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Introduccién. Los anticuerpos monoclonales (AcM) han
sido utilizados para el tratamiento de diferentes
padecimientos por su especificidad, eficacia y prolongada
vida media en circulaciéon. La calidad de un AcM es
determinada por modificaciones postraduccionales que
pueden ser quimicas o enzimaticas. Estas modificaciones
resultan en heterogeneidades de los perfiles de
glicosilacion y de variantes de carga. Estas modificaciones
pueden alterar la funcionalidad y farmacocinética del AcM
(1,2).

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la
velocidad de crecimiento de células CHO en la
productividad y calidad, determinada por los perfiles de N-
glicosilacion y de variantes de carga en un AcM.

Metodologia. Se realizaron dos cultivos independientes
de 500 mL en perfusion a dos diferentes estados estables
que corresponden a 20 y 50% de la velocidad especifica
maxima de crecimiento (umex). Se utilizd un sistema
BioSep® (Applikon Biotechnology) para la retencion
celular. Para el analisis de N-glicosilacién, se utilizd
cromatografia de interacciéon hidrofilica (HILIC) (3) y
cromatografia de intercambio cationico (CEX) para el
analisis de variantes de carga (2).

Resultados. Se alcanzaron estados de equilibro en los
dos cultivos a 20 % (19.1 £ 2.0) pmax Y 50 % (52.8 £ 5.3)
Mmax. Observamos un metabolismo diferente a las dos
velocidades de crecimiento estudiadas. A 50% pMmax, S€
observé un mayor consumo de glucosa y glutamina y una
mayor velocidad de produccién de lactato. A 20 % pmax, se
observd una menor velocidad de consumo de nutrientes y
una menor velocidad de produccién de lactato (Fig. 1).
Se encontré que el reducir ymax de 50 a 20% incrementé
en 3.5 veces la velocidad especifica de produccion de AcM
y cambié la abundancia relativa de glicoformas altas en
manosa, de 2 a 15%; de glicoformas galactosiladas de 23
a 12% y para glicoformas fucosiladas de 92 a 73%. En el
caso de las variantes de carga, al decrecer pmax
incrementd la abundancia relativa de la fraccién principal
de 40 a 49% (Fig. 2).
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Fig. 1. Comportamiento metabdlico. a), c), d) consumo. b) y e)
produccion. f) Rendimiento de produccion de lactato, g) rendimiento de
produccion de amonio, h) rendimiento de AcM, i) productividad de AcM.

*p<0.05 mediante prueba t de Student.
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Fig. 2. Distribucion relativa de los perfiles de glicosilacion y de variantes
de carga. a)-g) perfil de glicosilacion, h)-j) perfil de variantes de carga.
*P<0.05 mediante prueba t de Student.

Conclusiones. A mayores velocidades de crecimiento se
observd un comportamiento metabdlico glucolitico
productor de lactato, mientras que a bajas velocidades se
observé un metabolismo glutaminolitico, resultando en la
produccion de amonio (4). Mediante la modificacion de la
velocidad de crecimiento es posible modificar los perfiles
de glicosilacién y de variantes de carga, asi como
incrementar la productividad del AcM.
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