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Introduccion. Dada su amplia capacidad para redizar
exquisitas modificaciones postraduccionales como la
glicosilacién, las células animales son preferidas para la
produccion de glicoproteinas con fines terapéuticos. Sin
embargo durante el desempefio de estos cultivos a gran
escala, muy bajas velocidades de agitacién y aireacion son
empleadas, desencadenando la presencia de gradientes o
limitaciones de las principal es variables de cultivo como es €l
caso del oxigeno disuelto (OD). Dado que €l proceso de
glicosilacién de proteinas es el resultado de la accién
secuencial de multiples enzimas en el Reticulo Endoplasmico
y Aparato de Golgi, las condiciones medioambientales de
cultivo son determinantes en el patron de glicoasilacién
obtenido en la glicoproteina de interés. El patron de
glicosilacion por su parte es el responsable de lacalidad dela
proteina ya que de él depende la actividad biolégica o su
tiempo de residencia en el organismo. A la fecha se
desconoce el impacto que tiene la presencia de
heterogeneidades mediocambientales de cultivo sobre los
patrones de glicosilacion de las glicoproteinas.

En este trabgjo se analizd, mediante una estrategia de
escalamiento descendente (1), el efecto de la presencia de
gradientes de OD sobre los patrones de glicosilacion de un
Anticuerpo Monoclonal (AcM) poducido por cultivo in
vitro de hibridomas murinos.

Metodologia. Linea ceular: hibridomas murinos BCF2
productores del AcM contra la toxina 2 del alacran
Centruroides noxius Hoffman. Medio de cultivo: DMEM
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino. Las
oscilaciones de OD se realizaron, en un biorreactor de 250
mL, mediante la manipulacién de los flujos de Q y N, a
través de un sistema computarizado y un algoritmo de control
proporcional, que permitio realizar oscilaciones sinusoidales
de OD con un eje, amplitud y periodo de oscilacion
determinado. El pH se control6 por medio de un flujo de CO,

y un buffer de carbonatos en e medio de cultivo. La
viabilidad y concentracion celular se midieron por tincion con
azul de tripano y un contador electrénico de prticulas,
respectivamente. La glucosa, glutaminay lactato se midieron
mediante un multianalizador enzimatico. EI AcM se purificd
por cromatografia de afinidad en un FPLC. La determinacion
de los patrones de glicosilacion del AcM se readlizaron
mediante HPLC de fase normal acoplado a un detector de
fluorescencia. Se utiliz6 un gradiente de formato de amonio
para separar a los oligosacaridos que fueron previamente
liberados del AcM por digestion enzimatica con la

endoglicosidasa F (PNGasaF) y marcados en su extremo
reductor con el colorante fluorescente 2-aminobenzimida.

Resultados y Discusién. Se probaron cuatro periodos de
oscilacién (800, 1600, 6400 y 12800s) manteniendo constante
el ge y amplitud de oscilacién (7% y +/-7% de OD,
respectivamente), de manera que las células experimentaran
periodos alternantes bajo condiciones éptimas y bao
condiciones limitantes de OD. Como control se desarrollaron
cultivos a 10 % de OD constante (con respecto a sat. con
aire). Los cultivos a OD oscilante mostraron, tanto en el
consumo, la produccion de metabolitos, asi como en las
cinéticas de crecimiento y producciéon de AcM, un
comportamiento  muy similar a los cultivos control. Con
repecto a los patrones de glicosilacion determinados, se
observd un aumento de las estructuras atas en manosa
(estructuras no deseadas) conforme los periodos de
oscilacién aumentaron, asi como una disminucién en las
estructuras de tipo complejo-G0, G1y G2- (Cuadro.l).

Cuadro. 1. Efecto de diferentes periodos de oscilacién de OD en las
estructuras de glicanos presentes en €l AcM.

Tipode dicano
(%)
Paucimancsa 7.9 15 06 0.7 45

OD- Cte 800s 160G 6406 12800y

GO 221 161 196 174 144
Gl 387 373 358 335 288
G2 174 22 204 189 178

Alto en mancsa 139 9.6 236 294 345

Conclusiones. Las oscilaciones de OD que se experimentaron
no tuvieron un efecto significativo sobre el crecimiento y la
produccion de AcM por hibridomas. Sin embargo si existe
una clara influencia de la presencia de estas condiciones
oscilantes de OD sobre €l proceso de glicosilacion de los
AcM al encontrarse un aumento de estructuras altas en
manosa, asi como una disminucién en las estructuras
complejas. Lo anterior es un indicativo de un procesamiento
incompleto de los oligosacéridos, el cual pudiera deberse a
una inactivacién de las enzimas encargadas de llevar a cabo
laglicosilacion compleja
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