 cél/ml, 
cultivos en suspensión con retención celular (perfusión): 20–50×106 cél/
ml, cultivo de células entrampadas y confinadas: 200–400×106 cél/ml. B. 
Esquemas descriptivos de los modos de operación de los biorreactores. 
C. Curva típica de crecimiento y viabilidad celular para un cultivo batch y 
fed–batch.

7.2.4. Modo discontínuo: cultivo por lote o batch

El cultivo batch es un modo de operación discontinuo (Figura 7.1 B, superior 
izquierda), y el crecimiento celular ocurre sin ningún suplemento adicional 
de nutrientes después de la inoculación de las células, salvo el agregado de 
oxígeno (para evitar su limitación) y la concomitente remoción de CO2. Por ello, 
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Figura 7.1. Densidad celular alcanzada según el modo de operación de los 
biorreactores
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la definición de cultivo por lotes como un «sistema cerrado» es errónea. El oxí-
geno es un nutriente muy importante debido a su participación 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 °C y 1 atmósfera (equivalente a 0,21 
mM). En caso de poder controlar la concentración de oxígeno disuelto (DO) 
—en general, para biorreactores más sofisticados—, se elige comúnmente una 
DO = 40 % de saturación con aire, que es aproximadamente la tensión de DO 
media en los tejidos del organismo vivo. Mientras se metabolizan los sustratos, 
aumenta la población 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 evolución de la concentración 
celular con el tiempo de cultivo. Después de la siembra, puede presentarse 
una fase lag, cuya duración depende de la edad del inóculo y de la velocidad 
de adaptación de las células al nuevo entorno. Posteriormente, las células 
entran en una fase de crecimiento exponencial, en la que muestran la tasa 
de crecimiento más alta; en general, entre 0,02 h-1 y 0,04 h-1, que corresponde 
a tiempos de duplicación de 35 h a 17 h, respectivamente. Durante esta fase 
—que puede durar hasta 5–6 días en un medio adecuado—, la concentración 
de nutrientes disminuye gradualmente, mientras que los metabolitos tóxicos 
se acumulan, por lo que el crecimiento celular puede inhibirse eventualmente, 
ya sea por la limitación de nutrientes (por ejemplo, glucosa, glutamina) y/o 
por la toxicidad de productos (por ejemplo, amoníaco, 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 máxima que es posible alcanzar en un cultivo batch, que generalmente 
está en el rango de 2–4×106 cél/ml. La densidad celular máxima se mantiene 
durante una fase estacionaria corta, que se extiende durante horas o un 
par de días, 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 drásticamente a valores por debajo del 50 %.

El cultivo batch es el modo de operación más simple en términos de equi-
pamiento y operación. Se considera un proceso confiable con bajo riesgo de 
contaminación o falla mecánica debido a la mínima perturbación desde el 
exterior en comparación con otros métodos de cultivo. Por estas razones se 
aplica a escala de laboratorio en frascos estáticos o agitados para caracterizar 
la cinética del crecimiento celular, la formación del producto y el consumo 
de sustrato y para evaluar la composición y el medio óptimos del cultivo en 
etapas tempranas en el desarrollo del proceso de producción del biofármaco. 
Además, el cultivo batch es el método de elección para la preparación del 
inóculo para biorreactores de escala pequeña e intermedia. Algunas indus-
trias todavía emplean este modo de operación en escalas de producción de 
hasta 20 000 l.
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Sin embargo, la principal limitación del cultivo por lotes es el bajo rendimiento 
celular que se puede alcanzar y, en consecuencia, la baja concentración 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 rápido agotamiento de nutrientes 
e inhibición de la proliferación. Además, un cultivo batch se ejecuta a una alta 
productividad específica solo durante un corto período de tiempo, ya sea que el 
producto esté asociado o no al crecimiento. En el primer caso, la productividad 
específica aumenta junto con la tasa de crecimiento y la producción 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 formación del producto 
aumenta cuando disminuye la tasa de crecimiento y la productividad máxima 
se alcanza durante la fase estacionaria, que solo dura un corto período en un 
cultivo discontinuo. Además, la calidad del producto deseado debe analizarse 
para definir el momento de la cosecha, porque las células están 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.

7.2.4.1. Modo discontinuo: cultivo batch repetido

El enfoque más simple para mejorar la productividad de un proceso por lotes 
es llevar a cabo una variante conocida como lotes repetidos o reelaboración 
por lotes. Este modo de operación 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 suspensión celular. La parte 
restante se deja en el biorreactor y funciona como inóculo 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 máxima de células suele ser menor en los sucesivos lotes y se 
suele observar una disminución en el crecimiento celular o la acumulación de 
productos. El punto crítico en esta operación es garantizar una alta viabilidad 
de la suspensión celular restante en el momento óptimo de la recolección. La 
productividad total de los ciclos de lotes repetidos se incrementa al reducir 
el tiempo y el costo de limpieza y esterilización 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 operación en comparación con el lote es 
que uno o más nutrientes se añaden durante el cultivo, para reemplazar los 
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consumidos por las células. En el cultivo por lote alimentado (Figura 7.1 B, 
superior derecha), el recipiente de cultivo o biorreactor se llena con un volu-
men de medio de cultivo inferior al volumen máximo 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 solución concen-
trada que contiene los nutrientes claves, con un aumento correspondiente 
en el volumen del cultivo. Esta alimentación controlada tiene como objetivo 
cumplir con los requisitos nutricionales de las células con el fin de permitirles 
crecer durante un período prolongado de tiempo y, por lo tanto, lograr una 
mayor concentración 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 alimentación permite que las 
células metabolicen más 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 más larga (que es particularmente importante 
en la producción de productos asociados al crecimiento), una mayor densidad 
de células viables (6–8×106 cél/ml), una fase estacionaria más larga (lo que 
aumenta considerablemente la productividad de los productos no asociados 
al crecimiento) y una mayor concentración de producto (Figura 7.1C). La com-
binación de una densidad celular más alta durante un período de tiempo 
más prolongado da como resultado un aumento de la integral de densidad 
de células viables (parámetro conocido como IVCD, según su sigla en inglés 
derivada de integral of viable cell concentration) con un rendimiento del 
producto global más 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 tóxicos (principalmente lactato y amonio) se acumulan y, finalmente, 
el ambiente de cultivo se vuelve perjudicial para el crecimiento celular.

Diseñar la formulación adecuada de nutrientes y la estrategia de alimen-
tación representa el desafío principal de un cultivo fed–batch con el objetivo 
de alcanzar altos títulos del producto de interés. Se deben indentificar los 
sustratos limitantes para ser suministrados en los niveles correctos en las 
etapas críticas del cultivo. Usualmente, las principales fuentes de carbono y 
energía, glucosa y glutamina, están incluidas en esta alimentación. Además, 
es posible que haya que restaurar otros componentes como lípidos, fosfa-
tos o aminoácidos en el biorreactor. Si los sustratos limitantes del medio 
no pueden identificarse, como ocurre cuando se usan medios comerciales 
que incluyen hidrolizados, la alimentación puede ser simplemente el medio 
basal concentrado, excluyendo la mayoría de las sales para evitar proble-
mas osmóticos. No obstante, siempre debe evitarse la acumulación de los 
principales productos tóxicos de desecho. Así, se han reportado diferentes 
estrategias que disminuyen exitosamente el nivel de lactato y amoníaco en 
cultivos celulares, como la optimización cuidadosa de la relación entre el 
nivel de glucosa y glutamina, la aplicación de un régimen optimizado para 
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mantener niveles bajos de glucosa/glutamina así como su sustitución total o 
parcial con sustratos metabolizados lentamente (Altamirano, 2004). Por otro 
lado, el análisis de flujos metabólicos también se ha empleado para identifi-
car enzimas clave en la vía de utilización de glucosa/glutamina con el fin de 
diseñar enfoques de ingeniería genética para producir cantidades más bajas 
de metabolitos tóxicos (Dean & Reddy, 2012). Por ejemplo, la introducción 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 utilización de glucosa y limitar la producción de lactato y amoníaco, aun-
que estos cambios metabólicos arrojaron resultados mixtos con respecto al 
crecimiento celular y/o productividad (Irani et al., 1999; Irani et al., 2002; Elias 
et al., 2003; Bollati–Fogolín et al., 2004; Henry & Durocher, 2011).

La alimentación 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 más compleja pero precisa, como es el acopla-
miento del flujo de la alimentación con el crecimiento exponencial. El objetivo 
principal de la estrategia de alimentación es garantizar el suministro correcto 
de nutrientes esenciales, evitando la acumulación de subproductos y la alta 
osmolalidad, en el momento adecuado y con la velocidad de alimentación 
de los nutrientes previamente optimizada. 

La principal ventaja del cultivo en lotes alimentados es su capacidad para 
permitir la acumulación de productos en una alta concentración y su pro-
ductividad volumétrica es relativamente alta. Con la optimización cuidadosa 
de la formulación y estrategia del alimento, la duración del cultivo puede 
extenderse hasta aproximadamente tres semanas y, comparado con un cultivo 
batch, la concentración del producto final puede aumentar hasta diez veces. 
Además, cuando se compara con el cultivo en perfusión, las ejecuciones son 
considerablemente más cortas y, por ello, la validación del proceso es más 
sencilla y se completa en menor tiempo. Aunque la operación fed–batch no se 
puede considerar tan simple como la de batch, su complejidad y los riesgos 
de contaminación son todavía moderados. Además, 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 inversión de capital y de experiencia técnica en comparación con el 
cultivo en perfusión. Una característica única del modo fed–batch es su flexi-
bilidad, que refleja su facilidad para adaptarse a diferentes líneas celulares y 
productos, y es una de las razones por las que las empresas productoras de 
biofármacos eligen preferentemente este modo para la fabricación comercial 
a gran escala. 

La principal desventaja del proceso de alimentación 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, están continuamente expuestas 
a los cambios ocurridos en el cultivo, que pueden afectar adversamente la 
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consistencia del producto. Para la producción de glicoproteínas terapéuticas 
es esencial garantizar que se mantenga una calidad constante del producto 
entre lotes, ya que la glicosilación puede influir significativamente en la 
seguridad y eficacia clínica, la vida media plasmática 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 proteína o una glicoproteína, se expone a proteasas y glicosidasas 
que pueden conducir a su degradación o inactivación con la consiguiente 
pérdida de actividad. Por esta razón, el lote alimentado se considera un 
proceso prohibido para la producción de proteínas que son inestables a la 
temperatura del cultivo o susceptibles a la acción de enzimas liberadas por 
las células muertas.

7.2.4.3. Modo continuo: cultivo sin retención celular o quimiostato

En un quimiostato (Figura 7.1B, inferior izquierda), la alimentación de medio 
fresco se añade 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 están por debajo de los valores críticos, se inicia la alimen-
tación 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 dilución, 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 dilución, 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 autorregulación del sistema de quimiostato. Así, por 
ejemplo, una disminución temporal en la concentración celular causará un 
aumento correspondiente en la tasa de crecimiento.

El cultivo tipo quimiostato es un sistema abierto en el que los nutrientes 
y el oxígeno disuelto se suministran constantemente y los productos del 
metabolismo y las células se eliminan continuamente, de modo que no hay 
inhibición del crecimiento celular y el cultivo se puede mantener durante un 
período de tiempo prolongado. Sin embargo, dado que las células que proli-
feran abandonan continuamente el sistema, solo se alcanzan concentraciones 
celulares relativamente bajas (hasta 2×106 cél/ml), con el correspondiente 
bajo rendimiento del producto de interés (Aehle et al., 2011). Por esta razón, 
el cultivo continuo sin retención celular no se aplica en la industria, y de 
hecho, está prácticamente restringido para fines de investigación y desarrollo 
en pequeña escala.
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7.2.4.4. Modo continuo: cultivo con retención celular o cultivo en perfusión

Como el quimiostato, la perfusión también es un sistema abierto con una 
alimentación 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 retención celular (Figura 7.1B, inferior derecha).

La perfusión intenta superar la principal limitación 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 dilución para 
evitar el lavado del biorreactor. En el modo de perfusión, como las células 
se mantienen dentro del recipiente de cultivo, se pueden aplicar tasas de 
dilución significativamente mayores dando como resultado una mayor dispo-
nibilidad de nutrientes, de modo que se alcanzan mayores concentraciones 
de células (hasta 5×107 cél/ml en cultivos en suspensión), con un significativo 
aumento en el rendimiento del producto de interés (Hernández et al., 2009). 
Si las condiciones de cultivo se mantienen en forma adecuada, el proceso 
de perfusión puede continuar durante un largo período de tiempo (sema-
nas o meses) con cosechas continuas de medio gastado que contiene altas 
concentraciones de la proteína de interés. En nuestro laboratorio hemos 
aplicado con éxito el cultivo en perfusión para la producción de un biosimi-
lar de eritropoyetina humana recombinante durante tres meses de cultivo 
(Beccaria et al., 1999).

Se disponen de diferentes dispositivos de retención 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, 
hidrociclón, centrífuga continua, separador ultrasónico o un novedoso sis-
tema externo consistente en un cartucho a base de fibra hueca operado con 
un flujo tangencial (TFF, según su sigla en inglés derivada de tangential flow 
filtration). A diferencia de la filtración de flujo normal, donde el medio se 
bombea a través de un filtro de membrana, en este caso se usa una bomba 
peristáltica para recircular el sobrenadante del cultivo celular sobre la super-
ficie de la membrana permeable. Este modo de operación reduce el riesgo 
de taponamiento (fouling) del filtro. En TFF, el líquido y los compuestos con 
pesos moleculares inferiores al límite o cut–off de la membrana semiper-
meable pueden pasar a través de la misma (permeado), mientras que las 
moléculas más grandes se retienen (retenido). La filtración de flujo tangencial 
alternante (ATF, según su sigla en inglés derivada de alternating tangential 
flow filtration) utiliza la técnica TFF, pero una bomba de diafragma alterna la 
dirección del flujo sobre la superficie de la membrana. Esta tecnología 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 perfusión, aplicables 
tanto en baja, media como alta escala. En baja escala, se emplea el ATF 2® 
en biorreactores de hasta 4 l para cultivos en suspensión y de hasta 10 l para 
cultivos de células adheridas a carriers. Para la alta escala, se dispone del 
ATF 10® aplicado para biorreactores de hasta 1 000 l en cultivos en suspensión 
y de hasta 5 000 litros para cultivos adherentes. En la Figura 7.2 se muestra el 
módulo ATF 6® acoplado a un biorreactor de 150 litros de capacidad.

En el cultivo en perfusión se puede lograr la más elevada densidad celular, 
la mayor productividad volumétrica y la duración de cultivo más larga con 
respecto a todos los demás modos de cultivo. Al igual que en el lote alimen-
tado, se evita la limitación de nutrientes mediante el suministro continuo 
de medio. Pero, a diferencia del lote alimentado, los desechos celulares y 
los productos tóxicos se eliminan del sistema, lo que aumenta la longevidad 
del cultivo alcanzándose 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 inactivación, degradación y/o 
de–glicosilación de las glicoproteínas. Además, como el tiempo de residencia 
del producto secretado es muy corto (en el orden de las horas), el tiempo 
de exposición a condiciones operativas adversas (pH, temperatura y enzimas 

Figura 7.2. Cultivo en perfusión con un dispositivo de retención celular 
externo. Módulo ATF 6® (Repligen Corporation) acoplado a un biorreactor 
tipo tanque agitado de 150 litros de capacidad. 
Fuente: fotografía obtenida por Sofía Giorgetti, becaria doctoral de 
CONICET en el Centro Biotecnológico del Litoral (FBCB–UNL) hasta 05/2020, 
y cedida gentilmente para la ilustración de este capítulo. Reproducida con 
el permiso de Zelltek SA
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liberadas) es mínimo, lo que beneficia la pureza y calidad del producto. Es por 
ello que la perfusión es el modo de operación obligado para la producción de 
grandes cantidades de productos proteicos lábiles o inestables. La empresa 
Bayer (Leverkusen, Alemania) ha aplicado con éxito la tecnología de perfu-
sión para la producción de factor VIII de coagulación (Boedeker, 2013). Otra 
ventaja de los sistemas de perfusión es que, debido a su alta productividad, 
el biorreactor puede ser hasta diez veces más pequeño para la producción 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 perfusión son la mayor compleji-
dad operativa, el tiempo prolongado de desarrollo y validación del proceso 
y el mayor riesgo de contaminación. El aspecto más complejo comparado 
con el lote alimentado es la introducción de dispositivos para la retención 
de células, especialmente a gran escala, que exigen un diseño de biorreactor 
más sofisticado por lo que el costo del equipamiento total es más caro. Sin 
embargo, las productividades más altas de los cultivos en perfusión per-
miten el uso de biorreactores mucho más compactos, con la consecuente 
disminución en el costo, y por lo cual se compensa parcialmente la situación 
adversa mencionada. Además, el riesgo de falla del equipo es alto debido 
a la posible obstrucción del dispositivo de retención. Finalmente, si bien 
hace unos años el riesgo de contaminación se consideraba alto debido al 
hecho de que la perfusión es un sistema abierto que opera continuamente 
durante largos períodos de tiempo, actualmente esta desventaja está 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 número de unidades (proceso múltiple) y, por 
otro lado, aquellos en los cuales se logra mediante la construcción de una 
unidad más grande (proceso único). Estos últimos ofrecen grandes ventajas, 
en cuanto a la reducción de personal y espacio físico; al mejor monitoreo 
y control de proceso, y al control más fácil de la contaminación, ya que se 
requieren menor número de operaciones.

El escalado del cultivo de células en suspensión es relativamente sencillo, 
y consiste en el pasaje de la suspensión celular a un biorreactor de mayor 
volumen, realizando la dilución 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 
órganos y tejidos. Básicamente, existen dos técnicas para la inmovilización 
celular: cultivos de células confinadas (immurement culture) y de células 
entrampadas (entrapment culture). Los primeros implican la microencap-
sulación de células dentro de geles (Hübner, 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 suspensión. Se 
deben operar en modo de perfusión, alcanzando las densidades celulares 
más altas que se registran en cultivos (2–4×108 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 sólido (partícula o carrier sólido) o 
en los intersticios de un carrier macroporoso (Blüml, 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 (Pörtner & Platas Barradas, 2007; Kratje & Wagner, 
1992; Kratje et al., 1994). Cabe destacar que —aunque se logre una distri-
bución 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 concentración de 
nutrientes y productos.

La empresa Baxter BioScience (Viena, Austria) alcanzó el mayor escalado del 
cultivo de células inmobilizadas a nivel industrial aplicada a la fabricación 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 l (Chen & Chen, 2009). 

7.3.1. Proceso de producción de un biofármaco

Cabe destacar que la «fábrica» de la glicoproteína es la célula recombinante, 
y es por ello que el cultivo celular ocupa un rol central en la fabricación 
del biofármaco. En la Figura 7.3 se muestra un esquema del proceso global 
de producción, que incluye el proceso biotecnológico de producción de la 
proteína humana recombinante o IFA y la etapa galénica de formulación 
del medicamento. Estos procesos deben llevarse a cabo bajo un estricto 
sistema de calidad conocido como normas de Buena Práctica de Manufactura 
(GMP, según su sigla en inglés derivada de Good Manufacturing Practices), 
que son obligatorias y definidas por la autoridad sanitaria de cada país. 
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En Argentina rige la disposición ANMAT N° 2819/04 y modificaciones subsi-
guientes (norma N° 3602/2018) sobre Buenas Prácticas de Fabricación para 
Elaboradores, Importadores/Exportadores de Medicamentos. Con referencia 
al proceso biotecnológico, 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 purificación o downstream processing (que se 
abordará en el próximo capítulo).

Para el upstream processing se indican las subetapas referidas a la gene-
ración de los bancos del clon productor, la preparación del inóculo, acondi-
cionamiento del biorreactor, la preparación 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 conducción de la descripción.

Figura 7.3. Diagrama de un proceso de producción de un biofármaco
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El proceso global se encuentra enmarcado en un sistema de gestión de 
calidad obligatorio (Normas de Buenas Prácticas de Manufactura, GMP), que 
incluye el proceso biotecnológico de producción de la proteína humana 
recombinante o ingrediente farmacéutico activo (IFA) y la etapa galénica de 
formulación del medicamento.

7.3.2. Bancos celulares

Es probable que una o más propiedades de una línea celular cambien 
durante un período prolongado de pasajes (o subcultivos) continuos. Para 
garantizar la consistencia de las propiedades de una línea celular o de un 
producto derivado de ella, es necesario —por lo tanto— preservar (en general, 
por criopreservación) y caracterizar un stock de células como referencia. Este 
stock o banco celular consiste en una colección de recipientes apropiados 
(ampollas o criotubos), que contienen un número conocido de células prove-
nientes de un único pool homogéneo de células preparadas en condiciones 
definidas, supendidas en un medio de criopreservación adecuado y sometidas 
a pruebas de caracterización. Estos recipientes pueden almacenarse durante 
años bajo condiciones definidas, tales como la fase de vapor o en la fase 
líquida a -196 °C en nitrógeno líquido (Figura 7.4A). Posteriormente, a lo largo 
del programa de investigación, desarrollo o fabricación, los cultivos celulares 
siempre se descartan después de un número de pasajes definido y el material 
crioconservado se utiliza como semilla para reiniciar cultivos nuevos.

Aunque un número reducido de ampollas o criotubos de un solo banco 
celular puede ser suficiente para un pequeño programa de investigación, para 
garantizar la continuidad de una línea celular durante la fabricación 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, 
según su sigla en inglés derivada de master cell bank) con un número definido 
de ampollas y bancos de células de trabajo (WCB, según su sigla en inglés 
derivada de working cell bank), cada uno derivado de forma idéntica de un 
único criotubo del MCB (Stacey, 2004; Bakhach, 2009; He, 2011).

En el caso de un proceso de producción como el esquematizado en la Figura 
7.3, cada lote de producción 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 1 a 5 ml. Este paso requiere 
de experiencia y 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–sulfóxido, DMSO), las células se suspenden en 
el medio de cultivo de crecimiento para iniciar así la expansión del cultivo 
celular para la preparación del inóculo.
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7.3.3. Expansión celular – Preparación del inóculo

El objetivo principal de la expansión celular es alcanzar el número necesario 
de células viables para inocular el biorreactor de producción en el menor 
tiempo posible. Se utiliza un medio de cultivo que fue optimizado para la 
lograr la máxima reducción del tiempo de duplicación celular que rinda una 
población 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 
óptima de crecimiento de las células animales.

Esta expansión celular se realiza en forma gradual, mediante sucesivos 
cultivos, que se prolongan únicamente 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 producción (Figura 7.4). Para evitar la 
generación de una fase lag, cada cultivo se inicia con una concentración 
inicial de células viables adecuada, que en general está en el rango de 
1–3 x 105 células por ml, dependiendo de la línea celular y del medio. Por 
la misma razón, las células se cosechan cuando se encuentran en la fase 
exponencial (antes de la fase de deceleración, ver Figura 7.1C) para iniciar 
el siguiente cultivo. Usualmente se emplean diferentes frascos de cultivo y 
biorreactores de escala intermedia para la propagación celular, con volúme-
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 inóculo del biorreactor 
del siguiente paso. El número de los pasos de la amplificación depende de 
la escala final del biorreactor de producción.

Figura 7.4. Esquema de la expansión celular gradual para la preparación 
del inóculo
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Para la preparación del inóculo del biorreactor de producción se deben reali-
zar varios pasos de expansión celular, cuyo número depende de la escala de 
producción, 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 propagación celular, 
dependiendo del tipo de crecimiento celular: cultivo dependiente de super-
ficie (nivel superior del esquema) y cultivos en suspensión (nivel inferior del 
esquema).

Cabe aclarar en este punto que la definición de la escala de cultivo es 
relativa, ya que cada empresa define el volumen máximo del biorreactor 
de producción de su planta, de acuerdo con las expectativas de venta del 
biofármaco a producir y del rendimiento global del proceso de fabricación. 
Así, por ejemplo, para la empresa Amgen (2005) que ha instalado la planta 
BioNext (West Greenwich, Rhode Island, Estados Unidos) para la producción 
de etanercept (Enbrel®, producto innovador de Amgen) dotada con nueve 
biorreactores, cada uno con un volumen de 20 000 l, cuenta seguramente 
con un mayor número de pasos para la expansión celular que el número que 
requiere la empresa Zelltek (perteneciente al holding Mega Pharma —actual-
mente Mega Labs— de Montevideo (Uruguay), http://www.amegabiotech.com), 
también para la producción de etanercept (Enerceptan®, producto biosimilar 
desarrollado por el Consorcio Público Privado constituido por el Laboratorio 
de Cultivos Celulares de la Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas (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 Tecnológico 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 suspensión celular que resulta después del paso de recuperación de las 
células contenidas en un criotubo del WCB se dispensan usualmente en 
pequeños biorreactores, conocidos simplemente como frascos o botellas 
(Figura 7.5). En general son descartables y carecen de sistemas de monitoreo 
y control. El material plástico más empleado para estos contenedores es el 
poliestireno (como es hidrofóbico, debe ser sometido a un tratamiento quí-
mico o por radiación γ 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, colágeno 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 línea 
celular de nuestro interés (Freshney, 1994).
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En esta escala, la manipulación 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. Así, para 
células adherentes se usan los frascos T y frascos roller, mientras que para los 
cultivos en suspensión se emplean preferentemente los frascos tipo spinner 
y frascos tipo Erlenmeyer. En estos sistemas de baja escala, la transferencia 
de oxígeno está limitada por la reducida interfase aire–líquido. Por ello, el 
volumen de medio que se emplea para cada uno de estos frascos debe ser 

Figura 7.5. Criopreservación y sistemas de cultivo en baja escala.  
A. Tanque con nitrógeno líquido para la criopreservación celular, pro-
visto de canastas con cañas (foto izquierda), en las cuales se alojan los 
criotubos (foto derecha). B. Distintos dispositivos para el cultivo está-
tico en escala de laboratorio (placas multi–well y frascos T). C. Frascos 
roller para el cultivo de células adherentes colocados sobre rodillos 
(en la foto se observa como cilindros negros), que permiten el giro conti-
nuo de las botellas y así asegurar que las células 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 imán. El frasco 
se coloca sobre un agitador magnético, que permite el movimiento circu-
lar del agitador colgante. F. Biorreactor tipo tanque agitado de 5 litros 
provisto de un sistema de perfusión interno tipo spin–filter.  
Fuente: fotografías fueron obtenidas por Ileana del Rosario Tossolini, 
becaria doctoral de CONICET en el Centro Biotecnológico del Litoral 
(FBCB–UNL) hasta 03/2019, y cedidas gentilmente para la ilustración 
de este capítulo. Reproducidas con el permiso del Centro Biotecnológico 
del Litoral (FBCB–UNL)
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apropiado, para asegurar que la transferencia de oxígeno al medio de cultivo 
sea adecuada (en general, la altura de medio varía entre 0,3 cm y 0,4 cm).

Con el propósito 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 
área de 500 cm2, pero con el formato de los frascos T de 175 cm2 para optimizar 
el espacio de las estufas. El uso de los frascos roller está diseñado 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 
bañe a todas las células, aportándoles nutrientes y retirando desechos. El 
más 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 cm² por bandeja. Se proveen en forma estéril y con diferentes 
accesorios para facilitar su manipulación. 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 días consecutivos de cultivo (Pereira Bacci et al., 1999).

A pesar de que en los cultivos en frascos el rendimiento de producto es 
mucho más bajo que el alcanzado en cultivos optimizados en biorreactores, 
todavía hoy en día existen aplicaciones industriales que emplean esta meto-
dología para la producción de biofármacos. En efecto, la empresa Amgen 
emplea aún la tecnología original de la década de 1980 basada en el cultivo 
de células CHO recombinantes en frascos roller para la producción de eritro-
poyetina (Epogen®, producto innovador de Amgen). El escalado del proceso 
es muy simple (escalado múltiple), en el cual el número de frascos roller 
manipulados en forma paralela es el que determina la escala. Actualmente 
la producción de Epogen® es esencialmente un proceso robotizado en el cual 
todos los pasos críticos 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 intervención 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 definición de la escala de producción. En general, el último paso de 
la amplificación celular se realiza en un reactor con un volumen de trabajo 
equivalente a alrededor del 10 % del de producción. Para los sucesivos pasos 
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de este escalado se pueden emplear biorreactores de agitación tipo tanque 
agitado (de acero inoxidable o descartables de un único uso), con volúmenes 
crecientes (1 a 2 l, 10 a 20 l, 100 a 200 l y 1000 a 2000 l). Alternativamente, 
se pueden usar otros diseños 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 describirán separadamente en 
el siguiente apartado.

Como se mencionara ut supra, actualmente la producción de las glico-
proteínas de los biofármacos es preferentemente llevada a cabo mediante el 
cultivo en suspensión de las células recombinantes, empleando biorreactores 
homogéneos tipo tanque agitado, operados en modo fed–batch o en forma 
continua en perfusión.

Las condiciones del cultivo en la etapa productiva pueden diferir de las 
usadas durante la expansión celular. Así, el medio de cultivo debe ser optimi-
zado para favorecer la producción de la proteína de interés y para mantener 
la viabilidad celular durante largos períodos. Por otro lado, se ha reconocido 
que la temperatura es una variable ambiental clave en la optimización del 
proceso (Chuppa et al., 1997). Mientras que la alta viabilidad a baja tempe-
ratura parece ser un fenómeno general, el efecto de la disminución de la 
temperatura en la productividad específica es claramente dependiente de 
la línea celular y de la proteína (Yoon et al., 2003a, b). En nuestro laborato-
rio hemos observado para células CHO productoras del factor estimulante 
de colonias de granulocitos y macrófagos (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 glicoproteína 
generada (Bollati–Fogolín et al., 2004, 2005).

7.3.6. Biorreactores descartables

Durante el proceso de producción de un lote de un biofármaco los costos 
más significativos están conformados por la calificación y validación tanto de 
los equipos como de los pasos claves del bioproceso, siendo generalmente 
estos costos más elevados que la materia prima misma. Además, el tiempo 
invertido en estos requerimientos normativos es grande, lo cual también 
representa dinero. En este contexto es que durante las últimas décadas 
varias empresas han desarrollado sistemas de biorreactores de un solo uso 
(SUBs, según su sigla en inglés derivada de single–use bioreactors) o descar-
tables, los cuales ya están previamente esterilizados, validados y calificados, 
cumpliendo las regulaciones requeridas y reduciendo significativamente los 
tiempos necesarios para la puesta en marcha del bioproceso (Trujillo–Roldán 
& Valdez–Cruz, 2009). Otra ventaja que está asociada con esta tecnología 
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es que las instalaciones necesarias en una planta de producción (lo que se 
conoce en inglés como footprint) para la utilización de un sistema descartable 
son más sencillas que las requeridas para la instalación de un biorreactor 
de acero inoxidable, ya que no se requiere sistema de generación de vapor 
para esterilización in situ, como así también todo lo asociado a la limpieza 
del mismo. Las empresas que comercializan esta tecnología declaran que 
la instalación de sistemas SUBs en lugar de biorreactores de acero inoxi-
dable puede reducir la inversión inicial entre un 50 % y 70 % cuando se está 
construyendo una planta.

Un biorreactor descartable consiste es una bolsa de plástico polimérico 
de múltiples 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 
parámetros fisicoquímicos, de la misma manera que es llevado a cabo en un 
tanque de acero inoxidable. Está claro entonces que la utilización de un SUB 
requiere una gasto extra en cada lote de producción 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 decisión de adquirir un SUB de una 
marca determinada, luego será necesario comprar la bolsa siempre a ese 
mismo proveedor, ya que no es compatible la utilización 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 y, para el caso de los biorreactores de un solo uso, las 
consideraciones generales para el control de parámetros de cultivo, a excep-
ción 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 plásticas 
(cada marca tiene su diseño particular) que forma parte de la estructura de 
la bolsa. Con respecto a las sondas de pH, oxígeno disuelto, temperatura y 
biomasa, los sistemas SUB están adaptados para utilizar las mismas sondas 
reutilizables que se utilizan en sistemas de acero inoxidable, aunque algu-
nas marcas ofrecen bolsas que tienen sondas ópticas descartables, con un 
número limitado de lecturas para pH y oxígeno disuelto, haciendo aún más 
sencillo y rápido su instalación (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), líder en el mercado actual y que dispone de 
la plataforma de HyPerforma®; Merck Millipore (Burlington, Massachusetts, 
Estados Unidos), que posee su sistema Mobius®; la empresa Sartorius 
(Göttingen, Alemania) cuenta con la plataforma BIOSTAT STR® y GE Healthcare 
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Figura 7.6. Biorreactores descartables o single–use bioreactors 
A. Biorreactor tipo tanque agitado provisto de una bolsa desechable de 
2000 l de capacidad ubicada en un contenedor metálico y conectada a la 
torre de control (Mobius® 2000 L Single–use Bioreactor; Merck Millipore). 
B. Biorreactor tipo tanque agitado descartable de mesada de 3 l (Mobius® 
3 L Single–use Bioreactor; Merck Millipore). C. Single–use wave–mixed 
bioreactor (Biostat® RM 20|50; Sartorius) provista de una bolsa con  
10 l de volumen de trabajo (Cultibag® RM; Sartorius).  
Fuente:  fotografía obtenida por Ileana del Rosario Tossolini, becaria 
doctoral de CONICET en el Centro Biotecnológico del Litoral (FBCB–UNL) 
hasta 03/2019, y cedida gentilmente para la ilustración de este capítulo. 
Figuras 7.6A y 7.6B: recuperadas de http://www.merckmillipore.com/AR/es 
con el permiso de Merck Argentina. Figura 7.6C reproducida con el permiso 
de Zelltek SA
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(Little Chalfont, Reino Unido) ofrece Xcellerex XDR®, todas ellas con esca-
las productivas desde 50 l hasta 2 000 l para células de mamífero. Con 
respecto a la escala de I&D, normalmente se ofrecen SUB de mesada con 
recipientes plásticos de hasta 10 l, como por ejemplo Mobius® en baja 
escala, UniVessel® de Sartorius y BioBLU® Single–Use Vessels de Eppendorf 
(Hamburgo, Alemania), entre otros.

 7.3.6.2. Otros diseños de biorreactores descartables

Existen otros tipos de SUBs basados en la utilización de bolsas descartables 
que descansan sobre una plataforma horizontal. En este caso, la agitación del 
cultivo ocurre al mover el biorreactor completo, dado que la plataforma que 
soporta la bolsa está dotada de un movimiento tipo vaivén, que le confiere a 
la suspensión celular contenida en la bolsa una agitación en forma de «olas» 
(Figura 7.6C). Estos biorreactores son conocidos como wave–mixed bioreactor 
o rocking motion bioreactors, cuyo volumen de trabajo máximo corresponde 
hasta el 50 % del volumen total de la bolsa. La temperatura de la plataforma 
puede controlarse y, de esta manera, por contacto directo de la bolsa con 
la superficie de la plataforma es que se regula la temperatura del cultivo. El 
pH y la DO se miden en forma continua mediante sensores descartables que 
son parte de la bolsa. La disolución del oxígeno en el medio de cultivo —que 
se añade mediante insuflación de aire o una mezcla de gases en la cámara 
superior— es suficiente para sostener el crecimiento celular en forma ade-
cuada (Klöckner et al., 2014; Trujillo–Roldán & Valdez–Cruz, 2009)but practical 
and ethical considerations have hampered clinical application and research. 
In an attempt to overcome these issues, the conversion of somatic cells into 
pluripotent stem cells similar to ESCs, commonly termed nuclear reprogram-
ming, has been a top objective of contemporary biology. More than 40 years 
ago, King, Briggs, and Gurdon pioneered somatic cell nuclear reprogramming 
in frogs, and in 1981 Evans successfully isolated mouse ESCs. In 1997 Wilmut 
and collaborators produced the first cloned mammal using nuclear transfer, 
and then Thomson obtained human ESCs from in vitro fertilized blastocysts 
in 1998. Over the last 2 decades we have also seen remarkable findings regar-
ding how ESC behavior is controlled, the importance of which should not be 
underestimated. This knowledge allowed the laboratory of Shinya Yamanaka 
to overcome brilliantly conceptual and technical barriers in 2006 and generate 
induced pluripotent stem cells (iPSCs.

Es importante resaltar que en este tipo de biorreactores se pueden alcanzar 
cultivos de elevada viabilidad, dado que se evitan los efectos de stress sobre 
las células, que ocurren en los cultivos llevados a cabo en tanques agitados, 
y que están asociados tanto a la ruptura de las burbujas del gas incorporado 
a través del sparger como al movimiento de las hélices del agitador.
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Normalmente estos SUBs se utilizan en la etapa de expansión celular lle-
vada a cabo para la preparación del inóculo del biorreactor de producción, 
sea este desechable o no, simplificando significativamente esta tarea. Algunos 
ejemplos comerciales son WAVE Bioreactor® (GE Healthcare) y BIOSTAT® RM 
(Sartorius), con escalas de cultivo desde 100 ml hasta 200 l.

Finalmente, otro diseño de SUBs son aquellos en los cuales la agitación 
se realiza en forma orbital; en este caso también al mover el biorreactor 
completo (evitando el stress mecánico sobre las células). Para este diseño 
del biorreactor, la transferencia de oxígeno al cultivo —que también ocurre 
a través de la interfase aire–líquido de la cámara superior— es apropiada, 
permitiendo alcanzar cultivos de elevada viabilidad. Esto se ha logrado con 
los reactores conocidos como orbitally shaken bioreactors (Anderlei et al., 
2009; Eisenkraetzer, 2014; Müller et al., 2005)cultivation of mammalian cells 
in suspension is an essential prerequisite. Typically, suspension cultures 
are grown in glass spinner flasks filled to less than 50% of the nominal 
volume. We propose a superior system for suspension cultures of mam-
malian cells based on orbital shaker technology. We found that \u2018\
u2018square-shaped\u2019\u2019 bottles (square bottles. Una empresa 
que ha desarrollado este tipo de tecnología hasta escalas productivas es 
Kühner AG (Birsfelden, Suiza), que cuenta con los modelos SB10–X, SB50–X 
y SB200–X de 10 l, 50 l y 200 l, respectivamente. Estos biorreactores utilizan 
bolsas descartables diseñadas para tal fin, como, por ejemplo, las bolsas 
Cultibag® ORB de Sartorius.

7.4. conclusiones

En los últimos años ha aumentado significativamente la comprensión de los 
procesos y el conocimiento sobre la bioingeniería para el cultivo de células 
animales. Especialmente con la introducción de los sistemas de biorreac-
tores de un solo uso, existen actualmente una gran variedad de sistemas 
de cultivo disponibles. Sin embargo, el sistema más empleado a escala de 
producción continúa siendo el cultivo en suspensión de las células recom-
binantes, empleando biorreactores homogéneos de agitación tipo tanque 
agitado, ya sea como un sistema completo de acero inoxidable o como un 
sistema híbrido de tanque de acero inoxidable combinado con bolsas de un 
único uso o como un sistema completamente desechable.

En cuanto al modo de operación, la mayoría de las empresas priorizan el 
cultivo fed–batch al cultivo continuo en perfusión. Actualmente, solo alre-
dedor del 20 % de los biofármacos se producen empleando la perfusión en 
el upstream processing (Hernandez, 2015). Sin embargo, de acuerdo con lo 
descripto por Konstantinov (2014), cabe esperar que en el futuro las empresas 
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biofarmacéuticas también opten por los procesos continuos, ya que este cam-
bio ha ocurrido invariablemente en el pasado para todas las demás ramas de 
la industria (petróleo, fundición de acero, vidrio, alimentos, pulpa de madera, 
etc.) por los numerosos beneficios que brinda. En los bioprocesos continuos 
también se pueden contar con numerosas ventajas (Konstantinov & Cooney, 
2015), que incluyen una mayor consistencia en la calidad del producto, el 
uso de tamaños de equipos más reducidos, una productividad volumétrica 
elevada con un flujo de proceso optimizado y ciclos de proceso menores, y 
costos de capital y operación más reducidos.
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8.1. Introducción

En la actualidad, la fabricación de glicoproteínas (GP) con fines terapéuticos 
utiliza típicamente células genéticamente modificadas como fuente produc-
tora, las cuales son cultivadas generalmente en biorreactores utilizando un 
medio de cultivo apropiado. Si bien existen otras fuentes para su obtención 
como el plasma humano y los animales o plantas transgénicos, el objetivo 
de este capítulo apunta al estudio y descripción de todas las etapas que se 
encuentran «aguas abajo» una vez que se dispone de la GP obtenida por 
cultivo celular.

Mientras que lo que se conoce en inglés como Upstream Processing (USP) 
hace referencia al proceso que genera las proteínas glicosiladas crudas a 
partir del cultivo de células modificadas genéticamente, lo que se describe 
como Downstream Processing (DSP), es lo que define el producto final.

El DSP hace referencia a todas las etapas de recuperación y purificación del 
producto, incluyendo la evaluación del control de calidad, la estabilidad de 
los diferentes intermediarios y del producto final. Se trata, por lo tanto, de 
una secuencia de operaciones unitarias diversas que posibilita el aislamiento 
de un único «tipo de proteína» a partir de una mezcla compleja, en la cual no 
solo se encuentran otras proteínas sino macromoléculas de diferente natu-
raleza fisicoquímica como por ejemplo ADN, endotoxinas, lípidos y material 
particulado de diferentes tamaños. Durante estas etapas se van removiendo 
contaminantes críticos, y se van introduciendo otros componentes que cola-
boran en la propia purificación. Por esta razón, los métodos utilizados en el 
DSP son cruciales para la seguridad del producto y, en la industria, las áreas 
para ejecutar dichas tareas deben tener una calidad de aire superior a la 
empleada para el USP (10 000 versus 100 000). Para proteínas recombinantes 
de uso terapéutico en humanos, el grado de pureza debe alcanzar y/o exceder 
frecuentemente el 99 % (P/P), y algunas impurezas particulares como el ADN 
o las endotoxinas suelen presentar un límite superior permitido en el rango 
de ppm (Niazi, 2006).

Diferentes análisis económicos estiman que el costo del DSP a nivel de 
planta productora puede alcanzar hasta el 80 % del costo global de manu-
factura (Ramakrishnan et al., 2000).

Producción a gran escala  
de glicoproteínas terapéuticas:  
Downstream processing
Ignacio Amadeo
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8.2. abordajes para el desarrollo del dsp

Es posible distinguir dos abordajes para realizar el desarrollo del DSP, los 
métodos que no emplean algoritmos (no algorítmicos) y aquellos que si lo 
utilizan (métodos algorítmicos). Los primeros incluyen los métodos heurísticos 
(empíricos), los cuales constituyen un conjunto de reglas metodológicas no 
necesariamente forzosas que sugieren o establecen como proceder y que 
problemas evitar, mientras que los segundos emplean modelos matemáticos 
y simulaciones en software especializados.

Ambos enfoques implican la ejecución de experimentos, en mayor número 
para los métodos no algorítmicos (Nfor et al., 2009). En este capítulo nos 
referiremos exclusivamente a los primeros.

8.2.1. Métodos heurísticos

Los métodos heurísticos se basan en el uso del conocimiento previo de los 
procesos, normalmente sistematizados en forma de «reglas generales», muy 
útiles para diseñar el DSP. A continuación se enumera una serie de reglas 
generales a ser tenidas en cuenta para desarrollar un proceso de purificación: 
(1) conocer las propiedades de la GP de interés (lo cual incluye su perfil de 
estabilidad y los diversos factores que pueden alterar su estructura 3D) y de 
las impurezas críticas a fin de simplificar la selección y optimización de las 
etapas del proceso; (2) desarrollar métodos analíticos para la detección de 
la GP de interés y también para las impurezas críticas; (3) reducir al mínimo 
etapas de cambio de buffer, las cuales al no añadir en general un grado de 
purificación proteico podrían desnaturalizar la GP a purificar; (4) minimizar el 
uso de aditivos, ya que deberán ser removidos en las etapas subsiguientes; 
(5) eliminar las impurezas críticas (proteasas) en las etapas iniciales; (6) 
introducir métodos que utilicen diferentes principios fisicoquímicos para la 
separación; (7) reducir al máximo el número de etapas porque disminuye el 
rendimiento global y prolonga el tiempo del proceso y (8) combinar las dife-
rentes etapas de manera de reducir la necesidad de tener que acondicionar 
la muestra entre una etapa y la siguiente. El diseño debe ser lo más simple 
posible (Grasselli, 2005).

8.2.2. Abordaje experimental

Para desarrollar un proceso de purificación completo es necesario realizar un 
gran número de experimentos. Tradicionalmente estos se llevaban a cabo a 
escala de laboratorio, y sobre la base de prueba y error. Como resultado se 
requerían cantidades significativas de material y se ensayaban pocas opciones 
o condiciones del proceso.
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Dada la intensa presión que existe en la industria para que el desarrollo 
del proceso sea lo más rápido posible se han desarrollados métodos para 
monitorear condiciones a gran velocidad (HTS: High Throughput Screening). 
Las grandes compañías biofarmacéuticas (Amgen, Wyeth, Merck–Serono) 
combinan la miniaturización de los experimentos con tecnología robótica 
a fin de reducir costos y tiempo (Nfor et al, 2009). Estos métodos permiten 
realizar un gran número de experimentos en una escala muy pequeña y uti-
lizando cantidades mínimas de material. Además, se pueden combinar con 
experimentos diseñados estadísticamente (Diseño de Experimentos, DoE) 
para reducir el número de ensayos de screening. Un diseño de experimentos 
es una serie de corridas en las cuales se realizan cambios intencionales y 
simultáneos en las variables de entrada (factores) en uno o más niveles y 
se analizan el efecto que estos tienen sobre la salida (respuesta). La ventaja 
que tiene este enfoque es que permite conocer si existe interacción entre 
los factores, las cuales suelen ser muy frecuentes y no suelen ser detectadas 
con el método tradicional de variar un factor a la vez. El DoE contempla una 
amplia variedad de estrategias experimentales dentro de las cuales tenemos 
el diseño factorial completo, diseño factorial fraccionado y diseños super-
ficie de respuesta. Al utilizar DoE, se requiere un número de experimentos 
relativamente bajo para determinar la influencia de diversos parámetros y 
para identificar los más significativos.

El mayor desafío que presentan los métodos de elevada velocidad (HTS) y 
los DoE es el manejo y análisis del gran número de muestras y datos expe-
rimentales que se generan.

8.2.3. Utilización de plataformas de purificación (para GP con etiqueta)

Una vez que un proceso de purificación económicamente viable ha sido 
desarrollado para un dado producto proteico, el mismo podría ser utili-
zado como plataforma tecnológica o templado para intentar el DSP de otro 
producto que se encuentre dentro de la misma categoría, aprovechando 
su similitud fisicoquímica. El ejemplo típico lo constituyen los anticuerpos 
monoclonales (mAbs) y las proteínas de fusión con la fracción cristalizable 
(Fc) de una inmunoglobulina (Ig) humana, los cuales contienen por lo menos 
dos etapas cromatográficas, la cual incluye la cromatografía de afinidad a 
proteína A (CAPA) como etapa de captura y al menos dos etapas ortogonales 
para realizar el pulido y asegurar la remoción de posibles partículas virales. 
La Figura 8. 1 muestra una plataforma de purificación propuesta para mAbs 
y proteínas de fusión con la fracción Fc (Shukla et al., 2007).

Este concepto surgió debido al gran crecimiento que se produjo en los 
últimos años en el mercado global de mAbs, lo cual transformó a estos en el 
tipo de producto dominante dentro del campo biofarmacéutico. Esto indujo 
una competencia entre las diferentes compañías productoras que aceleraron 
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sus desarrollos. Entre las ventajas de utilizar este abordaje de plataforma 
se incluyen ahorros en tiempo y esfuerzo, flexibilidad durante el desarrollo, 
una mayor armonización de prácticas entre los diferentes sitios de una com-
pañía biotecnológica y sobre todo una definición temprana de lo que será 
el proceso comercial.

Dado que la cascada de purificación suele ser más o menos fija (aunque 
no rígida), el trabajo de optimización incluye el mejoramiento de las etapas 
individuales. La plataforma de purificación de mAbs ha ido evolucionando en 
la última década incorporando resinas de afinidad a proteína A con mayor 
capacidad dinámica, ligandos recombinantes que presentan resistencia a 
soluciones alcalinas (NaOH) para el CIP (cleaning in place). Por otra parte, se 
ha incorporado la cromatografía en membrana para la segunda o tercera etapa.

Figura 8.1. Plataforma de purificación propuesta para mAbs
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8.3. estrategias de purificación para gp sin etiqueta

Mientras que los mAbs, los anticuerpos policlonales (pAbs) y las proteínas 
con etiquetas o marcas de afinidad pueden ser capturados utilizando proto-
colos de cromatografía de afinidad (CA), las proteínas sin etiqueta requieren 
protocolos de purificación de múltiples pasos. En general, estos últimos 
casos corresponden a glicoproteínas provenientes de fuentes naturales o 
cultivos que las producen sin una etiqueta, ya sea porque esta interfiere con 
su función, su plegamiento o por cuestiones regulatorias relacionadas a la 
aprobación para su uso comercial.

8.3.1. Estrategia de tres etapas

Dado que las proteínas en su estado nativo presentan conformaciones espe-
cíficas responsables de la función biológica de la macromolécula, dicha 
estructura debe mantenerse durante todo el procedimiento de purificación 
a fin de obtener un rendimiento razonable del producto. Dada la compleji-
dad de las GP y de los materiales de partida, en la mayoría de los casos son 
necesarios varios pasos para obtener un producto altamente purificado y 
homogéneo. El desarrollo de una estrategia de purificación es un proceso que 
lleva mucho tiempo y contiene pasos secuenciales que se deben sincronizar, a 
fin de reducir o evitar operaciones intermedias de acondicionamiento. Con el 

Figura 8.2. Etapas de la estrategia CPIyP
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objeto de simplificar este desarrollo, en los últimos años se ha popularizado 
la estrategia de purificación global conocida como Captura, Purificación inter-
media y Purificación final o Pulido (CPIyP), ver Figura 8.2. Cada una de estas 
etapas puede tener una o más operaciones unitarias, las cuales pueden ser 
tanto cromatográficas como no cromatográficas. Otra de sus características 
es que cada etapa procesa un material de partida llamado genéricamente 
intermediario (n – 1) y genera un nuevo intermediario (n), con mayor grado 
de pureza, que se transforma en el intermediario de partida para la siguiente 
etapa (Hagel et al., 2008).

Esta estrategia ofrece directrices acerca de cómo combinar los métodos 
de purificación de la mejor manera para alcanzar los objetivos fijados. Es 
necesario aclarar que esta estrategia no significa que necesariamente todos 
los protocolos deben tener estas tres etapas. El proceso finaliza con el acondi-
cionamiento final / formulación y, en algunos casos, con la liofilización del 
producto.

A continuación, se describen las características de cada uno de los pasos 
indicados en la Figura 8.2.

8.3.1.1. Acondicionamiento de la muestra

La preparación o acondicionamiento del material de partida es el punto 
inicial de la estrategia de purificación. El propósito de esta etapa inicial es 
la obtención de una solución clarificada en donde la proteína a purificar se 
encuentre solubilizada y estabilizada.

Si el paso de captura es un método cromatográfico convencional, es condi-
ción sine qua non que dicha solución no contenga material particulado (a 
menos que se emplee la tecnología de lecho expandido), puesto que los 
mismos pueden obstruir la resina cromatográfica al bloquear los espacios 
muertos entre las partículas.

Esta preparación o acondicionamiento de la muestra se suele realizar no 
solo con el material de partida de la purificación sino antes del comienzo 
de cada operación unitaria con el objeto de que la muestra que sale de una 
etapa (intermediario n) pueda ingresar a la siguiente en las condiciones 
apropiadas para la misma. La Tabla 8.1 resume diferentes técnicas utilizadas 
para acondicionar los intermediarios.

8.3.1.2. Etapa de captura

El objetivo principal de la fase de captura es aislar lo más rápidamente 
posible la GP de interés de contaminantes críticos como proteasas, glico-
sidasas, concentrarla y transferirla a un entorno que le permita conservar 
la potencia o actividad biológica, esto es estabilizarla. La concentración del 
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producto implica reducir significativamente los volúmenes, lo cual redunda 
en un gran ahorro en resina cromatográfica y soluciones buffer de las etapas 
subsiguientes.

En este estadio se vuelve especialmente importante disponer de una ele-
vada velocidad de procesamiento a fin de acotar los tiempos de proceso. El 
tiempo de procesamiento es un factor crítico puesto que los sobrenadantes 
de cultivo y los homogenatos de células crudas contienen proteasas y glicosi-
dasas que al actuar sobre sus sustratos reducen la recuperación del producto 
y generan productos de degradación que pueden resultar muy difíciles de 
remover posteriormente.

Para alcanzar este fin se trabaja con resinas que permitan flujos rápidos y 
elevada capacidad de carga dinámica. Las condiciones de trabajo se deben 
seleccionar de manera de inducir la adsorción de la proteína de interés y 
evitar al máximo la unión de impurezas. De este modo, se maximiza la capaci-
dad de unión de la proteína de interés a la resina. Al producirse la adsorción 
se reduce la probabilidad de interacción entre las proteasas y los enlaces 
intramoleculares susceptibles de la proteína blanco. La maximización de la 

Tabla 8.1. Técnicas utilizadas para acondicionar la muestra  
para diferentes operaciones unitarias

Técnica Comentarios

Filtración Para remover material partículado y coloides. La 
muestra debe atravesar un filtro compatible de 
0,45 µm antes de ser aplicada en una columna 
cromatográfica. La filtración debe realizarse inme-
diatamente antes de la cromatografía debido a 
que se puede producir precipitación o cambio de 
viscosidad con el tiempo. Estas etapas tienen que 
ser validadas de manera apropiada.

Centrifugación / 
microfiltración

Para remover células, restos celulares o material 
particulado.

Dilución Para reducir la conductividad o viscosidad (siempre 
que el volumen de muestra no sea excesivamente 
grande).

Ultrafiltración (UF) Para realizar el cambio de buffer o concentrar la 
muestra.

Precipitación Utilizado como etapa de separación grosera y 
concentración.

Auxiliares del 
procesamiento

Normalmente son componentes agregados de 
manera intermitente (en modo batch) a intermedia-
rios crudos a fin de remover material particulado y 
compuestos hidrofóbicos.

Añadir DNAsa Para degradar fragmentos de ADN y ARN y reducir 
la viscosidad.



192

velocidad y la capacidad se hará a expensas de la resolución. No obstante, a 
menudo, es posible lograr una resolución considerable, debido a que muchos 
de los componentes del material de partida tendrán diferencias fisicoquími-
cas notables con la GP de interés. La elución se suele realizar mediante un 
salto, obteniéndose una solución conteniendo GP concentrada con un grado 
de purificación moderado.

La baja conductividad de la mayoría de los caldos de cultivo u homogena-
tos celulares hace que las proteínas puedan ser adsorbidas empleando CA, 
intercambio iónico o modo mixto en la mayoría de los casos.

8.3.1.3. Etapa de purificación intermedia
El objetivo principal es remover la mayor cantidad de impurezas mayori-

tarias, fundamentalmente otras proteínas, ácidos nucleicos, endotoxinas y, 
eventualmente, partículas virales. Dependiendo de las características del 
material de partida y de cuan eficiente fue la etapa de captura, esta etapa 
intermedia podría eliminarse.

En esta etapa, la velocidad deja de ser un factor crítico, debido a que ya se 
removieron factores destructivos del producto, y a que el volumen de muestra 
fue reducido en la etapa anterior. En cambio, la capacidad sigue siendo un 
factor importante, porque puede haber cantidades significativas de impu-
rezas que disminuyan la misma. La selectividad también es importante y a 
diferencia de la fase de captura en donde se consigue durante la adsorción, 
acá se alcanza optimizando las condiciones de elución cromatográfica (por 
ejemplo, elución en gradiente). Esto permite obtener una buena resolución.

El resultado final es la presencia de impurezas en cantidades mínimas (5–15 
% del total de proteínas), o sustancias estrechamente relacionadas con la GP 
de interés que pueden ser variantes estructurales de la misma.

8.3.1.4. Etapa de purificación final

El objetivo de esta es doble; por un lado, obtener el producto final en el nivel 
de pureza requerido removiendo trazas de impureza y, por otro, acondicionar 
la GP purificada para su uso inmediato o almacenamiento. En general, el 
intermediario que llega a la etapa de purificación final contiene solamente 
trazas de impurezas y muy probablemente GP que han sido modificadas 
durante el procedimiento de purificación (especies oxidadas, deamidadas o 
agregadas). Los agregados de mayor PM han adquirido mayor importancia en 
los últimos años debido a su asociación con una mayor inmunogenicidad del 
producto. En otros casos, los contaminantes son variantes estructurales con 
microheterogeneidades de la GP de interés, como por ejemplo, variantes con 
diferentes patrones de glicosilación o truncadas (ya sea por una biosíntesis 
deficiente o por el efecto de proteasas durante el proceso). 

Debido a lo expuesto previamente el método de separación debe ser capaz 
de discriminar estos contaminantes, por lo cual se coloca el énfasis en la 
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resolución, e incluso puede ser necesario sacrificar la recuperación en aras 
de mejorar el grado de pureza. Las pérdidas de muestra en esta etapa son 
más costosas que en etapas previas, por lo cual se torna necesario escoger 
un método que ofrezca la mayor recuperación posible.

Al finalizar esta etapa puede haber ajustes de condiciones (concentración, 
pH, aditivos estabilizantes) que permitirán la utilización final del producto o 
su almacenamiento en condiciones óptimas de estabilidad.

8.3.2. Consideraciones de estabilidad

Dado que las proteínas tienen estructuras 3D únicas que mantienen su con-
formación por fuerzas relativamente débiles (Van der Waals, iónicas, inte-
racciones hidrofóbicas y puentes de hidrógeno), los cambios del medio que 
tienen lugar durante los acondicionamientos o diferentes etapas del proce-
samiento pueden desestabilizar estas fuerzas y provocar la desnaturalización 

Tabla 8.2. Características de la muestra y sus efectos 
sobre la estabilidad de la proteína

Parámetro Comentarios

Concentración Concentraciones demasiado bajas pueden limitar la capacidad 
de equilibrio en cromatografías de naturaleza adsortiva.

Conductividad La fuerza iónica afecta la solubilidad de la proteína y su unión 
a intercambiadores iónicos. Puede ocurrir precipitación muy 
lenta en el tiempo, que transforma gradualmente una solución 
límpida en otra que bloquea los filtros, por ejemplo.

Tiempos de 
espera

La estabilidad de la muestra es función del tiempo. Puede 
haber diferencias en los tiempos de espera entre la escala de 
laboratorio y piloto.

pH Afectará la solubilidad de la GP, su estabilidad y su habilidad 
para unirse a intercambiadores iónicos. El pH también influen-
cia el potencial redox de la solución.

Potencial redox Influencia la estabilidad de los puentes disulfuro. En condi-
ciones reductoras, los enlaces disulfuro se abrirán, resultando 
en la aparición de grupos tioles libres. El potencial redox es 
función del pH.

Temperatura Influencia el pH, la fuerza iónica y el potencial redox. La estabi-
lidad de la proteína es función de la temperatura. Las enzimas 
proteolíticas son menos activas a bajas temperaturas.

Viscosidad Las muestras viscosas presentan dificultades para ser filtradas y 
aplicadas en columnas cromatográficas.

Volumen A medida que aumenta la escala, el incremento de volúme-
nes torna necesario una logística particular para su manejo 
adecuado.
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y precipitación. Por esta razón, es importante comprobar los límites de esta-
bilidad de la GP de interés. En general, las proteínas son más inestables a 
medida que se encuentran con mayor grado de pureza.

LaTabla 8. 2 resume los efectos potenciales de algunos parámetros del 
proceso sobre la estabilidad proteica.

Un buen plan para la evaluación de la estabilidad en diferentes condiciones 
debería incluir: (1) estabilidad en diferentes condiciones de pH entre 2 y 10 
en pasos de 1 unidad; (2) estabilidad a la fuerza iónica: entre 0 y 2 M NaCl y 
0 a 2 M (NH4)SO4 en pasos de 0,5 M; (3) estabilidad en presencia de solventes 
orgánicos como ACN y etanol entre 0 y 50 % en pasos de 10 %; (4) estabilidad 
a diferentes temperaturas de conservación y (5) estabilidad y proteólisis a 
temperatura ambiente. Lo óptimo para evaluar todo esto de manera conjunta 
es realizar un diseño factorial (Grasselli, 2015).

