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Foliculos anovulatorios

Fragmento cristalizable

Food and Drug Administration

Matriz de informacién de Fisher (Fisher information matrix)
Hormona foliculo-estimulante

Receptor de la hormona FSH (FSH receptor)
En sentido directo (Forward)

Proteina de la capside lentiviral

Galactosa

N-acetilgalactosamina
N-acetilgalactosaminiltransferasa

Células de la granulosa (Granulosa cells)
Guanosin difosfato

Hormona de crecimiento

Tracto gastrointestinal

Glucosa

N-acetilglucosamina
N-acetilglucosaminiltransferasa |-V
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GM-CSF
GMOP
GOD
GPCR
GpHR
GTP

hCG

HEK
hEPO
hFSH
hIFN-a
hIFN-B
HMWA
HMWS
HPAE-PAD

HPLC

kitr

L. tarentolae
LacNAc

LB

LH

LOD

LOQ

LRR

LTRs

Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
GM-CSF O-glycosylated Peptide

Glucosa oxidasa

G protein-coupled receptors

Receptor de hormonas glicoproteicas (Glycoprotein hormone receptors)
Guanosin trifosfato

Gonadotrofina coriénica humana

Human Embryonic Kidney cells

Eritropoyetina humana

Hormona foliculo-estimulante humana

Interferén alfa humano

Interferén beta humano

Agregados de alta masa molecular

Especies de alta masa molecular

Cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucién con deteccion
amperométrica pulsada (High-performance anion-exchange chromatography
with pulsed amperometric detection)

Cromatografia liquida de alta resolucién (High-performance liquid
chromatography)

Peroxidasa de rabano picante (Horseradish peroxidase)

Inseminacion Artificial
Inseminacion Atrtificial a tiempo fijo

International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use
Integral en el tiempo de células viables

Isoelectroenfoque
Interferén alfa
Interferén beta
Inmunoglobulinas

Cromatografia de pseudoafinidad a iones metalicos inmovilizados (Immobilized
Metal Chelate Affinity Chromatography)
Constante de eliminacion de primer orden

Constante de velocidad de absorcion de primer orden
Constante de velocidad de transferencia

Leishmania tarentolae

N-acetil-lactosamina

Lysogeny Broth

Hormona luteinizante

Limite de deteccion (Limit of detection)

Limite de cuantificacion (Limit of quantitation)
Repeticiones ricas en leucinas (Leucine-rich repeat)

Repeticiones terminales largas (Long terminal repeats)
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LVs
mAb
Man
MCMC

MDCK
MEM
mGMOP
MOET

Mtt
MW
NeuSAc
Neu5Gc
NIBSC
NLME
OF

ON
ONF
OPD
OST

P. pastoris
pAb
PAGE
PBS
PBS-T
PCR
PEG
PEI
pFSH
pl
pit-FSH
PK
PKA
PLs
pLV
PM

PNI
pO2
POD
pol

Vectores lentivirales (Lentiviral vectors)
Anticuerpo monoclonal (Monoclonal antibody)
Manosa

Procedimiento de Montecarlo basado en cadenas de Markov (Markov chain
Monte Carlo)
Madin-Darby Canine Kidney cells

Minimum Essential Medium
Modified GMOP

Transferencia de embriones por ovulacion multiple (Multiple ovulation embryo
transfer)
Tiempo medio de transito (Mean transit time)

Masa molecular (Molecular weight)

Acido N-acetilneuraminico

Acido N-glicolilneuraminico

National Institute for Biological Standards and Control

Modelos de efectos mixtos no lineales (Nonlinear mixed-effects model)
Ovocitos fecundados

Durante la noche (Overnight)

Ovaocitos no fecundados

Diclorhidrato de O-fenilendiamina

Oligosacariltransferasa

Pichia pastoris

Anticuerpo policlonal (Polyclonal antibody)

Electroforesis en gel de poliacrilamida (Polyacrylamide gel electrophoresis)
Buffer fosfato salino

PBS con Tween 20

Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction)
Polietilenglicol

Polietilenimina

Hormona foliculo-estimulante porcina

Punto isoeléctrico

Hormona foliculo-estimulante pituitaria

Farmacocinética

Proteina cinasa A (Protein kinase A)

Particulas lentivirales

Plasmido lentiviral

CD BHK-21 Production Medium

Buffer fosfato con cloruro de sodio e imidazol

Presion de oxigeno disuelto

Peroxidasa

Retrotranscriptasa lentiviral
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PTM
PVDF
dp
rbFSH
rbFSH-LD
RCLs
RE
reCG
Rev
rFSH
rhFSH
RP
RRE
RSM
Rv

S. cerevisiae
s.C.

So
SAEM
SASA
SD
SDS
SEC
sELISA
SEM
SEN
SFB
Sfit
SFM
Sia
SIN
SN
SOV
SV40
t1/2,elim
TA
TAE
tat
TBS
TBS-T
Td

Modificaciones postraduccionales (Post-translational modification)
Difluoruro de polivinilo (polyvinylidene difluoride)

Velocidad especifica de consumo/produccion

Hormona foliculo-estimulante recombinante bovina

Hormona foliculo-estimulante recombinante bovina de larga duracion
Lentivirus competente para la replicacion (Replication competent lentivirus)
Reticulo endoplasmatico

Gonadotrofina coriénica equina recombinante

Proteina lentiviral Rev

Hormona foliculo-estimulante recombinante

Hormona foliculo-estimulante recombinante humana

Fase reversa (Reverse phase)

Elemento de respuesta a rev (Rev response element)

Metodologia de superficie de respuesta (Response surface methodology)
En sentido reverso (Reverse)

Saccharomyces cerevisiae

Subcutanea

Desvio estandar de la concentracion predicha para una muestra blanco
Stochastic Approximation Expectation Maximization

Area superficial accesible al solvente (Solvent-accessible surface area)
Desviacion estandar

Dodecilsulfato de sodio

Cromatografia de exclusién molecular (Size exclusion chromatography)
ELISA tipo sandwich

Error estandar de la media (Standard error of the mean)

Sensibilidad

Suero fetal bovino

Desvio estandar de los residuos de la regresion lineal

Medio libre de suero fetal bovino (Serum free medium)

Acido sialico

Auto inactivante (Self-inactivating)

Sobrenadante

Super ovulacion

Virus de simio 40

Tiempo de vida media de eliminacion de la droga

Temperatura ambiente

Tris-acetato-EDTA

Proteina lentiviral tat

Solucién salina tamponada con Tris

TBS con Tween 20

Transduccion
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TFF
TG

tiag
tmax
TOOS
Tris
TSH
UDP
uv
V+I
var
VC

Vb

VR
VSV
WPRE
wit
B-ME

Filtracion por flujo tangencial (Tangential flow filtration)
Transgén

Tiempo de retardo

Tiempo para alcanzar la Cmax
N-Ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3-methylaniline
Tris-(hidroximetil)-aminoetano

Hormona estimuladora de tiroides

Uridina difosfato

Ultravioleta

Vector + inserto

Varianza

Volumen de columna

Volumen aparente de distribucion

Vector religado

Virus de la estomatitis vesicular

Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element
Tipo salvaje (Wild type)

B-mercaptoetanol

Longitud de onda
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CODIGO DE UNA Y TRES LETRAS PARA AMINOACIDOS

Alanina A Ala
Arginina R Arg
Aspargina N Asn
Aspartico D Asp
Cisteina C Cys
Fenilalanina F Phe
Glicina G Gly
Glutamico E Glu
Glutamina Q GIn
Histidina H His
Isoleucina | lle
Leucina L Leu
Lisina K Lys
Metionina M Met
Prolina P Pro
Serina S Ser
Tirosina Y Tyr
Treonina T Thr
Triptéfano W Trp
Valina \% Val
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UNIDADES

A Angstrém (1 x 10-1° m)
% (VIV) Mililitros de solvente en 100 ml de solucion
% (P/V) Gramos de soluto en 100 ml de solucién
A Amperio

cm Centimetro

cm? Centimetro cuadrado

g Gramo

h Hora

kDa Kilodalton

kg Kilogramo

L Litro

M Molar

mg Miligramo

min Minuto

mL Mililitro

mm Milimetro

mM Milimolar

N Normal

ng Nanogramo

nm Nandémetro

nmol Nanomol

°C Grado Celsius

pmol Picomol

ppb Partes por billon (ug.L™)
mm Revoluciones por minuto
seg Segundo

U Unidades

Ul Unidades internacionales
\Y Voltio

vol. Volumenes

W Vatio

Mg Microgramo

uL Microlitro

um Micrémetro

uM Micromolar

Q Ohm
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RESUMEN

La ganaderia es una actividad economica clave en Argentina y en la region, con
una alta rentabilidad ligada directamente a la eficiencia reproductiva y calidad genética
del ganado. En este contexto, la técnica de superovulacion y transferencia de embriones
(MOET) ha sido ampliamente utilizada para acelerar la mejora genética, permitiendo
que un numero reducido de hembras de alto valor genético genere numerosos
descendientes en poco tiempo. Esta técnica depende del uso de la hormona foliculo-
estimulante (FSH), que usualmente se obtiene de glandulas pituitarias de origen animal.
Sin embargo, estas preparaciones presentan importantes desventajas: variabilidad
entre lotes, posibles contaminaciones con LH y una vida media muy corta en circulacion.
Por ello, el desarrollo de una FSH recombinante bovina (rbFSH) con mejores
propiedades farmacocinéticas representa una solucion prometedora.

En esta tesis se disend una variante de larga duracion de la FSH bovina
recombinante (rbFSH-LD), incorporando 18 sitios potenciales de O-glicosilacion
mediante la adicién de tres repeticiones del péptido mMGMOP en el extremo C de la
subunidad B. Ademas, se produjo la roFSH nativa, es decir, sin modificar. Todas las
subunidades (a, B y B-LD), fueron producidas fusionadas a etiquetas de histidina (His6)
para facilitar su purificacién. Se generaron lineas celulares estables para ambas
variantes mediante transduccion lentiviral, que luego se adaptaron al cultivo en
suspension en medio libre de suero fetal bovino (SFM) y se cultivaron en biorreactores
de 1 L operados en modo de perfusion.

Para purificar las hormonas recombinantes, se optimizé un protocolo basado en
cromatografia de pseudoafinidad a iones metalicos inmovilizados (IMAC), utilizando
resinas con niquel para la captura e imidazol como agente de elucién. Este método
permitié obtener hormonas con pureza superior al 99% y un rendimiento global de
aproximadamente 70%. Las proteinas purificadas fueron concentradas y diafiltradas
para su posterior caracterizacion.

Los analisis por SDS-PAGE y western blot confirmaron la identidad y el perfil
electroforético de las proteinas. La variante rbFSH-LD mostr6 una mayor masa
molecular y diversidad isoformas en comparacion con la hormona sin maodificar,
incluyendo un subgrupo de isoformas mas acidas, atribuible a su elevado contenido de
acido sialico. Los ensayos farmacocinéticos revelaron que la rbFSH-LD posee una vida
media mas prolongada y menor tasa de eliminacion plasmatica. Ademas, la variante
hiperglicosilada exhibié una actividad biolégica especifica 2,4 veces mayor que la roFSH

en un modelo en ratas.
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El clonado de la linea celular productora de rbFSH-LD permitié seleccionar el
clon P8D3 por su elevada productividad y velocidad de crecimiento. Este clon fue
cultivado a escala de biorreactor, logrando purificar la hormona con alta eficiencia (65%
de rendimiento, >99% de pureza). El analisis fisicoquimico evidencié una alta proporcién
del dimero activo (70-87%) y bajo contenido de agregados (alrededor del 1%).

Estudios estructurales mediante dicroismo circular mostraron conformaciones
similares entre las variantes, predominando laminas beta y estructuras desordenadas.
Los ensayos de actividad biolégica en ratas confirmaron la elevada actividad especifica
de la rbFSH-LD hiperglicosilada (~10000 Ul.mg"'), manteniendo un valor
aproximadamente 2,4 veces superior al de la variante nativa, en concordancia con lo
observado previamente para la linea celular productora. En una prueba de concepto en
vacas, una unica dosis de 180 ug de roFSH-LD generé6 una respuesta de superovulacién
similar a la obtenida con 8 dosis de rbFSH convencional, lo que sugiere la posibilidad
de simplificar los tratamientos y reducir costos.

Adicionalmente, se desarrollaron herramientas analiticas complementarias,
incluyendo la obtencion de anticuerpos policlonales, un ELISA tipo sandwich para
cuantificacién, una metodologia optimizada de IEF para analisis de perfil glicosidico y
un protocolo de SEC-HPLC para la deteccion de agregados.

En resumen, la estrategia descrita en este trabajo permiti6 desarrollar los
primeros pasos de un sistema de produccion de una nueva variante hiperglicosilada de
bFSH recombinante con una mayor actividad bioldgica in vivo, mejores parametros
farmacocinéticos y ausencia de actividad de LH, lo que representa una alternativa
atractiva al uso de preparados comerciales de FSH porcina derivada de glandulas

pituitarias.
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ABSTRACT

Livestock production is a key economic activity in Argentina and across the
region, with profitability closely linked to the reproductive efficiency and genetic quality.
In this context, the multiple ovulation and embryo transfer (MOET) technique has been
widely used to accelerate genetic improvement, enabling a small number of high-value
donor females to produce numerous offspring within a short period. This methodology
relies on the use of follicle-stimulating hormone (FSH), traditionally obtained from animal
pituitary glands. However, these preparations present significant drawbacks, including
batch-to-batch variability, potential contamination with luteinizing hormone (LH), and a
very short circulatory half-life. Therefore, the development of a recombinant bovine FSH
(rbFSH) with improved pharmacokinetic properties represents a promising alternative.

This thesis describes the design of a long-acting recombinant bovine FSH variant
(rbFSH-LD), in which 18 potential O-glycosylation sites were introduced by fusing three
tandem copies of the mGMOP peptide to the C-terminus of the B-subunit. Unmodified
wild-type rbFSH was also produced. All subunits (a, B and B-LD) were fused to
C-terminal His6-tags to facilitate purification. Stable cell lines expressing both rbFSH
variants were generated by lentiviral transduction, adapted to serum-free suspension
culture (SFM), and scaled up in 1-L perfusion-mode bioreactors.

To purify the recombinant hormones, an optimized protocol based on immobilized
metal affinity chromatography (IMAC) was developed, using nickel-charged resins and
imidazole for elution. This method yielded highly pure hormones (>99%) with an overall
recovery of approximately 70%. The purified proteins were then concentrated and
diafiltered for further characterization.

SDS-PAGE and western blot analyses confirmed the identity and electrophoretic
profile of the proteins. The rbFSH-LD variant exhibited a higher apparent molecular mass
and a greater diversity of acidic isoforms compared to wild-type rbFSH, consistent with
its increased sialic acid content. Pharmacokinetic studies revealed an extended half-life
and reduced plasma clearance of rbFSH-LD. Moreover, this hyperglycosylated variant
exhibited a 2.4-fold higher specific biological activity compared to rbFSH in a rat model.

To ensure consistent production, the rboFSH-LD-producing cell line was cloned
and clone P8D3 was selected due to its high productivity and growth rate. Upon
bioreactor scale-up, roFSH-LD was efficiently purified from the culture supernatant with
high yield (65%) and purity (>99%). Physicochemical analysis revealed a high proportion
of the active dimeric form (70-87%) and minimal levels of high molecular weight

aggregates (approximately 1%).
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Circular dichroism studies showed that the hormone variants shared similar
secondary structures, mainly B-sheets and disordered regions. Bioassays in rats
confirmed the high specific biological activity (~10000 IU.mg™") of hyperglycosylated
roFSH-LD, maintaining a value approximately 2.4-fold higher than that of the native
variant, in agreement with the results previously observed for the parental cell line. In a
proof-of-concept trial in cows, a single dose of 180 ug rbFSH-LD induced a
superovulatory response equivalent to that achieved with eight doses of conventional
rbFSH. These findings suggest the potential to simplify treatment protocols, reducing
both costs and handling-related challenges.

Several analytical tools were also developed, including polyclonal antibodies, a
sandwich ELISA for hormone quantification, an optimized isoelectric focusing (IEF)
method for glycosylation profiling, and a SEC-HPLC protocol for protein aggregate
detection.

In summary, the strategy described in this work enabled the initial development
of a production system for a novel hyperglycosylated rbFSH variant with enhanced in
vivo biological activity, improved pharmacokinetic properties, and absence of LH activity,
representing a promising alternative to commercial pituitary-derived porcine FSH

preparations.
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INTRODUCCION
1. Biofarmacos

Los biofarmacos representan una clase diversa de productos farmacéuticos que
ha evolucionado hasta abarcar cualquier producto biolégico producido por o a partir de
organismos vivos utilizando tecnologia de ADN recombinante, incluyendo las proteinas
recombinantes terapéuticas, las vacunas y las terapias génicas y celulares (1,2). La gran
mayoria de estos productos son versiones recombinantes de proteinas extracelulares
eucariotas y, por lo tanto, muchas estan sujetas a modificaciones postraduccionales (3).
Desde que Humulin®, insulina humana recombinante producida en Escherichia coli (E.
coli), fue aprobada por la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos (FDA, Food and Drug Administration) en 1982 como la primera terapia basada
en una proteina recombinante, la produccion de biofarmacos ha avanzado a pasos
agigantados. Actualmente, este mercado esta valorado en USD 400 mil millones y se
estima que alcanzara los USD 621 mil millones para 2030 (4).

Las proteinas constituyen una clase extraordinaria de macromoléculas que
cumplen funciones esenciales y diversas en practicamente todos los procesos celulares
del organismo (5,6). El desarrollo de la tecnologia de ADN recombinante ha posibilitado
la produccién tanto de proteinas ya conocidas como de nuevas variantes mediante su
expresion heterdloga en organismos hospedadores procariotas y eucariotas. La
produccion de proteinas recombinantes se inicia con la clonacion del gen diana en un
vector, el cual se introduce en el sistema de expresién correspondiente, seguida por la
etapa de cultivo y produccion (upstream bioprocess), y posteriormente por las etapas de
purificacién y formulacién del producto final (downstream bioprocess). Cada una de
estas fases requiere una serie de consideraciones especificas que deben ser
optimizadas previamente a la produccién a escala industrial, con el fin de maximizar la

eficiencia en términos de costos, uso de recursos humanos e impacto ambiental (6).
Sistemas de expresion de proteinas recombinantes

La obtencién de una proteina funcional depende estrechamente de la maquinaria
celular del organismo que la produce. Se han evaluado diversos sistemas de expresion,
tanto procariotas como eucariotas, en la busqueda de estrategias eficientes y viables
para la produccion de proteinas (7). Entre ellos se incluyen bacterias, levaduras, células
de insectos, células de mamiferos, asi como plantas y animales transgénicos. Las
principales diferencias entre los distintos sistemas de expresién radican en el
rendimiento y la productividad proteica, la capacidad para realizar modificaciones

postraduccionales, y, especialmente, en la aptitud para generar proteinas funcionales
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que conserven las propiedades deseadas (3,6,8). La eleccion del sistema de expresién
representa una de las decisiones mas criticas en el desarrollo de proteinas terapéuticas.
Desde el punto de vista cientifico, el principal factor que determina la idoneidad o
limitacion de los sistemas de expresidon disponibles es, sin excepcion, el tipo y la
complejidad de las modificaciones postraduccionales requeridas por la proteina de
interés (3). Aproximadamente el 40% de las proteinas recombinantes disponibles en el
mercado biofarmacéutico carecen de modificaciones postraduccionales, en particular
glicosilacion, y suelen producirse en sistemas como E. coli o levaduras. En cambio, las
glicoproteinas, especialmente aquellas con aplicaciones terapéuticas, se obtienen
preferentemente mediante cultivos de células de mamiferos. Esto se debe a que otros
sistemas, como levaduras, células de insectos, hongos filamentosos o plantas,
generalmente no logran reproducir un perfil de glicosilacion compatible con una funcion

biolégica adecuada (9).
21. Bacterias

E. coli es uno de los hospedadores mas antiguos y utilizados para la produccion
de proteinas heterdlogas (9). La popularidad de esta bacteria como sistema de
expresion para la produccién de proteinas recombinantes se relaciona con su facilidad
de cultivo, su rapido crecimiento en condiciones de bajo costo, el amplio conocimiento
de su genética y la abundancia de sistemas optimizados disponibles para la expresién
de proteinas en este organismo. Sin embargo, la sobreproduccion de proteinas
recombinantes en E. coli no siempre es un proceso sencillo. El principal factor que
dificulta el valor de esta bacteria como hospedador es la incapacidad de muchas
proteinas heterdlogas para plegarse adecuadamente, lo que a menudo lleva a su
acumulacion dentro de estructuras intracelulares compactas denominadas cuerpos de
inclusion (10). Las proteinas que se dirigen hacia cuerpos de inclusidon pueden estar
inactivas e insolubles, por lo que se requiere de un proceso de renaturalizacion o
refolding adicional, que usualmente tiende a ser complejo y no siempre garantiza la

recuperacion total de estructura y actividad (9).
2.2, Levaduras y hongos filamentosos

Las levaduras, organismos fungicos eucariotas unicelulares, son comiunmente
empleadas para la produccion de proteinas recombinantes que no se expresan
eficientemente en E. coli, debido a dificultades asociadas con el plegamiento correcto o
la necesidad de dglicosilacién. Las cepas de levadura han sido ampliamente
caracterizadas a nivel genético y poseen la capacidad de realizar diversas

modificaciones postraduccionales. En comparacion con células de insectos o
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mamiferos, presentan ventajas operativas significativas, ya que son mas faciles de
manipular, su cultivo es menos costoso y se adaptan con mayor facilidad a procesos de
fermentacion. Entre las especies mas utilizadas se destacan Saccharomyces cerevisiae
(S. cerevisiae) y la levadura metilotréfica Pichia pastoris (P. pastoris) (9). Las levaduras
y hongos filamentosos son organismos de fermentacion industrial robustos que pueden
crecer hasta alcanzar una alta densidad celular en medios quimicamente definidos.
Estos organismos comparten los pasos iniciales de la N-glicosilacion de proteinas con
los mamiferos; no obstante, las glicoproteinas derivadas de los sistemas de expresion

fungica contienen N-glicanos del tipo alta manosa, altamente inmunogénicos (11).
2.3. Células de insecto

Las células de insectos poseen una mayor capacidad para realizar
modificaciones postraduccionales complejas y mas similares a las de las células de
mamifero en comparacion con las levaduras y hongos. Ademas, cuentan con una
maquinaria mas eficiente para el correcto plegamiento de proteinas de origen mamifero,
lo que las convierte en un sistema heterologo adecuado para la expresion de este tipo
de proteinas. El sistema de vectores mas ampliamente utilizado en este contexto es el
baculovirus. Una de sus principales ventajas radica en la capacidad de las células de
insecto para alcanzar altas concentraciones de proteina recombinante. Asimismo, estas
células pueden llevar a cabo diversas modificaciones postraduccionales, como
fosforilacion, N- y O-glicosilacion, acilacion, amidacion y carboximetilacion, lo que
favorece el adecuado plegamiento de la proteina y la formacion de puentes disulfuro, a
diferencia de lo que ocurre en el citoplasma de E. coli (9). No obstante, la complejidad
de las vias de N-glicosilacion de proteinas en células de insecto es intermedia entre la
observada en S. cerevisiae y en células de mamifero. Por otro lado, presentan niveles
extremadamente bajos, de glicosiltransferasas terminales y, en algunos casos, incluso
poseen actividad exoglicosidasa que compite eliminando la N-acetilglucosamina

terminal del core del N-glicano, conduciendo a estructuras escasamente sialiladas (12).
24, Protozoos

En los ultimos afos, los protozoos han surgido como sistemas prometedores
para la expresion heterdloga de proteinas eucariotas, particularmente por su capacidad
de llevar a cabo modificaciones postraduccionales compatibles con las requeridas en
mamiferos. Un ejemplo destacado es Leishmania tarentolae (L. tarentolae), un protozoo
eucariota unicelular que fue introducido como sistema de expresion en 2002. Esta
especie, perteneciente a la familia Trypanosomatidae, presenta la ventaja de no ser

patdgena para los mamiferos, lo que la convierte en una alternativa segura para
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aplicaciones biotecnolégicas. El desarrollo de métodos eficientes de cultivo,
manipulacion genética y transfeccion dio lugar a la creacion del sistema LEXSY
(Leishmania expression system), desarrollado por la empresa alemana Jena Bioscience
y empleado desde entonces para la produccion de diversas proteinas recombinantes.
L. tarentolae destaca por su facilidad y bajo costo de manipulaciéon, ademas de su
capacidad de realizar modificaciones postraduccionales comparables a las observadas
en células de mamiferos. En particular, su proceso de N-glicosilacion se asemeja
notablemente al humano; sin embargo, presenta una limitacién importante: la ausencia
de sialiltransferasas, lo que impide la produccién de proteinas sialiladas, un aspecto

critico en muchas aplicaciones terapéuticas (13).
2.5. Células de mamifero

Los sistemas de expresion en células de mamiferos se emplean con frecuencia
para la produccion de proteinas que requieren modificaciones postraduccionales
complejas, propias de organismos superiores. Estos cultivos celulares resultan
particularmente utiles ya que permiten la obtencién de proteinas con una conformacion
tridimensional, un plegamiento correcto y un perfil de glicosilacion adecuado, lo que
elimina la necesidad de procesos posteriores de renaturalizacion. Ademas, las células
eucariotas son capaces de llevar a cabo otras modificaciones esenciales, como la
adicién de cadenas de acidos grasos o la fosforilacion de residuos hidroxilados de
tirosina, treonina y serina. Entre las principales desventajas de este sistema se destacan
su elevado costo en comparacion con otros hospedadores, la posibilidad de
contaminacion con virus, y los niveles relativamente bajos de productividad. No
obstante, en las ultimas décadas se han logrado importantes avances en este aspecto:
la productividad en cultivos de células de mamiferos aumentd de 50 mg.L™" en 1986 a
4,7 g.L" en 2004, gracias a mejoras en las técnicas de ingenieria genética, el desarrollo
de tecnologias avanzadas para el cultivo celular, y la optimizacion de los medios de
cultivo (9).

2.6. Animales transgénicos

Los animales transgénicos han sido desarrollados como plataformas biolégicas
para la produccion de proteinas recombinantes, las cuales pueden acumularse en
diversos fluidos y tejidos como leche, clara de huevo, sangre, orina, plasma seminal e
incluso en los capullos de gusanos de seda. Entre estos, la leche y la orina han
demostrado ser los vehiculos mas prometedores para la recuperacion de proteinas
foraneas. Diversas especies, incluyendo cabras, ratones, vacas, cerdos, conejos y

ovejas, asi como algunos animales acuaticos, estan siendo utilizadas con este fin. La
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expresion dirigida a las glandulas mamarias ha permitido alcanzar concentraciones
elevadas de proteinas recombinantes en la leche. No obstante, entre las principales
desventajas de estos sistemas se encuentran los tiempos de produccion y los costos

asociados al mantenimiento de animales (9).
2.7. Plantas transgénicas

El uso de plantas transgénicas como plataformas para la produccion de proteinas
recombinantes representa una alternativa altamente segura, rentable y eficiente en
comparacion con animales transgénicos y cultivos celulares de mamiferos. Este sistema
no solo reduce significativamente los costos y el tiempo de produccion, sino que también
ofrece ventajas superiores en términos de almacenamiento y distribucién. Las plantas
presentan multiples beneficios frente a otros sistemas de expresion, entre los que se
destacan: la capacidad de acumular altos niveles de proteina en sus tejidos, la
produccién eficiente de proteinas con estructuras y plegamientos adecuados, la
posibilidad de formar complejos multiméricos y de incorporar modificaciones
postraduccionales, la facilidad de escalado a nivel agricola, la simplicidad y bajo costo
de los procesos de purificacion, y el bajo riesgo de contaminacién con patdgenos
animales. Ademas, su cultivo requiere unicamente agua, minerales y luz solar, lo que
contrasta notablemente con los exigentes requerimientos de los cultivos celulares de
mamiferos, los cuales dependen de biorreactores altamente especializados, cuyo costo
puede ascender a varios cientos de millones de ddlares cuando la produccion se lleva
a escala comercial. Sin embargo, uno de los principales desafios en el uso de plantas
como sistemas de expresion recombinante es el perfil de glicosilacion. Las plantas
realizan modificaciones postraduccionales diferentes a las de los mamiferos, en
particular en la N-glicosilacion, donde pueden aparecer azucares como la 3(1,2)-xilosa

o a(1,3)-fucosa, que son potencialmente inmunogénicos para mamiferos (9,14).
3. Tecnologia de cultivo de células de mamifero
3.1. Tipos de cultivos celulares

El cultivo de células animales puede clasificarse en distintos tipos, cada uno con
caracteristicas especificas. Los cultivos primarios se obtienen a partir de tejidos
animales normales y pueden establecerse mediante cultivo de explante o, tras digestion
enzimatica, como suspensiones celulares individuales. Las células primarias aisladas
se clasifican en dos grandes grupos: células adherentes, que requieren una superficie
para fijarse y crecer, y células en suspension, que proliferan libremente en el medio de
cultivo. Las primeras suelen derivarse de tejidos sélidos, donde permanecen ancladas

a la matriz extracelular, mientras que las células en suspensién tienen origen en el
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sistema hematopoyético. Cuando un cultivo primario es subcultivado (es decir,
transferido a un nuevo recipiente con medio fresco), da lugar a lo que se conoce como
linea celular. Estas lineas celulares primarias poseen una capacidad limitada de
crecimiento in vitro, durante la cual tienden a conservar muchas de las caracteristicas
fisiolégicas propias de su entorno in vivo. En el ambito biofarmacéutico, ciertas lineas
celulares primarias, como los fibroblastos de embrién de pollo, se emplean en la
produccién de vacunas virales. Ademas, estas lineas tienen aplicaciones emergentes
en el desarrollo de terapias celulares, y se utilizan extensamente en investigacion
basica, descubrimiento de farmacos y ensayos bioldgicos (15).

Las células normales presentan una capacidad limitada de division, tras la cual
pierden su potencial proliferativo. No obstante, algunas células pueden adquirir la
capacidad de dividirse indefinidamente mediante un proceso denominado
transformacion, el cual puede ocurrir de manera espontanea o ser inducido por agentes
quimicos o virales. Cuando una linea celular finita atraviesa este proceso, se convierte
en una linea celular continua. Durante la transformacién, las células suelen perder
muchas de las caracteristicas propias de su estado in vivo; sin embargo, adquieren la
ventaja de poder mantenerse en cultivo de manera indefinida, lo que las convierte en
herramientas valiosas para la investigacion y la producciéon biofarmacéutica. En la
literatura, estas lineas celulares continuas suelen mencionarse simplemente como
‘lineas celulares”. Las lineas celulares continuas pueden crecer en suspension, como
células individuales o formando pequefios agregados, o bien adherirse a una superficie
sélida. En un contexto de produccion a gran escala, las lineas celulares en suspension
son preferidas debido a su facilidad de manejo y a la simplicidad para escalar los
procesos. Por esta razén, siempre que es posible, los cultivos de produccion se adaptan

al crecimiento en suspension (15).
3.2. Cultivo de células de mamifero en biorreactor

Las células pueden cultivarse en recipientes que contienen un medio de
crecimiento liquido adecuado, en los cuales pueden crecer adheridas como una
monocapa, unidas a microcarriers, atrapadas en matrices tridimensionales o
directamente en suspension. El método de cultivo seleccionado determinara la escala y
la complejidad de los procesos posteriores de separacion y purificacion. El cultivo a
escala de produccion se realiza habitualmente en biorreactores, siendo el tanque
agitado el disefio mas utilizado debido a su confiabilidad, amplio conocimiento en su
manejo y potencial para la ampliacion del proceso (16).

El modo de operacion mas sencillo es probablemente el biorreactor por lotes

(batch). En este modo, luego de la inoculacion, las células crecen y producen hasta que
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se alcanza una limitacién causada por el agotamiento de los nutrientes del medio y la
acumulacion de productos de desecho, como el lactato y amonio, lo que provoca que la
densidad celular comience a disminuir. El producto de interés se acumula en el
biorreactor y es recolectado al final del proceso (16,17).

El segundo modo mas comun es el de lotes alimentados (fed-batch), en el cual
se suplementa al biorreactor con un sustrato que contiene los nutrientes limitantes
necesarios durante la fase de crecimiento celular y/o la fase de produccion. Al igual que
en el proceso por lotes, los productos de desecho se acumulan en el biorreactor y el
producto se recolecta al final del proceso. El proceso por lotes alimentados permite
alcanzar mayores densidades celulares y rendimientos de producto en comparacién con
el proceso por lotes debido a la extensién del tiempo de produccién que se puede lograr
(16).

Finalmente, el tercer modo de operacién es el proceso continuo, el cual consiste
en un sistema de biorreactor en el que el medio de cultivo o los nutrientes se afladen de
manera continua como corriente de entrada al sistema, mientras que la cosecha, que
contiene el producto, se retira de simultdneamente como corriente de salida. En los
procesos continuos para cultivos celulares se suelen utilizar dispositivos de retencion
celular acoplados al biorreactor, que separan y retienen la mayoria de las células en el
sistema, permitiendo recolectar la cosecha conteniendo el producto libre de células. Este
modo de operacion se conoce como proceso continuo en modo de perfusion. Al operar
bajo este régimen, los niveles de los productos de desecho se mantienen constantes,
generando un entorno estable que favorece el crecimiento celular y la produccién. De
esta manera, se logran alcanzar densidades celulares mucho mas altas y, en

consecuencia, una mayor productividad (16—18).

3.3. Lineas celulares de mamifero utilizadas para la produccion de proteinas

recombinantes para uso terapéutico

La linea celular CHO (Chinese Hamster Ovary cell) constituye el sistema de
produccién predominante para la expresion de proteinas recombinantes en células
animales. Esto puede atribuirse a una combinacion de factores, como los éxitos iniciales
en la produccion de proteinas recombinantes, su facilidad de cultivo y manipulacion, la
amplia aceptacion por parte de agencias regulatorias y su elevada capacidad de
expresion. A partir de la linea CHO original se han generado multiples subclones, entre
los cuales se destacan CHO-K1, CHO-DG44 y CHO-S. Otras lineas celulares de
mamiferos no humanos también se han utilizado para la produccion farmacéutica a gran
escala. Entre ellas se incluyen las lineas de mieloma murino NSO y Sp2/0, células de

rindn de hamster bebé (BHK, Baby Hamster Kidney), células de rifion de mono verde
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africano (Vero) y células de rifidén canino Madin-Darby (MDCK, Madin-Darby Canine
Kidney). Las lineas Vero y MDCK se emplean principalmente en la produccion de
vacunas, mientras que las demas se utilizan mayoritariamente para la expresién de
proteinas recombinantes (15).

El uso de lineas celulares humanas en la industria biofarmacéutica ha sido
relativamente limitado, a pesar de la existencia de diversas opciones disponibles. Hasta
la fecha, la mayoria de los productos biofarmacéuticos recombinantes se han generado
utilizando lineas celulares de hamster y mieloma murino. Solo tres lineas celulares
humanas han sido utilizadas para la produccion de productos bioterapéuticos
recombinantes: las células de linfoma Namalwa, las células HEK 293 de rifidn
embrionario humano y la linea de fibrosarcoma HT-1080 (15).

Desde su establecimiento, las células HEK 293 han sido ampliamente
empleadas en la produccion de proteinas recombinantes. Existen variantes
desarrolladas a partir de la linea original, como las 293N3S, adaptadas para crecimiento
en suspension en biorreactores, o la linea 293S, cultivada en medios libres de suero.
Otras variantes, como las HEK 293T, que expresan el antigeno T del virus SV40, y las
293-E, que expresan la proteina EBNA1 del virus Epstein-Barr, permiten una expresién
proteica prolongada luego de transfecciones transitorias, gracias a la replicacion
episomal de los plasmidos transfectados (19). En la actualidad, las células HEK se
utilizan extensamente para la expresion transitoria de proteinas recombinantes en
investigacion basica y estudios preclinicos, asi como también para la produccion de

vectores virales como adenovirus, lentivirus, retrovirus y virus adenoasociados (15).
4. Transferencia de material genético

Las membranas celulares no permiten la incorporacion espontanea de acidos
nucleicos exdgenos debido a la naturaleza polar de la bicapa lipidica, que actia como
una barrera natural frente a la entrada de la mayoria de las moléculas hidrosolubles,
como los acidos nucleicos. En la actualidad, se dispone de una amplia gama de
metodologias y reactivos que permiten la introduccion de diferentes tipos de moléculas
en el interior de células eucariotas. En el caso especifico del ADN, existen tres
estrategias principales para su incorporacion: i) infeccion, ii) transduccion vy iii)
transfeccion. Las dos primeras se basan en mecanismos biolégicos mediados por virus,
mediante procesos de infeccion viral dependientes de receptores celulares. En cambio,
la transfeccion se refiere al uso de métodos fisicos o bioquimicos para facilitar la entrada
del ADN en las células (20).
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4.1. Transfeccion

En sistemas de mamiferos, se realizan de manera rutinaria dos tipos de
transfeccion: transitoria y estable (o permanente). La eleccion entre una y otra
generalmente depende de los objetivos experimentales y del tipo de célula (21). Las
células transfectadas de forma transitoria expresan el gen de interés o transgén (TG),
pero no lo integran en su genoma. Como consecuencia, el nuevo material genético no
se replica junto con el ADN celular. La expresion del transgén se mantiene solo por un
periodo limitado, usualmente de algunos dias, tras lo cual se pierde como resultado de
la division celular o por degradacion intracelular. La transfeccién transitoria se emplea
comunmente en estudios que requieren la expresion a corto plazo de genes o productos
génicos, como por ejemplo en ensayos de silenciamiento génico mediante ARN
interferente o para la produccion de proteinas a pequefa escala (21). La transfeccion
estable implica la expresion sostenida a largo plazo de un TG, ya sea mediante su
integracion en el genoma nuclear del huésped o a través del mantenimiento de un vector
episomal como elemento extracromosdémico en el nucleo. La caracteristica distintiva de
esta estrategia es que el transgén se replica junto con el ADN celular, lo que garantiza
su transmision a las células hijas durante la division celular. De esta manera, se generan
lineas celulares que expresan de forma estable el gen introducido. Este tipo de
transfeccion es fundamental para aplicaciones que requieren expresion génica
prolongada, como la producciéon a gran escala de proteinas recombinantes, estudios
sobre regulacién génica sostenida, generacion de lineas celulares estables y desarrollos
en terapia génica (21).

Los métodos de transfeccion se suelen clasificar en fisicos (como la
microinyeccion y la electroporacién) y quimicos (como la transfeccién mediante fosfato
de calcio, lipidos o polimeros catidnicos). La microinyeccién permite una dosificacion
precisa de material genético o proteinas directamente en el citoplasma o nucleo,
alcanzando eficiencias cercanas al 100 % y con baja citotoxicidad, aunque su capacidad
de procesamiento es limitada, lo que reduce su practicidad. La electroporacion, basada
en la aplicacién de pulsos eléctricos de alto voltaje, genera poros transitorios en la
membrana que facilitan la entrada de moléculas con alta eficiencia, pero presenta una
elevada citotoxicidad, lo que limita su uso en células sensibles. El método de fosfato de
calcio, uno de los mas antiguos y econémicos, aprovecha la formacién de complejos
ADN-fosfato de calcio que las células incorporan por endocitosis o fagocitosis; sin
embargo, su reproducibilidad es baja debido a su sensibilidad al pH y puede inducir
mutaciones en el ADN transfectado. Por su parte, la transfeccion mediada por lipidos

cationicos (lipofeccion) es ampliamente empleada por su versatilidad y compatibilidad

30



con distintos tipos celulares. EI mecanismo de internalizacién de los complejos
lipido-acido nucleico suele involucrar endocitosis, seguida de la liberacion del contenido
al citoplasma (Figura 1). Esta técnica presenta una alta eficiencia y es compatible con
una gran variedad de tipos celulares, desde células primarias hasta lineas celulares
cultivadas en suspension o en adherencia. Ademas, permite la incorporacién de
diferentes tipos de biomoléculas, como ADN, ARN vy proteinas, y puede aplicarse tanto
para transfeccioén transitoria como estable. Sin embargo, su eficiencia esta influenciada
por multiples factores, incluyendo calidad y cantidad del ADN, proporcién reactivo:ADN,
tiempo de incubaciéon de los complejos y la densidad celular al momento de la
transfeccién. Finalmente, los polimeros catidnicos, como la polietilenimina (PEI),
permiten condensar y proteger el ADN formando complejos estables de carga positiva
que favorecen su internalizacion y expresién, ofreciendo un balance atractivo entre
eficiencia, costo y capacidad de superar barreras intracelulares (21,22).

En conjunto, la elecciéon del método de transfeccion dependera de factores como
el tipo celular, la naturaleza del material a transferir y el equilibrio buscado entre

eficiencia, viabilidad y reproducibilidad experimental.

Citoplasma Ndcleo
S = Membrana =
4 MZ\IMW = plasmatica
ADN ‘&Q@
\\ + % f&f\ /
4%@7 — 2000 | ——— g ——
.o . e Endocitosis Escape
i E Complejo HE
i -
+ +
Liposoma

Figura 1. Representacion esquematica del proceso de transfeccion mediante lipidos
catidnicos.

4.2, Transduccion

Otra metodologia para la transferencia de material genético es la utilizacién de
vectores virales recombinantes. Entre ellos, los vectores lentivirales (LVs, lentiviral
vectors), pertenecientes a la familia Retroviridae (retrovirus), se emplean ampliamente
tanto en investigacion como en terapia génica, debido a su capacidad para transducir
tanto células en divisibn como en estado quiescente, integrandose preferentemente en
regiones de eucromatina. Ademas, presentan un elevado tropismo hacia distintos tipos
celulares (23). Los LVs se han desarrollado a partir de diversos lentivirus, siendo el
derivado del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) el mas estudiado y

utilizado en la actualidad. Inicialmente, su uso requeria estrictas medidas de
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bioseguridad ante la posibilidad de generar particulas lentivirales competentes para la
replicacion (RCLs, replication competent lentivirus). Con el objetivo de minimizar este
riesgo y mejorar la eficiencia del sistema, se han disefiado diferentes “generaciones” de
vectores lentivirales (23). Desde la primera generacion utilizada en ensayos de terapia
génica hasta la actual tercera generacion, se han eliminado genes accesorios y
regulatorios no esenciales para el ensamblaje de la particula viral, y se han distribuido
las secuencias estructurales en distintos plasmidos, disminuyendo asi al minimo la
posibilidad de recombinacioén y la eventual formacion de un microorganismo viable (24).
El sistema lentiviral de tercera generacion consta de dos componentes principales: el
plasmido lentiviral de transferencia (pLV), que contiene el TG de interés, y el sistema de
empaquetamiento, compuesto por plasmidos auxiliares que codifican las proteinas
estructurales necesarias (Figura 2).

