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CULTIVO DE CELULAS SINCRONIZADAS
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Introducciéon. Los Anticuerpos Monoclonales (AcM)
terapéuticos son el producto farmacéutico biotecnolégico
mas exitoso y lucrativo a nivel global (1). Sin embargo,
son glicoproteinas estructuralmente complejas, con perfil
de glicosilacion heterogéneo, el cual es un atributo critico
de calidad en virtud de que impacta directamente en la
actividad biolégica de la molécula (2). Es necesario
conocer los factores que conducen a dicha
heterogeneidad con la finalidad de producir en el futuro
AcM mas homogéneos y especificos. En el presente
trabajo se determin6 el perfil de N-glicosilacion de un
AcM producido por células de mamifero cultivadas de
forma sincronizada a través de las diferentes fases del
ciclo celular (CS), en comparacion con el -cultivo
tradicional no sincronizado (CNS).

Metodologia. Linea celular de hibridoma murino (BCF2)
que produce un AcM del tipo IgG1. Los cultivos se
realizaron por ftriplicado, en suspension, volumen de 50
mL, 37 °C, 5 % CO,, 120 RPM, en medio CD Hybridoma
GIbCO® suplementado con 8 mM de L-Glu y una [XVliigal
de 1x10° cel/mL. La sincronizacién celular se realizo
mediante elutriacion centrifuga a contracorriente (3) y la
determinacién de ciclo celular mediante la cuantificacion
de ADN celular por citometria de flujo. EI AcM fue
purificado por cromatografia de afinidad a proteina A y el
analisis de N-glicosilacién se realiz6 por cromatografia
liquida de interaccion hidrofilica (4).

Resultados. En la Fig. 1 se muestra el perfil de N-
glicosilacion del AcM producido en sendos modos de
cultivo. En ambas condiciones la glicosilacién fue
altamente heterogénea; se identificaron un total de 23
estructuras de oligosacarido que comprendié tanto
estructuras altas en manosa como estructuras complejas.
El porcentaje de las estructuras complejas
representativas de AcM (A2G0, A2G1 y A2G2), en su
conjunto, fue mayoritario en ambos casos. Sin embargo,
el CS, en comparacion el CNS, mostré un incremento en
el porcentaje de las estructuras altas en manosa,
acompafiado de una disminucion del porcentaje de las
estructuras complejas (Tabla 1).
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Figura 1. Perfiles de N-glicosilacion del AcM producido en CNS y CS.

Tabla 1. Porcentaje relativo de N-glicanos mayoritarios identificados en

CNSyCS

Pico| GU's Estructura CNS CS
No propuesta % sd % sd
6 5.5 A2G0 36 07| 30 04
7 5.9 A2GOF 246 13| 210 54
8 6.2 MAN5 49 04| 42 041
1 6.7 | A2G1(1,6)F | 11.0 0.7 | 9.0 1.6
12 6.8 | A2G1(1,3)F | 122 0.7 | 101 1.5
13 71 MANG6 57 05| 98 2.1
14 7.2 A2G2 19 08| 11 0.6
16 7.6 A2G2F 65 06| 6.3 1.4
17 8.0 MAN7 19 05| 32 06
20 8.9 MAN8 27 02| 32 08
21 9.3 MAN9 45 04| 6.2 1.2

Conclusiones. El modo de cultivo sincronizado vs el
cultivo tradicional no sincronizado, no disminuy6 la
heterogeneidad de la glicosilacion del AcM. Sin embargo,
en los CS se determind un incremento en el porcentaje
de las estructuras altas en manosa, indicativas de un
procesamiento incompleto del oligosacarido y la
disminucion del porcentaje de las estructuras con mayor
procesamiento o complejas.
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