Tabla 8.3. Cosolventes e impurezas que afectan la estabilidad  
de los intermediarios durante la purificación

Cosolventes  
e impurezas

Comentarios

Restos celulares Incrementa la presión de la columna y bloquea los filtros.

Ácidos nucleicos 
(ADN, ARN)

Incrementa la viscosidad.

Enzimas Las proteasas pueden degradar la GP de interés y las sialidasas 
remover el ácido siálico terminal de la fracción oligosacárida.

Sales Incrementan la conductividad (fuerza iónica) de la solución,  
lo cual podría producir tanto el efecto de salting-in como sal-
ting-out. Afecta significativamente la cromatogafía de afinidad 
(CA), intercambio iónico (CII) e interacción hidrofóbica (CIH).

Detergentes no 
iónicos

Afectan la CA, CIH y la Cromatografía de fase reversa (CFR). Se 
unen fuertemente a la GP.

Detergentes iónicos Afecta la CII, CIH, CFR y la CA. Se une fuertemente a la GP.

Detergentes 
zwiterónicos

Afecta la CII, CIH, CFR y la CA. Se une fuertemente a la GP.

Solventes orgánicos Pueden causar precipitación. Afecta la CIH y la CFR. Volúmenes 
grandes requieren disponer de sitios de almacenamiento a 
prueba de explosiones.

Agentes antiespuma Son utilizados durante la fermentación para reducir la formación 
de espuma. Son componentes de naturaleza hidrofóbica que se 
unen a matrices hidrofóbicas.

Carbohidratos Raramente afectan las etapas de purificación.

Lípidos / 
Lipoproteínas

Presentan naturaleza hidrofóbica. Pueden afectar todos los 
modos cromatográficos debido a su unión irreversible a la matriz.

Compuestos 
coloreados

Con elevada frecuencia se unen irreversiblemente a las matrices 
cromatográficas.
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Este conocimiento es de una enorme importancia ya que las condiciones de 
cada etapa (captura, intermedia y pulido) deben seleccionarse en la ventana 
de estabilidad de la proteína y en condiciones que sean compatibles con cada 
técnica separativa, sea esta cromatográfica o no cromatográfica.

Por otra parte, también se debe considerar que la estabilidad de la GP a 
purificar puede ser afectada por la presencia de cosolventes y otras impu-
rezas (Tabla 8.3).

8.4. idoneidad del sistema  (system suitability)

La limpieza es un paso fundamental y obligatorio de cualquier proceso farma-
céutico que garantiza la calidad de los productos fabricados. Incluye todas las 
operaciones para remover residuos visibles o microscópicos hasta un límite 
preestablecido y aceptable. En la industria farmacéutica se utilizan tres tipos 
de limpieza: manual, semiautomática o totalmente automática contando cada 
una con ventajas y desventajas. Actualmente hay una tendencia a reducir al 
mínimo la intervención humana para superar la falta de reproducibilidad de 
la limpieza manual. Existen dos tipos de limpiezas automáticas, CIP (Clean in 
Place o limpieza «in situ») y COP (Clean out Place o limpieza fuera de lugar). El 
primero utiliza soluciones conteniendo agentes de limpieza que se introducen 
en el equipamiento de modo automático sin necesidad de desmontar cada 
una de sus partes. El COP consiste en sacar los elementos de un equipo y 
llevarlos a cuartos de lavado, donde un tanque lleva a cabo la limpieza de los 
mismos por ciclos, utilizando diferentes soluciones de limpieza. La FDA (1998) 
recomienda el uso de CIP para limpiar equipos y tanques de almacenamiento 
con el fin de reproducir exactamente el mismo procedimiento cada vez. Dada 
la naturaleza del material de partida para el DSP (sobrenadante de cultivo 
crudo), se vuelve particularmente importante controlar la contaminación 
microbiana y disponer de métodos que permitan realizar una sanitización, 
es decir una reducción de la población microbiana global (bioburden) luego 
de cada ciclo operativo. 

Por esta razón, poder realizar tanto el CIP como la sanitización del equipa-
miento en donde se llevan a cabo las operaciones unitarias (cromatógrafos, 
columnas, detectores en línea, etc.) es clave en el diseño de procedimientos 
de purificación de GP terapéuticas a escala industrial.

El NaOH es un agente ampliamente utilizado tanto para la limpieza como 
la sanitización de resinas cromatográficas y sistemas asociados. Como agente 
de limpieza ha demostrado ser muy efectivo para remover proteínas y ácidos 
nucleicos (ya que saponifica las grasas y disuelve las proteínas precipitadas 
gracias a su poder hidrolizante, el cual se incrementa en presencia de iones 
cloruro). Como agente de sanitización tiene el poder de inactivar la mayoría 
de las bacterias, virus, levaduras, hongos y endotoxinas siendo este proceso 
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dependiente de su concentración, del tiempo de contacto y de la tempera-
tura. Por estas razones, en la industria es una práctica habitual añadir NaCl 
a soluciones de NaOH para combinar limpieza con sanitización. El NaOH 
presenta la ventaja de ser eficaz, tener bajo costo, facilidad de detección, 
remoción y disposición final. Por supuesto que como cualquier otro agente se 
debe asegurar previamente la compatibilidad con los sistemas y las resinas 
utilizadas (GE Healthcare, 2014).

La limpieza de las columnas cromatográficas es particularmente dificultosa 
debido a la incapacidad para alcanzar las velocidades lineales recomen-
dadas para poder limpiarlas de un modo eficiente. Consecuentemente, el 
diseño mecánico de la columna juega un rol importante en la facilidad para 
su limpieza posterior. La geometría de flujo y la configuración de los sellos 
deben evitar que haya porciones de líquido que permanezcan estáticos 
durante la operación normal. Todas las áreas de la columna tienen que ser 
barridas con velocidad suficiente y también consistente para asegurar una 
limpieza y sanitización efectiva. Se debe trabajar con columnas que posean 
una certificación del fabricante que declare que la misma es «sanitizable» y 
que las autoridades regulatorias acepten esta declaración. Dichas columnas 
son diseñadas para distribuir la fase móvil de manera uniforme a través del 
lecho empaquetado (tanto en el pistón como en la parte inferior), y evitar 
zonas líquidas estancadas. Presentan diseño sanitario, lo cual permite que 
puedan ser limpiadas y sanitizadas fácilmente siguiendo las guías de la FDA 
que utilizan protocolos típicos con soluciones de NaOH (Niazi, 2006).

8.5. depuración  (clearance) de partículas virales

Los cultivos de células eucariotas y los mAbs derivados de hibridomas presen-
tan el riesgo de contaminación con partículas retrovirales o virus adventicios. 
Por esta razón, un requerimiento crítico para la liberación y comercialización 
de productos biotecnológicos y biológicos es el perfil de seguridad viral; en 
este sentido la ausencia de virus (o para ser más preciso su no detección) es 
determinante para las agencias regulatorias internacionales incluyendo a la 
FDA y la EMA. Como principal referencia se encuentra la guía Q5A, publicada 
por la Conferencia Internacional de Armonización (ICH) en 1997, donde se 
establecen los requerimientos mínimos para reducir el riesgo de contami-
nación viral en productos biotecnológicos (ICH Topic Q5A).

La contaminación viral puede provenir del material de partida para el 
DSP (cosecha cruda), o ser introducido durante el proceso a partir de algún 
insumo / error humano. En el primer caso se habla de virus relevantes, mien-
tras que en el segundo de una contaminación adventicia. Es por esto, que la 
regulación actual requiere que además de las acciones preventivas (como 
caracterización del banco celular maestro, monitoreo de ciertos insumos 
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críticos, uso de materias primas de origen no animal, procedimiento de 
finales de producción, etc.) se demuestre la capacidad del procedimiento de 
purificación para depurar partículas virales que son objeto de preocupación 
para ese producto en particular. Los métodos aceptados para la depuración 
de partículas virales son la inactivación y la remoción; la inactivación viral 
es la pérdida irreversible de capacidad infectiva mientras que la remoción 
es la reducción en el número de partículas virales.

Dada las diferencias en las propiedades fisicoquímicas de los virus y su 
reactividad in vitro es difícil adoptar métodos generales para la depuración 
de partículas virales. Sin embargo, esta puede ser lograda por la acción de 
diferentes etapas que ya forman parte del proceso de purificación o por la 
introducción deliberada de etapas adicionales con capacidad para inactivar/
remover dichas partículas. La Tabla 8.4 enumera las tecnologías disponibles 
para realizar la depuración de eventuales partículas virales.

Dentro de las tecnologías que ya forman parte del DSP, se encuentran las 
etapas cromatográficas (la mayoría de los procesos tiene 2 o 3), las cuales en 
general poseen un elevado poder de remoción. Tanto la cápside de partículas 
virales desnudas como la membrana de partículas envueltas están consti-
tuidas por diferentes proteínas, por lo cual, la partícula viral podría compor-
tarse como cualquier otra proteína presente en la muestra a ser purificada. 
Sin embargo, dada las grandes diferencias entre las partículas virales, no se 
puede confiar exclusivamente en estos métodos para removerlas de manera 

Tabla 8.4. Tecnologías habituales para asegurar depuración de eventuales 
partículas virales*

Métodos de inactivación Métodos de remoción

Métodos químicos pH ácido (< 3,8) Precipitación (NH4)2SO4, ácido 
caprílico, etc.

Acción de  
solventes (S), 
detergentes (D) o 
combinados (S/D)

Cromatografía CA, CII, CIH, CFR, 
CMM y CEM

Filtros VireSolve® Pro 
(Millipore), DV20 
(Pall), PlanovaTM 
(Asahi Kasei)

Métodos físicos Luz UV-C, 254 
nm (tecnología 
UVivatec®)

 
*Se indican solo aquellas aptas para su empleo en el DSP
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definitiva. Se ha observado que el grado de reducción es dependiente del 
tipo de resina (modo cromatográfico), de las condiciones utilizadas durante 
la separación, y de las características del producto a purificar. Normalmente, 
los intercambiadores aniónicos son muy efectivos para remover partículas 
virales trabajando en el modo flowthrough o unión/elución. Otro aspecto en 
donde las autoridades regulatorias han puesto el foco es demostrar que un 
proceso cromatográfico continua siendo eficiente para remover partículas 
virales conforme avanza el número de ciclos de uso (Challener, 2015). 

Por las razones expuestas previamente suelen introducirse etapas adicio-
nales, entre las que se encuentran los tratamientos de inactivación por pH 
ácido, con solventes (S), detergentes (D), combinados (S/D), la filtración con 
dispositivos para remover partículas virales (antiguamente llamados nano-
filtros) o la irradiación con luz UV–C.

El tratamiento con pH ácido (3,0 – 3,6) ha demostrado ser efectivo para 
inactivar partículas virales envueltas sobre todo de gran tamaño, pero no 
partículas desnudas. No obstante, siempre se debe validar, ya que los resul-
tados son diferentes dependiendo sobre todo de la temperatura y el tiempo 
de contacto, otros factores pueden ser el tipo de ácido y la concentración 
del buffer. Presenta la ventaja de poder integrarse fácilmente en un proceso 
de purificación existente (típicamente luego de la elución a pH ácido de una 
CA, por ejemplo, afinidad a proteína A). Los solventes orgánicos al igual que 
los detergentes disuelven la envoltura o desintegran la nucleocápside viral. 
Este método es muy eficiente con los virus envueltos, pero inefectivo contra 
los virus desnudos. La estrategia de inactivación dependerá de la tolerancia 
del producto al pH ácido, a la presencia de detergente y al efecto que tenga 
la metodología sobre otros componentes de la muestra (Niazi, 2006).

La filtración funciona a través de dos mecanismos: exclusión por tamaño 
y adsorción retentiva de partículas virales. La exclusión por tamaño ocurre 
debido a una restricción geométrica o espacial ofreciendo un método prede-
cible de remoción de partículas que no se encuentra directamente influen-
ciado por las condiciones de filtración. Por el contrario, existe un número de 
factores dependientes del proceso (por ejemplo, carga, hidrofobicidad, pH, 
fuerza iónica) que influencian la adsorción en un modo menos controlado. 
Tanto la exclusión por tamaño como la adsorción suelen operar en diferentes 
grados. Los filtros de profundidad, con características de intercambio aniónico 
son muy eficientes para remover partículas virales (Niazi, 2006).

UVivatec® es una tecnología de inactivación viral promovida por Sartorius 
Stedim Biotech basada en la irradiación de la muestra con luz UV–C. La mues-
tra atraviesa una serpentina de cuarzo durante un tiempo de residencia muy 
corto en la cual es sometida a irradiación controlada de luz a 254 nm que 
destruye el genoma viral. No obstante, se pueden generar radicales libres 
que podrían dañar la GP, aunque esto puede ser minimizado con el uso de 
antioxidantes. Esta tecnología es muy efectiva tanto para virus pequeños y 
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desnudos (20 nm) como virus de mayor tamaño (> 50 nm), siempre que la GP 
mantenga su integridad estructural (Schmidt et al., 2007).

La expectativa regulatoria es que el DSP posea dos tecnologías ortogonales 
para depurar partículas virales como mínimo y por lo menos, una tecnología 
eficiente para virus pequeños y no envueltos como el parvovirus. Esto implica 
que exista por lo menos un método de inactivación y uno de remoción viral. 
Este diseño del DSP hace que las plantas de producción con certificación 
cGMP se encuentren divididas típicamente en un área en donde se supone 
que las partículas virales podrían potencialmente estar presentes (cosecha 
y etapa de captura cromatográfica) y otra/s área/s potencialmente libre de 
virus (etapa de pulido final).

8.6. técnicas separativas

Los métodos de separación explotan las diferencias entre las propiedades 
fisicoquímicas de la GP de interés en relación al resto de los componentes 
presentes en la mezcla cruda, tanto proteicos como no proteicos (Tabla 8.5). 
Estas propiedades incluyen: forma, tamaño, carga neta, punto isoeléctrico, 

Tabla 8.5. Bases fisicoquímicas de los métodos de separación más comunes

Separación Base de la separación Resolución

Precipitación

Sulfato de amonio Solubilidad Escasa

Solventes orgánicos Solubilidad Escasa

Polietilenimina Carga, tamaño Escasa

Isoeléctrica Solubilidad, pI Escasa

Por afinidad Reconocimiento molecular Escasa

Partición en fases

En dos fases acuosas (ATPP) Solubilidad, hidrofobicidad Escasa / mediana

En tres fases Solubilidad, hidrofobicidad Escasa / mediana

Cromatografía

CII (CIA / CIC) Carga / distribución cargas Elevada

CIH Hidrofobicidad Elevada

CFR Hidrofobicidad, tamaño Elevada

CA Reconocimiento molecular Elevada

CEM Tamaño, forma Elevada
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distribución de cargas, hidrofobicidad, solubilidad, afinidad de unión por 
algún ligando, afinidad por iones metálicos, modificaciones postraduccionales 
y secuencias o estructuras específicas. Aprovechando estas variaciones en 
las propiedades físicas y químicas, empleando técnicas de fraccionamiento 
cromatográficas y no cromatográficas es posible diseñar un proceso de puri-
ficación integrado y escalable.

En general, la cromatografía es la operación unitaria principal y más uti-
lizada para diseñar un proceso de purificación de proteínas robusto. Dentro 
de estas, la CA es la técnica más específica y efectiva para realizar la purifi-
cación dado que explota el principio de reconocimiento molecular, es decir, 
la habilidad de macromoléculas activas de formar complejos específicos y 
reversibles con ligandos de afinidad.

8.6.1. Buffers y solventes

En general se utiliza un gran número de buffers y solventes orgánicos en las 
diferentes operaciones unitarias asociadas al DSP. El rango útil de los buffers 
debería estar en el rango del pKa ± 1. Los solventes se eligen en función de 
su compatibilidad con la GP y las resinas cromatográficas utilizadas. La Tabla 
8.6 enumera los sistemas buffers más utilizados junto con las condiciones 
naturales de su empleo.

8.6.2. Separaciones no cromatográficas

En los últimos años se han realizado intentos para desarrollar operaciones 
separativas no cromatográficas para el DSP de proteínas en gran escala. 
Entre las mismas se mencionan la precipitación, la extracción en dos fases 
acuosas (ATPS), la cristalización y los procedimientos que emplean membra-
nas. Esta tendencia apunta a reducir o eliminar las separaciones croma-
tográficas, aunque hasta ahora no se ha logrado. Estos procedimientos 
se han probado exitosamente en algunos procesos no farmacéuticos en 
donde el volumen a procesar es particularmente elevado. Algunos autores 
suponen que podrían ser útiles en el futuro debido a los mayores títulos 
de GP involucrados en los materiales de partida para la purificación y los 
grandes volúmenes de biorreactores modernos diseñados para satisfacer 
una demanda creciente. Estos métodos de separación de «baja tecnolo-
gía» son excelentes para manejar grandes volúmenes de muestra, ya que 
remueven rápidamente gran cantidad de líquido. Estos desarrollos podrían 
posibilitar una reducción de costos, tiempo de procesamiento y pérdidas en 
el rendimiento (Gronemeyer et al., 2014). No obstante, como se mencionó 
previamente los métodos cromatográficos siguen constituyendo el corazón 
de las operaciones unitarias en el DSP.
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Tabla 8.6. Sistemas buffers utilizados habitualmente durante el DSP

Sistema buffer pKa dpKa/dT Observaciones

Acetato  
de sodio

4,76 -0,0002 La especie ácida es suministrada como ácido 
acético glacial (ρ= 1,058 g/ml a 20 °C). Se trata 
de un ácido corrosivo y sus vapores irritantes.

Amoníaco 9,25 -31 Volátil. Los vapores son dañinos. Se prepara a 
partir de cloruro o bicarbonato de amonio.

Ácido bórico 9,23 -0,008 Utilizado frecuentemente en combinación con 
Tris y pocas veces como buffer único.

Carbonato/
bicarbonato

6,35 -0,0055 Se debe trabajar a pH ≥ 7,5 para evitar liberación 
de CO2 (g).

10,33 -0,009

Ácido cítrico / 
citrato de sodio

3,14 Se utiliza en el rango 3 a 7.

4,76

6,39

Etanolamina 
(2-aminoetanol)

9,50 -0,029 Líquido tóxico, inflamable, corrosivo y viscoso 
con olor desagradable.

Glicina 2,35 -0,002 Asegurarse que el aminoácido no es de origen 
animal. Posee una amina primaria reactiva. 
También es utilizado como fuente de carbono y 
nitrógeno en cultivos celulares. Interfiere en el 
ensayo de Bradford para determinar proteínas.

9,78 -0,025

HEPES 7,66 -0,014 Más comúnmente utilizado en los medios de 
cultivo celular.

Fosfato  
de sodio

2,15 0,0044 Reacciona con iones metálicos divalentes. 
Pueden ocurrir cambios en el pH en muestras 
que se congelan en estos buffers.7,20 -0,0028

12,33

Tris-HCl – Tris 
(hidroximetil) 
aminometano

8,06 -0,028 Elevada sensibilidad a la temperatura, posee una 
amina primaria reactiva, influencia mediciones 
de pH (electrodo de plata), inhibe algunas enzi-
mas, ejerce efectos indeseables sobre algunos 
sistemas biológicos.

8.6.3. Separaciones cromatográficas

8.6.3.1. Métodos adsortivos

La mayoría de los métodos para la purificación preparativa involucra a la 
cromatografía líquida de baja presión. Para ello, se utilizan diferentes ligan-
dos adsortivos inmovilizados en una matriz cromatográfica que permita una 
interacción fisicoquímica diferencial con los componentes de la muestra. La 
selección de las diferentes resinas se realiza sobre la base del estudio de las 
propiedades fisicoquímicas de la GP a purificar y del resto de los componentes 
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de la muestra, buscando sus principales diferencias (ver Tabla 8.5). Además 
de los resultados experimentales, en la decisión sobre qué modo cromato-
gráfico utilizar se debe considerar, desde un primer momento, otros factores 
cualitativos, que pueden ser determinantes como: (1) costo de la resina; (2) 
número de ciclos operativos útiles; (3) requerimientos regulatorios de los 
organismos de control que otorgan la licencia para vender el producto; (4) 
cuestiones ambientales relativas a la disposición de reactivos químicos que 
se utilizan (sulfato de amonio, acetonitrilo) y (5) necesidad de operaciones 
unitarias adicionales para llevar a cabo ese proceso cromatográfico.

Un proceso de cromatografía adsortiva (CAD) consta de una serie de subetapas 
que corresponden a: (a) equilibrado de la columna que posibilita dejar el ligando 
en las condiciones óptimas de interacción, (b) carga o siembra del material a 
procesar, (c) eliminación de los componentes no adsorbidos o adsorbidos débil-
mente (lavado), (d) elución de los componentes adsorbidos mediante la modifica-
ción de las condiciones, (e) limpieza y regeneración de la columna (Grasselli, 2015).

Los diferentes tipos de CAD tendrán diferentes ligandos inmovilizados, por 
lo que las soluciones de adsorción, lavado, elución, limpieza y regeneración 
serán específicas en cada caso de acuerdo con la interacción que tiene lugar 
con la GP de interés. Se describirá a continuación las ventajas y desventajas 
de cada uno de los modos cromatográficos. Para ahondar en la temática se 
sugiere consultar bibliografía especializada.

8.6.3.2. Cromatografía de intercambio iónico (CII)

La CII separa las proteínas conforme a diferencias en su carga neta y/o 
densidad de cargas superficiales. La separación se basa en la interacción 
reversible entre la proteína cargada y un ligando de carga eléctrica opuesta 
que se encuentra en la fase estacionaria. 

Este tipo de cromatografía se ha convertido en la técnica más utilizada 
industrialmente para la purificación de GP a causa de sus numerosas ventajas 
(robustez, elevada capacidad, gran poder resolutivo y excelente escalabilidad). 
Es utilizada tanto para la etapa de captura, como de purificación intermedia y 
pulido; permite alcanzar una elevada resolución (solo superada por la CFR); el 
empleo de solventes orgánicos, urea y detergentes no afecta su eficiencia; es una 
técnica flexible y las muestras que presentan concentraciones de proteína bajas 
pueden ser aplicadas directamente sin que se produzca una pérdida significativa.

Entre las desventajas se incluyen la baja adsorción para muestras que 
presentan fuerzas iónicas de moderadas a elevadas, la presencia de elevada 
fuerza iónica en las fracciones eluidas cuando se utiliza la elución salina, pH 
localizados extremos durante la elución que podrían afectar la estabilidad 
de la proteína, pH no controlado durante la elución que podría producir pre-
cipitación dentro de la resina y el hecho que algunas GP puedan presentar 
un patrón de purificación complejo (Niazi, 2006).
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8.6.3.3. Cromatografía de interacción hidrofóbica (CIH)

La CIH separa las proteínas según diferencias en su hidrofobicidad superficial, 
mediante interacciones reversibles con ligandos hidrofóbicos que se encuen-
tran inmovilizados en el soporte cromatográfico. Este fenómeno de adsorción 
tiene lugar en un ambiente que favorece la interacción hidrofóbica, como lo 
es una solución acuosa con elevada concentración de sal (típicamente Na2SO4 
entre 1–2 M y NaCl hasta 3 M).

Este tipo de cromatografía presenta las ventajas de ser fácil de operar, 
escalable, robusta y permite aplicar materiales de partida (intermediarios) 
con elevada fuerza iónica, por lo cual suele ser utilizada en la etapa de puri-
ficación intermedia y pulido. Por otra parte, permite el empleo de solventes 
orgánicos y detergentes sin afectar su performance. Suele ser muy útil para 
remover agregados debido a las propiedades de hidrofobicidad diferencial 
entre estos y la variante monomérica.

8.6.3.4. Cromatografía de modo mixto o multimodal (CMM)

En los últimos años se han desarrollado ligandos duales o de modo mixto 
que presentan más de un tipo de interacción con la proteína a purificar. Los 
más frecuentes son los que combinan la interacción iónica e hidrofóbica de 
manera simultánea (otros suman también la afinidad), en donde dependiendo 
de las condiciones experimentales una de las interacciones puede ser exa-
cerbada y la otra minimizada. Esto aumenta la selectividad y especificidad de 
adsorción/elución en un único paso cromatográfico. Desde el punto de vista 
químico estos ligandos tienen estructuras químicas perfectamente definidas, 
lo cual constituye una ventaja desde el punto de vista regulatorio.

8.6.3.5. Comatografía de Fase Reversa (CFR)

Al igual que la CIH, este modo cromatográfico utiliza ligandos hidrofóbicos 
asociados a una fase estacionaria, por lo cual ambas técnicas comparten el 
mismo principio fisicoquímico de separación.

Una de las principales diferencias radica en la densidad de ligando. En la 
CFR los grupos hidrofóbicos (cadenas alifáticas de diferente longitud C4, C6, 
C8) están densamente unidos a la matriz (silica o poliestireno), permitiendo 
la interacción con muchos aminoácidos hidrofóbicos de una proteína que, 
dada la presencia de solvente orgánico, puede estar más o menos desplegada. 
La segunda diferencia es que si bien la elución ocurre por reducción de la 
polaridad del solvente (como en la CIH), el rango de polaridades es diferente. 
En este caso, la fase móvil es una mezcla de agua, algún modificador orgánico 
para reducir la polaridad (etanol, acetonitrilo, 2–propanol, metanol) y algún 
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aditivo que asegure que las especies a purificar no se encuentren cargadas 
durante la separación. Dado que las GP son polielectrolitos sus cargas deben 
ser neutralizadas para trabajar con solventes orgánicos. Uno de los más uti-
lizados es el ácido trifluoroacético (TFA).

La principal ventaja de la CFR es su elevadísima resolución, lo cual permite 
discriminar variantes estrechamente relacionadas con la proteína de interés 
y su tolerancia a intermediarios con alta fuerza iónica. Por estas razones es 
una excelente técnica de pulido, muy raramente utilizada en la etapa de 
purificación intermedia y nunca en la de captura.

Entre las desventajas relativas al proceso se tiene el uso ineludible de 
solventes orgánicos, la necesidad de utilizar equipamiento más sofisticado 
y de introducir una etapa adicional para realizar el cambio de buffer. Los 
solventes podrían desnaturalizar la GP de interés o afectar su solubilidad. 
Por otra parte, al tratarse de sustancias inflamables requieren que las plantas 
dispongan de un área de almacenamiento especial a prueba de explosiones 
(Niazi, 2006). Por estas razones, a nivel industrial la CFR está tendiendo a ser 
remplazada por otras alternativas. Por otra parte, existe una mayor oferta 
de nuevos ligandos (multimodal) para cromatografía de baja presión, que 
requiere equipamiento menos sofisticado, y con prestaciones similares.

8.6.3.6. Cromatografía de afinidad (CA)

La purificación por afinidad requiere de un ligando específico / seudoes-
pecífico inmovilizado en una matriz cromatográfica. Este ligando tiene que: 
(1) poder interaccionar de manera específica con la GP de interés a través 
de una unión reversible, y (2) poder ser inmovilizado covalentemente a una 
matriz cromatográfica (fase estacionaria) conservando su afinidad de unión 
específica. Según el ligando inmovilizado es posible diferenciar interaccio-
nes específicas, como (1) antígeno–anticuerpo, (2) IgG/proteína de fusión 
que presenta fracción Fc–Proteína A, (3) GP–lectinas, de otras interacciones 
denominadas seudoespecíficas la cual utiliza ligandos sintéticos que mimeti-
zan interacciones biológicas, por ejemplo los colorantes triazínicos, el grupo 
fenilboronato y los metales inmovilizados en un grupo quelante.

En cualquiera de los casos se logra una elevada especificidad de unión, por 
lo cual este modo cromatográfico altamente selectivo es ideal como etapa 
de captura inicial. Entre las desventajas se encuentran su inhabilidad para 
separar variantes derivadas de la GP, la imposibilidad de utilizar NaOH para 
realizar la limpieza/sanitización y su elevado costo (las dos últimas aplican 
para los ligandos proteicos bioespecíficos).

Los parámetros más importantes a tener en cuenta en una CA son la espe-
cificidad y la fuerza de la interacción. La primera será función del sistema 
GP–ligando, mientras que la segunda de un parámetro termodinámico, la 
constante de disociación (Kd). Idealmente, el valor de Kd para la pareja 
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GP–ligando debe estar en el intervalo de 10-5 a 10-8 M. Interacciones con Kd 
> 10-4 M, no permitirán buenas recuperaciones, ya que no tendrá lugar una 
adsorción completa sino que, debido a la debilidad de la interacción se pro-
ducirá un desplazamiento de la GP a lo largo de la columna a medida que 
se aplique la muestra. Esto ocurre particularmente en el caso de muestras 
diluidas. Valores elevados de Kd < 10-8 M, por ejemplo la afinidad entre una 
hormona y su receptor, dificultará la elución de la GP por su gran afinidad. 
En general, el proceso de adsorción en CA ocurre en condiciones fisiológi-
cas, mientras que la elución depende fuertemente del tipo de interacción 
ligando–GP. La elución se obtiene en el mejor de los casos modificando la 
composición de la solución. La segunda posibilidad es modificar el pH o añadir 
agentes caotrópicos, la tercera opción es utilizar un competidor del ligando o 
de la proteína. No existe una solución de elución de aplicación general para 
todas las resinas de afinidad (Grasselli, 2015). Es importante guiarse por las 
instrucciones del fabricante e información extraída de la bibliografía científica 
y/o patentes de proceso.

8.6.3.7. Métodos no adsortivos (Cromatografía de Exclusión Molecular, CEM)

En este proceso cromatográfico la separación de los solutos tiene lugar 
sin existir una interacción real entre los componentes de la muestra y la 
resina cromatográfica, o sea que no tiene lugar (idealmente) un fenómeno 
de adsorción. Es por esto, que este tipo de cromatografía se clasifica como 
«no adsortiva». 

Se trata de un proceso de elevada resolución basado en la diferencia en 
forma y tamaño molecular cuya principal característica es que no es afectado 
significativamente por cambios en el buffer de corrida, a menos que el pH, 
la fuerza iónica o la composición de las sales alteren la estabilidad de la GP 
a purificar.

Dentro de sus principales ventajas se encuentran la remoción efectiva de 
agregados de elevado PM (altamente deseable en etapa de pulido), recupe-
raciones elevadas debido a que la separación se realiza en condiciones muy 
suaves y que no existe interacción con la fase estacionaria, y que al operarse 
en condiciones isocráticas no es necesario un reequilibrado luego de cada 
ciclo de operación. Entre sus desventajas se encuentra su baja capacidad 
(el volumen de muestra no debería exceder el 5 % del volumen de resina), 
el elevado costo de las resinas, tiempos operativos prolongados (ya que los 
flujos suelen ser bajos) y que la muestra de salida siempre sufre una dilución 
(Niazi, 2006).

En general la CEM es utilizada al final del DSP, ya que además de remover 
agregados de mayor PM y contaminantes más pequeños (variantes degradadas 
o fragmentos), puede realizar simultáneamente un cambio de buffer a uno 
adecuado para su acondicionamiento final.
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9.1. introducción

Históricamente, la purificación y el análisis de hidratos de carbono involucró 
el uso de técnicas como filtración en geles, cromatografía de afinidad (por 
ejemplo, lectinas) y cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). En esta 
última técnica se utilizaron columnas de fase reversa con resinas alquílicas 
o fases amino para la separación de monosacáridos neutros y cromatografía 
de par iónico para oligosacáridos (Honda, 1984, Hicks, 1988; Huber & Bonn, 
1995). Las columnas de celite–carbón que habían sido utilizadas para la 
separación de hidratos de carbono no pudieron ser aplicadas en HPLC dado 
su fragilidad a la presión. 

Así, existen en el mercado numerosas columnas de HPLC aplicables al 
análisis de azúcares con diferentes grados de entrecruzamiento, diferentes 
formas iónicas y tamaños de partículas de las fases estacionarias y también 
de diferentes largos, aplicables a la separación de monosacáridos y oligo-
sacáridos y que utilizan en general como fase móvil acetonitrilo: agua. Más 
recientemente, sistemas cromatográficos de interacción hidrofílica usando 
columnas basadas en empacados de fase unida a sílica con fases móviles de 
acetonitrilo: agua, también han sido utilizadas para la separación de hidra-
tos de carbono. Sin embargo, este modo de HPLC puede tener desventajas 
como la inestabilidad y corto tiempo de vida de las fases unidad y la pobre 
selectividad y eficiencia de las columnas (Corradini et al., 2012).

Debido a que los hidratos de carbono no absorben a longitudes de onda 
ultravioleta, el método de detección más utilizado es el índice de refracción. 
Si bien de esta forma se han podido separar oligosacáridos neutros, oligo-
sacáridos que difieren en las ramificaciones y oligosacáridos conteniendo 
ácido siálico, no se logra la separación de oligosacáridos que difieran en el 
tipo de unión: 

por ejemplo, Glcp(1–2)Glcp, Glcp(1–3)Glcp y Glcp(1–4)Glcp 

Otra metodología muy utilizada es la cromatografía gas–líquido, pero dado 
que los azúcares no son volátiles, exige una etapa previa de derivatización. 
(Reinhold, 1972; Laine et al., 1972) También se ha acoplado el uso de cromóforos 

Fundamentos de la cromatografía 
de alta resolución de intercambio 
aniónico (HPAEc–PAD)
Determinación estructural  
de glicoproteínas
Alicia S .  Couto 
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o fluoróforos con el fin de aumentar la sensibilidad de detección (Muramoto 
et. al., 1987; Rosenfelder et al., 1985; Takemoto et al., 1985; Lin et al., 1985). En 
forma más reciente, aparecen en la literatura ejemplos de separaciones de 
hidratos de carbono que utilizan electroforesis capilar. 

Sin embargo, con el fin de mejorar las separaciones y facilitar el análisis 
de azúcares se desarrolló una técnica de HPLC que utiliza resinas básicas y 
eluyentes de alto pH (1–4) (Hardy et al., 1988). La separación se basa en la 
pequeña acidez que presentan los hidratos de carbono (Frahn et al., 1959) y 
se combina con un detector de pulso amperométrico que no requiere deri-
vatizaciones y que permite la detección de los azúcares en el orden de pico 
y nanomoles (Rockin et al., 1983). Así, en la Figura 9.1 se observa una sepa-
ración de monosacáridos y en la Figura 9.2, la separación de oligosacáridos 
obtenidos por hidrólisis enzimática de fetuina. Nótese que aún dentro de 
cada grupo de oligosacáridos mono, di, tri y tetrasialilados, se distinguen 
especies que tienen diferencias solo en los tipos de unión y que se detectan 
como picos diferentes. 

Un equipo de cromatografía de intercambio aniónico con detector de pulso 
amperométrico (HPAEC–PAD) consta de las siguientes partes: módulo de 
eluyentes, bomba, inyector, columna de separación, detector electroquímico 
y la computadora para adquisición de datos (Figura 9.3). 

Figura 9.1. Análisis por HPAEC–PAD de una mezcla de monosacáridos
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Figura 9.2. Análisis por HPAEC–PAD de una mezcla de oligosacáridos sialila-
dos obtenidos por hidrólisis enzimática de fetuina

Figura 9.3. Esquema de las partes constituyentes de un equipo  
de HPAEC–PAD
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9.2. fundamentos de la separación 

Dijimos que la separación se basa en la baja acidez que presentan los hidratos 
de carbono. Si bien los azúcares no son ácidos, el OH anomérico es el más 
ácido debido a los efectos inductivos del O del anillo y por estabilización 
del anión por puente hidrógeno con el OH del C–2. Por lo tanto, en ausencia 
del OH de C–2 (2–desoxiazúcares) la acidez disminuye (Rendelman, 1973). Si 
no existe H anomérico (alditoles, glicósidos), la acidez de los H decrece en el 
orden 2–OH >> 6–OH>3–OH > 4–OH. (Roberts et al., 1971, Paskach et al., 1991).

A continuación, se listan las constantes de disociación de algunos mono-
sacáridos comunes.

Tabla 9.1. Constantes de disociación de algunos monosacáridos  
comunes (en agua a 25 °C) (Rendelman, 1973)

Azúcar pKa

Galactosa 12,39

Glucosa 12,28

Xilosa 12,50

Manosa 12,08

Fructosa 12,03

Sorbitol 13,60

α-metil glucósido 13,71

Si recordamos el concepto cromatográfico de Factor de capacidad (retención): 
K’i = tri - t0 / t0 (donde tri = tiempo de retención del compuesto i y t0 = tiempo 
muerto), en una resina de intercambio aniónico fuerte: a valores decrecientes 
de pKa los K’i serán crecientes. 

Se puede generalizar que las cetosas dan K’i similares a las aldosas cor-
respondientes y que los polioles presentan K’i que aumentan con el número 
de C (sin embargo, con aldosas hay muchas excepciones). 

Si vemos en oligosacáridos, la influencia de la acidez del OH–1 del extremo 
reductor es menor: 
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Tabla 9.2. Constantes de disociación (en agua a 25 °C) y factores  
de capacidad de algunos oligosacáridos comunes

Oligosacáridos pKa K'

Maltosa Glc α (1-4) Glc 11,74 6,87

Lactosa Gal β (1-4) Glc 12,22 2,87

Sacarosa Glc (1-2) β Fru 12,62 3,30

Rafinosa Gal α (1-6) Glc α (1-2) β Fru 12,74 5,54

Por el contrario, el tipo de unión glicosídica y la estructura conformacional 
son factores importantes en la separación. Para series relacionadas de oli-
gosacáridos (por ejemplo, glucosa, maltosa, maltotriosa, maltotetrosa) si se 
grafican los ln K’ versus la longitud de cadena dan líneas rectas con pendientes 
características (Koizumi et al., 1989). 

Esto significa que, si partimos de glucosa podremos predecir aproximada-
mente el tiempo de elución de la maltosa y la maltotriosa (serie de la Glucosa 
α 1–4). Lo mismo si partimos de xilosa, podremos esperar tiempos de retención 
mayores para la xilobiosa y la xilotriosa. Si en cambio partimos de sorbitol, 
que tiene un factor de capacidad menor, toda la serie de maltitol, maltotriitol, 
etc., se retendrá menos que la maltosa y la maltotriosa. Por lo tanto, ha sido 
posible resolver isómeros de oligosacáridos neutros con uniones 1–3, 1–4 y 
1–6 (Hardy & Townsend, 1988; Lee, 1990) así como oligosacáridos liberados 
de glicoproteínas (Townsend & Hardy, 1991; Rohrer et al., 2013).

Por otra parte, también oligosacáridos acídicos fueron eficientemente 
separados en condiciones convencionales mostrando que en HPAEC, las 
separaciones son rápidas y con gran resolución (Tsuji et al., 1982; Troy et al., 
1987). Existen trabajos donde han podido resolver oligosacáridos conteniendo 
hasta 50 unidades de ácido galacturónico (Hotchkiss & Hicks 1990). 

9.3. columnas

Dado que se trabaja a altos pH, la fase fija de las columnas no puede ser de 
sílica. Se utiliza un copolímero de estireno–divinilbenceno. 

Los materiales tradicionales utilizados en HPLC son macroporosos y, por lo 
tanto, la difusión es lenta, la transferencia de masa es escasa, los picos son 
anchos y como se trabaja a baja presión máxima, los tiempos en general son 
largos. Para evitar esos inconvenientes se desarrollaron resinas peliculares 
poliméricas no porosas que garantizan un rápido transporte de masa, una 
rápida difusión, alta estabilidad entre pH 0–14 y excelente estabilidad mecá-
nica. Las columnas más comunes empleadas para HPAEC específicamente 
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diseñadas para la cromatografía de intercambio aniónico de hidratos de 
carbono son fabricadas por Dionex (Sunnyvale, CA, USA; ahora Thermo Fisher 
Scientific Inc., USA).

Las partículas de la fase fija constan de tres capas: un core o corazón inerte 
no poroso; una región superficial sulfonada y capas externas ligadas perma-
nentemente de intercambiadores aniónicos, microbeads submicrométricas 
lo que garantizan un elevado nº de sitios intercambiadores en una superficie 
pequeña, una alta capacidad de carga y baja difusión (Figura 9.4). 

De esta forma se han desarrollado diferentes columnas para separaciones 
específicas de diferentes hidratos de carbono:

Carbopac PA–1	 monosacáridos neutros y acídicos
(PA–10, P–20)	 aminoazúcares

Carbopac PA–100	 isómeros estructurales de bajo PM
(PA–200)	 oligosacáridos 
	 polisacáridos complejos 

Omnipac PAX–100	 analitos iónicos en general

Existen diferencias en el diámetro de las partículas, el % de divinilbenceno 
y grado de entrecruzamiento, el diámetro y % de entrecruzamiento de los 
microbeads de látex y la capacidad de carga. 

Figura 9.4. Partícula de la fase fija con sus tres capas: core inerte, región 
superficial sulfonada y microbeads intercambiadores
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9.4. eluyentes

•	 Como eluyente principal, se utiliza agua desionizada desgasificada. Se 
llama reactivo grado tipo 1 y debe tener una resistividad mayor a 17.8 MΩ/
cm. Debe estar libre de impurezas iónicas, orgánicas, microorganismos y 
agente particulados > 0.2mm. No se recomienda utilizar agua grado HPLC 
en botella siendo lo más recomendable utilizar agua denominada Milli Q. 

•	 Las separaciones en general se llevan a cabo en soluciones de NaOH. La 
solución madre no se debe preparar a partir de NaOH en pellets debido a 
que se encuentran muy carbonatados y cambia la fuerza iónica del eluyente. 
Es aconsejable preparar las soluciones a partir de soluciones comerciales 
de NaOH 50 % (p/p). Se debe, en todos los casos, evitar la carbonatación y 
por lo tanto se aconseja minimizar el tiempo de exposición al aire y utilizar 
botellas frescas en recipientes plásticos. Como el carbonato se acumula 
en general sobre las paredes y el fondo del recipiente, no es aconsejable 
volcar desde el recipiente, sino pipetear la cantidad necesaria, sin tocar 
los bordes.

•	 Soluciones de acetato de sodio. Se usan gradientes crecientes de acetato 
de sodio o combinados de NaOH y NaAcO. La sal cambia la fuerza iónica del 
eluyente y la ionización del analito. En algunos casos se utilizan también 
gradientes reversos (por ej., para separar Gal de Xil) o gradientes ternarios. 
Las soluciones se preparan a partir de NaAcO anhidro o trihidratado con 
agua desionizada. Se filtran por membranas de 0.2 mm para evitar parti-
culados y se desgasifican.

•	 En el caso de las columnas Omnipac PAX–100 que precisan mínimo 1 % sol-
vente orgánico se utilizan solvente grado HPLC. Los solventes más utilizados 
son metanol, etanol y acetonitrilo. Las mezclas con agua deben hacerse 
antes de llevarlas al equipo para minimizar la formación de burbujas. Y en 
los casos de utilizar acetonitrilo e NaOH se aconseja no hacer soluciones 
del acetonitrilo en la base ya que el solvente orgánico se descompone 
dando acetato y amoníaco. 

•	 Las soluciones se colocan en los reservorios de plástico, asegurándose 
que los tubos con filtros en línea lleguen al fondo y queden inmersos en 
la solución. Se presuriza y desgasifica con helio para prevenir burbujas. 
Puede también utilizarse argón o nitrógeno. Si el sistema no se encuentra 
desgasificado convenientemente podemos tener problemas en el funcio-
namiento de la bomba, en la detección o incluso tener escasa resolución 
de los analitos por carbonatación del eluyente.

•	 Los pasos a seguir serían: 
1. preparación del eluyente y colocación en el reservorio;
2. desgasificación por vacío o sonicación (aprox. 5 min);
3. colocación del reservorio en el equipo, sin agitar;
4. cerrar el reservorio, presurizar, pasar Helio a aprox. 7 psi durante 20 min;
5. llenar el sistema con c/u de los eluyentes por separado (priming).
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9.5. bombas

Estos equipos presentan una bomba (DX–300; DX–3000) que puede mezclar 
cuatro eluyentes diferentes, a flujos controlados y composiciones controla-
das. Existen columnas de 4 mm de diámetro interno (analíticas); de 9 mm de 
diámetro interno (preparativas) y también columnas denominadas microbore 
para separaciones más exigentes. Las bombas están preparadas para trabajar 
con flujos de 0,1 a 10 ml/min, con presión máxima de 5000 psi.

Se puede realizar separaciones isocráticas o con gradiente y la bomba 
permite utilizar gradientes lineales, cóncavos o convexos.

Se utiliza un programa de a pasos determinado por tiempos que se controla 
en forma remota con una interfase desde la computadora.

 

Figura 9.5. Esquema de un programa de a pasos

El mantenimiento de la bomba es importante. Se deben lavar los pistones 
diariamente con agua. Si el equipo no se utiliza por más de tres días se acon-
seja pasar agua por las 4 válvulas. Se recomienda chequear pérdidas de la 
bomba y de la tubería, cambiar los filtros de los eluyentes periódicamente y 
la lubricación regular cada 6 meses de los pistones para que operen suave-
mente (esto último realizado por personal experto).

9.6. Preparación de la muestra

Se recomienda filtrar las muestras por membranas de 0.4 mm para remo-
ver partículas, evitar concentraciones salinas muy altas pues son eluyentes 
fuertes y no inyectar más de 10 nanomoles de un analito en una columna 
analítica. Las inyecciones son en general de 10 a 50 ml a través del loop 
correspondiente.
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9.7. detector

El uso en tándem del detector de pulso amperométrico con el HPAEC es una 
ventaja extrema. Esto evita la necesidad de derivatización pre– o poscolumna 
y es uno de los métodos más sensibles de medición de hidratos de carbono. 

El detector es una celda electroquímica que consta de una fuente (poten-
ciómetro) y tres electrodos. Se aplica una secuencia repetitiva de tres poten-
ciales (E1, E2, E3) durante pulsos de tiempo (t1, t2, t3) y se mide la corriente gene-
rada por oxidación o reducción del analito sobre la superficie del electrodo de 
trabajo. Esta corriente es proporcional a la concentración del analito en la solu-
ción. Se puede optimizar: la sensibilidad, la reproducibilidad y la selectividad. 

La corriente es generada porque las sustancias son oxidadas o reducidas 
sobre la superficie del electrodo de trabajo. Si hay oxidación, los e- se trans-
fieren al electrodo de trabajo, se genera una corriente positiva (anódica). 
Si en cambio se produce una reducción, los electrones se transfieren del 
electrodo de trabajo a las moléculas electroactivas. Se genera una corriente 
negativa (catódica). La elección de los potenciales a aplicar se determina 
por voltametría.

A <–––––––––> B + ne-

Donde A y B son las especies en equilibrio en la superficie del electrodo

Si E
app

 = E	 [B] = [A] 
Si Eapp > E	 [B] > [A], el analito se oxida y se genera corriente anódica.
Si Eapp < E	 [B]< [A], el analito se reduce y se genera corriente catódica.

El proceso sería una voltametría hidrodinámica: el pasaje de una solución 
conteniendo un analito y un electrolito soporte a través de un electrodo de 
trabajo por bombeo de la solución. Se aumenta el potencial aplicado y se 
mide la corriente resultante (Figura 9.6).

Figura 9.6. Gráfico de potencial aplicado versus tiempo
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Veamos qué sucede si solo tengo A en solución y el potencial para la oxidación 
de A es +0,4 V con respecto a un electrodo de referencia. 

A 0,2 V la Eapp es más negativa que Eº, por lo tanto, se favorece reducción 
de B a A. Como la solución solo tiene A, no hay reacción. Por lo tanto, la [A] 
en el electrodo es igual a [A] en el total de la solución y la corriente es cero. 

Si el Eapp es aumentado, la relación de B hacia A aumenta. Por ejemplo: 

A 0,4 V Eapp = E 

La [A] = [B] en la superficie del electrodo, pero como la solución circula, la [A] 
se mantiene. Es decir que a pocos milímetros de la superficie del electrodo, 
la [A] es constante. La distancia entre el electrodo y el punto en el que la 
concentración de A es igual a la concentración de A en la solución se deno-
mina zona de difusión. El transporte de A a la superficie del electrodo es vía 
difusión, o sea existe un gradiente de concentración.

Cuando el potencial es aumentado a 0,6V la concentración de A en la 
superficie del electrodo es 0. Todas las moléculas que llegan al electrodo se 
oxidan a B. Por lo tanto, la corriente es limitada por la velocidad de difusión. 
Se la llama «corriente límite». En ese momento: 

 
I = n x F x A x D x [a]

Donde:	 F, es la constante de Faraday 
	 A, es el área del electrodo
	 D, es el coeficiente de difusión 
	 [A], es la concentración de A en la solución		

Sin embargo, en este caso, estamos en una voltametría cíclica, donde el 
potencial es aplicado de a pasos:

Figura 9.7 Potencial aplicado de a pasos en función del tiempo (A). 
Corriente anódica en función del potencial aplicado (B)
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Es decir, de 	0 – 0,2 V	 no hay reacción
	 0 – 0,4 V	 [A] = [B] sup del electrodo A se oxida
	 0 – 0.6 V	 [A] sup del electrodo = 0

Después del pulso, la corriente medida es alta y decrece a medida que las 
moléculas difunden como se ve en la Figura 9.7.

La corriente total es la suma de dos corrientes: la corriente de Faraday y la 
corriente de carga (capacitancia entre la interfase electrodo–solución) Para 
discriminar entre las dos, se retrasa la medición de la corriente un pequeño 
tiempo (ej. 20 mseg). Así, se maximiza la relación Faraday/carga.

Luego del retraso se mide la corriente durante un período de tiempo.
La corriente se renueva con el nuevo pulso y existe un circuito que suaviza 

el salto de un pulso a otro. Se usan tiempos de medición desde 16,7 ms a 200 
ms. Los tiempos más largos mejoran relación señal/ruido.

Por lo tanto, el E1 se aplica durante 240 ms y se mide durante 200 ms.
Una vez determinado el potencial para que la reacción suceda por voltame-

tría se usa amperometría para detectar. Los azúcares presentan un máximo 
de respuesta en un rango pequeño de potenciales aplicados. Por lo tanto, 
el mismo potencial se puede aplicar a todos los azúcares. Si se usa un solo 
potencial, es lo que se denomina amperometría fija. En un principio existieron 
detectores de este tipo, pero el electrodo se ensuciaba muy fácilmente. Por 
eso se aplican 3 potenciales, tal como se muestra en la Figura 9.8 (Koizumi 
et al., 1989).

Figura 9.8. Secuencia repetitiva de potenciales aplicados al electrodo  
de trabajo

E1 cerca del potencial de oxidación, E2 muy positivo para limpiar el electrodo 
y E3 muy negativo para reducir el óxido de Au. Las reacciones que sufren los 
azúcares se indican en la Figura 9.9.
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Figura 9.9. Reacciones que sufren los azúcares en el electrodo de trabajo

Con el E1 sucede la ecuación 1 (Figura 9.9), con E2, las ecuaciones 2 y 3 (Figura 9.9) 
y con E3 la reacción de recuperación del electrodo: 

2Au+2 HO-  ------->  Au2O + H2O + 2e-

Las celdas constan de tres electrodos: un electrodo de trabajo que en general 
es de oro, pero puede ser también de plata, platino o carbón, un electrodo 
de referencia Ag/AgCl y un counter electrodo de acero inoxidable.

Los azúcares oxidados pueden eliminarse del electrodo con un potencial 
muy negativo que solo dura 10 ms inmediatamente antes de aplicar el poten-
cial de activación positivo y luego negativo. 

Existen varios trabajos describiendo la optimización de los potenciales 
aplicados y los tiempos de cada uno para diferentes analitos (LaCourse, 1997; 
Johnson & LaCourse, 1992).

La mejora en la reproducibilidad de la detección de hidratos de carbono a 
largos tiempos puede alcanzarse aplicando una secuencia de cuatro poten-
ciales al electrodo de trabajo en lugar de tres (Rocklin et al., 1998). En esta 
secuencia se utiliza un potencial muy negativo para mantener limpio y uno 
positivo para activar la superficie del electrodo de oro sin causar corrosión 
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del mismo. Esta secuencia de cuatro potenciales maximiza la relación señal/
ruido, mostrando límites de detección similares a los que se obtienen con 
la secuencia de tres potenciales, pero mejorando ampliamente la reprodu-
cibilidad a tiempos largos.

Cuidados a tener con la celda del detector:
1.	 cerrar la celda al final del día;
2.	 pulir el electrodo periódicamente;
3.	 lavar los componentes de la celda;
4. 	chequear pérdidas.

El ruido debe ser mínimo debido a las variaciones de flujo. Se debe evitar la 
turbulencia por ejemplo, debido a variaciones de temperatura.

Existen otros detectores que amplían la posibilidad de trabajo. Por ejemplo, 
el denominado ED–40 es detector electroquímico, de conductividad, de ampe-
rometría fija, de amperometría pulsada y de voltametría cíclica y, además, 
monitorea pH para la detección. Se puede adicionar un detector UV–visible 
variable o uno denominado AD–20, de doble haz programable.

9.8. supresor (neutralizador) 

El uso de membranas supresoras para el desalado se inició en 1989 (Spellman 
et al. 1989). El intercambio de Na+ por H3O+ en la membrana supresora se 
lleva a cabo en el interior de un par de membranas de intercambio catiónico 
separadas por la cámara del eluyente. 

El método involucra el desalado de las muestras en línea (Basa & Spellman, 
1990; Thayer et al., 1998). En este caso se utiliza un supresor aniónico. Provee 
una alta capacidad de supresión agregando mínimo volumen muerto. Existen 
supresores para columnas de 4 mm y de 2 mm de diámetro. Consta de un 
módulo de supresión y una fuente de corriente.

En el interior del módulo supresor se observan 2 compartimentos regene-
rantes y un compartimiento del eluyente separados por membranas de inter-
cambio iónico. Es decir, hay un canal de flujo regenerante y un canal de flujo 
de eluyente en lados opuestos de la membrana y estos van a contracorriente 

En las cámaras regenerantes están los electrodos. Por lo tanto, se aplica un 
potencial y el agua de los agentes regenerantes es electrolizada aportando 
H

3
O+

 
que pasan por la membrana para la reacción de neutralización. De esta 

forma, el eluyente se convierte en una forma poco ionizada. A su vez, para 
mantener el balance de carga los eluyentes catiónicos pasan hacia la zona 
regenerante.
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Figura 9.10. Reacciones en el módulo de supresión

9.8.1. Modo de autosupresión reciclada

Utiliza el eluyente de la celda como fuente de agua para la cámara de rege-
neración. No se utiliza fuente de agua externa. Para ello, el eluyente luego de 
pasar por la celda de detección es redirigido a la entrada del regenerante. En 
este caso la fuente de agua contiene el analito diluido, pero al ser mínimas 
las cantidades del analito, no afectan.

 En este caso, la cantidad de agua fluyendo es limitada por el flujo del 
eluyente. No se debe utilizar cuando hay solventes en el sistema. 

9.8.2. Autosupresión con fuente externa de agua

Necesita una fuente constante de agua deionizada de una botella presurizada 
con un flujo aprox. 5–10 ml/min. Debe colocarse un regulador de presión para 
el reservorio. En este caso, la cantidad de agua que fluye es independiente 
del flujo del eluyente y se maneja desde el regulador de presión. Cualquier 
análisis que se haga con el reciclado puede hacerse en modo externo.

9.8.3. Autosupresión química

Se usa ácido sulfúrico como regenerante en lugar de corriente aplicada y 
agua desionizada.
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El ácido se adiciona desde una botella presurizada. 
La capacidad supresora aumenta a medida que aumenta el flujo de agua a 

través de las cámaras regenerantes. A mayor flujo de agua, mayor capacidad 
supresora. Se calcula que el flujo externo debe ser aproximadamente 10–15 
ml/min para columnas de 4 mm y de 5–7 ml/min para columnas de 2 mm.

La supresión se controla por dos factores: a) la presión aplicada al reser-
vorio de agua; b) la corriente elegida en la unidad.

Luego que la corriente es aplicada, el flujo cae debido a la formación de 
gases en las cámaras regenerantes. Es importante ajustar la presión para dar 
el flujo necesario a una dada corriente. En estos casos NO se debe cerrar la 
salida de gases ya que se forman pequeñas cantidades de H2.

Cuando se elige la corriente: a mayor conductividad del eluyente, se nece-
sita aplicar mayor corriente para alcanzar supresión total (depende de la 
naturaleza del eluyente y de su concentración).

A mayor flujo utilizado en la separación, se requiere mayor corriente. Si 
la corriente es muy baja, puede no remover totalmente los contraiones de 
la muestra aun cuando el contraión del eluyente pueda ser removido total-
mente. Por otra parte, utilizar una corriente muy alta puede crear una línea 
de base con mucho ruido.

En general se requiere una corriente menor para columnas de 2 mm que 
para las de 4 mm.

Cuidados: las membranas deben estar siempre hidratadas Si se deja de usar 
el supresor por un tiempo, hay que rehidratar antes de comenzar el análisis. 

Se sabe que la concentración dinámica regenerante debe ser aprox. 6–8 
veces la concentración dinámica del eluyente para una correcta supresión. 
Así un cálculo aproximado es:

7 x [eluyente mM] x (flujo ml/min) = [regenerante mM] x (flujo regenerante ml/min)

Ejemplo: si se utiliza un eluyente: 50 mM NaOH con un flujo de 1,5 ml/min se 
debe usar como regenerante: 50 mM H2SO4 a un flujo de 10 ml/min.

9.8.4. Supresor catiónico (no para Hidratos de carbono)

En este caso la solución catiónica del regenerante será hidróxido de tetra-
butilamonio (TBAOH). Puede utilizarse KOH o (CH3)4NOH, pero dan peores 
líneas de base en conductividad. No se aconseja el uso de Ba(OH)2 ya que 
puede precipitar.
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9.9. algunos ejemplos de análisis

9.9.1. Determinación de fibra dietaria soluble

En la Figura 9.11, panel A, se observa una muestra corrida en una columna 
Carbopack P–200 (4 x 250 mm) con la precolumna correspondiente utilizando 
un gradiente de NaAcO desde una solución de 50 mM NaOH en ausencia del 
mismo hasta un solución de 250 mM NaAcO conteniendo 50 mM NaOH en 40 
minutos con flujo 0,4 ml/min.

En el Panel A se observa la comparación de la muestra original y la mues-
tra tratada con α–amilasa pancreática/amiloglucosidasa, observándose la 
desaparición de algunos componentes presumiblemente, oligosacáridos con 
uniones α–D–(1,4).

Figura 9.11. Determinación de fibra dietaria soluble
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En el panel B se observa una magnificación de la zona de 0 a 16 min de la 
muestra tratada de A en comparación con diferentes testigos comerciales. Se 
observa el enriquecimiento en oligosacáridos con uniones α–D–(1,6) consi-
derados fibra dietaria soluble.

Es de destacar que, en los últimos años, se ha popularizado la aplicación de 
esta técnica para la determinación de hidratos de carbono en alimentos y se 
han desarrollado variadas aplicaciones para análisis de rutina de alimentos 
(Corradini et al., 2012).

9.9.2. Comparación del perfil de N–oligosacáridos de un anticuerpo 
monoclonal y un biosimilar

Muestras de un anticuerpo monoclonal (standard A) y un biosimilar (mues-
tra) se trataron con PNGasa F, la proteína se separó por un Ultrafree McFilter 
(MW 5000) y la fracción de oligosacáridos liberados se llevaron a seco, se 
redisolvieron en agua y se analizaron en una columna Carbopack P–200 con 
precolumna correspondiente. Se utilizó un programa con NaOH 100 mM 
durante toda la corrida y durante 2 min, luego un gradiente de NaAcO de 
0 a 8 mM durante 9 min, a 45 mM durante 11 minutos, a 180 mM durante 14 
minutos y a 300 mM durante 9 minutos; flujo 0,25 ml/min.

Figura 9.12. Comparación del perfil de N–oligosacáridos de un anticuerpo 
monoclonal y un biosimilar
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En la Figura 9.12 se puede observar que no se detectan diferencias entre ambos 
perfiles y que el componente principal coincide con un testigo comercial de 
Man3G2 (G0).