El vector de transferencia incluye todas las secuencias necesarias para la
expresion del transgén, asi como las secuencias cis-actuantes requeridas para el
ensamblaje correcto de las particulas lentivirales (25,26). A continuacion, se describen

las regiones mas relevantes del vector:

e LTRs (Long terminal repeats): se localizan en los extremos del ADN proviral y
funcionan como promotores y/o potenciadores (enhancers) de la transcripcién
del ARN viral. En los vectores de tercera generacion, el LTR & ha sido
modificado reemplazando el promotor dependiente de tat del HIV-1 por un
promotor constitutivo derivado del virus del sarcoma de Rous, mientras que el
LTR 3’ fue mutado para generar un vector auto-inactivante (SIN, self-inactivating
vector), con el fin de reducir la posibilidad de transactivacion no deseada tras la

integracion.

e WY (Psi): secuencia de empaquetamiento necesaria para la incorporacién del

ARN gendmico en las particulas virales durante la fase de ensamblaje.

e RRE (Rev response element): secuencia reconocida por la proteina Rev, que

promueve la exportacion del ARN viral desde el nucleo al citoplasma.

o CcPPT (Central polypurine tract). region rica en purinas que favorece la
retrotranscripcién y mejora la eficiencia de transduccién al facilitar la entrada del

ADNc al nucleo.
¢ Promotor: Encargado de dirigir la expresion del transgén.

o WPRE (Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element):
elemento regulador postranscripcional que incrementa la estabilidad y eficiencia

de traduccion del ARN mensajero.
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Por otro lado, el sistema de empaquetamiento lentiviral de tercera generacion
esta constituido por plasmidos auxiliares que codifican en frans las proteinas virales
necesarias para la produccion de particulas virales competentes para la transduccion,
pero no para la replicacion. Estos plasmidos son:

o pMDLg/pRRE: codifica la poliproteina estructural Gag y la enzima Pol
(retrotranscriptasa), ademas de incluir una secuencia RRE.

e pRSV-Rev: expresa la proteina Rev, fundamental para la exportacion nuclear
del ARN viral que contiene la secuencia RRE, presente tanto en el plasmido
pMDLg/pRRE como en el plasmido de transferencia (pLV).

e pVSV-G (u otro plasmido codificante para una glicoproteina de envoltura):
proporciona la glicoproteina de superficie viral necesaria para la entrada del
vector en las células blanco. La glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular

(VSV-G) es la mas utilizada, debido a su amplio tropismo y elevada estabilidad.

Plasmido lentiviral de
transferencia

Transfeccion

transitoria R
S S Particulas
= lentivirales

Células empaquetadoras

Figura 2. Sistema de vectores lentivirales de tercera generacion. En la parte superior se
representa un detalle del vector lentiviral de transferencia (pLV-TG), el cual posee la secuencia
del transgén de interés (TG) regulado bajo la actividad de un promotor, una secuencia de
regulacion postranscripcional (WPRE), una region rica en purinas (cPPT) como asi también el
resto de las secuencias cis-actuantes para el ensamblado de la particula viral. LTR: long terminal
repeat. RRE: Rev response element. y: secuencia de empaquetamiento. V: self-inactivating
mutation (SIN). En la parte inferior se esquematiza el ensamblado de vectores lentivirales
mediante transfeccion transitoria de células empaquetadoras.

5. Glicosilacion de proteinas

La mayoria de las proteinas de origen eucariota experimentan modificaciones

covalentes durante o después de su sintesis ribosémica. Estas modificaciones se
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agrupan en dos categorias: modificaciones cotraduccionales y postraduccionales; sin
embargo, ambas suelen englobarse bajo el término general de modificaciones
postraduccionales de proteinas (PTM, post-translational modifications). Hasta la fecha,
se han caracterizado cientos de PTM (27,28), las cuales afectan invariablemente alguna
propiedad estructural o funcional de la proteina modificada. La mayoria de estas
modificaciones son catalizadas por enzimas especificas, que actuan sobre proteinas
diana a través de rutas bioquimicas bien definidas. Algunas PTM, como la glicosilacion,
estan ampliamente distribuidas y son frecuentes, mientras que otras, como la
AMPilacién, ocurren con menor frecuencia. Ciertas modificaciones se asocian
predominantemente con proteinas intracelulares, como la fosforilaciéon y la
ADP-ribosilacion; en cambio, otras son caracteristicas principalmente de proteinas
extracelulares, como la (glicosilacion, la formacion de enlaces disulfuro y la
carboxilacion (3).

Entre todas ellas, la glicosilacion es la PTM mas prevalente y estructuralmente
compleja que ocurre de forma natural en proteinas. La biosintesis de glicanos tiene lugar
en el reticulo endoplasmatico (RE) y el aparato de Golgi, y requiere la accién coordinada
de numerosas enzimas transmembrana especificas, principalmente glicosiltransferasas
y glicosidasas. Esta modificacion impacta de forma significativa en diversas propiedades
proteicas, como su conformacion ftridimensional, estabilidad, solubilidad,
farmacocinética, actividad bioldgica in vivo e incluso su inmunogenicidad. Los glicanos
unidos a glicoproteinas suelen estar compuestos por cadenas ramificadas de hasta una
docena de monosacaridos. Segun el tipo de enlace que establecen con la proteina, se
clasifican en dos grandes grupos: N-glicanos, que se unen al atomo de nitrégeno del
grupo amida en las cadenas laterales de asparagina (Asn); y O-glicanos, que se enlazan
al atomo de oxigeno de los grupos hidroxilo de las cadenas laterales de serina (Ser) o
treonina (Thr) (29).

5.1. N-glicosilacion

La N-glicosilacion es una modificacion postraduccional esencial en eucariotas,
que comienza en el reticulo endoplasmatico y continua a lo largo del aparato de Golgi.
Esta modificaciéon se produce en polipéptidos que presentan la secuencia consenso
Asn-X-Ser/Thr (donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina), mediante la
transferencia de un oligosacarido preensamblado altamente conservado:
GlcsMangGIcNAC, (29-31).

La biosintesis del glicano precursor se inicia en el lado citosélico de la membrana
del RE, donde el lipido dolicol fosfato (Dol-P) actua como anclaje. Primero se unen dos

residuos de N-acetilglucosamina (GIcNAc) y cinco de manosa (Man), formando
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MansGIcNAc,-Dol, el cual se transloca al lumen del RE. Alli se incorporan cuatro
residuos adicionales de manosa y tres de glucosa (Glc), completando la sintesis del
precursor GlcsMangGIcNAc; (29,31). Este oligosacarido se transfiere en bloque a un
residuo de asparagina (Asn) en la cadena polipeptidica naciente mediante el complejo
oligosacariltransferasa (OST), antes de que la proteina se pliegue completamente (29—
31). Luego, el glicano unido a la proteina sufre una serie de modificaciones secuenciales
en el lumen del RE. Las glucosidasas | y Il eliminan progresivamente los tres residuos
de glucosa terminales, proceso que esta estrechamente asociado al control de calidad
del plegamiento proteico, ya que permite la interaccién con chaperonas del RE. A
continuacion, la a-manosidasa | del RE elimina un residuo de manosa, generando un
isdmero de MangGIcNAC:. Las proteinas mal plegadas son reconocidas por las proteinas
EDEM, que las dirigen a la degradacion (29,31). Todo este procesamiento se encuentra

esquematizado en la Figura 3.
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Figura 3. Via de sintesis del precursor dolicol-glicano de los N-glicanos y su transferencia
a los residuos de asparagina (Asn-X-Thr/Ser) de la proteina naciente por el complejo
oligosacariltransferasa (OST). Figura adaptada de Stanley y col., 2015 (31).

Si las glicoproteinas se encuentran correctamente plegadas, abandonan el RE y
se dirigen al cis-Golgi (Figura 4), donde comienza el procesamiento mas complejo del
N-glicano. En esta regién, actuan las a1-2 manosidasas, que recortan residuos de
manosa para formar MansGIcNAc,. Este compuesto es un intermediario clave para la
formacion de N-glicanos hibridos y complejos. Algunos N-glicanos pueden escapar de
este procesamiento y conservar estructuras de tipo oligomanosa, como Mans.9GICNAC;
(29,31).
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En el medial-Golgi (Figura 4), el N-glicano MansGIcNAc. es modificado por la
N-acetilglucosaminiltransferasa | (GIcNAc-TI), que afiade un residuo de GIcNAc a la
manosa a1-3 del core. Este paso permite la accion posterior de la a-manosidasa Il, que
elimina las manosas remanentes a1-3 y a1-6, formando GIcNAcMans;GIcNAc;.
Posteriormente, la GIcNAc-TII incorpora un segundo GIcNAc a la manosa a1-6,
generando el precursor GlcNAc.MansGIcNAc: de los N-glicanos complejos biantenarios
(29,31). A partir de esta estructura central, se puede generar una diversidad de glicanos
complejos mediante la adicion de nuevas ramificaciones. GICNAc-TIV y GIcNAc-TV
agregan ramificaciones adicionales a las manosas centrales, produciendo glicanos
triantenarios y tetraantenarios. También pueden incorporarse residuos de GIcNAc
bisectantes mediante la accion de GIcNAc-TIII, los cuales se unen a la f-manosa del
core e influyen en el reconocimiento por lectinas y la regulacién de otros procesos
celulares (29,31). Ademas, se pueden realizar modificaciones adicionales en el core del
N-glicano. En vertebrados, una modificacion comun es la adicion de residuos de fucosa
en enlaces a1-3 (fucosilacion) de la GIcNAc unida a Asn mediante una
fucosiltransferasa. En plantas e invertebrados pueden afnadirse residuos de fucosa en
enlaces a1-3, y en algunas especies se incorpora xilosa en posicion f1-2 a la manosa
central (31).

En el trans-Golgi (Figura 4), las ramificaciones de los N-glicanos complejos son
elongadas por la adicién de disacaridos tipo N-acetil-lactosamina (LacNAc), generando
estructuras repetidas (poli-LacNAc). Adicionalmente, se pueden afadir azucares
terminales como acido sialico, fucosa, galactosa, GIcNAc o grupos sulfato, formando
una gran variedad de glicanos maduros que participan en reconocimiento celular, trafico

vesicular, inmunidad y otras funciones biologicas (29,31).
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Figura 4. Procesamiento y maduracion de un N-glicano a través del reticulo
endoplasmatico (RE) y el aparato de Golgi. Figura adaptada de Stanley y col., 2015 (31).

Existen tres tipos de N glicanos (Figura 5): alta manosa, hibrido y complejo, los
cuales comparten un mismo core. Los glicanos de alta manosa se caracterizan por
presentar entre 2 y 6 residuos de Man adicionales unidas al core (pudiendo tener
manosas fosforiladas en el carbono 6). El tipo complejo no posee manosas adicionales
y presenta 2 o mas ramas conteniendo GIcNAc (unidas al core), Gal y acido sialico. El
tipo hibrido posee una rama de tipo alta manosa y una rama de tipo compleja. Tanto los
N-glicanos hibridos como complejos pueden ser bi-, tri- o tetra antenarios, de acuerdo
al numero de ramas que posean (la GIcNAc es la responsable de determinar el grado
de antenaridad). La adicion de un residuo GIcNAc a la Man central del core constituye

la estructura GIcNAc bisectante (29).
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Figura 5. Ejemplificacion de la diversidad de estructuras de N-glicanos. Figura adaptada de
Stanley y col., 2015 (31).

5.2. O-Glicosilacion

En marcado contraste con la N-glicosilacién, la mayoria de los eventos de
O-glicosilacion ocurren en el aparato de Golgi y tienen lugar después del plegamiento
de la proteina. A diferencia de los N-glicanos, que se transfieren en bloque desde un
precursor lipidico, los O-glicanos se ensamblan de forma secuencial mediante la acciéon
de una amplia variedad de glicosiltransferasas, que anaden los monosacaridos uno por
uno a residuos de serina o treonina (Ser/Thr) en distintas regiones de la proteina (32).
La O-glicosilacion puede iniciarse por la incorporacion de diversos monosacaridos,
como N-acetilgalactosamina (GalNAc), fucosa, glucosa, xilosa o manosa. La adicion de
GalNAc es la mas comun y da origen a un subtipo de glicanos denominado O-GalNAc
u O-glicanos tipo mucina. Estos glicanos son caracteristicos de proteinas altamente
glicosiladas como las mucinas, aunque también se encuentran en muchas otras
glicoproteinas de superficie (32,33).

La sintesis de los glicanos O-GalNAc se inicia con la transferencia del
monosacarido GalNAc desde el sustrato UDP-GalNAc a un residuo Ser o Thr de la
proteina, catalizada por enzimas de la familia polipéptido
N-acetilgalactosaminiltransferasa (GALNT). Esta reaccién forma una estructura basica
denominada antigeno Tn (GalNAc-O-Ser/Thr), la cual, aunque escasa en mucinas
normales, se detecta frecuentemente en mucinas tumorales y es considerada un
marcador de malignidad (32,33).

La modificacion posterior del antigeno Tn puede dar lugar a una diversidad de
glicanos complejos (Figura 6). Por ejemplo, la sialilacion del GalNAc por accion de una
sialiltransferasa a2-6 produce el antigeno sialil-Tn, otra estructura comunmente
sobreexpresada en tumores avanzados. La adicién de una galactosa (Gal) en 31-3 al

GalNAc genera el core 1, también conocido como antigeno T. Este puede ser sialilado
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en la Gal para formar glicanos sialil-core 1, o recibir una segunda sialilacion en la GalNAc
para generar glicanos disialil-core 1 (32,33).

La incorporacién de una ramificacion con GIcNAc en B1-6 al GalNAc del core 1
genera glicanos del core 2, una estructura extendida que permite mayor diversidad
estructural y funcional. Por otro lado, la adicién directa de GIcNAc en $1-3 al GalNAc del
antigeno Tn origina el core 3, el cual puede ser ramificado por GIcNAc 31-6 para generar
glicanos del core 4 (32,33).

Los glicanos del core 1 y 2 son los mas comunes en proteinas que no son
mucinas, mientras que los core 3 y 4 son mas frecuentes en mucinas secretadas o
transmembrana. Sin embargo, existen excepciones, y estos ultimos también pueden
encontrarse en otras glicoproteinas bajo ciertas condiciones fisioldgicas o patoldgicas
(33).
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Figura 6. Ejemplificacién de la diversidad de estructuras de O-glicanos. Figura adaptada de
Thompson y Wakarchuk, 2022 y Brockhausen y Stanley, 2017 (32,33).

5.3. Factores que afectan la glicosilaciéon de las proteinas terapéuticas

La glicosilacion es una de las PTM que mas contribuyen a la heterogeneidad
estructural de las glicoproteinas terapéuticas, representando un desafio significativo en
su desarrollo y control de calidad (34). La diversidad estructural de los oligosacaridos
presentes en las glicoproteinas es enorme, ya que su biosintesis implica la accion
coordinada de numerosas enzimas y carece de un mecanismo de correccion de errores.
Esta complejidad hace que la estructura final del glicano no dependa Unicamente de la
secuencia primaria del polipéptido, sino también de multiples factores variables, como

la disponibilidad de sustratos y de enzimas (glicosidasas y glicosiltransferasas), cuya
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expresion puede cambiar durante el crecimiento, la diferenciacion y el desarrollo celular
(35).

Dado que la glicosilacion también se encuentra influenciada por diversos
parametros del proceso de produccion, resulta esencial controlar y/o manipular estos
factores para garantizar la calidad del producto (29). En la produccién de proteinas
recombinantes con fines terapéuticos, es fundamental mantener un perfil de
glicosilacion consistente entre lotes, ya que las glicoproteinas se sintetizan como una
poblacién de diferentes glicoformas: variantes estructurales de glicanos unidas a una
misma secuencia polipeptidica (36). Estas variaciones pueden manifestarse como
macroheterogeneidad, cuando difiere la ocupacion de los sitios de glicosilacion, o como
microheterogeneidad, cuando varia la estructura de los glicanos unidos. Esta ultima se
ve particularmente afectada por parametros del cultivo celular como el contenido de
nutrientes, el pH, la temperatura, la disponibilidad de oxigeno o la acumulacién de
metabolitos como el amoniaco, todos los cuales pueden alterar la distribucién de las

estructuras de glicanos en la proteina recombinante final (36).
5.3.1. Tipo celular y factores especificos de especie

La eleccion del sistema hospedador mas adecuado depende tanto del tipo de
proteina terapéutica como de su aplicacion clinica. Algunas proteinas, como la insulina
o la hormona de crecimiento humana, no requieren glicosilacion para ser funcionales.
Sin embargo, la mayoria de las terapias aprobadas o en desarrollo comprenden
glicoproteinas, cuya actividad biolégica depende en gran medida de una glicosilacion
adecuada (29). Por esta razén, la seleccion del sistema de expresion constituye una de
las decisiones mas criticas en el desarrollo de proteinas terapéuticas recombinantes (3).

Por ejemplo, la expresién de una proteina normalmente glicosilada en E. coli
produce exclusivamente formas aglicosiladas, debido a la ausencia de la maquinaria
necesaria para realizar glicosilaciones. En contraste, los sistemas de expresion basados
en levaduras suelen generar glicoproteinas con glicanos de alto contenido de manosa,
lo que puede comprometer su vida media plasmatica y limitar su eficacia terapéutica.
De forma similar, los sistemas vegetales tienden a producir proteinas hiperglicosiladas
con residuos de xilosa y fucosa, estructuras que pueden inducir respuestas
inmunogénicas en mamiferos. En este contexto, las células CHO y otras lineas celulares
de mamiferos representan la opcién preferida para la produccién de glicoproteinas
terapéuticas, principalmente debido a su capacidad para llevar a cabo modificaciones

postraduccionales complejas, incluida la glicosilacion, de forma apropiada (3).
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5.3.2. Factores ambientales y condiciones de cultivo

Diversos parametros del cultivo pueden ser manipulados durante la produccién
de bioterapéuticos con el fin de optimizar tanto el crecimiento celular como la
productividad volumétrica. Sin embargo, estas modificaciones pueden impactar
significativamente sobre las caracteristicas glicosidicas del producto final, lo que resalta
la necesidad de un control preciso del proceso (29,36). Estos parametros se agrupan en
tres categorias principales: el medio de cultivo y sus nutrientes, las condiciones de

cultivo, y las plataformas tecnoldgicas utilizadas.
5.3.3. Medio de cultivo y nutrientes

El medio de cultivo influye directamente en el crecimiento celular y, por ende, en
la calidad del producto final (37,38). Generalmente, se compone de una combinacion de
componentes quimicamente definidos e indefinidos. La limitacién de glucosa, principal
fuente de energia puede inducir anormalidades en la glicosilacion de las proteinas. La
glutamina, por su parte, es una fuente adicional de energia y un precursor clave en la
sintesis de nucledtidos, pero su metabolismo genera amonio, cuya acumulacién afecta
negativamente tanto la viabilidad celular como la glicosilacién, especialmente al reducir
la incorporacién de acido sialico terminal. Aunque la suplementacioén con suero animal
favorece el crecimiento celular, presenta desventajas como la variabilidad entre lotes,
dificultades en la purificacion, alto costo y riesgo de transmisién de patégenos. Por ello,
es comun adaptar los cultivos a medios libres de suero, lo que mejora la seguridad y
reproducibilidad del proceso, aunque este cambio puede afectar la productividad y el

patron de glicosilacion (29,36).
5.3.4. Condiciones de cultivo

La optimizacion de parametros como el oxigeno disuelto, la temperatura, el pH y
la concentracion de CO; es clave para maximizar la productividad, pero también impacta
sobre la glicosilacion. El oxigeno disuelto tiene un efecto importante sobre el
metabolismo celular y, dependiendo de la linea celular y la proteina expresada, puede
modificar la galactosilacion y la sialilacién. El pH influye tanto en la adicion de galactosa
y acido siadlico como en la ocupacion de sitios potenciales de glicosilacién. El CO., al
intervenir en el equilibrio del pH, también debe ser cuidadosamente controlado.
Asimismo, la reduccién de la temperatura del cultivo por debajo de 37 °C ha demostrado
aumentar la productividad en algunos casos, aunque puede alterar el nivel de sialilacion

de las proteinas (29,36).
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5.3.5. Plataformas tecnolégicas

Como se describio anteriormente, las estrategias de cultivo mas utilizadas
incluyen los modos batch, fed-batch y perfusion. En el modo batch, los nutrientes se
consumen progresivamente, provocando cambios en las condiciones de cultivo que
pueden alterar el patrén de glicosilacion de las proteinas acumuladas. En fed-batch, si
bien los nutrientes se suministran de forma controlada, el producto se acumula y queda
expuesto a enzimas secretadas o liberadas por la lisis celular, lo cual puede alterar su
glicosilacion. El sistema de perfusiéon, en cambio, permite una renovacion continua del
medio y una rapida cosecha del producto, lo que reduce la heterogeneidad de las
glicoformas y, en general, mejora la calidad del bioterapéutico. Aunque algunos
procesos pueden realizarse con cultivos adherentes, en la mayoria de los casos se
prefiere adaptar las células al crecimiento en suspension para facilitar la escalabilidad
(29,36).

5.4. Impacto de la glicosilaciéon sobre las propiedades de las proteinas

Los oligosacaridos ejercen una influencia determinante sobre numerosas
propiedades bioldgicas de las glicoproteinas, incluyendo su solubilidad, estabilidad
frente a proteasas y a temperaturas elevadas, antigenicidad, inmunogenicidad, actividad
biolégica, farmacocinética y vida media en plasma. Por lo tanto, la glicosilacién no solo
modifica las caracteristicas fisicoquimicas y bioquimicas de estas proteinas, sino que

también afecta directamente su eficacia terapéutica (39).
5.4.1. Efectos sobre la estabilidad de las proteinas

Las proteinas terapéuticas presentan numerosos grupos funcionales que las
hacen susceptibles a procesos de degradacion quimica y fisica, como oxidacion,
desamidacion, hidrdlisis, fragmentacion, desnaturalizacion y agregacion. La
glicosilacién cumple un rol protector frente a estos mecanismos mediante el
impedimento estérico, la estabilizaciéon de interacciones no covalentes, la proteccion
contra el dafio oxidativo y la reduccién de la agregacion no deseada. También contribuye
a la estabilidad conformacional frente a variaciones de pH, temperatura y condiciones
quimicas, aumentando la solubilidad y disminuyendo la exposicién de residuos
hidrofobicos. Estos efectos, en conjunto, favorecen una mayor estabilidad estructural,
funcional y terapéutica de las glicoproteinas, tanto durante su almacenamiento como en

condiciones fisiologicas (39—41).
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5.4.2. Efectos sobre la farmacocinética y clearance in vivo

La glicosilacion de proteinas terapéuticas ha demostrado mejorar su eficacia
terapéutica al incrementar su biodisponibilidad in vivo, los niveles circulantes y la
duracion de los efectos, mediante la modulacion de sus propiedades farmacocinéticas
y farmacodinamicas. Entre los parametros farmacocinéticos que pueden verse alterados
por la glicosilacion se incluyen: una absorcion modulada en proteinas de mayor tamano,
una distribucion mas eficiente, una mayor vida media en circulaciéon y una menor tasa
de depuracion (clearance). La glicosilacion actia a través de multiples mecanismos para
reducir el clearance de las proteinas terapéuticas (42,43).

La eficiencia de filtracién renal aumenta rapidamente cuando el tamano de las
proteinas desciende por debajo de aproximadamente 40 kDa. En este contexto, los
glicanos de gran tamano resultan particularmente eficaces para evitar la filtracion
glomerular, ya que, a diferencia de las cadenas de aminoacidos que se pliegan
formando estructuras compactas, los glicanos se encuentran completamente extendidos
en el medio acuoso fisiolégico y presentan una gran movilidad, lo que aumenta el radio
hidrodinamico de las glicoproteinas, dificultando su eliminacion renal (43). Ademas, la
filtracion renal puede verse inhibida por mecanismos de repulsion de cargas, dado que
la barrera glomerular posee carga negativa debido a la presencia de
glicosaminoglicanos. Asi, los glicanos pueden prolongar significativamente la vida media
plasmatica mediante el aumento de la carga superficial, aportada principalmente por
residuos de acido sialico (44,45).

Un mecanismo mas general relacionado con la depuracion de glicoproteinas
implica la captacion celular mediada por receptores de lectina. El ejemplo mas
representativo de este tipo de mecanismo es la depuracién hepatica de proteinas en
circulacion a través del receptor de asialoglicoproteinas (ASGPR, asialoglycoprotein
receptor) (46). Este receptor actia mediante el reconocimiento multivalente de residuos
terminales de galactosa presentes en N-glicanos no sialilados, eliminando rapidamente
las proteinas diana de la circulacion. Este proceso constituye un mecanismo natural de
eliminacion de proteinas "envejecidas", que con el tiempo pierden sus residuos
terminales de acido sialico. En este contexto, una alta ocupacion de los sitios de
glicosilaciéon con acido sialico resulta fundamental para prolongar la vida media en
circulacion de las proteinas terapéuticas (43). Por otra parte, la presencia de residuos
terminales de N-acetilgalactosamina-4-sulfato o de oligosacaridos que contienen
manosa o GalNac también se asocia con una mayor depuracion, ya que estas
estructuras son reconocidas por receptores especificos ubicados en células endoteliales

hepaticas y células de Kupffer (47,48).
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5.4.3. Efectos sobre la actividad biolégica in vitro e in vivo

El efecto preciso de los glicanos sobre la bioactividad de las proteinas no puede
generalizarse ni predecirse facilmente. En muchos casos, un aumento en la sialilacion
o la incorporacion de nuevos glicanos mejora las propiedades farmacocinéticas o
farmacodinamicas de las proteinas terapéuticas. Sin embargo, en otros casos, una
glicosilacion reducida puede resultar beneficiosa. Un ejemplo claro de ello es la hormona
foliculo-estimulante (FSH), que es producida por la hipéfisis anterior y actua sobre las
células gonadales tras unirse a los receptores especificos (FSHR), promoviendo el
desarrollo folicular en mujeres y la espermatogénesis en hombres (49,50). Como se
describira con mayor detalle en la seccién 9, la FSH enddgena esta compuesta por dos
subunidades, alfa y beta, ambas con dos potenciales sitios de N-glicosilacién. Se ha
observado que la FSH hipoglicosilada puede ser entre 9 y 26 veces mas activa in vitro
que su variante completamente glicosilada; sin embargo, presenta una vida media en
circulacion significativamente mas corta, atribuible probablemente a la pérdida de
residuos de acido sialico. De hecho, se ha demostrado que las isoformas de FSH con
mayor contenido de &cido sidlico poseen una mayor actividad biolégica in vivo,
probablemente debido a su menor depuracién plasmatica por el higado y rifiones. En
consecuencia, para lograr una persistencia circulatoria o6ptima y, una mayor
bioactividad, es importante no solo que los cuatro sitios de glicosilacién estén ocupados,
sino también que todas las cadenas de glicanos se encuentren protegidas mediante el

agregado de acido sialico terminal (50-52).
5.4.4. Efectos sobre la antigenicidad e inmunogenicidad

La glicosilacién contribuye a las propiedades antigénicas de las proteinas de
diversas maneras, ya sea inactivando el epitopo peptidico mediante el
enmascaramiento de sitios antigénicos, o bien formando parte de la estructura
reconocida por el anticuerpo. Algunas cadenas de oligosacaridos pueden ser
antigénicas por si solas y generar anticuerpos anti-carbohidratos, mientras que otras

requieren del entorno proteico para ser reconocidas (53,54).
6. Glicoingenieria

La baja actividad o el rapido clearance plasmatico representan desventajas
frecuentes en muchas proteinas y péptidos terapéuticos. Entre las estrategias
empleadas para aumentar su actividad o reducir su eliminacion del organismo se
incluyen la pegilacién (55), la construccion de proteinas diméricas (56-58), o la fusion
con elementos peptidicos disefnados para disminuir el clearance (59-62). Estos

enfoques han mostrado distintos grados de éxito, aunque su aplicacion ha sido limitada
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debido a la pérdida de estructura o actividad, baja eficacia, dificultades en la produccion
0 generacion de anticuerpos neutralizantes (63-65). Una alternativa para incrementar la
actividad in vivo y prolongar la duracién del efecto terapéutico consiste en modificar los
glicanos asociados a las proteinas mediante estrategias de glicoingenieria (29).
Controlar la glicosilacién constituye uno de los principales desafios en la produccion
biotecnoldgica de proteinas, ya que, como se menciono previamente, la misma puede
afectar la eficacia, la vida media en suero o la antigenicidad de proteinas recombinantes
(66). Ademas, como también se describi6 anteriormente, esta modificacion
postraduccional esta influenciada por numerosos factores, incluyendo las condiciones
del cultivo celular (67,68), los niveles de expresion de glicosiltransferasas en el
hospedador (69), mutaciones genéticas (70), asi como la estructura secundaria y
terciaria de la proteina en torno al sitio de glicosilacion (71).

La glicoingenieria puede aplicarse tanto directamente sobre la glicoproteina

como sobre la linea celular utilizada para su produccién (29).
6.1. Glicoingenieria celular

La ingenieria de lineas celulares constituye una de las estrategias de
glicoingenieria mas intensamente desarrollada en los ultimos afos, orientada a
modificar las rutas de glicosilacién con el propésito de obtener productos finales con
propiedades mejoradas (72—-74). Esta aproximacion ha sido utilizada tanto para
optimizar las caracteristicas de las glicoproteinas producidas en células mamiferas,
como para modificar los mecanismos de glicosilacion en células no mamiferas, con el

fin de habilitarlas para la produccién de glicoproteinas terapéuticas.
6.1.1. Ingenieria de células de mamiferos

La glicoingenieria de células de mamiferos se ha centrado en modificar sus rutas
de (glicosilacion para obtener glicoproteinas mas homogéneas y similares a las
humanas, ademas de mejorar su eficacia terapéutica. Se han explorado diferentes

estrategias, entre ellas:

o La mutagénesis mediante eliminacion génica (knock-out), que consiste en
inactivar genes especificos involucrados en las rutas de glicosilaciéon. Uno de los
principales objetivos ha sido el gen fut8, que codifica la enzima
fucosiltransferasa, responsable de la incorporacion de fucosa en posicién a1,6
en el core del glicano. La eliminacion exitosa de fut8 ha permitido el desarrollo
de una linea celular CHO knock-out capaz de producir anticuerpos monoclonales

completamente defucosilados, los cuales exhiben una mayor actividad citotdxica
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celular dependiente de anticuerpos (ADCC, antibody-dependent cell-mediated

cytotoxicity) y logran eficacia terapéutica a dosis reducidas (29).

e EIl empleo de ARN de interferencia, que se basa en el uso de pequenas
moléculas de ARN especificas para bloquear la expresién de enzimas clave
dentro de la via biosintética de los glicanos. Un ejemplo es el knockdown dirigido
contra la enzima que cataliza la conversién del acido N-acetilneuraminico
(NeuAc) en acido N-glicoliineuraminico (NeuGc), una modificacion

postraduccional indeseable en humanos por su potencial inmunogenicidad (29).

e La sobreexpresion de enzimas especificas involucradas en el procesamiento de
glicanos, con el fin de modificar el perfil de glicosilacion de proteinas
recombinantes. Por ejemplo, la sobreexpresién combinada de las enzimas
a2,3-sialiltransferasa y B1,4-galactosiltransferasa, o la sobreexpresién de
a2,3-sialiltransferasa y/o a2,6-sialiltransferasa en células hospedadoras
conduce a un aumento en los niveles de sialilacién terminal de las cadenas de
N-glicanos, prolongando la persistencia circulatoria y mejorando la eficacia in

vivo de las proteinas terapéuticas (29).
6.1.2. Ingenieria de células no mamiferas

Las células no mamiferas presentan varias ventajas frente a las células
mamiferas, como una mayor facilidad de cultivo, mayor rendimiento y menores costos
de produccion. Sin embargo, su aplicacion en la produccion de biofarmacos se
encuentra limitada por su capacidad restringida para llevar a cabo glicosilaciones
complejas y por la incorporaciéon de residuos potencialmente inmunogénicos. En este
contexto, la glicoingenieria surge como una tecnologia prometedora para superar estas
limitaciones, ya que permite "humanizar" las glicoproteinas producidas en sistemas no
mamiferos. Esta humanizacién se ha logrado utilizando las mismas estrategias descritas
para células mamiferas, aunque dirigidas a blancos diferentes. En primer lugar, en las
células no mamiferas se busca eliminar la produccién de glicanos no humanos, como
aquellos hipermanosilados o que contienen estructuras inmunogénicas. Una vez
alcanzado este objetivo, es posible introducir en las células no mamiferas las enzimas
necesarias para el procesamiento de glicanos de tipo mamifero, lo que permite construir
una via biosintética completamente humanizada y obtener glicoproteinas con perfiles de

glicosilacion compatibles con su uso terapéutico en humanos.
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6.2.

Glicoingenieria de proteinas

Las tecnologias de glicoingenieria también han sido utilizadas para modificar

directamente las estructuras glicosidicas de las proteinas, lo cual puede lograrse

mediante diferentes estrategias:

6.2.1.

Glicosilacién quimioselectiva y sitio-especifica de proteinas. En este enfoque, se
busca insertar glicanos especificos en sitios de glicosilacion previamente
identificados como criticos para la actividad bioldgica. Para ello, se introducen
etiquetas especificas en estos sitios mediante mutagénesis dirigida.
Posteriormente, estas etiquetas reaccionan selectivamente con glicanos
modificados que contienen grupos funcionales adecuados, a través de ligaciones
quimioselectivas bioortogonales (29). Como se pueden introducir distintas
etiquetas en diferentes sitios de una misma proteina, es posible incorporar
multiples glicanos distintos mediante ligaciones ortogonales, permitiendo asi un
control preciso sobre la estructura y mejorando la eficacia biolégica de la

glicoproteina (29).

Reestructuracion glicoenzimatica de glicanos, que puede llevarse a cabo
mediante dos estrategias. En una de ellas, las glicoproteinas producidas por las
células hospedadoras son tratadas con enzimas para eliminar sus glicanos hasta
dejar solo la unidad de GIcNAc mas interna, generando proteinas con estructuras
GIcNAc homogéneas. Luego, estas estructuras pueden extenderse en forma
controlada utilizando enzimas seleccionadas, para obtener glicoproteinas
maduras con glicanos definidos. No obstante, esta estrategia basada en
extensiones secuenciales no garantiza una homogeneidad completa de
glicoformas. Una alternativa consiste en la transferencia en bloque de un glicano
grande previamente sintetizado a la proteina en un solo paso, catalizada por una

endo-B-N-acetilglucosaminidasa (ENGase) natural o mutante (29).

Incorporacion de sitios adicionales de glicosilacion en posiciones especificas de
la cadena polipeptidica mediante mutagénesis dirigida. Esta estrategia ha sido
utilizada para generar glicoproteinas con niveles aumentados de glicosilacion v,
por ende, de sialilacion, lo que se traduce en una mayor vida media en suero y
mejor actividad in vivo (29). Mediante esta estrategia pueden incorporarse

nuevos sitios potenciales de N- y O-glicosilacién a las proteinas.
N-glicoingenieria de proteinas

El desarrollo de la N-glicoingenieria de proteinas se basa en la seleccién racional

de posiciones adecuadas para incorporar residuos N-glicosidicos, de forma tal que se
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conserven la funcionalidad y las propiedades estructurales de la proteina de interés. El
sistema natural de N-glicosilacién reconoce una secuencia consenso (Asn—X-Ser/Thr,
donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina). Sin embargo, en la practica,
esta secuencia consenso es una condicién necesaria pero no suficiente para que ocurra
la N-glicosilacion.

Los procedimientos para incorporar nuevos N-glicanos a proteinas se basan en

la modificacion de su estructura primaria mediante dos estrategias principales:

e Introduccién de mutaciones puntuales que originan nuevos sitios susceptibles de
N-glicosilacion, aprovechando regiones de la proteina que presentan
caracteristicas estructurales compatibles con la incorporacion de glicanos. Esta
estrategia consiste en sustituir aminoacidos especificos para generar la
secuencia consenso Asn—X-Ser/Thr. Para el disefo de estos nuevos sitios de
glicosilacion, se debe evaluar cada triplete de aminoacidos en la secuencia de la
proteina, identificando asi posibles sitios que puedan modificarse mediante una
o dos sustituciones puntuales para generar una secuencia consenso funcional.
Idealmente, estos cambios deben ser minimos (preferentemente una Unica
mutacion) para maximizar la probabilidad de que la proteina conserve su
actividad bioldgica. Una vez identificados los sitios potenciales, se puede realizar
una evaluacién in silico adicional que permita priorizar variantes glicosiladas
especificas para su validacion experimental. En este analisis, se deben
considerar dos criterios estructurales clave: (i) que el nuevo sitio de glicosilacion
esté expuesto al solvente y no oculto en el interior de la proteina, y (ii) que la
posicién del glicano no interfiera estéricamente con dominios funcionales
importantes. Por ejemplo, en proteinas terapéuticas con actividad enzimatica, el
glicano no debe obstruir el acceso del sustrato al sitio activo (43). Esta
metodologia ha sido aplicada exitosamente a numerosas proteinas tales como
eritropoyetina humana (hEPO) (75-77), interferon-a humano (hlIFN-a) (78) e
interferon-g humano (hIFN-B) (79,80).

e Fusidon a péptidos que contienen sitios potenciales de N-glicosilacién. En esta
estrategia, la incorporacion de nuevos sitios de N-glicosilaciéon no se realiza
mediante mutaciones puntuales sobre la secuencia natural de la proteina de
interés, sino a través de la fusién de una secuencia peptidica que contiene sitios
potenciales de glicosilacion de tipo N. Estas secuencias pueden ser generadas
de novo o derivadas de glicoproteinas conocidas, y se integran tipicamente en
el extremo N de la proteina. Esta eleccién se basa en que el extremo C presenta,

en general, una menor propension a la N-glicosilacién. Este enfoque presenta
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como principal ventaja el hecho de que permite introducir multiples sitios de
glicosilacion mediante un unico evento de modificacion estructural: la elongacion
del extremo N. Esto reduce el riesgo de afectar la conformacion tridimensional
de la proteina central, preservando asi su funcionalidad. No obstante, una
limitacion importante de esta estrategia es que, si el extremo N de la proteina
participa directamente en la union a su receptor o en interacciones funcionales
criticas, la adicion de un péptido portador de glicanos, estructuralmente
voluminoso, puede interferir significativamente con su actividad biolégica (81).
Como ejemplos del empleo de esta metodologia se puede mencionar la fusion
de péptidos al hIFN-a (82) y a la FSH (83-85).

6.2.2. O-glicoingenieria de proteinas

La ausencia de una secuencia consenso definida para la O-glicosilacion, junto
con las caracteristicas estructurales o del entorno que favorecen esta modificacion, han
orientado el desarrollo de estrategias de O-glicoingenieria basadas en la identificacion
de dominios peptidicos provenientes de proteinas naturales que presentan una alta
densidad de O-glicanos, o bien en el disefio de novo de secuencias con alto potencial
de O-glicosilacion. Una estrategia ampliamente utilizada consiste en la fusion de
péptidos que contienen multiples sitios potenciales de O-glicosilacion en los extremos N
y/o C de las proteinas blanco. Esta modalidad de hiperglicosilacion permite evitar
modificaciones extensas en la estructura primaria de la proteina, reduciendo asi el
riesgo de generar alteraciones en niveles superiores de organizacién estructural (86).

Uno de los péptidos mas empleados con fines de hiperglicosilacion es el
denominado CTP (carboxyl-terminal peptide), derivado del extremo C de la subunidad
B de la gonadotrofina coriénica humana (hCG) (87). Este péptido se caracteriza por
contener cuatro residuos de serina que sirven como sitios para la incorporacion de
O-glicanos (88). La fusién del CTP ha sido aplicada exitosamente a diversas proteinas,
entre ellas: la FSH de diversas especies (89-92), la hormona estimulante de tiroides
humana (hTSH) (93), la subunidad a de la hCG (59), la hormona de crecimiento humana
(hGH) (94), la hEPO (95,96) y el hIFN-a (86).

Por otra parte, en nuestro laboratorio se han desarrollado dos nuevos péptidos,
denominados GMOP (GM-CSF O-glycosylated peptide) y mGMOP (modified GMOP),
que derivan del Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Macrofagos humano
(hGM-CSF), una glicoproteina que posee dos sitios potenciales de N-glicosilacién (N27
y N37) y cuatro de O-glicosilacion (S5, S7, S9 y T10), estos ultimos concentrados en el
extremo N de la proteina. Estas glicosilaciones contribuyen a la estabilidad del

hGM-CSF vy, por lo tanto, prolongan su tiempo de vida media en circulacion. Ademas, la
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O-glicosilacion favorece el enmascaramiento de sitios de reconocimiento inmunoldgico,
disminuyendo la inmunogenicidad. Sobre esta base, y teniendo en cuenta la elevada
densidad de O-glicanos en los primeros 10 aminoacidos del hGM-CSF, se disefiaron
dos etiquetas peptidicas. El péptido GMOP (APARSPSPSTQPWE) corresponde
directamente a la secuencia natural del extremo N del hGM-CSF, posee una longitud de
14 aminoacidos e incluye los 4 sitios potenciales de O-glicosilacion, que se encuentran
parcial o totalmente ocupados en la proteina nativa. La segunda etiqueta, mGMOP
(APARSPSPTPTPTPT), fue disefiada in silico a partir del péptido GMOP con el objetivo
de incrementar la probabilidad de O-glicosilacion. Esta compuesta por 15 aminoacidos:
los 7 primeros coinciden con el extremo N del hGM-CSF vy los 8 residuos adicionales
incluyen 4 repeticiones de Pro y Thr, lo que permite generar un total de 6 sitios
potenciales de O-glicosilacion (97). La fusiéon de una (97) o hasta cuatro copias del
MmGMOP (98) al hIFN-a permitié incrementar tanto su masa molecular como su carga
neta negativa, lo cual se tradujo en un aumento de su vida media plasmatica. Ademas,
se observo una mejora significativa en su estabilidad térmica y en su resistencia a la
degradacion por proteasas plasmaticas. Asimismo, estos estudios demostraron que las
variantes portadoras de mGMOP presentaron mayor masa molecular e isoformas mas
acidas en comparacion con las fusionadas a GMOP, lo que refleja un nimero superior
de sitios de O-glicosilacion ocupados en la version modificada del péptido. En conjunto,
estos resultados indican que la fusion de multiples copias del péptido mGMOP en los
extremos del hIFN-a constituye una estrategia de glicoingenieria prometedora para
mejorar las propiedades farmacocinéticas de proteinas terapéuticas con corta vida
media. En particular, en condiciones de hiper-O-glicosilaciéon definidas por el niumero de
copias, mMGMOP podria ser mas eficiente que GMOP para prolongar la vida media
plasmatica, al favorecer una mayor incorporacién de acido sialico y, con ello, reducir la

depuracién plasmatica.
7. Ganaderia y terapias hormonales

La ganaderia constituye una de las actividades econdmicas mas relevantes y
rentables tanto en nuestro pais como en la regién. En este contexto, se destinan
continuamente recursos a la evaluacion e implementacién de nuevas tecnologias
orientadas a incrementar su productividad, la cual esta directamente relacionada con la
eficiencia reproductiva y la calidad genética del ganado. Entre las metodologias mas
utilizadas actualmente se destacan las terapias hormonales dirigidas a estimular el
desarrollo folicular y la ovulacion. Estas permiten sincronizar los celos de los animales
para que sean receptivos en el momento adecuado, mejorando asi las tasas de

concepcion, ya sea en servicios naturales como en programas de inseminacion artificial
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(IA). Asimismo, es posible inducir la superovulacion en hembras con caracteristicas
geneticas deseables y utilizar sus ovocitos, previa inseminacion, en protocolos de
transferencia de embriones. De este modo, un nimero reducido de hembras donantes
de alta calidad genética puede generar una mayor cantidad de descendientes en un
corto periodo de tiempo, mientras que hembras de menor valor genético pueden ser

aprovechadas como receptoras (99-101).

