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Introducción. La disminución de la temperatura de 
cultivo por debajo de 37ºC, se ha considerado un método 
eficiente para incrementar la productividad específica de 
glicoproteínas con aplicación terapéutica, producidas en 
células CHO (1). No obstante, el impacto sobre la 
glicosilación de dichas proteínas ha sido pobremente 
estudiado. 
El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la 
disminución de la temperatura (30 y 32ºC), sobre la N-
glicosilación del anticuerpo monoclonal anti-IL8 (MabIL8) 
producido en células CHO, y sobre algunos genes 
representativos de la vía de síntesis de N-glicanos. 
 
Metodología. Línea: CRL-12444 (ATCC). Cultivos: 
spinner flask, 5% de CO2, 60 rpm, medio CDM4-CHO 
(Hyclone)+insulina 2µg/mL+ MTX 200nM. Concentración 
y viabilidad celular: exclusión con azul de tripano y 
Coulter Counter. Metabolitos: analizador bioquímico YSI. 
Cuantificación y purificación de Mab: ELISA y 
cromatografía de afinidad (2). Patrón de glicosilación: 
digestión con PNGasa F, marcaje con 2 aminobenzamida 
y análisis por HPLC (2). Análisis transcripcional por RT-
PCR. 
 

Resultados y discusión. La disminución de temperatura 
de 37ºC a 32 ó 30ºC, se realizó durante la fase 
exponencial de cultivos escalonados, determinando que 
el tiempo de cambio óptimo a 32ºC fue a las 24 h y a las 
72 h a 30ºC, pues presentaron el metabolismo más 
eficiente (Tabla 1). Durante el crecimiento a baja 
temperatura (escalonados y controles) los parámetros 
cinéticos disminuyeron, la viabilidad de los cultivos se 
prolongó hasta por 2 semanas y la productividad 
específica de MabIL8 fue 17% mayor respecto al control 
a 37ºC (Tabla 1). Doce genes codificantes para 
diferentes enzimas de N-glicosilación fueron evaluados 
en los cultivos: controles a 37ºC, 32ºC, 30ºC y 
escalonados a las 48 y 72 horas, mediante RT-PCR. El 
análisis se realizó 24 h después del cambio de 
temperatura usando el método 2-ΔΔCt y como gen control 
β–tubulina. Los genes correspondientes a etapas 
reguladoras del proceso de N-glicosilación (DPM1 y 
DPM2) y a etapas tardías de la vía, fueron sensibles a la 
temperatura; en particular disminuyó la expresión de los 
genes responsables de la galactosilación, fucosilación y 
transferencia de NAcGlc (Fig. 1). El patrón de 
glicosilación del Mab-IL8 a 37ºC, consistió en 2 N-

glicanos biantenarios complejos no bisectados, con 
estructuras G1 (15.6%), G2 (6%) y G0 (50.6%). Datos 
preliminares mostraron que la disminución de la 
temperatura afectó el patrón de glicosilación del MabIL8. 

Tabla 1.Parámetros cinéticos y estequiométricos de cultivos 
control y escalonados 

Yxs =célula/nmol, qs=nmol/106célula*h, Ysx=nmol/célula, qp=pmol/célula*día 

Fig. 1. Nivel relativo de expresión (NRE) de  genes involucrados 
en la vía de N-glicosilación del Mab-IL8 a 30º y 32ºC 

Conclusiones. La disminución de la temperatura en los 
cultivos escalonados mejoró la productividad de MabIL8 
como se ha reportado (1); sin embargo, los cambios 
observados en la expresión de glicosiltransferasas  
sugieren modificaciones importantes en el patrón de 
glicosilación de Mab, que están siendo verificadas 
mediante el análisis de los patrones de glicosilación 
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