9.9.3. Otros

La digestión con exoglicosidasas ha sido muy utilizada para el análisis estruc-
tural de glicoconjugados. En este tipo de análisis la técnica de HPAEC–PAD es 
extremadamente útil ya que se puede detectar la aparición del monosacárido 
producto de la hidrólisis, el oligosacárido más corto producto de la digestión y 
la desaparición del oligosacárido sustrato en una sola corrida cromatográfica 
(Weitzhandler et al. 2009).

También ha sido muy útil para el análisis de oligosacáridos de polisacáridos 
derivados de matrices extracelulares (Rothenhöfer et al., 2015).

9.10. conclusiones

Una de las mayores ventajas de la técnica de HPAEC–PAD es su capacidad de 
separar oligosacáridos sin necesidad de derivatización. Esto disminuye el 
tiempo y esfuerzo de la preparación de las muestras mejorando la consis-
tencia del análisis. Usualmente con un detector bien mantenido se consigue 
una sensibilidad de 10 pmoles. La compatibilidad de la detección electro-
química con gradientes de elución, acoplado a la alta selectividad de las 
fases estacionarias, permite la separación de mezclas de azúcares simples, 
oligo– y polisacáridos que pueden ser separados con alta resolución en una 
sola corrida.

Esta metodología por lo tanto es ideal para el análisis de glicoproteínas 
producidas por la tecnología recombinante que necesita condiciones de 
control muy rigurosas. El método es el más utilizado por su velocidad, alta 
resolución y fácil automatización. 
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10.1. introducción

El estudio de glicoproteínas demanda el conocimiento de una variedad de 
aspectos estructurales que, en su conjunto, contribuyen a la descripción 
de su relación estructura–función. A partir de la búsqueda de propiedades 
estructurales de la cadena polipeptídica y sus glicanos conjugados, es posi-
ble inferir, por ejemplo, el impacto de la pérdida de grupos glicosídicos en 
la estabilidad de una glicoproteína, el cambio en su funcionalidad debido a 
mutaciones o incluso el efecto funcional de la unión de un ligando. Debido 
a esto, los estudios estructurales de glicoproteínas son un punto de partida 
habitual en el descubrimiento y desarrollo de fármacos contra virus, bacte-
rias y otros agentes patógenos, así como en el diseño de nuevas proteínas 
terapéuticas para el tratamiento del cáncer y enfermedades autoinmunes. 

Los estudios estructurales toman una especial relevancia en la demostra-
ción de biosimilitud y el control de calidad de glicoproteínas terapéuticas 
producidas por biotecnología. En la demostración de biosimilitud es necesa-
rio realizar un ejercicio de comparabilidad exhaustivo que permita asegurar 
la similitud en la estructura de una glicoproteína biosimilar respecto de la 
glicoproteína de referencia. Este ejercicio de comparabilidad también debe 
realizarse luego de implementarse todo tipo de cambios en los procesos de 
manufactura de la glicoproteína. Es por esto que las herramientas que brin-
dan información sobre la estructura de proteínas son fundamentales en el 
control de calidad de glicoproteínas terapéuticas, permiten detectar posibles 
alteraciones en la estabilidad y agregación del producto farmacéutico, ya sea 
por adición de excipientes o durante el tiempo de duración del producto. 

El objetivo de este capítulo es brindar al lector una introducción a las dis-
tintas metodologías biofísicas basadas en el uso de espectroscopia molecular 
que comúnmente se emplean en la caracterización de la relación estruc-
tura–función en glicoproteínas. El capítulo hace especial énfasis en aque-
llas herramientas espectroscópicas que proveen información crítica para la 
caracterización de glicoproteínas terapéuticas, como el dicroísmo circular, 
la espectroscopia de resonancia magnética nuclear y la espectroscopia de 
fluorescencia. 

Métodos espectroscópicos  
para el análisis de glicoproteínas
Marianela Masin y Carlos W.  Bertoncini
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10.2. Estructura de proteínas y el proceso de 
plegamiento

La estructura de una proteína está codificada en su cadena polipeptídica 
(secuencia de aminoácidos), que adopta su estado energéticamente más 
estable por medio de un mecanismo denominado plegamiento. Este proceso 
de plegamiento comienza ya desde el mismo momento en que la cadena 
naciente asoma de los ribosomas. Generalmente asistido por otras proteí-
nas llamadas chaperonas, el proceso de plegamiento permite a la cadena 
polipeptídica explorar un espacio conformacional reducido hasta alcanzar 
el estado plegado. El estado plegado es aquella conformación de la cadena 
polipeptídica que posee mayor estabilidad (menor energía libre) gracias a 
una suma de fuerzas electrostáticas, exclusión del solvente, enlaces puente 
de hidrógeno, puentes disulfuro y contactos de largo alcance. 

El estado plegado que adopta una proteína no es siempre el mismo. Si 
bien es la conformación energéticamente más estable que puede adoptar la 
cadena polipeptídica, el hecho de que esta se pliegue al instante inmediato 
posterior a ser sintetizada hace que el proceso sea fuertemente influenciado 
por el entorno celular particular que experimenta una proteína al momento 
de la síntesis. La influencia del entorno en el mecanismo de plegamiento es 
tan importante que se postula que el entorno «empuja» y «acompaña» a la 
cadena polipéptídica en el camino hacia alcanzar la estructura más estable, 
haciendo que ciertas conformaciones «permitidas» sean pobladas y evitando 
que se pueblen otras conformaciones «prohibidas» (Fersht y Daggett, 2002). 
Sin embargo, en el transcurso de la búsqueda del estado plegado es frecuente 
que la cadena polipeptídica adopte conformaciones parcialmente plegadas 
que puedan direccionar el proceso no hacia el estado plegado, sino hacia 
intermediarios plegados de forma aberrante y con cierta estabilidad marginal. 
Tales intermediarios parcialmente plegados son idénticos en secuencia y peso 
molecular a las proteínas plegadas, pero difieren en su nivel de actividad, 
unión a ligandos, estabilidad en solución y sensibilidad a proteasas, entre 
otras características. Además, estos intermediarios parcialmente plegados 
suelen facilitar la formación de oligómeros y otras estructuras agregadas, que 
habitualmente son tóxicas para la célula y despiertan respuestas de estrés, 
como un incremento en la actividad de chaperonas y en la degradación de 
proteínas (Figura 10.1). 

Es pertinente mencionar que, de hecho, la secuencia de una proteína y la 
maquinaria de protección celular han coevolucionado para evitar que al ple-
garse la cadena polipeptídica se adopten estos intermediarios parcialmente 
plegados y causen la muerte celular. Cuando por ingeniería genética se altera 
la secuencia de una proteína por mutación sitio–dirigida a fin de modificar su 
actividad biológica, o se crea artificialmente una quimera por combinación 
de dos cadenas polipeptídicas, se considera solamente el estado plegado de 
las proteínas, sin tomar en consideración el posible impacto de los cambios 



230

introducidos en el proceso de plegamiento. Debido a esto, es habitual que 
diseños de proteínas in silico fracasen al momento de ser transferidos a la 
producción de una proteína exógena en un hospedero celular, ya que no 
encuentran las condiciones adecuadas para alcanzar el estado plegado. 

En el contexto de la producción heteróloga de glicoproteínas, en donde 
se fuerza a un sistema celular eucariota a producir grandes cantidades de 
una proteína exógena, es habitual que los mecanismos de protección celular 
frente a proteínas parcialmente plegadas o desplegadas se vean sobrepa-
sados (Hartl et. al., 2011). Esto produce la acumulación de intermediarios de 
plegamiento que con frecuencia se degradan parcialmente, oligomerizan y 
agregan como cuerpos de inclusión. La población de intermediarios par-
cialmente plegados trae como consecuencia una pérdida significativa del 
rendimiento del proceso productivo y serias dificultades en el downstream 
durante la purificación del producto. Más aún, en relación con la producción 
de glicoproteínas terapéuticas, los agregados pueden producir reacciones 
inmunológicas graves en aquellos pacientes tratados con el producto, si los 
agregados no son removidos durante el proceso de purificación. 

 

Figura 10.1. Plegamiento y estructura de glicoproteínas. Descripción pictó-
rica de los posibles caminos de plegamiento que puede seguir una cadena 
polipeptídica para alcanzar el estado nativo plegado
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Resulta entonces de primordial relevancia en la optimización de todo pro-
ceso de producción de glicoproteínas la caracterización estructural no solo 
de los productos principales sino también de los secundarios, incluyendo 
especies parcialmente plegadas, agregadas y productos de degradación. 
Afortunadamente existe una gran variedad de métodos biofísicos para el 
análisis y caracterización de las propiedades estructurales de glicoproteínas.

El estado nativo plegado es el estado energéticamente más favorable 
(menor energía libre) en las condiciones del medioambiente celular. Sin 
embargo, a lo largo del proceso de plegamiento, los polipéptidos pueden 
estabilizarse de forma transiente alcanzando estados parcialmente plegados. 
En ausencia de mecanismos adecuados para plegar nuevamente o degradar 
estos intermediarios parcialmente plegados es que pueden poblarse y esta-
bilizarse estructuras oligoméricas o agregados que son más estables que 
el estado nativo plegado. Estas estructuras plegadas incorrectamente son 
frecuentemente tóxicas para las células productoras de glicoproteínas y, si no 
se remueven durante la purificación de un producto bioterapéutico, pueden 
causar reacciones inmunológicas en pacientes.

10.3. métodos biofísicos en el estudio  
de glicoproteínas 

Existen cuatro niveles de estructura posibles de alcanzar para una proteína. 
La estructura primaria es la secuencia lineal de aminoácidos que da origen 
a la cadena polipeptídica. La estructura secundaria se forma durante el 
proceso de plegamiento por interacción entre regiones contiguas que se 
estabilizan como hélices α o láminas β, mediante la formación de enlaces 
puente de hidrógeno. La estructura terciaria se adopta concomitantemente 
con la secundaria durante el mismo proceso de plegamiento, empacando 
las diferentes unidades de estructura secundaria y orientando las cadenas 
laterales de aminoácidos hidrofóbicos hacia el interior del núcleo plegado. En 
este proceso se acercan regiones distantes en la cadena polipeptídica y, en 
algunos casos, se estabiliza la topología tridimensional de la proteína a través 
de la formación de enlaces disulfuro. Finalmente, la estructura cuaternaria 
involucra la interacción entre dos o más cadenas polipeptídicas plegadas 
para dar origen a proteínas multiméricas, como es el caso de anticuerpos, 
complejos enzimáticos y receptores multiméricos de membrana, entre otros 
(Dill et al., 2008). 

Debido a la elevada complejidad que presentan las glicoproteínas, la carac-
terización de su estructura demanda de una combinación de metodologías 
analíticas. Estas metodologías se complementan a fin de determinar los 
diferentes niveles de estructura, primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria 
(Tabla 10.1). 
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La estructura primaria de glicoproteínas puede ser estudiada por metodo-
logías químicas, como la degradación de Edman, o métodos de degradación 
enzimáticos acoplados a espectrometría de masas de alta resolución. La com-
posición de glicanos se determina a través de metodologías de degradación 
enzimática o derivatización química, acoplados a métodos cromatográficos 
con detectores de fluorescencia o de espectrometría de masas. 

Los métodos de caracterización de la estructura secundaria y terciaria de 
proteínas se clasifican en métodos de baja y alta resolución. Los métodos de 
baja resolución proveen una huella de la estructura de la proteína y permiten 
inferir rápidamente su estado plegado o desplegado, así como estimar la 
cantidad de estructura secundaria o si la estructura terciaria está perturbada. 
Entre estos métodos puede mencionarse la espectroscopia de dicroísmo 
circular, la espectroscopia de fluorescencia, la espectroscopia infrarroja y 
la espectroscopia por resonancia magnética nuclear en 1 y 2 dimensiones. 

Los métodos de alta resolución proveen información a nivel atómico acerca 
del estado de plegamiento y estructura de una proteína, posibilitando la 
descripción de un modelo estructural tridimensional. Existen tres métodos 
con la capacidad de proveer este tipo de información de alta resolución, la 
difracción de rayos X, la espectroscopia por resonancia magnética nuclear 
heteronuclear (NMR) y la crio–microscopía electrónica (Cryo–EM). Puede 
considerarse además a la espectroscopia por resonancia electrónica para-
magnética (EPR) como un cuarto método, aunque altamente específico, que 
provee información espacial de distancia en el caso de proteínas con centros 
activos compuestos por átomos metálicos.	  

En lo que respecta a las metodologías disponibles para el estudio de la 
estructura cuaternaria de glicoproteínas, se utilizan principalmente electro-
foresis, cromatografía líquida de exclusión molecular, ultracentrifugación 
analítica, espectrometría de masas y microscopía de fuerza atómica. Existen 
también metodologías espectroscópicas para evaluar la estructura cuater-
naria de glicoproteínas, basados en la dispersión de radiaciones, tales como 
la dispersión dinámica o estática de luz y la dispersión de rayos X de ángulo 
pequeño. Se ha desarrollado también una metodología de espectroscopia 
de resonancia magnética nuclear capaz de inferir el estado oligomérico de 
una proteína a partir de la medición de su coeficiente de difusión, llamada 
NMR con gradiente de campo pulsado.

10.4. metodologías espectroscópicas para el estudio 
de proteínas

De todas las metodologías descriptas en el punto anterior, el foco de este 
capítulo serán aquellas metodologías analíticas que habitualmente se utilizan 
para indagar la estructura de glicoproteínas mediante el uso de radiaciones 
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electromagnéticas, lo que comúnmente se conoce con el nombre de espec-
troscopia. La versatilidad del uso de las espectroscopias radica fundamen-
talmente en tres factores. Por un lado, la variedad de fuentes de radiaciones 
electromagnéticas disponibles para interaccionar con la materia, capaces 
de obtener haces de muy alta energía, en algunos casos pulsados y con 
alta precisión en la longitud de onda y frecuencia. Por otro lado, existe una 
variedad de transiciones nucleares, electrónicas y moleculares que pueden 
manifestarse en proteínas por interacción de estas radiaciones con los áto-
mos, con los enlaces entre estos átomos, con las moléculas de aminoácidos 
o incluso con la cadena polipeptídica (Figura 10.2). Por último, los avances en 
electrónica y digitalización de señales han permitido detectar, con muy alta 
sensibilidad, las señales emitidas a partir de la interacción de las fuentes de 
radiación con la materia.

En función de la naturaleza de las transiciones causadas por las radiaciones, 
las espectroscopias pueden clasificarse en:
•	 Espectroscopias de absorción: son aquellas en las que el átomo, enlace o 

molécula absorbe radiación a una determinada longitud de onda caracte-
rística. Esta absorción de energía promueve electrones o espines nucleares 

Tabla 10.1. Métodos biofísicos para el estudio de la estructura y función 
de glicoproteínas

Estructura Métodos biofísicos

Primaria Químicos 
Degradación de Edman acoplada a cromatografía líquida

Enzimáticos 
Degradación acoplada a cromatografía líquida  
y Espectrometría de Masas de Alta Resolución

Secundaria 
/ terciaria

Baja Resolución 
Dicroísmo Circular
Fluorescencia Infrarroja 
Resonancia Magnética Nuclear Homonuclear. 

Alta Resolución
Difracción de Rayos X 
Crio-Microscopía Electrónica
Resonancia Magnética Nuclear Heteronuclear 

Cuaternaria Metodologías de separación física
Electroforesis
Cromatografía Líquida de Exclusión Molecular 
Ultracentrifugación Analítica
Espectrometría de Masas 
Microscopía de Fuerza Atómica.

Metodologías espectroscópicas
Dispersión Dinámica o Estática de Luz 
Dispersión de Rayos X de ángulo pequeño
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de un estado basal a un estado excitado. Este fenómeno de absorción per-
turba la radiación incidente sobre la muestra de forma tal que la radiación 
resultante pierde los componentes absorbidos y permite la identificación 
de la frecuencia absorbida. Estas espectroscopias incluyen la UV–Visible, 
Infra–Roja (IR), Dicroísmo Circular (CD) y Resonancia Magnética Nuclear 
(NMR). La cantidad de energía absorbida es función de la abundancia de los 
grupos que absorben, con lo cual las espectroscopias de absorción son, en 
general, cuantitativas. En espectroscopías de absorción los detectores de 
radiación se sitúan, generalmente, en la misma dirección del haz incidente 
(Figura 10.2). 

•	 Espectroscopias de emisión: son aquellas en las que un grupo de átomos 
o moléculas (fluoróforos) absorben radiación electromagnética de una 
determinada frecuencia, promoviendo electrones de un estado basal a 
un excitado (longitud de onda de excitación). Los electrones promovidos 
regresan al estado basal (relajación) a través de la emisión de una radia-
ción electromagnética con una frecuencia diferente a la de excitación 
(longitud de onda de emisión). Entre estas espectroscopias se incluyen la 
Fluorescencia y la Fosforescencia. Este estado excitado tiene una larga vida 
media (10-9 a 107 s para fluorescencia y 10-3 a 10-2 s para fosforescencia). La 
emisión de esta radiación electromagnética en forma de fluorescencia es 
altamente sensible al entorno de los fluoróforos, y a la presencia de otros 
grupos fluorescentes en la cercanía, con lo cual el rendimiento cuántico 
de un fluoróforo no es constante. Esta sensibilidad hace que en general la 
fluorescencia no sea una espectroscopia cuantitativa. En la espectroscopia 
de emisión los detectores de radiación se sitúan perpendicularmente a la 
dirección del haz incidente (Figura 10.2). 

•	 Espectroscopías de dispersión: son aquellas en las que la radiación ele-
cromagnética incide sobre los átomos, moléculas o macromoléculas y 
se miden las características de la radiación que se dispersa o difracta. 
Mediante este fenómeno es posible evaluar las características macroscó-
picas de oligómeros o agregados de las proteínas que, por su tamaño de 
10-9 a 10-6 m, dispersan luz incidente de similar longitud de onda (10-7 m 
para dispersión de luz visible). La dispersión de luz puede ser dinámica 
(DLS, un solo detector) cuando determina el coeficiente de difusión de una 
macromolécula, o estática cuando evalúa el peso molecular y tamaño de la 
misma (SLS, arreglo de varios detectores). Utilizando radiaciones de mayor 
energía y menor longitud de onda (10-9 a 10-11 m para dispersión de rayos X 
en ángulo pequeño, SAXS), es posible determinar densidades electrónicas 
que permiten evaluar las características microscópicas de la morfología de 
estos oligómeros o agregados. Mientras que las dos técnicas anteriores se 
llevan a cabo en solución, en la difracción de rayos X, en cambio, se nece-
sita la presencia de una proteína en estado sólido ordenada en un cristal. 
Cuando los rayos X inciden sobre una proteína cristalizada, la radiación 
electromagnética es difractada por los electrones de los átomos por ser 
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su longitud de onda del mismo orden de magnitud que el radio atómico 
(10-10 m). El haz de rayos X difractado contiene entonces información sobre 
la posición y tipo de átomos sobre el cual ha incidido. Por esta razón la 
difracción de rayos X es capaz de proveer información atómica tridimen-
sional que permite reconstruir la estructura de una proteína con resolución 
atómica. En la espectroscopía de dispersión la detección del haz resultante 
de la interacción se realiza en múltiples direcciones (Figura 10.2).

A continuación, trataremos en mayor detalle los aspectos fundamentales 
de tres de estas metodologías que habitualmente se utilizan para monitorear 
la preservación de la estructura en la producción y el control de calidad de 
glicoproteínas de uso industrial o farmacéutico. 

Figura 10.2. Uso de radiaciones electromagnéticas para para el estudio 
de proteínas. A. En función de la naturaleza de las transiciones causadas 
por las radiaciones, las espectroscopias pueden clasificarse en espec-
troscopias de absorción, espectroscopias de emisión, o espectroscopias 
de dispersión. B. Es posible caracterizar diferentes tipos de transiciones 
nucleares, electrónicas y moleculares que pueden manifestarse en pro-
teínas por interacción de radiaciones electromagnéticas con los átomos, 
con los enlaces entre estos átomos, con las moléculas de aminoácidos 
o incluso con la cadena polipeptídica
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10.4.1. Dicroismo circular

La espectroscopía de dicroísmo circular (CD) mide la diferencia de absorción 
de una muestra entre una radiación electromagnética incidente que es circu-
larmente polarizada en dos sentidos. En biomoléculas, la espectroscopía de 
CD permite estudiar arreglos atómicos y moleculares que tengan quiralidad, 
es decir que sean ópticamente activos, como el enlace peptídico, los anillos 
aromáticos presentes en los aminoácidos Tyr, Phe y Trp y los puentes disulfuro. 
Las propiedades quirales confieren diferentes características de absorción 
en función del sentido de polarización de la radiación incidente. Esta herra-
mienta espectroscópica es de suma utilidad para caracterizar rápidamente el 
contenido de estructura secundaria de una glicoproteína y verificar su estado 
de estructura terciaria o plegamiento correcto (Kelly et al., 2005). El enlace 
peptídico absorbe diferencialmente la luz circularmente polarizada en función 
del arreglo tridimensional que adopta el sistema electrónico conjugado de los 
orbitales π que lo componen. De acuerdo con la estructura secundaria en la 
que esté inmerso el enlace peptídico, ya sea hélice α, lámina β o de random 
coil, los electrones en los orbitales π pueblan diferentes estados energéticos 
que absorben radiación electromagnética a diferentes longitudes de onda. 
Estas transiciones posibles ocurren entre 190 a 250 nm, con lo cual pueden 
ser observadas observables utilizando radiaciones electromagnéticas del 
espectro ultravioleta lejano. 

Cuando el enlace peptídico adopta un arreglo tridimensional de lámina β 
se observa una banda de absorción positiva alrededor de 195 nm y una banda 
de absorción negativa a 215 nm. Por el contrario, el enlace peptídico en un 
arreglo tridimensional de hélice α dará una banda de absorción positiva a 
190 nm y una banda de absorción negativa con dos picos a 208 y 222 nm 
(Figura 10.3A). La presencia de la conformación de random coil estará dada 
por una fuerte banda de absorción negativa a 195 nm. El espectro de CD para 
evaluar la estructura secundaria de una proteína se colecta entre 190 y 250 
nm, y el resultado es un espectro de absorción que representa la mezcla de 
los diferentes picos de absorción, ponderado por la abundancia relativa de 
cada una de las conformaciones estructurales en la cadena polipeptídica. 
Con el conocimiento de la composición de la estructura de una proteína es 
posible deconvolucionar el espectro de CD en los componentes individuales 
de estructura secundaria. Esto permite emplear a un espectro de CD como 
valioso indicador del contenido de estructura secundaria de proteínas y 
detectar rápidamente el impacto de mutaciones, ligandos o solventes en la 
conformación de la misma (Greenfield, 2006). 

El sistema orbital conjugado de los anillos aromáticos presentes en los 
aminoácidos Tyr, Phe y Trp también posee quiralidad. Esta característica es 
aprovechada en la espectroscopia de CD para evaluar el entorno estructural 
en el cual se encuentran estos aminoácidos. Debido a su hidrofobicidad, los 
aminoácidos aromáticos suelen estar excluidos del solvente, conformando 
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el núcleo central de la proteína, lo que los convierte en excelentes reporte-
ros del estado plegado. Phe y Tyr se caracterizan por bandas de absorción 
negativas alrededor de 265 a 275 nm, mientras que Trp muestra una banda de 
absorción positiva entorno a los 280–290 nm, todas transiciones que ocurren 
en el ultravioleta cercano (Figura 10.3B). Debido a esta característica, para 
evaluar el arreglo estructural de los aminoácidos aromáticos es necesario 
colectar un espectro de absorción entre 250 y 300 nm, en el llamado UV–cer-
cano, en contraposición con las bandas de absorción del enlace peptídico, 
que se consideran UV–lejano. 

En su conjunto, las características de las bandas de absorción de CD son 
una huella dactilar del estado plegado de una glicoproteína, y cualquier per-
turbación de esta conformación puede ser detectada por cambios sutiles en 
el mismo, aún en ausencia de cambios significativos de estructura secundaria. 

Por medio de espectroscopia de CD también es posible la determinación 
de la temperatura de melting (Tm) de una cadena polipeptídica, lo que es 
particularmente útil para caracterizar el estado plegado de una glicoproteína. 
En un experimento de titulación por temperatura, la Tm es la temperatura 
que caracteriza la transición desde el estado plegado al estado desplegado 
(50 % plegado y 50 % desplegado). Empleando un equipo de CD con control 
de temperatura es posible tomar espectros de CD a varias temperaturas y 
caracterizar la evolución de la glicoproteína desde el estado plegado al estado 
desplegado, monitorizando la transformación de los elementos de estructura 
secundaria en random coil. Un ajuste global a las curvas de titulación por 
temperatura permite calcular la Tm, que es una característica que se asocia 
con el estado plegado, con su energía libre y su estabilidad. Si dos proteínas 
con la misma secuencia primaria tienen Tm diferentes, entonces se puede 
inferir que su estabilidad es diferente, así como la energía libre de su estado 
plegado, y por ende su estructura también lo será (Figura 10.3C) (Martin y 
Bayley, 2002). En el caso de proteínas termosensibles, en las que el experi-
mento de incrementar la temperatura causa agregación, es posible llevar a 
cabo los estudios de transición del estado plegado al estado desplegado por 
medio de la adición de agentes caotrópicos como urea o cloruro de guanidinio. 

Un ejemplo de la aplicación de dicroísmo circular para la caracterización 
de glicoproteínas terapéuticas es el estudio realizado en eritropoyetina por 
Kerwin y colegas para el laboratorio Amgen (Estados Unidos) (Deechongkit, 
2006). El objetivo del trabajo ha sido detectar las posibles diferencias estruc-
turales entre la eritropoyetina Epogen de Amgen y Eprex de Ortho Biotech 
Products (Estados Unidos), aplicando una variedad de técnicas biofísicas para 
el análisis comparativo de las mismas. Los investigadores realizaron estudios 
comparativos de CD en el UV lejano y cercano, pudiendo observar pequeñas 
modificaciones en el comportamiento espectroscópico, sugiriendo en Eprex 
un menor contenido helicoidal (5 % conforme a las bandas de absorción en 
el UV lejano) y cambios en la exposición al solvente del Trp64 (cambios en 
las bandas de absorción de CD en el UV cercano) respecto de Epogen. Estos 
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Figura 10.3. Dicroísmo circular en el estudio de glicoproteínas A. Espectro 
de CD en el UV lejano de estructuras secundarias puras que pueden adop-
tar los polipéptidos (hélice–α, lámina–β y random coil). B. Espectro de CD 
en el UV cercano donde se muestran las características espectroscópicas 
distintivas de los aminoácidos aromáticos Triptófano (Trp), Fenilalanina 
(Phe) y Tirosina (Tyr). C. Titulación por temperatura de una proteína 
modelo para la determinación de su Tm utilizando CD. Nótese la transición 
del estado plegado al desplegado. D. Ejemplo del uso de CD en el UV lejano 
para detectar cambios estructurales en el ejercicio de comparabilidad 
entre dos glicoproteínas terapéuticas (referencia y biosimilar). E. Ejemplo 
del uso de CD en el UV cercano para detectar cambios estructurales en 
el ejercicio de comparabilidad entre dos glicoproteínas terapéuticas 
(referencia y biosimilar). F. Titulación por temperatura de glicoproteínas 
terapéuticas demostrando que cambios conformacionales pueden ser evi-
denciados a través de la determinación de la Tm por medio de CD
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cambios sugieren que Eprex posee una conformación estructural levemente 
diferente que Epogen. Esto se confirma al evaluar el comportamiento de 
ambas proteínas en experimentos de desplegado causado por temperatura, 
en donde Eprex demuestra tener una similar Tm pero no demuestra ser 
igualmente reversible, probablemente debido a una mayor tendencia a la 
formación de agregados a altas temperaturas (Figuras 10.3D, 3E y 3F).

10.4.2. Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia por Resonancia Magnética Nuclear (NMR) es una meto-
dología de absorción de radiación electromagnética que permite obtener 
información acerca de las conformaciones estructurales de glicoproteínas 
con alta resolución (Marion, 2013). A diferencia de las espectroscopias ópti-
cas, en las cuales las transiciones energéticas se manifiestan a nivel de los 
electrones, en NMR son los espines nucleares los que absorben y liberan 
energía. Para que puedan ocurrir estas transiciones nucleares es necesario 
que los espines estén polarizados (alineados) bajo un campo magnético de 
muy alto campo (108 a 109 Hz). Cuanto mayor sea el campo magnético mayor 
es la diferencia de energía entre el estado excitado y el estado basal, con 
lo cual se incrementa significativamente la resolución del espectrómetro de 
NMR (Figura 10.4A). Tales campos magnéticos, de aproximadamente 105 a 106 
veces el campo magnético de la tierra, son creados a través del uso de imanes 
especialmente construidos con materiales superconductores que trabajan 
sumergidos en Helio líquido. Debido a esto los equipos de resonancia mag-
nética nuclear son altamente costosos de adquirir y mantener.

No todos los núcleos atómicos son susceptibles de magnetizarse ya que, 
para hacerlo, deben contener un número impar de protones o neutrones. En 
proteínas, el átomo más comúnmente utilizado para NMR es el hidrógeno 
(1H, también llamado protón) y luego le siguen el carbono (13C) y el nitrógeno 
(15N). Debido a su baja abundancia isotópica, para poder detectar carbono 
y nitrógeno en NMR de proteínas es necesario recurrir al enriquecimiento 
isotópico suplementando los medios de cultivo con precursores quími-
cos enriquecidos como el cloruro de amonio (15NH4Cl), sulfato de amonio 
((15NH4)2SO4), glucosa (13C6H12O6) o metanol (13CH3OH). Esto hace que la obten-
ción de muestras para NMR también sea costosa, por lo que habitualmente 
se recurre a experimentos homonucleares en donde el único núcleo que se 
detecta es el hidrógeno (1H), conocidos como espectros de NMR de protones.

El experimento de NMR consta de tres partes, una primera parte en donde 
se excita el sistema a través de un pulso de radiación electromagnética. En 
general, la mayoría de los experimentos de NMR de protones comienza con 
la excitación del sistema a través de los protones, que son los espines más 
abundantes. La segunda parte involucra a las transiciones de los espines en 
el estado excitado. A diferencia de las espectroscopias ópticas, el estado 
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excitado de un núcleo tiene una vida media con una duración de 109 veces 
más larga (orden de segundos), debido a que la energía se pierde (relaja) 
muy lentamente. Esta larga vida media permite, de similar modo a la espec-
troscopia de fluorescencia, que el estado excitado sea reportero no solo de 
la estructura de una proteína sino de la dinámica de las transiciones confor-
macionales que ocurren en ese tiempo, como por ejemplo el plegamiento 
de la cadena polipeptídica, aspectos funcionales como catálisis enzimática 
o unión a receptores. 

Además, en NMR es posible transferir la energía del estado excitado 
(magnetización) de un núcleo vecino a otro, de forma altamente específica 
por medio de pulsos cortos de radiofrecuencia. Esto hace que la magnetiza-
ción del estado excitado «salte» de un núcleo a otro y que se «cargue» de 
las características del entorno electrónico que experimenta no solo el núcleo 
que excitamos sino también varios núcleos en el entorno. De este modo es 
posible lograr experimentos de NMR multidimensionales tanto homonucleares 
(si la magnetización se transfiere entre átomos de la misma naturaleza) como 
heteronucleares (si la transferencia es entre átomos de diferente naturaleza). 
Es habitual que en el estudio de biomoléculas se realicen experimentos 
homonucleares de 2 y 3 dimensiones, y experimentos heteronucleares de 2, 
3 y 4 dimensiones. Cada dimensión contiene información de un núcleo en 
particular que se correlaciona con otro núcleo gracias a la transferencia de 
magnetización que ocurrió en el estado excitado. Esta correlación entre dos 
núcleos se visualiza en un espectro bidimensional de NMR como un cruce de 
las frecuencias de absorción de ambos núcleos (crosspeak). La transferencia 
de magnetización se logra de un modo altamente específico que posibilita, 
por ejemplo, identificar los picos de absorción que pertenecen a cada átomo 
de cada aminoácido de la proteína o grupo funcional del glicano, si se trata 
de una glicoproteína. Esto posibilita obtener el mapeo preciso y con alta 
resolución de la estructura de una proteína o un glicano (Marion, 2013). 

El último paso en la espectroscopia de NMR es la detección de la energía 
que libera el estado excitado. Al excitarse todos los átomos de la misma 
naturaleza simultáneamente, y dada la complejidad de las frecuencias que 
se correlacionan entre sí durante el transcurso del estado excitado, en NMR 
se detecta una multitud de frecuencias al mismo tiempo. Debido a que el 
1H es el átomo más abundante, previo a la detección se transfiere toda la 
magnetización nuevamente hasta los protones, que son los núcleos que se 
detectan con mayor sensibilidad. El detector detecta todas las frecuencias 
que decaen libremente (Free Induction Decay, o FID) que son convertidas a un 
espectro de NMR por medio de una transformada de Fourier. La transformada 
de Fourier extrae la información individual de frecuencias de cada uno de los 
núcleos resonantes que han participado del experimento de transferencia 
de magnetización. 

En NMR, las frecuencias de absorción (o resonancia) de cada espín nuclear 
bajo la acción de un determinado campo magnético externo son influenciadas 
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por el entorno electrónico único que experimenta cada átomo. Estas fre-
cuencias de absorción son altamente sensibles a cambios en los enlaces de 
cada átomo, en su conformación estructural y en las características de los 
átomos cercanos. Con el fin de independizar las frecuencias de absorción 
(picos) del campo magnético externo, en los espectros de NMR se convierten 
las frecuencias de absorción (Hz) a una escala universal llamada desplaza-
miento químico (δ). El desplazamiento químico de cada núcleo se referencia 
al Tetrametilsilano (TMS) que por convención tiene un desplazamiento quí-
mico δ=0. En una proteína, el desplazamiento químico de 1H puede tomar 
valores entre 0 y 10 ppm en función del enlace en el cual esté participando 
el protón (H–N, H–C) y dependiendo de si tiene otros protones cerca, si forma 
parte de un sistema conjugado aromático o participa de un enlace puente 
de hidrógeno, siendo un indicador de estructura secundaria (Figura 10.4B). El 
desplazamiento de 15N para las amidas toma habitualmente valores entre 100 
y 135 ppm, y está influenciado principalmente por la naturaleza de la cadena 
lateral del aminoácido y, en menor medida, por la estructura secundaria que 
adopta la cadena polipetídica. Para 13C es posible observar desplazamientos 
químicos de 20 a 200 ppm en una proteína, dependiendo el átomo al cual 
esté unido el carbono (C–O, C–N, C–C, C–H, C–H2 o C–H3). Los desplazamien-
tos químicos de los carbonos Cα y Cβ son excelentes reporteros del tipo de 
aminoácido al cual pertenecen y de la estructura secundaria que adopta el 
mismo en la cadena polipeptídica plegada. 

En glicoproteínas, el mismo fenómeno de absorción de radiación elec-
tromagnética que permite la caracterización de la estructura de la fracción 
proteica por NMR posibilita también el estudio estructural de los glicanos 
conjugados (Battistel et al., 2014). La NMR de glicoproteínas permite iden-
tificar la naturaleza de los glicanos presentes directamente en la proteína 
glicosilada, habitualmente mediante los desplazamientos químicos de 1H, 
que son característicos para cada glúcido. Generalmente los experimentos de 
identificación de glicanos por NMR demandan la comparación con patrones de 
glúcidos conocidos y se complementan con experimentos de deglicosilación 
enzimática y separación de glicanos por HPLC (Figura 10.4C). En la web hay 
disponibles bases de datos con desplazamientos químicos de carbohidratos 
que permiten la rápida asignación de un espectro de 1H NMR de glicanos y 
así lograr su identificación, como CASPER (http://www.casper.organ.su.se/
casper/) y SWEETDB (http://www.glycosciences.de/sweetdb/). CASPER realiza 
una predicción de los desplazamientos químicos de 1H para un glúcido a partir 
de su secuencia y estructura, SWEETDB, por el contrario, identifica un glúcido 
a partir de los picos del espectro de NMR de 1H o 13C.

Es así que, mediante el monitoreo de los desplazamientos químicos de 1H, 
15N o 13C, es posible detectar sutiles cambios en la estructura de una proteína, 
la unión de un ligando, la modificación en la estructura de un glicano o 
el efecto de un excipiente en la formulación de una glicoproteína terapé-
utica. En la mayoría de los casos estas perturbaciones detectadas en los 
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desplazamientos químicos pueden ser localizadas con muy alta resolución, a 
nivel de aminoácidos o glúcidos individuales. Esto convierte a la NMR en una 
herramienta espectroscópica que brinda información única para caracterizar 
la estructura de glicoproteínas. En el análisis de glicoproteínas terapéuticas, 
la NMR de 1H es habitualmente empleada para comparar rápidamente la 
estructura en solución de diferentes lotes de un producto, siendo una valiosa 
herramienta en las etapas de formulación y durante el control de calidad 
(Visser, 2013; Ghasriani, 2016). Mediante el uso de NMR de 1H es posible tam-
bién comprobar que el patrón de glicosilación del producto bioterapéutico 
es constante lote a lote, o frente a cambios en medios de cultivos o clones 
productores, detectándose diferencias muy sutiles en los patrones de glicosi-
lación (Figura 10.4D). La NMR también resulta fundamental durante el ejercicio 
de biosimilitud, en el cual se busca la comparación de un biosimilar con su 
referencia, para posibilitar el registro abreviado de proteínas terapéuticas. En 
muchos casos se ha utilizado no solo NMR homonuclear de 1H sino también 
heteronuclear, recurriendo a experimentos complejos de correlación 1H–15N y 
1H–13C. Con este fin se han enriquecido isotópicamente diversas glicoproteínas 
terapéuticas, como eritropoyetina y anticuerpos monoclonales (Poppe, 2014). 

Existen, sin embargo, ciertas limitaciones en el uso de NMR para el estudio 
de glicoproteínas. La principal limitación es el tamaño molecular, donde se 
hace evidente un fenómeno de rápida relajación de los estados excitados, lo 
que afecta severamente el ancho de línea de los picos del espectro de NMR. 
Esto es notorio en proteínas de tamaños mayores a los 30 kDa. Además, con 
el incremento de tamaño aumenta la complejidad del espectro, y ya no es 
posible resolver los picos de resonancias individuales. Para contrarrestar estos 
inconvenientes se han desarrollado metodologías específicas de supresión 
de señales por deuteración (cambio de 1H por 2D), metodologías de marcación 
isotópica selectiva de ciertos aminoácidos y pulsos especiales de RMN que 
permiten su aplicación a sistemas de 100 a 150 kDa. 

10.4.3. Fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia es la herramienta espectroscópica más 
antigua y versátil que existe para el estudio de proteínas y, al mismo tiempo, 
una de las que más ha evolucionado en la última década. Empleando espec-
troscopia de fluorescencia, a partir de las perturbaciones espectrales en 
aminoácidos aromáticos se han estudiado hace más de 50 años las primeras 
transiciones estructurales en proteínas. En los años 90, gracias a la ingeniería 
de proteínas, las mutaciones sitio dirigidas y los equipos de stopped flow, 
mediante espectroscopia de fluorescencia fue posible comprobar experimen-
talmente las teorías que permiten explicar actualmente el plegamiento de 
proteínas. Ya en la última década, la síntesis química de fluoróforos altamente 
fluorescentes y su conjugación química sitio específica sobre aminoácidos 
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Figura 10.4. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear en el estudio 
de glicoproteínas. A. Desdoblamiento de los espines nucleares (Spin +1/2 
y –1/2) de un átomo susceptible a un campo magnético. En NMR, el pico de 
absorción se manifiesta cuando se alcanza la energía que permite la transi-
ción de un spin de un estado basal a un estado excitado (energía de resonan-
cia). Para que puedan ocurrir estas transiciones nucleares es necesario que 
los espines estén polarizados (alineados) bajo un campo magnético de muy 
alto campo (108 a 109 Hz). B. Desplazamientos químicos característicos para 
los protones (1H) del esqueleto proteico en un experimento monodimensio-
nal de NMR. C. Ejemplo de desplazamientos químicos característicos de los 
glúcidos en un experimento monodimensional de NMR de glicoproteínas 
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permitió el estudio del mecanismo de plegamiento de proteínas a nivel de 
moléculas individuales, tanto in vitro como in vivo empleando microscopía 
de fluorescencia con resolución temporal de picosegundos (Royer, 2006). 

La fluorescencia es el resultado de un proceso en tres etapas de absorción y 
emisión de energía que ocurre en moléculas con características fisicoquímicas 
especiales llamadas fluoróforos. En la primera etapa, denominada excitación, 
el fluoróforo absorbe un fotón a la longitud de onda λex, que promueve un 
electrón a un estado excitado. En la segunda etapa, durante el estado exci-
tado, que dura típicamente entre 1 a 10 × 10-9 seg, el fluoróforo disipa energía 
de forma no radiante, por interacción con el medio que lo rodea (solvente, 
aminoácidos, ligandos, etc.), por cambios conformacionales (dinámica), o 
por transferencia de energía en resonancia (FRET). Esta disipación de energía 
lleva al fluoróforo hasta un estado excitado de menor energía que el estado 
excitado original (proceso de relajación). En la tercera y última etapa, llamada 
emisión, el fluoróforo se libera de la energía restante emitiendo un fotón con 
una longitud de onda λem. El fotón que se emite es de menor energía que el 
que se absorbe, debido a la energía disipada en el estado excitado, y por 
lo tanto la longitud de onda de emisión será siempre mayor a la longitud 
de onda de excitación (λem > λex). Esta diferencia de longitud de onda entre 
los fotones de emisión y excitación se conoce como «Stokes shift» y es una 
propiedad característica de cada fluoróforo (Lakowicz, 2006). 

Debido a su larga vida media, el estado excitado de un fluoróforo es muy sen-
sible a una gran variedad de procesos inherentes al plegamiento de proteínas, 
como las alteraciones conformacionales, cambios en la estabilidad del estado 
plegado, unión a ligandos, procesos catalíticos, y hasta cambios en el estado 
de oligomerización de una proteína. Estas perturbaciones son sensadas por 
los fluoróforos excitados durante el proceso de relajación, disipando menor 
o mayor cantidad de energía de forma no radiante, y, en algunos casos, modi-
ficando el tiempo de vida media del estado excitado. Tales perturbaciones 
se manifiestan en una variación de la cantidad de energía que es emitida, 
alterándose tanto la posición de λem como la intensidad del pico de emisión.

De modo similar a la espectroscopia por CD, el sistema orbital conjugado 
de los anillos aromáticos que poseen los aminoácidos Tyr, Phe y Trp es sus-
ceptible a ser utilizado en espectroscopia de fluorescencia. Los aminoácidos 
aromáticos pueden ser excitados a través de la absorción de longitudes de 
onda entre 265 a 290 nm, y emiten fluorescencia a 275 nm (Phe), 300 nm 
(Tyr) y 350 nm (Trp) (Figura 10.5A y 10.5B). Estas características fluorescentes 
son particularmente útiles para evaluar el entorno en el cual se encuentran 
inmersos estos aminoácidos, transformándose en pruebas intrínsecas de la 
estructura de una proteína. Como se mencionó anteriormente, los aminoá-
cidos aromáticos son excelentes reporteros del estado plegado ya que por 
su hidrofobicidad suelen estar excluidos del solvente, empaquetados en el 
núcleo central de la proteína. Cuando una proteína sufre alteraciones en su 
estructura debido a la pérdida de su estabilidad, oxidaciones o degradación, 
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se producen cambios conformacionales que impactan en el empaqueta-
miento de las cadenas aromáticas de una proteína (Figura 10.5C y 10.5D). 
Tales cambios modifican los mecanismos de relajación de los fluoróforos y la 
vida media del estado excitado, que se detecta como cambios en la emisión 
de la fluorescencia. Estos cambios pueden ser a nivel de la intensidad de 
fluorescencia (número de fotones emitidos) o en la posición del máximo de 
absorción (cambios en la frecuencia del pico de emisión).

Por medio de la espectroscopia de fluorescencia es posible caracterizar 
el estado plegado de una glicoproteína mediante la determinación de la 
temperatura de melting (Tm), también de forma análoga a la espectroscopia 
de CD. La conducción de un experimento de titulación por temperatura per-
mite la medición de su Tm, parámetro que caracteriza la transición desde 
el estado plegado al estado desplegado (50 % plegado y 50 % desplegado). 
Mediante el uso de un espectrofluorímetro con control de temperatura se 
toman espectros a varias temperaturas monitorizando la exposición de los 
aminoácidos aromáticos, generalmente Trp, desde un entorno hidrofóbico 
(proteína plegada) a un entorno hidrofílico (proteína desplegada) (Figura 
10.5E y 10.5F). Un ajuste global de los espectros de fluorescencia a diferente 
temperatura permite calcular la Tm, que es una característica que se asocia 
con el estado plegado de una proteína. Para proteínas con dos o más Trp en 
su secuencia es posible deconvolucionar las contribuciones de cada uno de 
los aminoácidos, permitiendo estudiar características en el mecanismo de 
plegamiento (Deechongkit, 2006; Garidel et. al., 2008). 

Para el estudio de la Tm por fluorescencia es posible recurrir al uso de 
sondas fluorescentes extrínsecas. Las sondas fluorescentes son pequeñas 
moléculas orgánicas hidrofóbicas con sistemas conjugados de electrones 
que poseen un mayor rendimiento cuántico, absorbiendo mayor energía y 
emitiendo un mayor número de fotones. Las sondas extrínsecas se adicio-
nan a la solución que contiene la proteína y al interaccionar regiones de 
aminoácidos hidrofóbicos expuestos al solvente, se modifican las carac-
terísticas fotofísicas de la sonda, lo que se manifiesta en un incremento del 
número de fotones emitidos o cambios en las características del espectro de 
fluorescencia. En general, las sondas extrínsecas son útiles en experimentos 
de determinación de Tm, ya que al desplegarse una cadena polipetídica se 
exponen al solvente aquellos aminoácidos hidrofóbicos, incrementándose el 
número de regiones sobre las cuales las sondas pueden interaccionar (Hawe, 
2008). También es posible convertir fluoróforos extrínsecos en fluoróforos 
intrínsecos, conjugándolos a proteínas de modo sitio específico, por acopla-
miento mediante reacción química in vitro con los residuos Lisina, Arginina 
o Cisteína. Este tipo de conjugaciones permite, entre otros usos, el marcado 
fluorescente de anticuerpos monoclonales y policlonales para la detección 
específica de otras proteínas en preparados de tejidos o células en cultivo.

Los fluoróforos extrínsecos son de suma utilidad en el análisis de los gli-
canos conjugados a glicoproteínas. Mediante reacciones químicas es posible 
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Figura 10.5. Espectroscopia de fluorescencia para el análisis de glicopro-
teínas. A. Características espectales de excitación de los sistemas orbitales 
conjugados presentes en los aminoácidos aromáticos naturalmente presen-
tes en proteínas. Los mismos pueden ser excitados a través de la absorción 
de longitudes de onda entre 265 a 290 nm. B. Características espectrales 
de emisión de los aminoácidos aromáticos presentes en proteínas. Una vez 
excitados, los mismos se relajan emitiendo fluorescencia a 275 nm (Phe), 300 
nm (Tyr) y 350 nm (Trp). C. Ejemplo del uso de la flurescencia intrínseca de 
aminoácidos aromáticos como reporteros del estado de plegamiento de una 
proteína modelo. A medida que se incrementa la temperatura se desnatura-
liza la proteína y los residuos aromáticos se exponen al solvente, lo que 
disminuye su intensidad de flurescencia. D. Uso de fluorescencia intrínseca 
de aminoácidos aromáticos como reporteros de la pérdida de estabilidad 
de una glicoproteína terapéutica con el tiempo (shelf life). Con el paso 
del tiempo la proteína pierda estabilidad y comienza a desnaturalizarse o 
degradarse, lo que se visualiza por medio de una disminución en la intensi-
dad de fluorescencia. E y F. Uso de fluorescencia intrínseca de aminoácidos 
aromáticos en el ejercicio de comparabilidad de biosimilares. Es posible la 
comparación directa de la intensidad de fluorescencia (E) o la determina-
ción de la temperatura de melting (Tm) en un experimento de desnaturaliza-
ción térmica. [continúa en pág. sgte.]
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Figura 10.5. [continuación] G. Derivatización específica de glúcidos con fluo-
róforos extrínsecos del tipo ABA (2–aminobenzóico (ABA). La conjugación 
con fluoróforos extrínsecos y su posterior detección por medio de HPLC 
acoplado a detector de fluorescencia permite la cuantificación precisa de 
los grupos glicanos presentes en glicoproteínas con muy alta sensibilidad 

derivatizar carbohidratos específicamente con fluoróforos extrínsecos. En 
particular, se puede mencionar la derivatización con ácido 2–aminobenzóico 
(ABA), Diamino–metilendioxibenceno (DMB) y Fenilendiamina (OPD) (Anumula, 
2006). La conjugación con fluoróforos extrínsecos permite la cuantificación 
precisa de los grupos glicanos presentes en glicoproteínas. Luego de su reac-
ción con el fluoróforo, los glicanos se escinden de la proteína por medio de 
reacciones de deglicosilación, y la mezcla de glicanos se separa por medio 
de cromatografía líquida de alta performance acoplada a un detector de 
fluorescencia (Figura 10.5G). La identificación y cuantificación de los com-
ponentes de mezclas complejas de glicanos se realiza por comparación del 
perfil cromatográfico con cromatogramas de sustancias patrones de glúcidos 
derivatizados del mismo modo. Debido a la simpleza en su implementación 
y alta reproducibilidad del método, esta técnica se emplea rutinariamente 
en el control de calidad de glicoproteínas terapéuticas para corroborar la 
composición relativa de glicanos del producto, así como su estabilidad a lo 
largo de las operaciones de purificación y formulación.

10.5. perspectivas a futuro  
de las metodologías analíticas 

Los avances tecnológicos ocurridos durante la última década en áreas como la 
nanotecnología, superconductores, fuentes láser y capacidad computacional 
de cálculo, entre otros, han posibilitado el avance de las metodologías biofísi-
cas para el estudio de proteínas, permitiendo avizorar su pronta aplicación al 
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análisis estructural de glicoproteínas. Posiblemente, tales adelantos permitirán 
trasladar el uso de las espectroscopias desde el tubo de ensayo a un entorno 
celular o incluso hasta un organismo vivo. En lo que respecta a las nuevas 
metodologías de espectroscopia de fluorescencia, el uso de proteínas fluores-
centes como fluoróforos intrínsecos ha permitido expandir la aplicación de la 
espectroscopia de fluorescencia al estudio de glicoproteínas en un contexto 
celular complejo. Metodologías basadas en microscopía láser confocal permiten 
el estudio de la expresión, localización y dinámica celular de glicoproteínas 
fusionadas a proteínas fluorescentes en células vivas e, incluso, dentro de 
organismos complejos como C. elegans o pez cebra (Zhang, 2002). En el contexto 
celular, también es posible acoplar fluoróforos extrínsecos de forma específica 
a proteínas de fusión que portan una secuencia determinada, como el sistema 
FlASH/ReASH, que se acopla específicamente a motivos tetracisteína del tipo 
CysCysProGlyCysCys (Roberti, 2007). Más recientemente, se logró la incorpora-
ción directa de aminoácidos artificialmente fluorescentes en proteínas gracias a 
la expansión del código genético por técnicas de ingeniería genética. Empleando 
tRNAs mutados, que modifican la interpretación de los codones del mRNA, es 
posible incorporar un aminoácido no natural, químicamente modificado para 
ser fluorescente, en una determinada posición de la cadena polipeptídica (Xie 
y Schultz, 2006). Debido a que estos fluoróforos conjugados tienen un muy 
alto rendimiento cuántico, se facilita el estudio del plegamiento y estabilidad 
de proteínas en un contexto celular, incluso a nivel de moléculas individuales, 
mediante el uso de técnicas avanzadas de microscopía de fluorescencia con 
resolución temporal de picosegundos (FLIM) o resolución de distancias del 
orden de 20 nm (STED, STORM, PALM) (Sahl et al., 2017).

Desde el punto de vista del desarrollo a futuro de la espectroscopia por NMR, 
el uso de criosondas, que permiten incrementar significativamente la sensibi-
lidad de los experimentos, ha posibilitado la caracterización de la estructura 
de proteínas en el contexto celular (NMR in vivo). Por medio de la microinyec-
ción o la electroporación, es posible estudiar el comportamiento de proteínas 
marcadas isotópicamente dentro de células eucariotas vivas y estructuras 
más complejas como oocitos de X. laevis (Selenko et al., 2006). Por medio 
de estas metodologías se ha podido demostrar a nivel celular como ocurren 
modificaciones postraduccionales en proteínas, como por ejemplo la fosfori-
lación (Smith et al., 2015). Es previsible entonces, que muy pronto sea posible 
estudiar mecanismos de glicosilación de proteínas directamente en el contexto 
celular por NMR in vivo (Valverde et al., 2019). Otro adelanto muy importante, 
con aplicación directa al estudio de glicoproteínas, es la espectroscopia de 
NMR de estado sólido en proteínas de membrana. Empleando NMR de estado 
sólido se ha reportado la estructura intacta de proteínas de membrana de 
origen bacteriano en bicapas lipídicas, como por ejemplo el complejo translo-
cador de proteínas de mitocondrias (TSPO) o la proteína Proteorodopsina, una 
proteína transmembrana con 7 segmentos helicoidales embebidos en la bicapa 
lipídica (Jaipuria et al., 2017; Lalli et al., 2017). La ventaja del NMR de estado 
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Tabla 10.2. Técnicas para el estudio de estructura y conformación  
en glicoproteínas

Técnica Detección Ventajas Desventajas

Dicroísmo Circular Estructura secunda-
ria/ terciaria

Cuantitativo/ 
Detecta hélices α, 
lámina β y random 
coil

Sensible a interfe-
rencias por compo-
sición del buffer

Espectroscopia
Infra-Roja

Estructura 
secundaria

Cuantitativo/ 
Detecta estructuras 
de lámina β

Sufre de 
interferencias

Fluorescencia Estructura terciaria/ 
hidrofobicidad

Altamente sensible Cualitativo

Calorimetría de 
Barrido Diferencial

Estabilidad térmica Sensible Cualitativo

Espectroscopia 
de Masas con 
Intercambio de 
Deuterio

Conformaciones 
dinámicas/ 
Interacciones 
moleculares

Específico Costoso/ 
Equipamiento 
sofisticado

Resonancia 
Magnética Nuclear

Estructura 
tridimensional

Cuantitativo/ 
Elevada resolución

Muy Costoso/ 
Equipamiento 
sofisticados

Ultracentrifugación 
Analítica

Oligómeros/ 
Agregados

Cuantitativo Lento

Dispersión 
Dinámica de Luz

Agregados de alto 
peso molecular

Sensible Cualitativo/ Baja 
resolución

Cromatografía de 
Exclusión Molecular 
con Dispersión 
Estática de Luz

Oligómeros/ 
Agregados

Rápida/ 
Determinación 
directa del peso 
molecular

Poco sensi-
ble a cambios 
conformacionales

Electroforesis de 
poliacrilamida con 
SDS (SDS-PAGE)

Agregados Bajo costo Baja resolución

sólido respecto del estado líquido es que en sólidos no existen impedimentos 
por el tamaño de las proteínas que se puedan caracterizar. Es posible avizo-
rar entonces que próximamente se conocerán estructuras de glicoproteínas 
eucariotas intactas en membranas lipídicas. 

10.6. Conclusiones

En este capítulo se han tratado los aspectos más básicos y relevantes de tres 
de las metodologías espectroscópicas que se emplean habitualmente para el 
análisis de la estructura y control de calidad de glicoproteínas, principalmente 
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enfocados en el uso industrial o farmacéutico. Existen en la bibliografía 
compendios de cada una de estas técnicas que amplían la descripción de 
sus fundamentos físicos o aplicaciones, y en particular para el caso de pro-
teínas terapéuticas (Houde y Berkowitz, 2014). En la práctica es necesario el 
uso de una variedad de técnicas complementarias para la caracterización 
de la estructura de glicoproteínas. A modo de resumen, en la Tabla 10.2 se 
comparan las principales características de los métodos que se utilizan para 
la caracterización de glicoproteínas.

Un tópico de activo debate entre los laboratorios productores de glico-
proteínas terapéuticas y las agencias regulatorias de los países de alta vigi-
lancia sanitaria es el margen de aceptabilidad en los cambios en la estructura 
de las glicoproteínas terapéuticas, que pueden ser evidenciados por el uso 
de estas técnicas (Schiestl et al., 2011; Berkowitz et al., 2012). Debido a la 
naturaleza de las células en cultivo, es frecuente detectar pequeños cam-
bios estructurales de un producto biotecnológico entre lote y lote. Estos 
cambios estructurales pueden no tener impacto en la actividad terapéutica 
de una glicoproteína o en la afinidad por un ligando, pero sí podrían afectar 
la estabilidad en una matriz biológica, su tendencia a formar agregados o 
su susceptibilidad a degradación, modificando su perfil farmacocinético. Del 
mismo modo, el uso de ciertos excipientes podría no influir directamente 
en la estructura de la glicoproteína terapéutica, pero si afectar su estabili-
dad a largo plazo, afectando el plazo de validez del producto formulado. La 
presencia de estructuras cuaternarias, como oligómeros y agregados puede 
causar reacciones inmunogénicas que reduzcan la eficacia del tratamiento 
o incluso pongan en peligro la vida de un paciente. Por esta razón, y en 
palabras de la FDA, antes de poder asegurar la calidad o biosimilaridad de 
una glicoproteína terapeútica es necesario evaluar el «peso completo de la 
evidencia», para lo que se requiere emplear una variedad de metodologías 
analíticas complementarias (Kirchhoff et al., 2017).
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11.1. introducción

La espectrometría de masas (EM) es una de las técnicas analíticas más pode-
rosas, que tiene aplicación en todas las áreas de las Ciencias. Más reciente-
mente, adquirió fundamental importancia en las grandes áreas de las Ciencias 
de la Vida, en particular, en el análisis de bioméculas a gran escala. Con el gran 
esfuerzo tecnológico invertido en equipos con elevado poder de resolución, 
precisión y sensibilidad, actualmente, es posible desentrañar el proteoma de 
un organismo en pocos días o semanas. Sin embargo, la EM de biomoléculas 
no está restringida solamente al estudio protémico. Por el contrario, ha sido 
intensamente utilizada en estudios a gran escala (liposomas), de glúcidos 
(glicoma) y de metabolitos (metaboloma) proporcionando información quí-
mica para la mejor comprensión de los aspectos bioquímicos de un sistema 
biológico de forma más detallada. En este capítulo, se abordarán los con-
ceptos básicos de EM y su aplicación en la caracterización de glicoproteínas.

11.1.1. Principios de la técnica

La EM se basa en la formación de iones en la fase gaseosa (positiva o nega-
tivamente cargado) que pueden aislarse eléctrica o magnéticamente en 
función de su relación masa–carga (m/z). Como se ejemplifica en la Figura 
11.1, en un espectro de EM, la coordenada x representa los valores de m/z, 
mientras que el eje e indica el recuento total de iones (del inglés TIC, total 
ion counts). Para las moléculas en una banda baja de masa molecular (<1000 
Da), su transferencia de la fase líquida a la gaseosa es relativamente simple. 
Por eso mismo, la cromatografía gaseosa acoplada a la EM (CG–EM) fue una 
de las primeras combinaciones analíticas de gran éxito. Por otro lado, por 
no ser volátiles, las macromoléculas no se transfieren al estado gaseoso 
con facilidad, lo que requiere métodos de ionización de alta energía tal 
como la ionización por impacto de electrones (IE). Sin embargo, este tipo de 
ionización genera una gran fragmentación de la macromolécula, dificultando 
así la interpretación de los espectros de masas. Para evitar este problema, 
dos métodos denominados de ionización blanda (del inglés, soft ionization) 
fueron desarrollados en la década de 1980, convirtiéndose en los principales 
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la caracterización de glicoproteínas
Ronaldo Mohana Borges

11	
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métodos de ionización utilizados en el análisis de macromoléculas por EM. Se 
trata de ionización y desorción láser asistida por matriz (MALDI) (del inglés, 
Matrix–assisted laser desorption/ionization) y ionización por electrospray 
(ESI) (del inglés, electronspray ionization).