8. Familia de hormonas glicoproteicas

La familia de hormonas glicoproteicas comprende a la FSH, también llamada
folitropina, que participa en la estimulacion de la gametogénesis en el macho y en el
crecimiento de los foliculos ovaricos en la hembra, y la hormona luteinizante (LH),
también llamada lutropina, cuya funcion es estimular la esteroidogénesis e inducir la
ovulacion y la luteinizacion en la hembra. Estas hormonas se sintetizan en las mismas
células hipofisarias, situadas principalmente en la adenohipdfisis (o hipdfisis anterior).
En diferentes células de la misma area, se sintetiza otro miembro de la familia, la TSH
o tirotropina, que estimula a la glandula tiroides a sintetizar y segregar las hormonas
tiroideas. También se incluye otra hormona que se puede ser purificada a partir de la
placenta de primates y equinos, la gonadotrofina coriénica (CG), que tiene un rol
importante durante las primeras etapas de la prefiez, contribuyendo al mantenimiento
del cuerpo luteo (102).

Con excepcion de la TSH, las restantes hormonas son conocidas de forma
geneérica con el nombre de gonadotrofinas, ya que estimulan el desarrollo y funcion de
las gonadas y, en funcién del sitio donde son producidas, se las clasifica como
gonadotrofinas pituitarias (LH y FSH) y gonadotrofina placentaria (CG). Estas hormonas,
con sus diversas funciones fisiologicas, estan estrechamente relacionadas en su
estructura y son las hormonas proteicas mas complejas reconocidas hasta la fecha.
Cada una consta de dos cadenas o subunidades peptidicas, designadas a y B, que se
encuentran glicosiladas en residuos especificos y poseen varios enlaces disulfuro
internos. Estas hormonas se encuentran en todos los mamiferos estudiados, y también
se han observado hormonas con propiedades similares en los vertebrados inferiores
(87). Todos los mamiferos expresan la TSH y las dos gonadotrofinas pituitarias; en
contraste, la CG es expresada Unicamente por primates y equinos (103). Dentro de una
misma especie, la subunidad a es comun a todos los miembros de la familia y se
encuentra codificada por un Unico gen, mientras que diferentes genes codifican las

subunidades B, que confieren especificidad a los heterodimeros (104).
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9. Hormona foliculo-estimulante

Al igual que los otros miembros de la familia de hormonas glicoproteicas, la FSH
es un heterodimero compuesto por dos subunidades, a y B, unidas mediante
interacciones no covalentes. En mamiferos no humanos, las subunidades a de las
hormonas glicoproteicas estan compuestas por 96 aminoacidos y presentan dos sitios
de N-glicosilacion localizados en los residuos Asn56 y Asn82 (105). Por su parte, las
subunidades B de la hormona foliculo-estimulante (FSHB) de todas las especies de
mamiferos estan formadas por 111 aminoacidos y contienen dos sitios de N-glicosilacion
en Asn7 y Asn24, no encontrandose sitios para la unién de glucidos de tipo O- en
ninguna de las subunidades (106,107).

A pesar de que las estructuras tridimensionales para las hormonas glicoproteicas
bovinas no han sido resueltas hasta la fecha, se ha logrado cristalizar y analizar
mediante difraccion de rayos X algunas de las contrapartes humanas (106,108,109). De
acuerdo con Fox y col. (106), las subunidades a y B de la hFSH se encuentran
estructuradas de manera similar entre ellas y de forma idéntica a la hCG. La hFSHa se
encuentra estabilizada por 5 puentes disulfuro entre los residuos Cys7-31, Cys10-60,
Cys28-82, Cys32-84 y Cys59-87. Los ultimos puentes entre los residuos Cys10-60,
Cys28-82 y Cys32-84 comprenden un motivo estructural conocido como “nudo de
cistina” (cystine knot). La hFSHP presenta 6 puentes disulfuro entre los residuos
Cys3-51, Cys17-66, Cys20-104, Cys28-82, Cys32-84 y Cys87-94. El nudo de cistina en
esta subunidad se encuentra formado por los puentes entre los residuos Cys3-51,
Cys28-82 y Cys32-84. El nudo de cistina presente en ambas subunidades provoca que
las cadenas polipeptidicas se plieguen formando un lazo o loop largo (aL2 y BL2) que
se ubica de manera opuesta a dos loops adicionales que adoptan una forma de horquilla
(aL1, aL3 y BL1, BL3). La subunidad B forma otra estructura tnica denominada seatbelt
(cinturén) entre los residuos 84-104. Esta region se desvia del nudo central como
resultado de la presencia de un puente disulfuro (Cys 87-94), para luego unirse al primer
lazo de la horquilla (BL1) mediante el puente disulfuro (Cys20-104). El ensamblaje se
realiza enroscando la hebra de la subunidad B que comprende el seatbelt alrededor del
segundo loop de la hFSHa (aL2). La formacion final del puente disulfuro entre los
residuos Cys20-104 bloquea el seatbelt y asegura el dimero af, evitando su disociacion
(Figura 7). Como resultado, las dos subunidades estan intimamente asociadas mediante
contactos intermoleculares que ocultan aproximadamente el 32% de la superficie

accesible al solvente de los monémeros (106).
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Figura 7. Representacion esquematica de la estructura del dimero de hFSH. La subunidad
a se muestra en verde y la subunidad 3 en azul; la porcion correspondiente al seatbelt de la
Ultima se muestra en gris. Las barras solidas gruesas representan hebras 3. La ubicacién de las
cisteinas involucradas en los puentes disulfuro (lineas rojas) se muestran mediante circulos. Las
lineas amarillas en ambas subunidades representan los puentes disulfuro involucrados en la
estructura de nudo de cistina. N, extremo N; C, extremo C. Figura adaptada de Ruddon y col.,
1996 (110).

9.1. Glicosilacion

Las hormonas glicoproteicas son altamente heterogéneas; esta heterogeneidad
se origina principalmente en su composicion proteina-carbohidrato y en la complejidad
estructural de los glicanos unidos al esqueleto proteico (111). En particular, se ha
demostrado que la FSH hipofisaria se secreta a la circulaciéon como una mezcla de
formas glicosiladas que difieren en el numero de sitios de N-glicosilacion ocupados
(112,113). Las formas glicosiladas pueden clasificarse en isoformas o glicoformas. Las
isoformas son variantes con diferente carga neta, generalmente detectadas mediante
técnicas de separacién basadas en la carga. Las glicoformas, en cambio, presentan
diferencias estructurales, ya sea por la complejidad de las ramificaciones glicosidicas o
por la presencia o ausencia de glicosilacion en cada sitio potencial de N-glicosilacion.

Por lo tanto, la heterogeneidad de las gonadotrofinas puede dividirse en dos tipos:

o Macroheterogeneidad, que en el caso de la FSH resulta de la ausencia de una
0 ambas cadenas de oligosacaridos en la subunidad . Se han reportado cuatro
variantes de la subunidad B (FSHR): una FSHp de 24 kDa, que posee glicanos
en ambos sitios de N-glicosilacién (Asn7 y Asn24); una FSHB de 21 kDa, que

presenta glicanos uUnicamente en Asn7; una variante de 18 kDa, que posee
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glicanos solamente en Asn24; y una variante de 15 kDa, que carece de glicanos

en ambos sitios potenciales de N-glicosilacion (49-52,114-116).

¢ Microheterogeneidad, que proviene de la variacion en la estructura y
complejidad de los glicanos unidos a la hormona. Los glicanos unidos a la FSH
son del tipo complejo, con estructuras bi-, tri- y tetra-antennarias, las cuales se

encuentran comunmente sialiladas en diferentes grados (117).

La glicosilacién de la FSH es un proceso clave que determina tanto su perfil
farmacocinético como sus efectos biolégicos, ya sea en estudios in vivo como in vitro
(118). En particular, el grado de glicosilacién y el nivel de sialilacion influyen de forma
directa sobre su comportamiento en el organismo. Se ha demostrado que las isoformas
de FSH hipofisaria humana altamente sialiladas presentan una mayor permanencia en
circulacion en modelos murinos. En cambio, cuando los residuos de galactosa no estan
cubiertos por acido sialico, son reconocidos por el ASGPR, lo que resulta en una

depuracion mas rapida del torrente sanguineo (118-120).
9.2. Interaccion con el receptor

El evento inicial en la accion de las hormonas glicoproteicas es su unién a
receptores altamente especificos ubicados en la membrana de las células blanco. En
particular, el receptor de FSH pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G, caracterizados por presentar siete dominios transmembrana (121). Los
receptores de hormonas glicoproteicas (GpHR, glycoprotein hormone receptors) estan
conformados por un extenso ectodominio N-terminal (ECD), estructurado en
repeticiones ricas en leucina (LRR, leucine-rich repeat) responsables de la afinidad y
selectividad hacia su hormona especifica. Este ectodominio es seguido por siete hélices
transmembrana y una a-hélice citoplasmatica paralela a la membrana, caracteristica de
los receptores acoplados a proteina G (GPCR, G protein-coupled receptors), que
cumplen un rol fundamental en la transduccion de sefiales. EI ECD adopta una curvatura
en forma de herradura, tipica de las LRR, en la cual se inserta la hormona (Figura 8)
(122).
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\ J
Figura 8. Representacion en forma de cinta (ribbon) del ectodominio (ECD) de un receptor
de hormonas glicoproteicas (GpHR).

La unién de la FSH a su receptor induce el acoplamiento de este a una proteina
G heterotrimérica compuesta por las subunidades a, B y y, permitiendo el reemplazo del
GDP unido a la subunidad a por GTP. Este intercambio provoca un cambio
conformacional que disocia la subunidad Ga del complejo. La subunidad Ga activada
estimula la adenilato ciclasa en la membrana plasmatica, catalizando la conversién de
ATP en AMPc, lo que produce un incremento en los niveles intracelulares de este
segundo mensajero. El aumento de AMPc activa la proteina quinasa A (PKA, protein
kinase A), que fosforila y activa a las proteinas de unién al elemento de respuesta a
AMPc (CREB, cAMP response element-binding protein), asi como a otras proteinas

efectoras, desencadenando la respuesta fisiolégica correspondiente (Figura 9) (123).

[

Adenilato
ciclasa

FSH @

FSHR

‘_e

Fosforilacion de CREBs
y otras proteinas

Figura 9. Representacidon esquematica de la via de transduccion de senales del receptor
de la hormona FSH (FSHR).
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9.3. bFSH en protocolos de superovulacion

Las tecnologias de reproduccion asistida (ARTs, assisted reproductive
technology) han transformado las industrias de produccién lechera y de carne bovina a
nivel mundial, revolucionando el enfoque reproductivo y de seleccién genética, lo que
ha derivado en mejoras significativas tanto en la calidad como en la cantidad de
productos animales (124). En este contexto, los tratamientos hormonales desempefian
un papel clave en el control y manipulaciéon de los procesos reproductivos, mejorando
de manera sustancial la fertilidad del ganado.

La metodologia conocida como superovulacién y transferencia de embriones
(MOET, multiple ovulation embryo transfer) ha sido aplicada durante mas de 40 afios en
programas de mejora genética bovina, con resultados ampliamente positivos. Esta
técnica consiste en estimular hormonalmente la superovulacion de la hembra donante,
seguida por su inseminacion, con el fin de obtener el mayor nimero posible de
embriones transferibles a hembras receptoras que llevaran adelante la gestaciéon. La
sincronizacién del ciclo estral entre donantes y receptoras es un paso critico, ya que
permite que ambas se encuentren en fases compatibles del ciclo reproductivo al
momento de la transferencia, aumentando significativamente las tasas de éxito
gestacional (125). En los protocolos MOET, la sincronizacién y superovulacion se logran
mediante la administracion de hormonas gonadotréficas. Entre las mas utilizadas se
encuentran FSH, LH, hCG y la gonadotrofina coridnica equina (eCG), todas empleadas
para inducir el desarrollo folicular, la ovulacién y mejorar la fertilidad en bovinos (126—
129). Aunque inicialmente se utilizaba eCG como tratamiento de referencia, actualmente
la opcién mas comun y efectiva involucra el uso de FSH de origen pituitario (pit-FSH).
Esta presenta varias ventajas respecto a la eCG, como una menor incidencia de
foliculos no ovulatorios, reduccion en la formacién de quistes foliculares, una respuesta
ovulatoria mas predecible y una mayor cantidad y calidad de embriones transferibles
(100,101).

No obstante, las preparaciones de FSH mas utilizadas actualmente en
reproduccion bovina se obtienen mediante extraccién y purificacién a partir de glandulas
pituitarias animales (principalmente porcinas y, en menor medida, ovinas). Debido a su
origen, estas preparaciones presentan importantes desventajas en cuanto a su calidad,

incluyendo:

e Variabilidad en la bioactividad entre lotes, atribuida a la heterogeneidad en
las glicoformas de FSH (mas de 20), lo cual repercute en la inconsistencia de los
resultados obtenidos, especialmente en el nimero de embriones transferibles
(101).
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e Contaminacion con LH en proporciones variables y no controladas, lo cual
puede inducir una luteinizacion prematura si la exposicion es temprana,

reduciendo las tasas de fertilizacién y la calidad embrionaria (100).

¢ Riesgos sanitarios asociados a contaminantes biolégicos, como virus o
priones, lo que contradice las tendencias regulatorias actuales orientadas a

mejorar la seguridad de los productos veterinarios (101).

¢ Riesgo de inmunogenicidad: el uso repetido de FSH heteréloga puede inducir
una respuesta inmune humoral que disminuya la eficacia del tratamiento en

exposiciones subsecuentes, al menos en algunas especies (100).

A esto se suma el hecho de que los tratamientos tradicionales de superovulacion
requieren multiples aplicaciones intramusculares diarias (habitualmente dos por dia)
tanto para producciéon embrionaria in vivo (99) como in vitro (130). Esta necesidad se
debe a la corta vida media de la FSH exégena. Estudios farmacocinéticos han estimado
una vida media plasmatica de aproximadamente 5 h y una desaparicion completa entre
las 10 y 12 h posteriores a la administracién (101,131-133). Esto obliga a una
manipulacién precisa y frecuente durante el tratamiento, lo cual resulta poco practico en
programas de gran escala, donde la complejidad del manejo puede conducir a errores

y a resultados reproductivos suboptimos.
94. Produccién de bFSH recombinante

Actualmente, existe una demanda creciente por protocolos de superovulacion
simplificados, que sean eficientes y facilmente aplicables en condiciones de campo,
reduciendo la manipulacién y disminuyendo la probabilidad de errores. En respuesta a
esta necesidad, se han desarrollado diversas estrategias orientadas a prolongar la
liberacion de FSH, con el objetivo de mejorar la eficiencia del tratamiento, reducir la
frecuencia de administracion y aumentar las tasas de éxito de los protocolos de
superovulacion (124).

En este contexto, la tecnologia de ADN recombinante ha surgido como un
avance farmacoldgico significativo para la produccion de FSH recombinante (rFSH). Si
bien se ha reportado la obtencién de rFSH en multiples sistemas no mamiferos, como
bacterias, levaduras, células vegetales, insectos y protozoos (92,134-143), en la
actualidad los productos utilizados en protocolos comerciales aun derivan de fuentes
animales. Un factor determinante en esta limitacion es que la rFSH producida en
sistemas no mamiferos no ha demostrado actividad bioldgica in vivo, o bien presenta
una bioactividad reducida, probablemente como consecuencia de su rapida depuracion

en circulaciéon debido a la ausencia de 4cidos sidlicos terminales (135,136,138-143). En

57



contraste, la rFSH producida en sistemas de expresién mamiferos ha demostrado una
actividad biolégica adecuada en modelos animales, como ratas o especies de destino
(85,91,144-147), lo que resalta la importancia de un perfil de glicosilacion apropiado
para garantizar su eficacia. En particular, estudios recientes han mostrado resultados
alentadores con el uso de FSH bovina (rbFSH) recombinante de accion prolongada.
Esta formulacion de larga duracion, obtenida mediante estrategias de N- u
O-glicoingenieria, ha demostrado potencial para reducir el numero de aplicaciones
requeridas y mejorar la eficiencia de los protocolos de superovulacion tanto in vivo
(85,147) como en la produccion embrionaria in vitro (148,149).

Por todos los motivos expuestos, resulta razonable el desarrollo de un
medicamento innovador que combine una mayor seguridad desde el punto de vista
sanitario con una mayor vida media plasmatica, lo que permitiria reducir el nimero de
dosis necesarias y, en consecuencia, disminuir tanto los costos como los inconvenientes
asociados a la administracion repetida de la hormona. En este sentido, la produccién de
roFSH en cultivos de células de mamifero constituye una alternativa atractiva frente al
uso de fuentes animales que aun predominan en el mercado (extractos liofilizados
obtenidos a partir de glandulas pituitarias porcinas), ofreciendo un producto veterinario
recombinante con elevada consistencia y reproducibilidad entre lotes, libre de actividad
LH y exento de contaminantes animales como virus o priones, garantizando asi un perfil
de seguridad superior.

Las células de mamifero poseen la capacidad de llevar a cabo modificaciones
postraduccionales complejas, fundamentales para el correcto plegamiento, maduracion
y ensamblado de las dos subunidades de la FSH. Estas modificaciones, en particular
las glicosilaciones, resultan criticas para determinar su vida media plasmatica y, en
consecuencia, su potencia biolégica in vivo. En particular, la linea celular CHO-K1 se
destaca como un huésped sumamente atractivo para la expresion de rbFSH, dado que
expresa un amplio repertorio de glicosiltransferasas capaces de adicionar N-glicanos
complejos del tipo bi-, tri- y tetra-sialilados, asi como generar estructuras de O-glicanos
de tipo mucina mono- y bi-sialiladas (150). Ademas, los bioprocesos basados en cultivos
de células CHO en biorreactores bajo modo de perfusién han demostrado ser capaces
de alcanzar altas densidades celulares y sostener una elevada productividad especifica,
lo cual se traduce en un aumento significativo de los niveles de proteina recombinante
obtenidos. Este aspecto es de particular relevancia, dado que impacta de manera directa
en la reduccién de los costos asociados a la produccion a escala industrial.

Finalmente, el desarrollo de un analogo de rbFSH de larga duracién (rbFSH-LD),
como alternativa a las formulaciones previamente reportadas, mediante una novedosa

estrategia de glicoingeineria que involucra la incorporacion de nuevos sitios de
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O-glicosilacion a través de su fusién a repetidas copias de la etiqueta mGMOP,
representa una via prometedora para prolongar su vida media plasmatica y reducir la
frecuencia de administracion. Esto contribuiria tanto a la reduccion de los costos como
a la mejora en el manejo del ganado y la simplificacién de los procedimientos
productivos.

En este contexto, la hipbtesis de este trabajo de tesis postula que, en conjunto,
estas estrategias permitirian la generacion de un producto biotecnolégico innovador de
gran utilidad en ganaderia, destinado a incrementar la eficiencia de produccion de crias

de vacas de elevada calidad genética.
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OBJETIVOS
1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de tesis consiste en establecer una plataforma
biotecnolégica basada en el cultivo de células de mamiferos para la produccion de dos
nuevos bioldgicos veterinarios: una hormona foliculo-estimulante bovina recombinante
(rbFSH) y una variante de larga duracién (rboFSH-LD).

2. Objetivos especificos

Para llevar a cabo el objetivo general, se proponen los siguientes objetivos
especificos:

Disefiar una nueva variante recombinante de rbFSH de larga duracién

(rbFSH-LD) mediante la incorporacion de tres copias secuenciales del péptido

MGMOP en el extremo C de la subunidad 3. Obtener las secuencias codificantes

de las subunidades a, B y B-LD de la rbFSH.

Desarrollar un proceso de produccion de rbFSH y rbFSH-LD mediante la

generacion de lineas y clones recombinantes estables de células CHO-K1 y su

cultivo a alta densidad en biorreactores utilizando medio de cultivo libre de suero

fetal bovino.

Optimizar procesos de purificacién de las variantes roFSH y roFSH-LD a partir

de los sobrenadantes de cultivo de las lineas y clones productores.

Desarrollar metodologias analiticas que permitan la deteccién, identificacion y

cuantificacién de rbFSH y rbFSH-LD.

Caracterizar la rboFSH y roFSH-LD en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas,

farmacocinética y actividad biolégica in vivo. Comparar los resultados entre las

mismas y con respecto a la FSH porcina obtenida a partir de glandula pituitaria

(FSH comercial).
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MATERIALES Y METODOS
1. Reactivos y soluciones

Todos los reactivos utilizados fueron de grado de pureza analitica y todas las
soluciones acuosas fueron preparadas con agua ultrapura obtenida por &smosis
inversa, con una resistividad de 18,2 MQ.cm y filtracién (0,22 um) empleando un equipo

Milli QUF (Millipore), excepto en los casos donde se aclara expresamente.
2. Diseno de las variantes recombinantes de bFSH

Las secuencias codificantes de las subunidades bFSHa (niumero de acceso
P01217) y bFSHB (numero de acceso P04837) se obtuvieron de la base de datos
Uniprot. En cada construccion se incluyo el péptido senal natural de cada subunidad.
Para el disefio de la variante de larga duracién (roFSH-LD), se insertaron 3 copias de la
secuencia codificante de mGMOP a la region C-terminal de bFSH para proporcionar
sitios potenciales de O-glicosilacion a la subunidad B. Para facilitar el procesamiento

posterior, se incluyd una etiqueta 6xHis en el extremo C de cada construccion.
3. Vectores plasmidicos

A continuacioén, se describen los diferentes vectores plasmidicos utilizados para

la generacion de las distintas lineas celulares.
3.1. Vectores pUC57 rbFSHa y rbFSHB-LD

Estos vectores de clonado fueron provistos por la empresa Gene Universal.
Ambos contienen:

— Un origen de replicacion bacteriano (Col E1 ori), que permite la amplificacion
del plasmido en E. coli.
— Un gen de resistencia al antibiético ampicilina (AmpR).

El vector pUC57 rbFSHa posee 3.055 pb (Figura 10) y contiene la secuencia
codificante de rboFSHa de 384 pb, donde los primeros 72 pb codifican para el péptido
sefial natural de dicha subunidad.

El vector pUC57 rbFSHB-LD posee 3.229 pb (Figura 10), e incluye la secuencia
codificante de rbFSHB-LD de 558 pb que comprende su péptido sefial natural de 60 pb
de longitud al inicio de dicha secuencia. La secuencia codificante de las 3 copias de
mMmGMOP se encuentra flanqueada por sitios de corte de la enzima Nhel, permitiendo la

eliminacion de dicha secuencia mediante digestion y religado del vector.
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Figura 10. Representacion esquematica de los vectores plasmidicos conteniendo las
secuencias codificantes de las subunidades de rbFSH. (A) Vector pUC57-rbFSHa. (B) Vector
pUC57-rbFSHB-LD.

3.2. Vector pLV-EF1a

El vector de transferencia del sistema lentiviral fue obtenido con anterioridad en
nuestro laboratorio (151). Posee 8.512 pb y contiene todos los elementos necesarios

para la generacion de los vectores lentivirales (Figura 11A).

3.3. Vector pLV-EF1a-rbFSHa, pLV-EF1a-rbFSHB y pLV-EF1a-rbFSHB-LD

Los vectores pLV-EF1a-rbFSHa y pLV-EF 1a-rbFSHB-LD se generaron mediante
el clonado de las secuencias rbFSHa y rbFSHB-LD, provenientes de los plasmidos
comerciales pUC57-rbFSHa-His y pUC57-rbFSHB-LD, respectivamente, en el vector
pLV-EF1a. El vector pLV-EF1a-rboFSHB fue generado al eliminar, mediante digestion
con endonucleasas de restriccion y religado del vector, la secuencia codificante de las
3 copias de mGMOP del vector pLV-EF1a-rbFSHB-LD. Estos vectores se muestran en
la Figura 11.
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Figura 11. Representaciéon esquematica de los vectores lentivirales de transferencia. (A)
Vector pLV-EF1a. (B) Vector pLV-EF1a-rbFSHa. (C) Vector pLV-EF1a-rbFSHB-LD. (D) Vector

pLV-EF1a-rbFSHp.
Vectores lentivirales empaquetadores

3.4.
Los vectores empaquetadores (pMDLg/pRRE, pMD2.G y pRSVRev) del sistema

lentiviral de tercera generacion (152—154) se muestran en la Figura 12
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Figura 12. Representacion esquematica de los vectores lentivirales empaquetadores. (A)
Vector pMD2.G. (B) Vector pRSV-Rev. (C) Vector pMDLg/pRRE.

4. Técnicas de biologia molecular
4.1. Lineas celulares procariotas

- E. coli TOP 10 (Invitrogen). Se empled para el aislamiento y la amplificacién de

diferentes plasmidos.

4.2, Medios de cultivo para células procariotas

La esterilizacion de los medios de cultivo para bacterias se realizé en autoclave
durante 15 min a 1 atmésfera y 120 °C. A continuacion, se detallan los medios de cultivo

empleados:

Medio LB (Lysogeny Broth):
- Triptona 10 g.I"*
- Extracto de levadura 5 g.I’
- NaCl 10 g.I
- pH 7,2
- Antibiotico: ampicilina 100 pug.mL"’
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Agar LB:
- Medio LB
- Agar 2% (P/V)
- Antibiético: ampicilina 100 ug.mL™"

4.3. Purificacion de ADN plasmidico

Los plasmidos fueron purificados a partir de cultivos de bacterias transformadas
en medio liquido (Medio LB). Todos los métodos de purificacion se basan en el tamafio
relativamente pequefio de los plasmidos y su naturaleza circular cerrada

covalentemente.
4.3.1. Minipreparacion de ADN plasmidico

Las preparaciones de plasmidos a partir de células TOP 10 transformadas se
realizaron segun el protocolo de Birnboim y Doly (155). Se centrifugaron 1,5 mL de un
cultivo saturado de células cultivadas en medio LB, a 5.000 x g durante 5 min. El pellet
celular fue resuspendido en 100 pl de solucién de miniprep I. Luego de 5 min de
incubacion a temperatura ambiente (TA) se agregaron 200 pl de solucién de miniprep I,
se mezclo por inversion y se incub6 en hielo durante 5 min. Posteriormente, se
agregaron 150 pL de acetato de potasio 5 M (pH 5,2) y se incubd nuevamente en hielo
durante 15 min, se centrifugd a 12.000 x g durante 15 min a4 °C y el sobrenadante (SN)
se traté con 400 uL de una mezcla de fenol saturado en Tris-HCI (pH 8,0) y cloroformo
(1:1) a fin de remover las proteinas de la muestra. Luego se centrifugd durante 5 min a
8.000 x g a TA y el ADN de la fase acuosa se precipitdé durante 20 min a -70 °C con
0,6 vol. de isopropanol en medio acetato de sodio 0,3 M (pH 5,2). EI ADN plasmidico se
recuperé mediante centrifugacién a 12.000 x g durante 15 min a 4 °C y se lavd con
etanol 70% (V/V) para eliminar sales. Se centrifugd, se secd el precipitado y se

resuspendié en 30 pL de agua Milli Q autoclavada.

Solucién de miniprep I: glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 25 mM, pH 8,0
Solucién de miniprep Il: NaOH 0,2 M, SDS 0,1% (P/V)

4.3.2. Maxipreparacién de ADN plasmidico

Con el fin de obtener cantidades suficientes de los vectores, se llevaron adelante
preparaciones de ADN plasmidico en gran escala, tal como se describe a continuacion:
Se inocularon 50 mL de medio de cultivo LB con una colonia proveniente de un
cultivo en medio LB-Agar y se incubd a 37 °C a 180 rpm durante 16 h. Luego se

centrifugd a 2500 x g durante 10 min a 4 °C, descartandose el SN. El pellet fue
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resuspendido en 10 mL de solucién | de maxiprep y se mantuvo en hielo durante 5 min.
Posteriormente, se agregaron 20 mL de solucion Il de maxiprep y se homogeneizo
suavemente para luego incubar en hielo 5 min. A continuacion, se agregaron 5 mL de
cloruro de calcio 6,6 My 15 mL de acetato de potasio 5 M (pH 5,2), se homogeneiz6
nuevamente y se incubd en hielo por 10 min. Luego se centrifugé a 2.500 x g por 30 min
a4 °Cy el SN fue filtrado con papel de filtro en tubos cénicos de 50 mL. Se realizé una
precipitacion con 0,6 vol. de isopropanol a -70 °C por 20 min y luego se centrifugé a
2.500 x g por 20 min a 4 °C. El pellet obtenido fue resuspendido en 1 mL de agua Milli
Q autoclavada y dividido en dos tubos eppendorf, donde se realizaron extracciones con
fenol saturado en Tris-HCI (pH 8,0) y cloroformo (1:1) a fin de remover las proteinas de
la muestra. Luego se centrifugd durante 5 min a 8.000 x g a TA y el ADN de la fase
acuosa se precipitd durante 20 min a -70 °C con 0,6 vol. de isopropanol. Se centrifugo
a 12.000 x g por 20 min a 4 °C y el pellet fue lavado con 300 ul de etanol 70% (V/V).
Tras otra centrifugacion a 12.000 x g por 5 min a 4 °C, el pellet obtenido fue secado en
un bloque seco termostatizado a 37 °C, hasta eliminar completamente el agua de la
muestra. El pellet obtenido fue resuspendido en 500 pl de agua Milli Q autoclavada con
100 ug.mL" de RNAsa A e incubado por 60 min a 37 °C en bloque seco, para eliminar
restos de ARN. Se realizd una nueva extraccién con fenol saturado en Tris-HCI (pH 8,0)
y cloroformo (1:1), y la fase acuosa se precipité durante 20 min a -70 °C con 0,6 vol. de
isopropanol en medio acetato de sodio 0,3 M (pH 5,2). Se centrifugd a 12.000 x g por
20 min a 4 °C y el pellet fue lavado nuevamente con 300 ul de etanol 70% (V/V). Tras
otra centrifugacion a 12.000 x g por 5 min a 4 °C, el pellet obtenido fue secado en un
bloque seco termostatizado a 37 °C, hasta la completa eliminacién del agua de la
muestra. Finalmente, el pellet fue resuspendido en 300 pl de agua Milli Q autoclavada y

se determind la concentracion y pureza del ADN plasmidico obtenido.

Soluciéon de maxiprep I: glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 25 mM, pH 8,0
Solucién de maxiprep Il: NaOH 0,2 M, SDS 0,1% (P/V)

4.4. Determinacion de la concentracion y pureza del ADN

Se determind la absorbancia de las muestras a A= 260 nm y A= 280 nm, en
espectrofotdmetro UV-visible (NanoDrop Lite, Thermo Fisher Scientific) y se calculé la

concentraciéon y pureza de los plasmidos, segun las siguientes ecuaciones.

C i6n de ADN L1) = DO(260 50 L& mL""ADN ! M
oncentracion de (ug.mL™") = DO( nm) x DO X Dilucién

> de] fra = DO (260 nm) 2

ureza de la muestra = - (280 nm) (2)
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El valor de pureza debe estar comprendido en el rango entre 1,8 y 2,0. Por fuera
del mismo, la solucidon no es considerada apta para su uso en transfeccion de células
eucariotas, ya que posee una cantidad considerable de contaminantes (proteinas,
reactivos utilizados en la extraccion, entre otros) que podrian afectar la eficiencia de la

misma.
4.5, Digestiones enzimaticas

Las digestiones con endonucleasas de restriccion se realizaron respetando los
medios y condiciones recomendados por el fabricante. En todos los casos, la reaccién
se llevd a cabo durante 2 h a 37 °C, empleandose de 1 a 5 U de enzima por cada ug de
ADN, en un volumen final de 20 pL. Luego de las digestiones enzimaticas, los
fragmentos se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa para su posterior

analisis y/o purificacion.
4.6. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Las separaciones de ADN en geles de agarosa se realizaron empleando el
sistema submarino (156).

Para la preparacion de los geles, se peso 1 g de agarosa y se disolvié en 100 mL
de buffer TAE en horno microondas hasta completa fundicion. La solucion se enfrio a 60
°C y se adicioné 10 yL de SYBR® Safe DNA gel Stain (Invitrogen). Esta solucion se
colocd en un soporte adecuado y se le introdujo un peine de 1 mm de espesor para
formar los carriles de siembra, el cual se retiré una vez solidificado. El gel se colocé en
una cuba electroforética y se cubrié completamente con buffer TAE.

Las muestras de ADN se mezclaron con buffer de siembra 10X vy
cuidadosamente se sembraron en cada una de las calles del gel. Se aplico un voltaje de
entre 80 y 100 V hasta observar una adecuada migracion de los colorantes del buffer de
siembra.

Finalmente, los geles fueron examinados utilizando un transiluminador Safe
Imager™ (Invitrogen) y fotografiados. Para estimar la longitud de los fragmentos de ADN
separados se empled el marcador de masa molecular Trans 2K plus Il Molecular Weight
Marker (TransGen Biotech).

Buffer TAE: Tris acetato 40 mM, Na2EDTA 1mM, pH 8,0
Buffer de siembra 10X: Ficoll 400 10% (P/V), azul de bromofenol 0,25% (P/V), Na2zEDTA 50 mM,
Tris 10 M, pH 7,5
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4.7. Precipitacion de ADN

Los fragmentos de ADN obtenidos luego de la digestion con enzimas de
restriccion fueron aislados y concentrados, en determinados casos, mediante
precipitacién con isopropanol. Esto se efectud con el fin de eliminar los fragmentos
cortos de ADN liberados, las sales y las enzimas de restriccién. Para esto, se llevo el
volumen de la muestra a precipitar a 200 yL con agua Milli Q autoclavada y se
adicionaron 20 uL de acetato de sodio 3 M. Luego, se agregé 0,6 vol. de isopropanol y
se incubo a -70 °C por 20 min. Se centrifugé a 12.000 x g por 20 min a 4 °C y el pellet
fue lavado con 300 uL de etanol 70% (V/V). Tras otra centrifugacion a 12.000 x g por 5
min a 4 °C, el pellet obtenido fue secado en un bloque seco termostatizado a 37 °C,
hasta eliminar completamente el agua de la muestra. Finalmente, el ADN fue

resuspendido en el volumen deseado de agua Milli Q autoclavada.

4.8. Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN separados por electroforesis en geles de agarosa fueron
purificados utilizando el kit comercial Q/Aquick Gel Extration Kit (QIAGEN), siguiendo
las recomendaciones del fabricante, como se describe a continuacién:

La fraccion de gel conteniendo la banda de interés se separé con bisturi y se
colocé dentro de un tubo Eppendorf. Se agregaron 3 vol. de solucién QG por cada
volumen de gel (100 mg de gel equivalen aproximadamente a 100 pL). Se incubd
durante 10 min en bafio de agua a 50 °C, mezclando por inversion cada 2-3 min. La
muestra se transfirié a una columna de purificacion (QIAquick spin column) dentro de su
respectivo tubo colector y se centrifugé durante 1 min a 13.000 x g. Se descartd el SNy
se agregaron 0,5 mL de solucion QG a la columna, procediendo a centrifugar en
idénticas condiciones. Para lavar, se agregaron 0,75 mL de solucion PE centrifugando
durante 1 min a 13.000 x g. Se descarté el SN y se volvié a centrifugar en las mismas
condiciones para descartar toda la solucién PE residual. Se transfirid la columna a otro
tubo Eppendorf y el ADN se eluyé con 50 uL de agua MilliQ autoclavada.

La purificacion se verificé analizando una alicuota mediante electroforesis en gel
de agarosa. Se determind la pureza y la concentracién de los fragmentos mediante

lectura espectrofotométrica.
4.9. Reaccion de ligacién de ADN

Para las reacciones de ligacién se utilizé una relacion inserto:plasmido 5:1 en un
volumen de reaccion de 20 pL, utilizando la enzima T4 DNA Ligase, segun el protocolo

indicado por el proveedor. La mezcla de reaccién se incubé durante toda la noche (ON,
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overnight) a 4 °C. El control de plasmido religado se llevé a cabo reemplazando el
volumen correspondiente al inserto por agua autoclavada. Luego de la reaccion de
ligacion, se utilizé la mezcla de reaccién obtenida para transformar células E. coli TOP10

competentes.

4.10. Preparacion de células E. coli TOP 10 competentes por el método quimico

Para la preparacién de ceélulas competentes se empleé un medio rico en
nutrientes que favorece la creacion de perforaciones en la pared celular bacteriana v,
en consecuencia, la introduccion del ADN plasmidico. La triptona y el extracto de
levadura presentes en el medio de cultivo ofrecen el nitrégeno y los factores de
crecimiento necesarios para la replicacion bacteriana y para su recuperacién luego del
proceso de transformacion. El sulfato de magnesio provee los iones Mg?* necesarios
para la reaccion enzimatica que permite la replicacion del ADN.

A partir de un banco celular de E. coli TOP 10 conservado a -70 °C, se realiz6
una estria sobre una placa de Agar-LB. Se cultivd durante 16-20 h a 37 °C. Se escogio
al azar una de las colonias desarrolladas y se inoculé en 5 mL de caldo LB (cultivo
starter), realizandose una nueva incubacion a 37 °C durante 18 h con agitacion a
180 rpm. Luego se realizé un repique tomando 500 uL del cultivo starter a 50 mL de
medio M. Se dej6 crecer durante 150 min a 37 °C, con agitacion a 180 rpm, y luego se
incubé en bano de hielo durante 10 min. Las bacterias fueron recuperadas por
centrifugacién a 2.500 x g por 10 min a 4 °C; se descarté el SN, y se resuspendio el
pellet celular en 500 uL de medio M frio. Luego, se agregaron 2,5 mL de storage solution
y se mezclé completamente mediante agitacion suave. Finalmente, se dispensaron
alicuotas de 100 uL en criotubos, que fueron conservados a -70 °C.

Se realizé siempre un control de las células competentes preparadas, para
asegurar la continuidad en la esterilidad del cultivo y estimar la eficiencia de
transformacion. Para ello, una vez conservadas las bacterias competentes durante al
menos 16 h a -70 °C, se descongelaron 2 criotubos: uno de ellos se transformé con
100 ng de un vector con resistencia para ampicilina (control positivo) y el otro fue
afectado por el mismo procedimiento, sélo que sin el agregado de ADN (control
negativo). Finalizada la transformacion, las células fueron distribuidas homogéneamente
en placas de cultivo conteniendo Agar-LB. Las células competentes fueron utilizadas
solo cuando la placa del control negativo no mostré desarrollo de colonias y cuando se

obtuvieron eficiencias de transformacién adecuadas en el control positivo.

Medio M: LB, MgSO4-7H20 10 mM, glucosa 0,2% (P/V)
Storage solution: medio LB conteniendo glicerol 36% (P/V), PEG 12% (P/V) (MW7500),

MgS04.7H20 12 mM, esterilizado por filtracién con membrana de 0,22 ym.
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4.11. Transformacion de células competentes

Para realizar la transformacion se descongelaron 100 pL de células competentes
(E. coli TOP10) y se mezclaron con el ADN (mezcla de ligacién o plasmido), incubando
durante 30 min en bafo de hielo. Posteriormente, el tubo se colocd en un bafio a 42 °C
durante 2 min e inmediatamente se transfiri® nuevamente a hielo, incubandose durante
otros 2 min. Se adicionaron 700 pL de medio LB y se incubé durante 60 min a 37 °C con
agitacién a 180 rpm, con el propdsito de permitir la recuperacion de las bacterias de la
situacion de estrés a la cual fueron sometidas. Las células se cosecharon mediante
centrifugacion a 2.500 x g durante 5 min a TA, se descartaron 600 L de SN vy el pellet
se resuspendié en el volumen remanente de medio. Finalmente, la totalidad de la
suspension celular se distribuyé en forma homogénea sobre una placa conteniendo
agar-LB, de manera de seleccionar las bacterias transformadas, y se incubd durante
16 h a 37 °C.

Ademas de la placa conteniendo las bacterias transformadas con la mezcla de
ligacién de interés (placa “V+I”), se sembraron tres placas adicionales para realizar los

controles negativo, positivo y de vector religado (placa “VR”) correspondientes.

4.12. Chequeo de las transformaciones mediante PCR en colonia

Una vez realizado el andlisis de los controles negativo, positivo y de vector
religado, se procedio a evaluar la presencia de la construccion de interés. Para ello, se
seleccionaron al azar colonias de la placa “V+I” y se resuspendieron en 10 pL de agua
estéril. De este volumen se tomaron 3 L como molde para amplificar el fragmento
clonado en cada caso mediante PCR utilizando la enzima EasyTaq polimerasa
(TransGen Biotech). La mezcla de reaccion se preparé de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (Tabla 1):

Tabla 1. Mezcla de reactivos para la PCR en colonia

. Concentracion Volumen de reaccion
Reactivo .
final por tubo (pl)

EasyTaq® amplification buffer 5X 1X 3,3
dNTPs (10 mM c/u) 0,3mMclu 0,5
Oligonucledtidos

Forward 10 yM 0,3 uM 0,5

Reverse 10 uM 0,3 uM 0,5
EasyTaq® DNA Polymerase 1-2,5U 0,2
Templado Suspensién bacteriana 3
Agua autoclavada - Csp 16,5
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La reaccion se llevd a cabo en termociclador (Biometra) de acuerdo con el

programa que se indica a continuacion:

Tabla 2. Programa de ciclado para la PCR en colonia

Temperatura (°C) Tiempo (min)
1. Desnaturalizacion inicial 94 20
2. Desnaturalizacion 94 1,0
3. Annealing 52 0,5
4. Extension 72 1
5. Volver al paso 2, 30 veces - -
6. Extension final 72 10
7. Conservacion 4 -

Las secuencias de los oligonucledétidos utilizados para amplificar los fragmentos
de ADN correspondientes a roFSHa, rbFSHB y roFSHB-LD se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados en la PCR en colonia

Oligonucleétido Secuencia (sentido 5°-3’)
EF Fw GGCCTTTCCGTCCTCAGC
LV Rv ATAGCATGATACAAAGGCAT

En todos los casos, los productos de PCR obtenidos se analizaron mediante

electroforesis en geles de agarosa (seccién 4.6 de este apartado).