11.2. configuración general  
de los espectrómetros de masas

Los espectrómetros de masas pueden dividirse en cinco partes principales:
•	 Inyección de la muestra: lugar donde la muestra se inserta en el equipo. 

Puede ser una placa metálica, una jeringa o conectada a una salida de HPLC.
•	 Ionización: lugar donde ocurre la ionización de las moléculas en el estado 

gaseoso. Hay varios métodos de ionización pero los más utilizados para el 
análisis de macromoléculas (moléculas no volátiles) son el MALDI y el ESI.

•	 Analizador de masas: lugar donde ocurre la separación de las moléculas 
en función de su razón masa / carga. Es también el lugar donde es posible 
realizar fragmentaciones de iones. Hay varios tipos de analizadores en el 
mercado que, en general, están dispuestos en secuencia (tándem) para 
ampliar significativamente la capacidad de separación y análisis de los iones.

Figura 11.1. Espectro de masas: se analizó por MALDI–MS una mezcla de pép-
tidos usando ácido α–ciano–4–hidroxicinámico (HCCA) como matriz, en un 
espectrómetro con configuración MALDI–TOF/TOF. Todos los iones mostra-
dos se presentan en la forma [M+H]+1
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•	 Detector: lugar donde los iones separados son detectados y convertidos 
en informaciones eléctricas.

•	 Sistema computacional de datos: local donde ocurre la conversión de los 
impulsos eléctricos captados por el detector en señal digital y producción 
de los espectros de masas. Es responsable de controlar todo el instrumento.

Es importante resaltar que los lugares de ionización, analizador (es) de masas 
y el detector están bajo alto vacío para minimizar la colisión de los iones 
formados con moléculas del aire. Debido a su importancia, a continuación 
se describen en más detalle los métodos de ionización y los tipos de anali-
zadores de masas.

11.3. principales formas de ionización  
de macromoléculas

11.3.1. Ionización y desorción láser asistida por matriz (MALDI)

La técnica de MALDI se realiza en dos etapas: 
i.	 En la primera etapa, la muestra se disuelve una solución que contiene 

compuestos orgánicos de baja masa molecular, denominados matrices, 
que deben tener una alta absorción en la longitud de onda de la luz 
emitida por el láser. (El láser ultravioleta de N2 es el más usado, con 
emisión a 337 nm y ancho de pulso de pocos nanosegundos). Esta 
mezcla debe estar seca antes del análisis para obtener una dispersión 
casi homogénea de la muestra en la matriz, y en forma de cristal, para 
minimizar la formación de clusters de moléculas presentes en esta 
muestra. 

ii.	 En la segunda etapa, la mezcla muestra–matriz se coloca bajo alto vacío 
en la región de la fuente del espectrómetro. En este momento, ocurre 
el fenómeno de ablación de esta mezcla por un intenso pulso de láser 
de corta duración (Karas & Krüger, 2003). Aunque este fenómeno no 
es completamente comprendido, se sabe que la irradiación por láser 
induce un rápido calentamiento de los cristales de la matriz, llevando 
una parte de ellos a la ablación para producir una nube de matriz en 
el estado gaseoso (Dreisewerd, 2003).

Dentro de los posibles mecanismos de ionización de la muestra ya sugeridos 
en la literatura, los más aceptados son transferencia de protones en el estado 
sólido antes de la desorción o transferencia de protones en la fase gaseosa a 
partir de moléculas de matriz fotoionizadas. Los iones formados en el estado 
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gaseoso se aceleran por campo electrostático dentro del espectrómetro. Una 
de las grandes ventajas de este método de ionización es la formación de 
iones monocargados positiva o negativamente. En algunos casos, se pueden 
observar iones con dos cargas (y algunos casos menos comunes, iones con tres 
cargas). Otra gran ventaja del MALDI es la pequeña cantidad de fragmentos 
formados durante el proceso de ionización. Un punto negativo en el MALDI 
es el protocolo de preparación de muestra que, por ser un proceso empírico, 
puede tener significativo impacto en la calidad de los resultados. La elección 
de la matriz de UV depende del tipo de clase de muestra a analizar. Así en 
la literatura existe una extensa lista de compuestos orgánicos usados ​​en 
innumerables aplicaciones para EM. Las más comunes se indican en la Tabla 
11.1 (de Hoffmann & Stroobant, 2013).

Tabla 11.1 Matrices de MALDI comúnmente utilizadas

Tipo de muestra Matriz Abreviatura

Proteínas / Péptidos ácido α-ciano-4-hidroxicinámico CHCA

ácido 2,5-hidroxibenzoico DHB

ácido 3,5-Dimetoxi-4- hidroxicinámico SA

Oligonucleótidos trihidroxiacetofenona THAP

ácido 3-hidroxipicolínico HPA

Carbohidratos ácido 2,5-hidroxibenzoico DHB

ácido α-ciano-4-hidroxicinámico CHCA

Lípidos ácido 2,5-hidroxibenzoico DHB

2-mercaptobenzotiazol MBT

Moléculas orgánicas ácido 2,5-hidroxibenzoico DHB

Existen diversos protocolos de preparación de muestras en la literatura y en 
Internet, pero el de la gota seca es el más comúnmente usado (El–Aneed, 
Cohen, & Banoub, 2009). Se trata de la mezcla de una solución saturada de 
matriz con un pequeño volumen de la muestra. Entonces, una pequeña gota 
(de 0,5 a 2 μl) de esta mezcla se aplica en la placa de MALDI, que generalmente 
es una placa metálica con ubicaciones delineadas para la aplicación de la 
muestra. Después de la evaporación del solvente y el secado de la gota con 
la formación de cristales a temperatura ambiente, la placa de MALDI conte-
niendo las muestras se inserta dentro del espectrómetro. Cabe resaltar que 
MALDI es relativamente más tolerante a la contaminación por sales, tampones, 
detergentes, etc., en comparación con otros métodos de ionización.
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11.3.2. Ionización por electronspray (ESI)

Con muchas ventajas sobre el MALDI, ESI se volvió muy utilizado en los 
diversos espectrómetros de masas, principalmente por su capacidad para 
permitir una conexión en línea a la salida del cromatógrafo líquido de alto 
rendimiento (HPLC). Esta conexión posibilita el análisis de muestras complejas 
que pueden ser previamente separadas por diferentes métodos cromatográ-
ficos, disminuyendo la complejidad de análisis de los espectros. Si bien fue 
desarrollada en el año 2000 por el Dr. John Fenn para el análisis de proteínas 
en solución, actualmente, ESI ha sido utilizado en el análisis de diferentes 
clases de moléculas incluso de pequeñas moléculas polares (Fenn, Mann, 
Meng, Wong, & Whitehouse, 1989).

La aplicación de ESI en el análisis de macromoléculas grandes se debe a 
su característica fundamental de producir múltiples cargas en las mismas, 
reduciendo aparentemente la masa molecular de estas y haciendo que el ion 
formado pueda ser analizado en espectrómetros con baja banda de masas 
(<2–3 kDa). Además, los iones multicargados aumentan la sensibilidad en el 
detector (Cech & Enke, 2001b). Usando algoritmos de deconvolución, se puede 
obtener la masa exacta de macromoléculas grandes, siempre y cuando tengan 
varios grupos ionizables. En la Figura 11.2 se muestran a modo de ejemplo 
del efecto del tamaño de las moléculas sobre la resolución de los picos los 
espectros de masas de las proteínas ubiquitina bovina (PM = 8564,572) y 
enolasa bovina (PM = 46668,432).

Las proteínas ubiquitina (A–C) y enolasa (D–F) bovinas se analizaron por 
inyección directa en un espectrómetro de masas con configuración ESI–FT–
ICR (A, D). Espectros de masas de las proteínas (A) e enolase (D). Las flechas 
indican los picos ampliados en B y E en los que se evidencia la resolución 

Figura 11.2. Análisis de proteínas intactas
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isotópica para la ubiquitina (B), cuya diferencia de masa del pico selecionado 
permite assignar uma carga de +10 para la envoltura isotópica del detalle. 
Por el contrario, no se observa envoltura isotópica para la enolasa (E). (C, F) 
Espectros deconvolucionados a partir de los observados en A y D respecti-
vamente, en los que se observa la masa molecular neutra de las proteínas 
ubiquitina (C) y enolasa (F). 

ESI se produce a partir de la aplicación de un campo eléctrico fuerte, a 
presión atmosférica, a un líquido que pasa a través de un tubo capilar en 
un flujo bajo (generalmente 1–10 μl/min). El campo eléctrico se obtiene 
a partir de una diferencia de potencial de 3–6 kV entre este capilar y un 
contraelectrodo, separados por 0,3–2 cm, produciendo campos eléctricos en 
el orden de 106 V/m (Cech & Enke, 2001a, de Hoffmann & Stroobant, 2013). 
Este campo induce una acumulación de carga en la superficie del líquido 
ubicada en la punta del capilar, que se rompe para forma gotitas altamente 
cargadas, formando lo que llamamos el cono de Taylor. Un gas inyectado 
coaxialmente a un flujo bajo permite la dispersión del spray limitada en 
el espacio. Estas gotitas pasan, entonces, o a través de una cortina de gas 
inerte calentado, en general nitrógeno, o a través de un capilar calentado 
para remover las últimas moléculas de disolvente (de Hoffmann & Stroobant, 
2013), haciendo que la gota se contraiga y su carga aumente por unidad 
de volumen.

Para calcular la masa molecular de la macromolécula en alta resolución, 
se debe observar la distribución isotópica de los picos vecinos, que deben 
diferir entre sí en 1 Da. Para iones con múltiples cargas, la distancia observada 
entre los picos es 1/z, haciendo que se pueda calcular su estado de carga 
(tal como se muestra en la Figura 11.2). Para espectros con pocos picos, este 
cálculo es relativamente fácil de realizar. Sin embargo, para espectros más 
complejos con muchos picos que se superponen, se vuelve fundamental el 
uso de algoritmos de deconvolución para que se pueda calcular con precisión 
la masa molecular del compuesto.

Otra característica importante del ESI es su sensibilidad a la concentración 
de la muestra y no a la cantidad total inyectada en la fuente. Como regla 
general, los flujos bajos inyectan menos muestra y tampón en la fuente, lo 
que reduce la contaminación. Así, para una misma cantidad de muestra, una 
columna de HPLC con menor diámetro, y el uso de flujos más bajos, aumentan 
la sensibilidad porque la concentración de muestra en el eluido aumenta. 
En esta dependencia de concentración, las modificaciones del ESI, llamada 
nanospray (nESI), son cada vez más comúnmente usadas. Esta utiliza flujos 
mucho más pequeños en el rango de décimas de nanolitros por minuto, y 
lleva los límites de detección al rango de los atomoles (1018 moles) (Emmett 
& Caprioli, 1994; Wilm et al., 1996).
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11.4. principales analizadores de masas

11.4.1. Tiempo de vuelo (TOF)

El analizador de masas por tiempo de vuelo (del inglés, time of flight, TOF) 
separa los iones después de la aceleración por acción del campo eléctrico 
en la fuente, de acuerdo con la velocidad con la que se mueven dentro de 
un tubo libre de campo eléctrico. De esta forma, los iones con razones m/z 
más pequeñas vuelan más rápidamente por el tubo, alcanzando el detector 
antes que iones con m/z mayores. Esta correlación se puede calcular numé-
ricamente a partir de la ecuación [1], en la que la razón m/z es directamente 
proporcional al cuadrado del tiempo (t).

	
	

														              Ec. (1)

donde L es la longitud del tubo de vuelo; e es la carga del electrón y V es el 
potencial de aceleración del ion (de Hoffmann & Stroobant, 2013).

El TOF se combina muy bien con fuentes de ionización de tipo pulsada, 
como es el caso del MALDI. De hecho, los espectrómetros de masas del 
modelo MALDI–TOF (o MALDI–TOF–TOF) son bastante populares y muy robus-
tos teniendo aplicación no solo en el área de macromoléculas sino también en 
la de polímeros y en la de microbiología (identificación de microorganismos). 
Una gran ventaja del analizador TOF es su eficiencia de transmisión, que 
tiene como consecuencia una sensibilidad muy alta, de forma que sustancias 
(incluso proteínas) ya fueron detectadas en el rango de los atomoles. La otra 
gran ventaja del TOF en relación a otros analizadores es que no presenta límite 
superior de detección de masa, habiendo sido descrito su uso para detectar 
moléculas con masas superiores a 200 kDa (Moniatte, van der Goot, Buckley, 
Pattus, & van Dorsselaer, 1996).

Aunque el MALDI es la fuente de ionización más ampliamente usada en 
combinación con el TOF, conlleva pérdidas de resolución y de exactitud en 
masas grandes porque la extracción y la velocidad de los iones producidos no 
ocurren exactamente de la misma forma y ni al mismo tiempo para todos los 
iones en el estado gaseoso. De esta forma, iones que presentan exactamente 
la misma relación m/z llegan al detector en tiempos diferentes. Para evitar 
este problema, un modo de operación llamado extracción pulsada tardía (del 
inglés, delayed pulsed extract) fue desarrollado en el cual un retraso extra de 
tiempo fue agregado entre la formación y la extracción de los iones (Watson 
& Sparkman, 2013). Así, los iones se dejan a expandir en una región ausente 
de campo eléctrico y, después de un período de tiempo en el rango de ns 
a µs, se aplica un pulso de voltaje para extraer los iones fuera de la fuente. 
Los iones con la misma relación m/z pero con mayor energía cinética serán 



261

extraídos primero, mientras que los de menor energía cinética quedarán más 
tiempo bajo el efecto de este pulso extra en alto voltaje, transmitiendo más 
energía cinética para estos iones. Como consecuencia, los iones con energías 
cinéticas diferentes acabarán llegando prácticamente al mismo tiempo al 
detector, aumentando así la resolución de los picos.

Otro método para aumentar la resolución másica es el uso de reflectores 
electrostáticos llamados de reflectrón, que crean un campo eléctrico retar-
dador que funciona como un espejo de iones al generar su deflexión y enviar-
los de regreso a través del tubo de vuelo (Watson & Sparkman) 2013). El 
reflectrón está situado al final del tubo de vuelo del lado opuesto a la fuente 
de ionización. En esta configuración, el detector se encuentra más cerca de 
la fuente de ionización, pero fuera del eje del haz de iones, formando un 
pequeño ángulo entre estos haces que llegan y salen del reflectrón. En resu-
men, el reflectrón corrige la dispersión de la energía cinética de iones con 
la misma razón m/z, ya que esos iones con mayor energía cinética penetran 
más profundamente en el reflectrón que los con menor energía, quedando 
así más tiempo dentro de él. Como el haz de iones tiene su sentido obliga-
toriamente invertido a causa del reflectrón, los iones más lentos quedan 
delante de los iones más rápidos, alcanzando ambos el detector al mismo 
tiempo. Este método aumenta considerablemente la resolución de MALDI–TOF, 
pero disminuye la sensibilidad e impone un límite superior de una banda de 
masa (<4 – 5 kDa) a partir de la cual el reflectrón pierde su funcionalidad (de 
Hoffmann & Stroobant, 2013).

Otra característica muy importante de los espectrómetros de masas del 
tipo MALDI–TOF–TOF es la posibilidad de fragmentación de iones (llamados 
de iones precursores) en fragmentos menores que pueden ser usados en su 
caracterización e identificación como si fueran un juego de rompecabezas. 
Para ello, tenemos una configuración de espectrómetros de masas en tán-
dem (del inglés tandem mass spectrometry), que amplía significativamente 
el poder de análisis y la identificación estructural de biomoléculas, pudiendo 
existir la combinación secuencial de diferentes tipos de analizadores. En el 
caso de MALDI–TOF–TOF, las fragmentaciones de iones pueden ocurrir en 
dos lugares distintos: 

i.	 El primero de ellos es en la fuente de ionización, llamada in–source 
decay (ISD). Debido al alto potencial eléctrico necesario para el proceso 
de ionización, los iones pueden fragmentarse de forma que tanto estos 
iones, ahora llamados iones precursores, como los fragmentos de estos 
iones llegarán al detector en tiempos distintos por tener diferentes 
razones m/z, aunque ambos tengan la misma energía cinética luego 
de la aceleración. La desventaja de la ISD es la imposibilidad de deter-
minar que iones precursores generaron los fragmentos detectados, 
principalmente si la muestra es una mezcla de moléculas. 
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ii.	 La fragmentación puede ocurrir después de la fuente de ionización, 
lo que puede generar iones precursores con energía cinética tan alta 
que lleva a la formación de iones metaestables que acaban fragmen-
tándose a lo largo del tubo de vuelo antes de alcanzar el detector. 
Este tipo de fragmentación se conoce como post–source decay (PSD). 
En este método, es posible seleccionar individualmente cual de los 
precursores se fragmenta a la vez, usando portones de deflexión (del 
inglés, deflection gates) entre la fuente de ionización y el reflectrón. 
Así, solo los iones precursores de interés y sus respectivos fragmentos 
de iones pasarán por esta puerta y entrarán en el reflectrón, alcan-
zando finalmente el detector (de Hoffmann & Stroobant, 2013; Watson 
& Sparkman, 2013).

11.4.2. Analizador del tipo Quadrupolo (Q)

A diferencia del analizador TOF, que se basa en el tiempo de vuelo para la 
separación de iones, el analizador cuadrupolo (Q) se basa en la estabilidad 
de su trayectoria en campos eléctricos oscilantes de acuerdo con su razón 
m/z (de Hoffmann & Stroobant, 2013, Watson & Sparkman, 2013). Este tipo de 
analizador está formado por cuatro, seis u ocho bastones circulares o hiper-
bólicos perfectamente paralelos. Los bastones están cargados eléctricamente 
siendo que los diametralmente opuestos están con la misma carga mientras 
que los adyacentes están con cargas opuestas. Así, un ion positivo entrando 
en el espacio del cuadrupolo es repelido por los bastones de la misma carga y 
atraído por los de carga negativa. Si la polaridad de los bastones es invertida 
antes de que el ion alcance este bastón, cambiará de dirección tratando de 
permanecer en la región central del cuadrupolo.

Los iones que se mueven en el eje z (paralelo a los bastones) están bajo 
el efecto de un campo eléctrico total compuesto de un campo alternado 
cuadrupolar sobrepuesto a un campo eléctrico constante, ambos resultantes 
de aplicación de potenciales sobre los bastones (Ecuación 2):

					    Ec. (2)

donde Φ0 representa el potencial aplicado a los bastones, ω es la frecuencia 
angular (en radianes por segundo = 2πν, donde ν es la frecuencia del campo 
de radiofrecuencia, RF), U y V son respectivamente el voltaje del potencial 
aplicado y la amplitud del voltaje RF (March & Hughes, 1989). Las bandas de 
trabajo son de 500 a 2000 V para U y de 0 a 3000 V a V. Después de varias 
operaciones matemáticas que involucran ecuaciones de movimiento, llegamos 
a dos ecuaciones matemáticas [Ecuaciones 3 y 4] que expresan el comporta-
miento de iones en un analizador cuadrupolos:
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														             Ec. (3)
	

														             Ec. (4)	

donde au y qu son parámetros de un diagrama que representa el área de estabi-
lidad del ion dentro de un cuadrupolo, u representa el eje x o y, y r representa 
la mitad de la distancia que separa los bastones diametralmente opuestos 
(de Hoffmann & Stroobant, 2013). El segundo término de ambas ecuaciones 
es constante para un dado instrumento cuadrupolo. La primera conclusión 
de las ec. (3) y (4) es que U y V son proporcionales a la razón m/z. La segunda 
es la formación de un área triangular delimitada por los valores de U y V que 
reflejan la estabilidad del ion dentro de un cuadrupolo. Así, la exploración a lo 
largo de una línea que mantiene constante la razón U/V permite la detección 
sucesiva de diferentes masas, siempre y cuando esta línea se mantenga dentro 
del área de estabilidad. Y cuanto mayor es la inclinación de la línea mejor es 
la resolución del cuadrupolo. De esta forma, ajustando los voltajes U y V se 
puede estabilizar la trayectoria de iones de interés mientras que los otros iones 
tienen sus trayectorias desestabilizadas de forma que chocan en el bastón. 
Por otro lado, si U = 0, todos los iones tendrán trayectorias estables si bien V 
está dentro de los límites del área de estabilidad. En este caso, el cuadrupolo 
sirve como un transmisor de iones sin la capacidad de separarlos. Un punto 
negativo de este tipo de analizador es el hecho de que la mayor razón m / 
z detectada es de casi 4000 Da, trayendo una limitación considerable en la 
banda de masa para los instrumentos (March & Hughes, 1989).

Una de las grandes ventajas de los analizadores cuadrupolos es la posi-
bilidad de combinación en tándem de forma que cada uno de ellos tenga 
una función diferente. El más conocido es el espectrómetro de masas del 
tipo triple–cuadrupolo (QqQ). Los Q —con la letra mayúscula (Q1 y Q3)— cor-
responden a los analizadores de masas mientras q —con la letra minúscula 
(q2)— tienen las funciones de transmisión de iones entre Q1 y Q2 y de célula 
de colisión con gases inertes. En esta configuración, existe la posibilidad de 
realizar 3 tipos de análisis:
•	 En el Q1 se pueden seleccionar los iones de interés, fragmentándolo en el 

q2 y analizando los iones producidos en el Q3.
•	 En el Q3 se ajusta para detectar un solo fragmento de ion mientras la 

exploración de masas ocurre en el Q1.
•	 Hay escaneo de masas en ambos Q1 y Q3, pero hay una diferencia de masas 

que se ajusta entre ellos, de forma que se pueda monitorear pérdida de 
masa neutra resultante de la fragmentación de un ion. Es decir, monito-
reamos un determinado ion en función de la diferencia de masa entre el 
ion precursor y el fragmento de su ion.
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11.4.3. Analizadores de tipo Ion Trap 3D y 2D (lineal)

Desarrolladas a principios de la década de 1960, las trampas de iones (del 
inglés ion traps – IT) es un analizador que utiliza un campo eléctrico oscilato-
rio para el almacenamiento de iones. El IT en tres dimensiones (IT–3D) fue el 
primer modelo desarrollado (actualmente llamado de captura de Paul) en el 
que un electrodo circular en conjunto con dos tapas (caps) elipsoides tanto en 
la parte superior como debajo de él es controlado por un campo cuadrupolar 
de RF que almacena los iones (Stafford, 2002). Más recientemente desarro-
llado, la trampa de iones en dos dimensiones, también llamada trampa de 
iones lineales, LIT (del inglés linear ion trap) es formada por un cuadrupolo 
conteniendo 4 bastones delimitados por lentes en cada extremidad que refleja 
los iones de un lado a otro dentro del LIT. Así, los iones están confinados en 
la dimensión radial por un campo cuadrupolar y en la dimensión axial por un 
campo eléctrico en las extremidades del LIT (Douglas, Frank, & Mao, 2005).

El cuadrupolo tridimensional del IT–3D está formado por la superposición 
de los potenciales continuos y alternados de forma que los iones de todas 
las masas queden en una trampa con una trayectoria tridimensional. Los 
iones de una determinada masa son entonces expelidos del IT–3D a partir 
de la aplicación de una frecuencia resonante a lo largo del eje z. Así, a dife-
rencia del analizador cuadrupolo, en el cual los potenciales son ajustados 
para que solamente los iones con una determinada masa pasen a través 
de los bastones, en el analizador IT los iones de diferentes masas quedan 
almacenados dentro de él y son expulsados ​​de acuerdo con sus masas. Sin 
embargo, el confinamiento de iones con la misma carga lleva a una repulsión 
entre ellos y, en consecuencia, una expansión de su trayectoria con el tiempo. 
Para evitar la pérdida de iones a causa de esta expansión, se debe reducir 
su trayectoria manteniendo una presión de gas helio que quita exceso de 
energía de los iones por colisión (la presión usada es en el rango de 0,13 Pa).

De forma análoga a los analizadores cuadrupolos, el potencial Φ0 es la 
suma de los potenciales continuos (U) y alternado (V) y se aplica en el elec-
trodo circular. Y la combinación entre ellos define un área en el diagrama 
de potencial (U, V) en que los iones de una determinada masa tienen una 
trayectoria estable.

11.4.4. Analizadores de tipo Orbitrap

El analizador orbitrap fue desarrollado por Makarov en 1996 y patentado por 
la empresa Thermo Electron Corporation y se ha vuelto muy popular actual-
mente por su alto poder de resolución, sensibilidad y exactitud (Hu et al., 
2005, Makarov, 2000). El orbitrap es una trampa de iones bajo el efecto de 
un campo electrostático, siendo la razón masa/carga obtenida a partir de la 
Transformada de Fourier (FT), que transforma la señal eléctrica en la escala 
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de tiempo en frecuencia, que es entonces convertida en razón m/z. El gran 
diferencial de este analizador es su formato geométrico, que se compone de 
dos electrodos. El electrodo externo tiene un formato de un barril cortado en 
dos partes iguales y con un pequeño intervalo entre estas partes. El electrodo 
interno tiene un formato de un huso (spindle) y se ubica en la parte central 
del analizador. La entrada de los iones ocurre a través de un orificio existente 
en el electrodo externo (que funciona como tierra) mientras que el electrodo 
interno queda bajo el efecto de un campo electrostático de varios kilovoltios 
(alrededor de 3000 V) de carga opuesta a los iones. Esta gran diferencia de 
voltaje DC y el formato de huso del electrodo interno hacen que los iones 
inyectados con una energía cinética de algunos kiloelectrovoltios (alrededor 
de 1600 eV) oscilen en una trayectoria espiral alrededor del electrodo interno 
haciendo un movimiento en zig–zag en torno al eje z. El formato del orbitrap 
produce una distribución de potencial cuadro–logaritmo cuya ecuación (Ec. 
5) es dada por:

 						      Ec. (5)

donde r y z son las coordenadas cilíndricas (z = 0 que es el eje de simetría 
del campo), C es una constante, k es la curvatura del campo, Rm es el rayo 
(de Hoffmann & Stroobant, 2013). Considerando el gradiente de voltaje en la 
dirección z, podemos reducir la ecuación al primer término (Ec. 6):

															              Ec. (6)

Reestructurando la Ec. (5) e incluyendo la fuerza de campo eléctrico en fun-
ción del tiempo, tenemos:

				    Ec. (7)

Al insertar la ecuación de energía (8) definida por:

													             Ec. (8)

Obtenemos la solución para la Ec. (9):

								        Ec. (9)
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Donde 

															              Ec. (10)

Dos conclusiones derivadas de la ecuación son que la frecuencia de oscilación 
de los iones es dependiente de la razón m/z pero independiente de la energía 
cinética de los iones inyectados en el orbitrap (Ecuación 10). De esta forma, 
la oscilación de los iones cerca del electrodo externo genera una corriente 
eléctrica en función del tiempo que es convertida por FT en frecuencia que, 
a su vez, es transformada en espectros de masas a partir de la Ecuación 10. 
Es posible, por lo tanto, variar el tiempo de detección de la señal, llevando 
una variación proporcional en la resolución másica; es decir, cuanto mayor 
sea el tiempo, mayor será la resolución. Por eso, el poder de resolución de 
los modelos actuales de orbitrap supera un millón.

11.4.5. Analizadores del tipo resonancia ciclotrónica de iones (ICR)

El analizador ICR se basa en la influencia de un campo magnético fuerte 
sobre el movimiento de iones, manteniéndolos en una trayectoria circular 
(ciclotrónica) perpendicular al eje de este campo (Hartmann & Wanczek, 2012), 
desarrollado por Sommer en 1949. Para que los iones mantengan sus trayec-
torias estables dentro de la célula ICR, las fuerzas centrípeta (F) y centrífuga 
(F') (Ecuaciones 11 y 12) deben ser iguales:

													             Ec. (11) y (12)

De forma que:

 											           Ec. (13)

Convirtiendo la velocidad a la frecuencia de acuerdo con la Ec. (14):

																                Ec. (14)

Tenemos que la velocidad angular (ωc) es igual a:

	 										           	 Ec. (15)



267

A partir de esta ecuación, podemos concluir que:
i.	 Aωc solo depende de la proporción de masa/carga y del campo 

magnético.
ii.	 La energía cinética de los iones no afecta a su frecuencia, sino que 

aumenta el radio de su trayectoria dentro de la célula ICR.
iii.	 El radio de la trayectoria de un determinado ion aumenta de acuerdo 

con su velocidad hasta que resulte mayor que el radio de la célula ICR, 
momento en que se expulsa fuera de ella.

Así, al irradiar una onda electromagnética con la misma frecuencia de un 
ion en el ciclotrón, este ion absorbe la energía por resonancia, aumentando 
su energía cinética y, consecuentemente, el radio de su trayectoria. Si esta 
trayectoria está muy cerca de las paredes de la célula ICR, que funcionan 
como electrodos, el ion induce una corriente perpendicular al eje de esta 
trayectoria, que podrá ser medida a lo largo del tiempo, produciendo así una 
señal eléctrica oscilatoria de frecuencia angular ωc inversamente proporcional 
a la razón de peso/carga del ion. Como las frecuencias de todos los iones cer-
canos a las paredes de la ICR se detectan al mismo tiempo, la señal eléctrica 
medida es la combinación de ωc de cada ion, generando en la práctica un FID 
(del inglés, free induction decay), que se convierte en la escala de frecuencia 
angular por FT. Considerando la Ec. (15), la ωc se convierte automáticamente 
en razón de masa/carga. De esta forma, mientras la trayectoria de un deter-
minado ion sea estable dentro de la célula ICR, será detectado durante todo 
el tiempo de adquisición de la señal, generando espectros de masas con altí-
sima resolución y sensibilidad. De hecho, FTMS ICR son los espectrómetros de 
masas que presentan el mayor poder de resolución másica, pudiendo llegar 
hasta 15 millones (en m/z = 400 Da). En la mayoría de los casos, el número 
de iones no debe exceder de 106, ya que el efecto de space charge comienza 
a aparecer (de Hoffmann & Stroobant, 2013).

Otra característica interesante del FTMS ICR es la posibilidad de sumi-
nistrar energía para excitar solamente una determinada frecuencia corres-
pondiente a la trayectoria del ion de interés, aproximándolo a las paredes 
de la célula ICR, mientras que la trayectoria de los otros iones no es afec-
tada o desestabilizada de forma a expulsarlos de la célula. Esto permite 
el aislamiento y, consecuentemente, la caracterización del ion de interés, 
incluso aumentando considerablemente su resolución másica. Además, el 
aislamiento de iones permite su fragmentación por colisión con gas inerte 
inyectado en la célula o por excitación por irradiación de electrones (ECD, 
ver a continuación). Este proceso produce fragmentos que también orbitan 
con frecuencia proporcional a su razón m/z y que pueden ser aislados y 
fragmentados sucesivamente produciendo espectros MSn, sin la necesidad 
de recargar iones provenientes de la fuente de ionización, ya que el método 
de detección es no destructivo.
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11.4.6. Instrumentos híbridos (espectrometría de masas en tándem) y 
métodos de fragmentación

Actualmente, es muy común la comercialización de instrumentos denomina-
dos híbridos que combinan dos o más analizadores en tándem. El objetivo es 
potenciar las características positivas y minimizar las negativas de cada uno. 
En general, el primer analizador funciona como espectrómetro, un segundo 
funciona como lugar de fragmentación y/o filtro de masas y el tercero tam-
bién como espectrómetro. Este tipo de espectrómetro de masas en tándem 
es generalmente denominado MS–MS o MS2. Como ejemplo de este tipo de 
configuración podemos citar el triple cuadrupolo, QqQ. Mientras que hay otros 
instrumentos que se basan en analizadores en tiempo (ion Trap, TOF, orbitrap 
e ICR) que funcionan tanto como espectrómetros como células de fragmen-
tación ya que la energía de los iones dentro de los analizadores puede ser 
aumentada hasta su fragmentación, generando fragmentos que se analizan 
también dentro de esta misma célula. Además, en algunos analizadores en 
tiempo (ion Trap e ICR), un determinado ion puede ser aislado en función 
de la energía aplicada de forma de desestabilizar la trayectoria de los otros 
iones que se expulsan fuera del analizador. Una vez aislado, este ion puede 
ser fragmentado y los fragmentos generados pueden ser identificados dentro 
de este mismo analizador. Este proceso puede continuar sucesivamente hasta 
que las señales de los fragmentos generados ya no se detectan (en este caso 
tenemos el MSn, en el que n representa el número de ciclos de fragmentación). 
También es muy común instrumentos con un analizador cuadrupolo instalado 
antes de un analizador de tiempo (por ejemplo, qTOF), que funciona como 
una célula de fragmentación y/o filtro de masas.

Por su función muy importante en la identificación de la estructura de las 
moléculas, la fragmentación de los iones pasó a ser una herramienta pode-
rosa encontrada en casi todos los espectrómetros de masas modernos, que 
pueden presentar uno o más métodos diferentes de fragmentación:

a)	 Collision–activated decomposition (por sus siglas en inglés, CAD) o 
collision–induced dissociation (por sus siglas en inglés, CID): método 
de fragmentación más común, CID se basa en la colisión de un ion 
previamente seleccionado con moléculas de un gas inerte (en general 
He o Ar) inyectado en la cámara de colisión (en general un cuadru-
polo). El choque entre el gas y el ion eleva la energía interna de este, 
activándolo. Esta activación, que puede ocurrir con alta o baja energía 
dependiendo del analizador, lleva a la descomposición del ion en frag-
mentos menores, que pueden ser detectados en el segundo analizador 
de masas.

b)	 Fotodección o IRMPD (infrared multiphoton disociation): la energía 
emitida por un haz de láser (en general, en la región del infrarrojo, 
que es de baja energía) es absorbida por el ion seleccionado, lo que 
eleva su energía interna hasta promover su fragmentación en el estado 
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gaseoso. La gran ventaja de este método es la posibilidad de excitar 
solamente iones que absorben energía en la longitud de onda de 
emisión del láser. Este método es más utilizado en analizadores de 
masas de tipo de captura e ICR, porque funcionan como depósitos de 
iones cuyo tiempo de permanencia dentro de ellos es mayor.

c)	 Electron capture disociation (ECD): funciona de manera análoga al 
método IRMPD excepto que en lugar de un haz de láser se utiliza un 
cátodo emisor de un haz de electrones de baja energía. Este método 
funciona con iones positivos con múltiples cargas que tienen su 
estado de carga reducido con la formación de iones radical positivo 
que puede fragmentarse. ECD es muy utilizado para la identificación 
de sitios de glicosilación y otras modificaciones postraduccionales 
de la secuencia de las proteínas. ECD se encuentra más en los ana-
lizadores de tipo ICR.

d)	 Electron transfer disociation (ETD): método alternativo al ECD, que no 
funciona en analizadores que utilizan un fuerte campo eléctrico (como 
es el caso del ion trap, por ejemplo). En el caso del ETD, la transferen-
cia de electrones ocurre a partir de una reacción radical en el estado 
gaseoso en la cual un electrón del anión de antraceno monocargado 
es transferido a iones positivos con múltiples cargas.

e)	 In–source decay (ISD): este método de fragmentación se observa en el 
ion precursor antes o durante el proceso de desorción por MALDI ya 
que la energía necesaria para este tipo de ionización es muy alta. Los 
iones precursores y sus respectivos fragmentos vuelan conjuntamente 
desde la fuente hasta el detector. Por lo tanto, no es posible saber de 
qué precursor se han generado los fragmentos. ISD es muy utilizado 
para la determinación de secuencia de aminoácidos de proteínas 
intactas (llamado de secuenciación top–down).

f)	 Post–source decay (PSD): fragmentación análoga a la ISD, solo que en 
este caso, los iones precursores salen de la región de aceleración (o 
source) con un exceso de energía, volviéndose metaestables, condición 
que propicia su fragmentación antes de alcanzar el detector. En el caso 
del PSD, es posible correlacionar cuál precursor generó los fragmentos 
porque puede ser aislado a lo largo del recorrido. Este método de 
fragmentación puede tener varias aplicaciones, incluyendo determi-
nación de secuencia de aminoácidos y determinación estructural de 
macromoléculas.



270

11.5. identificación de secuencia  
y caracterización estructural de biomoléculas  
por espectrometría de masas

Dos de las tareas más importantes en el estudio de macroméculas son la 
identificación de la secuencia de los monómeros que las forman y la deter-
minación de cómo su estructura química se encuentra organizada espacial-
mente. En ambas tareas, la EM ha contribuido de forma significativa, principal-
mente a partir del desarrollo de nuevos instrumentos de altísima resolución 
y nuevas metodologías de análisis de mezclas muy complejas. En particular, 
actualmente, la identificación de secuencia de aminoácidos en péptidos y 
proteínas y de glúcidos en polisacáridos es hecha casi exclusivamente por 
EM en tándem (MS2) con el uso de diferentes métodos de fragmentación. 
Veremos a continuación las estrategias más usadas en la secuencia de estas 
macromoléculas.

11.5.1. Determinación de la secuencia de péptidos y proteínas

La primera información química de péptidos y proteínas por EM es la deter-
minación de la masa molecular de la molécula intacta. Incluso, es posible 
medirla con alta exactitud si la razón m/z de la molécula analizada es menor 
a 3 kDa. Sin embargo, solo es posible determinar la secuencia de aminoácidos 
de péptidos y proteínas a partir de los métodos de fragmentación, siendo CID 
el método de fragmentación más utilizado. Los fragmentos más comúnmente 
encontrados se derivan del clivaje de los enlaces de la cadena principal del 
péptido / proteína: Cα–C, C–N o N–Cα, produciendo seis tipos de fragmentos, 
que se nombran respectivamente como an, bn, cn, cuando la carga positiva 
encuentra en el fragmento que contiene el N–terminal, y xn, yn, zn, cuando 
la carga se encuentra en el fragmento que contiene el C–terminal (Biemann, 
1988; Walsh, 1987). El subíndice n representa el número de aminoácidos 
presentes en dicho fragmento. Además, la unión entre las cadenas principal 
y lateral de los aminoácidos también puede ser clivada produciendo otras 
series de fragmentos, que también pueden ser usados ​​en la identificación 
de la composición de aminoácidos del polipéptido.

La diferencia de masas entre fragmentos consecutivos dentro de una misma 
serie permite la identificación de la secuencia de aminoácidos de aquella 
serie y, consecuentemente, de la secuencia del polipéptido. Esto se ejem-
plifica en la Figura 11.3, donde se representa el espectro de fragmentación 
del ion 630,313 m/z, correspondiente al péptido 169– HPYFYAPELLYYANK–183 
triplemente cargado de la proteína albúmina sérica bovina. Excepto Ile y Leu, 
que son isómeros, todos los otros aminoácidos poseen una masa molecular 
distinta, que permite su identificación. Sin embargo, si la medida de masa 
es de baja resolución, puede que no sea posible diferenciar Gln y Lys, cuya 
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diferencia de masa es de solo 0.036 u.m.a. Como la fragmentación puede 
ocurrir en diferentes puntos de la cadena polipeptídica, es posible determinar 
la secuencia de aminoácidos aunque las series de iones fragmentados sean 
incompletas porque hay una redundancia entre los fragmentos cuyas secuen-
cias pueden solaparse. Los tipos de fragmentos de iones observados en los 
espectros de MS/MS dependen de varios factores entre ellos: composición 
de aminoácido, secuencia peptídica, cantidad de energía interna transferida, 
método de fragmentación. Como hay varios métodos de fragmentación, es 
importante evaluar cuál es el más adecuado para proporcionar la informa-
ción estructural deseada. Por ejemplo, si se utiliza el CID de alta energía, se 
pueden obtener los seis tipos de fragmentos anteriormente mencionados, lo 
que puede ayudar, por una parte, a identificar la secuencia del polipéptido, 
pero, por otra parte, puede hacer más complejos los análisis de espectros. 
La fragmentación por CID de baja energía favorece la formación de los iones 
bn e yn, pudiendo ser una alternativa para disminuir la complejidad de los 
espectros de MS/MS.

La fragmentación de péptidos también puede ser obtenida por ISD durante 
la ionización por MALDI con la formación de los iones cn y zn que son los 
más abundantes. Los fragmentos observados en el MALDI–TOF–TOF usando 
el método reflectrón se asemejan a los obtenidos en el método de CID de 
alta energía (de Hoffmann & Stroobant, 2013). Sin embargo, tanto CID como 
ISD tienden a fragmentar de forma uniforme las conexiones químicas de la 
cadena polipeptídica, siendo las más lábiles, las más fácilmente quebradas. 

Figura 11.3. Espectro de fragmentación del ion 630,313 m/z correspondiente 
al péptido 169–HPYFYAPELLYYANK–183 triplemente cargado de la proteína 
albúmina sérica bovina. 
Los fragmentos b e y identificados están señalados con sus respectivas 
cargas. La proteína fue digerida con tripsina y los péptidos resultantes 
fueron analizados por LC–MS/MS en un espectrómetro de masas con confi-
guración QTOF, usando fragmentación CID
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Así durante esos métodos de fragmentación, las modificaciones postraduc-
cionales tales como fosforilación y glicosilación, son más fácilmente rotas por 
ser formadas por conexiones relativamente más lábiles. Para estos casos, los 
métodos de fragmentación ECD y el ETD deben ser usados ​​como alternativa 
para la identificación de aminoácidos modificados en forma postraduccional, 
porque ellos no dependen de la energía de disociación de las conexiones 
entre los átomos que componen la cadena polipeptídica, o sea, la fragmenta-
ción de la cadena polipeptídica principal es independiente de su secuencia de 
aminoácidos. Por formar iones radicales, la carga se concentra en una parte 
de la cadena, de modo que la energía extra recibida para su fragmentación no 
se distribuye uniformemente entre las conexiones químicas. Así, los métodos 
ECD y ETD promueven la separación del esqueleto polipeptídico más general 
que los otros métodos de fragmentación, proporcionando información de 
secuencia más amplia, con la producción de fragmentos cn y zn. Además, los 
enlaces más lábiles se preservan, permitiendo la identificación del aminoá-
cido que se ha modificado.

Como los espectrómetros de masas actuales solo poseen poder de reso-
lución monoisotópica por razones de m/z de hasta 3 kDa, las proteínas de 
alta masa molecular son generalmente digeridas con enzimas proteolíti-
cas generando péptidos cuyas masas moleculares sean menores a 3 kDa. 
Este enfoque llamado de bottom–up es muy utilizado en la identificación 
de proteomas que están formados por miles de proteínas diferentes. Las 
proteínas no se identifican directamente, pero se lo hace a partir de sus 
péptidos generados por la digestión proteolítica, siendo la tripsinización 
(o proteólisis con la enzima tripsina) el método más utilizado. La tripsina 
cliva la unión peptídica en el lado C–terminal de los aminoácidos Lys y Arg, 
de forma que los fragmentos trípticos tienen siempre en su extremo uno de 
estos aminoácidos (excepto el péptido C–terminal puede tener cualquiera de 
los 20 aminoácidos). Con ello se hace relativamente más fácil la comparación 
de la secuencia de aminoácido obtenida por EM con la obtenida a partir de 
la digestión tríptica teórica realizada in silico de todas las proteínas de un 
determinado organismo.

La secuenciación top–down por espectrometría de masas MS/MS es otro 
enfoque experimental para la secuencia de proteínas intactas que ha crecido 
en los últimos años. Este enfoque se ha realizado más eficientemente en los 
espectrómetros ESI/FT por ofrecer una mayor resolución y exactitud de masas 
que los demás analizadores de masas, además de ser posible la fragmentación 
tanto por CID y por ECD. Una de las potencialidades del abordaje top–down es 
la secuenciación de proteínas de novo, es decir, de proteínas que no se han 
predicho in silico o cuyos genes aún no se han depositado en los bancos de 
datos genómicos. Permite, además, la secuenciación de los extremos de las 
proteínas que a veces no se identifican en el enfoque bottom–up.
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11.5.2. Caracterización de los carbohidratos por EM

A diferencia de las proteínas, la caracterización completa de un oligosacárido 
o polisacárido es mucho más difícil porque exige la combinación de varios 
enfoques analíticos además de la EM. Esto se debe a que la unión glicosídica 
entre los monosacáridos puede ocurrir a partir de diferentes combinaciones 
entre sus diversos grupos químicos, pudiendo formar largas cadenas linea-
les o ramificadas. Además, los oligosacáridos pueden presentar diferentes 
isómeros de posición, formas cíclicas y configuración anomérica de cada 
una de sus conexiones glicosídicas. Hace décadas la EM se ha utilizado en la 
caracterización estructural de oligosacáridos a partir de su combinación con la 
cromatografía gaseosa (CG). Sin embargo, en este caso, deben ser hidrolizados 
en monosacáridos, que luego se derivatizan con compuestos orgánicos que 
los dejan más volátiles y pasibles de análisis por CG–EM. La identificación del 
monosacárido se basa entonces en la comparación del tiempo de retención 
y el patrón de fragmentación con los patrones de referencia (Hansson & 
Karlsson, 1993; Hellerqvist & Sweetman, 1990).

Con el desarrollo de las técnicas blandas de ionización fue posible analizar 
los oligosacáridos sin la necesidad de su hidrólisis completa y, en muchos 
casos, ni de reacción de derivatización. Los oligosacáridos neutros son más 
difíciles de ionizar en el ESI que en el MALDI, mientras que los que contienen 
carga negativa (fosforilados, sulfatados o sialilados) son fácilmente ionizados 
en el ESI en el modo negativo. Otro aspecto importante en relación a la ioni-
zación de oligosacáridos es la formación de especies moleculares resultantes 
de protonación (M + H)+ o cationización por un ión metal alcalino (M + metal 
acalino)+ en modo positivo o la desprotonización (M – H)- en modo negativo. 

Así, si la cadena oligosacarídica es relativamente pequeña, es posible 
la determinación de su masa molecular, lo que permite la deducción de la 
composición de monosacáridos pero no permite la distinción entre mono-
sacáridos isómeros, tal como se ejemplifica en la Figura 11.4 donde se muestra 
un péptido unido a un N–glicano y su espectro de fragmentación por CID.

CID y PSD son los métodos de fragmentación más utilizados para la caracte-
rización química de oligosacáridos, cuya fragmentación depende de diversos 
factores tales como el método de ionización, el analizador, la naturaleza de 
la derivatización, y la naturaleza de las especies moleculares (de Hoffmann 
& Stroobant, 2013). En general, cinco series de fragmentos de iones pueden 
ser observados. Las dos series más intensas son debidas a la separación de 
la unión glicosídica, una de las cuales contiene el extremo reductor mientras 
que la otra la no reductora. Una tercera serie se deriva de la separación de 
una segunda unión glicosídica de cualquiera de los iones fragmentos obser-
vados en aquellas series más intensas. Las otras dos series menos intensas 
y en general menos abundantes provienen de un doble clivaje a través de la 
unión del anillo glicosídico y contiene el lado reductor o el lado no reduc-
tor. Para identificar los diferentes tipos de fragmentos obtenidos por EM, se 
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utiliza una nomenclatura sugerida por Domon y Costello. Los fragmentos que 
retiene la carga en el lado no reductor se llaman A, B, o C, mientras que los 
que retiene la carga en el lado reductor se llaman X, Y o Z, dependiendo de si 
cortan el anillo o la conexión glicosídica. El subíndice corresponde a la unión 
glicosídica interrumpida mientras que el superíndice a la izquierda de los 
fragmentos A y X corresponde a las conexiones que se rompen para obtener 
tales fragmentos. Las letras griegas α, β, etc., que pueden estar asociadas al 
subíndice, indican la ramificación, si existe, implicada en el clivaje.	

11.5.3. Caracterización de glicoproteínas por EM

La glicosilación es una de las modificaciones postraduccionales más rele-
vantes biológicamente de las proteínas. Se estima que casi la mitad de todas 
las proteínas son glicosiladas, siendo la porción glicosídica responsable de 
muchas de sus propiedades biofísicas (Dwek, 1996; Varki, 1993). Para la carac-
terización de glicoproteínas se necesita identificar el tipo de glicosilación 
(tipo de glicanos y sus sitios de conjugación), estructura de glicanos, sitio de 
glicosilación, porcentaje de ocupación de este sitio y cuantificación.

Debido a la alta variabilidad estructural en la parte glicosídica, la caracte-
rización estructural de glicoproteínas es una tarea muy laboriosa, siendo que 
en estos casos la EM sigue siendo la herramienta analítica más adecuada. 
Hay diferentes estrategias experimentales para esta caracterización, pero 
las más comúnmente usadas separan la parte glicosídica de la proteica y las 

Figura 11.4. Análisis de N–glicanos.  
El panel de la izquierda presenta una región de un espectro MS1 en el 
que se observan las especies iónicas del N–glicano G1F de un anticuerpo 
monoclonal. El anticuerpo se digirió con PNGasa F y los N–glicanos resul-
tantes fueron purificados y derivatizados con procainamida. Luego se 
llevó a cabo el análisis por LC–MS/MS en um espectrómetro con configura-
ción QTOF. El panel de la derecha presenta una fragmentación CID de este 
N–glicano. Los fragmentos señalados se presentan en la forma [M+H]+1 
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caracterizan individualmente. En estos casos, se necesita después identificar 
el sitio de glicosilación en la secuencia de aminoácidos de la proteína. La 
estrategia de análisis también depende de si la glicoproteína objetivo de 
estudio es conocida o si desea identificar una o más glicoproteínas aún no 
caracterizadas. En el primer caso, se pueden utilizar sistemas cromatográfi-
cos de afinidad para purificar o enriquecer la glicoproteína de interés, faci-
litando los análisis de los espectros de masa. En el segundo caso en el que 
se pretende estudiar un pool de glicoproteínas a gran escala (por ejemplo., 
el glicoma de una célula, tejido o incluso de un organismo), es fundamental 
su enriquecimiento usando métodos cromatográficos menos específicos 
pero que interactúen con la porción glicosídica. A partir de la glicoproteína 
o del pool de glicoproteínas de interés, se utiliza su digestión con enzimas 
proteolíticas (por ejemplo, tripsina) de modo de producir péptidos glicosi-
lados y no glicosilados. Si la muestra digerida no es muy compleja, se puede 
analizar por nanoHPLC/EM–EM, que separa cromatográficamente los (glico) 
péptidos antes de su inyección en el EM. Este debe ser capaz de realizar al 
menos dos tipos diferentes de fragmentación: CID para identificar la secuencia 
de aminoácidos de los (glico) péptidos y la estructura química de la parte 
glicosídica y ECD/ETD para identificar el sitio de glicosilación en los glico-
péptidos. Para los casos en que la muestra digerida resulta muy compleja 
debido a la digestión proteolítica, se recomienda la inclusión de una etapa 
cromatográfica adicional para separar los péptidos glicosilados de los no 
glicosilados antes de la etapa de nanoHPLC/EM–EM.

Como se puede observar en la estrategia anterior, el aislamiento de glico-
proteínas/glicopéptidos es una etapa muy importante en su caracterización y, 
por eso, diferentes métodos han sido publicados en la literatura y se encuen-
tran disponibles en el mercado distintos kits de purificación. A continuación, 
se describen los más métodos de aislamiento más usados.

11.5.4. Cromatografía de afinidad por lectinas

Las lectinas son proteínas que poseen afinidad por glicanos y, por esta pro-
piedad, han sido muy utilizadas en el aislamiento y caracterización de glico-
proteínas y glicopéptidos. En la actualidad, ya hay más de 160 descritas en la 
literatura, estando al menos 60 de ellas disponibles comercialmente (Fanayan, 
Hincapie, & Hancock, 2012, Kobayashi, Tato, Ogawa, Yamamoto, & Hirabayashi, 
2014). Cada una presenta una especificidad para un determinado tipo de 
estructura de glicanos, siendo la Concanavalina A (ConA) la más conocida; 
que reconoce principalmente la manosa y la glucosa. Dependiendo del tipo 
de análisis, se combinan diversos tipos de lectinas para aislar una variedad 
mayor de glicanos. Actualmente, es posible encontrar comercialmente lecti-
nas inmovilizadas en soportes sólidos basados en sílice, agarosa o partículas 
magnéticas, que facilitan el aislamiento de diferentes tipos de glicoproteínas.
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11.5.5. Compuestos a base de borato

Los ácidos borónicos reaccionan con grupos cis–dioles, que se encuentran 
en casi todos los tipos de monosacáridos componentes de los glicanos, por 
lo que se utiliza para el aislamiento de una gran variedad de diferentes tipos 
de glicoproteínas y glicopéptidos. Los productos de esta reacción son lábiles 
de forma que los glicanos pueden ser recuperados por tratamiento en medio 
ácido. En la actualidad, ya se comercializan partículas magnéticas y resinas 
cromatográficas funcionalizadas con ácidos borónicos para facilitar el aisla-
miento de glicanos (Z. A. Lin et al., 2011a, Z. Lin et al., 2011b).

11.5.6. Enriquecimiento con hidrazida

El enriquecimiento de glicoproteínas y glicopéptidos con hidrazida se basa en la 
oxidación de dioles vecinales con peryodato formando dialdehídos que pueden 
reaccionar con grupos hidrázidos ligados a diferentes resinas o soportes sólidos. 
Dado que esta reacción es irreversible, se necesita digerir el material inmovili-
zado con glicosidasas para liberar la parte proteica de la parte glicosídica. Es un 
método muy robusto por ser capaz de aislar la mayor parte de glicoproteínas o 
glicopéptidos de una muestra, pero no es útil para caracterización estructural 
de glicanos por haber sido modificados químicamente.

11.5.7. Enriquecimiento en cromatografía de afinidad con óxido de titanio

Normalmente utilizada para el aislamiento de fosfoproteínas y fosfopépti-
dos, la cromatografía de afinidad con óxido de titanio puede interactuar con 
elevada afinidad con proteínas que contienen residuos de ácido siálico luego 
de llevar a cabo su desfosforilación con fosfatasa alcalina. Las interacciones 
no específicas de aminoácidos ácidos se pueden bloquear con la adición de 
TFA 5 % (v/v) y de ácido glicólico 1M. Las glicoproteínas pueden ser eluídas 
de la resina por tratamiento con hidróxido de amonio en pH 11.

11.5.8. HILIC

La cromatografía líquida de interacción hidrofílica (HILIC) es una herramienta 
versátil de separación de glicanos nativos de acuerdo con su tamaño y la 
polaridad antes del análisis por EM (en forma de SPE o como columna croma-
tográfica acoplada de forma on line HPLC conectado directamente al mismo). 
Se utiliza para análisis del perfil glucídico, determinación de heterogeneidad 
de glicosilación en un sitio de glicosilación, enriquecimiento de glicopéptidos 
de una mezcla compleja de péptidos, así como de prefraccionamiento de 
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muestras complejas a nivel de proteínas o péptidos. HILIC tiene la ventaja 
de ser aplicable a todas las clases de glicanos, desde neutros a ácidos sin 
problemas de recuperación. Los tiempos de retención son previsibles en base 
a la composición de monosacáridos de los glicanos, siendo las fases móviles 
usadas directamente compatibles con la EM.

11.5.9. Métodos de liberación de glicanos

Debido a la mayor dificultad en la caracterización estructural de los glicanos 
ligados a la proteína o a un péptido, en general, el análisis se realiza luego 
de su clivaje de la glicoproteína o glicopéptido. Este clivaje puede realizarse 
de forma química (usando hidrazina o β–eliminación reductiva) o enzimática 
por endoglicosidadas (por ejemplo, PNGasa F, EndoH y EndoS):
•	 Hidrazina: es un reactivo que cliva las conexiones amídicas, causando el 

completo clivaje de la cadena polipeptídica. Cliva tanto glicanos N– como 
O–ligados. Además de la ventaja de ser un método no selectivo, la reac-
ción de glicoproteínas con hidrazina libera los azúcares con las regiones 
terminales reductoras intactas, que pueden ser marcadas posteriormente 
con varios tipos de reactivos fluorescentes. Estos, a su vez, pueden ser 
separados y detectados por HPLC. Sin embargo, la reacción con hidrazina 
tiene dos principales desventajas: 
	 i.	 Cliva el grupo acetil de los azúcares aminoacetilados, requi-
riendo una etapa de re–acetilación después de la reacción. 
	 ii.	 La completa pérdida de información de la parte proteica y 
del sitio de glicosilación porque esta parte es completamente destruida.

•	 β–eliminación reductiva: es una reacción de aminación reductiva que cliva 
glicanos O–ligados en presencia de una base fuerte. Como es una reacción 
muy drástica que conduce a una degradación extensiva, se añade a la reac-
ción un exceso del agente reductor cianoborohidruro de sodio. Algunos 
autores usan como base fuerte amoníaco para hacer esta reacción más 
suave. Una desventaja de este método es la producción de glicanos sin 
extremo reductor, impidiendo su posterior derivatización. Por otro lado, 
la parte proteica se mantiene intacta, excepto los residuos de Ser y Thr 
donde estaba ligado el glicano, que se convierten en sus formas dehidro. 
Sin embargo, hay informes en la literatura que la reacción de β–eliminación 
reductiva puede ser incompleta, dependiendo de los residuos de aminoá-
cidos adyacentes al residuo de Ser o Thr glicosilado.

•	 Digestión enzimática: en el mercado existen muchas endoglicosidasas con 
diferentes especificidades, siendo la más popular la PNGasa F. PNGasa F 
es una amidasa que cliva el enlace entre el glicano y el residuo de Asn, 
convirtiendo este aminoácido en un residuo de Asp, marcando así el sitio 
de glicosilación con el aumento de 1 Da en la masa molecular de la proteína 
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(aumento que puede ser detectado por EM). Aunque es muy eficiente, 
la digestión enzimática es específica solo para un tipo de conexión y la 
actividad endoglicosidásica puede variar en función de la composición 
glicosídica y de los aminoácidos en torno a los sitios de glicosilación. Así, 
si el objetivo del análisis es la caracterización detallada de todas las poten-
ciales estructuras de glicanos de una mezcla compleja de glicoproteínas 
se hace necesario el uso de varias endoglicosidasas específicas para los 
diversos tipos de unión glicosídica encontrada en glicoproteínas. 

11.5.10. Caracterización del sitio de glicosilación

Como se dijo anteriormente, dos de las etapas muy importantes de la carac-
terización estructural de una glicoproteína son la identificación del sitio de 
glicosilación, que puede ser mucho más de uno y de varios tipos diferentes, y 
el grado o porcentaje de glicosilación de cada sitio, ya que es muy común que 
un mismo sitio no esté totalmente glicosilado. Esto se deriva del intrínseco 
proceso de regulación postraducional al que la glicoproteína está sometida.

Para la identificación del sitio de glicosilación generalmente la glicoproteína 
es digerida con tripsina (u otras proteasas específicas, tales como Lys–C, Glu–C 
o Arg–C), generando péptidos glicosilados y no glicosilados, que pueden ser 
separados por cromatografía e inyectados directamente en el EM. Para glico-
proteínas de difícil digestión proteolítica, se puede añadir un detergente lla-
mado RapiGest® (Waters) que facilita este proceso y que puede ser eliminado 
con la acidificación del medio luego de la proteólisis. Es importante tener 
en cuenta que puede haber casos en que un solo péptido tenga más de un 
sitio de glicosilación lo que dificulta el análisis. En estos casos, es necesario 
el uso de otras proteasas para minimizar esta posibilidad. La secuencia de 
aminoácidos y el sitio de glicosilación se pueden identificar utilizando la 
combinación de CID y ECD (o ETD), como ya se ha explicado anteriormente.

La tasa de ocupación de un sitio glicosilado puede evaluarse añadiendo 
H2

18O en la reacción de hidrólisis de forma que 18O sea incorporado en el 
péptido glicosilado aumentando en 2 Da su masa con relación al mismo 
péptido glicosilado.
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12.1. introducción

En los Capítulos 9, 10 y 11 se realizó una descripción de las numerosas técnicas 
fisicoquímicas que existen para la caracterización de la glicosilación presente 
en las glicoproteínas (métodos cromatográficos, espectroscópicos y espectro-
metría de masa). Si bien en algunos casos con estas técnicas se puede inferir 
la actividad biológica de las glicoproteínas, sobre todo en aquellas simples, 
estos métodos no proporcionan directamente información sobre la potencia 
o actividad biológica de las mismas. Por ejemplo, Yanagihara et al. (2010) 
reportan que la medida del contenido de ácido siálico en la eritropoyetina 
humana (hEPO) no es suficiente para la predicción de la potencia biológica in 
vivo. La determinación de la actividad biológica en proteínas recombinantes 
se aplica con el objetivo de estimar la potencia de determinadas moléculas, 
testear la eficacia de fármacos e incluso vacunas.

12.2. Generalidades de los bioensayos

La determinación de la potencia biológica de una proteína es la medida 
cuantitativa de su actividad biológica. Para realizar esta medida se realiza un 
test funcional denominado bioensayo, el cual se puede definir como proce-
dimiento cuantitativo que utiliza una respuesta funcional en un sistema vivo 
que puede ser realizado tanto in vitro como in vivo. En este procedimiento 
analítico se utiliza un sistema biológico que responde a la glicoproteína, y la 
respuesta a la glicoproteína a analizar se compara con la de un estándar de 
referencia, nacional o internacional, calibrado en Unidades Internacionales de 
actividad biológica (IU, del inglés International Units) (Mire–Sluis et al., 1996). 

Los bioensayos pueden ser ejecutados empleando modelos celulares (in 
vitro) o modelos animales (in vivo). Los modelos in vivo permiten estudiar 
las condiciones biológicas en las que ocurre un fenómeno y cuáles son sus 
consecuencias. Los ensayos basados en modelos animales presentan ciertas 
desventajas ya que existe una gran variabilidad entre animales, poseen un 
elevado costo y son técnicas laboriosas, además de los cuestionamientos 
éticos vinculados al uso de animales de experimentación. Debido a estos 
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inconvenientes, los modelos basados en cultivos celulares pueden ser 
una alternativa viable, ya que son menos laboriosos, se puede aumentar 
el número de réplicas a ensayar y no existen problemas éticos asociados. 
Una de las falencias de los métodos basados en células es la incapacidad 
de evaluar diferencias en la vida media de una glicoproteína, lo cual afecta 
su actividad. Por ejemplo, los ensayos in vitro desarrollados para la esti-
mación de la actividad de eritropoyetina humana recombinante (rhEPO) no 
son capaces de discriminar entre la rhEPO intacta y sus variantes asialo o 
aglicosilada, las cuales poseen tiempos de vida media más cortos y por lo 
tanto una actividad biológica reducida cuando son administrados en mode-
los animales (Ramos et al., 2003). Los resultados hallados en un modelo 
no son fácilmente extrapolables a otro modelo y la compatibilización de 
resultados no es directa. Dentro de un mismo tipo de sistema, por ejemplo 
en el in vivo, el escalado es una herramienta importante pero requiere 
grandes esfuerzos y validaciones. Más compleja es aún la extrapolación de 
resultados hallados en modelos in vitro a modelos in vivo, pero su aplicación 
y conocimiento permiten evaluar de una forma integrada a la biomolécula 
de interés. En general, los modelos mencionados se complementan y a veces 
no son excluyentes. Los modelos in vivo permiten estudiar las condiciones 
biológicas en las que ocurre un fenómeno y cuáles son sus consecuencias. 
Los modelos in vitro nos aproximarán a los mecanismos subyacentes. Si bien 
es cierto que lo mismo podría hacerse con modelos in vivo, es indudable 
que la velocidad de obtención de la información y el menor gasto justifica 
enormemente su utilización (Fina et al., 2013).

12.3. Validación de bioensayos

El objetivo general de la validación de un bioensayo es determinar que el 
método seleccionado es apropiado para el uso que se le desea dar. Para que 
un ensayo sea válido, se debe cumplir la condición fundamental de que la 
muestra y el estándar tengan un comportamiento similar. Esto significa que 
los parámetros que definen la relación dosis–respuesta como la asíntota 
y pendiente deben ser idénticos. Por lo tanto, durante el desarrollo de un 
bioensayo se debe determinar el rango de dosis en los cuales la relación entre 
dosis y respuesta es lineal y además, en este rango, las curvas de respuesta 
del estándar y de la muestra deben ser paralelas. La calidad de un bioen-
sayo, al igual que cualquier método analítico, está definida por la exactitud 
y precisión. Se entiende por exactitud, qué tan cercano está el valor medido 
del valor real o «verdadero». El término precisión, es usualmente definido 
como la medida del grado de repetibilidad del ensayo bajo su operación 
normal. Además, el ensayo debe ser reproducible, entendiendo como repro-
ducibilidad a la capacidad de una prueba de ser reproducida o replicada por 
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otras personas. Para los bioensayos, el resultado puede ser expresado como 
porcentaje relativo del desvío estándar para un número estadísticamente 
significativo de potencias estimadas. La repetibilidad, precisión intermedia 
y reproducibilidad son tres niveles operacionales abarcados dentro del con-
cepto de la precisión. Para la repetibilidad, es necesario demostrar que el 
bioensayo puede ser repetido por un mismo operador, usando los mismos 
reactivos, condiciones, instrumentos de medición, etc., dentro de un período 
de tiempo definido. Para la precisión relativa, se debe demostrar que un 
ensayo puede ser repetido durante largos períodos de tiempo dentro del 
mismo laboratorio. Finalmente, el término reproducibilidad implica que el 
ensayo es repetible aún cambiando de operadores, equipos de medición e 
incluso en diferentes laboratorios. Este término es comúnmente asociado con 
el término de robustez de un bioensayo, definido como el grado de reprodu-
cibilidad de los resultados bajo una variedad de condiciones.

Otras definiciones útiles en el contexto de la validación de bioensayos 
son el límite de cuantificación, definido como la mínima concentración 
que puede ser determinada con una precisión y exactitud aceptable. El 
límite de detección se define como la mínima concentración que puede ser 
detectada (sin llegar a ser cuantificada). La linealidad, es la habilidad de un 
bioensayo para obtener resultados que son directamente proporcionales 
a la concentración de proteína en un rango determinado. Finalmente, el 
rango se define como el intervalo entre niveles superiores e inferiores de 
una molécula dada que han sido determinados con precisión y exactitud 
utilizando un determinado bioensayo.

12.4.Tipos de modelos empleados en los bioensayos

12.4.1 Modelos celulares

En la actualidad existen varios modelos celulares en los cuales se evalúa la 
actividad biológica de diversas proteínas funcionales/terapéuticas, mucha 
de ellas glicoproteínas. Sin embargo, para alcanzar este punto, la tecnolo-
gía que emplea a los cultivos celulares ha tenido que transcurrir un largo 
camino. Los primeros intentos por realizar cultivos de tejidos animales ex 
vivo se remontan a un siglo atrás y fueron necesarios cerca de 50 años para 
el establecimiento de los principios básicos y las rutinas fundamentales 
para el aislamiento y cultivo de las células, técnicas que aún son válidas y 
utilizadas de rutina en la actualidad. Otros desarrollos fundamentales para 
el establecimiento de los modelos celulares incluyen las técnicas de inmor-
talización de células, la obtención de líneas celulares a partir de tumores, 
la producción y la conservación de células en masa, las tecnologías de ADN 
(ácido desoxirribonucleico) recombinante y el desarrollo de formatos de 
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placas multipozos que permiten el desarrollo de este tipo de ensayos (por 
ejemplo, las placas de 96 pocillos). Fue entre 1980 y 1990 donde ocurrió un 
crecimiento exponencial de la ciencia relacionada a ensayos in vitro basados 
en el uso de células y hoy en día estas pruebas conforman aproximadamente 
la mitad de las actividades vinculadas a la detección de moléculas activas en 
investigación (Langer et al., 2015).

Los ensayos basados en células pueden realizarse utilizando tanto cultivos 
primarios como líneas celulares establecidas. Los cultivos primarios poseen 
la ventaja que mantienen las características del tejido original del cual 
fueron extraídas. Sin embargo, no se pueden mantener en cultivo indefini-
damente, son difíciles de cultivar en determinadas condiciones y en algunas 
situaciones pueden tener cierta variabilidad, principalmente relacionada con 
el animal del cual derivan. Las líneas celulares establecidas, por el contrario, 
pueden crecer indefinidamente y son clonales, por lo cual presentan elevada 
consistencia a lo largo del tiempo, características que las convierten en el 
modelo más simple y reproducible para la determinación de la actividad 
biológica de las glicoproteínas. Un ejemplo del uso de un cultivo primario 
para la determinación de la actividad biológica de una glicoproteína es el 
de la hormona folículo estimulante (FSH). Existen varios métodos para medir 
la actividad biológica de esta hormona, que van desde ensayos en animales 
hasta ensayos basados en genes reporteros. Uno de los métodos se basa 
en la utilización de un cultivo primario de células de Sertoli o células de 
la granulosa de rata. Las células de Sertoli responden específicamente y 
de manera dosis dependiente al agregado de FSH exógeno. Las posibles 
respuestas medidas frente a esta glicoproteína son la producción de estra-
diol, el aumento de la actividad de la enzima aromatasa o el aumento de 
Adenosín Monofosfato Cíclico (AMPc).

Para un bioensayo, las células pueden obtenerse de dos maneras diferentes, 
a partir de cultivos en crecimiento o a partir de un stock de células criopre-
servadas. La utilización de células criopreservadas es un método altamente 
robusto y reproducible que libera al experimentador de los esfuerzos de 
mantener rutinariamente a las células en cultivo y evita los costos y problemas 
que pueden surgir al tenerlas en cultivo, como incidencia de una contamina-
ción o alteración de la respuesta obtenida debido a un elevado número de 
pasajes en cultivo. Para la criopreservación de las células es importante tener 
optimizado el sistema de preservación, el medio de congelamiento a emplear 
y además tener suma precaución en el proceso de descongelado, evitando el 
estrés mecánico que podría generar daño en las células (Langer et al., 2015). 

Algunas de las respuestas a medir en este tipo de ensayos son inhibición 
o estimulación de la proliferación celular, regulación positiva de la expre-
sión de marcadores secretados, intracelulares o de superficie de membrana, 
inducción de citotoxicidad o apoptosis, actividad antiviral o antimicrobiana, 
por mencionar algunos.
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12.4.1.1. Factores que pueden afectar un bioensayo basado en células

En este tipo de ensayos, las células son consideradas el reactivo más impor-
tante, y de la calidad de las mismas dependerán los resultados que se obten-
gan. Es por esta razón que se debe garantizar y prestar suma atención a la 
calidad de los cultivos. En primer lugar, se recomienda obtener las líneas celu-
lares de fuentes certificadas, como son las colecciones de la American Type 
Culture Collection, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
y RIKEN BRC Cell Bank (ATCC, DSMZ y Riken, respectivamente) de manera de 
garantizar su origen y autenticidad. Además, se debe mantener un régimen 
estricto en cuanto al mantenimiento de las células, respetando los protocolos 
de subcultivo y alimentación de las mismas, el ambiente en el cual se deben 
incubar, en términos de estabilidad de temperatura, humedad y concentra-
ción de CO2/O2. Para evitar las variaciones en estos parámetros que pueden 
ocurrir por aperturas de la estufa a repetición, se recomienda incubar en 
diferentes estufas las células que se encuentran en mantenimiento de las 
que están siendo utilizadas para un bioensayo (Mire–Sluis et al., 1996). Por 
otro lado, la presencia de contaminación en los cultivos celulares (incluyendo 
contaminación por Mycoplasma spp) y el efecto de diferentes lotes de los 
componentes del medio de cultivo, fundamentalmente del suero, constituyen 
factores cruciales que pueden impactar en el resultado de un bioensayo. 
En el caso del ensayo para medir actividad de FSH en cultivos primarios de 
células de Sertoli o células de la granulosa, es necesario tratar el suero con 
polietilenglicol con el objetivo de remover factores presentes en el suero que 
interfieran con el bioensayo (Christin–Maitre et al., 2000).

Además, se ha visto que los cultivos celulares cambian su respuesta 
cuando son mantenidos por largos períodos de tiempo en cultivo, por lo 
tanto, se recomienda reemplazarlos luego de 3 a 6 meses por cultivos con 
menor número de pasajes. Otro inconveniente surge de la posibilidad que los 
cultivos celulares sufran una contaminación cruzada (contaminación entre 
líneas celulares) o hayan sido mal identificados. Para evitar estos problemas, 
nuevamente se sugiere emplear cultivos celulares de origen certificado y 
además chequear periódicamente la autenticidad de los mismos. Además, 
es conveniente poseer bancos celulares maestros y de trabajo que hayan 
sido verificados para la ausencia de contaminación microbiana y/o cruzada.

La mayoría de los bioensayos se basan en el uso de placas multipozo de 
96 pocillos. Es importante recalcar aquí la homogeneidad y uniformidad 
del inóculo de células dispensado por pocillo para este tipo de placas y 
además el correcto uso de las pipetas multicanal, factores que pueden arrojar 
resultados muy desiguales en diferentes pozos de la placa. Se debe tener 
especial cuidado en los pocillos de los bordes ya que en ellos se observan, 
generalmente, los resultados más desiguales (efecto conocido como «efecto 
borde»). Esto se debe tanto a diferencias entre los pozos debido al proceso 
de elaboración de las placas, como a un mayor proceso de evaporación que 
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ocurre en los pozos de los bordes (produciendo cambios en la concentración 
de nutrientes, modificaciones del pH) o debido a gradientes de temperatura. 
Para evitar este efecto se puede evitar el uso de los pozos de los bordes y 
adicionarle una solución salina para evitar la evaporación o un método más 
eficiente es realizar un diseño de siembra de las muestras en la placa al azar.

12.4.1.2. Ensayos basados en genes reporteros 

El uso de ensayos basados en genes reporteros (EGR) para la determinación 
de la actividad de bioactivos, entre ellos las glicoproteínas, ha crecido en los 
últimos años debido a su simplicidad, fiabilidad, especificidad y sensibilidad 
(Lleonart et al., 1990). 

Estos ensayos se basan en la incorporación en un tipo celular determinado 
de un gen que codifica para una proteína reportera que se encuentra, por 
ejemplo, bajo el control de un promotor inducible por la glicoproteína que se 
quiere evaluar. El producto del gen reportero, el cual no se expresa natural-
mente en la línea celular, es detectado de manera fácil y con alta sensibilidad 
en respuesta a la glicoproteína en estudio. Es un método muy elegido y de 
bajo costo; sin embargo, se debe considerar el tiempo que transcurre entre 
la adición de la glicoproteína hasta la aparición de una respuesta, debido a 
los procesos de transcripción y traducción involucrados. En algunos casos, 
también debe ser expresado el receptor de la glicoproteína en la línea celular.

El uso de la luciferasa de luciérnaga como proteína reportera predomina el 
campo (Langer et al., 2015). Esta proteína genera luz con un pico de emisión a 562 
nm mediante la conversión catalítica de luciferina en oxiluciferina y es depen-
diente de adenosina trifosfato (ATP). En la actualidad existen reactivos mejora-
dos donde se prolonga la duración de la señal luminiscente lo que permite que 
varias microplacas puedan ser procesadas en paralelo sin la pérdida de señal. 
Además, gracias a la existencia de luciferasas de diferentes fuentes, es posible 
utilizar un sistema reportero dual mediante el empleo de los sustratos específi-
cos. Así, se evalúa con un reportero la actividad de la glicoproteína y el segundo 
reportero se emplea para evaluar procesos celulares no relacionados o inespecí-
ficos, lo que permite la normalización o corrección de la señal obtenida (Parson 
et al., 2000). Una desventaja que presenta la familia de las luciferasas, al tra-
tarse de reporteros basados en enzimas, es el posible efecto de la amplificación 
de la señal lo que puede generar una sobreestimación de la respuesta medida.. 
Otras dos enzimas utilizadas como proteínas reporteras son la β–galactosidasa y 
la fosfatasa alcalina secretada (SEAP, del inglés secreted alkaline phosphatase).  
La β–galactosidasa es detectada por la conversión de un sustrato agregado 
a las células en un producto que puede ser detectado fluorimétricamente o 
espectrofotométricamente. La proteína reportera SEAP tiene la desventaja 
que se acumula lentamente en el sobrenadante por lo tanto el ensayo debe 
incubarse entre 24 y 48 horas. El sustrato de la SEAP puede ser directamente 
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agregado a los pocillos, provocando la aparición de un producto amarillo en 
15–30 min (para la reacción colorimétrica) o emisión de luz (para sustrato qui-
mioluminiscente). La absorbancia puede ser medida a 405 nm en un lector de 
placas de microtitulación o en un luminómetro, respectivamente.

Otro ejemplo de proteína reportera utilizada en estos tipos de ensayos es 
la proteína verde fluorescente (GFP, del inglés green fluorescent protein) y 
sus variantes espectrales. La GFP es una proteína que tiene su máximo de 
emisión a 509 nm, luego de ser excitada a 395 nm. La excitación produce un 
cambio autocatalítico en la proteína que en presencia de oxígeno madura el 
cromóforo y emite luz. Posee la ventaja de ser una proteína estable frente 
a variaciones de temperatura, pH y no precisa de la adición de un sustrato.

Yang et al. 2014, reportaron el desarrollo y validación del primer EGR para 
la determinación de la actividad biológica de la rhEPO, el cual utiliza el gen 
reportero de la luciferasa bajo los promotores SIE (elemento inducible Sis) y 
GAS (secuencia activada por interferón). Con este sistema logran una buena 
especificidad, precisión, exactitud y robustez. También para la determinación 
de la FSH y la hormona luteinizante (LH) se han desarrollado varios ensayos 
en los cuales los receptores de FSH y LH fueron clonados y expresados en las 
líneas celulares, utilizando la luciferasa como gen reportero (Tilly et al., 1992; 
Albanese et al., 1994). Estos sistemas presentan además la ventaja de que son 
homólogos a humanos ya que utilizan receptores de humanos clonados en 
las líneas celulares, y tienen una sensibilidad cercana a los ensayos clásicos 
utilizados para medir estas hormonas.

Bürgi et al. (2012) desarrollaron un método para determinar la actividad del 
interferón de tipo I (IFN) basado en el uso de la GFP como proteína reportera y 
compararon este método con el método aceptado por la Farmacopea Europea 
(European Pharmacopoeia, 2009) demostrando que el EGR resultó simple, 
preciso, sensible, seguro y de bajo costo, características que lo convierte en 
un candidato para reemplazar los clásicos ensayos de actividad antiviral. 

12.4.2. Modelos animales

Hasta el día de hoy no es posible reproducir desde el punto de vista fisio-
lógico y del comportamiento, respuestas y patologías de sistemas vivos en 
modelos in vitro en forma absoluta y completa. Por este motivo, es impo-
sible sustituir definitivamente el uso de animales en diferentes ensayos, 
especialmente aquellos que implican la evaluación de seguridad y eficacia 
para numerosos productos biotecnológicos de aplicación en investigación, 
estudios preclínicos o clínicos, los cuales han permitido ampliar los horizon-
tes y posibilidades de nuevos productos biotecnológicos con más y mejores 
aplicaciones para la salud humana y animal. Basados en la evolución de una 
ética sólida aplicada a la utilización de animales en experimentación, un desa-
rrollo exponencial se ha plasmado en la Ciencia de Animales de Laboratorio, 
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estableciéndose normativas internacionales estandarizadas que permitan 
realizar estos ensayos de forma segura y garantizar altos niveles de bienes-
tar en los animales, tendiendo todas ellas a la aplicación de los principios 
de las 3 R's de Russell y Burch (Reemplazo, Refinamiento y Reducción). Las 
mismas implican: Reemplazar modelos in vivo cuando sea posible, Refinar 
las técnicas y metodologías de manera de obtener resultados más fiables y 
Reducir el número de animales utilizados en trabajos in vivo. 

En este capítulo ya se han mencionado anteriormente algunos métodos in 
vitro para evaluar la actividad biológica de las glicoproteínas, pero existen 
además en la actualidad diversos tipos de modelos animales que pueden 
ser utilizados con estos fines, dependiendo de las metas de cada ensayo 
y teniendo en cuenta el modelo animal indicado. Algunos animales utili-
zados tradicionalmente son Mus musculus (ratón) o Rattus norvegicus (rata), 
Oryctolagus cuniculus (conejo) y otros considerados como de reemplazo rela-
tivo: Caenorhabditis elegans (gusanos), Danio rerio (pez cebra) o Drosophila 
melanogaster (mosca de la fruta). El desarrollo de ensayos in vitro necesarios 
para comprobar eficiencia y eficacia de nuevos compuestos biotecnológicos ha 
logrado reflejar en muchos casos los resultados de los análisis in vivo para lo 
cual, luego del proceso de validación internacional, han conseguido sustituir 
el uso de animales en los mismos. Pero aún es largo el camino a recorrer y 
lo más común es la complementariedad de ensayos in vivo e in vitro, con la 
clara tendencia a reemplazar el uso de animales al máximo posible. 

Como ejemplo de ensayos in vivo para pruebas de eficacia, seguridad y/o 
actividad biológica para productos biotecnológicos podemos citar: rhEPO 
(Ramos et al., 2003), factor estimulante de colonias de granulocitos, G–CSF 
(Vanz et al., 2008), gonadotropina coriónica humana recombinante, rhCG (Seo 
et al. 2011), interferón–ß (Hu et al., 2011), entre otros.

12.4.2.1. Factores a considerar al realizar un bioensayo basado en animales

Se deben tomar en cuenta diversos aspectos para evaluar la necesidad de 
realizar un bioensayo empleando modelos animales:
•	 Objetivo del bioensayo bien declarado y justificado (validez científica). 
•	 Considerar métodos alternativos (balance ético).
•	 Balance selectivo, precisión, relevancia para la actividad clínica, 

costo–beneficio.
•	 Disponibilidad de un ensayo apropiado (validez científica).
•	 Disponibilidad del modelo animal apropiado (validez del modelo animal).
•	 Opciones de evaluar actividad biológica (validez del modelo animal).
•	 Evaluar complejidad de la sustancia a testear (formulación, preparación, 

modo de aplicación).
•	 Optimizar al máximo la caracterización de las moléculas puede abolir 

ensayos innecesarios (puesta a punto y refinamiento de técnicas).
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Las normativas internacionales generan los lineamientos estándares por 
los cuales se rigen los diseños y aplicaciones de numerosos ensayos que 
emplean animales para productos biofarmacéuticos, bajo la órbita de la 
Organización Mundial para la Salud (OMS). Las diversas guías internacionales 
como la farmacopea europea (European Pharmacopoeia, Ph. Eur.) o la ame-
ricana (United States Pharmacopeia, USP) detallan en las especificaciones el 
modelo propicio para cada tipo de ensayo in vivo, diseño y condiciones en 
las que deben realizarse los mismos. Es interesante destacar que se están 
realizando enormes esfuerzos a nivel internacional para validar diversos 
métodos que reduzcan o sustituyan el uso de animales de experimentación 
(modelos con reducción filogenética, exigencias en estandarización genética, 
desarrollo de nuevos modelos in vitro e in sílico). 

La realización de un bioensayo en un modelo animal requiere el conocimiento 
profundo y detallado del modelo in vivo a utilizar. La pregunta que se debe 
plantear es: ¿Qué modelo es el más adecuado para responder al interrogante 
respecto del fenómeno natural que se está evaluando? Resulta fundamental 
conocer la calidad genética y microbiológica del modelo animal que se va a 
utilizar específicamente para el ensayo biológico. Se recomienda recurrir a un 
proveedor reconocido que pueda garantizar el status sanitario y genético, con el 
fin de obtener resultados fiables y reproducibles (por citar algunos ejemplos, el 
Jax® Mice & Services del Jackson Laboratory y el Charles River Lab). En el caso de 
los vertebrados es importante también utilizar la cantidad mínima de animales 
necesaria para obtener significancia estadística, respetando los principios de las 
3R's. En las guías internacionales para realizar este tipo de ensayos se detalla 
cantidad de animales, sexo y en algunos casos la cepa o raza de la especie. 

Para el diseño del experimento, hay que tener en cuenta además las insta-
laciones adecuadas para el alojamiento de la especie, la selección del inóculo 
(dosis, vía de administración y frecuencia de inoculación), la frecuencia de 
toma de muestras y la determinación del punto final humanitario. Un factor 
no menos importante es el entrenamiento específico del personal a cargo en 
las técnicas que se van a implementar, así como un conocimiento adecuado 
de la biología de la especie con la cual se va a trabajar para poder detectar 
a tiempo sig,nos y síntomas asociados al tratamiento en evaluación. 

Los ensayos en modelos animales son lentos y laboriosos, requieren insta-
laciones sofisticadas, complejas y costosas, además de personal entrenado y 
tanto el protocolo que se aplica como el personal deben estar debidamente 
acreditado por el organismo de contralor. No son menores las consideraciones 
éticas asociadas a la experimentación animal, aspecto que ha impulsado 
cambios radicales en la Ciencia de Animales de Laboratorio, desde antiguas 
concepciones intrínsecas sobre los seres vivos a nuevas visiones sobre la 
sintiencia animal y cómo manejarnos con los nuevos descubrimientos y 
conceptos, asumiendo la responsabilidad que conlleva a la utilización de otros 
seres vivos para los experimentos a fin de garantizar un nivel de bienestar 
aceptable éticamente. 
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Los ensayos con animales son menos precisos y exactos que los ensayos 
celulares por contar con una variabilidad individual intrínseca al modelo. 
La muestra a ser testeada debe poseer una elevada pureza y debe cumplir 
determinadas características para ser administradas. Sin embargo, una gran 
ventaja es que estos ensayos son más predictivos para la evaluación de 
productos biotecnológicos en organismos completos ya que contemplan la 
absorción, distribución, metabolismo y excreción, que no son considerados 
en los ensayos celulares. Si bien los ensayos in vivo son buenos predictores, 
es importante tomar ciertos recaudos en la extrapolación de los datos obte-
nidos a la fase clínica ya que se deben contemplar las características propias 
de las poblaciones involucradas.

Según las normativas existentes a las cuales adhiere cada país, los linea-
mientos pueden diferir en algunos puntos, pero son internacionalmente 
aceptadas las siguientes guías: Ph. Eur., USP y la ICH (International Council for 
Harmonization of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use).

Definiciones y criterios de aceptación para productos biológicos  
y biotecnológicos:

•	 Actividad biológica: habilidad específica o capacidad de un producto para 
alcanzar un efecto biológico definido.

•	 Potencia: medición cuantitativa de la actividad biológica relacionada a una 
propiedad biológica relevante del mismo, la cual puede ser expresada en 
UI (unidades internacionales). 

•	 Correlación entre la respuesta clínica esperada y la actividad del ensayo 
biológico establecido en estudios clínicos y farmacodinámicos.

Ejemplos de ensayos de Actividad biológica: 

•	 Somatropina: se denomina así a la hormona del crecimiento humana pro-
ducida por la tecnología de ADN recombinante. El test recomendado para 
la somatropina consiste en exponer ratas hipofisectomizadas al producto 
farmacológico que se está probando, el estándar de referencia de soma-
tropina de la USP y un control negativo. Las ratas se pesan antes de la 
primera inyección y aproximadamente a las 18 horas posteriores a la última 
inyección subcutánea. Se registra el cambio en el peso corporal de cada 
animal en cada grupo y se calcula la potencia del producto farmacológico 
en relación con la potencia del estándar de referencia.

•	 rhEPO: es una citoquina cuyo uso terapéutico está indicado para el tra-
tamiento de la anemia resultante en pacientes con insuficiencia renal o 
anemia crónica debido a infecciones graves. La cuantificación precisa de la 
actividad biológica de la rhEPO es una evaluación muy importante porque 
está relacionada con la efectividad del producto final y está recomendada 
por la Ph. Eur. Esta evaluación se puede realizar mediante dos métodos 
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diferentes: (a) utilizando ratones policitémicos o (b) utilizando ratones nor-
mocitémicos. Este último es el de elección ya que produce menor estrés y 
sufrimiento en los animales. El mismo consiste en la inyección de tres dosis 
de la muestra y del estándar de referencia y al cabo de 4 días se evalúa el 
porcentaje de reticulocitos en sangre debido a la actividad eritropoyética 
(Anexo, Protocolo 3).

Ejemplos de estándares de referencias para bioensayos según PhEur:

•	 Estándares Internacionales (IS) calibrados en UI: FSH (NIBSC, National 
Institute for Biological Standards and Controls code: 83/575), hIFN–β (NIBSC 
code: 00/572), G–CSF (NIBSC code: 09/136).

•	 Biological Reference Preparation (BRP) de rhEPO expresada en UI.
•	 Si no existen IS o BPR, los manufacturadores deben establecer sus 

propios materiales de referencia, los cuales deben estar debidamente 
caracterizados. 

A continuación, se describen a modo de ejemplo cuatro protocolos donde se 
emplean ensayos basados en células y en animales. Los dos primeros que 
se mencionan son utilizados para la determinación de la actividad biológica 
del IFNβ–1a. Uno de los métodos se basa en la evaluación de la actividad 
antiviral del mismo según Ph. Eur. (2009) y el otro se basa en un EGR que fue 
descripto por Bürgi et al. (2012). Los protocolos que implican el empleo de 
animales siguen lineamientos de la Ph. Eur. 7.0 y 8.0.

12.5. anexo

Protocolo 1: Determinación de la actividad de IFNβ–1a mediante ensayo 
antiviral

La potencia del IFNβ–1a es estimada mediante la comparación de su habilidad 
para proteger a las células frente al efecto citopático causado por un virus 
con la de un estándar de referencia apropiado.

Materiales

•	 WISH cell line (ATCC CCL–25).
•	 Virus de la Stomatitis Vesicular, cepa Indiana (VSV, ATCC VR–158).
•	 Medio de cultivo: Minimum Essential Medium (MEM) suplementado con suero 

fetal bovino (SFB) al 10 % (V/V) y glutamina 2 mM (medio de crecimiento) y 
MEM suplementado con SFB 2 % (V/V) y glutamina 2 mM (medio de ensayo).
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•	 Estándar: WHO International Standard Interferon beta (human, rDNA, 
Glycosylated). NIBSC code: 00/572.

•	 Tripsina–EDTA.
•	 Buffer fosfato salino (PBS).
•	 Cristal violeta 0,75 % (P/V) en metanol 40 % (V/V).
•	 Placas multipozo de 96 cavidades.
•	 Incubadora a 37 °C con 5 % CO2.

•	 Lector de placas de microtitulación.

Método

•	 En una placa de 96 pozos, sembrar 2,5×104 células por pozo en un volumen 
de 100 μl de medio de crecimiento e incubar durante 24 h a 37 °C.

•	 Retirar el sobrenadante y colocar 100 μl por pozo de diluciones seriadas al 
medio de rhIFN–β (muestra a evaluar o el estándar internacional) e incubar 
durante 6 h a 37 °C en medio de ensayo. Cada condición se ensaya por 
triplicado.

•	 Retirar el sobrenadante de la placa y realizar 2 lavados con medio de cultivo 
MEM basal (sin suplementar con SFB). Colocar en cada uno de los pozos 
100 μl de una dilución apropiada del VSV en medio de ensayo e incubar 
nuevamente durante 18–20 h a 37 °C.

•	 Realizar los siguientes controles: 
- Control de células: ausencia de virus e IFN, para evaluar máxima prolife-
ración celular cuando no se produce infección viral. Para ello, incubar las 
células con 100 μl por pozo de medio de cultivo de ensayo.
- Control de lisis: en ausencia de IFN, para evaluar el efecto citopático del 
virus sobre las células. En lugar de IFN sembrar 100 μl por pozo de medio 
de ensayo y luego infectar con VSV de la misma forma que se ejecutaron 
los pozos conteniendo muestras y estándar. 

•	 Para revelar el ensayo, eliminar el sobrenadante y agregar 50 μl por pozo de 
una solución de cristal violeta 0,75 % (P/V) en metanol 40 % (V/V), incubar 
durante 15 min a 37 °C. 

•	 Eliminar el colorante y realizar sucesivos lavados con agua destilada hasta 
verificar ausencia del colorante en los lavados. Disolver el colorante agre-
gando 200 μl de ácido acético 20 % (V/V) en cada cavidad y homogeneizar. 

•	 Realizar la lectura a 540 nm en un lector de placas de microtitulación.
•	 Con los valores de las lecturas realizadas, graficar las curvas dosis–res-

puesta de cada muestra ensayada y del estándar. Calcular la actividad 
correspondiente a la muestra en función del estándar.
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Protocolo 2: Determinación de la actividad de IFN–β1a mediante EGR

La potencia del IFN–β1a es estimada mediante su habilidad para inducir el 
promotor Mx2 (inducible por IFN de tipo I), lo cual se pone en evidencia por 
la expresión de la GFP.

Materiales

•	 Línea reportera WISH–Mx/eGFP: esta línea celular deriva de células WISH 
transfectadas en forma estable con el plásmido pEGFP–C1 Clontech (USA). 
El mismo contiene la secuencia del promotor Mx2 que guía la expresión 
de la GFP (Bürgi et al. 2012).

•	 Medios de cultivo: MEM suplementado con SFB 10 % (V/V) y glutamina 2 mM 
(medio de crecimiento) y MEM suplementado con SFB 2 % (V/V) y glutamina 
2 mM (medio de ensayo).

•	 Estándar: WHO International Standard Interferon beta (human, rDNA, 
Glycosylated), NIBSC code: 00/572.

•	 Tripsina–EDTA.
•	 PBS.
•	 Placas multipozo de 96 cavidades.
•	 Incubadora a 37 °C con 5 % CO2.

•	 Citómetro de Flujo equipado con láser 488 y filtro de detección en el rango 
del espectro de emisión de la EGFP.

Método

•	 En una placa de 96 cavidades, sembrar 3×104 células por pozo en 100 µl de 
medio de crecimiento e incubar a 37 °C con 5 % CO2 durante 24 h.

•	 Retirar el sobrenadante, lavar la monocapa celular con medio MEM basal y 
agregar por triplicado diluciones seriadas al medio de las muestras o del 
estándar de rhIFN (diluciones realizadas en medio de ensayo).

•	 Realizar el siguiente control negativo: células en ausencia de IFN. Para ello, 
incubar las células con 100 μl por pozo de medio de ensayo.

•	 Incubar a 37 °C con 5 % CO2 durante 24 h.
•	 Descartar el sobrenadante, lavar la monocapa con PBS y tratar las células 

con tripsina. 
•	 Resuspender las células tripsinizadas en 0,2 ml de PBS.
•	 Evaluar el porcentaje de células EGFP positivas utilizando un citómetro 

de flujo, adquiriendo 5000 eventos colectados en una región de análisis 
realizada en un gráfico de Forward Scatter (FSC) versus Side Scatter (SSC). 
Realizar un segundo gráfico de FSC versus EGFP. Calcular el porcentaje de 
células EGFP positivas, definiendo la región de corte con el control negativo. 
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•	 Construir curvas dosis respuesta graficando % de células EGFP positivas en 
función de la potencia conocida del estándar rhIFN o las diluciones de las 
muestras evaluadas. Verificar que se cumplan los criterios de paralelismo 
y linealidad. Si esto se cumple, calcular la potencia de las muestras.

Protocolo 3: Determinación de actividad biológica de rhEPO en ratones 
(Farmacopea Europea 7.0 Monografía 1316)

Se describe el ensayo in vivo para la estimación de la potencia biológica de 
rhEPO empleando ratones normocitémicos y se basa en el conteo de reticu-
locitos en sangre periférica.

Materiales

•	 Anticoagulante K3–EDTA.
•	 Solución diluyente.
•	 Estándar rhEPO BRP (Biological Reference Preparation).
•	 PBS/EDTA.
•	 Solución de naranja de Tiazol (1mg/ml): solución de trabajo.
•	 Citómetro de flujo equipado con un láser de 488 nm.
•	 Perlas para verificar alineación del láser en el citómetro de flujo.
•	 Balanza analítica.
•	 Tubos estériles.
•	 Jeringas 1 ml.
•	 Micropipetas automáticas.
•	 Placas multipozo de 96 cavidades.
•	 Tubos para citometría.
•	 Ratones hembra B6D2 F1 de ocho semanas de edad. 
•	 Sala de experimentación de animales en condiciones controladas.
•	 Jaulas acondicionadas con biberones y comida ad libitum.

Método

•	 Animales de experimentación: se emplean ratones hembra de ocho semanas 
de edad, híbridos B6D2 F1. Los mismos deben ser aclimatados en el bioterio 
al menos una semana antes del inicio del ensayo. Se requieren 30 animales 
para ser tratados con el estándar (nunca menos de 24), e igual cantidad 
para ser tratados con cada una de las muestras a ensayar. Una cantidad no 
menor a 3 animales se emplean como testigos, los que serán tratados solo 
con el diluyente. Los mismos permanecerán en racks ventilados a razón de 
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6 animales por caja, en condiciones adecuadas de temperatura, humedad 
y regulando los ciclos de luz y oscuridad.

•	 Preparación de Muestras y Estándar: en tubos de 50 ml realizar tres dilu-
ciones seriadas tanto del estándar como de la muestra a analizar de modo 
que su concentración final sea de 80, 40 y 20 IU/ml, respectivamente.

•	 Antes de la inyección, asignar a cada tratamiento una marca en la oreja que 
permita identificar inequívocamente el animal que recibe el tratamiento 
designado. De cada dosis a ensayar, inyectar 0,5 ml a 10 animales por vía 
subcutánea. La EuPh indica que se deben emplear un mínimo de ocho ani-
males por dosis, pero sugerimos emplear 10 por si se debe excluir alguno del 
análisis. Distribuir los animales tratados en las cajas disponibles, de manera 
que por cada una se encuentren animales con tratamientos distintos de 
estándar y al menos una de las muestras. Tratar 3 animales con 0,5 ml del 
diluyente y ubicarlos en cajas con animales tratados con muestra y estándar.

•	 A las 96 h posinyección, realizar el sangrado de los animales por punción 
de la vena submandibular. Recoger al menos 100 µl de sangre en anticoa-
gulante K3–EDTA. Codificar cada muestra de sangre con números y letras 
indicando número de caja, número de animal y tratamiento recibido, lo 
cual permitirá la identificación inequívoca de cada animal. 

•	 Coloración de reticulocitos: manteniendo el orden del sangrado, realizar 
una dilución final 1/500 de las muestras de sangre en PBS/EDTA (para esto 
realizar una dilución intermedia 1/10). Para la coloración realizar dilución 
al medio de las muestras prediluidas en PBS/EDTA conteniendo naranja de 
tiazol (THO) a la concentración 0,2 µg/ml. Preparar un pool de muestras que 
se incubarán con buffer sin colorante para control de autofluorescencia. 
Incubar la coloración en oscuridad por al menos 30 min a temperatura 
ambiente. 

•	 Determinación del porcentaje de reticulocitos por citometría de flujo: 
realizar el chequeo de linealidad del láser con las perlas para alineación 
apropiadas de acuerdo con el equipo. Adquirir una muestra sin colorear 
y verificar que la población de glóbulos rojos delimitada en el gráfico 
biparamétrico FSC vs. SSC sea mayor al 95 % de los eventos colectados. 
Determinar la autofluorescencia en el canal donde se colecta el THO 
(530/30) de las células delimitadas en el gráfico anterior en un gráfico 
biparamétrico FSC vs. Fluorescencia de THO. Adquirir 10.000 eventos para 
cada tubo con las muestras coloreadas. Guardar las adquisiciones para 
posterior análisis e impresión.

•	 Criterio de aceptación del ensayo: la media de porcentaje de reticulocitos 
medido para los animales tratados con la dilución más baja del estándar 
debe ser mayor o igual a la media más un desvío estándar del porcentaje 
de reticulocitos obtenido para el grupo de ratones control. Para la curva 
estándar, debe existir una diferencia de al menos un 1 % en la media del 
porcentaje de reticulocitos medidos para los animales tratados con la dosis 
más elevada y la más diluida.
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•	 Cálculos y expresión de resultados: podrán ser excluidos para el cálculo de 
potencia aquellos valores de reticulocitos fuera de tendencia identificados 
como tales, o que tengan alguna observación técnica informada durante la 
ejecución del método que justifique el valor fuera de tendencia. Calcular 
la potencia de las muestras analizadas. Expresar el resultado para cada 
muestra en UI/ml o por mg según corresponda, acompañado por los límites 
fiduciales relativos. La potencia estimada debe estar entre el 80 % y el 125 
% de la potencia declarada. Los límites fiduciales del error de la potencia 
estimada (P=0,95) no deben ser menor que el 64 % ni mayor que el 156 % 
de la potencia declarada.

Protocolo 4: Determinación de potencia de la FSH en ratas (Farmacopea 
Europea 8.1)

La actividad folículo estimulante de la hormona es estimada comparando 
bajo ciertas condiciones su efecto en el crecimiento de ovarios de ratas 
inmaduras tratadas con gonadotrofina coriónica con el mismo efecto de la 
preparación del Estándar Internacional de hFSH o de una preparación de 
referencia calibrada en UI. 

Materiales

•	 Solución de buffer diluyente.
•	 Estándar Internacional FSH (NIBSC code: 83/575).
•	 Material de cirugía.
•	 Balanza analítica.
•	 Tubos estériles.
•	 Jeringas 1 ml y agujas 25G.
•	 Micropipetas automáticas.
•	 Ratas hembras inmaduras de la cepa Sprague Dawley de 19–28 días de vida. 
•	 Sala de experimentación de animales en condiciones controladas.
•	 Jaulas acondicionadas con biberones y comida ad libitum.

Método

•	 Se emplean ratas hembras inmaduras de la cepa Sprague Dawley de 19–28 
días de vida, con una diferencia de edad entre ellas de no más de tres días 
y con una diferencia de peso de no más de 10 g. Se asignarán las ratas al 
azar en 6 grupos de 5 ratas cada uno. 

•	 Se elegirán 3 dosis de la preparación de referencia y 3 dosis de la pre-
paración a ser testeada, tal que la dosis menor produzca una respuesta 
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positiva en algunas ratas y que la dosis máxima no produzca una respuesta 
máxima en todas las ratas. Usar las dosis en progresión geométrica. Como 
aproximación inicial se pueden probar dosis totales de 1,5; 3 y 6 UI. Tener 
en cuenta que la dosis dependerá de la sensibilidad de la cepa de ratas 
utilizada, la cual puede variar ampliamente. 

•	 Disolver separadamente las cantidades totales de la preparación a ser 
testada y del estándar correspondiente a las dosis diarias a ser utilizadas, 
en suficiente PBS pH 7,2 tal que la dosis diaria sea administrada en un 
volumen de 0,5 ml. La solución de buffer en la dosis diaria debe contener 
no menos de 14 UI de gonadotrofina coriónica humana (hCG) para asegurar 
una luteinización completa. Agregar un conservante antimicrobiano apro-
piado tal como 4 g/l fenol o eventualmente 0,02 g/l timerosal. Almacenar 
las soluciones a 5 ± 3 °C.

•	 Inyectar cada grupo por vía subcutánea con una dosis de la preparación del 
estándar o una dosis de la preparación a evaluar. Las dosis serán: 1,5; 3 y 6 UI 
para ambas preparaciones. La FSH se diluirá en PBS conteniendo albúmina y 
hCG en un volumen final de 500 µl a administrarse cada vez, utilizando aguja 
25G. Las inyecciones se repetirán a las 24 y 48 h de transcurrida la primera 
dosis, y a las 72 h las ratas serán pesadas y posteriormente sacrificadas por 
inhalación de CO2 para disecar los ovarios y pesarlos. Remover todo fluido 
extraovárico y tejido de los ovarios. Pesar los dos ovarios combinados de 
cada rata inmediatamente. Según farmacopea, se realizarán los ensayos 
estadísticos sugeridos (análisis de covarianza), utilizando la masa de los 
dos ovarios combinados como respuesta. Se podrá realizar una corrección 
de la masa de los órganos tomando como referencia la masa de la rata de 
la cual fueron tomados. La potencia estimada estará entre 80 % y 125 % de 
la potencia establecida. Los intervalos de confianza (P=0.95) de la potencia 
estimada estarán entre 64 % y 156 % de la potencia establecida.
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13.1. introducción

Las proteínas recombinantes de uso terapéutico han despertado el interés 
de múltiples compañías biotecnológicas debido a su impacto en el control 
de múltiples enfermedades humanas, desde infecciones microbianas hasta 
su uso para el tratamiento de diversos cánceres y artritis. Por este motivo 
no resultan sorprendentes los inagotables esfuerzos realizados con el fin de 
desarrollar bioterapéuticos capaces de generar una respuesta biológica eficaz 
y sostenida en el tiempo. En la mayoría de los casos se trata de proteínas 
prácticamente idénticas a las producidas por el organismo humano tales como 
citoquinas (Scagnolari et al., 2002), factores de crecimiento (Basser et al., 2002; 
Haznedaroglu et al., 2002; Herzik et al., 2003) y anticuerpos monoclonales (Kim 
et al., 2003). Sin embargo, se han reportado numerosos casos de respuestas 
inmunológicas desarrolladas como consecuencia de la administración de 
dichas drogas (Koren et al., 2002; Stein et al., 2002; Ryff et al., 2002).

La prevalencia de los anticuerpos desarrollados varía desde menos de 
1 % para drogas tales como el activador plasminógeno de tejidos, Activase® 
(Genentech, USA) (Nilsson et al., 2002) hasta un 70 % para drogas tales 
como OKT3, un anticuerpo monoclonal IgG2a (Chatenoud, 1993; Jensen et al., 
1996). Esta respuesta indeseable puede producir diversos efectos de variada 
complejidad y gravedad según las circunstancias. Las consecuencias más 
comunes son las reacciones de hipersensibilidad, anafilaxias, enfermedades 
autoinmunes o una disminución de la eficacia del tratamiento debido al 
desarrollo de anticuerpos neutralizantes contra la droga (ADA, por las siglas 
en inglés anti–drug antibody) (Barbosa et al., 2006; De Groot y Scott, 2007; 
Koren et al., 2007; Barbosa y Celis, 2007; Tatarewicz et al., 2007).

Por estos motivos, las agencias encargadas de regular la calidad de estos 
productos en distintas partes del mundo han desarrollado minuciosas guías 
que permiten evaluar las distintas características de estos productos (Barbosa 
et al., 2011). Entre ellas, el análisis de la inmunogenicidad de los bioterapé-
uticos ocupa un lugar de preponderancia.

Diversos factores que conducen a la generación de anticuerpos neutra-
lizantes y al desarrollo de una respuesta celular proinflamatoria han sido 
descriptos. Estos se dividen principalmente en aquellos factores relacionados 
con el individuo (genotipo, enfermedades asociadas y medicación) y aquellos 
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vinculados específicamente con el producto. En particular, con relación a los 
últimos, se encuentran:

1.	 Factores extrínsecos (Diaz et al., 1994): ruta de administración, dosis, 
formulación, agregados, glicosilación y contaminantes. La contamina-
ción del producto con agentes proinflamatorios o compuestos inespe-
cíficos mitogénicos tales como el LPS (lipopolisacárido bacteriano) y el 
desarrollo de agregados pueden generar una señal crítica y requerida 
para la inducción de anticuerpos. Más aún las proteínas que pierden 
su conformación nativa durante la formulación pueden ser más inmu-
nogénicas que sus contrapartes intactas (Tovey y Lallemand, 2010), 
debido a que estos productos pueden presentar nuevos epitopes que 
podrían no estar presentes en la molécula original y ser reconoci-
dos por linfocitos B, conduciendo a la estimulación de una respuesta 
inmune (Josik et al., 1999). En contraste, la glicosilación que se produce 
durante la biosíntesis del producto podría reducir la inmunogenicidad 
del mismo debido a su capacidad de enmascarar potenciales epitopes 
y su consecuente reconocimiento (Carbone y Gleeson, 1997).

2.	 Factores intrínsecos: la presencia de epitopes inmunogénicos que 
conducen a la formación de anticuerpos. En este sentido y en contraste 
con lo antes expuesto, la presencia de azúcares producidos por la 
célula huésped, que luego del procesamiento antigénico acompañan 
a ciertos péptidos, puede también dar lugar a la generación de nuevos 
epitopes y a una respuesta inmunológica subsecuente.

Los primeros factores (extrínsecos) han sido sorteados satisfactoriamente 
en la mayoría de los casos por medio de un proceso productivo cuidadoso 
como así también mejoras en la etapa de purificación.

Asimismo, se han logrado buenos resultados mediante el uso de exci-
pientes que estabilizan al bioterapéutico, como así también por medio de la 
introducción de residuos de polietilenglicol.

Sin embargo, los factores intrínsecos constituyen un verdadero desafío 
ya que la activación de linfocitos B contribuye al desarrollo de anticuerpos, 
incluso en aquellos casos donde el terapéutico es prácticamente idéntico a 
la proteína autóloga. La activación de linfocitos B puede ser de dos tipos, 
independiente de linfocitos T (T–independiente) o dependiente de linfocitos 
T (T–dependiente). En el primer caso, ciertas características estructurales en 
la molécula, tales como repeticiones poliméricas, constituyen las señales 
requeridas para estimular la activación de un determinado grupo de linfo-
citos B. Los anticuerpos desarrollados como consecuencia de la activación 
son fundamentalmente del isotipo IgM de baja afinidad.

En contraste, la activación dependiente de linfocitos T está relacionada fun-
damentalmente con la estructura primaria de la proteína. En este escenario, la 
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molécula es endocitada, procesada y los péptidos resultantes son presentados 
en la superficie de las células presentadoras de antígenos (CPA) tales cómo 
las células dendríticas, macrófagos y linfocitos B, en el contexto del Complejo 
Mayor de Histocompatibilidad (CMH) de clase II. Estas secuencias pueden en 
algunos casos ser reconocidas por los linfocitos T «colaboradores» (a través de 
su receptor en la superficie celular, conocido como TCR por sus siglas en inglés, 
T Cell Receptor) y desencadenar una respuesta inmune que conduce a la activa-
ción de linfocitos B y la consecuente producción de anticuerpos neutralizantes. 
La diferencia fundamental entre los dos tipos de respuestas (independiente y 
dependiente de linfocitos T) radica en que en la segunda los anticuerpos desar-
rollados son del isotipo IgG, presentan una mayor especificidad y afinidad y son 
generados de manera más prolongada y sostenida en el tiempo. La activación 
de linfocitos B dependiente de linfocitos T comienza cuando un determinado 
grupo de linfocitos B interacciona con epitopes específicos de la proteína a tra-
vés de receptores antigénicos (IgM/IgD) en la superficie celular. Esta interacción 
con el antígeno induce a los receptores a iniciar una señal de activación (señal 
1). Esta señal promueve la internalización de la proteína completa que será 
luego procesada en pequeños epitopes peptídicos. Estos epitopes son luego 
«presentados» dentro del «bolsillo» del CMH de clase II sobre la superficie del 
linfocito B. Estas células coexpresan además la molécula CD40 en su superficie.

Cuando los linfocitos T colaboradores (o «helper», Th) previamente activa-
dos, interactúan a través de su TCR y el ligando de la molécula CD40 (CD154) con 
los complejos epitope–CMH de clase II y con CD40 (en la superficie del linfocito 
B), desencadenan la señal 2. Esta señal activa al linfocito B y los linfocitos T 
producen, entre otras, la citoquina IL–4 (interleuquina–4, en una respuesta de 
linfocitos Th de tipo 2) o IFN–γ (interferón gamma, en una respuesta delin-
focitos Th de tipo 1) produciéndose la maduración de la respuesta inmune.

En el presente capítulo se describirá en detalle la respuesta inmunológica 
contra el terapéutico mediada por los linfocitos T, debido a que dicha res-
puesta es más intensa, específica y sostenida en el tiempo.

13.2. procesamiento y presentación antigénica de las 
glicoproteínas terapéuticas

13.2.1. Reconocimiento de glicoproteínas por las células presentadoras 
de antígenos

En general, las glicosilaciones que se producen en forma natural generan 
glúcidos de tipo N y de tipo O. En los primeros, la N–acetilglucosamina se 
une a la cadena lateral amida de un residuo de asparagina, mientras que en 
la segunda, el azúcar es adicionado a un grupo oxidrilo de serina, treonina 
o tirosina (Buskas et al., 2006). 
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En un comienzo la glicosilación fue considerada como una modificación 
postraduccional exclusiva de los organismos eucariotas. Sin embargo, con 
el advenimiento y mejoras de las técnicas analíticas, se pudo demostrar que 
las bacterias también son capaces de producir O y N–glicoproteínas (Calo et 
al., 2010; Nothaft et al., 2010).

La glicosilación tiene un impacto muy importante en las distintas etapas 
del reconocimiento antigénico, procesamiento intracelular y en la presen-
tación antigénica. 

Con respecto a la primera etapa, las células presentadoras de antígenos 
profesionales (células dendríticas, macrófagos y linfocitos B) realizan un per-
manente monitoreo de las proteínas en el espacio que las circunda. Dichas 
células expresan receptores específicos que les permiten reconocer deter-
minados azúcares. Entre ellos se destacan el grupo de receptores de lectinas 
de tipo C: DC–SIGN, DEC–205, dectina–1 y langerina. Estas proteínas presentan 
dominios estructurales altamente conservados, algunos de los cuales son 
capaces de unir azúcares microbianos mientras que otros se especializan en 
el reconocimiento de carbohidratos producidos naturalmente por las células 
humanas (endógenos) modificados. En particular, DC–SIGN es un receptor no 
solo capaz de reconocer glicanos presentes en proteínas virales y fúngicas, 
sino también en glicoproteínas humanas.

Luego del reconocimiento antigénico una cascada de eventos de señali-
zación intracelular tiene lugar con el fin de activar la CPA. Estos receptores 
también actúan como mediadores de la endocitosis, promoviendo la interna-
lización de la glicoproteína y su degradación, para su posterior presentación 
antigénica (Osorio y Reis e Sousa, 2011).

13.2.2. Procesamiento intracelular de glicoproteínas

Como se comentó previamente, la presencia de glicanos puede favorecer el 
reconocimiento e internalización de las glicoproteínas. De una manera aná-
loga, los glicanos pueden ejercer un rol durante el procesamiento intracelular, 
influyendo en la degradación proteolítica de las glicoproteínas. En general, 
los glicanos cercanos a los sitios de clivaje pueden bloquear la proteólisis 
(Hanisch y Ninkovic, 2006). Esto reviste gran importancia en la etapa de diseño 
del terapéutico, ya que la correcta elección de los sitios de adición de los 
glicanos tendrá efectos directos en su procesamiento antigénico y por ende 
en evitar el desarrollo de una respuesta inmune no deseada.

La glicosilación puede afectar el reconocimiento por parte de las proteasas 
bloqueando o enmascarando su sitio de acción. En adición los N–glicanos 
pueden bloquear los anticuerpos neutralizantes y evitar así el acceso a los 
sitios activos de la glicoproteína terapéutica.

La O–glicosilación también puede influir sobre el procesamiento antigénico 
en el proteasoma.
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Si bien, los glicopéptidos que contienen los motivos GalNAc o Gal–GalNAc pue-
den ser procesados proteolíticamente, su eficacia está íntimamente ligada con 
la abundancia, posición y longitud del glicopéptido (Ninkovic y Hanisch, 2007).

13.2.3. Presentación antigénica

Una vez que la glicoproteína es procesada en el interior de la CPA, los péptidos 
resultantes deben ser alojados en el «surco» o «bolsillo» de la molécula del 
CMH humano de manera tal de ser presentada en la superficie celular a los 
linfocitos T circulantes.

Existe evidencia que demuestra que los glúcidos pueden resistir la degra-
dación lisosomal y por lo tanto permanecer unidos a los péptidos resultantes 
y luego asociarse a las moléculas del CMH de clase II. Una situación similar 
ocurre con los glicopéptidos provistos de glúcidos O–unidos y su interacción 
con las moléculas del CMH de clase I. Sin embargo, un escenario diferente 
tiene lugar para los glúcidos N–unidos, donde los N–glicanos deben ser remo-
vidos antes de alcanzar el inmunoproteasoma (Werdelin et al., 2002; Purcell et 
al., 2008; Petersen et al., 2009). Consecuentemente, la de–glicosilación puede 
conducir a la conversión de asparagina a ácido aspártico y de esta manera 
dar lugar a la generación de un nuevo epitope potencialmente inmunogénico 
(Altrich–VanLith et al., 2006). Teniendo en cuenta que la vía de presentación 
antigénica que prevalece ante la administración de una glicoproteína terapé-
utica es la mediada por el CMH de clase II, la generación de nuevos epitopes 
en este contexto resulta un escenario poco probable. Sin embargo, no debe 
descartarse la posibilidad de que exista presentación antigénica cruzada, en 
especial si la CPA es una célula dendrítica.

En adición, la existencia de una población de linfocitos T capaces de reco-
nocer específicamente los complejos glicopéptido–CMH de clase I y II, refuerza 
la idea de que los glúcidos pueden ser presentados en conjunto con péptidos 
derivados de la digestión proteolítica (Dengjel y Stevanovic, 2006).

Sin embargo, existen restricciones con respecto a las características y 
posición de los glúcidos unidos al péptido. La evidencia sugiere que los 
glúcidos unidos deben ser relativamente cortos y ubicados en posiciones 
que no comprometan el anclaje del péptido a la molécula del CMH (Hanisch 
y Ninkovic, 2006; Petersen et al., 2009).

13.2.4. Activación de linfocitos T

Los linfocitos T son capaces de reconocer péptidos lineales presentados en el 
contexto de las moléculas del CMH. En particular, los linfocitos T colaboradores 
reconocen complejos péptidos–CMH de clase II, mientras que los linfocitos T 
citotóxicos unen péptidos presentados en el contexto de las moléculas del 



305

CMH de clase I. Si bien en un comienzo se pensó que los linfocitos T eran 
solo capaces de reconocer péptidos asociados a azúcares simples, más tarde 
se demostró que existe una población de células T con la capacidad de unir 
polisacáridos. Debido a esta característica distintiva, a esta población parti-
cular de linfocitos T se la denominó Tcarbs (Avci et al., 2011).

Más tarde se pudo demostrar que ciertos glicopéptidos pueden activar 
clones de linfocitos T específicos e inducir la producción de citoquinas tales 
como IL–2 e IL–4, claves para la activación y diferenciación de linfocitos B 
productores de anticuerpos.

En resumen, la degradación intracelular de las glicoproteínas de uso terapé-
utico humano da lugar a péptidos que luego pueden ser presentados en el 
contexto de las moléculas del CMH humano de clase II y en menor medida de 
clase I. En algunos casos estos péptidos contienen glicanos y dan lugar a glico-
péptidos que potencialmente pueden ser reconocidos por ciertos clones de lin-
focitos T. Asimismo, los péptidos que no porten ningún glicano también podrán 
ser reconocidos por algunos linfocitos T circulantes. Consecuentemente, en 
uno o ambos escenarios una respuesta inmunológica indeseada se desenca-
denará, con resultados de variada complejidad y gravedad.

13.2.5. Respuesta inmunológica mediada por linfocitos Th1 y Th2

La activación inicial de los linfocitos T vírgenes se produce principalmente 
en los órganos linfoides secundarios a través del reconocimiento de pép-
tidos antigénicos presentados por células dendríticas maduras. El recono-
cimiento antigénico conduce a la activación linfocitaria con la consecuente 
generación de diversas respuestas que incluyen un aumento en el número 
de células, proceso conocido como expansión clonal y a la diferenciación 
o compromiso linfocitario en un determinado perfil efector (Abbas et al., 
2011). En el caso de los linfocitos T colaboradores dicha diferenciación 
posibilita el desarrollo de perfiles especializados en una determinada res-
puesta inmune específica.

En la actualidad, los perfiles efectores más frecuentemente evaluados en 
el curso del estudio de la inmunogenicidad de proteínas terapéuticas son 
los perfiles Th1 y Th2. Ambos se caracterizan por la producción de un set de 
citoquinas. El perfil Th1 incluye las citoquinas IFN–γ, IL–2 y TNF–α (factor de 
necrosis tumoral–α), mientras que los linfocitos T comprometidos en un perfil 
Th2 secretan IL–4, IL–5 e IL–13.

Como se mencionó anteriormente el desarrollo de una respuesta humo-
ral mediada por la colaboración de linfocitos T da lugar a la generación de 
anticuerpos del isotipo IgG. Asimismo, la polarización de linfocitos T hacia 
un dado perfil también se correlaciona con la inducción de una determinada 
subclase de anticuerpo. De esta manera, la subpoblación Th1 ha sido asociada 
con el desarrollo de anticuerpos IgG1 e IgG2, mientras que la respuesta Th2, 
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con la producción de anticuerpos IgG4. El desarrollo de una u otra respuesta 
puede acarrear un impacto directo en la eficacia de la terapia.