Las colonias seleccionadas fueron amplificadas en 10 mL de medio LB
suplementado con ampicilina y crecidas durante 16-20 h, a 180 rpm y 37 °C para la
realizacion de la minipreparacion de ADN plasmidico, la cual se llevd a cabo siguiendo

el protocolo descripto en la seccion 4.3.1 de este apartado.
4.13. Criopreservaciéon de cepas bacterianas

Para la conservacion de bacterias, se procedio a cultivarlas durante 18 ha 37 °C
en medio LB. Posteriormente, se tomaron 800 uL del cultivo y se adicionaron 200 uL de
glicerol 50% (V/V) estéril, homogeneizando para asegurar la distribucion del glicerol.

Finalmente, fueron conservadas a -70 °C en criotubos.
4.14. Revitalizacion de cepas bacterianas

Para recuperar las bacterias congeladas, se tomé una alicuota del material
criopreservado y se inoculd en medio LB. El criotubo se conservd nuevamente a -70 °C

y el tubo inoculado se incubé a 37 °C durante 16 h.
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5. Técnicas de cultivo celular

5.1. Lineas celulares
HEK 293T/17 (Human Embryonic Kidney)

Es un clon de la linea celular HEK derivada de riidén de embriéon humano que
expresa constitutivamente el antigeno T grande del virus de simio 40 (SV40). En
particular, el clon 17 fue seleccionado especificamente por su elevada eficiencia de
transfeccion. Fue obtenida de American Type Culture Collection (ATCC CRL-11268) y
se utilizé para el ensamblado de particulas lentivirales necesarias para el proceso de
transduccion. Para su cultivo, se utilizé medio DMEM suplementado con 10% (V/V) de

SFBy 2 mM de glutamina.
CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary)

Es un clon de la linea celular CHO derivada de ovario de hamster chino adulto.
Fue adquirida de ATCC (CCL-61) y se utilizd como huésped para la expresion de las
variantes recombinantes de rbFSH. Para su cultivo en adherencia, se utilizé el medio
DMEM/F12 suplementado con 5% (V/V) de SFB y 2 mM de glutamina. Para su cultivo
en suspension, se utilizd el medio CD BHK-21 PM y el medio EX-CELL® 302

suplementado con 4 mM glutamina.
Hibridoma P3A8

Es un clon productor del anticuerpo monoclonal (mAb) anti-hFSH, obtenido y
caracterizado en el Laboratorio de Cultivos Celulares (LCC). Para su cultivo se utilizo el
medio DMEM suplementado con 5% (V/V) de SFB.

5.2. Medios de cultivo y suplementos para células animales

Todos los medios de cultivos utilizados para el cultivo de células animales fueron
preparados utilizando agua Milli Q y esterilizados por filtracién, utilizando dispositivos
tipo Steritop (Merck Millipore) con membranas de 0,22 ym de tamafo de poro. Cada
medio preparado se mantuvo en cuarentena durante 48 h, mientras se llevaron a cabo
los controles microbiolégicos, conservandose a 4 °C al resguardo de la luz. A

continuacion, se detallan los medios y suplementos de cultivo empleados:
MEM (Minimum Essential Medium)

~  MEM (Gibco) 9,61g.L"
~  NaHCOs 2,20 g.L"
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-  Gentamicina 0,05g.L"

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

—  DMEM (Gibco) 13,37 g.L"
~ NaHCO; 3,70 g.L""
-~ Piruvato de sodio 0,11 g.L’
- Gentamicina 0,05g.L"

DMEM/F-12 (DMEM/Nutrient Mixture F-12)

—  DMEM/F-12 (Gibco) 12,00 g.L"!
—  NaHCOs; 2,44 g.L"
- Gentamicina 0,05 g.L"

EX-CELL® 302

-  EX-CELL® 302 (SAFC) 21,21 g.L™
~ NaHCO3 1,60 g.L""
- Gentamicina 0,05 g.L"

CD BHK-21 Production Medium (PM)

—  CDBHK-21 PM (Gibco) 17,70 g.L"!
~ NaHCO3 2,32 g.L"
-~ Gentamicina 0,05g.L"

Suero fetal bovino (SFB)

Para preparar los medios de cultivo utilizados en cultivos en adherencia se
adicion6 a cada medio basal la concentracion deseada de SFB. Se empleé SFB de
calidad certificada (PAA Laboratories), el cual fue descomplementado mediante

incubacioén en bafo de agua termostatizado a 56 °C durante 30 min previo a su uso.

Buffer fosfato salino (PBS)

~ KH:PO4 0,60 g.L""
~ NaHPO. 0,78 g.L""
~ NaCl 8,80 g.L""
~ pH74
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Tripsina-EDTA

—  Tripsina (Gibco) 0,05% (P/V).
- NaEDTA 0,02% (P/V).
—  Buffer PBS

Se respetd una relacion de 20 uL de solucion de tripsina-EDTA por cada cm? de

superficie.
Glutamina 200 mM

—  Glutamina (Sigma-Aldrich) 29,30 g.L™
-  Medio MEM

5.3. Sistemas de cultivo celular

Todas las lineas celulares eucariotas se cultivaron en incubadoras a 37 °C, con
atmésfera de COzal 5% saturada de humedad. Segun la etapa de trabajo, se utilizaron

cultivos en adherencia o en suspension.
5.3.1. Cultivos en adherencia

Se emplearon los siguientes sistemas de cultivo:
- Placas multipozos de poliestireno de 96, 24, 12 y 6 pozos con una superficie de
0,5; 2; 5y 9,6 cm?por pozo, respectivamente
- Frascos T de 25, 75 y 175 cm? de superficie
En todos los casos, se mantuvo una relacion constante de aproximadamente

0,4 mL de medio de cultivo por cada cm?de superficie.
5.3.2. Cultivos en suspension en pequeiia escala

Utilizando una incubadora orbital (Certomat CTplus, Sartorius) con atmdsfera de
CO; al 5% y control de humedad, se emplearon los siguientes sistemas de cultivo:
—  Frascos Schott de 100, 250, 500 y 1000 mL

5.3.3. Cultivo en biorreactor tanque agitado de 1 L

Se empled un sistema multivaso de 1 L de volumen de trabajo (BIOSTAT Qplus,
Sartorius), compuesto de 6 biorreactores en forma paralela. En nuestro caso, se llevaron
a cabo cultivos continuos en perfusion, utilizando un filtro tipo spin con una malla
metalica de poro aproximado de 7 a 8 uym (Twilled Dutch Weave, BOPP), como
dispositivo de retencion celular. El biorreactor cuenta con todos los componentes

periféricos necesarios para su operacion, incluyendo: electrodo de oxigeno disuelto,
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electrodo redox, electrodo de pH, sensor de temperatura, agitador tipo impeller, sistema
de aireacion con burbujeador y/o membrana de aireacion, y botellas de alimentacion,

siembra y cosecha.

5.4. Determinaciones analiticas en cultivos celulares

5.4.1. Determinacion de la concentracién y viabilidad de células

El recuento celular se realizé en camara de Neubauer, estimando la proporcién
de células muertas por el método de exclusion con azul de tripan (157). La viabilidad del
cultivo se determind calculando el porcentaje de células viables con respecto a las
totales, teniendo en cuenta que la concentracién de células totales es la suma de la

concentracion de células viables y no viables.

5.4.2. Monitoreo del consumo de glucosa y de la producciéon de lactato en

sobrenadantes de cultivo

Para la determinacién de glucosa se empled el método enzimatico glucosa
oxidasa (GOD)/peroxidasa (POD), haciendo uso del kit Glicemia (Wiener Lab). La
determinacion de glucosa por el método enzimatico GOD/POD se basa en la oxidacion
especifica de D-glucosa por parte de la enzima GOD, con formacion en forma
estequiométrica de perdéxido de hidrégeno. Este ultimo, en presencia de
4-aminoantipirina (4-AAP) y fenol, forma una quinoneimina roja mediante una reaccién
catalizada por la enzima POD. De esta manera, el dosaje espectrofotométrico del
producto coloreado permite la cuantificacion indirecta de glucosa en la muestra. El

esquema de la reaccion es el siguiente:

GOD
Glucosa + 0, — Acido glucénico + H,0, 3)

POD
H,0, + 4 — AAP + Fenol — Quinoneimina + 4 H,0 (4)

Para la determinacién de lactato se empled el método enzimatico, haciendo uso
del kit Lactate (Wiener Lab). La determinacién de lactato por este método se basa en la
oxidacion especifica del lactato por parte de la enzima lactato-oxidasa (LOD), con
formacién en forma estequiométrica de perdxido de hidrégeno. Este Ultimo, en presencia
de N-Ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3-methylaniline (TOOS) y 4-AAP, forma un
cromoégeno mediante una reaccién catalizada por la enzima POD. De esta manera, el
dosaje espectrofotométrico del producto coloreado permite la cuantificacion indirecta de

lactato en la muestra. El esquema de la reaccion es el siguiente:
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LOD
Lactato + 0O, — Piruvato + H,0, (5)

POD
H,0, 4+ TOOS + 4 — AAP — Cromégeno + 2 H,0 (6)

5.4.3. Estimacion de parametros cinéticos de cultivo. Determinacion de la
integral de células viables (ICV), velocidad especifica de crecimiento

celular y velocidad especifica de consumo y produccion de metabolitos

Para estimar los parametros cinéticos de cultivo, se procedi6 en primer lugar a
calcular la integral de células viables (ICV). Si se considera que una especie P en un
cultivo depende de la cantidad de células viables a cada tiempo X.(t), entonces, la

variacion de P en el tiempo se puede expresar matematicamente como:

T =x,0.q, ™)

Donde g, es una constante asociada con la productividad de una linea celular
definida, en un determinado conjunto de condiciones de cultivo. En el caso de los
metabolitos estudiados, el valor g, representa directamente las velocidades especificas
de consumo o produccion. En el caso de la variacion de la concentraciéon celular, la
constante de proporcionalidad es igual a la velocidad especifica de crecimiento.

Integrando la ecuacion anterior se tiene que:

P(t) = fdP = qpfxv (t)dt (8)

Esta expresion indica que la concentracion de la variable en estudio en cualquier
tiempo t es proporcional a la integral en el tiempo de la curva de células viables, o ICV,
en el mismo tiempo t (158). De esto se desprende que la curva de produccién o consumo
de la especie y la curva integral deben mostrar perfiles analogos, y que la regresion de
una sobre la otra debe ser lineal. La ICV constituye, por lo tanto, una medida de la
cantidad de células metabodlicamente activas presentes en un cultivo durante un periodo
discreto de tiempo, las cuales determinan la concentracion de una especie P en cada
tiempo t, con una productividad especifica q,. La ICV tiene unidades de cél.h.mL™.

Una vez estimados los valores de ICV, las velocidades especificas de
crecimiento celular, de consumo y produccién se calcularon graficando el nimero de
células viables a cada tiempo de cultivo en funcion de la ICV. A partir de cada gréfica,

se realizaron los ajustes lineales correspondientes y se obtuvieron los valores de los
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parametros cinéticos q, a partir de las pendientes de las rectas de ajuste. El criterio
adoptado para aplicar la regresion lineal fue seleccionar aquellos puntos experimentales
que permitieran obtener coeficientes de correlacion iguales o superiores a 0,95. En

todos los casos, los calculos se realizaron utilizando el software Origin 9.0 (OriginLab).
5.5. Criopreservacion de lineas celulares de mamifero

La conservacion de las lineas y clones celulares se realizd en nitrégeno liquido,
ya que a temperaturas de -196 °C se observan deterioros celulares minimos. Se empled
una técnica de enfriamiento gradual desde TA hasta -196 °C.

Para ello, una vez realizado el recuento, suspensiones celulares en fase de
crecimiento exponencial se centrifugaron a 200 x g durante 5 min a TA. Se descarté el
SN y el sedimento celular se resuspendid en una solucion de medio de cultivo y
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma) en una relacién 90:10 (V/V), de manera de obtener una
concentracion de 1 x 107 cél.mL™. La suspension celular se distribuyo a razon de 1 mL
por criotubo, los cuales luego fueron colocados en un contenedor apropiado (MrFrosty,
Nalgene), y llevados a un freezer de -70 °C por 24 h. Este dispositivo contiene alcohol
isopropilico, permitiendo que en su interior la temperatura disminuya a razén de 1 °C
por minuto, logrando un enfriamiento gradual de las células que permite su correcta
revitalizacion. Finalmente, los criotubos se almacenaron en termos de N3 liquido
a-196 °C.

5.6. Revitalizacion de lineas celulares de mamifero

La descongelacion rapida de la suspension celular es esencial para su 6ptima
recuperacion. Para la revitalizacion de las lineas celulares criopreservadas se retir6 el
criotubo del termo de N3 liquido y se lo sumergié rapidamente en un bafo de agua a
37 °C. La suspension celular descongelada se transfirié a un tubo cénico que contenia
40 mL de medio de cultivo y se centrifugd a 200 x g durante 5 min a TA. Esta etapa se
realizd con el objeto de diluir rapidamente el DMSO y luego eliminarlo, ya que es un
reactivo toxico para las células en cultivo. Se descarté el SN y el sedimento celular se
resuspendié en un volumen de medio de cultivo adecuado. Finalmente, se realizé el

recuento celular con el fin de evaluar la recuperacion y la viabilidad celular.

5.7. Desarrollo de lineas celulares recombinantes

5.7.1. Ensamblado de particulas lentivirales (PLs)

Para el ensamblado de las PLs, se llevd a cabo una transfeccion transitoria de

células HEK 293T/17 empaquetadoras, cosechando las PLs a partir del SN de cultivo
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luego de 48 h. Para ello, las células HEK 293T/17 se cultivaron a razén de
4 x 10° cél.mL" en una placa de Petri para cultivo celular de 10 cm de diametro, ON a
37 °C, 5% CO.. Al dia siguiente, se adicionaron 22,6 yL de reactivo de transfeccion en
un tubo coénico conteniendo 2,5 mL de medio DMEM, respetando una relacién de 1 pL
de lipidos cada 1 yg de ADN. Se homogeneizé vigorosamente e incub6 a TA por 5 min.
En otro tubo conico conteniendo 2,5 mL de medio DMEM se adiciond el volumen
necesario de la solucion de cada vector para que contenga las siguientes cantidades:
2,5 ug de pRSV-REV, 3,6 ug de pMD2.G, 6,5 ug de pMDLg/pRRE y 10 ug del vector de
transferencia correspondiente. Se mezclé el contenido de ambos tubos y se incubé a
TA durante 20 min. A continuacion, se retiré el SN de cultivo de las células HEK 293T/17
y se adicionaron los 5 mL de solucién conteniendo los complejos lipidos/ADN sobre la
monocapa celular. Se incubd 4 h a 37 °C y 5% CO.. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién, se descarté el SN de cultivo y se adicionaron 10 mL de medio DMEM
conteniendo 10% de SFB. Se incubd por 48 h a 37 °C y 5% CO.. Posteriormente, se
cosechd el SN de cultivo conteniendo las PLs y se trasvasé a un tubo conico. Se
centrifugd a 200 x g durante 10 min para retirar células que pudieran haberse despegado
de la monocapa vy, finalmente, se fraccioné en alicuotas de 0,5 mL en tubos eppendorf,

conservandose a -70 °C.

Vectores lentivirales de tercera generacion: pMDLg/pRRE, pMD2.G, pRSV REV (Addgene;
numero de plasmido #12251, #12259, #12253, respectivamente); vectores de transferencia:
pLV-EF10-rbFSHa, pLV-EF1a-rbFSHB y pLV-EF1a-rbFSHB-LD.

Reactivo de transfeccion: Lipidos catiénicos FreeStyle™ MAX (FSM), Gibco.

Medio de transfecciéon: DMEM (Gibco).

5.7.2. Transduccion de células de mamifero con LPs

Para obtener lineas celulares recombinantes estables se llevaron a cabo
transducciones de cultivos de células sCHO-K1 (linea celular CHO-K1 adaptada al
crecimiento en suspensiéon en nuestro laboratorio) en placas (condicién de adherencia),
utilizando las PLs producidas previamente. Para ello, la linea sCHO-K1 se cultivd en
condiciones de adherencia, utilizando medio DMEM/F12 5% SFB, a una densidad de
3,5 x 10* cél.mL" en placas de 6 pozos, ON a 37 °C, 5% CO.. Al dia siguiente, se retird
el SN de cultivo y se adicionaron 0,5 mL de PLs de roFSHa y 0,5 mL de PLs de roFSHB
o rbFSHB-LD, previamente atemperadas, las cuales se mantuvieron en contacto con las
células ON a 37 °C, 5% CO.. Al dia siguiente, se retird el SN conteniendo las PLs y se

sustituyé por medio DMEM/F12 5% SFB. Una vez que las células alcanzaron
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aproximadamente un 90% de confluencia, se subcultivaron para realizar una nueva
transduccion en idénticas condiciones.

Al momento del subcultivo, para cada una de las transducciones (3 a 4 en total),
se mantuvo una alicuota de la suspension celular sin transducir, con el fin de evaluar

posteriormente la expresion de las proteinas en el SN de cultivo.
5.7.3. Seleccion de células recombinantes

Para seleccionar las células recombinantes, las lineas celulares generadas
fueron sometidas a presion de seleccion mediante la adicidn de puromicina al medio de
cultivo.

La puromicina es un antibiético inhibidor de la traduccién dado que posee una
estructura quimica analoga al extremo aminoaciladenosina del aminoacil-ARNt, lo que
le permite acoplarse al sitio A del ribosoma e inhibir la entrada del aminoacil-ARNt. Por
otro lado, la molécula posee un grupo a-amino capaz de formar un enlace peptidico con
el grupo carboxilo de la cadena peptidica, inhibiendo la sintesis de proteinas por
liberacion prematura de las cadenas polipeptidicas.

El protocolo utilizado fue desarrollado en nuestro laboratorio (159) y consistié en
la incubacién de las células transducidas con concentraciones crecientes del agente de
seleccidn. Inicialmente, se adiciond una concentracién 5 ug.mL" de puromicina al medio
de cultivo. Una vez que se observd unicamente crecimiento de células resistentes a
dicha concentracion, se realizé un subcultivo en presencia de una concentracién mayor
del antibidtico. Este procedimiento se repitid tantas veces como fue necesario (10, 50,
100 ug.mL" de puromicina) hasta alcanzar el nivel de expresidén deseado (analizado por
la metodologia correspondiente), o hasta que el cultivo demostré una baja viabilidad,
conservandose entonces la linea celular resistente a la ultima concentracion tolerada

del agente de seleccion.

5.8. Obtencion de clones celulares

El clonado celular de las lineas obtenidas se realiz6 mediante el método de
dilucion limite (160,161). EI mismo consiste en preparar una suspensién celular diluida
de manera tal de obtener, en promedio, una uUnica célula por unidad de volumen de
medio de cultivo, el cual luego es dispensado en pozos de una placa de microtitulacion.
La probabilidad estadistica de obtener pocillos con un uUnico clon se puede incrementar
reduciendo la densidad de siembra hasta alcanzar una proporciéon de aproximadamente
una célula cada 5 o 10 pozos. Debido a las bajas densidades celulares que se emplean
en este tipo de clonado, el medio de cultivo debe contener suficiente cantidad de

nutrientes y factores de crecimiento que no son aportados por las células vecinas como
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ocurre en los cultivos densos. Por este motivo, se suelen emplear altas concentraciones
de SFB y/o medios condicionados por el crecimiento de otras células, o capas de células
alimentadoras. El clonado se considera efectivo cuando se observa crecimiento, como
maximo, en el 30% de los pozos sembrados con una proporcién de una célula cada
10 pozos y una célula por pozo.

Con este fin, se preparé una suspension celular de las lineas a clonar con una
densidad de 5 cél.mL"' en medio DMEM/F-12 suplementado con 20% (V/V) SFB y se
sembraron placas de 96 pozos por quintuplicado, a razén de 200 uL por pozo, con el
objetivo de obtener aproximadamente 1 célula por pocillo. Los pozos que evidenciaron
crecimiento de un unico clon fueron seleccionados y amplificados mediante sucesivos
pasajes a placas de placas de 24 y 6 pozos, y frascos T de 25 cm?, hasta obtener una

cantidad suficiente de células de cada clon para su criopreservacién y analisis.

5.9. Adaptacion de células a crecimiento en suspension en medio de cultivo
libre de SFB

Diversas metodologias pueden llevarse a cabo para adaptar un cultivo, que crece
en condiciones de adherencia y utilizando una elevada concentracion de SFB en el
medio (entre 5 y 10%), a crecer en suspension utilizando medio de cultivo libre de SFB
(SFM). El proceso puede realizarse de forma gradual, realizando progresivos
subcultivos en medios con concentraciones de SFB cada vez menores. Esta reduccion
gradual del SFB se realiza a la par de un aumento gradual de la proporcién de medio
SFM, hasta llegar a un 100% de SFM con 0% de SFB. En algun punto de esta transicion,
las células se despegaran del sustrato en el que crecen adheridas y pasaran a
suspension (a veces formando agregados o cumulos celulares), donde generalmente
son cultivadas en agitacién, como una nueva variable de cultivo. Esta estrategia fue la
empleada en el presente trabajo para adaptar las lineas celulares al crecimiento en
suspension en SFM [CD BHK-21 production medium (PM)].

Para lograr este objetivo, en primer lugar, se adaptaron las lineas celulares
desarrolladas desde su crecimiento en condicién de adherencia (medio DMEM/F-12
suplementado con 5% SFB, medio A) al medio EX-CELL302 (medio B) utilizando
sucesivas proporciones volumétricas de medio de cultivo Ay B (A:B): 50:50 (2.5% SFB),
25:75 (1,25% SFB), 15:85 (0,75% SFB), 10:90 (0,5% SFB) y 0:100 (0% SFB).
Posteriormente, una vez que las células fueron adaptadas al medio B, se cultivaron a
37 °C en agitador orbital (140 rpm, 5% CO3), y se comenzo su adaptacion al medio PM
(medio C) utilizando sucesivas proporciones volumétricas de medio de cultivo By C
(B:C): 50:50, 25:75 y 0:100. En todos los casos, diariamente se evalué la viabilidad y

densidad celular. Los cultivos en adherencia fueron subcultivados cada vez que se
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alcanzaba la confluencia. Los cultivos en suspension se mantuvieron a densidades
celulares entre 1,0 x 108 cél.mL™" y 2,0 x 10% cél.mL™". Cuando la densidad celular
disminuyd a valores por debajo del limite inferior, las células se centrifugaron a 200 x g
durante 10 min y se resuspendieron en el mismo medio de cultivo condicionado a una
densidad de 1,0 x 108 cél.mL™". Cuando la densidad celular superé el valor maximo, las
células se diluyeron con medio nuevo, hasta alcanzar una densidad celular de 1,0 x 108
cél.mL™". Se consideré que las células estaban adaptadas al nuevo medio cuando se
requeria un reemplazo diario de al menos el 50% del volumen del medio.

Algunas células animales poseen la capacidad de adaptar su crecimiento a SFM
en suspension mas facilmente que otras, pudiendo realizarse una adaptacion directa
desde un medio conteniendo 5 a 10% SFB a un medio totalmente libre del mismo. Esta
estrategia fue utilizada en el presente trabajo para la adaptacion de los clones celulares
al crecimiento en suspension en SFM (medio PM). Para lograr este objetivo, un cultivo
de los clones celulares en condicién de adherencia (medio DMEM/F-12 suplementado
con 5% SFB) en fase exponencial de crecimiento fue subcultivado en 100% de medio
PM a una densidad de 1,0 x 10% cél.mL™" en frascos Schott, incubandose a 37 °C en
agitador orbital (140 rpm, 5% CO). Posteriormente, se siguieron los mismos criterios

utilizados para la adaptacion a suspension de las lineas celulares.

5.10. Determinacion de la productividad celular especifica

Para determinar la productividad especifica de las variantes de rbFSH, se
cultivaron células sCHO-K1 en placas a una densidad de 4 x 10° cél.mL". Luego de 24
0 48 h, se determin6 la concentracion de la hormona en el SN de cultivo y el nimero de
células mediante técnica de ELISA sandwich y recuento celular, respectivamente. En el
caso de las células sCHO-K1 cultivadas en condicidn de suspension, se procedié de
igual modo pero partiendo de una densidad celular de 7 x 10° cél.mL™" en frascos Schott.

Posteriormente, la productividad especifica se calculé6 mediante la siguiente ecuacion:

Concentracion (pg.mL™1)

C,+C
le (cél.mL~1) x t(dia)

Productividad (pg. cel.dia™®) = ©)

Donde C; es la concentracién de células sembradas, C; la concentracion de

células al término del cultivo y t es el tiempo de incubacion.
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6. Purificacion de variantes rbFSH
6.1. Cromatografia de afinidad a iones metalicos inmovilizados (IMAC)

Las variantes de rbFSH fueron purificadas a partir de SN de cultivo utilizando
11 mL de resina IMAC Sepharose 6 FF (Cytiva), empaquetada en una columna XK 16/20
de 1,6 x 2,48 cm, conectada a un AKTA explorer 100 Air (GE Healthcare). La resina
IMAC fue activada utilizando el siguiente protocolo:

- Lavado 1: la matriz se lavé con 4 VC (volumen de columna) de HzO.
- Activacion: se aplicaron 5 VC de una solucién de NiCl, 100 mM.
- Lavado 2: la matriz se lavé con 5 VC de H-0.

Todas las etapas se llevaron a cabo a un flujo de 2,2 mL.min"".

Antes de comenzar el protocolo de purificacion, se llevé a cabo el
acondicionamiento de la muestra con el fin de lograr la interaccion apropiada entre la
proteina y la matriz. Para ello, los SN conteniendo la proteina fueron ajustados a una
condicion final consistente en imidazol 20 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,4, mediante el
agregado de soluciones concentradas de imidazol (1 M), NaCl (5 M) y HCI. Finalmente,
la muestra se clarific6 empleando un filtro de membrana de 0,45 pym (acetato de
celulosa, Sartorius, Alemania).

El protocolo de la purificacién se describe a continuacion:

- Blanco: la matriz se lavé con 5 VC de buffer PNI-200, con el fin de lavar los iones

Ni2* débilmente unidos.

- Equilibrado: la matriz se equilibré con 8 VC de buffer PNI-20.

- Siembra: se sembré un volumen apropiado de la muestra acondicionada y se
recolect6 el FT (flow-through) en una Unica fraccion para su posterior analisis.

- Lavado 1: la matriz se lavé con 10 VC de buffer PNI-20.

- Lavado 2: la matriz se lavé con 6 VC de buffer PNI-50 (rbFSH-LD) o PNI-75

(rbFSH).

- Elucién: se aplicaron 5 VC de buffer PNI-200. Las fracciones de elucion se

recolectaron y se conservaron a -20 °C para su posterior analisis.

Buffer PNI-20: fosfato de sodio 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 20 mM, pH 7,4
Buffer PNI-50: fosfato de sodio 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 50 mM, pH 7,4
Buffer PNI-75: fosfato de sodio 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 75 mM, pH 7,4
Buffer PNI-200: fosfato de sodio 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 200 mM, pH 7,4

Todas las etapas se llevaron a cabo a un flujo de 2,2 mL.min"". Luego del paso
de elucidn, se realizo el siguiente protocolo para el reacondicionado y conservacion de

la matriz:
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- Lavado 1: se aplicaron 5 VC de buffer de lavado para eliminar el imidazol de la
matriz, a un flujo de 4,0 mL.min"".

- Stripping: se aplicaron 5 VC de buffer de stripping para eliminar los iones Ni?*
de la matriz, a un flujo de 2,2 mL.min™",

- Lavado 2: se aplicaron 5 VC de buffer de lavado a un flujo de 4,0 mL.min"".

- Sanitizado: con el fin de eliminar posibles restos de proteina retenidos en la
columna, la misma se lavé con 5 VC de una solucion de sanitizacion a un flujo
de 1,0 mL.min™".

- Neutralizado: para eliminar los restos del lavado anterior, se realizé un ultimo
lavado con 5 VC de buffer de lavado a un flujo de 2,2 mL.min"".

- Conservacioén de la matriz: con el propésito de conservar la resina para usos
posteriores, se lavd con 5 VC de solucién de conservacion a un flujo de 2,2

mL.min™" y se guardé a 4 °C hasta su reutilizacion.

Buffer de lavado: fosfato de sodio 20 mM, pH 7,4
Buffer de stripping: fosfato de sodio 20 mM, NaCl 0,5 M, EDTA 50 mM, pH 7,4
Solucién de sanitizacién: NaOH 0,1 M

Solucién de conservacion: Etanol 20% (V/V)

6.2. Evaluacion del proceso de purificaciéon

La concentracion de las proteinas en las distintas fracciones de purificacién fue
determinada mediante ELISA (seccion 7.3). La concentracién de las proteinas luego de
la diafiltracion (seccién 6.3) fue calculada mediante lectura espectrofotométrica a A=280
nm. Para esto, se emplearon los coeficientes de extincion de cada proteina descriptos
en la seccién 8.2.1 de este apartado.

La pureza se evalué mediante SDS-PAGE con posterior coloracién con azul
brillante de Coomassie, como se explica en la seccién 8.1.1 de este apartado,

respectivamente.

6.3. Concentracién y diafiltracion

Las fracciones de elucién conteniendo la proteina de interés fueron concentradas
y diafiltradas contra buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4, mediante filtracién por flujo

tangencial (TFF) utilizando un dispositivo Pellicon 3 mini (Millipore, Merck).
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7. Desarrollo de un método para la cuantificacion de variantes de rbFSH
mediante ELISA sandwich (sELISA)

71. Obtencioén de anticuerpos policlonales anti-rbFSH

7.1.1. Plan de inmunizacion

Con el objetivo de obtener anticuerpos policlonales (pAb) anti-rbFSH se realizé
un protocolo de inmunizacion utilizando un conejo hembra de la raza New Zealand de
3 meses de edad, el cual se inoculé con 100 ug de rbFSH (purificada siguiendo el
protocolo descripto en la seccion 6.1 de este apartado). Se realizd una primera
inmunizacién preparando una emulsién con adyuvante completo de Freund, seguido de
dos inmunizaciones adicionales empleando adyuvante incompleto de Freund. Las
inoculaciones se realizaron mediante via subcutanea (s.c.) en la region dorsal del animal
utilizando aproximadamente 1 mL de la mezcla en 10 sitios diferentes de dicha region
(inoculacion multisitio). Entre los 7 y 9 dias posteriores a la ultima inmunizacion se
realizo la extraccion de suero a partir de la vena marginal de la oreja.

El titulo de anticuerpos se establecié como la maxima dilucion del suero que
genera un valor de absorbancia superior al valor de corte (cut-off), calculado como el

promedio del blanco (sin suero) mas tres desviaciones estandar.

7.1.2. Evaluacion del titulo de anticuerpos anti-rbFSH

La evaluacién del titulo de los anticuerpos policlonales obtenidos se efectud
mediante ELISA especifico indirecto. Para ello, se sensibilizaron placas de ELISA de
96 pozos a razon de 100 yL por pozo de una solucion de rbFSH 1 ug.mL™ (100 ng por
pozo) diluida en buffer de sensibilizacién, durante 1 h a 37 °C, seguido de una incubacién
ON a 4 °C. Luego, se bloquearon los sitios de interaccion inespecifica con 200 pL por
pozo de buffer de bloqueo durante 1 h a 37 °C. A continuacion, se incubaron las
muestras en diluciones seriadas 1:2 utilizando buffer diluyente por 1 h a 37 °C.
Posteriormente, se adicionaron 100 uL por pozo de anticuerpos de cabra
anti-inmunoglobulinas (lgs) de conejo conjugados con la enzima peroxidasa
(ThermoFisher) en una dilucién 1:2.000 preparada en buffer diluyente, incubando
durante 1 h a 37 °C. Finalmente, se llevo a cabo el revelado mediante incubacion de
100 uL por pozo de buffer de revelado durante 15 min a TA en oscuridad, deteniéndose
la reaccion mediante el agregado de 50 ul por pozo de H,SO4 2 N. Se midié la
absorbancia a A= 492 nm en un lector de placas (Labsystems Multiskan®). Todas las
incubaciones se realizaron en camara humeda. Después de cada etapa, se realizaron

seis lavados con PBS-T.
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Buffer de sensibilizacion: Na2CO3/NaHCO3 50 mM, pH 9,6

Buffer de bloqueo: leche descremada 2% (P/V) en PBS

Buffer diluyente: leche descremada 0,2% (P/V) en PBS-T

Buffer de revelado: H202 0,015 vol., OPD (diclorhidrato de O-fenilendiamina) 0,5 mg.mL"" en
buffer citrato/fosfato de sodio 50 mM, pH 5,3

PBS-T: Tween-20 0,05% (V/V) en PBS

7.2. Produccién de anticuerpos monoclonales anti-hFSHf

7.21. Cultivo de hibridoma y produccién de anticuerpos monoclonales (mAb)
anti-hFSHB

La produccién del mAb anti-hFSHPB se realiz6 mediante el cultivo in vitro del
hibridoma P3A8. Para ello, se sembraron frascos T75 a una densidad celular de 3 x 10°
cél.mL"' en medio DMEM suplementado con 5% SFB (V/V) y se cultivaron a 37 °C,
5% CO,. Luego de 48 h, el SN de cultivo fue cosechado y clarificado mediante

centrifugacion a 4000 x g durante 10 min y almacenado a -20 °C hasta su utilizacion.

7.2.2. Purificacion del mAb P3A8 mediante cromatografia de afinidad a

proteina A

La purificacion del mAb P3A8 anti-hFSHR a partir de SN de cultivo se realizd
empleando 7,6 mL de una resina de proteina A Sepharose (MabSelect SuRe™, GE
Healthcare) empaquetada en una columna XK 16/20 de 1,6 x 2,48 cm, conectada a un
AKTA explorer 100 Air.

Antes de comenzar el protocolo de purificacion, se llevé a cabo el
acondicionamiento de la muestra con el fin de lograr la interaccion apropiada entre la
porcion Fc del anticuerpo y la proteina A. EI SN se ajusté a una concentracién de
NaCl 3 M, pH 9,0 mediante el agregado de NaCl sdlido y solucion de Tris-HCI 1 M,
pH 9,0. Finalmente, la muestra se centrifugd a 4.000 x g por 5 min y luego se clarificd
con filtro de membrana de 0,45 um (acetato de celulosa).

El protocolo de la purificacién se describe a continuacion:

- Equilibrado: la matriz se equilibré con 5 VC de buffer de equilibrado a un flujo
de 1,2 mL.min™".

- Siembra: la muestra acondicionada se sembro a un flujo de 0,6 mL.min"'. Se
recolectd el FT para su posterior analisis.

- Lavado 1: la matriz se lavé con 5 VC de buffer de equilibrado.

- Elucién por descenso de pH: se aplicaron 10 VC de buffer de elucién a un flujo
de 0,6 mL.min™". Las fracciones de elucién se recolectaron y neutralizaron con

buffer de neutralizacién. Se conservaron a -20 °C para su posterior analisis.
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- Lavado 2: se aplicaron 5 VC de buffer de lavado para neutralizar el pH acido a
un flujo de 1,2 mL.min"".

- Sanitizado: con el fin de eliminar posibles restos de proteina retenidos en la
columna, la misma se lavo con 2 VC de una soluciéon de sanitizacion a un flujo
de 1,0 mL.min™".

- Lavado 3: para eliminar los restos del lavado anterior, se realizé un ultimo lavado
con 5 VC de buffer de lavado a un flujo de 1,2 mL.min"".

- Conservacion de la matriz: con el propésito de conservar la resina para usos
posteriores, se lavéo con 2 VC de solucion de conservacién a un flujo de

1,2 mL.min", y se guardd a 4 °C hasta su reutilizacion.

Buffer de equilibrado: NaCl 3 M, Tris-HCI 20 mM, pH 9,0

Buffer de elucion: citrico/citrato 100 mM, pH 3,0

Buffer de neutralizacion: Tris-HCI 1 M, pH 9,0

Buffer de lavado: fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0

Buffer de sanitizacion: NaOH 0,1 M, NaCl 1 M

Buffer de conservacion: etanol 20% (V/V), fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0

Finalizado el proceso cromatografico, se mezclaron las fracciones
correspondientes al pico de elucion, las cuales fueron monitoreadas por lectura de

absorbancia a A= 280 nm.

7.2.3. Evaluacion del proceso de purificaciéon

La concentracién del mAb P3A8 purificado fue calculada mediante lectura
espectrofotométrica a A= 280 nm empleando como blanco de lectura el buffer de elucién

neutralizada con buffer de neutralizacion. Para esto, se empled la siguiente ecuacion:

Concentracion de Ig (mg. ml™!) = (Apuestra — Ablanco) 280nm X 0,8 (10)

La pureza del anticuerpo se evalué mediante SDS-PAGE con posterior
coloracién con azul brillante de Coomassie, como se explica en la seccién 8.1.1 de este

apartado.

7.3. Optimizacion de un sELISA para la cuantificaciéon de variantes de rbFSH

mediante disefio experimental (DoE)

Este ensayo consistio en la captura de las variantes de rbFSH por el mAb P3A8
inmovilizado sobre placas de poliestireno. La deteccidon especifica de la proteina se
realiz6 mediante incubacion con el pAb de conejo anti-rbFSH, cuya presencia se revelo

mediante incubacién con un anticuerpo de cabra anti-lgs de conejo conjugado a la
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enzima peroxidasa (conjugado-HRP), que, a posteriori, catalizd la conversion de un
sustrato incoloro en una sustancia coloreada. La optimizacién de las condiciones del
ensayo se llevé a cabo mediante la metodologia de superficie de respuesta (RSM),
partiendo de un disefio experimental de tipo Box Behnken (BBD) con tres factores (mAb
de captura, pAb de deteccidon y conjugado-HRP) y quintuplicado en el punto central.
Todas las condiciones se evaluaron por duplicado. Se incluyd una condicion control
adicional, con un total de N=36 experimentos (N=18 condiciones). Los niveles de cada

factor se seleccionaron en funcion de resultados preliminares y se listan en la Tabla 4.

Tabla 4. Factores y sus niveles

Factor Niveles
A: mAb P3A8 de captura (ng por pozo) 50 200
B: pAb de deteccion (dilucién) 1:5000 1:2000
C: Conjugado-HRP (dilucién) 1:5000 1:1000

Se calcularon las siguientes cifras de mérito del método: sensibilidad (SEN),
limite de deteccién (LOD, limit of detection), limite de cuantificacion (LOQ, limit of
quantification) y rango lineal, segun la Guia de Validacion de Métodos Bioanaliticos para
la Industria establecida por ICH (/nternational Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) (162,163).

A continuacién, se describen las principales cifras de mérito:
Sensibilidad de la calibracion: es el cambio en la sefal de la respuesta por
unidad de cambio en la concentracion del analito, es decir, la pendiente de la recta de

calibrado.

SEN = pendiente (11)

Limite de deteccidon: se define como la cantidad o concentracion minima de
analito que puede ser detectada de manera confiable por un método analitico

determinado.

LOD =33 xS, (12)

Donde, S, es el desvio estandar de la concentracién predicha para una muestra blanco.

Limite de cuantificaciéon: es la minima concentracion cuantificable en forma
confiable. Este parametro se toma como la concentracién correspondiente a 10 veces

el desvio estandar (en unidades de concentracion) del blanco.

LOQ =10 X S, (13)
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Para estimar el valor de Sy, se procedié de la siguiente manera:

¥ine " A Im n @ 3(x; —X)?

. . — )2
s :%jhﬂ(xmc %) (14)

Donde A es la pendiente de la recta de calibrado, n es el niumero total de puntos
y m el numero de réplicas por punto; x; es el valor de cada nivel de la variable

independiente y x es el promedio de las concentraciones de calibrado.

Si se analiza una muestra por triplicado (lo mas usual es m=3), en la que el analito

no esta presente (xinc = 0), la ecuacién (14) se reduce a:

Spe (1 1 X2
= 15
So A\/3+n+2(xi—>_()2 (15)

Se considera que el rango lineal comprende desde la menor concentracion que
puede medirse (LOQ) hasta la pérdida de la linealidad. El estudio de la linealidad se
realizé a partir de la prueba F (p asociado >0,05). Asimismo, se evalud la exactitud
(grado de concordancia entre el valor considerado verdadero y el determinado por el
método analitico validado), comparando la respuesta de un estandar interno a 3 niveles
de concentracion (alto, medio y bajo) (n=3) con la respuesta obtenida de dicho estandar
fortificado en diferentes matrices: una diluciéon 1:50 de SN de cultivo condicionado por
células sCHO no recombinantes, y distintas diluciones (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32) de
plasma de ratas. La precision del ensayo se evaludé en dos niveles: repetibilidad y
precision intermedia (diferentes dias), y se analizé mediante los coeficientes de
variacioén inter e intra (CV%) ensayo.

Para llevar a cabo el ensayo, se sensibilizaron placas de ELISA de 96 pozos a
razon de 100 uL por pozo del mAb P3A8 (segun las condiciones de la Tabla 5) diluida
en buffer de sensibilizacion, durante 1 h a 37 °C, seguido de una incubacién ON a 4 °C.
Luego, se bloquearon los sitios de interaccion inespecifica con 200 uL por pozo de buffer
de bloqueo, incubando durante 1 h a 37 °C. A continuacion, se incubaron las muestras
en diluciones seriadas 1:2 utilizando buffer diluyente ON a 4 °C. Posteriormente, se
incubaron 100 pL por pozo de una dilucidon apropiada (segun Tabla 5) del pAb de
deteccidén, durante 1 h a 37 °C, seguido de una incubacion de 100 pyL por pozo de una
dilucion apropiada (segun Tabla 5) del conjugado-HRP, durante 1 h a 37 °C. Finalmente,
se reveld incubando 100 uL por pozo de buffer de revelado durante 15 min a 37 °C en
oscuridad, deteniéndose la reaccion mediante el agregado de 50 ul por pozo de HoSO4

2 N. Se midié la absorbancia a A= 492 nm en un lector de placas. Las diluciones se
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realizaron en buffer diluyente. Todas las incubaciones se realizaron en camara humeda.

Luego de cada etapa, se realizaron seis lavados con PBS-T.

Buffer de sensibilizacion: Na2CO3/NaHCO3 50 mM, pH 9,6

Buffer de bloqueo: leche descremada 2% (P/V) en PBS

Buffer diluyente: leche descremada 0,2% (P/V) en PBS-T

Buffer de revelado: H202 0,015 vol., OPD 0,5 mg.mL-" en buffer citrato/fosfato de sodio 50 mM,
pH 5,3

PBS-T: Tween-20 0,05% (V/V) en PBS

Tabla 5. Condicién para cada experimento del BBD

Orden estandar Niveles
A B C
1 50 1:5000 1:1667
2 200 1:5000 1:1667
3 50 1:2000 1:1667
4 200 1:2000 1:1667
5 50 1:2857 1:5000
6 200 1:2857 1:5000
7 50 1:2857 1:1000
8 200 1:2857 1:1000
9 125 1:5000 1:5000
10 125 1:2000 1:5000
1 125 1:5000 1:1000
12 125 1:2000 1:1000
13 125 1:2857 1:1667
14 125 1:2857 1:1667
15 125 1:2857 1:1667
16 125 1:2857 1:1667
17 125 1:2857 1:1667
Control 200 1:4000 1:1000
8. Caracterizacion analitica de las variantes de rbFSH

8.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La masa molecular aparente y la pureza de las variantes de rbFSH producidas
fueron evaluadas mediante ensayos de SDS-PAGE. La electroforesis en geles de
poliacrilamida se desarrollé siguiendo esencialmente el método descripto por Laemmli

(164), utilizando para el armado de los geles el sistema de electroforesis modular vertical
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Mini Protean 3 (Bio-Rad). Todos los geles fueron realizados en condiciones
desnaturalizantes, agregando el detergente idnico dodecilsulfato de sodio (SDS). Para
ello, se utilizé un gel de apilamiento con una concentracién de acrilamida/bisacrilamida
del 5% (P/V) y un gel de separacion con una concentracion de acrilamida/bisacrilamida
del 12% (P/V). Las muestras se mezclaron con buffer de siembra 4X (con o sin agente
reductor, de acuerdo al caso) en proporcion muestra/buffer de 3:1. En algunos
experimentos, las muestras fueron sometidas a tratamiento térmico durante 5 min a
100 °C. La corrida electroforética se llevé a cabo en buffer de corrida, a un voltaje
constante de 200 V, sumergiendo el modulo en bafio de hielo. La corrida se detuvo
cuando el frente de corrida alcanz6 una distancia de 0,5 cm desde el borde inferior del

gel de separacion.

Buffer de siembra 4X: Tris-HCI 200 mM, SDS 8% (P/V), glicerol 40% (V/V), azul de bromofenol
0,2% (P/V), pH 6,8

Buffer de siembra 4X reductor: Tris-HCI 200 mM, SDS 8% (P/V), glicerol 40% (V/V), azul de
bromofenol 0,2% (P/V), B-mercaptoetanol (B-ME) 10% (V/V), pH 6,8

Buffer de corrida: Tris-HCI 25 mM, glicina 200 mM, SDS 0,1% (P/V)

8.1.1. Deteccion mediante tincion con azul brillante de Coomassie

Luego de la corrida electroforética, el gel se lavd 3 veces con H2O durante 5 min
para eliminar el SDS remanente. A continuacion, se sumergié durante 15 min en
solucion de azul brillante de Coomassie (CBB). Posteriormente, se transfirié a la
solucion decolorante | durante 15 min y, finalmente, a la solucién decolorante Il hasta la
aparicion de bandas nitidas y disminucién de la tincion de fondo. Todas las incubaciones

y lavados se realizaron en agitacion a TA.

Solucion CBB: azul brillante de Coomassie R-250 0,125% (P/V), etanol 45% (V/V), acido acético
10% (V/IV)
Solucién decolorante I: etanol 45% (V/V), acido acético 10% (V/V)

Solucién decolorante II: etanol 10% (V/V), acido acético 10% (V/V)

8.1.2. Deteccidon mediante tincion con iones plata

Luego de la corrida electroforética, el gel se lavd 3 veces con H,O durante 5 min
para eliminar el SDS remanente. Las proteinas fueron fijadas sumergiendo el gel en
50 mL de solucion de fijacion durante 1 h. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de
10 min con solucién de lavado, seguidos de una incubacion de 1 min con 50 mL de
solucion de pretratamiento. Luego de 3 lavados de 20 seg con H-O, el gel fue sumergido

durante 20 min en solucion de impregnacion. A continuacion, se repitieron 3 lavados de
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20 seg con H20O, y el gel fue incubado con 50 mL de soluciéon de revelado hasta la
aparicion de bandas nitidas. Rapidamente, se realiz6 un lavado con H20 vy, finalmente,
se detuvo la reaccion sumergiendo el gel en 30 mL de solucion de lavado. Todas las

incubaciones y lavados se realizaron en agitacion a TA.

Solucién de fijaciéon: metanol 50% (V/V), acido acético 12% (V/V), formaldehido 0,05% (V/V)
Solucion de lavado: etanol 50% (V/V)

Solucion de pretratamiento: tiosulfato de sodio 0,02% (P/V)

Solucidén de impregnacidn: nitrato de plata 0,2% (P/V), formaldehido 0,075% (V/V)

Solucién de revelado: carbonado de sodio 6% (P/V), formaldehido 0,05% (V/V), tiosulfato de
sodio 0,0004% (P/V)

8.1.3. Deteccion inmunoquimica (western blot)

Luego de la electroforesis se realizd la transferencia de las proteinas a una
membrana de PVDF (difluoruro de polivinilideno), utilizando un protocolo estandar de
transferencia de proteinas (165). La transferencia se realiz6 en el sistema de
electroforesis modular vertical Mini Protean 3 (transferencia sumergida), utilizando
buffer de transferencia fria, a corriente constante de 180 mA durante 1 h, refrigerando
el dispositivo en todo momento. Posteriormente, se bloquearon los sitios libres de la
membrana mediante incubacién con buffer de bloqueo ON a 4 °C.

Para la deteccion especifica de las proteinas se siguieron los siguientes
protocolos:

- Seincubd la membrana con el pAb de conejo anti-rbFSH, diluido 1:1500 en buffer
diluyente, durante 1 h a TA en agitacion, seguido de una incubacién con un
anticuerpo anti-lgs de conejo conjugado a HRP, diluido 1:2000 en la misma
solucion, durante 1 h a TA en agitacion.

- Se incubd la membrana con el mAb P3A8 anti-hFSHf3, diluido 1:500 en buffer
diluyente, durante 1 h a TA en agitacién, seguido de una incubacién con un
anticuerpo anti-lgs de ratén conjugado a HRP, diluido 1:2000 en la misma
solucién, durante 1 h a TA en agitacion.

Luego de cada etapa, se realizaron tres lavados, sumergiendo la membrana de
PVDF en TBS-T durante 5 min a TA con agitacion. Para el revelado, se empled el kit de
quimioluminiscencia Pierce™ ECL Western Blotting substrate (Thermo Fisher
Scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante. La membrana se incubd con el
reactivo durante 1 min a TA, se escurrio y se colocé en un soporte de acrilico,
cubriéndola con un nylon para evitar el contacto directo del sustrato con la pelicula
reveladora. Finalmente, la membrana se expuso a una pelicula fotografica Amersham

Hyperfilm ECL (GE Healthcare) en un cuarto oscuro durante 1 a 5 min. El revelado de
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la pelicula fotografica se efectué en forma manual, empleando el método convencional

de revelado y fijacion.

Buffer de transferencia: Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% (V/V)

Buffer de bloqueo: leche descremada 5,0% (P/V) en TBS (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, pH
7,5)

Buffer diluyente: leche descremada 0,5% (P/V) en TBS-T

TBS-T: Tween-20 0,05% (V/V) en TBS

8.2. Métodos espectroscépicos

8.2.1. Espectrofotometria

La cuantificacion de muestras purificadas se llevd a cabo por lectura de
absorbancia a A=280 nm en un espectrofotometro UV-visible (Ultrospec 2000, GE
Healthcare), utilizando cubetas de cristal de cuarzo. Para convertir las unidades de
absorbancia en unidades de masa, se utilizaron coeficientes masicos de extincion de
0,98 L.g'.cm™ para rbFSH wt y 0,83 L.g".cm™ para rbFSH-LD, los cuales fueron
calculados mediante el servidor web ProtParam de Expasy

(https://web.expasy.org/protparam/).
8.2.2. Espectroscopia de emision de fluorescencia

Las mediciones espectrofluorimétricas se realizaron utilizando un espectréometro
de luminiscencia Perkin-Elmer LS-55 equipado con una lampara de descarga de xenon,
monocromadores de tipo Monk-Gillieson y un fotomultiplicador cerrado. La adquisicién
de datos se realizé utilizando el software FL Winlab v4.00.03, suministrado por Perkin
Elmer. En todos los casos, se utilizaron células de cuarzo con paredes planas de 100 uL.
Se utilizé un ancho de ranura de 10 nm tanto en los monocromadores de excitacion
como en los de emision. El voltaje del detector se establecio en 800 V, y la velocidad de
adquisicion fue de 600 nm.min". Las muestras fueron excitadas a 275 nm vy los
espectros de emision se registraron de 290 a 500 nm, en pasos de 1 nm (en estas
condiciones se registran simultdneamente las contribuciones de tirosinas y triptéfano).
Las muestras fueron diluidas en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4 con o sin el
agregado de urea 6 M o ditiotreitol (DTT) 100 mM, y se incubaron durante 1 h a 37 °C.
Adicionalmente, una muestra diluida en buffer fosfato fue sometida a tratamiento térmico
durante 1 h a 80 °C.
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8.2.3. Dicroismo circular

Las muestras fueron analizadas en un espectropolarimetro UV-Vis marca
JASCO modelo J-1500. Los espectros de dicroismo circular en UV-lejano se adquirieron
entre 190 y 250 nm, correspondiente a la region de absorcion de los enlaces que
componen el plano peptidico, utilizando una cubeta de cuarzo de paso éptico de 1 mm.
Los espectros de dicroismo circular en UV-cercano se adquirieron entre 250 y 320 nm,
correspondiente a la region de absorcion de los aminoacidos aromaticos, utilizando una
cubeta de cuarzo de paso optico de 10 mm. Estos ensayos se llevaron a cabo en la
Plataforma Argentina de Biologia Estructural y Metabdlica (PLABEM) del Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Rosario (IBR-CONICET).

8.3. Métodos para la caracterizacion de glucidos
8.3.1. Isoelectroenfoque (IEF)

El analisis de las isoformas de las moléculas se realizé mediante focalizacion
isoeléctrica, utilizando el sistema model 111 mini IEF cell (Bio-Rad) y una fuente de
poder PowerPac 3000 (Bio-Rad). La técnica de isoelectroenfoque se llevé a cabo en
geles de 0,4 mm de espesor, con una concentracion de acrilamida/bisacrilamida
del 5% (P/V), urea 5 M, sacarosa 10% (P/V) y anfolitos 2% (P/V). Para obtener el rango
de pH deseado, se empled una mezcla de anfolitos con un rango de pl 3,5-5,5 (Bio-Lyte,
Bio-rad). Una vez preparado el soporte electroforético, se sembraron 0,5-7 uL de
muestra directamente sobre el mismo, a 1 cm de distancia desde el extremo superior, y
se dejo reposar 10 min hasta que las muestras difundieron completamente en el gel.
Posteriormente, se realizd el enfoque en condiciones de voltaje constante de forma
escalonada, siguiendo las indicaciones del fabricante. Se comenzé con un voltaje de
100 V durante 15 min, se continué a 200 V durante 15 min y, finalmente, se prosiguié a
450 V durante 90 min. Finalizada la corrida, las bandas de proteina se revelaron
mediante tincién con solucion CBB coloidal ON a 37 °C. Posteriormente, el gel se lavé
repetidamente con H>O para eliminar el exceso de colorante y se lo preservé en solucién

conservante hasta su escaneo.

Solucion CBB coloidal: azul brillante de Coomassie R-250 0,025% (P/V), metanol 20% (V/V),
acido aceético 5% (V/V)

Solucién conservante: acido acético 7% (V/V)
8.3.2. N-y O-deglicosilacion enzimatica

Para confirmar la presencia de N- y O-glicanos unidos a las diferentes proteinas,

las muestras purificadas se sometieron a una reaccion de deglicosilacion enzimatica
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secuencial. Con este fin, se incubaron 3 ug de proteina con 2 ul de buffer de
desnaturalizacion 10X durante 10 min a 100 °C. Posteriormente, se adicion6 1:10 de
volumen de Glycobuffer 2 10Xy 1:10 de volumen del detergente NP-40 10% (V/V), junto
a 15 U de PNGasa F (New England Biolabs), y se incubé ON a 37 °C. Al dia siguiente,
se tomaron 800 ng de la reaccion anterior, se agregé 1:10 de volumen de Glycobuffer 1
10Xy se trat6 con 40 Ul de a2-3,6,8,9 Neuraminidasa A (New England Biolabs) durante
1 h a 37 °C. Una vez que las proteinas estuvieron libres de acido sialico terminal, se
tomaron 400 ng y se afiadié 1:10 de volumen de Glycobuffer 2 10X, seguido de 40.000
Ul de endo-a-N-Acetilgalactosaminidasa (O-Glycosidase, New England Biolabs),
continuando la incubacion ON a 37 °C. Para verificar la eliminacion de los glicanos, las
muestras se analizaron mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras y posterior

tincion con CBB, como se describi6 en la seccién 8.1.1 de este apartado.

Buffer de desnaturalizaciéon 10X: SDS 5% (P/V), DTT 0,4 M
Glycobuffer 2 10X: fosfato de sodio 0,5 M, pH 7,5
Glycobuffer 1 10X: acetato de sodio 0,5 M, pH 5,5

8.3.3. Determinacién del contenido de acido sialico (Neu5Ac)

La cuantificacién de acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) en las muestras
purificadas se realizé mediante cromatografia de intercambio anidnico de alta resolucion
con deteccion amperométrica pulsada (HPAE-PAD), empleando el sistema DIONEX
ICS-5000 (Dionex, Thermo Fisher Scientific) equipado con una columna CarboPac™
PA20 (Dionex, Thermo Fisher Scientific) y una pre-columna AminoTrap™ (Dionex,
Thermo Fisher Scientific). El acido sialico fue escindido de las glicoproteinas mediante
hidrdlisis acida suave en HCI 0,1 M a 80 °C durante 1 h. Luego, las muestras fueron
llevadas a sequedad utilizando un concentrador de vacio (Savant SpeedVac, Thermo
Fisher Scientific) y resuspendidas en H2O ultrapura. La cromatografia se realizé a 30 °C
con un flujo de trabajo de 0,5 mL.min"". Luego de la inyeccion automatica de 100 uL de

las muestras, se utilizé el perfil de elucion descripto en la Tabla 6.

Tabla 6. Gradiente utilizado para analisis de Neu5Ac

Tiempo % fase mévil % fase moévil B

(min) A
0 90 10
4 90 10
14 50 50
17 50 50
18 10 90

96



25 10 90

Fase mévil A: NaOH 100 mM
Fase movil B: Acetato de sodio 500 mM, NaOH 100 mM

Para la identificacion y cuantificaciéon de los picos obtenidos, se utilizd un
estandar de Neu5Ac (Calbiochem) al cual se le realizé el mismo tratamiento que a las
muestras. La integracion del pico correspondiente al analito de interés se realizo

mediante el software Chromeleon v6.8 (Thermo Fisher Scientific).

8.4. Desarrollo de una técnica de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC)

Con el objetivo de contar con una metodologia robusta que permita determinar
pureza, identidad y estabilidad de las hormonas recombinantes, se evaluaron dos
metodologias de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, High-performance
liquid chromatography): una cromatografia en fase reversa (RP-HPLC, reverse
phase-HPLC) y una cromatografia de exclusion molecular (SEC-HPLC, size exclusion

chromatography-HPLC).

8.4.1. Cromatografia en fase reversa (RP-HPLC)

Para el desarrollo de la técnica, se utilizé una columna Jupiter C4 (4,6 x 250 mm,;
5 um; 300A; Phenomenex) y una pre-columna Widepore C4 (3 x 40 mm, Phenomenex).
La cromatografia se realizd a 25 °C, empleando un flujo de 1 mL.min™", en un equipo
HPLC analitico (Nexera Inert, Shimadzu), acoplado a un detector de arreglo de diodos

(DAD). La elucion se logré empleando un gradiente lineal (10% B a 45% B en 20 min).

Fase movil A: Buffer fosfato de sodio 50 mM; pH 7,4
Fase movil B: Acetonitrilo (ACN)

8.4.2. Cromatografia de exclusién molecular (SEC-HPLC)

Para el desarrollo de la técnica, se utilizé una columna Yarra SEC3000 (7,8 x
300 mm; 3 ym; Phenomenex). La cromatografia se realizé a TA, en un equipo HPLC
analitico (Waters), acoplado a un detector UV-vis. Para hallar la mejor condicién para el
analisis de las moléculas, se evaluaron dos fases mdviles diferentes (segln se detalla
en la Tabla 7). En todos los casos, la elucion se realizé de forma isocratica con la

correspondiente fase movil.
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Tabla 7. Condiciones utilizadas en SEC-HPLC

Experimento Composicion de la fase movil (mt!umj?n'1)
SECHI Fosfato de sodi;fﬂ(;) pmHM;,a(\)rginina-HCI 200 0.8
9. Caracterizacion biolégica de las variantes de rbFSH
9.1. Evaluacion de los parametros farmacocinéticos de las variantes de rbFSH

en animales de experimentacién utilizando la via subcutanea

Con el propésito de evaluar la influencia de la porcion glicosidica sobre los
parametros farmacocinéticos de las variantes de rbFSH, se realizaron experimentos in
vivo utilizando animales de experimentacion. Los estudios se llevaron a cabo empleando
la via subcutanea. Para ello, se emplearon ratas Wistar hembras, de dos meses de
edad, con un peso promedio de 200 g (Centro de Medicina Comparada, ICiVet-Litoral,
CONICET-UNL, Argentina), las cuales fueron mantenidas en un bioterio a una
temperatura controlada de 24 °C y un fotoperiodo luz/oscuridad de 12 h,
proporcionandoles agua y comida ad libitum. Las ratas fueron separadas en lotes de
ocho animales cada uno e inyectadas por via subcutanea con una dosis uUnica de 50 ug
de cada variante de rbFSH. Con el objetivo de minimizar los efectos adversos derivados
de multiples extracciones de sangre, y en cumplimiento de las normas éticas que
regulan el volumen diario maximo de extraccion de sangre permitido, los animales de
cada grupo fueron divididos en dos subgrupos de 4 ratas cada uno, los cuales se
emplearon para la extraccién de sangre a tiempos alternados. Las muestras de sangre
se tomaron en un lapso de 96 y 168 h para el grupo rbFSH y rbFSH-LD,
respectivamente. Posteriormente, se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 mina TAy el
plasma fue separado y conservado a -20 °C para su posterior analisis. La cuantificacién
de cada variante en el plasma se realizd mediante sELISA (seccion 7.3). El modelado
de los datos se realiz6 mediante el software de modelado no lineal de efectos mixtos
(NLME, nonlinear mixed-effects model) Monolix 2023R1 (Lixoft), aplicandose dos
modelos diferentes para cada hormona, los cuales se describen a continuacion

(secciones 9.1.1 y 9.1.2 de este apartado).

9.1.1. Modelo de un compartimento con cinética de absorcién y eliminacién de

primer orden

Este tipo de modelo se ajusta de manera adecuada al comportamiento de

farmacos administrados en soluciéon acuosa por via oral, intramuscular o subcutanea
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(166). El modelo asume que, si la distribucion de un farmaco es instantanea, tanto la
velocidad global de absorcion como la velocidad de eliminacién, se pueden describir
como procesos de primer orden. Ademas, el modelo describe la distribucion del farmaco
en un unico compartimento principal compuesto de tejidos corporales cinéticamente
indistinguibles y su eliminacion a partir del mismo. En el caso de una droga administrada
en forma oral, la tasa de cambio en la cantidad de farmaco en el cuerpo en un momento
dado depende de las velocidades relativas de absorcion y eliminacion del farmaco. Esto
se ilustra en la (Figura 13), donde Dg es la cantidad de farmaco en el tracto
gastrointestinal, De es la cantidad de farmaco eliminado, Dg es la cantidad de farmaco
en el cuerpo, Vp es el volumen aparente de distribucion, ka es la constante de velocidad

de absorcion de primer orden y k es la constante de eliminacién de primer orden.

K, k

Dg — Ds Vp — D¢

Figura 13. Modelo de un compartimento con absorcion y eliminaciéon de primer orden.

La velocidad de desaparicion de la droga en el tracto gastrointestinal (Gl), que
en valor absoluto representa la velocidad de absorcion por el organismo, se describe

como:

dDG’——F-D -k 16
dt - GI a ( )

donde F es la fraccién de farmaco absorbida. La velocidad de eliminacion de la
droga del organismo se puede expresar como —kDg. La proporcion de cambio de la
cantidad de droga en el organismo es la diferencia entre la velocidad de captacion

(absorcién) y la de salida (eliminacién), por lo que:

——=F-Dg kg — k-Dp (17)

integrando la ecuacién anterior y reordenando, se obtiene la ecuacion general
que describe la variacion de la concentracion de una droga en plasma (C;) a cualquier
tiempo t luego de su administracién extravascular:

F'ka'DO

C, = —2 0
P Vp-(ka—K)

(e7t —e7ha) (18)

En la Figura 14 se muestra un perfil tipico de la concentraciéon de una droga en

el cuerpo luego de una unica dosis extravascular. La maxima concentracion plasmatica
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luego de la administracién se denomina Cmax y €l tiempo necesario para alcanzar dicha
concentracion, tmax, €l cual es independiente de la dosis y depende de las constantes de
absorcion (ka) y de eliminacion (k). Cuando se produce la Cmax, la velocidad de absorcién
iguala a la velocidad de eliminacién, por lo que el cambio de la concentracién de la droga
en plasma es igual a cero. La tasa de cambio de la concentracién de la droga a Cmax
puede obtenerse diferenciando la ecuacion (18):

dC,  F-kq Dy

dt  Vp-(kg—k)

(=k-e™t —kg-eT*at) = 0 (19)

la cual, puede simplificarse como:
k-e Kkt = ka -e~kat (20)

aplicando logaritmos, se obtiene una ecuacion para la determinaciéon de tmax

(valor que luego se utiliza para el calculo de Cmax),

2.3 log - (%)

b =~ (21)

Cmax

Fase de
post-absorcion

Fase de
eliminacién

Fase de
absorcion

-

Concentracién plasmatica

S ——————

3
B
3

Tiempo

Figura 14. Perfil plasmatico de una droga inyectada mediante una via extravascular. Se
indican las fases de absorcion y de eliminacion de la misma. Figura adaptada de Shargel y Yu,
2016 (167).

El tiempo de vida media de eliminacion (ti2,eim), Se puede obtener a partir de la
siguiente expresion:

0,693
t1/2,elim = T (22)
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Este parametro hace referencia al tiempo transcurrido hasta que la
concentracion plasmatica de la droga se reduce a la mitad.

Otro parametro importante que describe a una droga en un sistema dado es su
velocidad de eliminacion del organismo o clearance. El clearance es un término
farmacocinético que describe la eliminacion de farmacos del organismo sin identificar el
mecanismo del proceso, considera a todo el organismo como un unico sistema de
eliminacion de farmacos del que pueden producirse muchos procesos de eliminacion no
identificados. El clearance considera que la droga se encuentra uniformemente disuelta
en un volumen de fluido (volumen aparente de distribucién, Vp), a partir del cual, la
concentracion de la droga puede medirse facilmente. Tipicamente, el clearance se
define como el volumen fijo de liquido (que contiene el farmaco) eliminado del organismo
por unidad de tiempo. Alternativamente, el clearance puede definirse como la velocidad
de eliminacién de una droga dividido por su concentracion en plasma.

dDg

__dt 23
cl C, (23)

Reordenando la ecuacién anterior se tiene:

, o dDg
Velocidad de eliminaciéon = T G, Cl (24)

Para drogas que siguen una cinética de eliminacién de primer orden, la velocidad

de eliminacion de la droga depende de la cantidad de droga remanente en el cuerpo.

dDg
Sustituyendo la velocidad de eliminacion de la ecuacion (24) por kC,Vp de la

ecuacion (25) y, reordenando, se obtiene:

Cl=———=k-Vp (26)

La ecuacion anterior muestra que el clearance es el producto entre dos
constantes, Vp y k. El volumen aparente de distribucion, Vp, no es un verdadero volumen
fisiolégico. Muchas drogas tienen un volumen de distribucion menor o igual a la masa
corporal. Para otras drogas, el volumen de distribucidén puede ser varias veces superior
a la masa corporal. Las drogas con un Vp grande se encuentran concentradas

predominantemente en tejidos extravasculares. Si la droga se encuentra fuertemente
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unida a proteinas plasmaticas o permanece en la regién vascular, su concentracioén en

plasma sera mayor, resultando en un menor volumen aparente de distribucion.

9.1.2. Modelo de un compartimento con compartimentos de transito y cinética

de absorcion y eliminacion de primer orden

Después de la administracién de un farmaco por via extravascular, transcurre un
tiempo antes de que el farmaco aparezca en la circulacion sistémica. Este tiempo refleja
el tiempo necesario para (i) la desintegracion del sistema de administracion, (i) la
disolucion y/o liberacién del farmaco del sistema de administracion, (iii) el transito hacia
el sitio o sitios de absorcion, (iv) la migracion de las moléculas del farmaco hacia la
superficie de absorcion y/o (v) la transferencia del farmaco a través del tejido en el sitio
de absorcién. Debido a estos procesos, la aparicion del farmaco en la circulacién se
retrasa y este fendmeno se conoce como retraso en la absorcién (absorption delay).
Aunque el retraso en la absorcion de farmacos es un fenédmeno complejo, el enfoque
estandar para describir este fendmeno en el analisis farmacocinético es bastante simple:
introducir un parametro de tiempo de retraso (. lag time). El ti,q retrasa el momento de
la dosificacion como si el medicamento se hubiera administrado en un momento
posterior. Generalmente, esto ayuda a describir los perfiles de absorcion retardada con
mayor precision; sin embargo, en algunos casos, estos modelos pueden describir dicha
fase de absorcion deficientemente. En estos casos, se puede mejorar la descripcion de
la fisiologia subyacente, asi como el impacto de la formulacion del farmaco y las
propiedades fisicoquimicas del farmaco en si en el proceso de absorcion, modelando la
absorcion como un proceso de multiples pasos (168).

Se han desarrollado modelos farmacocinéticos (PK, pharmacokinetics) de
absorcion basados en la fisiologia que tienen en cuenta las propiedades fisicoquimicas
del farmaco, como la velocidad de disolucién o la dependencia de la solubilidad con el
pH, asi como los complejos procesos fisiolégicos implicados en la absorcion, el
metabolismo en el intestino o el higado y el transito del farmaco hasta la superficie de
absorcion. Estos modelos mecanicistas requieren un amplio conocimiento previo, como
informacion sobre el area de superficie de absorcién, la concentracién del farmaco en el
lumen, la abundancia de enzimas en la pared gastrointestinal y el higado, el flujo
sanguineo hepatico, etc. Esta informacion no suele estar disponible, lo que impide la
aplicacion rutinaria de modelos fisioldgicos en la estimacion de la absorcion de farmacos
(168).

Los modelos de absorcién de compartimentos de transito cumplen este requisito,

al describir la absorciéon del farmaco como un proceso de multiples pasos representado
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por una cadena de compartimentos presistémicos, sin asignar un correlato fisico a cada

compartimento de transito (Figura 15) (168).

Kir Ke Ky Kir kir|Compartimento| K. [Compartimento| k
" de absorcién central

dao dan
= Kkecao e I = ke ameny T ket an

Figura 15. Modelo de absorciéon con compartimentos de transito con un compartimento
central, y con absorcion y eliminacién de primer orden. Figura adaptada de Savicy col., 2007
(168).

Este modelo describe el retraso de la absorcién por el paso del farmaco a través
de una serie de compartimentos de transito con una unica constante de velocidad de
transferencia, ky. La tasa de cambio de la cantidad de farmaco en el compartimento n

esta dada por:

da,

dt =k ap-1 — ke ray (27)

donde da,/dt representa la tasa de cambio de la sustancia a en el compartimento
n en el tiempo t, a, es la cantidad de farmaco en el compartimento n en el tiempo t, ki
representa una constante de velocidad de transito desde el compartimento n-1 al
compartimento n y n es el nUmero de compartimentos de transito.

La solucién analitica para a, viene dada por la funcion:

(ke - O™

an:F'Do' oy

e fart (28)
Donde n! es la funcion factorial de n. Para computar numéricamente esta funcion,

se utiliza la aproximacioén de Stirling:

n! =~ \2m - n"t05 . gkt (29)

De esta manera, el farmaco es transferido desde el ultimo compartimento de
transito al compartimento central a través de un compartimento de absorcién, en el cual
la desaparicion de la droga se describe a través de la constante de velocidad k.. La tasa
de cambio de la concentracion del farmaco en el compartimento de absorcién (dAa/dt)

esta dada por:
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dA kep - )" - e kert
¢ pop g, LD
dt m.nn+0,5 e M

Dada la complejidad matematica de la ecuacion diferencial anterior, la solucion
a la misma es aproximada por el software mediante un método de integracion numérica
(por €j., el método BDF, backward differentiation formula) y, por lo tanto, no se cuenta
con una expresiéon matematica para Aa.

La proporcion de cambio de la cantidad de droga en el organismo es la diferencia

entre la velocidad de captacion (absorcion) y la de salida (eliminacion), por lo que:

dDg
?:ka'Aa_k'DB (31)

De forma similar a la ecuacién (30), la solucién a la ecuacion (31) es aproximada
por el software mediante un método de integracion numeérica.

Debido a la falta de una solucién analitica que describa la concentracion del
farmaco en plasma, la estimacion de Cnax Y tmax Se llevo a cabo mediante un método de
aproximacién numérica. Para ello, se calcularon multiples valores de concentracion en
plasma en intervalos de tiempo muy pequenos (dt), centrados en el rango cercano al
valor maximo observado en la grafica de concentracién en funcién del tiempo. Este
enfoque permitio identificar el punto maximo con mayor precision al evaluar la curva en
intervalos muy finos alrededor del maximo estimado. El ti2.¢im ¥ €l Cl se calcularon con
las ecuaciones (22) y (26), respectivamente.

Un parametro util en el modelo con compartimentos de transito es el tiempo
medio de transito (MTT), que representa el tiempo promedio que tardan las moléculas
del farmaco en viajar desde el primer compartimento de transito hasta el compartimento

de absorcion. La relacion entre MTT, ny ki se muestra en la siguiente ecuacion:

n+1
ke = o (32)

9.1.3. Estimacion de los parametros poblacionales, individuales y evaluacion de

la calidad de los modelos

Para la estimacion de los parametros poblacionales se utilizé el estimador de
maxima verosimilitud de los parametros de la poblacion, sin ninguna aproximacion del
modelo (es decir, sin linealizacién) utilizando el algoritmo stochastic approximation
expectation maximization (SAEM). Los errores estandar se calcularon mediante la
estimacion de la Matriz de Informacién de Fisher (FIM) mediante aproximacion

estocastica. La media condicional de los parametros individuales se calculé6 mediante

104



un muestreo de la distribucion condicional utilizando un procedimiento de Montecarlo
basado en cadenas de Markov (MCMC). La calidad de los diferentes modelos obtenidos
se evalud utilizando los ajustes individuales, los graficos de observaciones versus
predicciones, la verosimilitud logaritmica, el criterio de informacion de Akaike (AIC), el
criterio de informacion bayesiano (BIC) y el criterio de informacion bayesiano corregido
(BICc).

9.2. Valoracion de la actividad biolégica de las variantes de rbFSH en animales

de experimentacion

La potencia de las variantes de rbFSH fue evaluada en ratas hembra de la cepa
Wistar/Cmedc mediante el ensayo recomendado por la Farmacopea Europea y descrito
originalmente por Steelman y Pohley (169). Para tal fin, 15 ratas por grupo de
tratamiento fueron divididas en 3 subgrupos de 5 ratas cada uno, a los que se
administraron 3 dosis diferentes de cada hormona (1,5; 3,0 y 6,0 Ul por animal), en
combinacion con 28 UlLmL' de hCG, con el objetivo de asegurar la completa
luteinizacion de los ovarios. La dosis total de cada hormona fue resuspendida en 1,5 mL
y administrada en 3 dosis a las 0, 24 y 48 h. Aproximadamente 24 h después de la ultima
administracion, los animales fueron sacrificados y se procedi6 a la extirpacién y pesaje
de los ovarios. El peso de los ovarios de las ratas tratadas con las hormonas
recombinantes fue comparado con el peso de los ovarios de ratas tratadas con un
estandar internacional de FSH humana recombinante (NIBSC 92/510). Estos ensayos

se llevaron a cabo en el Centro de Medicina Comparada (CMC, Esperanza, Santa Fe).

9.3. Evaluacion de la actividad biolégica de las variantes de rbFSH en ganado

bovino

El presente estudio incluyé 15 vacas destetadas, cruzas de Bos indicus,
mantenidas en un corral con pastura de alfalfa y suplementadas con rollos de heno. El
puntaje de condicion corporal promedio de los animales fue de 3,25 * 0,26 (escala de
1 a 5). Solo se consideraron vacas ciclando con un tracto uterino sano. En el dia 0 del
estudio, se escanearon los ovarios de las vacas y se realizé el recuento de foliculos
antrales (AFC; foliculos = 3 mm), seguido de la insercion de un dispositivo intravaginal
con 1,2 g de progesterona (CEVA) y la administraciéon de una inyeccién de 2 mg de
benzoato de estradiol (CEVA) y 5 mg de progesterona (CEVA). El dia 4, las vacas se
dividieron aleatoriamente en 3 grupos equilibrados en funcion de su AFC, de la siguiente
manera:

e Grupo control: las vacas no recibieron ningun tratamiento con FSH.
e Grupo rbFSH-LD: las vacas recibieron 180 ug de rbFSH-LD.
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e Grupo rbFSH: las vacas recibieron una dosis total de 180 ug de rbFSH, de

acuerdo con la secuencia que se detalla en la Tabla 8.

Tabla 8. Esquema de aplicacion de rbFSH

Momento de aplicacion

am pm
Dia 4 36 ug 36 ug
Dia 5 27 ug 27 ug
Dia 6 18 ug 18 ug
Dia 7 9 g 9 ug

El dia 6, todas las vacas recibieron dos dosis de 150 ug de D-Cloprostenol
administradas con 12 h de diferencia. El dia 7 por la tarde, se retiraron los dispositivos
intravaginales de P4 y se aplicé pintura para deteccion de celo en la base de la cola. En
la manana del dia 8, se administraron 20 ug de acetato de buserelina (CEVA) y se
escanearon los ovarios para contar los foliculos grandes (= 8 mm). En la tarde del dia
8, todas las vacas fueron inseminadas a tiempo fijo (IATF), y 12 h después recibieron
una segunda inseminacion. Se utilizé6 semen de un toro de fertilidad comprobada. En la
manana del dia 15, se realizdé un lavado uterino no quirldrgico a todas las vacas para
recolectar embriones, los cuales fueron clasificados de acuerdo con las directrices de la
IETS (International Embryo Technology Society). Estos ensayos fueron realizados por
los médicos veterinarios Gabriel Bé (Instituto de Reproduccion Animal Cérdoba, IRAC)

y Luciano Cattaneo (Facultad de Ciencias Veterinarias, FCV-UNL).

10. Analisis de datos

Para el analisis de datos se utilizaron las siguientes librerias de Python:
Matplotlib (170), Numpy (171), Pandas (172), Pingouin (173), Plotly (174), Scipy (175)
and Statsmodels (176). Se utilizdé la prueba t para comparar 2 muestras entre si,
mientras que la comparacion entre grupos se realizé mediante ANOVA, en el caso de
cumplirse los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza; para verificar estos
supuestos, se utilizaron las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene, respectivamente. Para
determinar cuales medias son significativamente diferentes entre si (comparacion
multiple) se aplicé el método de Tukey. Para los casos donde no se cumplieron los
supuestos de normalidad y/o homogeneidad de varianzas, se utilizé la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis. En este caso, para comparacion multiple de muestras, se
utilizé la prueba de Dunn. En todos los casos, se considero la existencia de diferencias

significativas cuando p<0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Desarrollo de metodologias analiticas para la caracterizacion vy

cuantificacion de variantes de rbFSH

Para el desarrollo de un nuevo proceso de produccion, en este caso, de rbFSH,
es necesario contar con metodologias analiticas que permitan el seguimiento tanto de
la concentracién como de la calidad de las hormonas en sus diferentes etapas. Con este
fin, se desarrollaron diversas técnicas analiticas de identificacion, deteccion y
cuantificacion de las variantes de rbFSH. Es importante destacar que estas
metodologias fueron desarrolladas en forma simultanea y/o posterior a la generacién de
las lineas celulares productoras de las hormonas y el desarrollo de los métodos de
purificaciéon de las mismas, resultados que se describen en las secciones 2 y 3 de este

apartado.
1.1. Obtencion de anticuerpos policlonales anti-rbFSH

Con el objetivo de contar con anticuerpos policlonales que reconozcan de
manera especifica a las variantes de rbFSH, se llevé a cabo un plan de inmunizacion en
conejo con repetidas dosis de rbFSH purificada (pureza >99%), obteniéndose 25 mL de
sangre.

Para evaluar el titulo de pAb presentes en el suero, se realizd6 un ELISA
especifico indirecto (Figura 16). Se obtuvo un titulo superior a 1:409.600, lo cual indica
la presencia de anticuerpos anti-rbFSH en el suero del animal inmunizado. Este titulo
se considerd adecuado para su aplicacion tanto en ensayos de inmunodeteccién por

western blot como en el desarrollo de un ELISA sandwich.
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Figura 16. Titulacién del pAb anti-rbFSH en suero de conejo mediante ELISA indirecto. (®)
Suero inmune anti-rbFSH. (®) Suero basal de conejo. El titulo se calculé como la maxima dilucion
de la muestra cuyo valor de absorbancia superé al valor del blanco mas tres desviaciones
estandar (linea discontinua).

1.2. Produccidén de anticuerpos monoclonales anti-hFSHf

Con el objetivo de obtener anticuerpos monoclonales destinados al desarrollo de
un ELISA sandwich (sELISA), se llevé a cabo, en primer lugar, un cultivo del hibridoma
P3A8 en condiciones de adherencia y, posteriormente, su purificacién a partir del SN de
cultivo mediante cromatografia de afinidad a proteina A. La Figura 17A muestra un
cromatograma obtenido durante la purificacion del mAb, la cual fue monitoreada por
espectrofotometria a A= 280 nm.

Una vez finalizado el procedimiento, se mezclaron las fracciones
correspondientes al pico de elucion y se evalué la pureza mediante SDS-PAGE seguido
de tincién por CBB (Figura 17B). En las fracciones correspondientes a la elucién del
anticuerpo (carriles 5 a 8) se visualizaron dos bandas mayoritarias correspondientes a
las cadenas pesada (50 kDa) y liviana (25-33 kDa) de las inmunoglobulinas (lgs).
Ademas, se detectd albumina sérica bovina (ASB) en pequefias cantidades, asi como
también dos bandas de elevada masa molecular, que constituyeron los principales
contaminantes. El grado de pureza obtenido (aproximadamente 97%) se considerd
adecuado para la utilizacion de dichos anticuerpos en la puesta a punto de los ensayos
de ELISA para la cuantificacion de rbFSH.
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Figura 17. Purificacion del mAb P3A8 anti-hFSHB mediante cromatografia de afinidad a
proteina A. (A) Cromatograma representativo de la purificacién. Se muestran las sefales de
absorbancia a A = 280 nm (azul), conductividad (amarillo) y pH (rojo), en funcién del volumen de
elucién. Se indican las diferentes etapas del proceso: equilibrado, siembra, lavados y elucion. (B)
Andlisis de las fracciones obtenidas durante la purificacion mediante SDS-PAGE seguido por
tincién con CBB. Carril 1: Siembra (S). Carril 2: Flow-through (FT). Carril 3: Lavado (L1). Carril
4: Fracciones de elucion A1-A3 (A1-3). Carril 5: Fraccion de elucion A4. Carril 6: Fraccion de
elucion A5. Carril 7: Fraccion de elucidon A6. Carril 8: Fraccion de elucién A7. Carril 9: Marcador
de masa molecular Precision Plus Protein™ All Blue (MW).
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1.3. Desarrollo de un sELISA para la cuantificacion de variantes de rbFSH

1.3.1. Optimizacion de un sELISA para la cuantificacion de variantes de rbFSH

mediante disefio experimental (DoE)

Se disend un ensayo de ELISA sandwich destinado a la cuantificacion de roFSH.
El sistema consistié en la inmovilizacion del mAb anti-hFSH, previamente purificado
mediante cromatografia de afinidad a proteina A, para la captura especifica de la
hormona en fase sdélida. La deteccidn se realiz6 mediante incubacién con el suero de
conejo conteniendo el pAb anti-rbFSH, cuya presencia se revel6 mediante incubacion
con un anticuerpo de cabra anti-lgs de conejo conjugado a la enzima peroxidasa
(conjugado-HRP), que cataliza la conversion de un sustrato incoloro en una sustancia
coloreada.

Para la optimizacion del método, se decidié emplear exclusivamente la nueva
variante de rbFSH desarrollada, roFSH-LD (variante de larga duracién), debido a que el
ensayo para su cuantificacion presenta menor sensibilidad (SEN) y mayores limites de
deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ). Esta eleccién se fundamentd en resultados
preliminares que indicaron que las condiciones optimizadas para esta variante serian
predictivas de un desempeno adecuado también para la variante roFSH.