Un caso que ejemplifica lo expuesto es la terapia con FVIII recombinante 
humano en pacientes hemofílicos. El predominio de una respuesta Th2 
condujo al desarrollo de anticuerpos IgG4 neutralizantes y altamente inhi-
bidores y consecuentemente a una disminución severa de la eficacia del trata-
miento (Reding et al., 2002). Sin embargo, en pacientes previamente tratados 
con agentes inmunosupresores, la terapia con FVIII condujo al desarrollo de 
una respuesta Th1 y anticuerpos IgG1 e IgG2 que no produjeron un impacto 
marcado en la eficacia de la terapia (Reding, 2006).

13.3. herramientas para la evaluación de la 
inmunogenicidad de glicoproteínas de uso terapéutico

13.3.1. Predicción de la inmunogenicidad de glicoproteínas mediante 
análisis inmunoinformático y validación experimental

Actualmente, se disponen de modelos estructurales de las distintas molé-
culas del CMH. 

En el caso de las glicoproteínas terapéuticas, por ser proteínas extrace-
lulares, su presentación antigénica predominante es la mediada por las 
moléculas del CMH de clase II.

Debido a las características estructurales de las moléculas de clase II, los 
algoritmos disponibles para la determinación de la antigenicidad potencial 
presentan una precisión menor que los de clase I. Sin embargo, con el fin 
de economizar tiempo y costos, esta plataforma es ampliamente utilizada.

La estrategia consiste en la predicción de la inmunogenicidad global de la 
proteína por medio de algoritmos capaces de asignar un score de inmunoge-
nicidad generado a partir del contenido de epitopes que son potencialmente 
capaces de unirse a las moléculas del CMH humano. Este score no solo permite 
tener una noción del riesgo inmunogénico potencial sino además comparar 
la inmunogenicidad de distintas proteínas. Existen diversos algoritmos infor-
máticos capaces de realizar tal predicción y se diferencian fundamentalmente 
en su capacidad para predecir con certeza la inmunogenicidad global y los 
epitopes dentro de la proteína.

Estas pequeñas secuencias pueden ser reconocidas por más de un tipo de 
molécula del CMH de clase II (epitopes promiscuos) y por lo tanto dar lugar 
a una respuesta inmune en una mayor porción de la población mundial. En 
general, el resultado de esta búsqueda arroja una variedad de secuencias, 
donde determinados residuos llamados de «anclaje», contactan directa-
mente con el «bolsillo» formado por las moléculas que conforman el CMH 
y los restantes están comprometidos en la unión al receptor del linfocito T 
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(TCR). Asimismo, los residuos que flanquean a esta secuencia núcleo resultan 
fundamentales para la estabilización de las interacciones CMH–péptido–TCR.

Una vez identificados los epitopes potencialmente inmunogénicos y pro-
miscuos, el siguiente paso consiste en agruparlos formando péptidos de 
entre 15 y 25 aminoácidos, de manera tal de realizar los ensayos de valida-
ción experimental con un número menor de secuencias que incluyan a uno 
o más epitopes.

El ensayo de validación experimental más empleado consiste en evaluar 
la capacidad de interacción in vitro de los péptidos sintéticos a los distintos 
tipos de moléculas del CMH de clase II (alelos). En general, los alelos más 
frecuentemente analizados son DRB1*0101, DRB1*0301, DRB1*0401, DRB1*0701, 
DRB1*0801, DRB1*1101, DRB1*1301 y DRB1*1501, que representan más del 90 
% de la diversidad alélica de la población humana. Este ensayo se basa en la 
capacidad de cada péptido analizado para competir por la unión al «bolsillo» 
del CMH contra un péptido de referencia, generalmente conjugado a una molé-
cula de detección, por ejemplo Biotina. Luego, estos complejos se transfieren 
a una placa de múltiples pocillos donde previamente se ha preadsorbido 
un anticuerpo de unión al CMH humano. Finalmente, se realiza la detección 
mediante la incubación con estreptavidina conjugada a una molécula señal 
(por ejemplo, europio) y a partir de la cuantificación de la intensidad de 
fluorescencia se puede estimar la afinidad relativa de unión del péptido de 
interés a la molécula del CMH. De esta manera, aquellos péptidos que pre-
senten una alta afinidad de unión por las moléculas del CMH darán lugar a una 
señal menor que aquellos péptidos que se unen débilmente a dicha molécula.

13.3.2. Evaluación in vitro de la inmunogenicidad

Si bien los algoritmos inmunoinformáticos resultan de gran utilidad, no 
contemplan la presencia de glicanos unidos a los péptidos. Por este motivo 
resulta esencial complementar estos resultados con metodologías que inclu-
yan la incubación de la proteína de interés con células del sistema inmune 
humano. En este sentido, el uso de células mononucleares de sangre periférica 
(CMSP) humana constituye una alternativa muy atractiva. Este ensayo intenta 
imitar una situación similar a la que se desarrollaría cuando la proteína es 
administrada a un paciente, ya que intervienen algunos de los protagonistas 
celulares presentes en el sistema inmune humano.

Las alternativas disponibles en la actualidad incluyen la incubación directa de 
células mononucleares de sangre periférica humana con la proteína de interés 
(Wullner et al., 2010) o ensayos más refinados que incluyen la purificación adi-
cional de ciertas poblaciones celulares. Con respecto a la primera estrategia, 
la ventaja más distintiva es el ahorro de tiempo y esfuerzo, ya que luego de la 
obtención de las células mononucleares, el ensayo solo consiste en incubar estas 
muestras con la proteína de interés en forma reiterada de manera de tal de lograr 
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un enriquecimiento en aquellos clones de linfocitos T específicos para la proteína 
analizada. Para facilitar la activación in vitro de las células T se adicionan cito-
quinas tales IL–2 e IL–7 en bajas concentraciones. Luego, el ensayo de evaluación 
de la activación linfocitaria se realiza mediante ensayos de ELISA o ELISPot. En 
general, las citoquinas evaluadas para determinar la activación linfocitaria son 
IFN–γ e IL–4, que representan los perfiles Th1 y Th2, respectivamente.

Si bien esta estrategia es utilizada ampliamente debido a la relativa sen-
cillez en su concreción, presenta ciertas limitaciones. Por ejemplo, el número 
de células dendríticas presentes en la muestra es muy bajo y en general estas 
células son susceptibles a los procesos de congelamiento/descongelamiento. 
Esto último genera la necesidad de realizar los ensayos con muestras frescas. 
Por otra parte, su uso está restringido a aquellas proteínas que no presentan 
efectos inmunomoduladores sobre los linfocitos T. Por lo tanto, este sistema 
no resulta apropiado, por ejemplo, para evaluar la inmunogenicidad de los 
interferones de tipo I, debido a su actividad antiproliferativa (Jones et al., 
2004) e inmunomoguladora.

La segunda estrategia disponible resulta más laboriosa pero al mismo 
tiempo más confiable y no presenta las limitaciones antes mencionadas 
(Jaber y Baker, 2007; Mufarrege et al., 2017). Luego de purificar las células 
mononucleares humanas, se aíslan los monocitos mediante adherencia 
al plástico o a través de micro beads. La segunda alternativa es más cos-
tosa pero permite obtener los monocitos con un alto grado de pureza. 
Los monocitos son luego diferenciados a células dendríticas inmaduras 
mediante un cóctel de citoquinas que incluye factor estimulante de colo-
nias de granulocitos y macrófagos (GM–CSF) e IL–4. Luego de seis días de 
diferenciación, las células dendríticas son incubadas con la proteína de 
interés y posteriormente diferenciadas a un fenotipo maduro mediante el 
agregado de TNF al medio de cultivo. Finalmente, luego de dos a cuatro días 
de maduración, las células dendríticas son incubadas con los linfocitos T 
autólogos y se determina la activación linfocitaria por medio de la cuanti-
ficación de citoquinas o clones productores de tales citoquinas, mediante 
ELISA o ELISPot, respectivamente.

13.3.3. Estudio in vivo de la inmunogenicidad

Si bien el ensayo de cuantificación de citoquinas (IFN–γ e IL–4) a partir de CMSP 
representa en buena medida el comportamiento de los protagonistas celu-
lares del sistema inmune humano, es aún una técnica ex vivo. Por tal motivo, 
es conveniente en la medida de lo posible, confirmar estos resultados a través 
de estudios que involucran el trabajo con animales de experimentación, en 
este caso, ratones transgénicos. La ventaja adicional de este tipo de ensayos 
con respecto a los ensayos ex vivo con CMSP humanas, es la posibilidad de 
determinar una respuesta humoral contra el terapéutico.
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Históricamente se han empleados los ratones como modelo animal en 
una amplia variedad de estudios para determinar la inmunogenicidad de 
proteínas humanas, debido a la gran similitud en los sistemas inmunológicos 
de dichos organismos. Sin embargo, existen aún diferencias relevantes entre 
ambos sistemas, principalmente entre aquellas proteínas que componen el 
CMH (en humanos denominado HLA y en ratón H–2). Esto trae aparejado que 
la presentación antigénica en ambos sistemas sea diferente y por lo tanto 
que la respuesta inmune consecuente, también lo sea. Para salvar esta difi-
cultad se han desarrollado ratones transgénicos que no expresan ninguna 
proteína del CMH de ratón pero que por el contrario han sido modificados 
genéticamente para que expresen ciertas moléculas del CMH humano. De 
esta manera, en la actualidad se dispone comercialmente de ratones con 
diversos fenotipos HLA–DR, por ejemplo HLA–DR1 (DRB1*0101), HLA–DR3 
(DRB1*0301) y HLA–DR4 (DRB1*0401). Estos ratones son capaces de «imitar» 
de manera más confiable una respuesta inmune humana que los ratones 
de tipo salvaje o wild type.

Los protocolos de inmunización generalmente incluyen dos o tres ino-
culaciones con las proteínas de interés (en distintas concentraciones) y se 
realizan en forma intravenosa, intramuscular, subcutánea o intraperitoneal 
en función de la proteína y volumen administrado.

Una vez finalizado el protocolo de inmunizaciones (aproximadamente unos 
45 días) se extraen muestras de sangre, bazo y ganglios linfáticos. Con estas 
muestras se realizan ensayos de titulación de anticuerpos totales y neutra-
lizantes. Las células provenientes del bazo y ganglios linfáticos se incuban 
con la proteína de interés y se evalúa la activación linfocitaria mediante la 
cuantificación de citoquinas (IL–4 e IFN–γ murinas) mediante ensayos de ELISA.

En conjunto, los ensayos ex vivo e in vivo descriptos representan una muy 
buena estrategia experimental para el estudio de la inmunogenicidad de gli-
coproteínas de uso terapéutico humano en etapas preclínicas de desarrollo.

13.3.4. Microorganoides linfáticos humanos

Las plataformas antes descriptas representan las estrategias más empleadas 
en la actualidad para la evaluación preclínica de la inmunogenicidad de gli-
coproteínas de uso terapéutico humano. Sin embargo, presentan ciertas limi-
taciones. En primer lugar no representan la complejidad y especificidad del 
sistema inmune humano. Además, si bien los ratones humanizados han sido 
modificados de manera tal de expresar moléculas humanas en reemplazo de 
sus pares murinas, existen aún discrepancias en ciertas poblaciones celulares 
y componentes moleculares que restringen la posibilidad de correlacionar en 
forma directa el comportamiento en ambos sistemas. En adición, los aspectos 
éticos relacionados con el uso de animales de experimentación generan una 
motivación para el desarrollo de estrategias alternativas.



310

Con respecto a los ensayos ex vivo con CMSP humana, las suspensiones 
celulares carecen tanto de la funcionalidad del tejido como así también de 
la fisiología del órgano. Asimismo, presentan una limitación relacionada con 
su incapacidad de permanecer en cultivo por largos períodos de tiempo.

Hace unos años, en un intento por resolver estos inconvenientes, comenzó 
a gestarse la idea de desarrollar microorganoides linfáticos a partir de célu-
las estructurales y del sistema inmunológico humano (Lubitz y Giese, 2014).

Como se mencionó anteriormente, una fuente apropiada de células inmune 
es provista por las células mononucleares de sangre periférica, mientras que 
las células del estroma (estructurales) son obtenidas a partir de biopsias de 
nódulos linfáticos o médula ósea. Por razones de disponibilidad también 
se ha propuesto el uso de líneas celulares de fibroblastos. Las células del 
estroma resultan esenciales en este tipo de estrategia debido a que brindan 
el ambiente propicio para la inducción de la movilización (homing) y segrega-
ción linfocitaria. En adición, dirigen la formación del tejido y su organización 
estructural modulando en forma precisa el balance entre estado estacionario 
e inflamación (Giese et al., 2010).

Las células del sistema inmune y del estroma son luego combinadas con 
matrices artificiales con el fin de establecer estructuras 3D que imitan el 
ambiente tisular.

Estos sistemas pueden ser mantenidos en cultivo durante varias semanas 
y permitir de esta manera no solo realizar repetidas dosis de la proteína 
terapéutica de interés, sino además evaluar la posible respuesta humoral 
contra la misma. La plataforma, además, se constituye en un sistema biorreac-
tor perfundido por lo que, por un lado, se realiza la provisión de medio de 
cultivo fresco y, por el otro, la cosecha de sobrenadante para el monitoreo 
de citoquinas (respuesta inmune celular) y anticuerpos (respuesta humoral).

Si bien esta plataforma resulta sumamente promisoria, existen ciertas difi-
cultades asociadas con la obtención de células primarias del estroma, como 
así también dificultades técnicas, como por ejemplo, evitar la citotoxicidad 
celular mediada por células NK (natural killer) y linfocitos T citotóxicos.

Por estos motivos, como se mencionó previamente, los ensayos ex vivo a par-
tir de cultivos en suspensión de células humanas e in vivo con animales trans-
génicos, continúan siendo en la actualidad las plataformas más empleadas.

13.4. Inmunogenicidad mediada por azúcares exógenos

Las células CHO (Chinese Hamster Ovary) presentan diversas características 
que las sitúan como la plataforma de elección en la producción de proteínas 
recombinantes de uso terapéutico. Entre ellas se destacan la vasta carac-
terización, la capacidad de crecer en suspensión, de adaptarse a medios 
de cultivo químicamente definidos y la resistencia a infecciones por virus 
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humanos. En conjunto, estas ventajas justifican el hecho de que actualmente 
más del 70 % de las proteínas terapéuticas se produzcan mediante el uso de 
esta línea celular (Kim et al., 2012). 

Sin embargo, un problema característico relacionado con la inmunogeni-
cidad de las glicoproteínas es la presencia de azúcares provenientes de la 
célula huésped empleada para su producción y no propias del organismo 
humano. Dos casos que ejemplifican claramente lo antes expuesto son el 
ácido glicolilneuramínico (Neu5Gc) y la galactosa–α–1,3–galactosa (αGal).

13.4.1. Ácido glicolilneuramínico

A diferencia de lo que ocurre en otros mamíferos, las células humanas no 
pueden sintetizar el Neu5Gc debido a una mutación irreversible en el gen 
CMAH que codifica para la enzima CMP– ácido N–acetilneuramínico hidroxilasa, 
encargada de producir CMP–Neu5Gc a partir de CMP– ácido N–acetilneura-
mínico (CMP–Neu5Ac) (Varki, 2007).

Las células CHO sintetizan la enzima CMP–N–acetilneuramínico hidroxilasa 
biológicamente activa. Por lo tanto, son capaces de generar Neu5Gc y adicio-
narlo a las proteínas glicosiladas que producen.

Por otra parte, el uso de células humanas no constituye una solución 
definitiva, ya que el Neu5Gc puede ser tomado desde el medio de cultivo 
y luego incorporado metabólicamente en las glicoproteínas que secretan 
(Bardor, 2005).

Los anticuerpos anti–Neu5Gc están presentes en todos los seres humanos. 
Más aún, en algunos casos los niveles son relativamente altos, alcanzando 
rangos de 0,1–0,2 % de las IgG en circulación (Tangvoranuntakul et al., 2003). 
En consecuencia, dichos anticuerpos preformados podrían unirse y neutrali-
zar la glicoproteína administrada, provocando una reducción de su eficacia.

Esto constituye una limitación al uso de las células CHO como plataforma 
de producción, motivo por el cual se realizaron numerosos esfuerzos con el 
fin de reducir el contenido de Neu5Gc en las glicoproteínas producidas en 
dichas células (Borys et al., 2009).

Una de las primeras estrategias consistió en incrementar la presión de 
CO2 durante el curso del cultivo celular. De esta manera, se logró reducir a la 
mitad el contenido de Neu5Gc en proteínas tales como el activador tisular 
del plasminógeno (tPA) sin alterar el contenido de ácido siálico total ni de 
otros monosacáridos en el mismo (Kimura y Miller, 1997).

Más tarde, mediante la manipulación del contenido de conjugados nucleó-
tido–azúcar (involucrados en la regulación del procesamiento de los glicanos) 
se redujo la ocurrencia de glicanos murino–específicos en proteínas recom-
binantes producidas en células NS0 (Baker et al., 2001).
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Con el advenimiento de las técnicas de ARN de interferencia, se lograron 
avances en la reducción de los niveles de la enzima CMP–N–acetilneuramínico 
hidroxilasa en células CHO. De esta manera, mediante una reducción del 
80 % en los niveles de actividad hidroxilasa se logró disminuir el contenido 
de residuos de Neu5Gc desde 4 % a 1 % (Chenu et al., 2003).

13.4.2. Galactosa–α–1,3–galactosa

Las células de origen murino producen una enzima conocida como α1,3–
galactosiltransferasa que cataliza la producción de glicanos que contienen 
residuos de α–Gal y es inactiva en humanos. Los productos generados a partir 
de estas líneas celulares contienen mayores niveles de α–Gal que aquellos 
provenientes de las líneas derivadas de hámster (BHK, Baby Hamster Kidney 
y CHO). Por ende, las proteínas producidas con líneas celulares murinas son 
potencialmente más inmunogénicas (Muchmore et al., 1989). Sin embargo, 
la enzima necesaria para producir este epitope también está presente en 
las células CHO.

Existe evidencia que demuestra la presencia de anticuerpos anti–α–Gal 
preexistentes en humanos (Padler–Karavani y Varki, 2011). Más aún, en 
pacientes con elevado contenido de anticuerpos anti–α–Gal se reportaron 
reacciones anafilácticas severas, como consecuencia del reconocimiento de 
este epitope en un anticuerpo monoclonal (Cetuximab) derivado de células 
Sp2/0 (Chung et al., 2008).

Distintas estrategias han sido abordadas con el fin de reducir la presencia 
de este epitope en las glicoproteínas producidas en forma recombinante. 
Existe evidencia que demuestra que ciertas modificaciones en las condi-
ciones del cultivo celular pueden producir cambios en la glicosilación. De 
esta manera, se ha logrado controlar la galactosilación modificando la dis-
ponibilidad de glucosa en el medio de cultivo (Liu et al., 2014). En adición, 
algunas estrategias alternativas incluyen la disrupción a nivel genético de la 
producción de la enzima α1,3–galactosiltransferasa (Dai et al., 2002).

13.5. estrategias para reducir la inmunogenicidad de 
glicoproteínas terapéuticas

Por lo antes expuesto, el estudio de la inmunogenicidad de glicoproteínas de 
uso terapéutico humano merece un lugar destacado en el control de calidad 
de las mismas. Este análisis debe realizarse tanto en la etapa preclínica de 
desarrollo del terapéutico como así también durante las distintas fases de 
los ensayos clínicos. 
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Diversas estrategias han sido abordadas con el fin de reducir el impacto 
potencial de una respuesta inmune indeseada en el paciente. Entre ellas, la 
identificación y remoción de las regiones potencialmente inmunogénicas de 
la glicoproteína como así también la coadministración de inmunosupresores 
son dos de las estrategias propuestas para reducir el riesgo de un quiebre 
en la tolerancia inmunológica hacia la droga administrada.

13.5.1. Remoción de los epitopes T (deinmunización)

Con el advenimiento de la inmunoinformática, el estudio de la inmunogenici-
dad de proteínas alcanzó mejoras notables, que se tradujeron no solo en una 
mayor precisión del análisis sino además en una reducción de tiempo y costos.

Como se mencionó anteriormente, en la actualidad se dispone de nume-
rosos algoritmos informáticos capaces de predecir con distintos grados de 
certeza, las regiones más inmunogénicas de una proteína terapéutica. Estas 
predicciones están basadas en la capacidad de un dado epitope de unir deter-
minadas moléculas del CMH humano y, por ende, de dar lugar al desarrollo de 
una respuesta inmune mediada por linfocitos T. Asimismo, estos algoritmos 
están dotados, en algunos casos, de herramientas iterativas que permiten 
evaluar el impacto de una modificación puntual en la inmunogenicidad del 
péptido que la contiene. El proceso de sustitución racional de aminoácidos 
directamente implicados en la inmunogenicidad de una proteína se lo conoce 
como deinmunización. Este proceso está basado en resultados obtenidos a 
través de un estudio inmunoinformático y confirmados mediante plataformas 
experimentales in vitro e in vivo que incluyen la comparación de la inmu-
nogenicidad de las nuevas muteínas con la proteína original.

En la actualidad, la deinmunización de proteínas terapéuticas está dando 
lugar al desarrollo de nuevas drogas con características sumamente pro-
misorias en la industria farmacéutica. Por medio de esta tecnología se han 
desarrollado versiones deinmunizadas de eritropoyetina (Tangri et al., 2005), 
factor VIII (Moise et al., 2011) e IFN–α2b (Mufarrege et al., 2017), entre otras 
glicoproteínas.

13.5.2. Tregitopes

Determinados linfocitos T son capaces de reconocer secuencias específicas 
de una proteína (epitopes) y desencadenar una respuesta inmunológica 
contra la misma. En contraste, existen péptidos capaces de ser reconocidos 
por linfocitos T específicos y generar una respuesta inmunosupresora. Estas 
secuencias fueron denominadas Tregitopes debido a su capacidad de activar 
linfocitos T reguladores (o Treg cells). Estos linfocitos, una vez activados, 
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secretan citoquinas tales como IL–10 y TGF–β (factor de crecimiento trans-
formante–β) que dan lugar a una regulación negativa de la respuesta inmune 
inflamatoria y por lo tanto favorecen la tolerancia inmunológica.

Los Tregitopes fueron descubiertos a partir de una búsqueda de epitopes 
potencialmente activadores de linfocitos T efectores en anticuerpos mono-
clonales (De Groot et al., 2008). Presentan características distintivas entre las 
que se destacan la elevada conservación de secuencia en proteínas autólogas 
similares, la capacidad de unirse a numerosas moléculas del CMH (epitopes 
promiscuos) y los linfocitos T que los reconocen presentan un fenotipo regu-
lador ya que una vez activados secretan IL–10, TGF–β y la proteina quimioa-
trayente de monocitos 1, MCP–1 (Schanen et al., 2011).

El cocultivo linfocitario in vitro de péptidos inmunogénicos con Tregitopes 
inhibe la proliferación de linfocitos T y la consecuente producción de citoqui-
nas proinflamatorias y quemoquinas. Debido a la capacidad de suprimir las 
respuestas inmunológicas T efectoras, estas secuencias han sido propuestas 
como posibles candidatas para reducir la inmunogenicidad de proteínas de 
uso terapéutico y para el tratamiento de enfermedades autoinmunes (Elyaman 
et al., 2011; Su et al., 2013).

13.6. conclusión

Las glicoproteínas recombinantes de uso terapéutico se presentan como una 
solución muy atractiva para el tratamiento de diversas enfermedades huma-
nas. Sin embargo, también se plantean interrogantes en cuanto a su eficacia 
y seguridad. Con relación a esto último, el estudio de su inmunogenicidad 
ocupa un lugar preponderante. Por lo tanto, el desarrollo de estrategias 
que establezcan escenarios que se correlacionen de manera precisa con los 
resultados de los ensayos clínicos, constituye un verdadero desafío para 
numerosos centros tecnológicos y agencias regulatorias.

La inmunoinformática y la ingeniería genética han brindado soluciones en 
este sentido, imprimiendo un fuerte impulso en la generación de herramien-
tas predictivas. Sin embargo, la brecha que aún existe entre los resultados 
provenientes de los sistemas ex vivo e in vivo y la información disponible de 
los ensayos clínicos, conlleva a la permanente búsqueda de nuevas plata-
formas que permitan predecir con certeza el potencial inmunogénico de las 
glicoproteínas terapéuticas.
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14.1. introducción

Una característica propia de los productos bioterapéuticos es su complejidad y 
su variabilidad. El enfoque tradicional para asegurar la calidad de un producto 
incluye la verificación de que cumple con especificaciones predeterminadas. 
Sin embargo, en la actualidad se entiende que eso no es suficiente, y es 
preciso el conocimiento profundo del producto y del proceso para evitar el 
rechazo de lotes por no cumplir con las especificaciones (Guerra et al., 2019).

La Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología 
Médica (ANMAT) define al Control de Calidad como la parte de las Buenas 
Prácticas de Manufactura (BPM) que concierne al muestreo, especificaciones 
y análisis, así como a los procedimientos de organización, documentación y 
autorización, que garantizan que todos los controles necesarios y adecuados 
han sido realmente efectuados, y que no se autorice el uso de materiales ni 
la expedición de productos para su venta o distribución, sin que su calidad 
haya sido juzgada como satisfactoria. El control de calidad no se limita a 
operaciones de laboratorio, debe estar involucrada en todas las decisiones 
concernientes a la calidad del producto (Disposición ANMAT 3602/2018, 2018).

De acuerdo con la mencionada disposición, los requisitos fundamentales 
de control de calidad son los siguientes: 
•	 Disponer de instalaciones y equipamiento adecuados, personal formado 

y procedimientos adecuados para el muestreo y análisis de materiales de 
partida, materiales de acondicionamiento, intermedios, graneles y pro-
ducto terminado y, cuando corresponda, para el control de las condiciones 
ambientales en lo que a BPF se refiere; 

•	 Disponer de personal y métodos aprobados para el muestreo de materiales 
de partida, material de acondicionamiento, producto intermedio, producto 
a granel y producto terminado; 

•	 Validar los métodos analíticos no compendiados en farmacopea argentina 
o internacionales; o se determina el grado de adecuación de los métodos 
codificados. 

•	 Registrar de forma manual y/o a través de otros medios de registro, que 
demuestran que realmente se han llevado a cabo los procedimientos 
requeridos de muestreo, inspección y análisis. Cualquier desviación debe 
quedar completamente registrada e investigada; 

Calidad de productos  
bioterapéuticos 
Guillermina Forno y Marina Etcheverrigaray
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•	 Garantizar que los productos terminados contienen las materias primas 
establecidas en la composición cualitativa y cuantitativa de la autorización 
de comercialización o de la autorización de ensayos clínicos, que estos son 
de la pureza requerida, se encuentran en los envases adecuados y están 
correctamente etiquetados; 

•	 Garantizar que los resultados de los controles y análisis de los materia-
les, intermedios, graneles y productos terminados, se registran y evalúan 
conforme a sus especificaciones. La evaluación incluye la revisión de la 
documentación de producción. 

•	 Guardar suficientes muestras de referencia de materiales de partida y de 
productos, en caso de necesidad, controles futuros. 

14.2. guías internacionales de calidad de medicamentos

El Consejo Internacional de armonización de los requisitos técnicos para el 
registro de medicamentos de uso humano (o ICH, por sus siglas en inglés) 
fue creado en 1990 y reúne a las autoridades reguladoras de medicamentos 
y principales compañías farmacéuticas de Europa, Japón y Estados Unidos 
para discutir aspectos científicos y técnicos de registro de productos farma-
céuticos. Este organismo desarrolló un conjunto de guías de dicadas a temas 
de calidad, cuyo listado se encuentra en la Tabla 14.1.

En particular, las denominadas ICH8, ICH9 e ICH10 proporcionan lineamientos 
para alcanzar la excelencia en la fabricación eficiente de medicamentos. Desde 
un punto de vista conceptual, se postula que la calidad del producto es incor-
porada en cada una de las etapas de su ciclo de vida y esto se logra en base 
a la creación y divulgación de conocimiento. A modo de resumen, los aportes 
provistos por cada una de estas guías pueden describirse de la siguiente manera:

14.2.1. ICH Q8. Desarrollo de Productos Farmacéuticos

Su objetivo fundamental es controlar en tiempo real los riesgos derivados 
de la variabilidad en la fabricación desde las etapas de desarrollo. Provee un 
resumen de las características de calidad de un producto que deben alcan-
zarse idealmente para asegurar su calidad, teniendo en cuenta el impacto en 
su seguridad y eficacia. Determina que la verificación de calidad del medi-
camento a lo largo de todo el proceso será posible solamente si se logra 
un conocimiento profundo del producto y de los procesos aplicados (ICH, 
2009). Las principales herramientas conceptuales derivadas de esta ICH son 
la Calidad por Diseño (QbD, Quality by Design), la definición de Espacios de 
Diseño y la implementación de las Tecnologías Analíticas de Procesos (PAT, 
Process Analytical Technologies) (Charoo y Ali, 2013; Rozet et al., 2015). 
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La Calidad por Diseño pretende el diseño de productos y procesos robustos. 
Para ello es indispensable definir adecuadamente el producto y los objetivos 
de calidad que se perseguirán en su diseño, lo que en conjunto se ha deno-
minado el «perfil de calidad del producto objetivo» (QTPP, Quality Target 
Product Profile). También es importante un adecuado conocimiento de los 
conceptos teóricos y los aspectos prácticos asociados al tipo de producto 
y para ello la experiencia de quien desarrolla el producto es determinante. 
De esta manera, será posible identificar los atributos críticos de calidad del 
producto (CQA, Critical Quality Attribute), de los materiales de partida (CMA, 
Critical Material Attribute) y los parámetros críticos de control del proceso 
(CPP, Critical Process Parameter), para efectuar el análisis de los riesgos aso-
ciados al producto y al proceso y para planear el conjunto de actividades de 
desarrollo de productos que se consideren pertinentes (Yu et al., 2014; Alt et 
al., 2016). Como ejemplo, algunos CQA comunes para los anticuerpos mono-
clonales son agregados, formas clivadas, impurezas de bajo peso molecular, 
modificaciones postraduccionales (por ejemplo, oxidación, deamidación y 
glicación), variantes en la secuencia de aminoácidos, heterogeneidad de 
carga, N–glicosilación (galactosilación, fucosilación, sialidación, entre otros), 
potencia biológica y unión a los receptores de Fc (Wang et al., 2018).

Tabla 14.1 Listado de Guías ICH de Calidad

Guía Aplicación

Estabilidad:  Q1A – Q1F

Laboratorios de fabricación de medicamentos 
de uso humano. Algunas también pueden 
alcanzar a laboratorios que fabriquen fármacos 
para uso veterinario, empresas fabricantes de 
alimentos tanto de consumo humano como 
animal y empresas fabricantes de productos 
cosméticos o de higiene, tanto de uso humano 
como animal.

Fotoestabilidad: Q1B

Validación Analítica:  Q2

Impurezas: Q3A – Q3D

Farmacopeas:  Q4 – Q4B

Calidad de los productos 
biotecnológicos: 

Q5A – Q5E

Especificaciones:  Q6A – Q6B

Buenas prácticas  
de manufactura: 

Q7

Desarrollo Farmacéutico Q8

Gestión de Riesgos  
de Calidad

Q9

Sistemas de Calidad 
Farmacéutico

Q10

Desarrollo y Producción 
de Sustancias Activas

Q11

Gestión del Ciclo de Vida Q12
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Por otra parte, el Espacio de Diseño es la combinación de las variables 
de entrada de cualquier operación unitaria que aseguran el mismo resul-
tado. En otras palabras, puede definirse como la combinación e interac-
ción multidimensional de variables de entrada y parámetros de proceso 
que hayan demostrado proporcionar un producto de calidad aceptable 
y predefinida. Trabajar dentro del Espacio de Diseño no se considera un 
cambio en las condiciones de operación. Sin embargo, una excursión fuera 
del Espacio de Diseño será considerado un cambio, y por lo tanto reque-
rirá un proceso regulatorio para que la autoridad sanitaria apruebe dicho 
cambio (Hakemeyer et al., 2016; Finkler y Krummen, 2016; Mishra et al., 2018; 
Peraman et al., 2015).

Diferentes herramientas estadísticas pueden facilitar la tarea de deli-
near un Espacio de Diseño ya que permiten evitar la estrategia tradicional 
de modificación de un parámetro por vez y utilizar en cambio estrategias 
que permiten estudiar el efecto en las respuestas de varios parámetros de 
entrada simultáneamente, e inclusive evaluar el efecto de las interacciones 
entre estos parámetros (Devebek et al., 2018; Tabora y Domagalski, 2017; 
N Politis et al., 2017).

Por ejemplo, en los diseños factoriales los parámetros del proceso son 
alterados intencional y simultáneamente, de acuerdo con una matriz prede-
terminada de combinaciones. Los factores se representan habitualmente con 
letras mayúsculas (A, B, C…) mientras que los niveles se designan como (+) o (-) 
1. Si existiera un nivel central, este se representa con el cero (0). Los diseños 
factoriales completos incluyen todas las combinaciones posibles de niveles y 
factores. El número de experimentos requerido sigue la siguiente expresión:

Número de experimentos = NivelesFactores

De esta manera, un diseño factorial completo de dos niveles y tres factores 
requerirá 8 experimentos. Los diseños factoriales tienen como problema 
principal el gran tamaño que representa el diseño ya que es preciso estudiar 
todas las combinaciones posibles de tratamientos. Como una alternativa, los 
diseños factoriales fraccionados representan una parte del diseño factorial 
completo y se utilizan típicamente cuando el número de factores es mayor 
a 4–5, con fines de screening ya que desprecian las interacciones de algunos 
o todos los atributos. Su principal limitación radica que algunos efectos de 
factores y/o de interacciones aparecen confundidos, es decir que implican 
una pérdida de información estadística. Por eso, se los utiliza frecuentemente 
para determinar de una lista de factores cuáles son aquellos sobre los que se 
realizará un experimento posterior con un diseño experimental no fraccionado 
(experimentación secuencial). Existe una variedad de programas estadísticos 
para diseñar experimentos y analizar los resultados experimentales, algunos 
de ellos son Design Expert (Stat–Ease Inc.), MODDE (Umetrics), DoE Fusion 
PRO (S–Matrix Corp.), STAVEX (Aicos), Minitab (Minitab Inc.) y JMP (SAS). Para 
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ejemplos sobre aplicaciones de Calidad por Diseño al desarrollo de biofár-
macos y de métodos analíticos ver Zurdo et al., 2017; Amadeo et al., 2011, 
Amadeo et al., 2014, Pathak et al., 2014.

Se considera que un proceso ha sido comprendido y se conoce adecuada-
mente cuando se han identificado todas las fuentes críticas de variabilidad 
y los atributos de calidad del producto pueden ser predefinidos de forma 
confiable. La Tecnología Analítica de Procesos (PAT) se basa en dos com-
ponentes principales: (a) la comprensión de los principios científicos y de 
ingeniería involucrados en el proceso de fabricación; (b) Identificación de 
las variables que afectan la calidad del producto. De acuerdo con la guía de 
la FDA, (2004): «el estado deseado de la fabricación farmacéutica es que la 
calidad y el rendimiento del producto estén garantizados a través del diseño 
de procesos de fabricación efectivos y eficientes» en los que se recomendó 
un control de calidad continuo y en tiempo real. Una vez que se entienden 
las propiedades de los componentes del producto farmacéutico, se deben 
identificar las variables de procesamiento que controlan las propiedades 
relevantes. Una vez que se alcanza ese estado, se debe realizar la medición 
a tiempo real de aquellos parámetros que se correlacionan en forma directa 
con atributos de calidad críticos, proporcionando elementos para tomar 
decisiones sobre continuar o no con un proceso, evaluando si el proceso está 
funcionando dentro de un rango de operación predefinido (Yu et al., 2014).

La ventaja de la Tecnología Analítica de Procesos sobre la estrategia de 
monitoreo clásica es su mayor eficiencia para detectar fallas o fuentes de 
variabilidad del proceso. Otra ventaja fundamental es el potencial para gene-
rar una plataforma de control activo, permitiendo el ajuste de parámetros 
de operación si se detecta una variación en una variable de entrada o en el 
entorno, que pudieran afectar en forma negativa al producto. Esto permite 
establecer un proceso productivo más robusto, que redundará en un menor 
costo de producción (Ferreira y Tobyn, 2015; Pais et al., 2014; Mercier et al. 
2014; Hintz et al., 2013).

Es preciso notar que a pesar de los beneficios, algunos factores han retra-
sado la aplicación de la Tecnología Analítica de Procesos (Texeira et al., 2009; 
Jiang et al, 2017). Entre estos factores pueden mencionarse:
•	 El sofisticado mecanismo de control de los sistemas biológicos, que puede 

ser extremadamente sensible a cambios en las condiciones ambientales.
•	 Las características estructurales de las proteínas, significativamente más 

complejas que las moléculas sintéticas, no solamente por su mayor tamaño 
sino también por la presencia de modificaciones postraduccionales.

•	 La dificultad para conocer y comprender el significado funcional y clínico 
de distintas variantes estructurales del producto.

•	 La variabilidad que presentan las materias primas complejas, principal-
mente las utilizadas durante la etapa de bioproceso.

•	 La presencia de impurezas, tanto relacionadas con el producto como con 
el proceso, que pueden interferir en las medidas analíticas.
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•	 Restricciones tecnológicas, asociadas con la necesidad de contar con 
modelos matemáticos que permitan un eficiente control del proceso o 
disponibilidad de instrumental de bajo costo para el monitoreo in situ de 
variables del proceso.

Algunos ejemplos de aplicación de PAT, principalmente al nivel de prototipo 
o prueba de concepto pueden encontrarse en Sharma et al., 2019; Tiwari et 
al., 2018; Wang et al., 2018; Peters et al, 2017; Repka et al., 2018; Patel et al., 
2017; Karmann et al., 2017; Buckley y Ryder, 2017; Esmonde–White et al., 2017.

14.2.2. ICH Q9. Gestión de Riesgo en Calidad

El objetivo principal de la Guía de Gestión de Riesgo en Calidad es imponer 
una cultura de previsión y análisis que tiene como soporte el conocimiento 
adquirido por la empresa acerca de sus productos y procesos. La gestión 
del riesgo requiere la identificación de los riesgos, su análisis y el diseño 
de estrategias para evitarlos o mitigarlos. El conocimiento ganado durante 
la gestión del riesgo debe también administrarse, haciendo énfasis en la 
comunicación de los resultados. Además debe controlarse la eficacia de las 
estrategias implementadas para evitar o mitigar los riesgos y diseñar las 
acciones correctivas y preventivas que se consideren pertinentes. Propone 
incorporar herramientas y métodos para el análisis de riesgos, también 
describe cómo gestionar el riesgo a través de cuatro fases: valorar, controlar, 
comunicar y revisar el riesgo. Herramientas como FMEA (Failure Mode and 
Effect Analysis), FTA (Fault Tree Analysis); HACCP (Hazard Analysis and Critical 
Control Points) y el RAMM (Risk Analysis and Mitigation Matrix) entre otras, se 
aplican en la actualidad en diversos entornos productivos. En última instancia, 
estas herramientas formalizan y estructuran la evaluación de los posibles 
riesgos asociados al proceso y se basan en los siguientes cuestionamientos: 
•	 ¿Qué podría fallar? 
•	 ¿Cuál es la probabilidad de que se produzca el fallo?
•	 ¿Cuáles serían las consecuencias? 

Las respuestas a estos cuestionamientos deberán basarse en el conocimiento 
científico del proceso y del producto y deberán centrarse en la protección 
del paciente (ICH, 2005; Charoo y Ali, 2015).

14.2.3. ICH Q10. Sistema de Calidad Farmacéutico

Publicada en julio de 2008, esta guía define cómo implementar el sistema 
de calidad farmacéutica adaptándolo según las indicaciones descriptas en 
la ISO 9001. El modelo de calidad previsto por la Q10 contempla todas las 
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fases por las que debe pasar el medicamento, incluyendo el desarrollo y la 
discontinuidad de este, integrando en el Sistema de gestión de la Calidad, 
la gestión de riesgos y la mejora continua durante todo el ciclo de vida del 
producto (ICH, 2008).

14.2.4. ICH Q11

Esta guía, centra su atención en el desarrollo y producción de principios 
activos, aunque la misma guía cita explícitamente que puede ser apropiada 
también para otros procesos, llevando a cabo las consultas apropiadas con 
las autoridades sanitarias competentes. Una lectura más profunda de esta 
guía la dota de la potencia necesaria para aplicar la Q8 y la Q9 sobre el propio 
sistema de calidad descrito por la Q10 (ICH, 2012).

14.3. especificaciones

De acuerdo con la Guía de Calidad ICH Q6B (Specifications: Test Procedures 
and Acceptance Criteria for Biotechnological/Biological Products), una espe-
cificación se define como «una lista de pruebas, referencias a procedimientos 
analíticos y criterios de aceptación que son límites numéricos, rangos u otros 
criterios para las pruebas descriptas». 

Las especificaciones se eligen para confirmar la calidad de la sustancia 
farmacéutica y el producto farmacéutico en lugar de establecer una carac-
terización completa y debería centrarse en aquellos elementos moleculares 
y biológicos característicos que se consideran útiles para garantizar la segu-
ridad y eficacia del producto. Son una parte de una estrategia de control 
total diseñada para garantizar la calidad del producto y consistencia. Otras 
partes de esta estrategia incluyen una caracterización completa del producto 
durante desarrollo, en el que se basan muchas de las especificaciones, el 
cumplimiento de las buenas prácticas de Fabricación, la utilización de un 
proceso de manufactura validado, el análisis de las materias primas del 
proceso y los controles realizados durante el proceso (ICH, 1999).

14.3.1. Identidad

Las pruebas de identificación se utilizan para establecer la identidad de 
un producto medicinal. Deben ser capaces de discriminar compuestos de 
estructura relacionada que podrían estar presentes en la muestra (ICH Q6B, 
1999). Deben ser específicas para el producto. A modo de ejemplo, los méto-
dos habitualmente empleados para determinar identidad incluyen Western 
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blot con anticuerpo específico, isoelectroenfoque (Figura 14.1) y el mapeo 
peptídico. En este último caso se realiza la comparación del mapeo peptídico 
de una muestra con el de una sustancia de referencia. Para ello, se cotejan 
visualmente el número, el tiempo de retención y la intensidad relativa de los 
diversos péptidos en un mapa de péptidos de la muestra y de la sustancia 
de referencia. Más aún, los mapas de péptidos de la muestra y la referencia 
pueden superponerse para evaluar la presencia de todos los picos. La apari-
ción de un nuevo pico significativo en el mapeo no significa necesariamente 
una falla para demostrar identidad. Sin embargo, la aparición de los nuevos 
picos implicará iniciar una investigación para explicar la aparición del/de 
los nuevo/s pico/s. 

14.3.2. Estructura

El análisis de la estructura proteica como parte de las especificaciones de 
un producto medicinal implica la incorporación de al menos un método para 
verificar su integridad estructural. Por ejemplo: secuencia de aminoácidos 
del producto: debe determinarse en comparación con la secuencia de los 
aminoácidos deducidos de la secuencia del gen. Para ello pueden utilizarse 
distintas estrategias, tales como:

a)	 Composición de aminoácidos: la composición general de aminoácidos 
se determina utilizando diversos métodos hidrolíticos en combinación 
con otros procedimientos analíticos. El análisis cuantitativo de ami-
noácidos también se puede utilizar para determinar el contenido de 
proteína.

b)	 Secuencia terminal de aminoácidos: se realiza para identificar la 
naturaleza y la homogeneidad de los aminoácidos amino y carboxi 
terminales. Si se encuentra que el producto deseado es heterogéneo 
con respecto a los aminoácidos terminales, se deberá determinar la 
cantidad relativa de las distintas variantes utilizando un procedimiento 
analítico apropiado. La secuencia de aminoácidos amino terminales 
debe compararse con los aminoácidos terminales de la secuencia 
deducida a partir de la secuencia génica del producto de interés. c) 
Mapa peptídico: se realiza la fragmentación selectiva del producto en 
péptidos discretos utilizando enzimas proteolíticas o digestión química. 
Los fragmentos de péptidos resultantes se analizan mediante HPLC u 
otro procedimiento analítico apropiado. Los fragmentos de péptidos 
se identifican, en la medida de lo posible, utilizando técnicas como la 
composición de aminoácidos o espectrometría de masas. 

c)	 Presencia de grupos sulfhidrilo e integridad de puentes disulfuro: si, 
en base a la secuencia del producto deseado, se esperan residuos de 
cisteína, puede determinarse el número y la posición de cualquier 
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grupo sulfhidrilo libre y/o puentes disulfuro. Para ello puede apli-
carse el mapeo peptídico (en condiciones reductoras y no reductoras), 
espectrometría de masas u otras técnicas apropiadas.

d)	 Estructura de carbohidratos: en el caso de las glicoproteínas, la des-
cripción de la porción glucídica constituye un elemento fundamental 
ya que no solo permite identificarlas sino que es posible verificar la 
consistencia del proceso productivo, ya que es sabido que el perfil 
de glicosilación es sensible a cambios en el entorno celular. Dentro 
de las determinaciones analíticas que pueden aplicarse se pueden 
mencionar el contenido de carbohidratos cargados (que estará con-
dicionado fundamentalmente por la sustitución de las cadenas de 
azúcares con residuos de ácido siálico) (Figura 14.2), el contenido de 
formas conteniendo fucosa proximal (fucosilación) o galactosa terminal 
(galactosilación). Además, podrá determinarse la antenaridad y el/los 
sitios de glicosilación.

Figura 14.1. Isoelectroenfoque de muestras de eritropoyetina humana 
recombinante. Calles 1–3: Muestras de ingrediente farmacéutico activo  
de eritropoyetina. Calle 4: Marcador de punto isoeléctrico
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14.3.3. Pureza

Conforme a la Guía Internacional de Calidad ICH Q6B, las variantes de un anti-
cuerpo monoclonal (mAb) pueden clasificarse como «sustancias relacionadas 
con el producto» o «impurezas relacionadas con el producto». Las sustancias 
relacionadas con el producto se definen como «variantes moleculares del 
producto deseado formado durante la fabricación y/o el almacenamiento 
que están activas y no tienen ningún efecto perjudicial sobre la seguridad y 
eficacia del producto farmacéutico». Estas variantes poseen características 
comparables al producto deseado y no se consideran impurezas. 

Las impurezas relacionadas con el producto se definen como variantes 
moleculares de los productos deseados (por ejemplo, precursores, ciertos 
productos de degradación que surgen durante la fabricación y/o almace-
namiento) que no tienen características comparables con el producto en 
términos de actividad, seguridad o eficacia (Figura 14.3). Deberá fijarse un 
criterio de aceptación para determinar el nivel permitido de estas impurezas 
y también se deberá contar con métodos analíticos adecuados para evaluar 
el cambio en el nivel de estas sustancias a lo largo de la producción o alma-
cenamiento del producto.

14.3.4. Potencia

La potencia se suele considerar como «la capacidad de un producto para 
producir una actividad biológica esperada». A mayor potencia de un deter-
minado producto, menor será la cantidad necesaria para ejercer el efecto 
deseado. La determinación de la potencia biológica desempeña un papel clave 

Figura 14.2. Cromatograma de HPLC obtenido para el análisis de glicanos 
de eritropoyetina humana recombinante por cromatografía de intercambio 
aniónico. Los grupos de picos corresponden a estructuras neutras, mono-
sialidadas, bisialidadas, trisialidadas y tetrasialidadas
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en el desarrollo, registro y control de los productos biológicos y derivados 
de la biotecnología. Los ensayos de potencia se utilizan para liberar lotes de 
productos medicinalesy también para demostrar la consistencia del proceso 
productivo y la estabilidad del producto.

Durante el diseño de un ensayo de potencia se debe tener en cuenta que 
debe satisfacer algunos requerimientos:
•	 Medir una actividad biológica relevante del producto.
•	 Medir una propiedad específica del producto.
•	 Ser cuantitativo.
•	 Incluir el uso de un estándar de referencia para comparación.
•	 Debe ser lo suficientemente robusto como para poder ser validado.

El enfoque general de la mayoría de los bioensayos es realizar un ensayo 
de dilución, que mide las respuestas biológicas en varias dosis (Figura 14.4). 
Como supuesto se asume que el componente activo sigue el mismo princi-
pio de actividad que un patrón utilizado como el estándar. Este concepto de 
similitud puede controlarse utilizando el modelo de líneas paralelas u otros 
ensayos estadísticos.

La muestra se ensayó por quintuplicado para tres dosis y la respuesta 
obtenida se comparó con la del estándar, también ensayado por quintupli-
cado para las mismas dosis.

Figura 14.3. Cromatograma correspondiente a la determinación de agrega-
dos de filgrastim. Los agregados eluyen a los 16,548 min mientras que el 
monómero de filgrastim eluye a los 18,988 minutos
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14.4. Estándares y sustancias de referencia

Un estándar de referencia o, material de referencia, es una sustancia prepa-
rada para su uso como el estándar en un ensayo de identificación, pureza 
o potencia. Debe tener una calidad adecuada a su uso. Los estándares de 
referencia desempeñan funciones esenciales durante el ciclo de vida de las 
terapias biológicas ya que permiten garantizar que los ensayos analíticos 
son consistentes. 

Los estándares de referencia pueden obtenerse de la Farmacopea Europea 
(EP), Farmacopea de Estados Unidos (USP), Organización Mundial de la Salud 
(OMS) y otros organismos internacionales. Los materiales de referencia de 
otras fuentes deben caracterizarse por procedimientos descriptos en la guía 
ICH Q6B. Se deberán emplear métodos ortogonales para medir su identidad, 
características estructurales, potencia, pureza e impurezas.

Figura 14.4. Gráfico de dosis–respuesta obtenido en la evaluación  
de la actividad biológica de eritropoyetina humana recombinante  
utilizando la línea celular TF–1 
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Conforme a la Disposición de la Administración Nacional de Medicamentos, 
Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT) 3602/2018,los estándares de referen-
cia se clasifican de la siguiente manera:

Sustancia de Referencia de Farmacopea Internacional: Material de uni-
formidad comprobada, cuya monografía ha sido incluida en farmacopeas 
reconocidas internacionalmente, como USP, EP, BP entre otras, desarrollado 
total o parcialmente por esa institución y avalado por dicha Farmacopea. 
Su empleo se reserva a ensayos químicos y físicos específicos en los que se 
comparan sus propiedades con las de un producto en análisis y que posee 
un grado de pureza adecuado para el uso al que se destina. 

Estándar Secundario: material de uniformidad comprobada, cuya mono-
grafía ha sido incluida en la Farmacopea Argentina y/o en alguna de las 
Farmacopeas internacionalmente reconocidas, desarrollado en el país 
bajo responsabilidad del usuario, caracterizado frente a una Sustancia de 
Referencia de alguna de las mencionadas Farmacopeas, cuyo empleo se 
reserva a ensayos químicos y físicos específicos en los que se comparan sus 
propiedades con las de un producto en análisis y que posee un grado de 
pureza adecuado para el uso al que se destina. 

Estándar de Trabajo: Material de uniformidad comprobada, cuya monografía 
no ha sido incluida en la Farmacopea Argentina ni en Farmacopeas interna-
cionalmente reconocidas, desarrollado en el país bajo responsabilidad del 
usuario, cuyo empleo se reserva a ensayos químicos y físicos específicos, en 
los que se comparan sus propiedades con las de un producto en análisis y 
que posee un grado de pureza adecuado para el uso al que se destina.
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15.1. Genéricos y biosimilares

Un medicamento genérico es aquel que tiene la misma composición cualita-
tiva y cuantitativa en principios activos y la misma forma farmacéutica que un 
medicamento previamente aprobado, cuya patente ha expirado, con el cual ha 
demostrado su bioequivalencia en términos de farmacocinética y farmacodi-
namia. Las drogas genéricas son moléculas pequeñas de estructura sencilla 
que pueden ser reproducidas de forma idéntica por síntesis química. Estos 
medicamentos, en la mayoría de los países, suelen ser autorizados mediante 
mecanismos legales abreviados al demostrar que tienen la misma calidad, 
contenido, pureza y un perfil farmacocinético comparable al de un producto 
ya autorizado, llamado de referencia o innovador. Esta aprobación abreviada 
se basa en la idea de que dos productos con el mismo principio activo y 
con igual biodisponibilidad son tan parecidos que sus efectos terapéuticos, 
además de su seguridad y eficacia, serán esencialmente los mismos, y por lo 
tanto, serán intercambiables (Wang; Chow, 2012:353). Así, la aprobación de un 
genérico no requiere de estudios toxicológicos o farmacológicos ni resulta-
dos de ensayos clínicos lo que redunda en un proceso de aprobación menos 
oneroso, con el consecuente menor costo de los genéricos culminando en 
grandes ahorros para el sistema de salud. 

En 1982 se aprobó el uso terapéutico de la insulina recombinante, convir-
tiéndose en el primer bioterapéutico en ser aprobado y desde entonces 
el número de productos biológicos ha aumentado vertiginosamente. Los 
productos medicinales biológicos o bioterapéuticos son aquellas medici-
nas cuya sustancia activa es producida por organismos vivos naturalmente 
variables o derivada de organismos vivos mediante ADN recombinante y/o 
la expresión controlada de genes. Estos productos pueden ser polipéptidos, 
proteínas, glicoproteínas o ácidos nucleicos, con características moleculares 
más complejas que las drogas de síntesis química. Estas últimas suelen tener 
un peso molecular entre 100 y 1000 Da, mientras que el peso molecular de los 
productos biológicos puede estar entre 18 y 150 kDa. La Figura 15.1 muestra la 
diferencia en tamaño y complejidad existente entre una aspirina sintetizada 
químicamente cuya masa es de 180 Da y un anticuerpo monoclonal producido 
biológicamente de alrededor de 150 000 Da. 

Comparabilidad y similitud  
de glicoproteínas terapéuticas
Aspectos regulatorios 
Laura V.  Mauro

15	
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Figura 15.1. Comparación entre un anticuerpo monoclonal y una molécula 
de aspirina Fuente: extraído de Kozlowski et al., 2011:385–388

Los bioterapéuticos son moléculas altamente complejas con una estructura 
primaria (determinada por la secuencia de aminoácidos si el terapéutico 
es una proteína por ejemplo) y de orden superior (secundaria, terciaria y 
potencialmente hasta cuaternaria resultante de la asociación de dos o más 
subunidades proteicas). Las drogas de moléculas pequeñas tienen, por el 
contrario, una estructura tan simple que puede ser reproducida por síntesis 
química. Como consecuencia de sus diferencias en estructura y tamaño, las 
moléculas pequeñas y los biológicos difieren en su ruta de administración, 
siendo los primeros administrados generalmente en forma oral y los segun-
dos de manera parenteral. Los sistemas vivos en los que se producen los 
bioterapéuticos son inherentemente variables provocando variaciones en las 
modificaciones postraduccionales, tal como la glicosilación, por ejemplo. Así, 
los productos biológicos son una mezcla de variantes de la misma proteína y 
no una entidad molecular única como es el caso de las drogas pequeñas. Por 
otro lado, debido en gran parte a su gran tamaño, los productos biológicos 
tienen el potencial de ser reconocidos por el cuerpo como un agente extraño, 
lo que les confiere mayor potencial inmunogénico, es decir que son capaces 
de provocar una respuesta inmune (Olech 2016:S1). 

Entre los principales factores que influyen en la composición de un pro-
ducto biológico recombinante se encuentran: el plásmido usado, la célula 
huésped (cada productor tendrá su propia línea celular productora de la 
proteína de interés), el proceso de cultivo (el medio de cultivo, característi-
cas del biorreactor, entre otros factores), las modificaciones postraduccio-
nales (glicosilación, oxidación, etc.) y los pasos de purificación (Jelkmann, 
2010:771). Así, cuando una empresa elaboradora de bioterapéuticos busca 
producir su propia versión de un producto biológico de otra compañía, 
la variabilidad natural de la fuente biológica en la que se genera (cada 
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elaborador tiene su propia línea celular productora) y el uso inevitable de 
procesos y métodos de manufactura diferentes producirán un producto con 
algunas diferencias en sus características estructurales con respecto al ori-
ginal. Todo esto, sumado a su complejidad estructural, hace poco probable 
la demostración inequívoca de que un producto biológico es idéntico a otro. 
Surge así el concepto de biosimilar.

Si bien las agencias regulatorias como la Administración de Alimentos y 
Drogas (FDA) de Estados Unidos y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) 
tienen ciertas diferencias en lo que definen como un biosimilar, se pueden 
establecer algunos aspectos en común:
•	 Es un producto biológico (pueden ser proteínas obtenidas mediante tecno-

logía de ADN recombinante o pueden ser sustancias biológicas obtenidas 
mediante la extracción de fuentes biológicas tales como las heparinas de 
bajo peso molecular, por ejemplo). 

•	 Altamente similar a un producto de referencia aprobado previamente para 
su comercialización y cuya patente ha vencido. 

•	 No debe tener diferencias clínicamente significativas con el producto de 
referencia, debiendo demostrar similitud en términos de calidad, potencia, 
pureza, seguridad y eficacia. 

El objetivo del desarrollo de un biosimilar es demostrar su alta similitud 
en términos de estructura, actividad biológica, eficacia y seguridad con el 
producto innovador. Con esta demostración, el biosimilar puede apoyarse 
en la experiencia ganada sobre la seguridad y eficacia del producto de refe-
rencia, evitando la repetición innecesaria de ensayos clínicos que ya fueron 
llevados a cabo con el producto innovador y accediendo a un proceso de 
aprobación abreviado aunque no menos riguroso. Sumado a esto, si se ha 
demostrado con gran cantidad de evidencia científica que un biosimilar es 
altamente parecido al producto de referencia y que tiene una seguridad y 
eficacia comparable para cierta indicación terapéutica, su perfil de seguri-
dad y efectividad puede extrapolarse a otras indicaciones para las que el 
producto de referencia ha sido aprobado. 

Otras consideraciones a tener en cuenta para el desarrollo de un biosimilar 
es que debe presentarse en las mismas dosis que el producto de referencia 
y utilizar el mismo mecanismo de acción y vía de administración. Las auto-
ridades regulatorias requieren además que el elaborador de un biosimilar 
compare su producto con el de referencia aprobado para la región en la 
que la mencionada autoridad regulatoria es competente. Es decir, cuando 
un biosimilar es presentado en Europa, la EMA requiere que el producto 
de referencia sea el aprobado para comercializar en Europa, mientras que 
un producto aprobado en Estados Unidos será necesario como referencia 
cuando el biosimilar se presente ante la FDA, incluso si el principio activo de 
los productos de referencia comercializados en Europa y Estados Unidos es 
el mismo. Se ha hecho evidente que este requerimiento duplica los estudios 
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clínicos elevando el costo del desarrollo de un biosimilar. Actualmente, con 
datos científicos que demuestren que los productos de referencia de Europa 
y Estados Unidos son indistinguibles uno del otro, el patrocinador de un 
biosimilar puede obviar la repetición de ciertos estudios críticos (McCamish; 
Woollett, 2011:212). 

En forma parecida a lo que sucede con los productos genéricos, cuando 
una patente expira, una proteína terapéutica puede ser producida por otras 
compañías para competir en el mercado, lo que asegura al paciente el acceso 
a un bioterapéutico seguro y eficaz más económico. Sin embargo, la com-
plejidad de los biosimilares, por ser proteínas de alto peso molecular con 
una heterogeneidad inherente por ser producidas en organismos vivos con 
complicados procesos de elaboración, hace que se requiera un marco regu-
latorio específico para su aprobación. 

Actualmente es ampliamente reconocido que por diversas razones una 
droga producida biológicamente no puede ser aprobada con el mismo meca-
nismo regulatorio aplicado a un genérico. La agencia europea EMA fue la 
primera en aprobar un biosimilar de somatotropina (Omnitrope) en 2006, 
habiendo establecido previamente un mecanismo regulatorio específico 
que si bien se caracteriza por ser un proceso abreviado aún requiere de la 
presentación rigurosa de una cantidad extensa de datos con los mismos 
estándares de calidad, seguridad y eficacia que se aplican para la aprobación 
de un biológico innovador. En este sentido, EMA ha publicado desde 2005 
guías científicas específicas a seguir por los desarrolladores de biosimilares 
de forma tal de cumplir con los requisitos para su aprobación. La Organización 
Mundial de la Salud (OMS) también ha publicado guías para la aprobación de 
biosimilares con el fin de facilitar una armonización global. Basados en las 
guías de EMA y OMS, otros países como Canadá, Japón y Corea han editado 
sus propias guías sobre biosimilares. Por su parte, la FDA autorizó la aproba-
ción de biosimilares en 2010 y desde 2012 ha publicado guías que resumen 
el enfoque general que se espera un solicitante utilice para demostrar la 
similitud de este tipo de productos. En Argentina, en 2011, la Administración 
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT), siguiendo 
los lineamientos de las guías de la OMS, pone en vigencia las disposiciones 
N° 7075–11 y N° 3397–12 donde se establecen los requisitos y exigencias cien-
tíficas y técnicas para el registro de productos biológicos y/o producidos con 
ADN recombinante y la disposición N° 7729–11 destinada a específicamente 
a biosimilares. En octubre de 2012, se aprobó en Argentina (por disposición 
N° 7060–14) la comercialización de Novex (Laboratorios Elea), biosimilar de 
rituximab, convirtiéndose en el primero en ser aprobado en América Latina. 

Si bien las guías de los diferentes países difieren en ciertos aspectos, los 
conceptos básicos y los principios más importantes, por ejemplo el uso de un 
mecanismo abreviado para la aprobación de un biosimilar, son semejantes. 
En este sentido el Comité Internacional de Armonización (ICH – International 
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals 
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for Human Use) publica guías internacionales armonizadas entre diferentes 
países, con el fin de establecer estándares internacionales consistentes para 
las distintas agencias regulatorias del mundo y las industrias farmacéuticas 
con el fin de eliminar la necesidad de duplicar estudios para satisfacer reque-
rimientos regulatorios distintos.

15.2. Pasos para el desarrollo de un bioterapéutico 

Como se mencionó, la elaboración de productos medicinales de origen bioló-
gico es más compleja que la de moléculas generadas químicamente. Un 
producto biológico es un agente terapéutico, generalmente una proteína, 
derivado de células u organismos vivos naturalmente variables, que consiste 
en una población de entidades moleculares complejas difíciles de caracte-
rizar en forma completa. Esta variabilidad debe estar contenida en un rango 
aceptable haciendo necesarios controles estrictos durante la manufactura 
del producto para asegurar la consistencia entre lotes del mismo producto 
medicinal de forma tal de asegurar la seguridad y la eficacia del producto. En 
líneas generales, y como se explicará más adelante, en el caso de un biosimi-
lar, se espera que esta variabilidad esté dentro de la el producto de referencia.

Todo el proceso de manufactura de un producto biológico, sea biosimilar 
o innovador, debe estar muy bien controlado debido a que pequeñas varia-
ciones o cambios pueden tener gran impacto en la calidad del producto 
afectando características tales como la estructura primaria y/o de orden 
superior, las modificaciones postraduccionales o el contenido de impurezas. 
Debido a que estos cambios pueden afectar la seguridad y eficacia final del 
producto terapéutico es que el control de los procesos de manufactura está 
altamente regulado. En este sentido las guías internacionales, tales como 
ICH Q8 (Pharmaceutical Development), Q9 (Quality Risk Management), Q10 
(Pharmaceutical Quality System) y Q11 (Development and Manufacture of 
Drug Substances), señalan la necesidad de identificar, valorar y controlar 
los riesgos derivados de la variabilidad en la fabricación desde las etapas 
de desarrollo y caracterizar el producto y el proceso, estableciendo espe-
cificaciones e identificando atributos y parámetros críticos. De estas guías 
se desprenden conceptos como la Calidad por Diseño (QbD, Quality by 
Design) consistente en un abordaje sistemático, con principios científicos 
y basados en el riesgo para el desarrollo de un terapéutico, promoviendo 
el conocimiento del producto y del proceso de manera tal que la calidad 
sea construida desde el desarrollo y a lo largo del proceso de manufactura 
en vez de ser solo evaluada después del desarrollo. Así, el producto es 
diseñado para cumplir con el desempeño clínico deseado y su proceso de 
manufactura es desarrollado para arrojar un producto que cumpla con los 
atributos de calidad necesarios de manera consistente. 
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El primer paso en el proceso de desarrollo de un terapéutico es el estable-
cimiento de los atributos de calidad que este debe poseer. En la guía ICH Q8 
se introduce el concepto de QTPP (Quality Target Product Profile) referido al 
perfil a alcanzar en la calidad del producto (innovador o biosimilar) como el 
primer paso del desarrollo. El QTPP es un resumen prospectivo de las carac-
terísticas de calidad de un producto que será idealmente alcanzado para 
asegurar la seguridad y la eficacia deseada. Este resumen de características 
incluye aspectos como la vía de administración, la dosis, la biodisponibilidad, 
la calidad y la estabilidad. En el caso de un biosimilar el QTPP se establece 
manteniendo el producto innovador al que el producto debe asemejarse como 
referencia; esto hace que sea necesaria una caracterización detallada del 
producto de referencia que incluya la variabilidad entre lotes usando técnicas 
analíticas modernas como primer paso para el desarrollo del biosimilar. Así, 
la generación del QTPP es de naturaleza dinámica, se desarrolla a medida 
que se gana conocimiento del producto de referencia y cualquier variación 
detectada en el producto de referencia se verá reflejada en el QTPP. Conocer 
los atributos de calidad deseados al principio del desarrollo minimiza el 
riesgo de no alcanzar la similaridad al final del proceso.

El siguiente paso que debe incluir el desarrollo de un terapéutico es la iden-
tificación de los atributos de calidad críticos (CQA, Critical Quality Attributes), 
es decir, aquellas características o propiedades físicas, químicas, biológicas 
o microbiológicas que deberían mantenerse dentro de ciertos límites para 
asegurar la calidad del producto final. La lista de potenciales atributos de 
calidad críticos puede ir modificándose a medida que se obtiene mayor 
conocimiento del producto y del proceso productivo. 

Quienes desarrollan un producto biosimilar no tienen acceso a los datos 
del proceso de manufactura del producto innovador o de referencia por estar 
protegidos por la compañía originadora, debiendo desarrollar entonces un 
proceso de elaboración propio capaz de obtener un producto lo más similar 
posible al de referencia (Al–Sabbagh, 2016:S11). El primer paso en la produc-
ción de un biológico es la obtención de una línea celular que contenga el 
gen que codifica la proteína de interés en cantidades suficientes y con las 
características postraduccionales deseadas. Ya en el proceso de manufac-
tura hay tres etapas importantes: (1) la expansión celular y la expresión de 
la proteína, (2) la purificación de la proteína de interés y (3) la formulación y 
envasado del producto final. 

El proceso de elaboración desarrollado debe ser estrictamente controlado, 
ya que pequeños cambios pueden tener un gran impacto en la eficacia y 
seguridad del producto. En este sentido, las guías internacionales alientan 
la identificación (en función del conocimiento previo, la experimentación o 
la evaluación sistemática de: 1) parámetros de proceso críticos (CPP, Critical 
Process Parameter), es decir, aquellos cuya variabilidad puede impactar en 
un atributo de calidad crítico y que, por ende, debería ser monitoreado o 
controlado para asegurar que el proceso produce la calidad deseada; y 2) 
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atributos materiales críticos (CMA, Critical Material Attribute) como aquellas 
propiedades físicas, químicas, biológicas o microbiológicas del material de 
entrada que deberían estar dentro de ciertos límites para asegurar la calidad 
deseada del material de salida. 

La identificación de materiales y parámetros críticos que pueden afectar 
potencialmente los atributos de calidad críticos puede realizarse a través de 
la valoración del riesgo, herramienta de bases científicas descripta en la ICH 
Q9 (Quality Risk Management) que permite la identificación y clasificación 
de parámetros (del proceso, equipamiento, materiales de entrada) que tie-
nen la capacidad de impactar en la calidad del producto. La valoración del 
riesgo se realiza en las primeras etapas del desarrollo del proceso con los 
primeros datos experimentales y es repetido a medida que se dispone de 
mayor información y conocimiento. 

Una forma de definir y valorar el riesgo es respondiendo las siguientes pre-
guntas: (1) ¿Qué puede salir mal? (2) ¿Cuál es la probabilidad de que salga mal? 
(3) ¿Cuál es la severidad de las consecuencias? El resultado de la valoración 
del riesgo es un estimador cuantitativo (expresado como una probabilidad 
numérica) o una descripción cualitativa de un rango de riesgo (por ejemplo, 
el riesgo puede ser expresado como «alto», «medio» o «bajo»). El objetivo 
final es definir una estrategia de control en base al creciente conocimiento del 
producto y de su proceso de elaboración que permita obtener un producto 
de calidad consistente, sea un biosimilar o un innovador.

15.3. Mecanismo de aprobación de un biosimilar – 
Demostración de biosimilitud 

De lo mencionado anteriormente se desprende que el desarrollo de un bio-
similar debería cubrir dos aspectos: 
•	 Un proceso de manufactura consistente y diseñado para cumplir con el 

QTPP.
•	 Características moleculares y atributos de calidad incluidos en el QTPP que 

sean comparables con el producto de referencia. 

Si bien tanto el desarrollo de un producto innovador como el de un biosimilar 
involucran ensayos analíticos, no clínicos y clínicos, es diferente el énfasis 
puesto en cada etapa (Figura 15.2). 

Los productos originadores deben establecer y evaluar el beneficio para el 
paciente a través de ensayos clínicos que demuestren seguridad y eficacia. 
Luego de que el producto de referencia ha obtenido su permiso de comercia-
lización y a medida que pasa años en el mercado se acumula un gran número 
de evidencia de su seguridad y eficacia. Ya que un biosimilar se utilizará para 
el tratamiento de la misma enfermedad, con la(s) misma(s) dosis y vía(s) de 
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administración, el esfuerzo estará puesto en demostrar suficiente similitud 
con el producto de referencia y no en demostrar el beneficio para el paciente. 
Así, en el caso de los biosimilares, si se minimizan las diferencias estructurales 
y funcionales con el producto de referencia se pueden disminuir las incertezas 
sobre los posibles impactos en la seguridad y eficacia del producto a través 
del conocimiento y la experiencia ganados con el producto de referencia y 
obtener finalmente la reducción de los requerimientos de los ensayos clínicos 
necesarios para su aprobación. Ya que el biosimilar se administrará por la 
misma vía y en la misma dosis que el producto de referencia no serán nece-
sarios ensayos de evaluación de dosis y, generalmente, solo serán requeridos 
estudios de farmacocinética y farmacodinamia y de comparabilidad clínica en 
una población de pacientes para evaluar la similitud en seguridad y eficacia 
entre el biosimilar y el innovador. 

Debido a que el proceso de manufactura de un biosimilar es diferente al 
del producto innovador (protegido por la propiedad intelectual de la empresa 
productora), y dada la complejidad de los productos biológicos, es necesario 
descartar a través del ejercicio de comparabilidad los posibles impactos de 
las diferencias en la seguridad y eficacia del producto. La caracterización 
fisicoquímica del producto no es suficiente para demostrar la similitud, 
será la totalidad de la evidencia, incluyendo datos analíticos y funcionales 
y estudios preclínicos y clínicos, lo que permita establecer la similitud entre 
productos. Las agencias regulatorias han establecido requerimientos estric-
tos para el establecimiento de la similitud entre productos. Tanto EMA como 
FDA han editado guías específicas donde se establecen criterios para demos-
trar la similitud entre productos. Ambas agencias recomiendan un enfoque 
«escalonado» o «paso a paso» (stepwise approach), en el que cada escalón 
se construye en función de la construcción de escalones anteriores. Así, en 
cada escalón, el elaborador de un biosimilar debe evaluar si hay incertezas 

Figura 15.2. Requerimientos de análisis estructurales, clínicos y no clíni-
cos para un producto innovador y un biosimilar
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residuales sobre la similitud de su producto con el de referencia e identifi-
car los próximos pasos a seguir para abordar y desestimar esas incertezas. 

El primer paso en la demostración de similitud es una extensa caracteri-
zación físicoquímica y funcional mediante el uso de técnicas ortogonales e 
incluidas en el estado del arte del producto biosimilar y el de referencia. El 
término ortogonal hace referencia al análisis de un mismo atributo de calidad 
con técnicas que se rigen con distintos principios. Por ejemplo, la estructura 
secundaria de una proteína podría ser estudiada por espectroscopia de 
infrarrojos por transformada de Fourier y dicroísmo circular aprovechando 
las diferencias que presentan en resolución para detectar láminas beta o 
hélices alfa, respectivamente. 

Las diferencias analíticas que se consideren que tendrán impacto en las 
funciones biológicas deberían ser eliminadas durante el desarrollo del bio-
similar. Así, el estudio de comparabilidad impulsa las mejoras del proceso 
volviéndose una operación iterativa y repetida durante el desarrollo del 
biosimilar que permite ir aumentando la similitud entre productos. 

EMA y FDA sugieren en sus guías para biosimilares, que una caracterización 
estructural exhaustiva debería incluir la comparación del biosimilar y del 
producto de referencia con metodología sensible y específica en cuanto a: 
•	 Estructura primaria, el biosimilar debe tener la misma secuencia de aminoá-

cidos que el producto de referencia excepto por posibles heterogeneidades 
en los extremos donde los aminoácidos N– y C–terminal pueden faltar si se 
demuestra que no se provocan cambios en la performance del producto.

•	 Estructuras de orden superior, abarcando estructuras secundaria, terciaria 
y cuaternaria (incluyendo agregación).

•	 Modificaciones postraduccionales enzimáticas como glicosilación y 
fosforilación.

•	 Otras posibles variaciones como la desaminación y oxidación.
•	 Modificaciones químicas intencionales como el agregado de sitios de 

PEGilación. 

La caracterización estructural de ambos productos (innovador y biosimilar) 
debe ser realizada con múltiples lotes representativos de forma tal de enten-
der la variabilidad de ambos productos durante el proceso de elaboración. 
Es posible que el proceso de manufactura del producto de referencia haya 
sufrido cambios (por ejemplo por un aumento en la escala de producción o 
por transferencia a un nuevo sitio de producción), incluso mientras es comer-
cializado, y haya debido mostrar a la agencia regulatoria, mediante estudios 
de comparabilidad, que las muestras pre y poscambio son comparables para 
poder continuar con su comercialización. Las variaciones pre y poscambio en 
el producto innovador proveen un rango para aquellos atributos que se vieron 
modificados que pueden ser considerados aceptables durante la evaluación 
de un biosimilar, ya que el producto innovador poscambio se administró 
exitosamente a pacientes.
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En forma complementaria a los ensayos físicoquímicos deben realizarse 
aquellos que permiten una medida cuantitativa de la funcionalidad del pro-
ducto. Los ensayos funcionales deben reflejar, en lo posible, el(los) meca-
nismo(s) de acción clínicamente relevante(s) conocido(s) para el producto 
de referencia. Dependiendo de la complejidad estructural del producto, es 
posible que los análisis físicoquímicos no sean capaces de confirmar la inte-
gridad de las estructuras de orden superior, pudiendo ser estas inferidas a 
partir de la actividad biológica. 

Los ensayos funcionales dependerán de las propiedades biológicas del 
producto y pueden incluir ensayos de actividad biológica, de unión a ligando, 
de cinética enzimática, entre otros. Estos ensayos funcionales deben proveer 
evidencia de que el mecanismo de acción del biosimilar es el mismo que el 
conocido para el producto de referencia y de que la potencia del biosimilar 
propuesto es semejante a la del producto de referencia, apoyando así la 
idea de que no existen diferencias clínicamente significativas entre ambos 
productos. Estos ensayos deben ser lo suficientemente sensibles como para 
proveer evidencia de que las posibles diferencias observadas en los atribu-
tos de calidad anteriormente estudiados no tienen relevancia clínica. Estos 
ensayos deben realizarse sobre una cantidad de lotes de biosimilar y producto 
de referencia que dependerá de la variabilidad del ensayo y entre muestras, 
las cuales deberán incluir lotes del biosimilar que sean representativos de 
la calidad del material que usará posteriormente en los ensayos clínicos y 
que será finalmente comercializado. 

Otro aspecto a comparar entre el biosimilar y el producto de referencia 
y requerido por las agencias regulatorias es el contenido de impurezas, 
aquellas relacionadas al producto y las relacionadas al proceso. Entre las 
primeras se encuentran aquellas que se producen por mecanismos de 
degradación específicos tales como la oxidación, desaminación, agregación, 
entre otros. Si el análisis comparativo entre el biosimilar y el producto de 
referencia revela contenidos similares de estas impurezas la necesidad 
de estudios farmacológicos y toxicológicos que caractericen sus posibles 
efectos biológicos se verá disminuida. Entre las impurezas relacionadas 
al proceso se encuentran aquellas que derivan de la célula productora 
(proteínas y ADN de la célula huésped), del medio de cultivo (antibióticos, 
componentes del medio) y de los pasos de purificación que incluye el 
proceso de manufactura (solventes residuales, endotoxinas, carga micro-
biana, entre otros). No se espera que el perfil de impurezas relacionadas 
al proceso del producto biosimilar concuerde con el del producto de refe-
rencia ya que son producidos por dos procesos diferentes. Sin embargo, 
se espera que el contenido de estas impurezas sea el mínimo posible 
de forma tal de disminuir los riesgos asociados y que se documenten y 
justifiquen los posibles impactos de las diferencias en la seguridad del 
producto biosimilar. 
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Cuanto más extensa y robusta, es decir que pueda distinguir diferencias 
en atributos relevantes, sea la comparación estructural y funcional entre el 
producto biosimilar y el innovador, más útil será para determinar qué estudios 
adicionales deben realizarse. Por ejemplo, una comparación rigurosa que 
muestre diferencias mínimas entre los productos fortalecerá la justificación 
de un abordaje selectivo y acotado a los ensayos en animales y clínicos para 
la demostración final de biosimilitud.

La demostración de biosimilitud a presentar ante las agencias regulatorias 
deberá incluir estudios en animales que incluyan evaluación de toxicidad, 
farmacocinética (PK), farmacodinamia (PD) e inmunogenicidad. La extensión 
de estos estudios dependerá de la información disponible sobre el producto 
de referencia, sobre el biosimilar y de las similitudes y diferencias encon-
tradas en los pasos anteriores. Los estudios de toxicidad en animales, por 
ejemplo, serán considerados útiles si existe alguna especie animal que pueda 
arrojar datos relevantes (en las que la actividad biológica imite la respuesta 
humana) y si luego de la caracterización estructural y funcional aún se tienen 
incertezas sobre la seguridad del producto que deban ser desestimadas antes 
de comenzar estudios clínicos en humanos. 

En algunas circunstancias, entre la evidencia que apoye la similitud entre 
el biosimilar y el producto de referencia es necesario incluir un estudio de 
dosis única en animales para demostrar la similitud en la PK y PD entre los 
productos. Por otro lado, las diferencias en el contenido de impurezas debido 
a los procesos de manufactura distintos del biosimilar y del innovador pueden 
provocar diferencias en la capacidad inmunogénica del producto volviendo 
necesaria la medición comparativa de anticuerpos anti proteína terapéutica. 
Si bien estos resultados en animales no pueden predecir el comportamiento 
inmune contra la proteína terapéutica en humanos, pueden reflejar cambios 
estructurales o diferencias funcionales que no fueron detectadas durante las 
etapas previas de caracterización. 

Ya en la etapa de estudios clínicos se incluye la evaluación de la inmu-
nogenicidad y farmacocinética o farmacodinamia necesarios para demostrar 
la seguridad, pureza y eficacia del biosimilar en una o más condiciones de 
uso para las que el producto de referencia fue aprobado y para las que el 
biosimilar requiere aprobación. El objetivo de los ensayos clínicos es, en 
general, evaluar las pequeñas diferencias que se hayan observado en los 
pasos previos y no para justificar diferencias sustanciales entre biosimilar 
e innovador en los atributos de calidad. Incluso las guías de EMA sostienen 
que en ciertas circunstancias puede no necesitarse un ensayo clínico si la 
eficacia y la seguridad de un producto pueden deducirse de lo evaluado entre 
el biosimilar y el innovador para otras indicaciones terapéuticas. 
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15.4. ¿cuán parecido debe ser un biosimilar  
al producto de referencia?

Como ya se mencionara, para demostrar biosimilitud las agencias regulatorias 
recomiendan un enfoque paso a paso (stepwise approach) que comienza con 
la caracterización estructural y funcional de atributos de calidad críticos (CQA) 
para el resultado clínico y continúa con los estudios de PK/PD, estudios en 
animales, estudios de inmunogenicidad y finalmente estudios clínicos de 
seguridad y eficacia. Para los estudios analíticos la FDA sugiere actualmente 
que los CQAs sean identificados y clasificados en 3 niveles (tiers) según su 
criticidad, es decir, su posible efecto sobre el mecanismo de acción, la seguri-
dad y eficacia final del producto (Chow, 2016). Los atributos del nivel 1 (Tier 1) 
serán aquellos con mayor riesgo de influir en el resultado clínico. En los nive-
les 2 y 3 se incluyen atributos con moderado o bajo efecto, respectivamente, 
sobre el desempeño clínico del producto. Cada nivel tiene asociado un tipo 
de análisis y rigor estadístico en base al riesgo asociado que se explicarán 
brevemente por escapar del alcance de este capítulo. 

Tier 1: Test de equivalencia

Para aquellos atributos de alta criticidad, FDA recomienda una evaluación 
mediante un test de equivalencia (similar al test de bioequivalencia utilizado 
para el análisis de genéricos) para establecer la similitud entre el producto de 
referencia y el biosimilar. La equivalencia de atributos medibles en una escala 
continua puede evaluarse mediante el análisis de diferencias de medias entre 
el biosimilar y el producto de referencia. Este análisis estadístico implica la 
evaluación de la siguiente hipótesis nula de no–equivalencia:

H0: μT - μR ≤ -δ o μT - μR ≥ -δ,

donde δ es el límite de equivalencia (o margen de similitud) y μT y μR son el 
promedio de la respuesta de los productos biosimilar y de referencia, res-
pectivamente. FDA señala que este límite de equivalencia δ es una función 
de la variabilidad del producto de referencia (σR), es decir, δ = 1,5 * σR. Como 
cada lote de producto de referencia evaluado contribuye con un valor para 
el atributo analizado, σR, es la desviación estándar de todos los valores 
obtenidos para ese atributo en el producto de referencia. Así, la similitud 
analítica para el atributo de calidad analizado se acepta si la hipótesis nula 
es rechazada, es decir, si el intervalo de confianza de la diferencia de medias 
cae dentro del rango –δ : δ.
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Tier 2: Rango de calidad

En este tipo de análisis para comparar ambos productos el rango de acep-
tación para determinado atributo se establece como μR ± X. σR, donde μR y 

σR son la media y la desviación estándar, respectivamente, del producto de 
referencia para el atributo evaluado y X una constante cuyo valor debe ser 
justificado. La similitud analítica será aceptada si un número suficiente de 
lotes del biosimilar están incluidos en el rango de calidad. Suponiendo que 
los datos analíticos tienen una distribución normal, si X = 1,645 se espera que 
el 90 % de los valores del producto de referencia estén dentro del rango de 
calidad. Si X = 1,96 es esperable que cerca del 95 % de los lotes del producto 
de referencia estén incluidos en ese rango. Así, la selección del valor de X 
puede impactar en la amplitud del rango de calidad y en consecuencia en la 
proporción de lotes incluidos en dicho rango. 

Tier 3: Demostración visual

Los atributos evaluados dentro de este nivel deben ser los de menor riesgo de 
impacto clínico o aquellos atributos importantes que no pueden someterse 
a una evaluación cuantitativa. En este nivel la comparación del biosimilar e 
innovador se realiza a nivel de datos crudos o mediante una comparación 
gráfica. Es recomendable que los lotes evaluados en este nivel sean los mis-
mos o un subconjunto de los evaluados en Tier 1 y 2.

15.5. para finalizar

El vencimiento de las patentes de los productos innovadores ha abierto un 
nuevo camino para el desarrollo de biosimilares. La aprobación de biosimi-
lares mejora el acceso de los pacientes a alternativas eficaces y seguras del 
mismo medicamento con los potenciales ahorros que esto conlleva. Si bien 
el panorama regulatorio concerniente al desarrollo y aprobación de biosimi-
lares es muy variado en diferentes regiones del mundo, muchos países están 
trabajando en la armonización de los criterios, dirigiendo sus esfuerzos hacia 
el control riguroso de la calidad durante el proceso de desarrollo y aprobación 
de un biosimilar. De esta forma, profesionales de la salud y pacientes podrán 
confiar igualmente en la eficacia y seguridad del innovador y del biosimilar. 
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16.1. Introducción

Desde hace unas décadas, la industria biofarmacéutica está en una etapa 
de continuo crecimiento, debido al gran número de bioterapéuticos que 
están siendo desarrollados y aprobados para el tratamiento de numerosas 
enfermedades, gracias a la aplicación de nuevas tecnologías empleadas 
para su obtención (Sethuraman, et al., 2006). Los medicamentos biotecno-
lógicos así obtenidos, representan una de las principales alternativas para 
el tratamiento de una gran variedad de enfermedades graves y crónicas que 
afectan la calidad de vida del paciente y de patologías cuyos tratamientos 
son complejos. Se trata de proteínas, en su mayoría glicoproteínas, cuyas 
características permiten abordar las enfermedades de manera más espe-
cíficas y con resultados promisorios. Dado que muchas enfermedades son 
producto de disfunciones proteicas, el desarrollo de proteínas terapéuticas 
que conserven la misma especificidad y afinidad de las proteínas naturales, 
las convierte en óptimos agentes terapéuticos. Actualmente, existen más 
de 500 moléculas terapéuticas en desarrollo para el tratamiento de más 
de 100 enfermedades incluyendo distintos tipos de cáncer, enfermedades 
autoinmunes y SIDA. Los bioterapéuticos representan un cuarto del total de 
fármacos aprobados.

16.2. drogas convencionales versus  bioterapéuticos

Existen diferencias importantes entre las drogas convencionales y los bio-
terapéuticos (Bhupinder, 2010). Las primeras, son producidas de manera 
sintética, generalmente mediante reacciones químicas definidas, presentan 
menor tamaño y complejidad, pueden ser completamente caracterizadas y 
su acción farmacológica está vinculada con un efecto generalizado. 

Contrariamente, los bioterapéuticos son proteínas producidas a partir 
de organismos vivos, lo que provoca una mayor heterogeneidad. Se carac-
terizan por tener mayor tamaño y complejidad. Como son proteínas, pre-
sentan estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria, por lo que 
su síntesis es más compleja e involucra modificaciones postraduccionales 

Glicoproteínas en el mercado 
biofarmacéutico
María de los Milagros Bürgi
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como glicosilación, procesamiento, acilación, entre otras (Carter, 2011). Es por 
esto que su caracterización es más compleja. Además, son más inestables, 
pudiendo sufrir desnaturalización, agregación, degradación, oxidación, frente 
a distintas condiciones como pH extremo y cambios de temperatura. No obs-
tante, son más específicos para el objetivo terapéutico y presentan potencia 
biológica. Estas características propias de los bioterapéuticos, son las que 
los distinguen de las drogas convencionales y los postulan como potenciales 
candidatos para el tratamiento de numerosas patologías que no han podido 
ser controladas mediante el empleo de drogas convencionales.

Por su parte, algunos medicamentos biotecnológicos son capaces de gene-
rar una respuesta inmune, lo que no sucede con las drogas convencionales. 
El desarrollo de inmunogenicidad está generalmente asociada al patrón de 
glicosilación que presentan las glicoproteínas terapéuticas (Li et al., 2009). 
Así, nuestro sistema inmune es capaz de reconocer mínimas alteraciones en 
los biofármacos y montar una respuesta inmune que puede comprometer la 
seguridad del paciente o neutralizar la actividad biológica del bioterapéutico. 
Más adelante, en este capítulo, se presentarán los carbohidratos capaces de 
generar una respuesta inmunogénica, y que estrategias se aplican hoy en día 
para poder independizarse de dicho efecto. 

Otra característica importante de los bioterapéuticos es su rápida dispo-
sición, ya que en general, son degradados por proteasas y se excretan rápi-
damente vía renal, evitando su acumulación en el organismo, como puede 
ocurrir con algunas drogas convencionales (Franco Fraguas et al., 2008).

16.3. medicamentos biológicos y biotecnológicos

Dentro de los bioterapéuticos podemos diferenciar los medicamentos bioló-
gicos de los biotecnológicos. Los medicamentos biológicos son aquellos cuyo 
principio activo es producido por un organismo vivo u obtenido a partir de él, 
mientras que los medicamentos biotecnológicos son aquellos medicamentos 
biológicos obtenidos mediante la tecnología de ADN recombinante o tecno-
logía de hibridomas para la obtención de anticuerpos monoclonales (mAb). 

Los bioterapéuticos pueden ser agrupados en las siguientes categorías: 1) 
citoquinas, 2) enzimas, 3) hormonas, 4) factores de coagulación, 5) vacunas, 
6) mAbs, 7) terapia celular, 8) drogas antisentido y 9) péptidos terapéuticos 
(Bhupinder, 2010). 

La mayoría de ellos presenta estructuras complejas y distintas modifica-
ciones postraduccionales como la glicosilación. Las moléculas terapéuticas 
compuestas por una proteína unida a uno o varios glúcidos simples o com-
plejos se denominan glicoproteínas terapéuticas.

A continuación, se hace una breve descripción y ejemplificación de cada 
uno de los grupos de bioterapéuticos anteriormente nombrados.
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•	 Citoquinas: son moléculas responsables de la señalización celular y de 
la activación de células del sistema inmune (Vilcek et al., 2004). Algunos 
ejemplos de estos terapéuticos en el mercado farmacéutico son los interfe-
rones (IFNs), cuya función principal es controlar las infecciones virales y la 
inmunomodulación. Dentro de la familia de los IFNs existen distintas clases 
y subclases. Solo algunos de ellos son empleados como bioterapéuticos. 
Los hIFNs–α son utilizados en el tratamiento de hepatitis crónica, leucemia 
mieloide crónica, carcinoma renal. Los hIFNs–β son empleados para el 
tratamiento de la esclerosis múltiple. Finalmente, el hIFN–γ es empleado 
para el tratamiento de enfermedades granulomatosas crónicas (George 
et al., 2012). Otros ejemplos de citoquinas son las interleuquinas (IL), que 
son mensajeros de procesos del sistema inmune; el factor estimulante de 
colonias de granulocitos (G–CSF), responsable de estimular la médula ósea 
para la producción de neutrófilos y utilizados en tratamientos de cáncer 
que son inmunosupresores; el factor estimulante de colonias de granulo-
citos y macrófagos (GM–CSF), responsable de la estimulación de la médula 
ósea para la producción de macrófagos y neutrófilos, empleado en quimio 
y radioterapias que suprimen las funciones de la médula ósea.

•	 Enzimas: son proteínas complejas que provocan cambios químicos espe-
cíficos en otras sustancias sin sufrir modificaciones. Un ejemplo de este 
grupo de bioterapéuticos es el Factor IX, que es una proteasa importante 
en la cascada de coagulación y su deficiencia causa Hemofilia B. 

•	 Hormonas: son responsables de transferir información e instrucciones entre 
las células en animales y plantas. La insulina recombinante, la hormona de 
crecimiento, y hormonas de fertilización como la hormona folículo estimu-
lante (FSH) y la hormona gonadotrofina coriónica (GCH), son ejemplos de 
hormonas bioterapéuticas.

•	 Factores de coagulación: este grupo comprende a todos los factores que 
son esenciales para la coagulación sanguínea, por ejemplo, el Factor VIII 
(Refacto®).

•	 Vacunas: son microorganismos, subunidades de microorganismos, antíge-
nos producidos de manera recombinante, proteínas de fusión, utilizados 
para estimular la respuesta inmune frente a una enfermedad específica. 
Existen muchos ejemplos, pero podemos mencionar a Cervarix®, que es 
una vacuna recombinante no infecciosa desarrollada para prevenir infec-
ciones causadas por los tipos 16 y 18 del Virus del Papiloma Humano (VPH), 
responsable del desarrollo del 70 % de cáncer de cuello uterino. 

•	 Anticuerpos monoclonales: los mAbs son producidos por células inmorta-
lizadas producto de la fusión de células de estirpe tumoral como mielomas 
con esplenocitos productores de un anticuerpo específico para el antígeno 
de interés. Los mAbs representan un tercio del total de bioterapéuticos 
empleados hoy en día en los nuevos tratamientos para patologías de 
diferente índole. Su aplicación involucra el tratamiento de distintos tipos 
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de cáncer, enfermedades infecciosas e inflamatorias, artritis reumatoidea, 
psoriasis, rechazo de injertos, etc. (Reusch et al., 2015). Esta área de bio-
terapéuticos está alcanzando un crecimiento muy importante con nuevas 
indicaciones y terapias que están emergiendo día a día.

•	 Terapia celular: describe los procesos por los cuales se introducen células 
dentro de un tejido para poder asistir ciertas enfermedades. Como ejem-
plo, podemos citar el trasplante de médula ósea para el tratamiento de 
leucemias y otros tipos de cáncer.

•	 Drogas antisentido: son medicamentos que contienen parte de una hebra 
no codificante de un RNA mensajero (mRNA). Estas drogas tienen su efecto 
a nivel genético, interrumpiendo los procesos por los cuales se producen 
enfermedades causadas por proteínas erróneas. Muchas de estas drogas 
son empleadas para corregir mutaciones que dan origen a distintos tipos 
de cáncer.

•	 Péptidos terapéuticos: representan una clase de agentes terapéuticos, 
muchos de ellos generados de manera sintética, para obtener moléculas 
más estables o activas. Un ejemplo es el péptido CTP (péptido de la porción 
C–terminal de la subunidad β de la gonadotrofina coriónica humana–hGC), 
que confiere estabilidad a las proteínas terapéuticas, incrementando su 
vida media en plasma.

Las principales funciones que cumplen las proteínas terapéuticas son el 
reemplazo de proteínas naturales que sean anormales o se encuentren 
en concentraciones deficientes, el incremento en la función de vías celu-
lares existentes, la interferencia con una molécula o microorganismo y la 
entrega específica de una carga útil de radionucleido, droga citotóxica o 
proteína efectora.

16.4. Evolución de los biofarmacéuticos

Inicialmente, las proteínas terapéuticas eran obtenidas a partir de distintas 
fuentes humanas. Así, los factores de coagulación sanguínea y la albúmina 
sérica eran obtenidos desde plasma humano, la insulina desde el páncreas, 
los glucocerebrósidos desde la placenta y las hormonas destinadas a incre-
mentar la fertilidad desde la orina de mujeres menopáusicas, entre otras. No 
obstante, dada la pureza y consistencia del producto así obtenido, y que estos 
podían ser potenciales fuente de contaminación viral, con el surgimiento de 
múltiples herramientas de ingeniería genética, la producción de proteínas 
terapéuticas comenzó a desarrollarse en sistemas de expresión recombinan-
tes. De esta forma, las células de mamíferos, las bacterias, las levaduras y las 
células de insecto se convirtieron en los principales sistemas de expresión de 
proteínas recombinantes. Sin embargo, no todos los sistemas resultan útiles 
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para producir todo tipo de proteínas recombinantes. Estos sistemas muestran 
diferencias importantes en lo que respecta a la incorporación de modifica-
ciones postraduccionales presentes en las proteínas humanas nativas. 

En los años 1970–1980, con el advenimiento de la tecnología de ADN recom-
binante, surgieron los denominados bioterapéuticos de primera generación. 
Estos fueron las primeras formas recombinantes de proteínas naturales. 
Los bioterapéuticos de primera generación presentan idéntica secuencia 
aminoacídica que las proteínas naturales, y se utilizan fundamentalmente, 
en terapias de reemplazo donde cumplen idéntica función que la proteína 
natural. Es decir, se utilizan para reemplazar la producción de una proteína 
anormal/deficiente o para incrementar sus niveles, y también, en terapias 
antagonistas, donde la función normal de una proteína es inhibida, princi-
palmente mediante el uso de anticuerpos. 

En 1982, en Estados Unidos, se aprobó la primera proteína recombinante, 
la insulina humana recombinante denominada comercialmente Humulin, 
producida por la empresa Genentech, utilizada para el tratamiento de la 
diabetes mellitus. En los años consecutivos, la industria farmacéutica creció 
rápidamente, alcanzando en el año 2003, un total de 140 biofármacos apro-
bados para el tratamiento de diferentes deficiencias.

Por su parte, en 1975, los investigadores Köhler y Milstein, desarrollaron 
la tecnología de producción de hibridomas, que permitió la generación de 
anticuerpos monoclonales, los cuales también constituyen los bioterapé-
uticos de primera generación. Inicialmente, los anticuerpos monoclonales 
así generados eran utilizados para el diagnóstico de muchas patologías, 
pero no transcurrió mucho tiempo hasta que los mismos comenzaron a 
emplearse como terapéuticos para activar respuestas de citotoxicidad 
dependiente de complemento (CDC) y/o citotoxicidad celular dependiente 
de anticuerpos (ADCC).

Si bien los bioterapéuticos de primera generación presentaron beneficios 
substanciales al paciente al ser comparados con las proteínas naturales que 
eran purificadas desde secreciones humanas, los mismos mostraron algunas 
desventajas tales como una elevada depuración plasmática, lo que requería 
reiteradas dosis para alcanzar la ventana terapéutica; reacciones de inmu-
nogenicidad, que muchas veces llevaba a suspender los tratamientos y otra 
serie de cuestiones relacionadas al perfil farmacocinético de las proteínas 
terapéutica. En respuesta a estas problemáticas, y con el propósito de desar-
rollar moléculas más efectivas, surgieron los bioterapéuticos de segunda 
generación. Estas nuevas moléculas fueron modificadas para obtener drogas 
más rápidas y efectivas, que presenten mayor vida media en plasma, sin 
desarrollar una respuesta de inmunogenicidad (Carter, 2011). 

Las estrategias de modificación empleadas para el desarrollo de estos 
terapéuticos contemplan modificaciones en la secuencia de aminoácidos, 
fusión de proteínas, ingeniería de proteínas posproducción y nuevos sistemas 
de delivery de drogas (Ueda, 2014). 
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En cuanto a los anticuerpos, el desarrollo de la tecnología de producción 
de hibridomas facilitó la generación, en grandes escalas, de anticuerpos 
monoespecíficos para un antígeno dado. Cuando estos anticuerpos comen-
zaron a utilizarse con fines terapéuticos, muchos de ellos desarrollaron res-
puestas HAMA (del inglés, Human Anti–Mouse Antibodies) en los pacientes. 
Es decir, pacientes que eran tratados con mAb de origen murino, comenzaron 
a producir anticuerpos propios contra los anticuerpos murinos terapéuticos, 
neutralizando su efecto biológico, y en varios casos, montando una respuesta 
inmunológica. De esta forma, la respuesta terapéutica de los mAbs murinos se 
veía neutralizada. En respuesta a esta problemática, y mediante el empleo de 
ingeniería genética, se desarrollaron anticuerpos monoclonales de segunda 
generación (Walsch, 2004). Estos se dividen en anticuerpos quiméricos y anti-
cuerpos humanizados. Los primeros, fueron modificados mediante ingeniería 
genética de manera de obtener anticuerpos cuya región constante sea de 
origen humano, mientras que sus regiones variables eran conservadas desde 
los mAbs murinos. Esto permitió reducir las reacciones de inmunogenicidad 
en distintos tratamientos y aumentar su vida media plasmática. No obstante, 
en algunos tratamientos, se detectaron respuestas de tipo HACA (del inglés, 
Human Anti–Chimeric Antibodies). En este caso, el paciente producía anti-
cuerpos propios contra los anticuerpos quiméricos. Consecuentemente, se 
desarrollaron los anticuerpos humanizados. Estos anticuerpos son casi en 
su totalidad de origen humano y solo presentan las regiones hipervariables 
(CDRs) de origen murino. De esta manera, se logró reducir considerablemente 
las reacciones indeseadas de inmunogenicidad y neutralización de la respuesta 
terapéutica, favoreciendo también, su vida media en circulación.

Más adelante, se comenzaron a desarrollar una nueva generación de biote-
rapéuticos en respuesta a las desventajas presentadas por los bioterapéuticos 
de segunda generación: formas de administración, problemas de inmunoge-
nicidad, macroheterogeneidad de glicoproteínas (Szlachcic et al., 2011; Ueda, 
2014; Higel et al., 2016). Así, la nueva generación de bioterapéuticos consistió 
en el desarrollo de proteínas con mayor grado de ingeniería para mejorar 
su eficacia terapéutica y su seguridad, disminuyendo el grado de inmunoge-
nicidad. Esta categoría también contempla nuevos sistemas desarrollados 
para el delivery de los terapéuticos, la modificación de sistemas huéspedes 
para producir proteínas terapéuticas no inmunogénicas y a menor costo de 
producción, y el empleo de nuevas tecnologías de glicoingeniería, todas ellas, 
con el propósito de crear bioterapéuticos «novel» o con atributos destacados.

En resumen, los bioterapéuticos han ido evolucionando a lo largo del 
tiempo, con el objetivo de desarrollar terapéuticos que presenten mejorada 
e incrementada sus funciones efectoras, sin generar respuestas adversas 
en el paciente. 

En la Figura 16.1, se ejemplifica la evolución en el desarrollo de biote-
rapéuticos empleados para asistir problemas de infertilidad. Inicialmente, 
las proteínas responsables de favorecer la gestación eran obtenidas desde 
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suero o plasma de animales o desde la orina de mujeres menopáusicas. 
Más tarde, con el advenimiento de la tecnología de ADN recombinante las 
mismas lograron producirse de forma recombinante. El desarrollo de estos 
bioterapéuticos comenzó avanzando en pos de mejoras: mayor pureza e incre-
mentada actividad específica, así como mayor seguridad, calidad, consistencia 
y conveniencia para el paciente (Trousdale et al., 2009).

La FSH se obtuvo originalmente de fuentes animales (suero de yegua pre-
ñada) o humanas (glándulas pituitarias post mortem), pero estas prepara-
ciones fueron dejadas de lado debido a problemas de seguridad. Las gona-
dotropinas fueron extraídas por primera vez desde la orina en la década de 
1940. Luego se obtuvo la gonadotropina menopáusica humana (hMG) en 1949. 
Más de una década después, las primeras formas urinarias de hCG y hMG 
se encontraban disponibles en el mercado. Las mejoras adicionales en los 
métodos de purificación produjeron productos de hormona folículo–estimu-
lante (FSH) en los años ochenta y el posterior desarrollo de FSH altamente 
purificada (u–hFSH AP), estuvo disponible 10 años más tarde, en 1993, permi-
tiendo la inyección subcutánea. En los años setenta y ochenta, los avances 
en la tecnología de ADN recombinante, permitieron el desarrollo de la FSH 
recombinante humana (rec–hFSH), que se comercializó en 1995. Los desarro-
llos más recientes incluyen gonadotropina FSH de acción prolongada y una 
nueva familia de dispositivos de inyección de «pens» precargados. 

Figura 16.1. Evolución en el desarrollo de bioterapéuticos utilizados para 
asistir problemas de infertilidad 
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16.5. Producción de proteínas terapéuticas

A partir del desarrollo de técnicas de ingeniería genética, se comenzaron a 
expresar proteínas procedentes de diferentes seres vivos en otros organismos, 
transfiriendo el gen que la codifica de un huésped a otro, para producir en 
forma recombinante la proteína de interés.

Diferentes sistemas de expresión como bacterias, levaduras, células de 
insectos y células de animales son utilizados para la producción recombinante 
de proteínas. Cada uno de ellos presenta ciertas ventajas y desventajas. Por 
ejemplo, la bacteria Escherichia coli es ampliamente utilizada en la industria 
biotecnológica para la producción de proteínas recombinantes con fines 
diagnósticos, terapéuticos o vacunales. Entre las ventajas que este microorga-
nismo brinda como hospedero se encuentran: mayor velocidad específica de 
crecimiento respecto de levaduras y células de mamíferos; fácil manipulación 
genética; menores costos de producción; existencia de gran variedad de vec-
tores de expresión estables, y, además, constituye un microorganismo apro-
bado por las entidades regulatorias para su utilización como hospedero en la 
producción de biofármacos. Sin embargo, este microorganismo es incapaz de 
realizar muchas de las modificaciones postraduccionales que son comunes 
en proteínas de origen eucariota. Asimismo, esta no es un eficiente secretor 
de proteínas al medio de cultivo. Contrariamente, las proteínas producidas 
en bacterias generalmente forman cuerpos de inclusión. Además, las bacte-
rias pueden resultar una fuente potencial de pirógenos y son prácticamente 
incapaces de promover la formación correcta de numerosos puentes disul-
furo. Por consiguiente, muchas de las proteínas terapéuticas que requieren 
modificaciones postraduccionales, que no pueden ser llevadas a cabo por 
cepas bacterianas de manera efectiva, como las N– y O–glicosilaciones; son 
preferentemente producidas en células eucariontes superiores, como las 
células de animales, debido a la capacidad de estas últimas de generar tales 
modificaciones de forma similar a las encontradas en glicoproteínas de origen 
humano. Por otro lado, las proteínas sintetizadas por células de mamífero 
son fácilmente secretadas al medio de cultivo, por lo que la proteólisis es 
limitada y el proceso de purificación es más simple. 

Por todo lo mencionado, la mayoría de las proteínas recombinantes apro-
badas para uso terapéutico son producidas a gran escala empleando células 
CHO, derivadas de ovario de hámster chino, células BHK, derivadas de riñón 
de hámster bebé y células NS0, derivadas de mieloma murino. Todas ellas 
han demostrado ser seguras para la producción de diversas proteínas recom-
binantes de uso terapéutico.

La línea celular CHO–K1 constituye una plataforma de producción robusta 
y confiable (Kim et al., 2012). Se caracteriza por su fácil adaptación al creci-
miento en suspensión y en condiciones libre de suero fetal bovino (SFB) lo 
que permite llevar a cabo su cultivo en altas densidades celulares. De este 
modo, el incremento de la concentración de la proteína recombinante de 



357

interés en el sobrenadante de cultivo y la ausencia de proteínas contami-
nantes características del SFB (así como también virus y priones) permiten 
simplificar los procesos posteriores de recuperación, purificación y refina-
miento del producto final (Solá et al., 2010). Además, desde el punto de vista 
regulatorio, las células CHO son incapaces de replicar patógenos humanos 
como HIV, H. influenza, poliovirus y herpesvirus, entre otros. 

No obstante, el empleo de líneas celulares CHO recombinantes presenta 
ciertas desventajas ya que requiere de la identificación de clones que eviden-
cien las propiedades fenotípicas buscadas, incluyendo el tiempo de duplica-
ción del cultivo y su viabilidad a largo plazo como así también la uniformidad 
y calidad del producto. De este modo, la elección del clon apropiado resulta 
un desafío ya que se ha descripto que puede sufrir cambios fenotípicos a 
lo largo del tiempo que afectan las características de la proteína producida. 
Particularmente, la variación en el grado de glicosilación constituye un fac-
tor que puede afectar tanto la función como la estabilidad de las proteínas, 
es por esto que representa un punto de control importante para productos 
generados en células CHO. Además, esta línea celular puede introducir epi-
topes inmunogénicos para humanos (ácido N–glicolilneuramínico, también 
conocido como Neu5Gc) y residuos α–Gal (Gal α1–3) que también deben ser 
controlados a los fines de evitar reacciones inmunes en los pacientes. Si bien 
las células CHO constituyen la plataforma más utilizada para la producción 
de biofarmacéuticos, la necesidad de obtener proteínas recombinantes más 
eficaces y seguras ha impulsado el desarrollo de líneas celulares recombi-
nantes de origen humano.

Casi dos décadas después del descubrimiento de las células CHO, la línea 
celular HEK293, derivada de células renales embrionarias de origen humano, 
fue establecida por Frank Graham y col. en 1977, mediante transfección con 
fragmentos de ADN del adenovirus 5. Las células HEK293 expresan la proteína 
13 S E1a del adenovirus de manera estable, lo cual permite incrementar de 
manera significativa la transcripción de genes que se encuentran bajo la direc-
ción del promotor de citomegalovirus (CMV). Esta línea celular puede crecer en 
adherencia, en presencia de SFB, o bien en suspensión, en condiciones libres 
de suero. Es muy empleada para la expresión de proteínas recombinantes de 
manera transitoria, debido a su facilidad de transfección. 

A la hora de producir proteínas recombinantes de uso terapéutico, las 
líneas celulares humanas son ampliamente consideradas debido a su 
capacidad de introducir modificaciones postraduccionales similares a las 
que se encuentran en proteínas naturalmente secretadas por humanos 
(Ghaderi et al., 2012). De este modo, se evitan reacciones inmunes contra 
epitopes no humanos, presentes en los bioterapéuticos producidos en 
células no humanas. Así, por ejemplo, las células HEK293 han sido emplea-
das con éxito para la expresión de interferón–alfa2b humano (hIFN–α2b), 
ya que esta molécula evidenció un perfil de glicosilación muy similar al 
observado para el IFN secretado naturalmente por leucocitos humanos. 
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Además, en los últimos años, 5 proteínas recombinantes producidas en 
células HEK293 han llegado a la etapa de comercialización luego de su 
aprobación por parte de la entidad estadounidense FDA y/o de la agencia 
europea de medicamentos (EMA). 

16.6. Segunda generación de bioterapéuticos: 
estrategias de modificación

Aunque las proteínas cumplan perfectamente sus numerosas y complejas 
funciones en el medio celular o extracelular, existen distintas desventajas 
que deben ser tenidas en cuenta. Desde el punto de vista farmacéutico, las 
proteínas son moléculas muy complejas, y a su vez muy frágiles, en términos 
de su producción, conservación y administración. Los problemas más recu-
rrentes son la alta tendencia a formar agregados proteicos, la inestabilidad 
química (incluyendo deaminación, oxidación, β–eliminación) y su suscepti-
bilidad a proteasas. Por lo tanto, su estabilidad relativamente baja y su corta 
vida media en plasma son los principales obstáculos que deben sortear las 
proteínas para ser empleadas como exitosos bioterapéuticos. De esta manera, 
se han realizado modificaciones que permiten mejorar las propiedades de 
las proteínas como terapéuticos. 

Las estrategias de modificación empleadas para el desarrollo de bioterapé-
uticos de segunda generación involucran modificaciones de la secuencia de 
aminoácidos, fusión de proteínas, ingeniería posproducción. 

16.6.1 Modificación de la secuencia de aminoácidos 

Los cambios pueden incluir la sustitución de un residuo aminoacídico, la 
inserción/deleción de uno o varios residuos de aminoácidos consecutivos, 
así como la glicoingeniería para introducir sitios potenciales de glicosilación. 
La mutagénesis es empleada para aumentar la estabilidad de las proteínas, 
su vida media, su especificidad y su actividad (Vazquez–Lombardi et al., 2013). 

En este sentido podemos citar el reemplazo de cisteínas libres por seri-
nas, para reducir la formación de puentes S–S indeseados que den lugar a 
la agregación de la proteína. Un ejemplo es la IL–2 recombinante humana, 
cuyo nombre comercial es Proleukin®, que fue aprobada para el tratamiento 
de melanomas metastásicos y carcinomas renales.

Otra sustitución para aumentar la estabilidad de las proteínas es el reem-
plazo de residuos aminoacídicos con baja propensión a formar α–hélices, 
como la prolina y glicina, por residuos de alta factibilidad de formar α–hélices 
como la alanina. De esta manera, se obtienen proteínas más resistentes a la 
desnaturalización.
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16.6.2 Fusión de proteínas

La ingeniería de proteínas también facilitó la generación de biofármacos 
híbridos o de fusión. Los mismos resultan de la unión directa o mediante el 
empleo de un ligando, de dos polipéptidos; la unión entre una proteína y 
la porción Fc de un anticuerpo; la unión de una proteína a una molécula de 
albúmina o transferrina. 

La fusión de proteínas se realiza con los siguientes propósitos: aumentar 
su vida media en plasma, mejorar su actividad biológica, incrementar la 
citotoxicidad en terapias específicas y permitir su distribución específica al 
sitio de acción.

La fusión de proteínas terapéuticas a la porción Fc de un anticuerpo IgG 
presenta numerosas ventajas. Entre ellas, la purificación efectiva y poco cos-
tosa de la proteína de fusión, mediante cromatografía de afinidad a proteína A 
(proteína que tiene afinidad por la porción Fc de los anticuerpos), así como el 
incremento en la vida media plasmática, como consecuencia de un aumento 
en el tamaño de la proteína de fusión, que permite reducir la filtración renal. 
En general, en estas proteínas de fusión, una sección cumple la función de 
reconocimiento molecular mientras que la otra es responsable de la función 
efectora. Ejemplos de estas proteínas que hoy se encuentran en el mercado 
biofarmacéutico son el Enbrel, Ontak y Amevive. El Enbrel (Immunex) es 
utilizado para el tratamiento de la artritis reumatoidea. Es una proteína de 
fusión recombinante compuesta por la porción extracelular del dominio de 
unión del receptor del factor de necrosis tumoral humano (TNF–α), unido a 
la porción Fc de un anticuerpo IgG humano. El Enbrel compite con el receptor 
natural de TNF–α para unir dicha molécula, inhibiendo su accionar, mientras 
que la porción Fc cumple la función de incrementar su vida media en plasma 
y proporcionar una respuesta ADCC en las células productoras de TNF–α.

Por otro lado, la fusión de proteínas a albúmina sérica (SA), permite una 
larga vida media en circulación, incluso hasta 3 semanas en humanos. Un 
ejemplo de este terapéutico lo representa el Albinterferon–α2b (nombre 
comercial Albuferon®), que es la fusión del IFN–α2b a la SA. Este terapéutico 
está descripto para el tratamiento de la hepatitis C crónica. Su vida media 
en plasma es de aproximadamente 200 h, lo que permite una frecuencia de 
administración cada 2 o 4 semanas, dependiendo del tratamiento.

Otro ejemplo dentro de este grupo de terapéuticos lo representan una 
serie de proteínas terapéuticas que han sido fusionadas a toxinas bacteria-
nas para promover de manera específica, la citotoxicidad de una población 
celular. Ontak® es el nombre comercial de la proteína de fusión compuesta 
por la IL–2 y la porción enzimáticamente activa de la toxina diftérica (DT). Este 
terapéutico fue aprobado para el tratamiento del linfoma cutáneo de células 
T (CTCL). Las células tumorales de este linfoma sobreexpresan los receptores 
de IL–2, y son sensibles a la toxina diftérica. De esta manera, la IL–2 se une a 
sus receptores presentes en estas células, dirigiendo la citotoxicidad. 
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16.6.3 Ingeniería postraduccional

Estas modificaciones involucran la unión covalente de la proteína ya sinte-
tizada a moléculas como polietilenglicol (PEG). La unión covalente de una 
o más moléculas de polietilenglicol (PEG) a un polipéptido se denomina 
PEGilación (Jevsevar et al., 2010; Net et al., 2012). El propósito de esta modifi-
cación es incrementar la vida media en circulación de la proteína mediante la 
disminución de la depuración sistémica (conocida en inglés como clearence). 
Además, el PEG enmascara sitios de clivaje de la proteína, prolongando su 
vida media plasmática. Muchas proteínas PEGiladas han sido aprobadas por 
las entidades regulatorias en los últimos años. Como ejemplo podemos citar 
al IFN. La vida media en plasma de los IFNs nativos oscila entre 3 y 5 h. Por 
lo tanto, las terapias basadas en IFNs de primera generación requieren de 
la administración de 3 dosis semanales. La PEGilación de estas moléculas 
incrementa su vida media en plasma a 24 h aproximadamente, disminuyendo 
la frecuencia de 3 a 1 dosis semanal.

16.6.4 Anticuerpos de segunda generación

En cuanto a los anticuerpos de segunda generación, como se describió, los 
mismos han sido modificados mediante ingeniería genética para disminuir 
su inmunogenicidad, desarrollando así, anticuerpos quiméricos y humani-
zados, y fracciones de anticuerpos que resultan efectivos terapéuticos (Beck 
et al., 2008). Asimismo, se han desarrollado mediante ingeniería genética, 
anticuerpos completamente humanos producidos de forma recombinante 
(Hudak et al., 2014). Es preciso destacar, que los anticuerpos son los bio-
terapéuticos cuyo desarrollo en todo el mundo va creciendo con mayor 
velocidad. A modo de ejemplo, en 2009, 5 de cada 10 proteínas terapéuticas 
eran anticuerpos. Su producción permite obtener grandes cantidades de 
proteínas para cubrir altas dosis en distintos tratamientos. Su combinación 
con tóxicos o radionucleidos los hace potentes drogas para el tratamiento 
de distintos tipos de cáncer.

Los anticuerpos son empleados formando complejos denominados inmu-
nocitoquinas. Estos representan la fusión de citoquinas a anticuerpos o 
fragmentos de anticuerpos destinados para un antígeno particular, presente 
por ejemplo en células tumorales (Vazquez–Lombardi et al., 2013). Dado que la 
distribución física específica de las citoquinas no es factible en varias situa-
ciones, las inmunocitoquinas representan una alternativa para alcanzar una 
acción localizada de la misma. De esta forma, el anticuerpo es responsable 
de transportar y localizar a las inmunocitoquinas dentro del microambiente 
patológico y/o dirigirlas hacia una población celular específica, como son 
las células tumorales.
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Por su parte, la unión de una proteína a un anticuerpo IgG completo (≈150 
kDa) permite una unión bivalente del antígeno y por otra parte, prolonga su 
vida media en plasma mediante la reducción del clearence renal y la recircu-
lación mediada por receptores–FcRn (receptores neonatales o de Brambell). 
Además, las funciones efectoras mediadas por el dominio Fc (ADCC y CDC) 
pueden ser mantenidas con el objetivo de potenciar la citotoxicidad celular 
dirigida. Sin embargo, muchas veces estas inmunocitoquinas no pueden 
penetrar los tumores sólidos. Este problema puede ser resuelto mediante el 
empleo de pequeños fragmentos scFv (≈30 kDa), compuestos por los dominios 
variables VL y VH, unidos mediante un polipéptido flexible de aproximadamente 
15 residuos de aminoácidos.

16.6.5 Glicoingeniería

La glicosilación en las proteínas cumple múltiples funciones, entre las que 
se destacan: la protección frente a proteólisis enzimática, el aumento en la 
estabilidad y solubilidad, la mejora en la farmacocinética y en su actividad 
biológica (Schwart et al., 2011). Además, cada glicoforma proteica presenta 
una farmacodinamia y una función efectora particular. Todas estas propie-
dades hacen que el incremento en el grado de glicosilación de las proteínas 
tenga múltiples ventajas desde el punto de vista terapéutico (Elliot et al., 
2003; Sinclair et al., 2004). Sin embargo, las proteínas inapropiadamente 
glicosiladas son removidas rápidamente de la circulación.

Algunas modificaciones en el contenido glicosídico de ciertas glicoproteínas 
terapéuticas, han producido cambios substanciales en la performance de 
la molécula. No obstante, es muy importante seleccionar correctamente el 
sistema de expresión de las glicoproteínas para no generar una decoración 
glicosídica que desarrolle una respuesta inmune desfavorable en el paciente.

Existen numerosas moléculas que han sido modificadas mediante glicoin-
geniería para mejorar sus propiedades terapéuticas.

La adición de sitios potenciales de N–glicosilación (N–X–S/T, donde X no 
puede ser Pro) es una estrategia para incrementar el contenido de carbohi-
dratos de la proteína, y en consecuencia, su masa molecular y su vida media 
en plasma, disminuyendo la frecuencia de administración (Ng et al.; 2014; 
Ceaglio et al., 2016). Un ejemplo de estos terapéuticos lo representa la Nespo/
Aranesp® (Amgen, EEUU). Esta es una proteína recombinante utilizada para el 
tratamiento de la anemia renal crónica, cuyo contenido de carbohidratos es 
superior al de la molécula de EPO nativa. Mientras que la molécula nativa de 
EPO contiene 3 sitios de N–glicosilación, la Nespo ha sido modificada mediante 
la introducción de 2 sitios adicionales de N–glicosilación, conteniendo un 
total de 5 sitios de N–glicosilación. Esta molécula presenta una vida media 
en plasma superior, lo que favorece un incremento en su actividad biológica 
y reduce de 3 a 1 dosis semanal la frecuencia de administración.
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Otras estrategias de glicoingeniería, todas ellas con el propósito de incre-
mentar la farmacocinética, estabilidad y actividad biológica de las glicopro-
teínas, lo representan la adición de N– u O–glicanos en el extremo C– o N– de 
la proteína (Perlman et al., 2003).