La optimizacién de las condiciones del ensayo se llevd a cabo mediante RSM,
partiendo de un disefio experimental de tipo BBD. Los 17 experimentos sugeridos por
este disefio, junto a las respuestas obtenidas para cada uno de ellos, se resumen en la
Tabla 9.
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Tabla 9. Disefio experimental de tipo BBD para la optimizacion del sELISA

Factores Respuestas
A: B: .C:
mAb pAb Conlj_ll{Rg:do- (Abssn?: - LOD_1 LOQ_1
(ng por pozo) (dil) \ . .ng’) (ng.mL?') (ng.mL")
Ensayo (dil)
1 50 1:5000 1:1667 1,20 1,30 2,10
2 200 1:5000 1:1667 1,90 1,30 2,00
3 50 1:2000 1:1667 1,40 1,40 2,30
4 200 1:2000 1:1667 2,30 1,30 1,80
5 50 1:2857 1:5000 0,53 1,50 3,00
6 200 1:2857 1:5000 1,10 1,10 1,40
7 50 1:2857 1:1000 1,80 1,20 1,60
8 200 1:2857 1:1000 2,70 1,40 2,00
9 125 1:5000 1:5000 0,95 1,30 1,90
10 125 1:2000 1:5000 1,00 1,40 2,40
11 125 1:5000 1:1000 2,10 1,40 2,20
12 125 1:2000 1:1000 1,40 1,60 3,50
13 125 1:2857 1:1667 1,60 1,80 4,50
14 125 1:2857 1:1667 1,50 1,30 2,10
15 125 1:2857 1:1667 2,00 1,20 1,50
16 125 1:2857 1:1667 2,10 1,40 2,20
17 125 1:2857 1:1667 2,10 1,20 1,60
Control 200 1:4000 1:1000 2,70 1,30 2,00

Estos datos se utilizaron para modelar estadisticamente la relacion entre los
factores y las respuestas estudiadas mediante una estrategia de regresion multiple. En
primer lugar, las respuestas evaluadas se ajustaron a un modelo cuadratico de tipo
jerarquico. Posteriormente, se estimaron los coeficientes del modelo mediante regresion
multiple con eliminacién hacia atras (del inglés backward elimination) y se validaron
utilizando el método ANOVA (p<0,1). En la Tabla 10 se resumen los resultados del
ANOVA para el modelado de cada respuesta. En particular, la SEN ajusté a un modelo
cuadratico, mientras que tanto el LOD como el LOQ ajustaron a un modelo lineal con

interaccion.
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Tabla 10. Modelado de las respuestas experimentales mediante RSM

i p-valor del ANOVA
Respuesta  Modelo Coeflclfntes R? R2-adj
(p-valor) Modelo Falta de ajuste
A (0,0023)
SEN Cuadratico  C (<0,0001) < 0,0001 0,5724 0,8094  0,7654
C2(0,019)
_ A (0,13)
LOD Lineal con C (0,73) 0,0063 0,9538 0,6597  0,5669
interaccion
AC (0,0012)
A (0,034)
_ B (0,74)
LOQ Lineal con C (0,10) 0,0120 0,9172 0,7605  0,6274
interaccion
AB (0,0028)
AC (0,084)

Una vez obtenidos los modelos, se procedié a realizar una optimizacién
simultanea de las tres respuestas, implementando la funcion deseabilidad (D). Los
criterios de optimizacion de dicha funcién fueron maximizar la SEN, minimizar los limites
(LOD y LOQ), y reducir al minimo el uso del conjugado-HRP. En la Figura 18 se
presentan las superficies de respuesta para la deseabilidad (D), SEN, LOD y LOQ,
respectivamente, como funcion de la dilucién del anticuerpo de deteccién (factor B) y
del conjugado-HRP (factor C), manteniéndose constante el valor del mAb de captura
(factor A). Se puede observar que la SEN aumenta con el uso de mayores
concentraciones del conjugado-HRP, independientemente de la dilucion del pAb. La
respuesta muestra un comportamiento parabdlico, tendiendo a un maximo, como
resultado del término cuadratico en C. En el caso del LOD, la respuesta disminuye al
incrementar la dilucién del conjugado-HRP, nuevamente de forma independiente de la
dilucion del pAb. Finalmente, el LOQ tiende a minimizarse a mayor dilucion tanto del
pAb como del conjugado-HRP. Para la solucién 6ptima de deseabilidad obtenida
(D =0,7), los valores de los factores predichos por el modelo fueron: 200 ng por pozo
para el mAb captura, dilucion 1:5000 para el pAb y dilucion 1:2700 para el
conjugado-HRP. Bajo dichas condiciones, los valores predichos por el modelo fueron:
1,7 Abs.mL.ng"'para la SEN, 1,2 ng.mL™" para el LOD y y 1,5 ng.mL"" para el LOQ. De
esta manera, la solucion hallada representa un compromiso entre la maximizacion de la
SEN y la minimizaciéon de ambos limites (LOD y LOQ), utilizando ademas la menor

cantidad posible del anticuerpo conjugado.
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Figura 18. Superficies de respuesta obtenidas luego de la optimizacion del sELISA. (A)
Funcion deseabilidad (D). (B) Sensibilidad (SEN). (C) Limite de deteccion (LOD). (D) Limite de
cuantificacion (LOQ). En cada caso, se graficaron las superficies en funcion de la dilucion del
anticuerpo de deteccion (factor B: pAb) y del conjugado-HRP (factor C: Conj) para una
concentracion fija del mAb de captura (Factor A: 200 ng por pozo).

1.3.2. Validacion de las condiciones 6ptimas del sELISA para la cuantificacion

de ambas variantes de rbFSH

La validacion de un método bioanalitico es el proceso que se utiliza para
determinar si un método analitico optimizado es adecuado para el andlisis de las
muestras en estudio. Esta etapa incluye todos los procedimientos que demuestran que
un método particular utilizado para la medicién cuantitativa de analitos en una matriz
bioldgica determinada es fiable y reproducible para el uso propuesto (177). Entre los
parametros analiticos que deben evaluarse durante la validacién del método se incluyen:
SEN, LOD y LOQ, rango lineal, precisiéon y exactitud (selectividad), de acuerdo con lo
establecido por la Guia de Validacion de Métodos analiticos para la Industria,
establecida por el ICH (162).

1.3.2.1. Cifras de mérito

La validacion de las cifras de mérito del ensayo para ambas hormonas se llevo
a cabo mediante al menos 3 ensayos independientes, utilizando las condiciones

optimizadas determinadas en la seccién 1.3.1. En la Tabla 11 se resumen los principales
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parametros analiticos obtenidos para ambas variantes de la hormona. Como puede
observarse, las cifras de mérito obtenidas en la etapa de validacion son similares a las
predichas por el modelo en la etapa de optimizacién. Ademas, si bien la optimizacion de
las respuestas se llevo a cabo utilizando la variante roFSH-LD, se obtuvieron resultados
similares para la variante rbFSH, lo que respalda la aplicabilidad general del método.

Tabla 11. Promedio y desvio estandar de las cifras de mérito determinadas a partir de
tres ensayos independientes

Cifras de mérito rbFSH rbFSH-LD
SEN (Abs.mL.ng"") 1,7 +0,1 1,6 0,1
LOD (ng.mL™) 1,2+0,1 1,2+0,1
LOQ (ng.mL™) 1,7+0,5 1,5+0,3
Rango lineal* (ng.mL"") 1,7-10,0 1,5-16,0

* Rango lineal donde la prueba F es valida (p-valor>0,05)

Por otro lado, en la Figura 19 se muestran curvas dosis-respuesta tipicas para
ambas hormonas en las condiciones optimizadas.
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Figura 19. Curvas dosis-respuesta representativas de rboFSH y rbFSH-LD obtenidas en el
sELISA optimizado. Cada punto corresponde al promedio + desviacion estandar de dos réplicas
independientes por concentracion de cada hormona.

1.3.2.2. Precision

La precisiéon expresa la cercania de concordancia (grado de dispersion) entre
una serie de mediciones obtenidas a partir de muestreos multiples de la misma muestra.
Puede evaluarse en tres niveles: repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad.
Suele expresarse como la varianza (var), desviacion estandar (SD) o coeficiente de
variacion (CV) de una serie de mediciones.
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En este caso, se determind la precision a dos niveles: repetibilidad (CV
intraensayo) y precision intermedia (CV interensayo), la cual expresa la variabilidad
entre diferentes dias de trabajo dentro del laboratorio. En la Tabla 12 se presentan los
CV intra e interensayo obtenidos para ambas variantes tras analizar una serie de
réplicas en 3 niveles de concentracion diferentes en 3 ensayos independientes. De
acuerdo con lo recomendado en las guias de validacion de métodos bioanaliticos de
ICH (163), los CV% intra e interensayo no deben exceder el 20%, excepto para los
valores de concentracion inferiores y superiores de la region lineal, en cuyo caso no
deben superar el 25%. Como puede observarse, la repetibilidad y la precision intermedia
entre los replicados de las muestras evaluadas en las diferentes determinaciones no
superaron el 20%, resultando aceptable para este tipo de ensayos.

Tabla 12. Parametros obtenidos en los ensayos de precisiéon. CV intra e
interensayo evaluados en tres niveles de concentracién (alto, medio y bajo, n=6)

i Concentracién CV intraensayo (%) CV interensayo (%)
Proteina A
(ng.mL") 1 2 3 Intermedia

8,0 1,9 2,3 7,1 19,0

rbFSH 4,0 3,0 24 54 13,6

2,0 0,9 1,2 6,2 8,0

8,0 2,7 1,1 1,5 6,0

rbFSH-LD 4,0 3,1 23 1.1 11,5

2,0 2,5 2,0 0,4 1,0

1.3.2.3. Exactitud y efecto matriz

La exactitud expresa el grado de concordancia entre el valor considerado
verdadero y el determinado por el método analitico validado. Para evaluar este
parametro, se compard la respuesta de un estandar interno en 3 niveles de
concentracion (alto, medio y bajo) con la respuesta obtenida para dicho estandar
fortificado en cinco diluciones diferentes (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32) de plasma de rata,
asi como en una dilucién (1:50) de SN de cultivo condicionado por células sCHO no
recombinantes. En las Tabla 13 y Tabla 14 se presentan los valores de exactitud
obtenidos para rbFSH y rbFSH-LD, respectivamente, tras analizar una serie de réplicas
en 3 niveles de concentracion diferentes a lo largo de 3 ensayos independientes. De
acuerdo con lo recomendado en las guias de validacién de métodos bioanaliticos de
ICH (163), la exactitud a cada nivel de concentracion debe estar dentro del + 20% de
los valores nominales de concentracién analizados. Como puede observarse, para

ambas variantes, la exactitud del método se vio afectada por los componentes del

117



plasma, ya que fue necesario realizar una dilucién 1:32 de la matriz para recuperar la
exactitud observada para la muestra en el diluyente de ELISA. Por otro lado, no se

observo pérdida de exactitud para la dilucién 1:50 del SN.

Tabla 13. Resultado del ensayo de exactitud para la variante rbFSH.

Concentracién (ng.mL™")

Matriz
8,0 4,0 2,0
Diluyente 862 102+2 981
P2 62+2 62+1 59+2
P4 67+2 671 623
P8 80+1 1004 99+3
P16 98+5 1167 1095
P32 86+4 1026 86+3
SN50 99+5 108+2 89+1

Tabla 14. Resultado del ensayo de exactitud para la variante roFSH-LD.
Concentracion (ng.mL"")
8,0 4,0 2,0
Diluyente 103+2 105+4 99t1

Matriz

P2 66+3 95+1 105+1
P4 79+5 881 1001
P8 67+4 94+1 961
P16 79+2 1033 99+3
P32 89+2 112+1 101+1
SN50 99+2 861 103+1

La pérdida de exactitud para alguna de las diluciones del plasma podria deberse
a la existencia de sustancias interferentes en dichas matrices bioldgicas. Por este
motivo, se realizé una prueba de no paralelismo (mediante regresién multiple seguido
de ANOVA) para comparar las pendientes y ordenadas al origen de las curvas
dosis-respuesta del estandar interno puro y el analito fortificado en las diferentes
matrices de muestra. En las Tabla 15 y Tabla 16 se presentan los resultados de la
prueba de ANOVA para ambas proteinas. Como puede observarse, para la dilucion 1:50
del SN no se observaron diferencias significativas con respecto a la pendiente y
ordenada al origen para ninguna de las dos variantes. En el caso de la variante rbFSH,
no se evidencio una diferencia estadisticamente significativa entre las pendientes de las
curvas en plasma y el control en diluyente, mientras que la variante roFSH-LD presenté

diferencias significativas en las pendientes de las curvas en una dilucién 1:2 y 1:4 de
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plasma. No obstante, en ambas variantes, se observé una diferencia estadisticamente

significativa en las ordenadas al origen para todas las diluciones de plasma.

Tabla 15. Resultado de la prueba de no paralelismo para la variante rbFSH.

Matriz p-valor
Pendiente* Ordenada al origen*
Plasma 1:2 0,8188 <0,0001
Plasma 1:4 0,9088 <0,0001
Plasma 1:8 0,1225 <0,0001
Plasma 1:16 0,1329 0,0100
Plasma 1:32 0,2191 0,0189
Sobrenadante 1:50 0,3753 0,2461

*Estadisticamente significativo cuando p-val<0,1

Tabla 16. Resultado de la prueba de no paralelismo para la variante roFSH-LD.

Matriz p-valor
Pendiente* Ordenada al origen*
Plasma 1:2 0,0722 <0,0001
Plasma 1:4 0,0711 <0,0001
Plasma 1:8 0,2281 <0,0001
Plasma 1:16 0,8128 0,0001
Plasma 1:32 0,6361 0,0018
Sobrenadante 1:50 0,742 0,6824

*Estadisticamente significativo cuando p-val<0,1

Estos resultados indican la presencia de efecto matriz para todas las diluciones
de plasma de rata. Frente a esta situacion, se corrigio el efecto matriz de estas muestras
realizando la dilucién de la curva estandar en una dilucién apropiada de plasma de rata

basal.

1.4. Optimizacion de un ensayo de IEF para la determinacion del perfil de

glicoformas de las variantes de rbFSH

Con el objetivo de determinar las mejores condiciones experimentales para la
caracterizacion del perfil de glicoformas de las variantes de rbFSH, se evaluaron geles
de IEF con diferentes composiciones. En todos los casos, los geles fueron preparados
con una concentracion de acrilamida/bisacrilamida del 5% (P/V), urea 5 M y sacarosa
10% (P/V). En primer lugar, se evalud la influencia de la concentracion de anfolitos sobre
el enfoque de las isoformas de las proteinas. En la Figura 20 (A-B) se presenta la

comparacion de los perfiles de las variantes de rbFSH en un gel con un gradiente de pH
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de 3-5 y una concentracion de anfolitos de 4% (P/V) y de 2% (P/V), respectivamente.
Como puede observarse, la migracion de las isoformas de ambas proteinas fue mayor
en el gel que contiene la menor concentracion de anfolitos, posiblemente debido a un
mejor establecimiento del gradiente de pH en el tiempo de corrida. Posteriormente, se
evaluo la migracioén de las glicoformas de las proteinas en un gel con una concentracion
de anfolitos de 2% (P/V) y un gradiente de pH de 3,5-5,5 (Figura 20C) y de 4-6 (Figura
20D). En este caso, se puede apreciar un mejor enfoque de la variante roFSH en el
gradiente de 4-6; sin embargo, las isoformas de rbFSH-LD no logran resolverse de forma
adecuada. Por el contrario, con el gradiente de 3,5-5,5 se consiguid el mejor enfoque
para ambas variantes. Por lo tanto, se optd por utilizar un gel con una concentracion de
anfolitos de 2% (P/V) y un gradiente de pH de 3,5-5,5 para los futuros ensayos de
caracterizacion.
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Figura 20. Optimizacion de ensayo de IEF para la caracterizaciéon del perfil de isoformas
de las variantes de rbFSH. Se evaluaron diferentes concentraciones de anfolitos en el gel y
distintos gradientes de pH. (A) Gradiente 3-5; anfolitos 4% (P/V). (B) Gradiente 3-5; anfolitos 2%
(P/V). (C) Gradiente 3,5-5,5; anfolitos 2% (P/V). (D) Gradiente 4-6; anfolitos 2% (P/V). En todos
los casos, el carril 1 corresponde a la rbFSH, mientras que el carril 2 corresponde a la rbFSH-
LD. A la izquierda de cada figura se indica el rango de pH.

1.5. Optimizaciéon de un método de cromatografia liquida de alto rendimiento

(HPLC) para el analisis de las variantes de rbFSH

La metodologia de HPLC se ha consolidado como la técnica principal para el
analisis y la purificacién de una amplia gama de moléculas (178). La caracteristica mas
significativa de esta técnica es la excelente resolucién que se puede lograr en una
amplia variedad de condiciones para moléculas muy relacionadas, asi como para

moléculas estructuralmente muy distintas. Esto se debe a que todos los modos
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cromatograficos se basan en interacciones moleculares que pueden manipularse
sutilmente a través de cambios en las condiciones de elucion, que son especificas para
cada modo de cromatografia. Las proteinas interactuan con la superficie cromatografica
de una manera especifica segun la orientaciéon, y su tiempo de retenciéon esta
determinado por la composicidon molecular de regiones de contacto especificas (178).
La enorme diversidad estructural de las proteinas explica las diferencias observadas en
sus propiedades fisicas, quimicas y funcionales. Estas diferencias de comportamiento
también proporcionan la base molecular para su separacion y/o purificacion mediante
métodos de HPLC. Las propiedades de las proteinas que pueden explotarse para este
fin incluyen tamano, forma, carga, hidrofobicidad y funcion (179).

Con el objetivo de contar con una metodologia robusta que permita determinar
la pureza, identidad y estabilidad de las hormonas recombinantes, se evaluaron dos
metodologias de HPLC: una cromatografia en fase reversa (RP-HPLC) y una

cromatografia de exclusion molecular (SEC-HPLC).

1.5.1. Cromatografia en fase reversa (RP-HPLC)

En la cromatografia liquida de alto rendimiento en fase reversa (RP-HPLC) la
separacion depende de la unidn hidrofébica de la molécula de soluto en la fase movil a
los ligandos hidrofébicos inmovilizados en la fase estacionaria (180). Dado que este
modo implica la separacién de moléculas en funcion de su hidrofobicidad relativa, cuanto
mayor sea la hidrofobicidad de la molécula, mayor sera la interaccion con la matriz vy,
por lo tanto, se requerira una mayor concentracion de solvente organico para lograr su
elucion de esta. Las fases estacionarias que se emplean normalmente en RP-HPLC son
matrices de silica modificadas con cadenas alquilicas, que proporcionan la superficie
hidrofébica donde puede tener lugar la separacion (181).

Para el analisis de las variantes de rbFSH mediante RP-HPLC se evalué una
condicion previamente optimizada en el laboratorio para la gonadotrofina coriénica
equina recombinante (reCG) (182), la cual corresponde a un protocolo adaptado de
Alvarez y col. (183). La condicién de elucién consisti6 en un gradiente lineal de
acetonitrilo (ACN) en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7. En la Figura 21A se presentan
los cromatogramas superpuestos de una muestra de roFSH y una muestra de rbFSH
disociada mediante tratamiento térmico, donde puede observarse, en ambos casos, dos
picos sin resolver con tiempos de retencion de aproximadamente 10,5 y 11,0 min,
seguidos de un pico con tr de aproximadamente 14,1 min. Por otro lado, en la Figura
21B se muestran los cromatogramas correspondientes a una muestra de rbFSH-LD y
una muestra de rbFSH-LD disociada por calor. En este caso, también se observaron

dos picos sin resolver con tiempos de retencion de 9,7 y 10,1 min, seguidos de otro pico
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con un tr de aproximadamente 14,1 min. Estos resultados sugieren que ambas variantes
de rbFSH se disocian completamente bajo las condiciones de analisis. Ambas hormonas
comparten un pico a los 14,1 min que podria corresponder a la subunidad a, ya que esta
subunidad es compartida por ambas hormonas y es la que presenta mayor
hidrofobicidad (184). Los picos de 10,5 y 11,0 min presentes en la rbFSH mostraron un
corrimiento hacia tiempos menores en la rbFSH-LD, sugiriendo una menor
hidrofobicidad (o mayor hidrofilicidad) y, por consiguiente, podrian corresponder a las
subunidades B y B-LD, respectivamente. El menor tr observado para la subunidad p-LD
podria explicarse por un mayor contenido de glicanos que aumentan la hidrofilicidad de
la molécula. Por lo tanto, bajo estas condiciones no es posible analizar el dimero de las
variantes, ya que se observd una completa disociaciéon. Estos resultados son similares
a los reportados para hFSH en la bibliografia, donde se informa una disociacién de al
menos un 70% de la hormona bajo condiciones de analisis similares (185,186). Estos
autores lograron desarrollar un método de RP-HPLC para el analisis de la molécula
intacta de hFSH mediante el empleo de buffer fosfato de amonio 50 mM, pH 8,6. Sin
embargo, si bien este método permitiria el analisis de la hormona intacta, no seria capaz
de resolver los picos correspondientes al dimero y la subunidad B (187). Por otro lado,
las condiciones de analisis desarrolladas por los autores presentan un pH de trabajo
demasiado agresivo para la mayoria de columnas de silica, cuyo rango de pH de trabajo
suele ser de 2-8. Por estos motivos, se decidid descartar el método de RP-HPLC para
el andlisis de las variantes de rbFSH.
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Figura 21. Perfiles de RP-HPLC de rbFSH (A) y rbFSH-LD (B). La elucion se realizé con un
gradiente de ACN de 10>45%. En ambos casos, se presentan los cromatogramas obtenidos
para las variantes en estado nativo (azul) y luego de calentar la muestra a 80 °C por 1 h (rojo).
En cada caso, se detalla el tiempo de retencion (tr) de cada pico.

1.5.2. Cromatografia de exclusion molecular (SEC-HPLC)

La masa molecular de las proteinas varia ampliamente, desde un par de miles

de daltons hasta varios millones, y a veces puede representar el método mas sencillo y
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eficaz para su separacion. Ademas de la masa molecular total, las proteinas también
adoptan estructuras terciarias especificas que deben tenerse en cuenta al utilizar la
cromatografia de exclusion molecular (SEC) para disefiar metodologias de separacion
exitosas. Por ejemplo, una proteina globular compacta exhibira un tamafio molecular
aparente mucho menor que su contraparte desnaturalizada y desdoblada (179). Las
matrices de exclusién molecular consisten en particulas que contienen poros de tamano
bien definido. A medida que la fase mévil fluye sobre y a través de estas particulas,
arrastra consigo solutos que, segun el tamafo, pueden fluir hacia dentro y hacia fuera
de los poros. A diferencia de otras técnicas de HPLC, la SEC no depende de ninguna
interaccion selectiva con la fase estacionaria. Por lo tanto, si se aplica una mezcla de
proteinas o péptidos a una columna de exclusién molecular, estas moléculas se
separaran por diferencias en sus tamafos o, mas precisamente, volumenes
hidrodinamicos (definidos por sus radios de Stokes). Como no se requieren condiciones
de elucion agresivas, la SEC no compromete la estructura o actividad biolégica de las
proteinas, convirtiéndola en un método adecuado para el analisis de proteinas labiles
(188).

En primer lugar, para la optimizacion de un protocolo de SEC-HPLC para evaluar
ambas variantes de la hormona se utilizé una fase movil consistente en buffer fosfato de
sodio, pH 6, con el agregado de sulfato de sodio 50 mM y cloruro de sodio 100 mM para
limitar las interacciones electrostaticas secundarias no deseadas entre los analitos y la
fase estacionaria (189). La Figura 22 (A-B) presenta los cromatogramas
correspondientes a una muestra de rbFSH y rbFSH-LD, respectivamente. Para la rbFSH
se observé un pico con un tr de 11,56 min, que corresponderia al dimero de la hormona,
seguido de un tailing hasta los 15,80 min, que podria corresponder a las subunidades
libres. En estas condiciones, no fue posible detectar ningun pico que sugiera la
presencia de agregados de alta masa molecular (HMWA, high molecular weight
aggregates). Para la roFSH-LD, se observa un pico principal con un tr de 10,12 min,
que corresponderia al dimero de rbFSH-LD, el cual presenta un tailing donde eluiria la
subunidad B-LD libre, seguido de un pico entre los minutos 11,80-13,00, que podria
corresponder a la subunidad a. Por otro lado, también se detectd otro pico, con un tr de

aproximadamente 9,30 min, que podria corresponder a los HMWA.
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Figura 22. Perfiles de SEC-HPLC de rbFSH (A) y rbFSH-LD (B). Como fase movil se utilizd
buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 6 con el agregado de sulfato de sodio 50 mM y cloruro de
sodio 100 mM para limitar las interacciones electrostaticas secundarias no deseadas entre los
analitos y la fase estacionaria. En cada caso, se detalla el tiempo de retencién (tr) de cada pico.

Debido a que, en las condiciones ensayadas, no se logré una correcta resolucion
entre los picos del dimero y las subunidades libres, se analizé un cambio en la
formulacién de la fase movil. Como se menciond anteriormente, la SEC no depende de
interacciones entre el analito y la fase estacionaria. Sin embargo, dada la naturaleza de
la silica utilizada en la mayoria de las columnas, pueden ocurrir diferentes interacciones
no deseadas entre los analitos y la matriz, conduciendo a distorsion y ensanchamiento
de picos junto a cambios en los tiempos de retencidén (190). Estas interacciones se
encuentran dominadas por dos tipos de fuerzas quimicas: electrostaticas e hidrofobicas
(191). Si la proteina y la superficie de la fase estacionaria tienen la misma carga, puede
producirse una “exclusion idnica”. En este caso, se evita que la proteina entre en los
poros de la particula y, por lo tanto, se eluye mas rapido de lo previsto. Si la proteina y
la particula tienen cargas opuestas, la adsorcion de la proteina a la superficie de la fase
estacionaria puede ser el resultado de interacciones de intercambio iénico y da como
resultado una retencién mayor a la esperada (192). Un método habitual para reducir las
interacciones electrostaticas consiste en aumentar la concentracion de un contraién en
la fase mévil. Sin embargo, concentraciones muy altas de estos mismos iones pueden
provocar un aumento de los efectos hidrofébicos o de exclusion idnica (192). Los efectos
hidrofdbicos pueden producirse a partir de la interaccion del soluto con sitios
hidrofébicos en el material de empaque y conducir a una mayor retencién. Ademas, si
la interaccidn es pronunciada, a menudo puede conducir a problemas de recuperacion,
especialmente para especies de alta masa molecular (HMWS, high molecular weight
species) (190,191). Una estrategia que se utiliza a menudo es la adiciéon de arginina a
la fase movil para reducir las interacciones secundarias (193,194). Debido a que las
hormonas glicoproteicas son proteinas relativamente hidrofobicas, se evalué la

influencia de la arginina en la fase movil de trabajo. En la Figura 23 se presentan los
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cromatogramas obtenidos para las variantes de rbFSH sin tratamiento térmico (azul) o
previamente disociadas por accion del calor (rojo). En el caso de la rbFSH (Figura 23A),
no se logro, nuevamente, separar el dimero de las subunidades libres. No obstante, la
nueva composicion de la fase movil permitié evidenciar la presencia de un pico de
elucion (10,48 min) previo al pico principal (11,40 min), que podria corresponder a
HMWA. Al someter a tratamiento térmico la muestra, se observé una disminucion en la
intensidad del pico principal la aparicién de un pico definido a un tr de 12,24 min. La
permanencia del pico a 11,40 min sugiere que parte del dimero de rbFSH permanecié
intacto luego del tratamiento, mientras que el nuevo pico a los 12,24 min refuerza la idea
de que las subunidades libres podrian estar eluyendo a dicho tr. En el caso de la
roFSH-LD (Figura 23B), se observé un pico principal (10,00 min), que contendria al
dimero y la subunidad B-LD, un pico a los 12,17 min, que contendria la subunidad a
libre, y dos picos con baja resolucion (8,83 y 9,17 min), que podrian corresponder a los
HMWA de la roFSH-LD. Al calentar la muestra, se observé un desplazamiento del pico
principal a un tr de 10,41 min y la intensificacion del pico alrededor de los 12,0 min, lo

que sugiere la presencia de subunidades libres en dichas fracciones.
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Figura 23. Perfiles de SEC-HPLC de rbFSH (A) y rbFSH-LD (B). Como fase movil se utilizd
buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 7 con el agregado de arginina 200 mM. En ambos casos, se
presentan los cromatogramas obtenidos para las variantes en estado nativo (azul) y luego de
calentar la muestra a 80 °C por 1 h (rojo). En cada caso, se detalla el tiempo de retencion (tr) de
cada pico.

Para corroborar la identidad de cada fraccién, se colectaron los picos observados en los
cromatogramas de las muestras sin tratamiento térmico y se analizaron mediante
SDS-PAGE seguido de tincion con iones Ag* (Figura 24). Previo a la corrida
electroforética, cada una de las fracciones fue concentrada hasta un volumen de 50 pL.
En la Figura 24A se presentan las fracciones correspondientes a la SEC-HPLC de la
roFSH, donde se observa que la fraccion correspondiente al pico principal (carril 3) se
encuentra enriquecida con el dimero de la hormona, mientras que la fraccion

correspondiente al tailing (carril 4) se compone en parte de dimero y de subunidades
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libres. Por otro lado, no se logré observar una banda de proteina en el pico de 10,48 min
(carril 2), probablemente debido al limite de deteccidon de la técnica. En la Figura 24B se
analizaron las fracciones correspondientes a la SEC-HPLC de la rbFSH-LD. En este
caso, se observo la presencia de dos HMWA en la fraccidon correspondiente a los picos
de 8,83 y 9,17 min (carril 2), un contenido mayoritario de dimero junto a trazas de
subunidad B-LD y a libre en el pico principal (carril 3) y la presencia de subunidad a libre
en el pico con tr de 12,24 min (carril 5). No se observé ninguna banda proteica en la

fraccion correspondiente a los 11,00-12,00 min (carril 4).
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Figura 24. Andlisis de fracciones de SEC-HPLC mediante SDS-PAGE seguido por tincién
con iones Ag*. (A) Fracciones SEC-HPLC correspondientes a la variante rbFSH. Carril 1: rbFSH
(150 ng). Carril 2: pico 1 (10,0-10,8 min). Carril 3: pico 2 (10,8-11,8 min). Carril 4: pico 3
(11,8-13,0 min). Carril 5: marcador de masa molecular (Precision Plus Protein™ All Blue). (B)
Fracciones SEC-HPLC correspondientes a la variante roFSH-LD. Carril 1: rbFSH-LD (150 ng).
Carril 2: pico 1 (8,5-9,6 min). Carril 3: pico 2 (9,6-11,0 min). Carril 4: fracciéon comprendida entre
11,0-12,0 min. Carril 5: pico 3 (12,0-13,0 min). Carril 6: marcador de masa molecular (Precision
Plus Protein™ All Blue). En la figura se indica la posiciéon de cada una de las entidades proteicas
que constituyen las fracciones analizadas. af3: dimero de rbFSH. a libre: subunidad a libre.
libre: subunidad B libre. aB-LD: dimero de rbFSH-LD. B-LD: subunidad B-LD libre. HMWA:
agregados de alta masa molecular.

A pesar de que la nueva formulacion de fase moévil no logré separar
completamente el dimero de las variantes de rbFSH y sus subunidades libres, permitio
una mayor recuperacion de los HMWA para ambas variantes. Por este motivo, se
decidié continuar utilizando la fase movil con arginina en los futuros ensayos de

caracterizacion.
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2. Desarrollo de lineas celulares recombinantes productoras de las variantes
de rbFSH. Cultivo en alta densidad

21. Construccion de vectores de expresién para células eucariotas

Con el objetivo de obtener lineas celulares estables productoras de las variantes
de rbFSH, se construyeron vectores lentivirales de tercera generacion como
herramienta de transferencia de material genético. Para tal fin, fue necesario como
primer paso clonar las secuencias codificantes de cada una de las subunidades en los
vectores lentivirales de transferencia, para luego llevar a cabo el ensamblado de las

particulas lentivirales.

21.1. Construccion de los vectores de transferencia pLV-EF1a-rbFSHa,
pLV-EF1a-rbFSHB y pLV-EF1a-rbFSHB-LD

Se solicitaron a la empresa Gene Universal las secuencias sintéticas codificantes
para las subunidades ay B-LD de la rbFSH, optimizadas para su expresion en células
CHO-K1 y clonadas en el vector pUC57. La subunidad B-LD de la rbFSH se sintetizo
fusionada a 3 copias consecutivas de la secuencia codificante del péptido mGMOP
[3x(MGMOP)] en su extremo C. Adicionalmente, se incorporaron sitios de restriccion
para la enzima Nhel flanqueando esta region, con el objetivo de posibilitar su remocion.
Por otra parte, con el fin de facilitar la posterior purificacién de las variantes de rbFSH,
ambas subunidades fueron sintetizadas fusionadas a la secuencia codificante de un tag
de histidinas (6xHis) en el extremo C. Esta etiqueta fue flanqueada por sitios de
restriccion para la enzima BamHl|, con el propdsito de facilitar su eventual remocién. La
eleccién de los sitios de restriccion que flanquean tanto las secuencias mGMOP como
el tag de histidinas se realiz6 considerando que dichos sitios formarian parte del marco
de lectura, por lo que se priorizé la inclusion de secuencias codificantes de aminoacidos
pequeios y sin carga. En la Figura 25 se detallan en forma esquematica las

construcciones sintetizadas.
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Figura 25. Representacion esquematica de las construcciones sintetizadas. (A) Subunidad
a de la bFSH conteniendo un tag de histidinas (6xHis). (B) Subunidad 8 de la bFSH conteniendo
3 copias de la secuencia codificante del péptido mGMOP [3x(mMGMOP)] y un tag de histidinas
(6xHis). En cada caso, se detalla la posicion de los sitios de corte para las enzimas de restriccion
utilizadas con distintos fines.

Con el fin de clonar las secuencias sintetizadas en el vector de transferencia
lentiviral (pLV-EF), los vectores conteniendo roFSHa y rboFSHB-LD fueron digeridos con
las enzimas Nhel/Smal y Xbal/Smal, respectivamente. Los fragmentos de interés fueron
separados mediante corrida electroforética en gel de agarosa. En la Figura 26 se
observa la presencia de los fragmentos rboFSHa Nhel/Smal de 410 pb (carriles 1y 2) y
roFSHB-LD Xbal/Smal de 584 pb (carriles 3 y 4), los cuales fueron purificados a partir
del gel. En paralelo, se digirid el vector lentiviral de transferencia (pLV-EF) con las

enzimas Nhel/Smal y se purific6 mediante precipitacion con etanol absoluto.
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Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa 1% (P/V) para el analisis de los productos de
digestion. Carriles 1 y 2. pUC57-rbFSH-a-His digerido con Nhel/Smal. Carriles 3 y 4.
pUC57-rbF SH-B-(MGMOP)3-His digerido con Xbal/Smal. Carril 5. Marcador de peso molecular
2K plus Il (TransGen Biotech).

Se realizod la ligaciéon de los productos purificados (insertos y vector) y un control
con vector digerido sin inserto (vector religado) y se transformaron células E. coli TOP10
competentes, seleccionandose colonias al azar en medio con ampicilina. La presencia
de los vectores pLV-EF1a-rbFSH-a y pLV-EF1a-roFSH-B-LD se evalué mediante PCR
en colonia, analizandose los productos amplificados mediante electroforesis en gel de

agarosa. En la Figura 27 se puede observar que los clones de los carriles 5A y 13B,
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correspondientes a las subunidades a y B-LD, respectivamente, resultaron positivos,
exhibiendo bandas de 510 y 993 pb, respectivamente, frente al fragmento de 435 pb
correspondiente al control con pLV-EF (carriles 10A y 3B).
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa 1% (P/V) para el analisis de los productos de
PCR de colonias transformadas con las construcciones pLV-EF-rbFSH-a (A) y pLV-rbFSH-
B-LD (B). Carriles 1-8A y 5-13B: PCR en colonia de los clones evaluados. Carriles 9A y 4B:
control de vector religado. Carriles 10A y 3B: control con vector pLV-EF. Carriles 11A y 2B:
controles negativos de PCR. Carriles 12Ay 1B: marcador de peso molecular 2K plus Il (TransGen
Biotech).

Para corroborar el resultado obtenido, se realizé una minipreparacion de ADN
plasmidico a partir de los clones seleccionados y su posterior digestion con la enzima
EcoRl, evaluando la presencia del inserto mediante corrida electroforética en gel de
agarosa. En la Figura 28 se puede observar que los fragmentos liberados a partir de
ambos vectores (carriles 2 y 3) presentan un mayor tamafio en comparacién con el
fragmento liberado a partir del control correspondiente al plasmido pLV-EF digerido con

la misma enzima, lo que confirma la presencia de los fragmentos de interés.

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa 1% (P/V) para el anadlisis de la digestion de los
vectores pLV-EF con la enzima EcoRI. Carril 1: pLV-EF. Carril 2: pLV-EF-rbFSH-a. Carril 3:
pLV-rbFSH-B-LD. Carril 4: marcador de peso molecular 2K plus Il (TransGen Biotech).

Finalmente se llevo a cabo la secuenciacion de los dos vectores de transferencia
lentivirales construidos, los cuales demostraron un 100% de homologia con las
secuencias sintéticas de ambas subunidades.

Para la eliminacion de Ila secuencia [3x(MGMOP)] del vector

pLV-EF1a-rboFSH-B-LD, se realiz6 una digestién con la enzima Nhel, se purificé el
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plasmido y se realizé el religado del mismo para generar el vector pLV-EF1a-rbFSH-j3,
el que se utilizé para transformar células competentes. Se seleccionaron colonias al azar
crecidas en medio con ampicilina y se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico.
La correcta eliminaciéon de la secuencia [3x(MGMOP)] se verificé mediante digestion
enzimatica con la enzima Bglll y posterior corrida electroforética (Figura 29),
realizandose una digestion del vector pLV-EF1a-roFSH-B-LD con la misma enzima
como control. En todas las digestiones se obtuvieron 4 bandas de aproximadamente
3600, 2900, 670 y 560 pb. Adicionalmente, en la digestion de los clones (carriles 3-8) se
observé una banda de 1000 pb, mientras que en la del control (carril 2) se obtuvo una
banda de 775 pb. Esto se debe a que la secuencia [3x(mMGMOP)] (135 pb) aporta un
sitio adicional para la enzima Bglll, generando que la banda en torno a los 1000 pb se
desdoble en dos bandas de aproximadamente 775 y 390 pb (esta ultima no pudo
apreciarse en el gel). De esta manera, los 6 clones de pLV-EF1a-rboFSH-B analizados
resultaron positivos. Finalmente, la secuenciacion del ADN plasmidico de uno de los
clones obtenidos confirmé la identidad del fragmento de ADN clonado en el plasmido
pLV-EF1a-rbFSH-B.

gb 1 2 3 4 5 & T B
s -
5,000 e b et el e e
2 000
1,000 e et S B At

Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa 1% (P/V) para el analisis de la digestion del
vector pLV-rbFSH-B-His con la enzima Bglll en las colonias transformadas. Carril 1:
marcador de peso molecular 2K plus Il (TransGen Biotech). Carril 2: control de digestion del
vector pLV-rbFSH-B-LD. Carriles 3-8: minipreparaciones del vector pLV-rbFSH-B a partir de
distintas colonias.

2.1.2. Ensamblado de particulas lentivirales (PLs)

Para llevar a cabo el ensamblado de las PLs de tercera generacion, se
cotransfectaron de forma transitoria células de la linea HEK 293T/17 con cuatro
plasmidos: pRSV-REV, pMD.G, pMDL/pRRE vy los vectores de transferencia
pLV-EF1a-rbFSH-a, pLV-EF1a-rbFSH-B y pLV-EF1a-rbFSH-B-LD, segun el caso. Al
cabo de 48 h postransfeccion, los SN celulares se cosecharon y se almacenaron

a -70 °C fraccionados en diferentes tubos.
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2.2, Obtencién de lineas celulares productoras de rbFSH y rbFSH-LD

Las PLs producidas se emplearon para generar lineas celulares recombinantes
productoras de roFSH y rbFSH-LD. Para ello, se realizaron entre 3 y 4 cotransducciones
(Td1, Td2, Td3 y Td4) de la linea celular sCHO-K1, cultivada en condiciones de
adherencia, utilizando las PLs rbFSHa y las respectivas PLs rbFSHB o rbFSHB-LD. La
producciéon de las hormonas por las diferentes lineas celulares generadas fue
monitoreada mediante western blot, utilizando el mAb anti-hFSHB P3A8 (Figura 30).
Para ello, se sembraron los SN de cultivo de cada linea celular, todas cultivadas a igual

densidad.
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Figura 30. Evaluacién de la produccion de variantes de rbFSH en sobrenadantes de cultivo
de lineas celulares recombinantes mediante SDS-PAGE seguido de western blot. Los
sobrenadantes fueron tratados con SDS en condiciones no reductoras. La deteccion se realizé
empleando el mAb anti-hFSH P3A8. (A) Sobrenadantes de lineas productoras de rboFSH (sCHO
rbFSH). Carriles 1 a 3: Td1, Td2 y Td3, respectivamente. Carril 4: marcador de masa molecular
Precision Plus Protein™ (Bio-Rad). (B) Sobrenadantes de lineas productoras de rbFSH-LD
(sCHO rbFSH-LD). Carriles 1 a 4: Td1, Td2, Td3 y Td4, respectivamente. Carril 5: marcador de
masa molecular Precision Plus Protein™ (Bio-Rad).

El analisis de los SN de cultivo de las lineas celulares generadas mediante
transduccion con PLs mostré, en todos los casos, la presencia de la banda
correspondiente al dimero de rbFSH (Figura 30A) y al dimero de rbFSH-LD (Figura 30B),
junto con la presencia de la correspondiente subunidad B libre. En el caso de las lineas
productoras de rbFSH-LD, se detectd una banda con una masa superior a los 100 kDa,
correspondiente a agregados de la hormona. Asimismo, se evidencié un aumento en la
intensidad de dichas bandas al incrementar el numero de transducciones. Por este
motivo, se seleccionaron las lineas celulares sCHO rbFSH Td3 y sCHO rbFSH-LD Td4
para continuar con el trabajo. Las mismas fueron adaptadas al crecimiento en
suspension en medio libre de suero mediante un protocolo gradual desde la condicion
de adherencia (DMEM/F-12 suplementado con 5% SFB) hasta el crecimiento en

suspension en medio PM, como se describe en la seccidon 5.9 de Materiales y Métodos.
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2.3. Cultivo continuo en alta densidad

El campo biofarmacéutico ha estado dominado durante décadas por procesos
en modo fed-batch, y esta modalidad de operacién continta siendo la mas utilizada. Sin
embargo, la industria ha comenzado a adoptar progresivamente procesos continuos
basados en perfusion, debido a su potencial para la intensificacion de la produccion. En
el modo de perfusién, el medio de cultivo se renueva de manera continua, lo que permite
suministrar nutrientes frescos de forma constante y eliminar los subproductos téxicos
generados durante el crecimiento celular. Esta renovacion se logra mientras las células
permanecen retenidas dentro del biorreactor, gracias al uso de dispositivos de
separacion celular. EI modo de perfusion permite alcanzar densidades celulares
elevadas o incluso muy elevadas, manteniendo simultdneamente una alta viabilidad
celular. En comparacién con los cultivos en modo batch y fed-batch, el proceso de
perfusion ofrece una mayor productividad volumétrica diaria, un menor tiempo de
residencia del producto en el biorreactor, una mayor duracién del cultivo, células en
mejor estado fisioldgico y un control mas preciso, e incluso reversible, del microambiente
celular. El corto tiempo de residencia del producto en el biorreactor favorece la obtencion
de proteinas de mayor calidad en comparacion con el modo fed-batch, debido a la menor

exposicion a la accion enzimatica de proteasas y sialidasas (195).

Con el objetivo de obtener cantidades adecuadas de las hormonas para
comenzar con la optimizacion de los protocolos de purificacion, se cultivaron las lineas
celulares sCHO rbFSH Td3 y sCHO rbFSH-LD Td4 en biorreactores de 1 L de volumen
de trabajo operados en modo de perfusién, utilizando un filtro tipo spin como dispositivo
de retencién celular. Los parametros de cultivo fueron controlados en linea,
manteniendo una presién de oxigeno disuelto (pO2, con respecto a la saturacién con
aire) de 30%, un pH de 7,1, agitacion de 100 rpm y temperatura inicial de 37 °C. Se
tomaron muestras diarias para analizar la concentracién y viabilidad celular, la
concentracién de cada proteina, y la concentracion de glucosa y lactato en el medio.
Estos valores se utilizaron para ajustar, cuando fuera necesario, el caudal de perfusion
aplicado al biorreactor.

Ambos biorreactores, correspondientes a las lineas celulares productoras de
rbFSH y rbFSH-LD, alcanzaron una densidad celular maxima de 2,7 x 107 cél.mL"", con
viabilidades superiores al 97%. La perfusién se inicidé en el dia 3, con un caudal entre
0,25y 1 volumen de reactor por dia. Por otro lado, en el dia 6, se comenzé a descender
la temperatura del cultivo (“suave hipotermia”) con el objetivo de disminuir la tasa de
crecimiento y, de este modo, mantener la densidad celular entre 1,5y 2,0 x 107 cél.mL"™".