Una exhaustiva caracterización de los métodos de glicoingeniería aplicados 
a la generación de nuevas glicoproteínas ha sido desarrollada en el Capítulo 
5 del presente libro.

La Tabla 16.1 cita una serie de ejemplos de glicoproteínas terapéuticas de 
segunda generación que hoy en día se encuentran disponibles en el mercado 
farmacéutico.

16.7. Nueva generación de bioterapéuticos

El desarrollo de esta clase de biofarmacéuticos, tiene como objetivo prin-
cipal optimizar sus propiedades terapéuticas. En este sentido, los mismos 
presentan mayor grado de ingeniería para mejorar su eficacia terapéutica, su 
seguridad, y su distribución sitio–específico (Ueda et al., 2014).

Esta clase de terapéuticos involucra no solo modificaciones sobre las 
proteínas, sino también, modificación de los sistemas huéspedes para obte-
ner proteínas terapéuticas no inmunogénicas y a menor costo de producción 
(Pandhal et al., 2010; Fidan et al., 2015). Asimismo, involucra nuevas tecnologías 
de glicoingeniería para generar proteínas «novel» o con atributos destacados.

La complejidad y heterogeneidad de los oligosacáridos presenta un desafío 
importante para la industria biofarmacéutica en la producción de glico-
proteínas terapéuticas con perfiles de glicoisoformas consistentes y reprodu-
cibles. Cada isoforma de una glicoproteína presenta diferentes características 
y puede tener distinta respuesta biológica, con diferencias en su farmacodi-
namia y farmacocinética. Por lo tanto, es necesario establecer modificaciones 
que permitan obtener y seleccionar isoformas homogéneas para desarrollar 
bioterapéuticos con actividad más consistente (Laukens et al., 2015). Por otro 
lado, es preciso el control de los glicanos inmunogénicos mediante estrate-
gias para modular la N–glicosilación y el procesamiento de los N–glicanos 
inmunogénicos. Todas estas modificaciones pueden efectuarse mediante 
la aplicación de herramientas de ingeniería genética sobre el sistema de 
expresión de dichas glicoproteínas, o bien, alterando los glicanos mediante 
el empleo de enzimas (Dicker et al., 2015).

Como se mencionó previamente en este capítulo, el 70 % de las glico-
proteínas terapéuticas son producidas en células CHO. Entre sus ventajas 
es posible mencionar que son fácilmente transfectables, pueden adap-
tarse a crecer en suspensión y en medios libres de suero, sus cultivos 
alcanzan altas densidades, presentan una gran robustez frente a pH, tem-
peratura, oxígeno y presión y tienen, además, la capacidad para realizar 
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Tabla 16.1. Bioterapéuticos de segunda generación disponibles  
en el mercado

Nombre 
comercial

Proteína Modificación Enfermedad Compañía Función 
mejorada 

Aranesp® EPO Sitios adi-
cionales de 
glicosilación

Anemia Amgen Incremento en 
su PK y actividad 
biológica.

Arcalyst® Fragmento 
receptor  
de IL-1

Fusión a Fc CAPS Regeneron Direccionamiento 
específico  
de la proteína.

Betaseron® IFN-β Sustitución 
Cys-Ser

Esclerosis 
múltiple

Bayer Incremento en 
su estabilidad.

Enbrel® Fragmento 
del recep-
tor TNF

Fusión a Fc Artritis  
reumatoidea

Amgen Incremento  
en su PK y direc-
cionamiento 
específico  
de la proteína  
de fusión.

Neulasta® G-CSF PEGilación Leucopenia Amgen Incremento en 
su PK 

NovoLog® Insulina Sustitución 
Pro28-Asp

Diabetes NovoNordisk Mayor estabili-
dad proteíca.

Orencia® CTLA4 Fusión a Fc Artritis  
reumatoidea

Bristol-
Myers 
Squibb

Incremento  
en su PK y direc-
cionamiento 
específico  
de la proteína  
de fusión.

PEGasys® IFN-α PEGilación Hepatitis C Genentech Incremento  
en su PK.

Proleukin® IL-2 Sustitución 
Cys-Ser

Metástasis 
de mela-
nomas y de 
cáncer renal

Prometheus Incremento  
en su 
estabilidad.

Somavert® hGH PEGilación Síndrome 
humano  
de dwart

Pfizer Incremento  
en su PK.

ZALBIN® IFN-α-2b Fusión  
a HSA

Cáncer, 
infecciones 
virales

HGS Incremento  
en su PK.

modificaciones postraduccionales compatibles con las proteínas humanas. 
No obstante, existen algunas diferencias en el proceso de glicosilación, 
que representan una desventaja. La unión entre residuos de galactosa y 
residuos de ácido siálico solo se produce en enlaces de tipo α2–3, mientras 
que en humanos es una mezcla de enlaces de tipo α2–3 y α2–6. Además, es 
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factible la presencia de residuos de ácido N–glicolilneuramínico (Neu5Gc). 
Esta particularidad conlleva al desarrollo de una respuesta inmune en el 
paciente, con la generación de anticuerpos anti–Neu5Gc y a diferencias en 
las propiedades inherentes a la sialidación con respecto a las proteínas 
humanas. Para poder controlar todos estos aspectos, el desarrollo de 
nueva generación de bioterapéuticos implica la aplicación de diversas 
estrategias con el fin de alterar el patrón de glicosilación de las proteínas 
con función terapéutica (Wang et al., 2015). Algunas de estas estrategias 
se resumen a continuación:

16.7.1 Optimización del medio de cultivo

Varios parámetros relacionados con los cultivos son manipulados para opti-
mizar el crecimiento celular y la productividad. Esos parámetros también 
pueden modificar la glicosilación de las proteínas. Estos, pueden dividirse 
en medios de cultivo y condiciones de cultivo. En cuanto al medio de 
cultivo, la glucosa es la fuente de energía por excelencia para los cultivos 
de células animales, por lo tanto, la carencia de glucosa en los cultivos 
puede provocar la síntesis de proteínas aberrantes, así como una glico-
silación incompleta, o incluso, ausencia de glicosilación. Por su parte, la 
incorporación de galactosa a los cultivos celulares puede favorecer un 
perfil de N–glicosilación con mayor proporción de residuos de galactosa 
en las glicoproteínas. Por ello, es importante monitorear y controlar dichos 
azúcares en los cultivos, para asegurar la correcta producción y calidad, 
de las glicoproteínas terapéuticas.

Con respecto a las condiciones de cultivo, el oxígeno disuelto, el pH, el 
CO2 y la temperatura, pueden afectar la galactosilación, sialidación y síntesis 
completa de glicanos. Es también muy importante, llevar a cabo un monitoreo 
completo de las condiciones de cultivo a lo largo de toda la etapa de pro-
ducción de las glicoproteínas, para sostener la calidad de las glicoproteínas 
como terapéuticos.

16.7.2 Sialidación

Los residuos de AS terminal pueden alterar las propiedades de las proteínas 
tales como su actividad biológica y su vida media en circulación, dado que el 
clearence proteico no solo depende del tamaño de la proteína sino también 
de la carga. Aquellas proteínas más cargadas negativamente permanecerán 
mayor tiempo en circulación sin ser eliminadas (Yin et al., 2015). Por ello, es 
deseable maximizar el contenido de AS de las glicoproteínas terapéuticas 
para mejorar su calidad, consistencia y actividad biológica. Muchas enzimas, 
azúcares y sustratos están involucrados en el metabolismo del AS. Por lo 
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tanto, las estrategias para incrementar el contenido de AS implican la mani-
pulación del contenido o expresión de distintas enzimas mediante ingeniería 
genética, así como la manipulación de las condiciones de cultivo. Algunos 
ejemplos son la sobreexpresión de sialiltransferasas (SiaT) y galactosiltrans-
ferasas (GalT) en las células huéspedes. Las SiaT son enzimas responsables 
de introducir un residuo de Neu5Ac = AS en el último residuo de galactosa 
sobre la cadena de oligosacáridos N–unidos, y por su parte, las GalT son 
responsables de la incorporación de residuos de galactosa sobre el cual la 
SiaT unirá el residuo de Neu5Ac. De esta manera, al sobreexpresar ambas 
enzimas, se favorece la incorporación de residuos de AS sobre las cadenas 
de azúcares en las glicoproteínas.

Otra estrategia es la manipulación de la vía CMP–AS con SiaT. Para que la 
sialidación ocurra, el CMP–AS debe ser generado en el núcleo, transportado 
hacia el aparato de Golgi por transportadores de CMP–AS y enzimática-
mente transferido a un oligosacárido aceptor en Golgi. Al sobreexpresar el 
transportador de CMP–AS y las SiaT, permitirá obtener mayor cantidad de 
sustratos CMP–AS que puedan ser transferidos a oligosacáridos aceptores 
y sialilados.

16.7.3 Defucosilación

Otro objetivo importante para la glicoingeniería son los residuos de fucosa, 
especialmente en los anticuerpos terapéuticos utilizados en terapias contra 
el cáncer. La fucosa, es un residuo que puede promover respuesta inmune 
en el paciente. La eliminación de este residuo de fucosa de los anticuerpos 
favorece la interacción entre la porción Fc de los mismos y las células NK 
(del inglés, natural killers). Consecuentemente, los anticuerpos modificados 
mediante glicoingeniería presentan mayor potencia biológica, permitiendo 
reducir el número de dosis de acuerdo con el tratamiento terapéutico. 

Las estrategias para eliminar los residuos de fucosa involucran: 
•	 La inhibición de la actividad fucosiltransferasa silenciando los genes rele-

vantes para la α–1,6 fucosilación mediante el empleo de siRNA (del inglés 
small interfering RNA) o mediante la edición del genoma, generando la 
disrupción del locus genómico responsable de la α1–6 fucosilación.

•	 La inhibición de la generación de sustratos de azúcar para la fucosilación 
mediante el empleo de siRNA para bloquear o inhibir la formación de 
sustratos donantes de GDP–glucosa.

•	 La sobreexpresión de N–acetilglucosamiltransferasa (GnT–III) para inhibir la 
reacción de fucosilación. De esta manera se obtienen Ac con oligosacáridos 
bisectantes, que poseen mayor respuesta ADCC.
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16.7.4 Sobreexpresión de N–acetilglucosamiltransferasas (GnT IV/GnT V)

Esta modificación permite incrementar el número de glicanos tri– y tetra–
antenarios, es decir, N–glicanos con mayor ramificación y consecuentemente, 
con superior contenido de AS.

Algunas de las estrategias utilizadas para la ingeniería de N–glicanos se 
resumen en la Figura 16.2.

16.8. Conclusiones

Las glicoproteínas terapéuticas representan la cuarta parte de los terapéuticos 
aprobados en la actualidad, dada su eficacia en el tratamiento de numerosas 
patologías. La generación y purificación de glicoproteínas terapéuticas, ha 
evolucionado gracias a la aplicación de nuevas tecnologías, con el objetivo 
de mejorar su calidad, seguridad, distribución y eficacia terapéutica. Estos 
avances han permitido mejoras en las características y performance de las 

Figura 16.2. Estrategias para ingeniería de N–glicanos.  
KO: knock out; GnTIV, GnTV: N–acetylglucosamiltransferasas IV y V;  
FUT 8: α1–6 fucosiltransferasa; CMAH: CMP–Neu5Ac hidroxilasa;  
α1–3–GalT: α1–3 galactosiltransferasa; Och1p: α1–6 manosiltransfersa 
(en levaduras); FUT: α1–3 fucosiltransferasa; β–hex: β–N–acetilglucosami-
nidasa (en células de insecto); XylT: β1–2–xilosiltransferasa (en plantas)
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proteínas terapéuticas. Con estos nuevos productos bioterapéuticos, muchas 
enfermedades desconocidas o que no podían ser curadas con los medica-
mentos disponibles, pueden ahora ser abordadas o al menos, establecer un 
tratamiento que mejore la calidad de vida del paciente.

El uso de herramientas de edición del genoma, la integración de un exten-
sivo análisis de datos y un mejor entendimiento de los procesos celulares 
facilitará el desarrollo de una nueva generación de sistemas de expresión 
de glicoproteínas recombinantes terapéuticas. Los avances en glicoingeniería 
permitirán la producción de manera sencilla de biosimilares, así como la 
generación de mejores bioterapéuticos con glicosilación alterada y optimi-
zada eficacia y seguridad.
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17.1. interferón

El Interferón (IFN) fue descubierto por los investigadores Isaacs y Lindenmann 
en el año 1957, al detectar la presencia de un material soluble, secretado 
por las células frente a la exposición con un virus. Su nombre fue estable-
cido considerando su capacidad de «interferir» y proteger a las células 
frente a la infección viral (Isaacs y Lindenmann, 1957; Merigan, 1967; Vilçek 
y Feldmann, 2004).

17.1.1. Clasificación de la superfamilia IFN

Los IFNs constituyen una gran familia de proteínas clasificadas como cito-
quinas α–helicoidales, que presentan roles cruciales tanto en la respuesta 
inmune innata frente a la infección con virus, como así también en el estable-
cimiento de la respuesta inmune adaptativa que confiere inmunidad antiviral 
a largo plazo (Tovey y col., 2008). En humanos, la superfamilia IFN está consti-
tuida por 3 subfamilias: IFN tipo I, IFN tipo II e IFN tipo III. La clasificación 
se realiza en función de su capacidad para unirse a receptores del mismo 
tipo. Cada IFN es designado con una letra griega (Borden y col., 2007; Tovey 
y Lallemand, 2010). 

Los IFNs de tipo I (IFN–I) están principalmente representados por el IFN–α, 
IFN–β, IFN–ω, IFN–ε e IFN–κ. Todos ellos se unen a un mismo receptor hete-
rodimérico de alta afinidad, el cual está compuesto por dos cadenas polipep-
tídicas de transmembrana, IFNAR-1 e IFNAR–2 (Tovey y Lallemand, 2010).

17.1.2. Interferones de tipo I: IFN–α humano

Los IFNs–I exhiben actividad antiviral, antiproliferativa e inmunomoduladora. 
No son proteínas efectoras, es por ésto que para poder ejercer su acción 
necesitan interaccionar con receptores específicos presentes en la superficie 
de diferentes tipos celulares. Los IFNs–I no son específicos de especie, es 
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decir que pueden interaccionar con receptores presentes en la superficie 
celular de huéspedes diferentes. En humanos, los genes correspondientes a 
la familia IFN–I codifican para 12 subtipos de IFN–α funcionales y un solo tipo 
de IFN–β, IFN–ω, IFN–ε e IFN–κ (Borden y col., 2007; Tovey y Lallemand, 2010). 

El IFN–α2 es producido principalmente por leucocitos en respuesta a 
estímulos apropiados. Existen tres variantes alélicas del IFN–α2: IFN–α2a, 
IFN–α2b e IFN–α2c que difieren entre sí en los aminoácidos ubicados en 
las posiciones 23 y 34. El IFN–α2b posee Arg en la posición 23 e His en la 34 
(Bekisz y col., 2004).

La masa molecular teórica promedio de los diferentes subtipos de IFN–α es 
18,5 kDa pero puede variar entre 19 y 26 kDa debido a la presencia de modifi-
caciones postraduccionales (El–Baky y Redwan, 2015). Consecuentemente, los 
diferentes subtipos de IFN–α presentan diferentes puntos isoléctricos (pI) que 
se distribuyen en el rango entre 4,5 y 7. La actividad biológica específica del 
IFN–α es del orden de 108 unidades internacionales (UI) por mg de proteína 
(Rubinstein y col., 1979). El IFN–α2 es el único subtipo que ha demostrado la 
presencia de O–glicosilación en la Thr106 (Adolf y col., 1991).

17.1.3. hIFN–α2b recombinante

Los efectos antivirales del IFN–α junto con su potencial actividad antitumo-
ral condujeron a la producción del hIFN–α a gran escala con el objetivo de 
proceder a ensayos clínicos que permitan llevar a cabo su evaluación en 
enfermedades virales y tumorales. Inicialmente, se llevó a cabo la producción 
de la citoquina mencionada a partir de leucocitos inducidos con virus Sendai, 
molécula que llegó a ser evaluada en ensayos clínicos en el año 1974. Tiempo 
después, el hIFN–α2 fue el primer subtipo en ser clonado y producido en E. 
coli, convirtiéndose en el primer IFN y la primera citoquina en ser aprobada 
para su comercialización por la industria farmacéutica (Paul y col., 2015).

En términos de investigación bioquímica básica y desarrollo de nuevos 
biofarmacéuticos, el sistema de expresión procariota aún constituye la opción 
más elegida para llevar a cabo la producción de IFN ya que presenta la ven-
taja de alcanzar rápidamente densidades celulares elevadas, dando como 
resultado la producción de gran cantidad de proteína. Sin embargo, esta 
se obtiene bajo la forma de cuerpos de inclusión donde generalmente se 
encuentra en una elevada proporción de estructura no nativa, requiriendo 
procedimientos de renaturalización para recuperar su conformación natural 
y, en consecuencia, su actividad biológica (El–Baky y Redwan, 2015).

Con el objetivo de sortear los obstáculos presentados en la producción de 
IFN–α humano recombinante (rhIFN–α) en bacterias, se han empleado otros 
sistemas tales como la expresión en células eucariotas que incluyen: levaduras, 
células de insectos, células de mamíferos y también sistemas de expresión libres 
de células. En general, estos sistemas presentan ventajas respecto del sistema 
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procariota ya que permiten lograr un apropiado plegamiento de la proteína, así 
como también la introducción de modificaciones postraduccionales necesarias 
para la actividad biológica in vivo del hIFN–α (El–Baky y Redwan, 2015).

17.1.4. rhIFN–α2b como glicoproteína terapéutica

17.1.4.1. Usos clínicos del rhIFN–α2b

Las dos variantes alélicas de hIFN–α2 producidas en E.coli fueron aprobadas 
por la FDA (del inglés, Food and Drug Administration) en el año 1986 para el 
tratamiento de leucemia de células vellosas y comercializados bajo la deno-
minación ROFERON–A® (rhIFN–α2a) por Hoffmann La Roche, Inc. e INTRON A® 
(rhIFN–α2b), por Schering–Plough. Actualmente, estos IFNs y sus variantes 
modificadas mediante la adición de polietilenglicol (PEG Intron®, Schering–
Plough, y PEGASYS®, Hoffman La Roche, Inc.) se encuentran aprobados en un 
gran número de países para su uso clínico en el tratamiento de una amplia 
variedad de patologías virales y cancerígenas.

El IFN–α presenta un rol crucial en la inmunidad tumoral y terapias inmunes. 
Básicamente, el empleo de rhIFN–α2 como agente antitumoral se basa en 
su elevada capacidad para ejercer citotoxicidad directa sobre células tumo-
rales y para estimular la acción de macrófagos y células NK (Rachmawati y 
col., 2004). Por otra parte, el IFN–α puede ser empleado como adyuvante en 
protocolos de radioterapia, quimioterapia e inmunoterapia contra el cáncer, 
permitiendo prolongar la respuesta antitumoral (Zitvogel y col., 2015). En la 
actualidad, el rhIFN–α se encuentra aprobado para el tratamiento de linfoma 
folicular, leucemia de células vellosas, melanoma maligno, sarcoma de Kaposi 
relacionada al síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y carcinoma 
de células renales metastásico. Además, el IFN ha sido empleado frente a 
cáncer renal y de vejiga (El–Baky y Redwan, 2015).

Por otra parte, la terapia con IFN–α ha logrado un notable éxito en el 
control de infecciones con el virus de la hepatitis B y C (HBV y HCV, respecti-
vamente). Recientemente ha sido recomendado su empleo en el tratamiento 
de pacientes con esclerosis múltiple, quienes pierden la capacidad de res-
puesta al IFN–β debido a la aparición de anticuerpos neutralizantes (El–Baky 
y Redwan, 2015). 

17.1.4.2. Farmacocinética y efectos adversos del rhIFN–α2

La absorción de los IFN–I a través del tracto gastrointestinal es muy baja, 
motivo por el cual deben ser administrados por vía parenteral. Si bien el hIFN–
α2 puede ser administrado por vía subcutánea, intravenosa e intramuscular, 
la primera es la más utilizada (George y col., 2012).
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A pesar de que el perfil farmacocinético del IFN depende de la vía de 
administración, en todos los casos se produce una rápida inactivación y 
eliminación de la citoquina del organismo. El riñón es el principal órgano 
donde se produce el catabolismo del IFN mediante filtración glomerular y 
reabsorción tubular, en la que ocurre la degradación proteolítica (Bino y col., 
1982; Sotoca Momblona, 1999). Por este motivo, se requieren dosis elevadas 
y frecuentes para alcanzar la ventana terapéutica durante el tratamiento con 
IFN. Esto puede conducir a la aparición de efectos tóxicos y síntomas adversos 
al tratamiento. Uno de los efectos adversos más comunes es la linfopenia. 
Asimismo, es muy común la aparición de efectos característicos de la gripe 
tales como: dolor de cabeza, malestar general, fiebre, escalofríos, fatiga, 
mialgia y dolores en las articulaciones y espalda. También se han reportado 
algunos efectos psicológicos como depresión, irritabilidad y cambios en la 
personalidad (Pestka y col., 2007).

17.2. glicoingeniería del hIFN–α2b: IFN4N 

La glicoingeniería forma parte de la ingeniería de proteínas y puede ser 
definida como un procedimiento para incrementar el contenido de glicanos, 
específicamente de hidratos de carbono conteniendo ácido siálico (AS) con 
el fin de aumentar la actividad biológica y la duración de la acción de tales 
proteínas (Sinclair y Elliot 2005). 

Una de las estrategias de glicoingeniería más empleada consiste en la intro-
ducción de mutaciones puntuales con el objetivo de generar sitios potenciales 
para N–glicosilación (Asn Xxx Ser/Thr) que posteriormente serán reconocidos 
y glicosilados por la maquinaria endógena celular (Sinclair y Elliot 2005).

La estrategia de glicoingeniería descripta anteriormente se empleó en 
nuestro laboratorio para el desarrollo de una variante hiperglicosilada del 
hIFN–α2b denominada IFN4N (Ceaglio y col., 2008). La misma fue construida 
mediante la introducción de 4 mutaciones puntuales en la secuencia del 
hIFN–α2b (P4, R23, K70, D77) que permitieron generar 4 sitios potenciales 
de N–glicosilación. La elección de los aminoácidos en los cuales se realizó 
la mutación puntual se llevó a cabo a partir de un análisis teórico basado 
en la estructura de la citoquina y en las regiones potencialmente involu-
cradas en la interacción con su receptor. Inicialmente, se seleccionaron 14 
posibles mutaciones que permitieran generar variantes portando un sitio 
consenso de N–glicosilación con una alta probabilidad de glicosilación, 
evitando distorsión conformacional y conservando la actividad biológica de 
la proteína. La comparación de la eficiencia de glicosilación y la actividad 
biológica específica (ABE) de las muteínas con un sitio de N–glicosilación 
expresadas en forma transitoria en células CHO–K1 condujeron a la selección 
de las posiciones más adecuadas para incorporar, de manera secuencial, 
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múltiples sitios de N–glicosilación hasta generar la variante IFN4N (Ceaglio 
y col. 2008). Esta última evidenció una masa molecular aparente aproxima-
damente 3 veces superior en comparación con la molécula no glicosilada. 
Además, conservó solo entre un 10 % y un 20 % de la ABE antiviral corres-
pondiente a la proteína nativa. La introducción de mutaciones o la unión 
de los oligosacáridos afectaron en mayor grado la actividad biológica anti-
proliferativa in vitro de las citoquinas, observándose una notable reducción 
luego de la sustitución de la R23 por Asn. La molécula IFN4N conservó solo 
entre un 2 % y un 3 % de dicha ABE. Estudios farmacocinéticos demostraron 
un incremento de 25 veces en el tiempo de vida media y una disminución 
de 20 veces en el clearance sistémico, con respecto a la molécula no modi-
ficada (Ceaglio y col. 2008). Finalmente y a pesar del importante descenso 
de la ABE antiproliferativa evaluada in vitro, la notoria mejora de las pro-
piedades farmacocinéticas debidas al agregado de los N–glicanos permitió 
incrementar la actividad biológica antitumoral in vivo del IFN4N (Ceaglio y 
col., 2010). La misma fue estudiada en ratones inmunodeficientes mediante 
la implantación de tumores sólidos de células de origen prostático (PC–3), 
en los cuales se observó una disminución de la velocidad de crecimiento 
de los tumores por acción de la citoquina hiperglicosilada, en comparación 
con el mismo esquema de tratamiento empleando rhIFN–α2b no glicosilado. 
Los resultados obtenidos por Ceaglio y col. (2010) demostraron la utilidad 
de la glicoingeniería para generar variantes glicosiladas de rhIFN–α2b que 
presenten actividad biológica in vivo incrementada.

17.3. Producción de IFN4N en células CHO–K1 y HEK293

Debido al grado de dificultad y el bajo rendimiento asociados a la producción 
de proteínas recombinantes en células animales, la exhaustiva caracterización 
de las variantes hiperglicosiladas del hIFN–α2b como potenciales medica-
mentos demanda la generación de líneas y clones celulares que presenten 
una elevada productividad de la citoquina. Es aquí donde adquiere relevancia 
la optimización del proceso productivo desde el upstream, incluyendo la 
evaluación de diferentes sistemas de alta expresión en células eucariotas, 
como es el caso de los vectores lentivirales de tercera generación y el uso 
de huéspedes celulares de diferente origen.

17.3.1. Elección de la línea celular

En la actualidad, los cultivos de células eucariotas dominan el campo de 
producción de proteínas recombinantes empleadas como agentes terapéu-
ticos, para el diagnóstico y la prevención de enfermedades (Zhu, 2012). Si 
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bien la utilización de sistemas procariotas se caracteriza por ser más rápida 
y económica y las líneas celulares eucariotas ofrecen bajas productividades 
específicas de proteínas recombinantes, estas últimas constituyen el sis-
tema de elección ya que permiten llevar a cabo el correcto procesamiento y 
plegamiento de la proteína de interés y además introducen modificaciones 
postraduccionales apropiadas. Por este motivo, para producir bioterapéuti-
cos para humanos, la balanza costo–beneficio se inclina a favor del sistema 
eucariota (Almo y Love, 2014).

Tanto las células CHO–K1 derivadas de ovario de hámster chino (del inglés, 
Chinese Hamster Ovary) como HEK293, derivadas de células renales embrio-
narias de origen humano (del inglés, Human Embryonic Kidney), fueron ele-
gidas como huésped de producción con el objetivo de mejorar la etapa de 
upstream del proceso.

Las células CHO constituyen una plataforma de producción robusta y 
confiable, muy utilizada en la industria farmacéutica para la generación de 
proteínas recombinantes de uso terapéutico a gran escala. Sin embargo, su 
empleo presenta ciertas desventajas principalmente relacionadas con la 
capacidad de esta línea celular para introducir epitopes inmunogénicos para 
humanos que deben ser controlados a los fines de evitar reacciones inmunes 
en los pacientes. Como se mencionó en capítulos anteriores, existen dos 
epitopes glicosídicos críticos que pueden despertar la respuesta inmune en 
humanos. Uno de ellos es el residuo α–Gal (Galα1,3Gal) y el otro es el ácido 
glicolilneuramínico (Neu5Gc), AS terminal característico de células animales 
no primates (Ghaderi y col., 2012; ). 

Si bien las células CHO constituyen la plataforma más utilizada para la 
producción de biofarmacéuticos, la necesidad de obtener proteínas recombi-
nantes más eficaces y seguras ha impulsado el desarrollo de líneas celulares 
recombinantes de origen humano.

La línea celular HEK crece fácilmente y es muy fácil de transfectar y trans-
ducir. De este modo, permite generar líneas celulares recombinantes estables 
con elevados niveles de producción de la proteína estudiada. Con el objeto 
de producir proteínas recombinantes de uso terapéutico, las líneas celulares 
humanas son ampliamente consideradas debido a su capacidad de introdu-
cir modificaciones postraduccionales similares a las que se encuentran en 
proteínas naturalmente secretadas por humanos, evitando así reacciones 
inmunes contra epitopes no humanos. Particularmente, las células derivadas 
de hámster, carecen de enzimas tales como α2–6 sialiltransferasa, α1–3/4 
fucosiltransferasa y transferasa de N–acetilglucosamina bisectante, necesa-
rias para obtener un perfil de glicosilación similar al de proteínas humanas 
(Grabenhorst y col., 1999, Dumont y col., 2015). 
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17.3.2. Sistema empleado para la transferencia de genes. Generación de 
líneas y clones celulares. Producción y purificación

En la actualidad existen diversas metodologías que permiten llevar a cabo 
la introducción del material genético de interés en el genoma celular. Sin 
embargo, la mayoría de ellas se caracterizan por la integración del transgén 
al azar en sitios impredecibles del genoma, lo cual generalmente resulta en 
su baja o nula expresión. Tal es el caso de la transfección, metodología tra-
dicionalmente usada para la generación de líneas celulares recombinantes 
estables. Solo unas pocas metodologías permiten obtener de manera efi-
ciente líneas celulares con elevadas producciones específicas de la proteína 
en estudio. La efectividad de estas metodologías se debe a su naturaleza 
intrínseca que conduce a la integración del cassette de expresión en regiones 
del genoma transcripcionalmente activas.

Los vectores lentivirales de tercera generación han sido utilizados de 
manera exitosa para la generación de líneas celulares estables productoras 
de proteínas recombinantes, obteniéndose como resultado líneas celulares 
con elevadas productividades específicas de proteínas complejas (Oberbek 
y col., 2011). 

En particular, en nuestro laboratorio (Laboratorio de Cultivos Celulares per-
teneciente al Centro Biotecnológico del Litoral de la Facultad de Bioquímica 
y Ciencias Biológicas de la UNL) el empleo de vectores lentivirales permitió 
obtener líneas celulares derivadas de células CHO y HEK con elevadas produc-
tividades específicas de IFN4N. Específicamente, la línea celular HEK duplicó 
la productividad de la línea celular CHO (1491 ± 332 vs. 817 ± 136 ng.106 cél-1.
día-1). Estas líneas celulares fueron clonadas empleando el método de dilución 
límite. El análisis de los clones permitió seleccionar a los mejores productores 
que presentaron características marcadamente superiores respecto del clon 
obtenido previamente en nuestro laboratorio a través de la metodología clá-
sica de transfección. Este último clon mostró una productividad específica de 
IFN4N de aproximadamente 2 ng.106cél-1.h-1, lo que representa entre un 2 % 
y un 5 % de las producciones específicas promedio de los clones obtenidos 
mediante procedimiento de transducción de células HEK y CHO, respectiva-
mente. Este resultado permitió definir a la tecnología de vectores lentivirales 
de tercera generación como la herramienta más apropiada para la generación 
de líneas celulares que presenten elevadas producciones específicas de la 
proteína de interés.

Ambas variantes de IFN4N, IFN4NCHO e IFN4NHEK, fueron producidas en 
condiciones de adherencia y purificadas mediante cromatografía de inmu-
noafinidad. Se obtuvo una masa de entre 2 y 3 mg de cada una de las 
proteínas con purezas del 98 % para la variante de CHO y 92 % para la 
variante de HEK.
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17.4. caracterización del IFN4NCHO e IFN4NHEK

17.4.1. Caracterización fisicoquímica

La caracterización fisicoquímica de las moléculas purificadas de IFN4NCHO 
e IFN4NHEK fue llevada a cabo mediante ensayos de electroforesis en geles 
de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS–PAGE) e 
isoelectroenfoque (IEF) seguidos de tinción con el colorante azul brillante 
de Coomasie. 

Mediante el ensayo de SDS–PAGE realizado en condiciones reductoras, se 
analizaron las muestras de IFNwt e IFN4N derivado de células CHO y HEK antes 
y luego de ser sometidos a digestión con PNGasa F, que escinde los glicanos 
unidos mediante enlaces de tipo N (Figura 17.1A). La ausencia de N–glicanos 
unidos al hIFN–α2b wild type (wt) fue confirmada mediante la comparación 
entre las calles 2 y 3. La diferencia observada entre el IFNwt y la variante no 
glicosilada (IFN–NG) se atribuyó a la presencia de O–glicanos unidos a la 
Thr106 de la molécula nativa. 

Por otro lado, se observó una notable diferencia entre la masa molecular 
aparente máxima alcanzada por las moléculas de IFN4N producidas en dis-
tintos huéspedes. Particularmente, el IFN4NCHO presentó una masa molecular 
aparente máxima de aproximadamente 57 kDa mientras que para el IFN4NHEK 
fue de aproximadamente 52 kDa. La variante producida en células CHO pre-
sentó una distribución de bandas heterogénea, mayormente concentrada 
hacia las zonas de masas moleculares superiores a 40 kDa. La variante pro-
ducida en células HEK presentó una distribución de bandas más homogénea, 
las cuales se ubicaron uniformemente repartidas entre los 25 y 45 kDa. 

Luego de la digestión con PNGasa F, tanto el IFN4NHEK como el IFN4NCHO 
(calles 5 y 7, respectivamente) se redujeron a una banda principal de aproxima-
damente 21–22 kDa, que se correspondió con la variante nativa del hIFN–α2b. 
Notablemente, luego de la N–digestión de la variante producida en células 
HEK se visualizó la aparición de una banda correspondiente con el IFN–NG, la 
cual no fue observada en el producto de la digestión de la molécula derivada 
de células CHO. Este resultado sugiere la presencia de variantes de IFN4NHEK 
que portan glicanos de tipo N pero no de tipo O. 

Por otra parte, se llevó a cabo un ensayo de IEF en el cual las diferentes 
isoformas de pI del IFN4NCHO e IFN4NHEK fueron sometidas a migración en 
un gel con un gradiente de pH entre 2,9 y 4,9 (Figura 17.1B). Se observó que 
las variantes hiperglicosiladas presentaron una cantidad de isoformas muy 
superior a la evidenciada por la variante no glicosilada (calle 1) y la nativa 
(calle 2) del hIFN–α2b. Específicamente, el IFNwt presentó un mayor número 
de isoformas que el IFN–NG, lo cual es coherente ya que esta última no se 
encuentra glicosilada, mientras que la anterior presenta solo un sitio de O–
glicosilación. Al comparar el IFN4NCHO con el IFN4NHEK se observó que ambas 
moléculas presentaron isoformas repartidas a lo largo de todo el gradiente 
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Figura 17.1. Caracterización fisicoquímica del IFN4NCHO e IFN4NHEK 

A. Comparación de la masa molecular aparente del IFN4NHEK e IFN4NCHO 
mediante SDS–PAGE en condiciones reductoras. Análisis de las muestras 
pre y posdigestión con PNGasa F. 1: IFN–NG, 2: IFNwt, 3: IFNwt N–deglicosi-
lado, 4: IFN4NHEK, 5: IFN4NHEK N–deglicosilado, 6: IFN4NCHO, 7: IFN4NCHO N–deglico-
silado, 8: Marcador de masa molecular. B. Análisis del patrón de isoformas 
de diferente pI y su distribución a lo largo del gradiente de pH estable-
cido en ensayos de IEF. 1: IFN–NG, 2: IFNwt, 3: IFN4NHEK, 4: IFN4NCHO

A

B

de punto isoléctrico. Mientras que la variante proveniente de células humanas 
presentó isoformas uniformemente repartidas a lo largo de todo el gradiente 
de pH, la variante derivada de células CHO se concentró principalmente hacia 
la zona ácida del gel. Además, esta última presentó isoformas más ácidas 
respecto del IFN4NHEK, que no pudieron ser resueltas correctamente debido 
a limitaciones de la metodología. 
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17.4.2. Análisis glicosídico

La caracterización fisicoquímica del IFN4N producido en células CHO y HEK 
permitió concluir que las diferencias entre ellos están dadas principalmente 
por la presencia de glicanos que aportan distintas características de acuerdo 
con su composición. Teniendo en cuenta que la secuencia aminoacídica de 
ambas proteínas es la misma y, en consecuencia, los sitios potenciales de 
N– y O–glicosilación también, las principales diferencias podrían deberse a 
la diferente ocupación de sitios y/o a la estructura de los glicanos. Además, 
otros autores ya han descripto la existencia de marcadas diferencias en el 
grado de glicosilación de diferentes proteínas producidas en células derivadas 
de hámster y de humano.

17.4.2.1. Cuantificación de los monosacáridos que componen las 
estructuras glicosídicas derivadas del IFN4NCHO e IFN4NHEK

Con el fin de analizar el contenido de las estructuras glicosídicas que confor-
man los oligosacáridos del IFN4NCHO e IFN4NHEK, se analizaron los monosacáridos 
neutros (Gal, Man y Fuc) y aminados (GlcNAc y GalNAc), así como también 
cargados, tal es el caso del ácido siálico (AS). Para este análisis las muestras 
fueron sometidas a diferentes hidrólisis ácidas y posteriormente fueron 
evaluadas mediante cromatografía de intercambio aniónico a pH elevado, 
empleando un detector electroquímico de pulso amperométrico (HPAEC–PAD). 

Particularmente, el contenido de ácido siálico de las glicoproteínas es 
una característica muy importante ya que contribuye a prolongar su tiempo 
de vida media plasmática y, en consecuencia, permite mejorar las propie-
dades farmacocinéticas de las proteínas. Sin embargo, cuando el huésped 
de producción empleado no es de origen humano, como en el caso de las 
células CHO, deben controlarse las cantidades de la variante de ácido siálico 
denominada Neu5Gc, que resulta un epitope inmunogénico para humanos. 

El análisis de las muestras demostró la misma proporción de Man y Fuc así 
como también de GlcNAc y GalNAc en relación molar al comparar las moléculas 
de IFN producidas en ambos huéspedes celulares. La principal diferencia entre 
ellas se visualizó en el contenido de Gal y AS. Por un lado, IFN4NCHO evidenció 
un contenido de Gal aproximadamente 4 veces mayor respecto del IFN4NHEK. 
Este resultado indicaría la presencia de estructuras más ramificadas en la 
molécula generada en células CHO. Asimismo, podría indicar la presencia de 
estructuras truncas entre los glicanos de la variante producida en células HEK, 
es decir, estructuras cuyo monosacárido terminal es una GlcNAc. Es impor-
tante aclarar que si bien el IFN4N se encuentra altamente N–glicosilado, la 
presencia de GalNAc se debe a la O glicosilación de la Thr106 en ambos IFNs 
(Tabla 17.1). Por otro lado, el resultado de la cuantificación de AS coincidió 
con las observaciones realizadas durante la caracterización fisicoquímica que 
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indicaban un mayor contenido de isoformas acídicas para la variante IFN4NCHO, 
la cual en este caso evidenció un contenido de Neu5Ac significativamente 
superior respecto del valor obtenido para el IFN4NHEK. 

Teniendo en cuenta que el límite de detección de Neu5Gc establecido para 
esta metodología es 0,6 pmoles, es importante mencionar que no se detectó 
su presencia en la muestra proveniente de células HEK. Contrariamente, un 
0,9 % de Neu5Gc fue observado para la variante producida en células CHO.

Tabla 17.1. Análisis del contenido y composición de monosacáridos  
en las estructuras glicosídicas del IFN4NCHO e IFN4NHEK

Monosacáridos (MS) IFN4NHEK IFN4NCHO

(mol MS.mol IFN-1)

GalNAc 1,1 ± 0,3 0,8 ± 0,01

GlcNAc 13,2 ± 1,9 12,9 ± 2,5

Fuc 1,1 ± 0,4 1,6 ± 0,4

Gal 3,0 ± 0,4 11,2 ± 1,1

Man 5,1 ± 0,6 5,7 ± 0,1

Neu5Ac 3,1 ± 0,5 7,9 ± 1,1

Neu5Gc n/d 0,07 ± 0,02

n/d: no detectable

17.4.2.2. Comparación de glicanos neutros y cargados presentes 
en el IFN4NHEK e IFN4NCHO

Los N–glicanos del IFN4NCHO e IFN4NHEK marcados con el fluoróforo 2 amino-
benzamida (2–AB) fueron analizados mediante cromatografía de intercambio 
aniónico débil, de manera de conocer la proporción de estructuras neutras, 
mono, bi, tri y tetrasiladas así como también estructuras de alta manosa 
fosforiladas (HMP). La identificación de estructuras se realizó en función de 
un estándar basado en el empleo de la proteína fetuina, cuyas estructuras 
se encuentran ampliamente descriptas.

El IFN4NHEK exhibió una elevada proporción de glicanos neutros y monosia-
lilados (68 %) mientras que el IFN4NCHO evidenció una mayor proporción de 
especies bi– tri– y tetrasialiladas que en conjunto constituyeron un 79 % del 
total de los glicanos. La mayor diferencia entre los IFN4N se visualizó a nivel 
de los glicanos neutros que representaron casi el 50 % de los oligosacáridos 
del IFNHEK contra un 6 % de glicanos neutros presentes en el IFNCHO (~8 veces 
menor, Tabla 17.2). Además, para ambas muestras se observó la presencia de 
estructuras con un perfil de tiempo de elución similar a los estándares de 
glicanos de HMP. 
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Tabla 17.2. Contenido de estructuras glicosídicas neutras y cargadas para 
el IFN4NHEK e IFN4NCHO

Glicanos (%) IFN4NHEK IFN4NCHO 

Neutros 49 6

Monosialilados 19 11

Alta Manosa 5-,6-fosfato (HMP) 2 4

Bisialilados 14 23

Trisialilados 9 30

Tetrasialilados 7 26

17.4.2.3. Análisis de N–glicanos provenientes del IFN4NHEK e IFN4NCHO 
mediante cromatografía líquida de interacción hidrofílica (HILIC)  
y espectrometría de masas. Análisis de las muestras luego  
de la digestión con enzimas exoglicosidasas

Los glicanos derivados de IFN4NCHO e IFN4NHEK marcados con el fluoróforo 2–AB 
fueron analizados mediante HILIC–UPLC seguido de espectrometría de masas.

A partir del cromatograma obtenido, los picos principales fueron iden-
tificados con el tiempo de retención correspondiente. En la Tabla 17.3 se 
muestran las unidades de glucosa (UG) calculadas para cada uno de los picos 
predominantes empleando una curva de calibrado construida a partir de la 
cromatografía de estándares de moléculas de dextrano de diferente masa 
molecular (dextran ladder). Asimismo, se incluye el m/z observado y teórico, 
la estructura asignada y el porcentaje de abundancia correspondiente.

Posteriormente, se llevó a cabo la digestión de los N–glicanos con exo-
glicosidasas y su posterior análisis mediante HILIC–HPLC. El cálculo de UG 
para cada pico fue importante no solo para la confirmación de estructuras 
anteriormente asignadas mediante espectrometría de masas, sino también 
para la asignación de estructuras a aquellos picos para los cuales no se 
pudo obtener un valor de m/z. En la Figura 17.2 se observa el resultado de 
HILIC–HPLC para la muestra pre y posdigestión con enzimas exoglicosidasas.

En términos generales, se observó que para el IFN4NHEK los picos de mayor 
tamaño eluyeron a valores de UG entre 5 y 8 mientras que para el IFN4NCHO las 
principales estructuras detectadas eluyeron a valores de UG entre 8 y 14. Este 
resultado reveló que el IFN4NCHO presenta una mayor cantidad de estructuras 
altamente ramificadas mientras que el IFN4NHEK se compone mayoritariamente 
de estructuras glicosídicas más pequeñas. Es importante tener en cuenta que 
para la variante derivada de células HEK, también se observaron picos a UG 
mayores, demostrando la presencia de estructuras glicosídicas altamente 
ramificadas pero en menores cantidades.
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Tabla 17.3 Análisis de los N-glicanos derivados del IF4NHEK e IFN4NCHO 

IFN4NHEK

Estructura UG m/z 
observado

m/z 
teórico

Error# 
(ppm)

Abundan- 
cia* (%)

TR

A2 5,41 n/d 1436,476 n/d 4 17,02

FA2 5,87 n/d 1582,534 n/d 6 20,63

FA2B/FA3 6,24 1785,657 1785,613 25 13 22,33

FA2G1 6,70 n/d 1744,587 n/d 14 25,75

FA2BG1 7,08 1947,709 1947,666 22 13 28,93

FA2G2S1 8,34 n/d 2197,735 n/d 4 38,80

FA4G4S2 11,65 3219,118 3219,095 7 4 62,92

FA4G4S3 12,18 3510,183 3510,190 -2 4 67,43

FA4G4S4 12,70 3801,310 3801,286 6 4 71,55

 
IFN4NCHO

Estructura UG m/z 
observado

m/z 
teórico

Error# 
(ppm)

Abundan- 
cia* (%)

TR

FA2G2S1 8,78 2197,792 2197,735 26 5 40,60

FA2G2S2 9,11 2488,910 2488,910 0 12 47,27

FA3G3S2 10,32 2853,993 2853,963 11 4 55,58

FA3G3S3 11,14 3145,100 3145,058 13 12 61,12

FA4G4S2 11,65 3219,104 3219,095 3 4 64,13

FA4G4S3 12,18 3510,230 3510,190 11 5 67,65

FA3G3Lac1S3 12,37 3510,230 3510,190 11 5 68,88

FA4G4S4 12,70 3801,355 3801,286 18 11 71,77

FA4G4Lac1S3 13,20 3875,413 3875,322 23 5 74,50

FA4G4Lac1S4 13,77 4166,466 4166,418 12 8 77,83

FA4G4Lac4S1 15,12 4411,507 4411,600 -21 4 82,97

n/d: estructuras que no pudieron ser detectadas mediante espectrometría de 
masas. La estructura propuesta fue asignada en función de su valor de UG. 
#Error (ppm): se calculó como el producto de 106 y el cociente correspon-
diente a la diferencia entre el valor m/z observado y el teórico dividido por 
el valor m/z teórico. *Abundancia (%): indica la proporción de la estructura 
descripta respecto de la totalidad de las estructuras analizadas. Se calculó 
teniendo en cuenta el área de los picos del cromatograma HILIC‑UPLC
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El análisis de N–glicanos del IFN4NCHO mediante espectrometría de masas 
permitió identificar estructuras completas principalmente constituidas por 
glicanos bi–, tri– y tetraantenarios con extensiones de N–acetillactosamina 
(LacNAc). Las abundancias relativas calculadas para cada pico evidenciaron 
que las estructuras FA2G2S2, FA3G3S3, FA4G4S4 y FA4G4Lac1S4 fueron las más 
abundantes (Tabla 17.3). En este caso, la digestión con exoglicosidasas y análisis 
mediante HILIC–HPLC fue empleada como herramienta complementaria y a su 
vez permitió afirmar que todas las estructuras glicosídicas tipo N derivadas del 
IFN4N producido en células CHO se encontraban completamente fucosiladas.
La evaluación de los N–glicanos derivados de IFN4NHEK demostró predomi-
nancia de estructuras glicosídicas incompletas o truncas. Si bien algunas 
estructuras no pudieron ser identificadas mediante espectrometría de masas, 
la asignación de UG y el análisis mediante digestión con exoglicosidasas 

Figura 17.2. Análisis de N–glicanos derivados de IFN4NHEK (izq.) e IFN4NCHO 
(der.) mediante HILIC–HPLC luego de la digestión secuencial con enzimas 
exoglicosidasas. 
Los N–glicanos obtenidos a partir del IFN4N derivado de células CHO y HEK 
fueron marcados con el fluoróforo 2–AB, digeridos con enzimas exoglico-
sidasas y luego sometidos a HILIC–HPLC. Se muestran los cromatogramas de 
los N–glicanos sin digerir y sometidos a diferentes procesos de diges-
tión secuencial con las siguientes enzimas para las cuales se indica entre 
paréntesis sus siglas en inglés: (1) con Arthrobacter ureafaciens sialidasa 
(ABS), (2) con ABS y β–galactosidasa de testículos bovinos (BTG), (3) con 
ABS, BTG y β–N–acetilhexosaminidasa de poroto de soja (JBH) y, por último, 
(4) con ABS, BTG, JBH y α–L–fucosidasa de riñón bovino (BKF)
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permitió realizar la asignación de estructuras. Las estructuras más abundantes 
fueron FA2B/FA3, FA2G1 y FA2BG1. La presencia de estructuras conteniendo 
GlcNAc bisectante fue observada para la muestra derivada de células humanas 
mientras que no se observó en la muestra proveniente de células CHO. A su 
vez, la digestión con exoglicosidasas evidenció que un 4,5 % de las estructu-
ras N–glicosídicas no se encontraban fucosiladas.

Para el análisis de las estructuras glicosídicas en base a las UG calcula-
das se tuvo en cuenta lo reportado en la GlycoBase (National Institute for 
Bioprocessing Research and Training, Dublin, Irlanda). 

17.4.3. Caracterización biológica in vitro del IFN4NCHO e IFN4NHEK 

Las variantes IFN4NCHO e IFN4NHEK fueron evaluadas en relación con su capa-
cidad in vitro para ejercer efectos antivirales sobre la línea celular MDBK 
frente a la presencia del virus VSV. Por otra parte, se evaluó la capacidad de 
estas citoquinas para ejercer su actividad antiproliferativa in vitro sobre la 
línea celular Daudi. 

A partir de dichas determinaciones y de la concentración de cada una de 
las moléculas, se calculó la ABE.

En primer lugar, se observó que la ABE antiviral del IFN4NHEK e IFN4NCHO 
(para ambas moléculas 165 ± 15 UI.ng-1) fue superior respecto de su cor-
respondiente valor de ABE antiproliferativa (5,8 ± 0,9 UI.ng-1 vs. 3,0 ± 0,6, 
respectivamente para ambas moléculas). Este comportamiento podría ser 
explicado teniendo en cuenta que la actividad antiproliferativa requiere de 
una interacción ligando–receptor más fuerte mientras que el estado anti-
viral puede ser inducido con una fuerza de interacción menor. En segundo 
lugar, si bien no se encontraron diferencias en la ABE antiviral de ambas 
moléculas, el IFN4NHEK exhibió una ABE antiproliferativa significativamente 
superior respecto del IFN4NCHO (**p = 0,001). El mayor grado de glicosilación 
exhibido por la molécula derivada de células CHO podría ser el principal 
responsable de su inferior valor de ABE antiproliferativa, más aún teniendo 
en cuenta que este tipo de actividad es más sensible a cambios en la afinidad 
de unión al receptor respecto de la actividad antiviral. Particularmente, se 
ha demostrado que, a menor contenido de ácido siálico, mayor es la ABE in 
vitro de la proteína, siendo la molécula eritropoyetina un caso emblemático 
de esta regla, por la cual se ha observado que preparaciones conteniendo 
una mayor proporción de isoformas altamente sialiladas demuestran menor 
ABE que contrapartes con menor proporción de tales isoformas (Goto y col., 
1988; Egrie y col., 2003)
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17.4.4. Evaluación farmacocinética del IFN4NCHO e IFN4NHEK

Las propiedades farmacocinéticas de las glicoproteínas son altamente influen-
ciadas por los oligosacáridos que las conforman y resultan críticas para la 
determinación de su eficacia terapéutica. La farmacocinética del IFN4NHEK 
e IFN4NCHO fue llevada a cabo con el objetivo de evaluar la influencia de su 
perfil glicosídico sobre su velocidad de depuración o clearance, vida media 
plasmática, concentración máxima y tiempo necesario para alcanzarla.

Las diferencias observadas en el grado de glicosilación del IFN4NCHO e 
IFN4NHEK no generaron grandes cambios en sus perfiles farmacocinéticos. 
Solo se visualizaron diferencias significativas durante la fase de absorción. 
Específicamente, el Tmáx del IFN4NCHO fue aproximadamente 3 veces superior 
respecto del correspondiente para la proteína producida en HEK, indicando 
que el mismo requiere de un tiempo significativamente más prolongado 
para alcanzar la máxima concentración plasmática (p=0,03). De todos modos, 
el Cmáx de las dos proteínas no evidenció diferencias significativas (Tabla 
17.4). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas entre los 
parámetros t1/2, AUC y CLapp calculados para el IFN4NHEK e IFN4NCHO.

Si bien muchos autores han descripto que el incremento del grado de 
glicosilación contribuye a un mejoramiento de las propiedades farmacociné-
ticas, la comprensión del comportamiento farmacocinético de cada molécula 
parecería ser más complejo.

Estudios previos han demostrado que las proteínas conteniendo Gal 
como glicano terminal (glicano desialilado) son removidas rápidamente de 
la circulación a través de endocitosis mediada por receptores de asialogli-
coproteínas expresados en hepatocitos. Además, se ha postulado que las 
glicoproteínas conteniendo Man, Fuc o GlcNAc como glicanos terminales 
pueden ser removidas de la circulación mediante interacciones específicas 
con otros receptores tipo lectina expresados en diferentes tipos de célu-
las en mamíferos. Por otra parte, es importante tener en cuenta que las 
glicoproteínas pueden ser dirigidas hacia cierto tipo de tejidos y órganos 
dependiendo de las estructuras glicosídicas que contengan. Las evidencias 
postuladas permitirían explicar el comportamiento farmacocinético del 
IFN4NCHO e IFN4NHEK. Las diferencias en el grado de glicosilación de ambas 
proteínas podrían ser las responsables de su direccionamiento hacia dis-
tintas vías de absorción y eliminación, promoviendo o interfiriendo en la 
interacción con los receptores partícipes de las mismas. Al involucrarse en 
diferentes vías farmacocinéticas no sería sorprendente que el comporta-
miento de ambas moléculas presente grandes similitudes, a pesar de las 
diferencias glicosídicas postuladas.
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Tabla 17.4. Parámetros farmacocinéticos del IFN4NCHO e IFN4NHEK luego de su 
inyección subcutánea en ratas

Muestra Cmáx (UI.ml-1) Tmáx (h) t1/2 (h) AUC (UI.h.ml-1) CLapp (ml.h-1)

IFN4NCHO 194 ± 17 7,2 ± 1,3 54 ± 6 11732 ± 1115 17 ± 2

IFN4NHEK 149 ± 27 2,7 ± 0,3 57 ± 7 9679 ± 1206 21 ± 3

Los parámetros fueron calculados para cada animal y se expresan como el 
valor promedio ± SD (n=4). Cmáx: concentración máxima. Tmáx: tiempo nece-
sario para alcanzar la concentración máxima. t1/2: tiempo de vida media 
terminal. AUC: área bajo la curva de AB antiviral versus tiempo. CLapp: 
clearance aparente o velocidad de eliminación

17.4.5. Análisis de la actividad biológica in vivo del IFN4NCHO e IFN4NHEK

El IFN–α es capaz de ejercer su acción antitumoral no solo a través de la inhi-
bición de la proliferación celular, sino que además es un potente inhibidor 
de la angiogénesis. 

Las diferencias en el grado de glicosilación del IFN4NCHO e IFN4NHEK, así 
como también en la ABE antiproliferativa in vitro, estimularon el análisis 
y comparación de ambas citoquinas en ensayos de AB antitumoral in vivo. 
Este tipo de ensayos permite evaluar la capacidad del IFN para disminuir el 
crecimiento de tumores sólidos implantados subcutáneamente en ratones 
inmunocomprometidos.

El experimento fue realizado empleando ratones nude atímicos de la cepa 
N:NIH nu/nu a los que se implantaron células tumorales de origen humano 
PC–3. En la Figura 17.3A se muestran las curvas que indican el volumen pro-
medio de los tumores correspondientes al grupo de ratones tratados con 
IFN4NCHO, IFN4NHEK y control (solución salina de fosfatos, PBS) en función del 
tiempo desde el comienzo del tratamiento. Se observó claramente que ambas 
moléculas permitieron retardar el crecimiento de los tumores, en comparación 
con el control. A su vez, el IFN4NHEK resultó ser el más efectivo, ya que su curva 
de crecimiento siempre se mantuvo por debajo de la curva correspondiente 
a los tumores derivados del tratamiento con IFN4NCHO.

A partir de la Figura 17.3A se calcularon las velocidades de crecimiento de los 
tumores para cada uno de los tratamientos. Específicamente, en las muestras 
control e IFN4NCHO se identificaron dos fases de crecimiento: una fase inicial 
lenta y una fase final más rápida. La primera se extendió desde el inicio del 
tratamiento hasta el día 26, mientras que la segunda etapa comprendió los 
días 26 a 34. Las velocidades de crecimiento calculadas para el grupo control 
fueron 42 ± 11 mm3.día-1 y 147 ± 32 mm3.día-1, para la primera y segunda etapa, 
respectivamente. Para el IFN4NCHO la velocidad de crecimiento de la primera 
fase fue de 15 ± 5 mm3.día-1 mientras que para la segunda fase se obtuvo un 
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valor de 78 ± 32 mm3.día-1. Ambos valores demuestran la capacidad del IFN4NCHO 
para reducir aproximadamente en un 50 % la velocidad de crecimiento de los 
tumores. En el caso del IFN4NHEK se identificó una única fase de crecimiento 
lineal a partir del día 7 de iniciado el tratamiento hasta su finalización. En este 
caso, la velocidad de crecimiento durante todo el tratamiento fue de 22 ± 5 
mm3 . día-1, representando una disminución del 85 % y del 72 % con respecto a 
la velocidad de crecimiento del tumor a partir del día 26 de los grupos trata-
dos con PBS o IFN4NCHO, respectivamente. Este resultado demostró la mayor 
eficacia de la molécula derivada de células HEK como agente antitumoral. 

El último día del experimento, 34 días posteriores al comienzo del trata-
miento, se realizó el sacrificio de los ratones, la extracción de los tumores 
y la determinación de su peso. El peso promedio de los tumores derivados 
del tratamiento con IFN4NCHO e IFN4NHEK fue significativamente inferior res-
pecto del grupo control (p=0,0184 y p=0,0009, respectivamente; Figura 17.3B). 
Además, este resultado confirmó que el tratamiento con IFN4N derivado de 
células HEK fue significativamente más eficiente que el tratamiento realizado 
con la molécula proveniente de células CHO (p=0,0106). 

Figura 17.3. Evaluación del efecto antitumoral in vivo del IFN4NCHO e IFN4NHEK. 
Análisis del crecimiento de tumores de células PC–3 implantadas  
subcutáneamente en ratones nude. A. Determinación del peso de los tumores.  
b. DETERMINACIÓN DE LA VARIACIÓN SEMANAL DEL VOLUMEN TUMORAL.  
Los resultados se expresaron como el valor promedio ± SD (n=6)

A

B



389

Los estudios in vivo con ambas moléculas demostraron que la obtenida a 
partir de células HEK fue capaz de disminuir con mayor eficiencia la velocidad 
de crecimiento de los tumores generados luego de la inoculación de células 
neoplásicas de origen prostático a los ratones nude. En dicho contexto y en 
ausencia de diferencias significativas a nivel farmacocinético entre ambas 
glicoproteínas, la glicosilación desarrollada por las células humanas inclinó 
la balanza hacia una mejora en la actividad in vitro que probablemente fue 
responsable de una mayor potencia antitumoral in vivo.

En términos generales, el proceso de generación de un nuevo terapéutico 
hiperglicosilado es altamente complejo. Por lo tanto, para un biofármaco 
derivado de hIFN–α2b con tales características, la búsqueda de un balance 
apropiado entre la actividad biológica evaluada in vitro y las propiedades 
farmacocinéticas en el contexto del huésped de producción adecuado, consti-
tuyen las claves para la obtención de un producto innovador y efectivo.
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Los bioterapéuticos innovadores y biosimilares basados 
en glicoproteínas terapéuticas constituyen una disciplina 
de interés en salud humana que este libro profundiza 
desde sus aspectos más elementales hasta los relaciona-
dos con su obtención y regulación para alcanzar
el mercado de los biofarmacéuticos.

La obra se dirige a estudiantes de formación de grado 
en biotecnología aunque por la magnitud e importancia 
del área en sí misma, no solamente se circunscribe 
a ellos sino también a todos los interesados en adquirir 
conocimientos que no deben soslayarse al momento 
de introducirse en esta disciplina.

Es el deseo de los editores que el lector se motive 
en pensar, discutir, formular o rediseñar bioprocesos y/o 
productos de naturaleza glicoproteica durante la lectura 
de los capítulos de este libro. 
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