La concentracion de glucosa se mantuvo mayormente por encima de 9,5 mM, mientras
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que la concentracion de lactato permanecié por debajo de 20 mM en ambos
biorreactores. Como se menciondé anteriormente, es importante mantener controlados
los niveles de lactato, ya que concentraciones superiores a 40 mM pueden ejercer
efectos toxicos sobre el cultivo (196,197). La velocidad especifica de crecimiento (u) en
la fase exponencial fue de 0,02 h' en ambos casos (Figura 31). Finalmente, la
concentracion de proteina alcanzé aproximadamente 16 ug.mL' para rbFSH y
14 ug.mL" para rbFSH-LD. En total, se obtuvieron aproximadamente 18 L de cosecha
de cada hormona.
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Figura 31. Cultivo de las lineas celulares recombinantes productoras de rbFSH (paneles A
y C) y rbFSH-LD (paneles B y D). Se muestra la evolucidon de la densidad de células viables
(DCV, negro), la viabilidad (violeta), la concentracion de rbFSH o rbFSH-LD (azul claro), la
velocidad de perfusion (azul oscuro), la concentracién de glucosa (rojo) y la concentracion de
lactato (verde) en funcion del tiempo de cultivo. En cada gréfica, se indica la temperatura del
cultivo de forma numérica y con un gradiente de colores. Las flechas simbolizan la remocion de
células.
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3. Desarrollo de un proceso de purificacion de las variantes de rbFSH.

Caracterizacion de las moléculas purificadas

3.1. Desarrollo de una metodologia de purificaciéon de las variantes de rbFSH

a partir de sobrenadante de cultivo

El establecimiento de un protocolo adecuado para la purificacion de un analito
implica obtenerlo con un elevado grado de pureza, utilizando un nimero reducido de
etapas para minimizar la pérdida de material. Los diversos pasos del protocolo de
purificacién permiten separar las entidades proteicas y no proteicas de la mezcla vy,
finalmente, aislar la proteina de interés del resto de las proteinas, preservando al mismo
tiempo su actividad biolégica e integridad quimica (198-203). Los pasos de separacion
pueden aprovechar las diferencias en las propiedades quimicas, estructurales y
funcionales entre la proteina objetivo y otras proteinas en la mezcla cruda. Estas
propiedades incluyen tamafio, forma, carga, punto isoeléctrico, distribucién de carga,
hidrofobicidad, solubilidad, afinidad de union de ligandos, unién de metales y
modificaciones postraduccionales. Al explotar estas variaciones en las propiedades
fisicas y quimicas de las proteinas, se pueden disefiar diferentes pasos de
fraccionamiento o cromatograficos diferentes para el desarrollo de un esquema de
purificacién viable (198-203).

Un proceso tipico de purificacion de rhFSH consiste en 5 etapas cromatograficas,
que incluye algunos de los siguientes modos cromatograficos: cromatografia de
inmunoafinidad (AC, affinity chromatography), cromatografia de intercambio aniénico
y/o cationico (IEX, lon exchange chromatography), cromatografia de exclusién
molecular (SEC) y/o cromatografia en fase reversa (RP) (204,205). La cromatografia de
afinidad es uno de los métodos preferidos para capturar proteinas a partir de SN de
cultivos celulares, ya que utiliza un ligando altamente selectivo para unirse a una
proteina de interés. Un ejemplo clasico es el Fc de los mAbs, que pueden capturarse
facilmente mediante cromatografia de afinidad a proteina A. Sin embargo, muchas
proteinas carecen de un ligando especifico disponible, por lo que requieren la
incorporacién de etiquetas para facilitar su aislamiento. Una de las mas utilizadas es la
etiqueta de polihistidinas, que se ha convertido en una herramienta clave en
investigacion y desarrollo biofarmacéutico. Esta etiqueta se incorpora durante el disefio
de la proteina proteina recombinante, permitiendo su captura a partir de la cosecha del
cultivo celular mediante cromatografia de afinidad a iones metalicos inmovilizados
(IMAC) (206). La cromatografia IMAC ha demostrado ser una técnica altamente eficiente
en el proceso de purificacion de proteinas, permitiendo obtener elevados niveles de

pureza en un solo paso de purificacién, con una alta recuperacion del producto deseado.
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El método se basa en la interaccion entre iones metalicos de transicion (Co?*, Ni?*, Cu?*,
Zn?*) inmovilizados en una matriz y cadenas laterales de aminoacidos especificos. El
aminoacido que muestra la mayor interaccion con las matrices de iones metalicos
inmovilizados es la histidina, ya que el anillo de imidazol aporta grupos donantes de
electrones que forman facilmente enlaces de coordinacion con el metal de transicion.
Los péptidos que contienen secuencias consecutivas de histidina son retenidos
eficientemente en las matrices IMAC y, luego de un lavado para remover material unido
de forma inespecifica, pueden ser eluidos facilmente ajustando el pH o agregando
imidazol al buffer de elucion (207,208).

En el presente trabajo se explotaron las ventajas que presenta la cromatografia
IMAC para desarrollar un proceso de purificacion de las variantes de rbFSH, consistente
en un unico paso cromatografico basado en el uso de unaresina IMAC acoplada a niquel

(Ni?*) como ion metalico inmovilizado e imidazol como agente de elucion.

3.1.1. Optimizaciéon de una cromatografia IMAC para la purificacion de la variante
rbFSH

Para la optimizacién de las condiciones cromatograficas de la purificacion de la
variante rbFSH, se utilizé6 una columna empaquetada con una resina IMAC Sepharose
6 FF (Cytiva) de 3,6 mL de volumen de columna (VC) previamente activada con Ni?* y
equilibrada con buffer PNI-20 (20 mM de imidazol). Se sembré una fracciéon de la
cosecha del biorreactor de la linea celular, previamente acondicionada bajo las mismas
condiciones del buffer PNI-20. Finalizada la etapa de siembra, se realizé un lavado de
8 VC con el mismo buffer, con el objetivo de remover los posibles restos de siembra y
componentes no retenidos por la matriz cromatografica. Posteriormente, para
determinar la concentracion 6ptima de imidazol para las etapas subsiguientes del
proceso, se realizd en primera instancia una elucion en gradiente de imidazol desde
20 mM a 500 mM. En la Figura 32 se presenta el cromatograma obtenido, donde puede
observarse un primer pico en las fracciones de elucion A4-A10 (correspondiente a una
concentracién de imidazol de ~ 75 mM), seguido de un segundo pico en las fracciones
B12-B2 (correspondiente a una concentracién de imidazol de ~ 200 mM), el cual se
encuentra parcialmente enmascarado debido al aumento de absorbancia de la linea de
base (debido a que el imidazol utilizado contiene elementos traza con la capacidad de
absorber a A=280 nm), en concordancia con el aumento de la concentracién de imidazol

en el buffer de elucion.
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Figura 32. Purificaciéon de rbFSH mediante cromatografia IMAC con elucion por gradiente
de imidazol. En el cromatograma se representan las sefiales de absorbancia a A= 280 nm (azul),
conductividad ( ) ¥ concentracion de imidazol (rojo), en funcién del volumen de elucién.

Se indican las etapas de equilibrado, siembra, lavado, elucion, y las fracciones colectadas
durante las mismas.

Las fracciones de elucion fueron analizadas mediante SDS-PAGE (Figura 33),
donde puede observarse que, en el primer pico detectado, parte de la hormona eluyé
en forma de dimero (~ 37 kDa) y subunidades a y B libres (ambas ~ 15-25 kDa), junto
con la totalidad de las impurezas retenidas por la matriz cromatografica. Por otro lado,
en el segundo pico de elucién, se detectaron mayoritariamente dimero y subunidades
libres con una pureza >99%. A partir de estos resultados, se incorpor6 al procedimiento
cromatografico un lavado adicional con 75 mM de imidazol (buffer PNI-75) y una etapa
de elucioén por salto con 200 mM de imidazol (buffer PNI-200).
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Figura 33. Evaluacion de la purificacion de rbFSH mediante cromatografia IMAC con
elucion por gradiente de imidazol. Las fracciones correspondientes a cada etapa de
purificacion fueron analizadas mediante SDS-PAGE seguido por tincion con CBB. Carril 1A:
siembra (S). Carril 2A: flow-through (FT). Carril 3A: lavado (L1). Carriles 4A-14A: fracciones de
elucion A1-B12. Carril 15A: marcador de masa molecular Precision Plus Protein™ (Bio-Rad).

Carriles 1B-13B: fracciones de elucion B11-C12. Carril 14B: stripping. Carril 15B: marcador de
masa molecular Precision Plus Protein™ (Bio-Rad).

Una vez establecida la concentracion de imidazol en las etapas de lavado y
elucion, se empaquet6é una columna con un VC de 12 mL de resina y se procedio a

purificar el volumen remanente de cosechas del biorreactor. Para ello, se utilizé un flujo
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de trabajo correspondiente a un tiempo de retencion (tr) de 5 min durante todo el
proceso. Luego de la activacién de la columna con Ni?* y equilibrado con buffer PNI-20,
se sembraron entre 2 y 3 L de cosecha acondicionada por cada proceso cromatografico
y se lavo la columna con buffer PNI-20 para remover el material no retenido.
Posteriormente, se lavé la columna con buffer PNI-75 con el objetivo de eliminar las
impurezas retenidas y, a continuacién, se realizé la elucion de la proteina utilizando
buffer PNI-200. En la Figura 34 se presenta un cromatograma representativo de una de
las purificaciones realizadas, mientras que en la Figura 35 se muestra el analisis
mediante SDS-PAGE de cada una de las fracciones obtenidas. Como puede
observarse, en el lavado 2 se perdié masa de dimero (carril 5, Figura 35); sin embargo,
este paso permitid eliminar la totalidad de las impurezas, al tiempo que contribuyé a
remover una proporcién considerable de las subunidades ay 8 libres. En el carril 14 se
observa el pico completo de elucién, mientras que en los carriles 6-12 se presentan las
fracciones que lo componen, todas ellas con una elevada pureza. Los principales
componentes de estas fracciones corresponden al dimero de la hormona y subunidades

libres, junto a una pequena fraccion de la hormona en forma de agregado (~75 kDa).
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Figura 34. Purificacion de rbFSH mediante cromatografia IMAC utilizando el protocolo
optimizado. En el cromatograma se representan las sefiales de absorbancia a A= 280 nm (azul),
conductividad ( ) y pH (rojo), en funcién del volumen de elucién. Se indican las etapas de
equilibrado, siembra, lavados, elucién, y las fracciones colectadas durante las mismas.
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Figura 35. Evaluacién de la purificacién de rbFSH mediante cromatografia IMAC, utilizando
el protocolo optimizado. Las fracciones correspondientes a cada etapa de purificacién se
analizaron mediante SDS-PAGE seguido por tincion con CBB. Carril 1: marcador de masa
molecular Precision Plus Protein™ (Bio-Rad). Carril 2: siembra (S). Carril 3: flow-through (FT).
Carril 4: lavado 1 (L1). Carril 5: lavado 2 (L2). Carril 6: elucion A1. Carril 7: elucion A2. Carril 8:
elucion A3. Carril 9: elucion A4. Carril 10: elucion A5. Carril 11: elucion A6. Carril 12: elucion A7.
Carril 13: -. Carril 14: pool de elucién A1-7. Carril 15: -.

Para cada uno de los procesos cromatograficos, las fracciones de elucién fueron
agrupadas en un unico pool de elucién, los cuales fueron analizados mediante
SDS-PAGE (Figura 36). En todos los casos, se obtuvo un porcentaje de dimero entre
62-75% y de subunidades libres entre 25-38%, con una pureza >99% y un rendimiento
global del 67%. Estos valores resultaron elevados, teniendo en cuenta de que se tratd
de un unico paso de purificacién y, por lo tanto, fueron considerados apropiados para
continuar con el trabajo. De este modo, todas las fracciones de elucion fueron
concentradas y diafiltradas contra buffer fosfato de sodio 50 mM pH 7,4 y conservadas

a -20 °C o -70 °C hasta su utilizacion.
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Figura 36. Evaluacidon de los pooles de elucion de todas las purificaciones de rbFSH
mediante cromatografia IMAC. En cada una de las purificaciones, las fracciones de elucion
fueron agrupadas en un unico pool, los cuales fueron analizados mediante SDS-PAGE seguido
por tincién con CBB. Carriles 1-8: pooles de elucion de las purificaciones de rbFSH. Carril 9:
marcador de masa molecular Precision Plus Protein™ (Bio-Rad).
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3.1.2. Optimizaciéon de una cromatografia IMAC para la purificacion de la variante
rbFSH-LD

De forma similar a lo realizado con la variante rbFSH, el primer paso en la
optimizaciéon del proceso de purificacion de rbFSH-LD consistié en determinar las
concentraciones éptimas de imidazol para las etapas de lavado 2 y elucién. Para ello,
se utilizdé una columna de 5,6 mL empaquetada con resina IMAC. Luego de la activacion
de la resina con Ni?* y el equilibrado con buffer PNI-20, se sembré una fraccién de la
cosecha del biorreactor de la linea celular, previamente acondicionada con las mismas
condiciones del buffer PNI-20. A continuacion, se realizé un lavado de la columna con
8 VC del mismo buffer para remover el material no retenido, seguido de una elucién en
gradiente de imidazol desde 20 mM a 500 mM. En la Figura 37 se presenta el
cromatograma obtenido, donde puede observarse un primer pico en las fracciones
A5-A10 (correspondiente a una concentracion de imidazol de ~ 50 mM), seguido de un
segundo pico en las fracciones A12-B9 (correspondiente a una concentracién de
imidazol de ~ 200 mM). El andlisis por SDS-PAGE de las fracciones de la purificacion
(Figura 38) demostrd que en el primer pico eluyeron las impurezas retenidas junto con
parte del dimero (~ 66 kDa), las subunidades B-LD (~40 kDa) y a (~20-25 kDa) libres y
una fraccién agregada de la hormona (~75-100 kDa). A partir de estos resultados, se
incorpord al procedimiento cromatografico un lavado adicional con 50 mM de imidazol
(buffer PNI-50), seguido de una elucion por salto con 200 mM imidazol (buffer PNI-200).
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Figura 37. Purificacion de rbFSH-LD mediante cromatografia IMAC con elucion por
gradiente de imidazol. En el cromatograma se representan las sefiales de absorbancia a A=
280 nm (azul), conductividad ( ) y concentracion de imidazol (rojo), en funcién del volumen
de elucion. Se indican las etapas de equilibrado, siembra, lavado, elucion, y las fracciones
colectadas durante las mismas.
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Figura 38. Evaluacion de la purificacion de rboFSH-LD mediante cromatografia IMAC con
eluciéon por gradiente de imidazol. Las fracciones correspondientes a cada etapa de
purificacion se analizaron mediante SDS-PAGE seguido por tincién con CBB. Carril 1: marcador
de masa molecular Precision Plus Protein™ (Bio-Rad). Carril 2: siembra (S). Carril 3: flow-through
(FT). Carril 4: lavado (L1). Carriles 5-15: fracciones de eluciéon A1-C2.

Una vez establecida la concentracion de imidazol en las etapas de lavado y
elucién, se procedié a purificar el volumen remanente de cosechas del biorreactor,
utilizando un flujo de trabajo correspondiente a un tiempo de retencion (tr) de 5 min
durante todo el proceso. En cada proceso cromatografico se sembraron entre 2y 3 L de
cosecha acondicionada, en una columna de 12 mL de VC previamente activada con Ni?*
y equilibrada con buffer PNI-20. Finalizada la etapa de siembra, se lavo la columna con
buffer PNI-20 para remover el material no retenido y, a continuacion, con buffer PNI-50,
con el objetivo de eliminar las impurezas retenidas. Posteriormente, se realizo la elucion
de la proteina utilizando buffer PNI-200. En la Figura 39 se muestra un cromatograma
tipico de una de las purificaciones realizadas, donde se observan dos picos: uno durante
el segundo lavado y otro en la etapa de elucién. El andlisis mediante SDS-PAGE de las
fracciones obtenidas se presenta en la Figura 40. Como puede observarse, el lavado 2
(carril 5) permitié eliminar la mayoria de las impurezas, junto con parte de las
subunidades libres y agregados de la hormona; sin embargo, en este paso también
eluyé una fraccién del dimero. Aun asi, su inclusién en el protocolo fue clave para
garantizar la pureza final del producto. Por otro lado, en los carriles 6 a 10 se presentan
las diferentes fracciones del pico de elucién, las cuales demostraron elevada pureza.
Los principales componentes detectados incluyeron el dimero de la hormona, las

subunidades a y B-LD y agregados de rbFSH-LD.
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Figura 39. Purificacion de rbFSH-LD mediante cromatografia IMAC utilizando el protocolo
optimizado. En el cromatograma se representan las sefales de absorbancia a A= 280 nm (azul),
conductividad ( )y pH (rojo), en funcién del volumen de elucién. Se indican las etapas de
equilibrado, siembra, lavados, elucion, y las fracciones colectadas durante las mismas.
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Figura 40. Evaluacion de la purificacion de rbFSH-LD mediante cromatografia IMAC
utilizando el protocolo optimizado. Las fracciones correspondientes a cada etapa de
purificacion se analizaron mediante SDS-PAGE seguido por tincién con CBB. Carril 1: marcador
de masa molecular Precision Plus Protein™ (Bio-Rad). Carril 2: siembra (S). Carril 3: flow-through
(FT). Carril 4: lavado 1 (L1). Carril 5: lavado 2 (L2). Carril 6: elucién A1-2. Carril 7: elucion A3.
Carril 8: elucion A4. Carril 9: elucion A5. Carril 10: elucién A6-7.

Nuevamente, para cada uno de los procesos cromatograficos, las fracciones de
eluciéon fueron agrupadas en un unico pool, los cuales fueron analizados mediante
SDS-PAGE (Figura 41). En todos los procesos, se obtuvo un porcentaje de dimero entre
54-73%, de subunidad a libre entre 17-35%, de subunidad B-LD libre entre 9-22% y de
agregados de la hormona entre 3-9%, con una pureza >99% y un rendimiento global del
74%. Estos valores resultaron elevados por tratarse de un unico paso de purificacién vy,
por lo tanto, fueron considerados apropiados para continuar con el trabajo. De este
modo, todas las fracciones de elucion fueron concentradas y diafiltradas contra buffer

fosfato de sodio 50 mM pH 7,4 y conservadas a -20 °C o -70 °C hasta su utilizacién.
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Figura 41. Evaluacion de los pooles de elucion de todas las purificaciones de rboFSH-LD
mediante cromatografia IMAC. En cada una de las purificaciones, las fracciones de elucion
fueron agrupadas en un Unico pool, los cuales fueron analizados mediante SDS-PAGE seguido
por tinciéon con CBB. Carriles 1-8: pooles de elucion de las purificaciones de rboFSH-LD. Carril 9:
marcador de masa molecular Precision Plus Protein™ (Bio-Rad).

3.2, Caracterizacion fisicoquimica de las variantes de rbFSH purificadas

Uno de los primeros pasos en la caracterizacion fisicoquimica de un biofarmaco
incluye la determinacién de su masa molecular y pureza. Dentro de la gran variedad de
técnicas analiticas disponibles, una de las mas utilizadas debido a su simplicidad y bajo
costo es la electroforesis en geles de poliacrilamida. Esta metodologia es adecuada
para obtener informacion sobre la masa molecular de los compuestos, permitiendo
evaluar la homogeneidad de los biofarmacos y detectar la presencia de dimeros, asi
como variantes de menor tamafio. Por otro lado, el isoelectroenfoque (IEF) en geles de
poliacrilamida es una técnica electroforética que permite separar moléculas anféteras,
como las proteinas, segun su punto isoeléctrico, o que posibilita analizar modificaciones
postraduccionales que alteran la carga de las proteinas (como, por ejemplo, la
glicosilacion), con un alto poder resolutivo (209).

Los lotes de las variantes de rbFSH purificadas fueron caracterizados mediante

metodologias electroforéticas.

3.2.1. Caracterizacion mediante SDS-PAGE

La masa molecular y el perfil electroforético de las hormonas recombinantes
fueron comparados con los de una pFSH comercial mediante SDS-PAGE en
condiciones no reductoras. Cada hormona fue analizada sin tratamiento (-) y luego de
una incubacion a 100 °C durante 5 min (+). Posteriormente, las proteinas se sometieron
a tincion con CBB (A) o western blot, utilizando un pAb anti-rbFSH (B) o un mAb
anti-rhFSHp (C) como anticuerpos de deteccion. La pFSH exhibié un patron complejo

de bandas con una amplia variedad de masas moleculares (Figura 42A, carril 1), que
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permanecieron intactas luego del tratamiento térmico (Figura 42A, carril 2). Ademas,
ambos anticuerpos reconocieron de forma especifica varias de estas bandas (Figura
42B-C, carriles 1y 2), confirmando la identidad de la molécula. Segun Kato y col. (141),
las subunidades ay B de la pFSH pituitaria presentan una masa molecular aparente de
alrededor de 20 kDa y 25 kDa, respectivamente (analizado mediante SDS-PAGE en
condiciones reductoras). Esto podria indicar que muchas de las bandas presentes en la
pFSH corresponden a diferentes estados de agregacion de la hormona. Por otro lado,
ambas bFSH recombinantes presentaron una pureza elevada (>99%). En el caso de la
rbFSH, el dimero exhibié una masa molecular aparente promedio de ~40 kDa. Se
detectaron trazas de subunidades a y B libres como unicos contaminantes, con masas
moleculares que oscilaron entre 15 y 27 kDa (Figura 42A-C, carril 3). Luego del
tratamiento térmico, el dimero de rbFSH se disocié en cada una de sus subunidades
(Figura 42A-C, carril 4). Finalmente, el heterodimero rbFSH-LD exhibié una masa
molecular aparente mayor a la de la rbFSH, con un valor promedio de ~60 kDa (Figura
42A, carril 5). También se detectaron trazas de subunidades libres, junto con una banda
de ~100 kDa. Dicha banda podria corresponder a un agregado de la hormona, ya que
permanecio intacta después del calentamiento y fue reconocida por ambos anticuerpos
(Figura 42A-C, carril 6). Adicionalmente, el pAb detectd dos bandas adicionales con una
masa molecular aparente mayor a 150 kDa que también persistieron tras la incubacién
a 100 °C (Figura 42B, carril 5-6), lo que sugiere, nuevamente, la presencia de
agregados. La subunidad B-LD fue detectada por el mAb como una banda de ~44 kDa
(Figura 42C, carril 6), mientras que la subunidad a mostré una masa molecular de
alrededor de 15 a 22 kDa (Figura 42B, carriles 5 y 6).
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Figura 42. Analisis de la masa molecular y perfil electroforético de las variantes de rbFSH
mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras. Carriles 1-2: pFSH. Carriles 3-4: rbFSH.
Carriles 5-6: rbFHS-LD. El carril 7 corresponde al marcador de masa molecular Precision Plus
Protein™ (Bio-Rad). Las muestras se analizaron sin tratamiento (-) o tras calentamiento a 100 °C
durante 5 min (+). Luego de la electroforesis, los geles se tifieron con CBB (A) o se transfirieron
a una membrana de PVDF y fueron detectadas con un pAb anti-rbFSH (B) o un mAb anti-hFSHf
(C).

143



3.2.2. Caracterizacion del perfil de glicosilacion

La caracterizacion de las glicoproteinas de uso terapéutico incluye el analisis de
sus glicanos, con el fin de monitorear variaciones en la glicosilacion que puedan afectar
la eficacia terapéutica. Este analisis se encuentra entre las tareas analiticas mas
complejas debido a la diversidad estructural y heterogeneidad de los glicanos. En
comparacion con otros tipos de biomoléculas, como proteinas y péptidos, los
oligosacaridos poseen numerosas caracteristicas estructurales adicionales, incluyendo
secuencias variables, diferentes tipos de enlace y ramificaciones entre sus
monosacaridos constituyentes. Estos atributos complican aun mas su elucidacion
estructural (210). El analisis de los N- y O-glicanos unidos a proteinas terapéuticas
proporciona informacion crucial sobre los tipos de estructuras glicosidicas presentes,
contribuye a definir la heterogeneidad de la muestra y permite establecer métodos para
monitorear la variabilidad de estructuras entre diferentes sistemas de produccién. La
informacién adquirida a partir del analisis de la glicosilacion de proteinas también resulta
util para establecer relaciones estructura-funcion (210). Debido a la complejidad y
heterogeneidad de los glicanos, la similitud quimica entre sus subunidades de
monosacaridos y la existencia de multiples tipos de enlace entre ellos, un unico método
analitico rara vez proporciona un analisis completo de su estructura y composicién. Por
este motivo, habitualmente es necesario combinar distintas metodologias (211). Entre
los métodos mas utilizados para el analisis de glicanos se pueden mencionar el analisis
de glicoformas mediante SDS-PAGE, |IEF o electroforesis capilar; el tratamiento
enzimatico con endo- o exoglicosidasas; y el analisis de glicanos nativos o de
monosacaridos individuales mediante diversas técnicas cromatograficas de alta
resolucion como la cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC, hydrophilic interaction
liquid chromatography), de intercambio anidnico con deteccion amperométrica (HPAEC-
PAD), de intercambio aniénico débil (WAX, weak anion exchange) o fase reversa, entre
muchas otras (35,211,212).

Para caracterizar el perfil y la composicion de glicanos en las variantes
purificadas de rbFSH, se aplicaron diversas técnicas analiticas que se encontraban

disponibles durante el desarrollo de este trabajo de tesis.
3.2.2.1. Deglicosilaciéon enzimatica

La deglicosilacion enzimatica de las hormonas recombinantes purificadas se
llevé a cabo en condiciones desnaturalizantes y se analizé mediante SDS-PAGE en
condiciones reductoras. El tratamiento con PNGasa F produjo un cambio en la movilidad
electroforética de ambas subunidades de rbFSH, desde 17-25 kDa a 11-12 kDa (Figura
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43, carriles 1-2). Estas bandas corresponden a las subunidades completamente
deglicosiladas (a: 11,6 kDa, B: 13,5 kDa), confirmando la presencia de N-glicanos unidos
a ambas. La N-deglicosilacion de la rbFSH-LD demostro resultados similares en cuanto
a la subunidad a, la cual no presenta modificaciones con respecto a la hormona natural.
Por otra parte, la subunidad B-LD migr6 como una banda de aproximadamente
33-40 kDa (Figura 43, carril 7), observandose una disminucion de su masa molecular
aparente a ~30,2 kDa tras la eliminacién de los N-glicanos (Figura 43, carril 8). Dado
que la masa teorica del polipéptido es 18 kDa, este resultado sugiere la presencia de
una modificacion postraduccional diferente a la N-glicosilacion.

El tratamiento con neuraminidasa o con neuraminidasa mas O-glicosidasa no
produjo cambios en el patron de bandas de la rbFSH N-deglicosilada (Figura 43, carriles
3y 4), en concordancia con el hecho de que esta variante no presenta sitios potenciales
para la union de estructuras O-glicosidicas. Por el contrario, el tratamiento de la
roFSH-LD (previamente N-deglicosilada) con O-glicosidasa y neuraminidasa provoco
una reduccion de la masa molecular aparente de la subunidad B-LD desde 30,2 kDa a
~20 kDa (valor cercano a su masa teérica), lo que indica la presencia de O-glicosilacion
proporcionada por los péptidos mMGMOP fusionados a dicha subunidad (Figura 43, carril
10). Ademas, se observo una reduccion en la masa molecular de la subunidad B-LD
N-deglicosilada tras el tratamiento Unicamente con neuraminidasa (Figura 43, carril 9),

lo que confirma la presencia de residuos terminales de acido sidlico unidos a los

O-glicanos.
O-glicosidasa - - . + - - _ +
Neuraminidasa - + + p & + +
PNGasa -+ + + g + o+ +
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Figura 43. Deglicosilacion enzimatica de las variantes de rbFSH purificadas. Analisis de
rbFSH (carriles 1-4) y rbFSH-LD (carriles 7-10) mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras,
seguido por tincién con iones Ag*. Todas las muestras fueron desnaturalizadas antes de los
respectivos tratamientos. Carriles 1 y 7: proteinas desnaturalizadas sin tratamiento enzimatico.
Carriles 2 y 8: proteinas tratadas con PNGasa F (N-deglicosiladas). Carriles 3 y 9: proteinas
tratadas con PNGasa F seguida de neuraminidasa (desialiladas y N-deglicosiladas). Carriles 4 y
10: proteinas tratadas con PNGasa F seguida de neuraminidasa y O-glicosidasa (desialiladas y
N- y O-deglicosiladas). Carril 5: marcador de masa molecular ECL Low-Range Rainbow™
(Amersham). Carril 6: marcador de masa molecular Precision Plus Protein™ (Bio-Rad).
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3.2.2.2. Isoelectroenfoque

El perfil de glicoformas de las variantes purificadas fue analizado mediante IEF.
La rbFSH-LD presenté un mayor nimero de isoformas que la rbFSH, distribuidas en un
rango de pH mas acido (Figura 44), que podria correlacionarse con un mayor contenido
de 4cido sidlico en la variante rbFSH-LD debido a los nuevos sitios potenciales de

O-glicosilacién introducidos.
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Figura 44. Analisis del perfil de isoformas de las variantes de roFSH mediante IEF. Las
variantes de rbFSH fueron analizadas en un gel con un gradiente de pH de 3,5-5,5 y una
concentracion de anfolitos de 2% (P/V). Carril 1: rbFSH. Carril 2: rbFSH-LD. A la izquierda de la
figura se indica el rango de pH.

En conjunto, el ensayo de deglicosilacion enzimatica y el IEF permitieron concluir
que el incremento en el numero de sitios potenciales para O-glicosilacién resulté no solo
en un incremento de la masa molecular aparente de la proteina, sino también de su
carga negativa neta. Estos resultados concuerdan con reportes previos en los que el
IFN-a2b fue fusionado ya sea con el péptido mGMOP utilizado en este trabajo (97) o
con el péptido CTP de la hCG (86).

3.3. Caracterizacion biolégica de las variantes de rbFSH purificadas

3.3.1. Evaluacion de las propiedades farmacocinéticas en animales de

experimentacion

Las propiedades farmacocinéticas de las glicoproteinas son altamente
influenciadas por los oligosacaridos que las conforman y resultan criticas para la
determinacion de su eficacia terapéutica. Se ha demostrado que la adicion de nuevas
cadenas de oligosacaridos a una proteina aumenta su peso molecular y su carga
negativa, contribuyendo asi a reducir su tasa de filtracion glomerular. Esta mejora en las

propiedades farmacocinéticas contribuye a aumentar la bioactividad de las
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glicoproteinas, permitiendo reducir su dosis y frecuencia de administracién y, por lo
tanto, el costo asociado al tratamiento (39,86,89). Como se discutié anteriormente, el
acido sialico puede prolongar la vida media de las glicoproteinas al restringir su unién a
los receptores hepaticos. De hecho, se ha demostrado que las isoformas de FSH con
mayor contenido de acido sialico tienen mayor bioactividad, probablemente debido a su
menor depuracion plasmatica por el higado y los rifiones (83,112,213-215).

Con el propdsito de evaluar la influencia del perfil glicosidico sobre los
parametros farmacocinéticos de las variantes de rbFSH, se realizaron experimentos in
vivo utilizando animales de experimentacion.

Al aplicar un modelo de absorcién de primer orden para ambas moléculas, la
concentracion maxima (Cmsx) y los primeros puntos de la farmacocinética de la
roFSH-LD no se ajustaron adecuadamente (Figura 45B y Figura 46C-D). Para
solucionar este problema, el modelo utilizado para la rbFSH-LD fue modificado,
agregandose compartimentos de transito previos al compartimento central de absorcion.
Con esta modificacion, la prediccion de la concentracion plasmatica de la hormona en
las primeras horas y, particularmente, de la Cmsx, mejord notablemente (Figura 45B y
Figura 46C-D). Este nuevo modelo estimé un tiempo medio de transito (Mtt) de
aproximadamente 24 h, lo que explica el retraso observado en la absorcién de esta
variante. Al aplicar el mismo modelo a la rbFSH, no se obtuvo una mejora en el ajuste
(Figura 45A y Figura 46A-B), por lo que se optd por conservar el modelo simplificado,

es decir, sin compartimentos de transito.
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Figura 45. Comparacion de modelos farmacocinéticos para rbFSH (A) y roFSH-LD (B). Los
datos se ajustaron aplicando modelos de absorcion de primer orden con compartimentos de
transito (rojo) y sin compartimentos de transito (azul). Las lineas discontinuas representan las
concentraciones predichas por los modelos, mientras que los circulos representan la media +
SEM (n = 4).
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Figura 46. Graficos de dispersion de concentraciones observadas versus predichas
(ng.mL™). (A) y (C): modelo de absorcién de primer orden sin compartimentos de transito para
rboFSH y rbFSH-LD, respectivamente. (B) y (D): modelo de absorcién de primer orden con
compartimentos de transito para roFSH y rbFSH-LD, respectivamente. La linea negra indica una
correspondencia perfecta entre los valores observados y predichos.

En la Figura 47 se presenta la evolucion temporal de la concentracion plasmatica
de ambas hormonas, y en la Tabla 17 se resumen los parametros farmacocinéticos
roFSH-LD alcanzé

aproximadamente a las 25 h (tmax) mientras que la rbFSH lo hizo notablemente antes,

estimados por los modelos seleccionados. La la Cmax
alrededor de las 9 h. Ademas, la Cnax de la rbFSH-LD fue aproximadamente 3,4 veces
mayor que la de la rbFSH. Si bien no se encontraron diferencias significativas en la
constante de absorcion al compartimento central (ka), la constante de eliminacion (k) y
la vida media de eliminacién (t12 «im), S€ observé una reduccion significativa de 7 veces

en el clearance (Cl) de la rbFSH-LD.
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Figura 47. Estudio farmacocinético de roFSH y rbFSH-LD en ratas Wistar hembra. Evolucién

de la concentracion plasmatica de las hormonas en funcién del tiempo tras una Unica inyeccion

subcutanea de 50 ug de proteina. Los puntos representan la media £+ SEM (n = 4). Las lineas
discontinuas representan las concentraciones predichas por el modelo.

Tabla 17. Parametros farmacocinéticos de las variantes de rbFSH

Parametro rbFSH rbFSH-LD p-valor
Kt (h) - 0,03 + 0,01 -
Mtt (h) - 24+7 -
ka (h") 0,19+ 0,02 0,18 + 0,06 ns
Vb (mL) 300 £ 21 45+ 5 < 0,001
k (h) 0,054 + 0,002 0,050 + 0,008 ns
Cmax (ng.mL"") 102+ 3 350 + 50 < 0,001
tmax (h) 9,28 £ 0,02 25+ 2 < 0,001

t112, etim (D) 12,80 + 0,03 14+ 2 ns
AUC (h.ng.mL"") 3080 + 90 22000 + 4000 < 0,001
Cl (mL.h") 16,2 £ 0,5 23+0,4 < 0,001

Estos resultados demuestran que la adicion de nuevos sitios de O-glicosilacion
junto con el incremento concomitante del contenido de isoformas mas 4&cidas
(posiblemente debido a un mayor contenido de acido sialico) de la rbFSH-LD modificé
su perfil de absorcion y redujo sustancialmente su clearance con respecto a rbFSH.
Estos resultados concuerdan con los reportados para hIFN-a2b por Sales y col. (97),
quienes emplearon una unica copia del péptido mGMOP, y con los de lturraspe y col.
(98), que incorporaron entre 1y 4 copias del mismo péptido a dicha molécula. Asimismo,
coinciden con estudios en los que se fusionaron otros péptidos O-glicosilados, por
ejemplo CTP, a eritropoyetina (95,96), subunidad a de la hCG (59), hTSH (93), hormona
de crecimiento humana (hGH) (94) y hFSH (89), logrando incrementos en la vida media

en circulacién y en la potencia in vivo de estas hormonas. Notablemente, la Crax de la
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roFSH-LD fue significativamente mayor y el Vp fue considerablemente menor que los
correspondientes a la rbFSH. Estos dos hechos sugieren que la roFSH presenta una

residencia plasmatica menor a la de la rbFSH-LD (216).
3.3.2. Determinacion de la potencia biolégica in vivo

En hembras adultas, la FSH promueve el desarrollo de foliculos preantrales
inmaduros a foliculos preovulatorios y la produccion de estrégeno por las células de la
granulosa (GC) (217). El estrégeno resulta esencial para la formacion de caracteres
sexuales secundarios, la seleccién de foliculos dominantes, la induccion de la LH para
la ovulacion y la preparacion del utero para la implantacion del embrién (218). En el
mercado de gonadotrofinas humanas existen diversas preparaciones de hFSH, ya sea
derivadas de orina humana purificada (por ejemplo, gonadotropina menopausica
humana altamente purificada (hMG-HP) o FSH urinaria altamente purificada (u-hFSH-
HP) o producidas mediante tecnologia de ADN recombinante (rhFSH) (219,220). Estos
productos se distinguen por su perfil de glicoformas y grado de pureza, lo cual impacta
sobre su farmacocinética, farmacodinamia y respuesta clinica (220). Ademas, las
modificaciones postraduccionales o variaciones en el proceso de fabricacion (oxidacion,
cambios en el pH) pueden alterar sus caracteristicas fisicoquimicas y, en consecuencia,
su biopotencia (111,221,222). Por este motivo, la Farmacopea Europea exige la
determinacion rutinaria de la potencia bioldgica de las preparaciones de hFSH mediante
el bioensayo in vivo originalmente descripto por Steelman y Pohley (169), el cual
correlaciona la dosis de FSH (Ul) administrada con el aumento del peso ovarico de ratas
inmaduras frente a un estandar de referencia.

En este trabajo, la potencia bioldgica de las variantes de rbFSH fue evaluada
mediante el ensayo recomendado por la Farmacopea Europea, utilizando el estandar
internacional de hFSH (NIBSC 92/510). La actividad bioldgica especifica (ABE)
estimada fue de 4200 Ul.mg™" para la rboFSH y de 10000 Ul.mg" para la roFSH-LD.

Sobre la base de estos resultados, se seleccioné la roFSH-LD para continuar

con el trabajo, en particular, avanzar en el desarrollo de clones celulares.
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4, Desarrollo de clones celulares productores de rbFSH-LD. Cultivo en alta

densidad y purificacion

4.1. Seleccion de células recombinantes mediante el empleo de puromicina

Los vectores utilizados para la generacion de las lineas recombinantes poseen
un gen de resistencia al antibiético puromicina. Con el fin de enriquecer el cultivo con
las células que presenten mayor productividad de rbFSH-LD, las lineas generadas
fueron sometidas a presion de seleccion con concentraciones crecientes de dicho
antibiético, comenzando en 5 ug.mL™" y alcanzando hasta 100 ug.mL". Finalizado el
proceso, la productividad de las distintas lineas celulares se evalué mediante sELISA
(Tabla 18), observandose un ligero aumento en la linea celular presionada con la mayor
concentracién del agente de seleccion.

Tabla 18. Productividades especificas de las diferentes lineas celulares productoras de
rbFSH-LD

. Productividad especifica
Linea celular

(pg-cel.dia™)
rbFSH-LD Td4 0,84
rbFSH-LD Td4 10P 0,90
rbFSH-LD Td4 50P 0,90
rbFSH-LD Td4 100P 0,98
4.2. Obtencion de clones celulares productores de rbFSH-LD

4.2.1. Clonado de las lineas celulares

Las lineas celulares constituyen un grupo heterogéneo de células que presentan
diferencias en sus caracteristicas de crecimiento, niveles de expresién y, en algunos
casos, en la calidad del producto. Las marcadas diferencias en los niveles de expresién
de las proteinas recombinantes se deben principalmente a dos factores: diferente
nuamero de copias e integracion en sitios con distinta actividad transcripcional (223). El
proposito del clonado es asegurar que todas las células de un cultivo desciendan de una
unica célula, es decir, sean genéticamente idénticas. Esto permite aislar células
altamente productoras de aquéllas que no lo son, luego de los eventos de transduccién
y seleccidn iniciales (161). Por otro lado, a diferencia de la linea celular, la expresion del
transgén, como asi también los parametros de crecimiento, consumo de nutrientes y
produccion de metabolitos de un clon celular, son mas homogéneos.

En este trabajo, el clonado se realiz6 mediante la técnica de dilucion limite

(160,161), cultivando las lineas celulares en placas de 96 pocillos, a razén de una célula
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por pozo. Luego de entre 10 y 15 dias, los SN de los cultivos en los que se observo

crecimiento de un unico clon celular fueron analizados mediante sELISA (Figura 48).
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Figura 48. Primer andlisis de clones productores de rbFSH-LD derivados de la linea celular
sCHO rbFSH-LD Td4 100P. Para cada clon, se presenta la absorbancia obtenida mediante
sSELISA. Se graficaron los 50 clones que mayor y menor absorbancia presentaron. Se resaltan
los 40 clones con mayor sefal, los cuales fueron seleccionados para un analisis posterior.

En funcion de los resultados obtenidos, se subcultivaron los 40 clones que
generaron mayor senal, de los cuales se seleccionaron los primeros 14 para analizar
mediante SDS-PAGE seguido de western blot utilizando un pAb anti-rbFSH (Figura 49).
En esta segunda ronda, se utilizo6 como criterio de seleccidon la proporcion de
subunidades libres respecto del dimero de la hormona. De acuerdo con esto, se

seleccionaron los clones P6D3, P7F4, P8D3 y P8D6 para un analisis posterior.
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Figura 49. Segundo analisis de clones productores de rbFSH-LD derivados de la linea
celular sCHO rbFSH-LD Td4 100P. Se analizaron sobrenadantes de 48 h de cultivo de cada
clon mediante SDS-PAGE seguido de western blot utilizando un pAb anti-rbFSH.
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Figura 50. Tercer analisis de clones productores de rbFSH-LD derivados de la linea celular
sCHO rbFSH-LD Td4 100P. Se determiné la productividad especifica mediante sELISA (A) y el
perfil electroforético mediante SDS-PAGE seguido de western blot utilizando un pAb anti-robFSH
(B), de la linea celular y de los clones seleccionados.

A continuacion, se llevd a cabo un ensayo de productividad especifica (de
acuerdo con lo descripto en el apartado 5.10 de Materiales y Métodos) en el que los SN
de cultivo de los cuatro clones fueron analizados mediante sELISA y SDS-PAGE
seguido de western blot. Tres de los clones analizados (P6D3, P7F4 y P8D3)
presentaron productividades similares o ligeramente superiores a la de la linea celular
de la que derivan (Figura 50A), mientras que el clon P8D6 present6 una productividad
casi 3 veces superior al resto. El analisis del perfil electroforético evidencié la presencia

de agregados de la hormona en todos los clones, excepto en el clon P8D3 (Figura 50B).
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En funcién de estos resultados, los clones P7F4, P8D3 y P8D6 fueron seleccionados

para continuar con el trabajo.
4.2.2. Adaptacion de clones al crecimiento en suspension

Para lograr la adaptacion de los clones celulares a crecimiento en suspension en
medio libre de SFB, se partié de un cultivo en condicion de adherencia (DMEM/F-12
suplementado con 5% SFB). Cuando el cultivo se encontraba en fase exponencial de
crecimiento, se realizdé un subcultivo en 100% de medio PM, incubandose a 37 °C en
agitador orbital a 140 rpm y 5% CO.. Se llevé a cabo un monitoreo diario del cultivo,
evaluando la viabilidad, la morfologia celular y la presencia de detritos. Posteriormente,
se siguieron los mismos pasos y criterios empleados para la adaptacién a suspension

de las lineas celulares.

4.2.3. Analisis de las caracteristicas de crecimiento, consumo de nutrientes y

produccion de metabolitos por parte de los clones seleccionados

Una vez culminada la adaptacién, se realizé una curva de crecimiento para cada
clon, con el objetivo de evaluar su cinética de crecimiento y produccion de rbFSH-LD.
En la Figura 51 se presentan las curvas de crecimiento (A), produccién de rbFSH-LD
(B), consumo de glucosa (C) y produccion de lactato (D) para los tres clones
seleccionados. En la Tabla 19 se describen los parametros p (velocidad especifica de
crecimiento), tp (tiempo de duplicacion), qrrsh-Ld, Juac ¥ Jaic (Velocidades especificas de
produccion de roFSH-LD y de lactato, y velocidad especifica de consumo de glucosa,
respectivamente) para cada clon.

Todos los clones exhibieron un comportamiento similar en cuanto al crecimiento,
alcanzando densidades celulares maximas de entre 4 y 6,5 x 108 cél.mL™". Los clones
P7F4 y P8D3 presentaron un tiempo de duplicacion cercano a las 30 h, mientras que el
clon P8D6 evidencio una velocidad especifica de crecimiento menor, con tp de 42 h. Por
otro lado, si bien no se observé una correlacion estrictamente proporcional entre la tasa
de consumo de glucosa y la velocidad de crecimiento, el clon con mayor qaic (P8D3)
también presentd la mayor y. En la Figura 51D puede observarse la produccion de
lactato como subproducto del metabolismo celular, a medida que la glucosa es
consumida. En todos los casos, la concentracion de lactato se mantuvo por debajo de
20 mM. Esto resulta relevante ya que concentraciones inferiores a este valor son bien
toleradas por la mayoria de las células de mamifero; sin embargo, concentraciones
superiores a 40 mM pueden producir efectos nocivos sobre el crecimiento y la
productividad (196,197). En la mayoria de los clones se evidencié un cambio metabdlico

cuando la concentracion de glucosa descendié a valores cercanos a los 5 mM (alrededor
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de las 120 h de cultivo). En esta situacion, donde la principal fuente de carbono (glucosa)
es escasa, las células dejan de producir lactato y comienzan a utilizarlo como una fuente
alternativa de carbono. Este fenémeno, conocido como /actate shift o lactate switch, ha
sido reportado para diversas lineas celulares de mamifero, incluyendo células CHO
(197,224,225). En relaciéon con la produccion de la proteina de interés, el clon P8D3
exhibio la mayor velocidad especifica de produccién de rbFSH-LD (8,0 pg.CV-'.d") y
también alcanzé la mayor produccion acumulada (aproximadamente 70 ug/mL, en
comparacion con los ~40 ug/mL observados para los demas clones). En funcién de

estos resultados, fue seleccionado para continuar con el trabajo.
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Figura 51. Cinética de crecimiento, consumo y produccidn de los principales metabolitos.
Se muestra la evolucién de la densidad de células viables (DCV) (A), la produccion de rbFSH-
LD (B), el consumo de glucosa (C) y la produccién de lactato (D) a lo largo del tiempo, para los
tres clones seleccionados.
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Tabla 19. Parametros de crecimiento, consumo de glucosa y produccion de lactato y
rbFSH-LD de los clones seleccionados

Clon M to COrbFSH-LD deic OLac
(h) (h) (pg.CV-'.d"") (pmol.CV-.d"') (pmol.CV-'.d"")
P7F4 0,020 35 3,5 -26,0 80,0
P8D3 0,024 29 8,0 -37,0 80,6
P8D6 0,017 42 3,2 -30,4 50,0
4.3. Produccién de rbFSH-LD mediante el cultivo del clon P8D3 en suspension

en biorreactores en medio libre de suero fetal bovino

El clon P8D3 productor de rbFSH-LD fue cultivado en un biorreactor de 1 L de
volumen de trabajo, operado en condiciones similares a las descriptas anteriormente
para las lineas celulares. En la Figura 52 se presentan las principales variables del
cultivo. El proceso comenzo con una densidad celular cercana a 1 x 10° cél.mL™", la cual
aumentd hasta alcanzar un maximo de aproximadamente 2 x 107 cél.mL™. La perfusion
se inici6 en el dia 2, con un caudal entre 0,25 y 1 volumen de reactor por dia. A partir
del dia 3 se implementdé un descenso gradual de la temperatura, con el objetivo de
disminuir la velocidad de crecimiento del cultivo y, de esta manera, mantener una
densidad celular proxima a 1,2 x 107 cél.mL™". El cultivo a densidades celulares menores
que las empleadas en los biorreactores de las lineas celulares permitié un control mas
eficiente de la saturacion de oxigeno. La concentracion de glucosa se mantuvo por
encima de 9 mM y la de lactato por debajo de 10,6 mM durante todo el proceso. La
velocidad especifica de crecimiento (u) en la fase exponencial fue de 0,019 h’'. La
concentracion maxima de rbFSH-LD alcanzada fue de 11,8 ug.mL'. En total, se

recolectaron aproximadamente 17 L de cosecha.
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Figura 52. Cultivo del clon P8D3 productor de rbFSH-LD. (A) Evolucion de la densidad de
células viables (DCV, negro), la viabilidad (violeta) y la concentracién de rbFSH-LD (azul claro)
a lo largo del tiempo. (B) Evolucién de la velocidad de perfusion (azul oscuro), la concentracion
de glucosa (rojo) y de lactato (verde) en funcién del tiempo de cultivo. En cada grafica, se indica
la temperatura del cultivo de forma numérica y con un gradiente de colores. Las flechas
representan eventos de remocion de células.

4.4. Optimizacion del proceso de purificacion cromatografico de la rbFSH-LD

producida por el clon P8D3
4.41. Evaluacion de la capacidad dinamica de la resina IMAC

La determinacién de la capacidad dinamica (o capacidad de unién dinamica,
dynamic binding capacity) de las resinas es un paso esencial en la optimizacion de un
proceso de purificacion. La capacidad dinamica se define como la cantidad de producto
que se unira a la resina bajo determinadas condiciones de operaciéon. Se calcula en
funcién de la cantidad de proteina que se puede cargar antes de que se midan niveles

significativos de producto en el flow-through (breakthrough point). La informacién
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obtenida sobre el rendimiento de la resina es util para evaluar las condiciones de carga
y la vida util de la columna (226).

Para determinar la capacidad dinamica de la resina IMAC se utilizé el protocolo
de purificacion previamente puesto a punto para la rbFSH-LD producida por la linea
celular, empleando una columna de 4 mL de VC y un tr de 5 min en todas las etapas.
Se sembraron 1,1 L de cosecha del biorreactor del clon P8D3 conteniendo
aproximadamente 19 mg de proteina. Se colect6 el FT en fracciones de 14 mL, que
posteriormente se evaluaron mediante sELISA.

A partir de los datos de concentracion de rbFSH-LD presentes en el FT, se
grafico la relaciéon C/Co en funcién de la masa total de proteina ofrecida, donde C
representa la concentracion de rbFSH-LD en cada una de las fracciones analizadas y

Co corresponde a la concentracion de rboFSH-LD en la muestra sembrada (Figura 53).
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Figura 53. Determinacion de la capacidad dinamica de la resina IMAC. Se grafico la relacion
C/Co en funcion de la masa ofrecida a la columna. Los puntos representan los datos obtenidos y
la linea discontinua corresponde al ajuste mediante una funcién exponencial.

Como puede observarse en el grafico, la masa de rbFSH-LD cargada no fue
suficiente para construir la curva de breakthrough completa, ya que sélo permitio
alcanzar el 20 % de la relacién C/C,. Cabe aclarar que, en las condiciones ensayadas,
la etapa de siembre implicé un tiempo aproximado de 20 h. Para completar la curva,
seria necesario ofrecer a la resina un volumen mayor de cosecha (mayor masa total de
proteina), lo cual, por cuestiones operativas, dificultaria el proceso cromatografico.
Mediante el ajuste de los puntos a una funcidon exponencial, se estimd el valor de
capacidad dinamica al 10% de la curva en aproximadamente 3,7 mg de rbFSH-LD por
mL de resina. A partir de estos datos, se decidi6é trabajar sembrando una masa de

rbFSH-LD que no supere la capacidad dinamica calculada.
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4.4.2. Purificacion de la roFSH-LD producida por el clon P8D3

Las cosechas restantes del biorreactor del clon fueron purificadas utilizando una
columna de 12 mL de VC y un tr de 5 min en todas las etapas. Al protocolo de
purificacién previamente optimizado para la rbFSH-LD producida por la linea celular, se
le adicion6 una etapa de lavado con buffer PNI-200 luego de la etapa de activacion,
denominada blanco, con el objetivo de desprender posibles iones Ni?* débilmente unidos
a la matriz y, de esta manera, disminuir la pérdida de hormona durante la etapa de
lavado 2. En la Figura 54 se presenta el cromatograma correspondiente a la corrida
blanco, donde puede observarse un pico de absorbancia a A=393 nm, que podria
corresponder al desprendimiento de iones Ni?* de la matriz. En la Figura 55 se muestran
los espectros de absorcién del imidazol y Ni, en los cuales se observa que los iones Ni?*
presentan un maximo de absorcidén cercano a A=393 nm mientras que los componentes
del buffer PNI-200 no presentan absorcidén en dicha region, pero si en la zona de A=300

nm.
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Figura 54. Cromatograma representativo de la etapa blanco. Se representan las sefales de
absorbancia a A= 280 nm (azul) y A= 393 nm (verde) en funcién del volumen de elucién.
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Figura 55. Espectros de absorcion UV-vis de soluciones utilizadas en la cromatografia
IMAC. Se detallan los espectros de una solucién de imidazol 200 mM (azul) y de una solucién
de NiCl2 100 mM (naranja).

En la Figura 56 se presenta el cromatograma de una de las purificaciones
realizadas, donde se puede observar un pico de elucibn con una altura

aproximadamente 10 veces superior al pico correspondiente al lavado 2.
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Figura 56. Purificaciéon de rbFSH-LD producida por el clon P8D3 mediante cromatografia
IMAC. En el cromatograma se representan las sefales de absorbancia a A= 280 nm (azul),
conductividad ( )y pH (rojo), en funcion del volumen de elucion. Se indican las etapas de
blanco, equilibrado, siembra, lavados, elucion y las fracciones colectadas durante las mismas.

El analisis de las fracciones de purificacion mediante SDS-PAGE (Figura 57)
permitié determinar que la hormona eluy6 con una pureza elevada (>99%). Todas las
proteinas no relacionadas pudieron ser eliminadas durante la etapa de lavado 2 con
PNI-50. Por otro lado, en dicho lavado se logré eliminar la mayor parte de subunidades
libres, al mismo tiempo que no se observd una pérdida significativa del dimero en
comparacion con las purificaciones anteriores realizadas a partir de la linea celular. A

partir de la densitometria de la banda del carril 7 (eluato) se determin6é que el 80%
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corresponde al dimero de rbFSH-LD, un 10% a la subunidad B-LD y un 10% a la

subunidad a libre.
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Figura 57. Evaluacion de la purificacion de rbFSH-LD producida por el clon P8D3 mediante
IMAC. Las fracciones correspondientes a cada etapa de purificacién se analizaron mediante
SDS-PAGE seguido por tinciéon con CBB. Carril 1: control de rbFSH-LD purificada a partir de la
linea celular (roFSH-LDLinea). Carril 2: marcador de masa molecular Precision Plus Protein™ (Bio-
Rad). Carril 3: siembra (S). Carril 4: flow-through (FT). Carril 5: lavado 1 (L1). Carril 6: lavado 2
(L2). Carril 7: elucion A3-5. Carril 8: elucion A6. Carril 7: stripping.

Para cada uno de los procesos cromatograficos, las fracciones de elucion fueron
agrupadas en un unico pool, los cuales fueron analizados mediante SDS-PAGE (Figura
58). Todos presentaron un porcentaje de dimero entre 70-87%, subunidad a libre entre
6-16% y subunidad B-LD libre entre 5-14%, con una pureza >99% y un rendimiento
global del 65%. No se detectaron agregados de la hormona en ninguno de los pooles
analizados. Estos valores resultaron elevados por tratarse de un uUnico paso de
purificacion y, por lo tanto, fueron considerados apropiados para continuar con el trabajo.
De este modo, las fracciones de elucidon fueron concentradas y diafiltradas contra buffer

fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4 y conservadas a -20 °C o -70 °C hasta su utilizacién.
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Figura 58. Evaluacion de los pooles de elucion de las purificaciones de rbFSH-LD
producida por el clon P8D3 mediante IMAC. En cada una de las purificaciones, las fracciones
de elucion fueron agrupadas en un unico pool de elucién, los cuales fueron analizados mediante
SDS-PAGE seguido por tinciéon con CBB. Carril 1: control de rbFSH-LD purificada a partir de la
linea celular. Carril 2: marcador de masa molecular Precision Plus Protein™ (Bio-Rad). Carriles
3-9: pooles de elucién de las purificaciones de rboFSH-LD.
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5. Caracterizacion comparativa de los lotes de las diferentes variantes de
rbFSH

A diferencia de los farmacos convencionales de sintesis quimica, como la
aspirina, los antibiéticos o distintos agentes quimioterapéuticos, el proceso de
fabricacion de los productos bioterapéuticos suele ser mucho mas complicado, ya que
se trata de moléculas de mayor tamafio con estructuras mas complejas. Estas proteinas
presentan una organizacion estructural jerarquica que incluye distintos niveles: primario,
secundario, terciario y, en algunos casos, cuaternario. Ademas, la mayoria de las
proteinas derivadas de sistemas eucariotas experimentan modificaciones co- y/o
postraduccionales en uno o mas sitios de su secuencia, conduciendo a una mezcla de
isoformas estructurales, fendmeno conocido como macro- y microheterogeneidad (227).
En general, las proteinas deben caracterizarse en términos de identidad,
heterogeneidad y contenido de impurezas. Para ello, se evalian multiples parametros,
como masa molecular, tamafio hidrodinamico, punto isoeléctrico, estructura, pureza y
perfil de carga (estado y microheterogeneidad) (209). Existe un amplio rango de
metodologias fisicoquimicas y estructurales que permiten abordar esta caracterizacion,
proporcionando informaciéon sobre la composicion, propiedades fisicoquimicas,
estructura primaria y estructuras de orden superior (228).

La estructura primaria de las proteinas, es decir, la secuencia lineal de
aminoacidos que la componen, puede ser determinada mediante degradacion de
Edman o espectrometria de masas (229,230). La estructura secundaria y terciaria de
las proteinas es evaluada, generalmente, mediante métodos espectroscépicos. Hay
numerosas técnicas disponibles, como la cristalografia de rayos X, resonancia
magnética nuclear (NMR, nuclear magnetic resonance) espectrofotometria UV-visible,
fluorescencia, dispersion dinamica de la luz (DLS, dynamic light scattering),
espectroscopia de dicroismo circular (CD, circular dichroism) o espectroscopia infrarroja
IR (209,228). A su vez, existen numerosos procedimientos disponibles para el estudio
de la microheterogeneidad, incluyendo varias técnicas cromatograficas [como
cromatografia de exclusion molecular (SEC), idnica (IEX), hidrofébica (HIC), hidrofilica
(HILIC), de intercambio anidnico de alta resolucién (HPAEC) y de afinidad],
electroforéticas (SDS-PAGE, IEF, 2D-PAGE, celectroforesis capilar, entre otras),
complementadas con diversas técnicas de deteccion como arreglo de diodos (DAD,
diode array detection), deteccion multiple (MALLS, multi-angle laser light scattering) o
masa (MS") (209,228).
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5.1. Caracterizacion fisicoquimica

5.1.1. SDS-PAGE

La masa molecular y el perfil electroforético de los lotes de hormonas
recombinantes fueron comparados mediante SDS-PAGE seguido de tincion con CBB
(Figura 59). Cada hormona se analizé en condiciones reductoras (+) y no reductoras (-).
Como se observa, los lotes obtenidos presentaron una pureza superior al 99% y
mostraron bandas correspondientes al dimero y a sus subunidades libres (carriles 1-3).
Tal como se describié en la seccién anterior, el lote de roFSH-LD producido a partir del
clon celular no present6 HMWA visibles en el gel, en contraste con la misma hormona
obtenida a partir de la linea celular de origen. Bajo condiciones reductoras, el dimero se
disocio por completo, lo que se reflejé en un aumento de la intensidad de las bandas
correspondientes a las subunidades libres (carriles 5-7). Ademas, se observé la
desaparicién de los HMWA en la rbFSH-LD producida por la linea celular (carriles 2 y
6), lo que sugiere que dichos agregados estarian constituidos por cadenas
polipeptidicas (posiblemente mal plegadas) unidas mediante puentes disulfuro. En la

Tabla 20 se resumen los porcentajes de cada banda obtenidos mediante densitometria.
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Figura 59. Perfil electroforético de los lotes de las variantes de rbFSH. SDS-PAGE seguido
por tincién con CBB. Cada hormona fue analizada en condiciones reductoras (+) y no
reductoras (-). Carriles 1 y 5: rbFSH. Carriles 2 y 6: rbFSH-LD linea. Carriles 3 y 7: rbFSH-LD
clon. Carril 4: marcador de masa molecular Precision Plus Protein™ (Bio-Rad).

164



Tabla 20. Pureza y porcentaje relativo de dimero y subunidades libres presentes en los
lotes de las variantes de rbFSH

rbFSH rbFSH-LD linea rbFSH-LD clon

Pureza (%) >99 % >99 >99

HMWA (%) - 5 -

Dimero (%) 73 67 76

Sub B (%) 11 9
27*

Sub. a (%) 17 15

* Suma de subunidades a y B libres
5.1.2. Isoelectroenfoque

El perfil de isoformas de cada lote fue analizado mediante IEF seguido por tincion
con CBB coloidal (Figura 60). Como puede observarse, ambos lotes de rbFSH-LD
presentaron perfiles de isoformas similares entre si, con un mayor numero de isoformas
que la rbFSH, y distribuidas en un rango de pH mas acido. Nuevamente, esto podria
correlacionarse con un mayor contenido de acido sialico en las muestras de rbFSH-LD

debido a los nuevos sitios potenciales de O-glicosilacién introducidos.
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Figura 60. Analisis del perfil de isoformas de los lotes de las variantes de rbFSH mediante
IEF. Las variantes de rbFSH fueron analizadas en un gel con un gradiente de pH de 3,5-55y
una concentraciéon de anfolitos de 2% (P/V). Carril 1: roFSH. Carril 2: rbFSH-LD linea. Carril 3:
rbFSH-LD clon. A la izquierda de la figura se indica el rango de pH.
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5.1.3. Analisis del contenido de acido sialico mediante HPAEC-PAD

El analisis de monosacaridos es la forma mas simple de caracterizacion de
glicanos y permite determinar tanto el tipo como el porcentaje relativo de monosacaridos
individuales presentes en las complejas cadenas de glicanos de las glicoproteinas
terapéuticas (231). La cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucién
(HPAEC) es una técnica ampliamente utilizada para analizar oligosacaridos
covalentemente unidos a glicoproteinas recombinantes y naturales (232,233). Los
carbohidratos son &cidos débiles con valores de pKa entre 12 y 14, que pueden
convertirse en su forma anioénica en un ambiente alcalino y asi separarse mediante
cromatografia de intercambio anidnico (234,235). Las principales ventajas de este
método, cuando se acopla a un sistema de deteccidbn amperométrica pulsada (PAD),
radican en su utilidad para analizar monosacaridos y oligosacaridos sin derivatizacion,
diferenciando isémeros estructurales con un alto poder de resolucion y sensibilidad en
el orden de los picomoles (236).

El contenido de acido sialico (Neu5Ac) de las variantes de rbFSH fue evaluado
mediante HPAEC-PAD (Tabla 21). En concordancia con el ensayo de IEF, las dos
muestras de rbFSH-LD presentaron un contenido de Neu5Ac similar entre si (sin
diferencias significativas) y 4 veces superior al de la rbFSH (p<0,001). Ambos valores
son superiores a los informados previamente para la pit-FSH bovina, ovina y porcina
(entre 1,0 y 4,5 mol de acido sialico/mol de proteina) (237-240). El incremento en la
cantidad de residuos de NeuSAc en la rbFSH-LD se encuentra directamente relacionado
con la incorporacion de nuevos sitios potenciales de O-glicosilacién presentes en las
secuencias del péptido mMGMOP, y es congruente con los resultados obtenidos por Sales
y col. (97), quienes lograron incrementar 2 veces el contenido de Neu5Ac en la molécula
de IFNa-2b tras fusionar una Unica copia del péptido mGMOP.

Tabla 21. Analisis del contenido de Neu5Ac de los lotes de las variantes de rbFSH

Muestra Neu5Ac
(mol.mol proteina™)

rbFSH 6,0+04
rbFSH-LD linea 23,7+ 3,8
rbFSH-LD clon 250+34

5.1.4. Espectroscopia de emision de fluorescencia

La espectroscopia de emision de fluorescencia es una de las técnicas biofisicas
mas versatiles y potentes utilizadas en estudios cualitativos, cuantitativos y estructurales

de proteinas (241). La fluorescencia intrinseca de las proteinas se origina a partir de
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transiciones electronicas en los aminoacidos aromaticos como el triptéfano (Trp, W), la
fenilalanina (Phe, F) y la tirosina (Tyr, Y). La emision en las proteinas esta dominada por
el Trp, que absorbe a la longitud de onda mas larga y presenta el mayor coeficiente de
extincion. La energia absorbida por la Phe y la Tyr suele transferirse a los residuos de
Trp dentro de la misma proteina. La Phe presenta las longitudes de onda de excitacion
(Aex) Y emision (Aem) mas cortas, con un maximo de emision cercano a los 282 nm. La
emision de la Tyr en agua se produce a 303 nm y es relativamente insensible a la
polaridad del solvente. El maximo de emision del triptéfano en agua se produce cerca
de los 350 nm y depende en gran medida de la polaridad o del entorno local (242).
Debido a su alta sensibilidad a la polaridad del microambiente local, el Trp experimenta
cambios en la longitud de onda maxima de emision hacia longitudes de onda mayores
(desplazamiento al rojo) o menores (desplazamiento al azul) (243,244). La posicion del
Amax ha demostrado ser una buena medida de la exposicion al solvente de los residuos
de triptéfano en las proteinas. Si bien la carga electrostatica local también puede influir,
el patrén que se ha observado es que los residuos de triptéfano enterrados en regiones
hidrofébicas de las proteinas presentan un maximo de emisién en azul, ~308 nm
(azurina), mientras que los residuos de triptéfano expuestos al agua presentan una
emisién en rojo, ~355 nm (glucagon). La exposicion parcial de los residuos da lugar a
maximos de emision intermedios (241,245).

Con el objetivo de caracterizar estructuralmente los lotes de las variantes de
rbFSH, se registraron los espectros de emision bajo diferentes condiciones de estrés, y
se los compard con los espectros obtenidos de las hormonas sin tratamiento. Dado que
la subunidad a presenta 5 residuos de Tyr, y las subunidades 3 de ambas variantes de
roFSH contienen 1 residuo de Trp y 7 de Tyr, se utilizé una longitud de onda de
excitacion de 275 nm para observar las contribuciones simultaneas de Tyr y Trp al
espectro de emision. Los espectros de emision fueron registrados de 290-500 nm, con
un intervalo de 1 nm.

Los espectros de la rbFSH y la rboFSH-LD del clon, ambas sin tratamiento (Figura
61A), mostraron perfiles similares, con una mayor influencia de Tyr evidenciada por la
presencia de un maximo cercano a los 330 nm, consistente con los resultados
previamente reportados por Groen y col. (246) para la rhFSH. En contraste, la rbFSH-LD
de la linea evidencié una mayor contribucion del Trp, con un ligero desplazamiento hacia
el rojo (maximo a los 340 nm) y una mayor intensidad de fluorescencia. Esta diferencia
podria estar relacionada con la presencia de HMWA en esta muestra, los que se
encuentran ausentes (0 en cantidades despreciables) en los otros lotes. Por otro lado,
luego del tratamiento con urea 6 M (rojo), DTT 100 mM (verde) y calor (amarillo), se

observé un marcado desplazamiento hacia el rojo, con un maximo alrededor de los
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360 nm, y un aumento de la intensidad de fluorescencia para la roFSH (Figura 61B), la
rbFSH-LD de la linea (Figura 61C) y la rbFSH-LD del clon (Figura 61D), lo cual es
consistente con un estado de desnaturalizacion proteica (247,248).
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Figura 61. Espectros de emisién de fluorescencia de los lotes de las variantes de rbFSH.
(A) Perfiles de rbFSH (azul), rbFSH-LD de linea (rojo) y rbFSH-LD del clon (verde) sin
tratamiento. (B) rbFSH sin tratamiento (azul), con urea 6 M (rojo), con DTT 100 mM (verde) y
calentada 1 h 80 °C ( )- (C) rbFSH-LD de linea sin tratamiento (azul), con urea 6 M (rojo),
con DTT 100 mM (verde) y calentada 1 h 80 °C ( ). (D) rbFSH-LD del clon sin tratamiento
(azul), con urea 6 M (rojo), con DTT 100 mM (verde) y calentada 1 h 80 °C ( ).

5.1.5. Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

La espectroscopia de dicroismo circular (CD) es un método excelente para
evaluar de forma rapida la estructura secundaria, el plegamiento y las propiedades de
unién de las proteinas (249). En el UV lejano, el enlace peptidico es el principal grupo
absorbente y permite la identificacion de elementos estructurales secundarios, como
hélices alfa, hojas beta y estructuras desordenadas (“random coils”). En el UV cercano,
la absorcion proviene de las cadenas laterales de aminoacidos aromaticos (Phe, Tyry
Trp), proporcionando un espectro tipo huella dactilar que es altamente especifico y
caracteristico de cada proteina (228,250,251).
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Las estructuras secundarias y terciarias de las variantes de rbFSH fueron
estudiadas mediante espectroscopia CD. Las variantes rbFSH y rbFSH-LD del clon
presentaron espectros en la region del UV lejano caracteristicos de proteinas
compuestas por laminas beta y otras estructuras desordenadas (Figura 62). La
diferencia de intensidades presente en los espectros de las hormonas podria ser el
resultado de un mayor contenido de estructuras desordenadas en la variante rboFSH-LD
debido a la presencia de las copias del péptido mMGMOP, rico en Pro y Thr. Este tipo de
estructuras suelen manifestarse como una banda fuertemente negativa en la region
195-200 nm y una banda mas débil, que puede ser positiva o negativa, en la region
215-230 nm (252). Por otro lado, los espectros de ambas variantes en la region del UV
cercano (Figura 63) resultaron comparables entre si. En ambas regiones, los espectros
obtenidos coincidieron con lo reportado por Groen y col. (246) para rhFSH, lo que indica
que las variantes de rbFSH poseen estructuras secundarias y terciarias similares a las
de la rhFSH.
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Figura 62. Espectro de CD en el UV lejano (190-250 nm) de las variantes de rbFSH. Se
detallan los espectros de la rbFSH (azul) y rbFSH-LD producida por el clon P8D3 (rojo).
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Figura 63. Espectro de CD en el UV cercano (250-320 nm) de las variantes de rbFSH. Se
detallan los espectros de la rbFSH (azul) y roFSH-LD producida por el clon P8D3 (rojo).

5.1.6. SEC-HPLC

300 310 320

El perfil cromatografico de los lotes de las variantes de rbFSH fue analizado
mediante SEC-HPLC, utilizando la metodologia puesta a punto en la seccion 1.5.2
(Figura 64). Mediante esta técnica, se determin6 que las variantes de rbFSH
presentaron un contenido de dimero y subunidades libres comparable al observado por
SDS-PAGE (seccién 5.1.1). No obstante, a diferencia de esta ultima metodologia, la
SEC-HPLC permitié detectar una pequefia cantidad de HMWA tanto en la rbFSH (1,3%)
como en la rbFSH-LD obtenida a partir del clon P8D3 (1,0%) (Tabla 22), lo que

demuestra su sensibilidad y eficacia para el analisis de agregados de rbFSH.

Tabla 22. Pureza y porcentaje relativo de dimero y subunidades libres presentes en los

lotes de las variantes de rbFSH, obtenidos mediante SEC-HPLC

rbFSH rbFSH-LD linea rbFSH-LD clon

Pureza (%) >99 >99
HMWA (%) 1,3 6,4
Dimero (%) 76,5 68,8
Subunidades* (%) 22,2 24,8

>99
1,0
77,3

21,6

* Suma de subunidades a 'y B libres
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Figura 64. Perfil de SEC-HPLC de rbFSH (A), rbFSH-LD producida por la linea celular (B) y
rbFSH-LD producida por el clon (C). Como fase moévil se utilizé buffer fosfato de sodio 50 mM,
pH 7 con el agregado de arginina 200 mM.
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5.2, Caracterizacion biologica

5.2.1. Determinacion de la potencia biolégica in vivo

Como paso previo a la realizacion de ensayos en animales de destino, se evalud
la potencia bioldgica de la rboFSH-LD purificada a partir del clon P8D3, mediante el
ensayo recomendado por la Farmacopea Europea. La actividad biolégica especifica
(ABE) estimada para esta muestra fue similar a la obtenida para la roFSH-LD purificada
a partir de la linea celular (9930 Ul.mg™" vs 10000 Ul.mg', respectivamente). En este
sentido, tanto la ABE de la rbFSH-LD como la de la rbFSH (4200 Ul.mg™"), fueron
considerablemente mayores que la reportada por Abreu y col. (92) para una bFSH
monocatenaria recombinante fusionada a un hCTP (scbFSH) producida en L. tarentolae.
En comparacién con dicha molécula, la roFSH-LD presenté una ABE entre 177 y 225
veces mayor, lo que podria explicarse por su mayor contenido de glicanos y la
consiguiente mejora en los parametros farmacocinéticos. Considerando que los glicanos
con alto contenido de manosa son las estructuras glicosidicas predominantes de la
scbFSH producida por Abreu y col. y que L. tarentolae carece de sialiltransferasas (13),
estos resultados enfatizan, una vez mas, la importancia de un correcto patrén de
glicosilacion y, especialmente, un contenido adecuado de acido sialico para obtener una

actividad in vivo 6ptima.
5.2.2. Prueba de concepto en animales de destino

Los resultados de caracterizaciéon presentados en esta seccién sugieren que las
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de la variante rboFSH-LD purificada a partir
de la linea celular y del clon P8D3 son similares entre si. Ademas, el hecho de que
ambas presenten contenido de NeuS5Ac y ABE comparables permite suponer que sus
propiedades farmacocinéticas también serian equivalentes. No obstante, se optd por
utilizar el lote de rbFSH-LD producido por el clon P8D3 para los ensayos de
superovulacion (SOV) en bovinos, no solo por presentar un contenido reducido de
agregados de alto peso molecular (HMWA), sino también por las ventajas que
representa el uso de un clon en términos del proceso productivo. En efecto, trabajar con
un clon permite alcanzar una mayor homogeneidad en los niveles de expresién, en la
calidad del producto recombinante, y en parametros criticos como el crecimiento y el
metabolismo celular. Estas caracteristicas contribuyen a un proceso mas controlado y
reproducible, favoreciendo la obtencion de un producto final de elevada consistencia.

El ensayo de SOV se llevé a cabo utilizando 180 ug de cada variante de rbFSH
por animal, administradas en un esquema de 8 dosis de rbFSH (similar a los protocolos

tradicionales de SOV) o una unica dosis de rbFSH-LD. A su vez, se incluyé un grupo
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control sin tratamiento con FSH. En la Tabla 23 se resumen las principales variables
analizadas durante el protocolo. Tanto la roFSH como la rbFSH-LD fueron capaces de
inducir una respuesta SOV en comparacién con el grupo control (p<0,05). El numero de
ovocitos fecundados (OF) y no fecundados (ONF) fue similar entre los grupos tratados
con las variantes recombinantes, mientras que el numero de cuerpos luteos (CL) y
foliculos anovulatorios (FAN) fue mayor en los animales tratados con rbFSH-LD en
comparacion con los que recibieron rbFSH. El numero de embriones viables (EV) fue
estadisticamente similar entre ambos tratamientos hormonales y consistente con los
valores reportados previamente en la bibliografia para protocolos que emplean FSH
porcina comercial, con una media de aproximadamente 6 EV por animal (85,147,253—-
255). Estos resultados demuestran que una unica aplicacion de rbFSH-LD fue capaz de
generar una respuesta similar a 8 dosis de rbFSH. Mas aun, los resultados fueron
comparables a los reportados por Gutiérrez-Reinoso y col. (85), quienes utilizaron
170 ug de una rbFSH hiperglicosilada administrada en un esquema de 4 dosis
decrecientes. No obstante, es importante aclarar que en este ensayo se evalu6é una
unica dosis de cada hormona, seleccionada en funcién de su ABE y de las areas bajo
la curva de farmacocinética obtenidas en los ensayos en ratas. Por lo tanto, sera
necesario realizar futuros estudios para optimizar la dosis de rbFSH-LD en bovinos, con
el fin de determinar la mas efectiva para maximizar su efecto biolégico. Aun asi, estos
resultados sugieren que seria posible reducir el numero de dosis aplicadas, lo que
contribuiria a disminuir el costo y mejorar la logistica asociada a los tratamientos

hormonales.

Tabla 23. Resultados de la prueba de concepto de superovulacion (SOV) en bovinos
tratados con diferentes variantes de rbFSH

Protocolo SOV

Control rbFSH rbFSH-LD

(Media + SEM)  (Media+ SEM)  (Media + SEM)
Cuerpos luteos (CL) 1,4+0,2€ 10,0 £ 3,08 17,0 £ 2,0~
Foliculos anovulatorios (FAN) 0,0 £ 0,08 0,0 £0,08 9,5+0,54
Ovocitos no fecundados (ONF) 0,0 £ 0,08 2,0+£1,00 3,0+£3,00
Ovocitos fecundados (OF) 0,4+0,28 5,0+£2,0¢ 6,0 £ 3,00
Embriones viables (EV) 0,2+0,28 5,0+£2,0¢ 5,0+£2,00

Las letras diferentes dentro de la misma fila (A, B y C) representan diferencias estadisticas significativas entre
los grupos (p < 0.05).
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La hiperestimulacion ovarica bovina es un proceso que actualmente se basa en
el uso de preparaciones de hormona foliculo-estimulante (FSH) porcina, parcialmente
purificadas a partir de glandulas pituitarias. Este producto presenta numerosas
desventajas, como variaciones entre lotes, posible contaminacién con LH, una vida
media circulante extremadamente corta, riesgo de transmision de enfermedades y
potenciales efectos secundarios inmunoldgicos debido al uso repetido de preparaciones
de FSH exdgena (100,101,125,131-133,147,256,257). Se han reportado numerosos
intentos de producir rFSH no humana en diferentes huéspedes. La rFSH producida en
sistemas no mamiferos, como levaduras, células de insecto y células vegetales,
presentd nula o muy baja actividad bioldgica in vivo, probablemente debido a su rapida
eliminacion de la circulacion. Esto se atribuye a un perfil de glicosilacion incorrecto, que
podria generar un menor tamano hidrodinamico como consecuencia de glicanos mas
pequefos O a la ausencia de acidos sialicos terminales, facilitando la remocion de la
proteina por parte de los receptores de asialoglicoproteinas (ASGPR) (135,136,138—
143). En cambio, la rFSH producida en sistemas mamiferos ha demostrado una
actividad bioldgica in vivo adecuada en ratas o en ganado (85,91,144-147), lo que
confirma la importancia de un perfil de glicosilacion adecuado. Desafortunadamente, la
produccién de rbFSH mediante tecnologias recombinantes suele ser mas costosa que
los métodos extractivos y, por esta razén, es necesario mejorar no solo la productividad
del proceso, sino también la actividad biolégica de la rFSH para reducir el numero de
dosis requeridas por animal.

En este trabajo, se describid el desarrollo de una nueva variante hiperglicosilada
de rbFSH de larga duracion (rbFSH-LD) producida en células sCHO-K1 cultivadas en
SFM como un sustituto atractivo de la FSH porcina derivada de glandulas pituitarias,
disponible comercialmente para uso veterinario.

Durante la primera etapa, se disefidé una variante recombinante de la hormona
foliculo-estimulante bovina de larga duracién (rbFSH-LD), mediante la fusién de tres
copias de la secuencia codificante del péptido mGMOP al extremo C de la subunidad
de la FSH bovina, que aporta hasta 18 sitios potenciales de O-glicosilacion. Ademas, se
produjo la rbFSH nativa, es decir, sin modificar. Todas las subunidades (a,  y B-LD)
fueron producidas fusionadas a etiquetas de histidina (His6) en su extremo C para
facilitar su purificacién. Mediante transgénesis lentiviral se generaron lineas celulares
estables productoras de las variantes de rbFSH, que luego fueron adaptadas a

crecimiento en suspension en medio libre de suero fetal bovino (SFM) y cultivadas en
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un biorreactor de 1 L de volumen de trabajo operado en modo de perfusién, utilizando
un filtro tipo spin como dispositivo de retencion celular.

Con el objetivo de contar con suficiente cantidad de las hormonas puras para
iniciar los ensayos de caracterizacion, se optimizé un protocolo de purificacion para
ambas variantes de rbFSH. Para ello, se explotaron las ventajas que presenta la
cromatografia de pseudoafinidad a iones metalicos inmovilizados (IMAC),
desarrollandose un proceso de purificacion consistente en un Unico paso cromatografico
empleando una resina IMAC acoplada a niquel (Ni*) como ion metalico inmovilizado y
utilizando imidazol como agente de elucion. El primer paso del desarrollo de este método
consistid en hallar la concentracién 6ptima de imidazol para las etapas de lavado y
elucibn mediante una elucion en gradiente. Posteriormente, se evaluaron las
concentraciones halladas en la primera etapa vy, finalmente, se purifico el resto de las
cosechas del biorreactor mediante el protocolo optimizado. El rendimiento global de los
procesos de purificacién fue cercano al 70%, con una pureza superior al 99% para
ambas hormonas. Las fracciones de elucion de cada proteina fueron concentradas y
diafiltradas contra tampon fosfato de sodio 50 mM pH 7,4 y, posteriormente, se
realizaron ensayos de caracterizacion fisicoquimicos y biolégicos.

El analisis de las proteinas purificadas mediante SDS-PAGE demostrd la
presencia del dimero y trazas de subunidades libres en ambas hormonas. Asimismo, la
rbFSH-LD presenté una masa molecular aparente mayor a la correspondiente a rbFSH.
La identidad de cada una de las bandas se confirmé mediante un ensayo de western
blot, utilizando tanto un pAb anti-roFSH como un mAb anti-hFSH como anticuerpos de
deteccién. Por otro lado, ensayos de isoelectroenfoque (IEF) evidenciaron la presencia
de un mayor numero de glicoformas en la rbFSH-LD, con predominio de isoformas mas
acidas debido al mayor contenido de acido sidlico (4 veces superior) respecto a la
variante sin modificar. El estudio farmacocinético de las hormonas purificadas demostré
que la incorporacion de los nuevos sitios de O-glicosilacion modificé el perfil de
absorcion de la rbFSH-LD, observandose ademas una disminucion de su clearance
plasmatico y un aumento de su permanencia en circulacion. Mas aun, la rbFSH-LD
presentd una actividad bioldgica especifica 2,4 veces superior a la rbFSH en ratas. En
funcién de estos resultados, la variante rboFSH-LD fue seleccionada para avanzar con el
desarrollo clones celulares, con el objetivo de estandarizar el proceso de produccion.

Luego del clonado de la linea celular productora de roFSH-LD, se seleccionaron
tres clones (P7F4, P8D3 y P8D6) en funcién de su productividad y perfil electroforético
para su adaptacién a SFM. El clon P8D3, que exhibié la mayor productividad y velocidad
especifica de crecimiento, fue cultivado en un biorreactor, purificandose la rbFSH-LD

mediante cromatografia IMAC en una Unica etapa, con una pureza superior al 99% y un
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rendimiento global del 65%. El perfil electroforético mostré una alta proporcién de dimero
(70-87%) y minimos niveles de agregados de alto peso molecular (HMWA) (alrededor
de 1%), lo que avala la factibilidad del proceso para su futura implementacion a mayor
escala.

La rbFSH-LD producida por el clon P8D3 fue caracterizada estructural y
funcionalmente en comparacion con la hormona no modificada. Mediante dicroismo
circular, se observdé que ambas variantes presentaron caracteristicas estructurales
similares, con predominio de laminas beta y otras estructuras desordenadas. No
obstante, la diferencia de intensidades sugiere un posible incremento del contenido de
estructuras desordenadas en la variante rbFSH-LD, atribuible a la presencia del péptido
mGMOP, rico en Pro y Thr. Por otra parte, la variante hiperglicosilada exhibié una
actividad bioldgica especifica cercana a 10000 Ul.mg™, la cual resulté 2,4 veces superior
a la observada para la rbFSH. Finalmente, en una prueba de concepto en vacas, una
unica dosis de 180 ug de rbFSH-LD generd una respuesta de superovulacién (SOV)
similar a 180 ug de rbFSH distribuidos en 8 dosis. Si bien es necesario realizar un
estudio mas detallado para determinar la dosis efectiva, estos resultados sugieren la
factibilidad de reducir la frecuencia de administracion de la rboFSH-LD, disminuyendo
tanto el costo de los tratamientos como los inconvenientes asociados al manejo y
traslado diario del ganado que implica su aplicacion repetida.

Adicionalmente, a lo largo de este trabajo y de forma paralela a las actividades
descritas, fue necesario desarrollar diversas técnicas analiticas para la deteccion,
caracterizacion e identificacion de las variantes de rbFSH. En este sentido, se
desarrollaron anticuerpos policlonales mediante un protocolo de inoculacion de la
variante rbFSH en conejos. Estos anticuerpos permitieron no solo la deteccion e
identificacion de las hormonas en diferentes muestras, sino también el desarrollo de un
ELISA sandwich para la cuantificacion de las proteinas. Por otro lado, se optimizé una
metodologia de IEF para la evaluacion del perfil glicosidico de las variantes de rbFSH y
se desarrollé una técnica de SEC-HPLC para el analisis del contenido de HMWA de las
proteinas purificadas.

En resumen, la estrategia descrita en este trabajo permiti6 desarrollar los
primeros pasos de un sistema de produccion de una nueva variante hiperglicosilada de
roFSH recombinante, con mayor actividad biolégica in vivo, parametros
farmacocinéticos mejorados y ausencia de actividad de LH, lo que representa una
alternativa atractiva al uso de preparados comerciales de FSH porcina derivada de

glandulas pituitarias.
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